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1. BEVEZETES

1.1. A krénikus lymphocytas leukémia (CLL) és prognosztikus markerei

1.1.1. A kronikus lymphocytas leukémia

A kronikus lymphocytas leukémia (CLL) a WHO (World Health Organisation)
osztalyozasa alapjan az érett B-sejtes non-Hodgkin-lymphomak (NHL) csoportjaba
tartozik. A CLL mérsékelt malignitasu, indolens lefolyasi megbetegedés, mely a
csontveldben alakul ki és leukémias vérképpel jar. A betegség elérehaladtaval pedig a

nyirokcsomokat és mas lymphoid szoveteket is érintheti [1].

1.1.2. A CLL eléfordulasa, klinikai jellemz6i

A CLL aleggyakoribb felnéttkori leukémia-tipus a nyugati orszdgokban, a leukémids
megbetegedések mintegy 16-30%-at teszi ki [2]. A CLL foként az idGsebb felndtteket
érinti, az atlagéletkor a diagnozis idépontjaban 55 év [3]. Férfiak esetében mintegy
kétszer gyakrabban fordul el6. Egyre tobb eredmény szamol be a CLL familiaris
halmozodasarél [4]. A CLL tiinetei altalaban nem specifikusak: faradékonysag,
teststilycsokkenés, nyirokcsomd-megnagyobbodas, periférids lymphocytosis. A betegség
elorehaladott  stddiumaiban  jellemz6 a  generalizalt  lymphadenopathia,
hepatosplenomegalia, anémia, valamint thrombocytopenia [3]. Gyakori a
hypogammaglobulinémia, elsésorban az IgG szintjének csokkenése, illetve a T- és B-
sejtek anergiaja. Ezen elvaltozasok miatt gyakoribba valhatnak a bakterialis, virus- és
gombafertézések. A CLL lefolyasdnak késéi stddiumaban madasodlagos tumorok is

megjelenhetnek, a leggyakoribb a bor-, tiid6-, vastagbél- és méhnyakrak kialakulasa [3].
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1.1.3. A CLL diagnézisa

A diagnozis felallitasdban a periférids vér aramlasi citometrial vizsgalata donto
fontossagu. Differencial-diagnosztikai szempontbol elengedhetetlen a morfoldgiai,
citogenetikai, egyes esetekben immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzése. Ujabban a
nagy érzékenységli molekularis genetikai elemzések (1) generacios szekvenalas) is fontos
részét képezik a CLL diagnosztikajanak, foleg a prognoézis eldrejelzésénél [5]. A kezelés
megkezdése elétt a megfelelé terapia kivalasztasanal a citogenetikai és molekularis
genetikai eltérések ismerete alapveto.

A csontveld6 és nyirokcsomd vizsgalata nem tartozik hozza a CLL
diagnosztikdjdhoz. Csontvel6i mintavétel citopénids betegek esetén sziikséges a
csontveldi tumortdmeg meghatirozasa, valamint a terapids valasz megitélése okan. A
nyirokcsomo biopszia foként az agresszivebb lymphoméva valé transzformacid esetén

fontos [6].

1.1.3.1.  Morfolégia

A periférias vérben jellemz6é a Kis lymphocytak felszaporodasa, melyek a
kenetben keskeny citoplazmaval, kerek maggal, kompakt és r6gés kromatinnal lathatok.
A nyugvo lymphocytak mellett nagyobb méretii, b6 citoplazmaji prolymphocytak is jelen
lehetnek, aranyuk altalaban 2% alatti. A CLL-ben tipikus a Gumprecht-rogék
megjelenése, melyek a térékeny neoplasztikus lymphocytak mechanikailag karosodott
maradvanyai [3].

A CLL-sejtek valtozé mértékben infiltralhatjak a csontvel6t és a nyirokcsomot. A
csontveldi kenetekben lathatd tumorsejtek morfologidja megegyezik a periférids
kenetekben latottakéval (1. A. abra). A CLL-sejtek myeloperoxidaz negativak. A CLL
korai szakaszaban a csontveldi infiltracié mintdzata nodularis vagy interstitidlis, mig
elérehaladott stadiumban diffiz [3].

A CLL-sejtek diffuzan infiltralhatjdk a nyirokcsomokat, elmosva a normal
follikularis szerkezetet. A proliferaldo CLL-sejtek pseudofollikulusokat (proliferacios
centrum) képeznek, melyek vilagosabb festddésli teriiletekként azonosithatok (1. B.

abra).
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1. abra CLL, csontvelé kenet (May Griinwald Giemsa festés, 40x) (A), valamint
infiltralt nyirokcsomé hisztolégiai képe (hematoxilin-eozin, 6x) (B).

A: CLL extenziv csontveldi infiltracioja. A kenetben jol lathaté a nagyszdmu kis
lymphocyta kerek maggal és keskeny citoplazmaval.

B: A nyirokcsomodt a CLL-sejtek diffuzan infiltraljak, a normalis follikularis szerkezet
eltinik. A proliferal6 CLL-sejtek vilagosabb fest6désii, nagyobb sejtekbol alld
pseudofollikulusokat alkotnak.

1.1.3.2. Immunfenotipus

A CLL-sejtek erdsen expresszaljak a CD45 altalanos leukocyta antigént, igy a
normal B-sejtekhez hasonldéan a ,,lymphocyta kapuba” esnek az aramlasi citometriai
kiértékelések soran (2. abra). Ritkan eléfordul, hogy a koros sejtek a csokkent (dim)
CD45 kifejez6dés miatt a ,,blaszt kapuban” talalhatoéak [7]. A CLL-sejtekre jellemz6 az
érett B-sejtes markerek kifejezddése, mint a CD19, CD22, CD20 és a CD79a. Ezek
mellett a CLL-re specifikus a CD5-CD23 molekulak koexpresszidja, mely differencial-
diagnosztikai szempontbol dont6 fontossaghi [8]. A CD20 és a felszini immunglobulinok
(Ig-kappa és lambda lancok) expresszidja a normal B-sejtekhez képest gyenge (2. abra),
de gyakoriak a negativ esetek is. Magas CD200 expressziot mutatnak, a CD10, CD79b
és CD81 markerek altalaban negativak a CLL-sejtek felszinén. A ZAP-70, CD38 és
CD49d molekuldk valtozd mértékben expresszalddnak. Atipusos esetek mutathatnak

CD4, CD8, CD7 expressziot, illetve CD23 negativitast [7].

10
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2. abra CLL-es periférias vérminta Aramlasi citometriai vizsgalata.

A CD45-SSC dot-ploton jol lathaté az emelkedett lymhocyta-arany. A CLL-sejtek
jellemzd immunfenotipusa a CD19-CD5-CD23-CD20-CD200 expresszio, illetve kappa
vagy lambda monoklonalités.

1.1.3.3.  Genotipus

A CLL genetikailag rendkiviil heterogén megbetegedés. A CLL-es betegek kozel
80%-4ban mutathatd ki valamilyen kromoszoma-aberracid, melyek koziil tobb
prognosztikus szereppel is bir. A CLL-re jellemzé6 a neoplasztikus B-sejtek
immunglobulin nehézlanc gén variabilis régidjanak (IGHV) mutacidja. Emellett a
leggyakoribb eltérések a FISH vizsgalattal kimutathatéo 13q, 11q, 17p és 6q delécio,

valamint a 12-es triszoémia (12tri) [9].

11
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1.1.4. Differencial-diagnosztika

A CLL ¢és a kis lymphocytas lymphoma (SLL) ugyanannak a betegségnek eltérd
megjelenési formaja; morfologia, immunfenotipus és genotipus alapjan nem kiilonithet6k
el. A differencial-diagnézis alapja a periférids lymphocyta-szaporulat mértéke; 4000
sejt/mm?3 felett CLL a diagndzis, ezen érték alatt a korkép SLL-nek felel meg [3].

A monoklonalis B-sejtes lymphocytosis (MBL) daganatmegel6z6 allapotnak
mindsiil, melyet 5x10° sejt/l alatti monoklonalis CD5* vagy CD5  B-sejt szaporulat
jellemez kimutathaté organomegalia, lymphadenomegalia nélkiil. Az MBL évente 1-2%-
ban progredial CLL-be [10].

A CLL-t fontos elkiiloniteni egyéb periférias lymphocytosist mutatd low-grade B-
sejtes lymphoproliferativ megbetegedésektél, mint a hajassejtes leukémia (HCL),
marginalis zobna lymphoma (MZL), lymphoplasmocytas lymphoma (LPL-Waldenstrom-
macroglobulinemia) és a kopenysejtes lymphoma (MCL). A HCL a jellegzetes CD103-
CDl11c koexpresszid és a CD5-CD23 negativités, illetve a kenetben lathatéd ,hajas”,
nyulvanyos HCL sejtek révén konnyen diagnosztizalhatd. A HCL varidnsra nem jellemzd
a nyulvanyos morfologiai kép, ekkor a fenotipus segit az elkiilonitésben. Az MZL-nek
nincs aramlasi citometriaval detektalt jellegzetes immunfenotipusa, am a CDS5 és CD23
felszini markerek hidnya segiti a CLL-t6] valo elvalasztast. Az LPL-re magas CD38-
CD138 ko-expresszio és a CLL immunfenotipus hidnya, illetve monoklonalis
gammopathia jellemz6. A CLL-t leginkdbb a kopenysejtes lymphomatol kell
elkiiloniteniink, amely a CLL-hez hasonléan aberrans CD5 pozitivitast, azonban CD23
és CD200 negativitast mutat. Mivel mind CLL, mind MCL esetében ismert atipusos
CD23 expresszié (CD23" CLL és CD23" MCL), ezért a biztos diagndzishoz igazolni kell

az MCL-sejtek ciklinD1 expresszidjat, illetve a t(11;14) kromoszoéma-transzlokaciot [11].

1.1.5. Prognosztikai tényezdok

A CLL indolens korkép, a betegek atlagos talélése koriilbeliil 10 év. A CLL
heterogén megbetegedés, mely rendkiviil valtozatos klinikai lefolyassal rendelkezik. A
CLL-es esetek koriilbeliil egyharmada évekig nem igényel terapiat, a talélés akar tobb
évtized is lehet, mig az agresszivebb korlefolyast mutatd betegek a kezelések ellenére is

csak néhany honapos talélést mutatnak. Az esetek 5-30%-anal a CLL malignus non-

12
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Hodgkin-lymphomava transzformalodik. Leggyakrabban diffiz nagy B-sejtes
lymphomava (DLBCL) (ezt nevezziik Richter-szindromanak) vagy prolymphocytas
leukémiava alakul at, ritkabban Hodgkin-lymphomava [3]. A CLL transzformacioja
agresszivebb korlefolyassal és rovidebb tuléléssel tarsul.

Szamos prognosztikus tényez0 segiti a betegség lefolydsanak megitélését. Az elsd
prognosztikus osztalyozas a Rai- és Binet-féle stadiumbesorolas volt [12, 13]. Ezek
Klinikai Klasszifikaciok, melyek a lymphocytozis, a nyirokcsomé-, maj- és Iép-
megnagyobbodas, illetve a vérképeltérés mértékét tekintik alapul (1. tablazat). A Rai- és
Binet-féle osztalyozas maig hasznalatos a kezelés-indikacio és a progndzis megitélésénél,

azonban a kimenetelt, féleg a CLL korai szakaszaban, nem jelzik kell6 mértékben [6].

1. tablazat A Rai- és Binet-féle klasszifikacio [6, 12, 13]

RAI

stadium Jellemzok Rizikdstatusz
L Lymphocitézis, ly a vérben >15000/ul és PAEESTI
400’/0 lv 3 csv-ben (atlagos talélés > 10
y év)
! 0 stadium és nagy nyirokcsomok Kozepes
stadiu gyny (atlagos talélés > 8 év)
Il g p 1 Kozepes
0-1 stadium és hepatosplenomegalia (atlagos tal&lés > 8 &v)
g
1 Magas
0-2 stadium és anémia (Hb <110 g/1) (atlagos tulélés > 6,5
év)
v e, - Magas
0-3 stadium és thrombocytopénia , gy
(thr <100000/ ul)Yt p (atlagos taléles > 6,5
év)
S tiB'lilr;leltn Jellemzok Atlagos tiilélés
A Hb > 100 g/l, thr >100 G/1 és s
< 3 nyirokcsomo régio-€rintett
B Hb > 100 g/1, thr >100 G/1 és -8 &y
> 3 nyirokcsomd-régid érintett
© 1
Hb <100 g/, thr < 100 G/1 és barmely 6,5 év

nyirokcsomo-régio érintett

ly: lymphocyta; Hb: hemoglobin; thr: thrombocyta

13
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A progndzist szamos ujabb faktor is meghatarozhatja, mint bizonyos laboratoriumi
eltérések  (P2-mikroglobulin, szolubilis CD23 (sCD23), timidinknaz, tejsav-
dehidrogenaz), valamint molekularis markerek. Egy idealis prognosztikus marker
nemcsak az agresszivebb korlefolyast jelzi, hanem a betegség patogeneziséhez is
hozzéjérul, igy terapias célpontként szolgalhat. Ilyen példaul a mellrdk esetében a Her2-
Neu overexpresszid, mely agresszivebb betegséggel tarsul, célzott terapidja pedig jobb
klinikai kimenetellel jar [14, 15]. Ezért Gjabb prognosztikus markerek kutatasa

kulcsfontossagti a CLL esetében is.

1.15.1. Molekularis/genetikai/citogenetikai prognosztikus faktorok

Az els6 CLL-ben hasznalt molekularis prognosztikus marker az immunglobulin
nehézlanc gén variabilis régidjanak (IGHV) mutacids statusza volt. Ez alapjan két
csoportot kiilonithetiink el: a nyirokcsomo6 centrum germinativumaban Szomatikus
hipermutacion keresztiilment variabilis régioval rendelkezé mutalt CLL (mCLL), melyek
jobb kimenetellel birnak, valamint a rosszabb prognodzist jelentd nem mutalt CLL
(umCLL) esetek. A nem mutalt IGHV eseteknél nagyobb aranyban fordul el6 relapszus
Ossejt transzplantacid utdn és Richter-transzformacid is kizarolag ebben a csoportban
alakul ki [16]. A rosszabb kimenetel hatterében az allhat, hogy a nem mutalt IGHV génnel
rendelkez6 CLL-sejtek allando anti-apoptotikus és proliferacios jeleket kapnak a B-sejt
receptoron (BCR) keresztiil a mikrokornyezetbdl [17].

A leggyakoribb genetikai eltérés a 13q delécio, eléfordulasi gyakorisaga CLL-ben
40-60%. A del(13q) aberraciot kezdetben jo prognozist jelzének irtak le: ezen
kromoszomaelvaltozast mutaté betegek hosszabb talélést mutattak, mint a normal
kariotipussal rendelkezé CLL-es betegek (3. abra) [18]. Ujabban a 13q deléciot hordozé
CLL-sejtek %-a alapjan két prognosztikai csoportot kiilonithetiink el. Nagyaranyu
(>80%) del(13q) rovidebb dsszttléléssel tarsul, illetve ezen betegeknél upregulalodnak a
sejtmotilitas, migracid, adhézio és proliferacié folyamataban szerepet jatszo gének,
valamint a BCR és anti-apoptotikus jelutak (NF-kB, Wnt) génjei [19, 20]. A 13q delécio
soran @ MiR15a és miR16-1 tumorszuppresszor mikroRNS-ek expresszidja csokken,
ennek hatasara a Bcl-2 anti-apoptotikus fehérje szintje né és a CLL-sejtek apoptdzis-

rezisztenciajahoz vezet [21].

14



DOI:10.14753/SE.2019.2309

A del(11q) a CLL-es esetek 20%-aban azonosithato és kedvez6tlen prognozissal
tarsul (3. abra) [9, 22]. Ez az eltérés az ATM gént tartalmazo régiot érinti, mely a DNS
repairben vesz részt [23]. A 11q deléciot hordozo betegek altalaban fiatalabbak, tobb B-
tiinetlik van, valamint gyorsabb betegségprogresszid €s rovidebb Ossztulélés jellemzo
rajuk [23].

A CLL-es betegek 4-9%-a rendelkezik a diagnoziskor 17p delécidval, azonban
kemoterapias kezelésben részesiilé betegeknél ez az arany akar 30% is lehet [18, 24]. A
del(17p) eltéréssel rendelkez6 esetek a legmagasabb riziko6ja csoportba tartoznak, nagyon
agressziv klinikai lefolyas, terapia-rezisztencia ¢és a legrovidebb Ossztalélés jellemzo
rajuk (3. abra) [22]. A 17p delécio a TP53 tumorszuppresszor gén 1o6kuszat érinti; a p53
fehérje DNS karosodas esetén leallitja a sejtciklust és apoptozist indukal. A del(17p)-t
hordoz6 betegekben a p53 fehérjére specifikus MDM2 ubikvitin-ligaz szintje megnd,
mely igy szamos p53-fliggd gén és mikroRNS, koztiik a miR-34a szintjét csokkenti [25].
A miR-34a az apoptdzis, szeneszcencia folyamatokban és a sejtciklus megallitasaban
jatszik kulcsszerepet. A 17p delécioval rendelkezd alcsoport rendelkezik a legtobb
apoptozis, sejtciklus és a BCR jelatvitelt érintd génhibaval, mint példaul a BCL2, SYK,
ATM, PI3K, AID gének downregulacidja [26].

A 12tri eltérés az esetek 10-20%-aban fordul el6 és a kozepes rizikocsoportba
tartozik (3. abra) [18]. A kdzepes prognozis ellenére azonban szamos kozlemény szerint
a 12tri korai progresszioval és nagyon agressziv klinikai képpel tarsul [27-29]. A 12tri-
ben nagyobb a Richter-transzformacio ¢és masodlagos tumorok incidencigja is,
Osszehasonlitva a 12tri-t nem hordozo esetekkel [30]. A 12tri-t hordozo CLL esetek
klinikailag rendkiviil heterogén entitasok, atipikus morfologiaval €s immunfenotipussal
tarsulnak. Jellemzoek a lymphoplazmocytas morfologiai jellegek, a hasadt mag megléte,
illetve magasabb felszini Ig, CD19, CD20, CD22, CD38, CD79b és FMC7, illetve a
csokkent CD43 expresszio [27, 31]. A pathogenezist tekintve a 12tri-t hordoz6 CLL
esetekben gyakoriak a p53 degradacioval kapcsolatos gének upregulacioja, mely a
sejtciklus-szabalyozas felborulasahoz vezethet [25]. Emellett jellemz6 a proliferacio-
asszocialt E2F1 transzkripcios faktor expresszidjanak ndvekedése [32]. Ehhez
hozzajarulhat a 12-es kromoszoman kodolt CDK4 kindz upregulacidja, mely mas
kinazokkal egyiitt szabalyozza az E2F1 szintjét. A 12tri aberracié konkrét pathogenezise
azonban nem ismert. A 12tri-t hordozoé esetekben nagyobb arannyal fordul el6 NOTCH1
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mutacio, mely az NF-xB utvonal folyamatos aktivalasat indukalja [33, 34]. 12tri-t, illetve
NOTCH1 mutaciot hordozdo CLL-es betegekre a CD49d prognosztikus marker
pozitivitasa jellemz6 [35].

A 6q deléci6 ritka kromoszoma-rendellenesség, a CLL-es betegek kortilbeliil 6%-
nal fordul el6 [18]. A del(6q)-t hordozo esetek a kdzepes rizikocsoportba tartoznak. A
betegekre jelentds lymphocytozis, splenomegalia és a CLL-sejtek CD38 pozitivitasa
jellemz6 [36].

Az 1j generacios szekvenalas megjelenésével jabb prognosztikus szereppel bird
mutaciokat (NOTCH1, SF3B1, BIRC3) azonositottak, melyek egyeldre még nem részei a
rutindiagnosztikanak [37].

- Egészséges populacio
== del13q14
== Normal
+12
== del11922-923
== del17p13

Tulélési valoszintiség (%)

Ev (diagnozistol szamitva)

3. abra A leggyakoribb kromoszomaaberraciok az 6ssztilélés fiiggvényében, Rossi
és mtsai, 2013 nyoman [22].

A del(13q) eltérés az alacsony rizikocsoportba tartozik, a 12tri kdzepes prognozist jelez,
mig a del(11q) és a del(17p) magas rizikot jelent gyors progresszioval, rovid
Ossztuléléssel.
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1.1.5.2.  Aramlasi citometriaval detektilhaté prognosztikus markerek
1.1.5.2.1. ZAP-70

A ZAP-70 molekulat fiziologiasan T-sejtek expresszaljak, a CD3 komplexhez
kapcsolodva a T-sejt receptor jelatvitelben fontos tirozin kinaz. CLL-ben a ZAP-70
negativ prognosztikus faktornak bizonyult, a 20% cut-off értéket tekintve [38]. Tovabba
a ZAP-70 szintje esetén talaltadk a legerdsebb korrelaciot az IGHV mutécios statusszal
[39]. A BCR-hez kapcsolodva képes fokozni a BCR-eredetii jelatviteli folyamatokat,
mely CLL esetén kiemelt fontossagu. A ZAP-70 expresszio €s a fokozott BCR stimulacio
hozzajarul az Akt és ERK kinazok hosszantart6 aktivacidjahoz, melyek szdmos anti-
apoptotikus fehérjét (Mcl-1, Bcl-xL, XIAP) indukalnak [40]. Tovabba a ZAP-70" CLL-

sejtek fokozott kemokin-indukalt migracioval jellemezhet6k [41].

1.1.5.2.2. CD23

A CLL-sejtek egyik jellegzetessége az emelkedett CD23 expresszio. A CD23
(FceRID) az alacsony affinitasu IgE receptor. Szdmos hematopoetikus sejt expresszalja
(Ilymphocytak, monocytak, eozinofil granulocytdk, follikularis dendritikus sejtek) és
kiilonosen B-sejtek esetén patologias jelentéséggel birhat. A B-sejtek felszinén a CD23
ismert differencidltsdgi antigén, tovabba meghatarozd a B-sejtek aktivaciojaban,
endocitozisban és fagocitozisban [42].

A CD23 antigénnek két izoformaja van, a CD23a és CD23b, melyek csak az N-
termindlis intracitoplazmatikus doménben térnek el. A CD23b esetén hianyzik egy ITIM
motivum és a CKII foszforilacios hely. A CD23a izoforma konstitutivan expresszalodik
a B-sejtek felszinén, mig a CD23b B-sejteken csak IL-4 stimulus hatasara indukalodik,
mely citokin a B-sejtek IgE izotipusvaltasaban kritikus [42]. A CD23 izoformak
expressziojat az IL-4 mellett az [FNy, valamint a BCR antigénkoétése is befolyasolja. A
BCR tovabb ndveli az IL-4 hatasat a fokozott CD23b expressziora, mig a CD23a-ra nincs
hatassal [43]. Emellett a NOTCH2 utvonal is fontos szabalyozo, melynek targetje a CD23
gén [44, 45].
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A CLL-re jellemz6 a CD23 overexpresszioja és eltérd szabalyzasa a normal B-
sejtekhez képest[46]. Normal B-sejtekkel ellentétben a CLL-sejteken mindkét izoforma
konstitutivan expresszalodik, tovabba IL-4 hatasara kizarolag a CD23a szintje emelkedik
(4. abra) [43, 47]. A CD23a CLL-ben féként a taléléshez jarulhat hozza, mig a CD23b
izoforma expresszioja proliferacioval tarsul: Go fazisban 1évé CLL-sejtek a sejtciklusba
belépve emelkedett CD23b expressziot mutattak [43].

CD23a CD23b

‘ * 1 AAA

B-sejtek:
Expresszio: konstitutiv IL-4 hatasara
Funkcio: IgE szabalyzas IgE szabalyzas

Ag-bemutatas

endocitozis
CLL-sejtek:
Expresszio: konstitutiv konstitutiv
Funkcio6: talélés proliferacio

4, abra A CD23a és CD23b izotipusok, Acharya és mtsai, 2010 nyoman [46].

A CD23 izotipusok expresszidja, szabalyzasa és funkcigja eltér normal B-sejtek és
CLL-sejtek esetén. Mig a B-sejtek csak a CD23a izotipust expresszaljak konstitutivan,
addig a CLL-sejtek mindkét izoformat konstitutivan kifejezik. Ellentétben a B-
sejtekkel, CLL-sejteknél a CD23a a tléléssel, a CD23b a proliferacioval kapcsolatos.

A CD23 a CD5" lymphomak, a CLL és MCL elkiilonitésében fontos differencial-
diagnosztikai marker. A CLL-sejtek nagymértékben expresszaljak a CD23 molekulat,
mig az MCL-sejtek az esetek nagy részében CD23 negativak. Ezenkiviil SMZL és NMZL
B-sejtek is mutathatnak CD23 expressziot. Valojaban a CLL-sejtek valtozé mértékben

crer

IS. A CD23 expresszioé mértéke prognosztikai jelentdséggel bir: a CD23 szint forditottan
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korrelal az abszolut lymphocyta szammal és a csontvel6i prolymphocyta arannyal,
tovabba az alacsonyabb CD23 expresszio rovidebb tuléléssel tarsul [48].

A CD23 lehasitodva a sejtfelszinr6l szolubilis formaban (sCD23) a szérumba
keriilhet, mely CLL esetén prognosztikus marker. CLL-es betegekben emelkedett a
sCD23 szint, mennyisége jol korreldl a klinikai stddiummal és az abszolut lymphocyta
szammal [49]. Erdekes modon a sCD23 szintje nem mutat dsszefiiggést a sejtfelszini
CD23 expresszioval [50].

1.1.5.23. CD38

A CD38 molekuldt szdmos hemopoetikus sejt expresszalja (lymphocytak,
myeloid sejtek, NK-sejtek, erythrocytak), ezenkiviil az agy és a szem szamos sejttipusa,
valamint osteoclastok, osteoblastok is kifejezik [51]. A CD38 ektoenzimként és
receptorként is mukodik. Enzimként az ADP-ribozilciklazok kozé tartozik ¢€s az
intracellularis Ca?*-szint szabalyozasaban jatszik szerepet. Ennek révén meghatarozo a
T-sejt-aktivacioban, neutrofil granulocytak kemotaxisaban és a monocytak kemokin-
termelésében [52]. Emellett a CD38 a lymphocytak jellemz6 differencialtsagi antigénje,
mely receptor és adhézidés molekula szereppel is bir. Receptorként a CD38 szamos
jelatviteli komplexszel alakit ki interakciot, B-sejtekben a BCR/CD19 komplexhez
kapcsolodik. A CD38 ismert ligandjaa PECAM-1 (CD31) adhézi6s molekula, mely mind
a periférias (endothél sejtek), mind a csontvel6i CLL-mikrokornyezetben (csontvel6i
stromasejtek) kifejezodik.

A CLL-sejtek valtozo mértékben expresszaljak a CD38 molekulat. A CD38
negativ prognosztikus faktor, a CD38" CLL esetek (cut-off 30%) révidebb talélést
mutatnak [17]. Mivel expresszidja korrelal a ZAP-70 és a CD49d molekulakkal, ezért
onall6 funkcidjat nehéz meghatarozni. Tobb kisérlet is igazolta a CD38 szerepét a CLL-
sejtek proliferaciojaban. Magasabb Ki67 expressziot detektaltak CD38" CLL-sejteknél,
tovabba Calissano és munkatarsai bebizonyitottak, hogy CD38" periférids CLL pool tobb
ujonnan proliferalt CLL-sejtbdl all, mint a CD38" pool [53, 54]. Direkt proliferaciot
kivaltd szerepét mutatja, hogy IL-2 jelenlétében a CD38 keresztkotése a CLL-sejtek
osztodasat indukalta [55]. A CLL-sejtekre jellemzd apoptozis-rezisztenciaban betdltott

szerepe egyeldre nem tisztazott.
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1.1.5.2.4. CD49d

CLL-ben az egyik legijabb prognosztikus marker a CD49d molekula, mas néven
az a4 integrin alegység. Az integrinek az adhézidés molekuldk legnagyobb csaladjat
alkotjak. Heterodimer I. tipust transzmembran glikoproteinek, melyek egy-egy nem
kovalens modon kapcsolodo o és B polipeptidlancol épiilnek fel [56]. Jelenleg emberben
huszonnégy valtozatuk ismert, ezek tizennyolc kiilonb6zé o lanc és nyolc B lanc
kombinaciojabol felépiilé heterodimerek (5. abra) [57, 58]. Egy adott a lanc csak

bizonyos B-lanccal alkothat part. Csoportositasuk a f-lancok alapjan torténik.

Kollagén receptorok

RGD-receptorok

Y010)A2231
snyyads-eId0yna T

Laminin receptorok

5. abra Az integrin csalad tagjai, Barczyk és mtsai, 2010 nyoman [58].
Az integrinek egy-egy meghatarozott o és B lancbol épiilnek fel. A pirossal jelolt
leukocyta-specifikus a4 integrin-lanc (CD49d) a B1 és B7 alegységekkel alkothat part.

A CD49d a CD29 (B1) és B7 alegységekkel alkothat komplexet (5. abra). A
CD49d a B7 lanccal komplexben (04p7; LPAM) lymphocyték felszinén fejezddik ki és a
MAdCAM-1 adhéziés molekulahoz kotédve a lymphocytak bél homing folyamatat
kozvetiti [59, 60]. A CD49d a CD29 molekulaval kapcsolédva képezi a B1 integrinek
kozé tartozd VLA-4 (a4P1; CD49d/CD29) heterodimert [61]. A CD49d/CD29 kizarolag
leukocytakon expresszalodik: CD34" hematopoetikus 6ssejtek, T-sejtek, B-sejtek,
monocytak, eozinofil granulocytak és NK-sejtek fejezik ki [62]. A CLL-sejtek felszinén
a CD49d foként a CD29 lanccal asszocialva fejezodik ki [63].
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A CD49d/CD29 a sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix interakciok kialakitasaban
vesz részt. A heterodimer ligandjai a VCAM-1 (CD106) adhéziés molekula, valamint az
extracellularis matrix-alkot6 fibronektin [64, 65]. A VCAM-1 az Ig szupercsaladba
tartozo sejtfelszini adhézios molekula, mely endothél sejtek, csontveldi stromasejtek,
illetve hemopoetikus sejtek, példaul makrofagok felszinén fejezédik ki. A VCAM-1
expresszidjat szamos citokin indukalja, mint az IL-4, IL-1p, IFN-y és a TNF-a [66] [67].
A CD49d/CD29 masik f6 ligandja a fibronektin, mely egy glikoprotein dimer. A
fibronektin mas matrixfehérjékhez (kollagén, heparan-szulfat), illetve RGD motivumon
keresztiil integrinekhez kotédik. A VCAM-1 és a fibronektin Szolubilis forméban is
megtalalhaté a plazmaban, bizonyos megbetegedésekben emelkedett szintet mutatnak.
CLL-ben a CD49d-t kifejezé esetek magasabb szolubilis VCAM-1 koncentracioval
rendelkeznek [68].

Mint az integrinekre altalanosan jellemz6, a CD49d/CD29 tobbféle konformacios
allapotban lehet jelen a sejtek felszinén, melyek befolyasoljak a molekula ligandkoto-
affinitasat (6. abra) [57, 64, 69-71]. Alapallapotban a B1 integrinek alacsony affinitassal
jellemezhetdk. Ebben az allapotban gorbiilt alakkal rendelkeznek, a ligandkotohelyek a
plazmamembran kozelében helyezkednek el, az a- és B-lancok szoros kozelségben
a PB-lanchoz citoplazmatikus fehérjék toborzédnak, melyek konformacidvaltozast
indukalnak az integrinekben. Ezt a kifelé iranyulo szignalt inside-out jelnek nevezzik. A
konformaciovaltozas hatdsara a molekula a hajlott formabol kiegyenesedik, kialakul a
receptor ligandkotésre alkalmas aktiv formaja. Azonban ekkor még kis affinitast mutat,
mivel az integrinek feji része zart allapotban marad. A magas affinitast allapot a
ligandkotés hatasara bekovetkezd tovabbi lokélis konformaciovaltozas eredményeként

jon létre.
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6. abra A CD49d/CD29 kiilonb6zo affinitasu konformacioi, Lefort és Ley, 2012
nyoman [71].

A CD49d/CD29 molekula alapallapotban alacsony affinitdsu zart konformécioban van.
Inside-out szignalok hatasara kialakul a kozepes affinitasu intermedier forma, majd
ligandkotés hatasara a magas affinitasu, nyitott konformacié indukalodik, mely az
outside-in jelatvitelt teszi lehet6vé.

A ligandkotés kiviilrdl befelé tarto, outside-in szignalizaciot indukal, mely szamos
cytoskeletalis komponens és intracellularis jelatviteli Ut aktivalasara képes (7. abra). A
jelatvitel az integrin intracellularis részéhez kodzvetleniil kapcsolodé ILK kinaz és FAK
kinaz kozvetitésével zajlik, melyek az adhézidt, migraciot, tulélést és proliferaciot

szabalyozzak [72].
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7. abra A CD49d/CD29 altal aktivalt fobb jelatviteli utak, Shishido és mtsai, 2014
nyoman [72].

Ligandkotés hatasara a CD49d/CD29 komplex az ILK ¢és FAK kindzok kozvetitésével
tulélési, proliferacios, adhézids, migracios és differenciacios jelpalyakat indukal.

A CD49d/CD29 tobbféle konformacids allapota révén meghatarozo szerepet
jatszik a lymphocytak homing folyamataban (lasd 1.2.3. fejezet). A homing mellett a
CD49d-nek szerepe van a leukocytak adhézidjaban, fejlédésében, illetve az
Immunologiai szinapszis kialakitasaban.

Mig a normal B-sejteken a CD49d nagy aranyban van jelen, a CLL-sejtek
felszinén kiilonboz6 mértékben expresszalodik. A cut-off érték 30%, tehat CD49d*
pozitivnak tekintjiik a mintat, ha a CLL-sejtek >30%-a expresszalja a CD49d molekulat
[73-75]. A magas CD49d szint kedvezdtlen prognosztikai tényezd; a CD49d pozitivitas
rovidebb Ossztuléléssel és korabbi terapias indikacioval tarsul [75, 76]. Magasabb CD49d
expressziot detektaltak elérehaladott stadiumban (Rai Ill, 1V), a Richter-szindromaba

valo transzformacional, illetve lymphadenopatia esetén [77-79]. Egy Gjabb tanulmany
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szerint a CD49d a legmegbizhatobb aramlasi citometridval detektalhatd prognosztikus
marker, igy mérését érdemes beépiteni a rutin diagnosztikaba [73]. A CD49d fiiggetlen
prognosztikai tényez6, azonban enyhe korrelaciot mutat a ZAP-70 és CD38
molekulakkal, mig az IGHV mutaci6 szintjével nem mutat osszefiiggést [76]. A CD49d
¢és CD38 molekulak fizikailag is interakcioba keriilnek ko6zos makromolekularis
komplexet képezve, melynek jelenléte rosszabb prognozist jelez [80].

1.2.3. fejezet). CD49d* CLL-sejtek nagyobb migracids kapacitassal rendelkeznek, mint a
CD49d" CLL-sejtek, melyet a CD49d-t blokkold antitesttel torténd kezelés is megerdsit
[53]. Tovabba a CD49d" esetekre kifejezettebb csontveldi infiltracio jellemzd [53].

CD49d" CLL-sejtek nagyobb mértékli adhéziét mutatnak VCAM-1, illetve
fibronektinnel fedett felszinre [53, 81]. Lagneaux és munkatarsai a VCAM-1 vagy a
CD49d direkt gatlasaval csokkent adhéziot talaltak CLL-sejtek esetén [82]. A legerésebb
adhézio-gatlas viszont a CDI11a, CD18 és CD49d molekuldk egyiittes blokkolaséaval
alakult ki. A CD49d-VCAM-1 kapcsolodas (a CD11a-ICAM-1 interakcioval egyiitt)
fokozza normal B-sejtek talélését a germinalis centrumban, mellyel hozzajarul a B-sejtek
szelekcidjahoz [83]. A CD49d a PI3K-Akt vagy az NF-kB utvonal aktivalasan keresztiil
képes talélési jeleket indukalni (7. abra).

CLL-sejtek esetén azonban ellentmondd eredmények jelentek meg a CD49d
kozvetlen anti-apoptotikus szerepérdl. De la Fuente és munkatarsai fibronektinnel kezelt
lemezen tenyésztettek CLL-sejteket, mely novelte az in vitro talélést ¢és
kemorezisztenciat, valamint emelkedett a Bcl-2/Bax arany [84]. Zucchetto és
munkatarsai CLL-sejtek VCAM-1 transzfektalt fibroblasztokhoz torténé protektiv
adhéziojarol szamoltak be, mely csokkentette az apoptozist [85]. Azonban Brachtl és
munkatarsai CD49d-t gatlo antitesttel kezelve, bar csokkent adhéziot detektaltak,
kiilonbséget nem taldltak a CLL-sejtek viabilitdsaban csontveldi stromasejt ko-kultaraban
[53]. Lagneaux és munkatarsai szintén a CLL-sejtek csokkent kitapadasat talaltak a
CD49d gatlasaval, azonban talélésbeli kiilonbségrél nem szamoltak be [82]. Az eddigi
eredmények alapjan nem tisztazott, hogy a CD49d altal kivaltott adhézié direkt vagy
indirekt médon jarul-e hozza a CD49d* CLL-sejtek fokozott tuléléséhez.

A CDA49d proliferacioban betoltott szerepe szintén nem egyértelmi az irodalom

alapjan. Leirtak azonban, hogy a proliferativ Ki67* CLL-frakcié CD49d" [53, 86], illetve
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a CD49d-t kifejez6 CLL-sejtek nagyobb in vitro proliferacios rataval jellemezhetok
CD40L-transzfektalt fibroblasztokkal torténd egyiitt-tenyésztés soran [87]. A CD49d
0nallo szerepét nehéz meghatarozni, mivel szintje korrelal a CD38 expresszidjaval, mely

ligandkotésével képes proliferaciot indukalni [55].

1.2. A CLL-sejtek mikrokornyezete

1.2.1. A mikrokornyezet szerepe a CLL patogenezisében

A CLL esetében régota jol ismert, hogy a belsd, genetikai faktorok mellett a
mikrokdrnyezetnek is Kkulcsszerepe van a betegség patogenezisében. Collins és
munkatarsai igazoltak, hogy a CLL-sejtek in vivo hossza élettartammal rendelkeznek,
mig izolalva és in vitro tenyésztve spontan apoptozissal gyorsan elpusztulnak [88]. A
mikrokornyezet és a CLL-sejtek kozotti komplex kapcsolatok meghatarozéak a CLL-
sejtek apoptdzis-rezisztenciajaban, a proliferacidban, a homingban, a szoveti retencidban,
illetve az immunvalasz elkeriilésében (immune escape) [89-92]. Emellett a
mikrokornyezetbol szarmazo szupportiv szignalok hozzajarulnak a CLL-sejtek
kemorezisztencidjahoz és terdpiat kovetden a minimalis rezidudlis betegség (MRD)
jelenlétéhez [93]. A kezelések egyik legfobb kihivasa a rezidualis CLL-sejtek
eradikacidja a csontveld és a masodlagos nyirokszovetek protektiv mikrokornyezeti
helyeir6l, melynek prognosztikai jelentésége is van: az MRD-negativitds vezet a
leghosszabb tuléléshez [94]. Igy manapsig a CLL kezelésében a konvencionélis
kemoterapiak mellett egyre fontosabb szerepet kapnak a mikrokdrnyezet elemeit és az
altaluk kivaltott jelatvitelt célzo terapiak [92, 95].

A CLL-sejtek -vagy legalabbis a periférias CLL pool egy része- képes recirkulalni a
periféria és a lymphoid szovetek kozott. A progressziohoz elengedhetetlen, hogy a
perifériarol a szovetekbe jussanak, mivel a csontveld és a masodlagos nyirokszdvetek
elényosebb kornyezetet jelentenek a CLL-sejtek szamara. Mig a periférian 1évé CLL-
sejtek nem osztodnak, Go/G1 fazisban vannak, a Szoveti kornyezetben, legfoképp a

nyirokcsomok pseudofollikulus régidiban (kisebb mértékben a csontvelében) a CLL-
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sejtek proliferalnak. A pseudofollikulusokban az osztodé CLL sejtek jellemzéje: Ki67",
Bcl-2*, survivin®, magas CD23 expresszié [96]. A CLL-sejtek proliferacios aktivitasa
kiilonb6z6, altalaban az egész klon 1-2 %-a képzodik tjra naponta [97]. Az osztodashoz
jarulékos sejtek, foként CD40L-ot (CD154) expresszald aktivalt CD4" T-sejtek és
stromasejtek, a nyirokcsomoban a follicularis dendritikus sejtek (FDC) elengedhetetlenek
[98]. A mikrokdrnyezet sejtes és szolubilis elemei révén eldsegiti a CLL-sejtekre jellemzd
apoptozis-rezisztenciat. Normal B-sejtekkel 6sszehasonlitva a CLL-sejtekben emelkedett
az anti-apoptotikus Bcl-2 és Mcl-1 expresszidja, illetve csokkent a pro-apoptotikus
fehérjék (Bax) szintje [99, 100].

1.2.2. A mikrokornyezet sejtjei és a CLL-sejtekkel kialakitott interakcidk

A szoveti mikrokOrnyezetet mezenchimalis stromasejtek, monocyta eredetii
nurselike-sejtek, T-sejtek, NK-sejtek, a nyirokcsomok follikularis dendritikus sejtjei és
az extracelluaris matrix alkotjak. A CLL-sejtekkel vald interakcid sejtes és szolubilis
faktorok révén a BCR, adhézios molekuldk, citokin- és kemokin receptorokon,
kostimulacios molekulakon, immunellenérz6pont molekulakon keresztiil valosul meg (8.

abra) [90].

26



DOI:10.14753/SE.2019.2309

T-sejtek

Antigen

o Csontveloi
Nurselike sejt (NLC) stromasejt (BMSC)

8. abra A CLL-sejtek interakcidja a mikrokornyezet sejtjeivel, Choi és mtsai, 2016
nyoman [89].

A CLL-mikrok6rnyezetet mezenchimalis stromasejtek, nurselike-sejtek, T- és NK-sejtek,
follikularis dendritikus sejtek, valamint az extracellularis matrix alkotja. A tumorsejtek és
a mikrokornyezet kozti komplex kapcsolatok adhéziés molekulak (CD49d-VCAM-1,
CD38-CD31), citokinek (IL-4, IL-6, TNF-a), kemokinek (CXCL12, CXCL13),
immunellendrzépont molekuldk (CTLA-4, PDI1), kostimulaciés molekuldk (CDA40,
CD80, CD86) és a BCR kozvetitésével alakulnak ki.
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1.2.2.1. Mezenchimalis stromasejtek (BMSC)

A mezenchimalis stromasejtek a csontveldben ¢és a masodlagos
nyirokszdvetekben taldlhatdk, a csontveldben csontveldi stromasejteknek nevezziik ket
(BMSC-bone marrow stromal cell). Mig normal csontvelében a stromasejt-populacio
csak kis hanyadat adjdk a mezenchimalis stromasejtek, a CLL-mikrokornyezetben
dominans stroma-alkotok [101]. Széles korben elterjedt az izolalt BMSC vagy stroma
sejtvonalak (human: HS-5, UEGET7T-2, egér: M2-10B4) alkalmazasa a mikrokornyezet
modellezésére. Ezek a kisérletek bizonyitottak, hogy a BMSC-k 6nmagukban csokkentik
a CLL-sejtek spontan és gyogyszer-indukalta apoptozisat [53, 82, 102-105]. A CLL sejt-
stroma kapcsolodast a CD49d/CD29-VCAM-1, a CD11a/CD18 (LFA-1 integrin)-
ICAM-1 és a CD38/CD31 adhézios molekulak kozvetitik. A stroma jelenlétében a CLL-
sejtek fokozzak felsziniikon a CD49d és CD18 integrinek expresszidjat, ezzel fokozva az
adhéziot [102].

Erdekes modon a BMSC-kultara a direkt kontaktusba keriilt CLL-sejteknél
ugyanolyan mértékben csokkentette az apoptdzist, mint a nem-adherens CLL-frakcional
[53]. A direkt sejtkontaktus mellett a szolubilis faktorok fontossagat mutatja az is, hogy
a BMSC-kondicionalt médium is novelte a CLL-sejtek talélését [104]. A BMSC-k
szadmos citokint és kemokint szekretdlnak, melyek eldsegitik a tulélést, mint az IL-1p, IL-
6, IL-8, TNF-a, bFGF, CXCL12 (SDF-1), CXCL10 [104, 106, 107]. Jellemz6 a stroma
Wnt5a termelése, mely a CLL-sejteken nagymértékben expresszaloddo ROR1 fehérjéhez
kotoédve valt ki apoptozis-gatlast a Wnt szignaluton keresztiil [108].

A stroma aktivalja a nyugvo CLL-sejteket, fokozva a CD71, CD69, CD25 és CD70
expressziot [103]. A CLL-stroma kapcsolat azonban kétiranyt, a CLL-sejtek is aktivaljak
a BMSC-ket, tovabb fokozva anti-apoptotikus hatasukat. CLL-sejtek jelenlétében
stromasejtekben fokozodik a PKCPBII expresszioja, mely az NF-kB utvonalat aktivalja
[109]. Emellett a CLL-sejtek hatasara a BMSC-k tulélést eldsegité I1L-6 és IL-8
szekrécioja emelkedik, valamint novekszik az ICAM-1 adhézios molekula expresszioja,

igy fokozva az adhéziot [102].
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1.2.2.2.  Nurselike-sejtek (NLC)

A nurselike-sejtek (NLC-nurse-like cells) monocyta-eredettel rendelkeznek,
hasonldéan a tumor-asszocialt makrofagokhoz [89]. CLL-ben a csontveldben és a
nyirokcsomokban talalhatok, de vérbol izolalt monocytakbol in vitro spontan is
differencialtathatok [110]. A NLC-k meghatarozOk a CLL progresszioban, mivel
fokozzak a CLL-sejtek talélését és proliferaciojat [110]. CXCL12 és CXCL13 termelésiik
révén vonzzak magukhoz a CLL-sejteket, melyekkel szamos adhézidés molekula (pl.
CD31), kemokinek, citokinek révén, valamint a BCR jelut és a TNF csaladba tartozo
BAFF és APRIL aktivalasan keresztiil 1épnek interakcioba [91, 110] .

1.2.2.3. T-sejtek és NK-sejtek

A CLL-sejtek szoros kozelségbe kerlilnek T-sejtekkel a mikrokdrnyezetben (9.
abra) [111]. A pseudofollikulusokban CD40L* CD4" T-sejtek segitik a CLL-sejtek
proliferacigjat. A CD40-CD40L kapcsolodas emellett a CLL-sejtek aktivalodasat,
fokozott adhéziojat és talélését is kivaltja [112].

T-seJt
. CD152 |
o CD154 3 cpza
S (codoL) = 2
£ b 2
Antigen = |pao = |cDss coso =
BCR \
\
CLL-sejt

9. abra A CLL-sejtek és a T-sejtek interakcidja, Vladimirova és mtsai, 2015 nyoman
[111].

A CLL-sejtek kostimulacios, immunellendrzépont-, adhéziés molekuldk, valamint a
BCR kozvetitésével keriilnek kapcsolatba a T-sejtekkel. A kétiranya kapcsolat révén a
CLL-sejtek anti-apoptotikus és proliferacios szignalokat kapnak, a T-sejtek esetén pedig
anergia, tolerancia indukalodik.
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A T-sejtekre jellemz6 a CD4/CD8 arany megfordulasa. Azonban a CD8" T-sejtek
funkcionalisan sériiltek, csokkent citotoxicitast mutatnak: gatlodik a granzim vezikulakba
keriilése és hibas a degranulacio [113, 114]. A T-sejtek fokozott IFNy és TNF-a
termeléssel jellemezhet6k, melyeknek apoptdzis-védo szerepiik van [115]. CLL-bena T-
sejtekre a kronikus aktivacié és kimeriilés jellemzd, melyet a magas HLA-DR, CDG69,
CD57 és PD-1 expresszio jelez [115]. CLL-sejteken nagy aranyban van jelen a PD-1
ligand (PDL1), mely a PD-1-hez kapcsolddva gatolja a T-sejtes immunvalasz kialakulasat
[116]. T-sejteken csokkent a CD28 kostimulacios ligand szintje, valamint normal B-
sejtekhez képest a CLL-sejtek is alacsonyabban expresszaljak a CD80 (B7-1) és CD86
(B7-2) kostimulacios molekulakat [117]. Kostimulacio hianyaban hatékony immunvalasz
helyett tolerancia vagy anergia indukalodik. A csokkent anti-tumor cellularis
immunvalaszt tovabb erdsiti a CD4* CD25" regulatorikus T-sejtek (Treg) fokozott ardnya
CLL-ben [118].

NK-sejtekre szintén defektusok jellemzok: hianyoznak a citoplazmatikus
granulumok, valamint sériil az aktin-polimerizacio és az immunologiai szinapszis [119].
Emellett a CLL-sejtek direkt sejtkontaktus révén (MHC-I) tolerogén fenotipusii NK-

sejteket indukalnak, tovabb gatolva a citotoxikus valaszt [91].

1.2.3. A CLL-sejtek homingja

A homing egy tobblépcsss, aktiv migracios folyamat, mely soran a CLL-sejtek a
periférias vérbol a vaszkularis endothéliumon keresztiil lymphoid szovetekbe jutnak (10.
abra). A homing kulcsfontossagii a CLL progresszidjdban a szdveti mikrokornyezet
proliferacids ¢€s talélési szignaljai miatt. Lymphadenopathia €s csontveldi érintettség
agresszivebb korlefolyast és rossz prognozist jelez [2]. A homing dinamikusan kialakulo,
majd felboml6 adhézios kapcsolatokon alapul, melyben integrinek mellett (féleg
CD49d/CD29, CD11a/CD18) mucinok, C-tipust lektinek (szelektinek, CD44), Ig
szupercsaladba tartozo adhézids molekulak (VCAM-1, ICAM-1) és kemokinreceptorok
vesznek részt [120].

A lymphoid szovetekbe vandorlast kemokinek és receptoraik iranyitjak [120]. CLL-
ben meghatarozo a stromasejtek és NLC-k altal szekretalt CXCL12 kemokin-gradiens
iranyaba torténé migracio. A CXCL12 receptora a G-fehérje-kapcsolt CXCR4 (CD184),

mely CLL-sejtek felszinén expresszalodik. Periférias vér CLL-sejtjei  magasan
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expresszaljak a CXCR4 receptort. A nyirokcsomoban, csontveldben a stroma altal termelt
magas CXCL12 szint miatt a CLL-sejtek csokkent CXCR4 expressziot mutatnak, mivel
a receptor ligandko6tés hatasara internalizalodik [110]. A CXCL12 a CXCR4 receptorhoz
kotédve kemotaxist, migraciot, aktin-polimerizaciot indukal a CLL-sejtekben, ezen kiviil
direkt tulélést-segitd szerepét is leirtak [110]. A CXCL12-nek fontos szerepe van az
integrinek konforméacio-valtasanak kivaltasdban a homing soran. A CLL-sejtek heterogén
CXCR4 kifejezbdéssel jellemezheték, a proliferald CD38* CD5"9" szubpopulacio
alacsonyabban expresszalja a CXCR4 molekulat [54, 121]. A BCR stimulacidja is
csokkenti a CXCR4 szintet €s noveli a CXCL12 iranyitotta kemotaxist [122].

A szovetekbe vandorlasban a CXCL12 mellett a stroma altal termelt CXCL13,
CCL19 és CCL21 is meghatarozo [78, 120]. BCR szignalut hatasara az aktivalt CLL-
sejtek fokozzak a CCL3 és CCL4 kemoattraktansok termelését, mellyel monocytékat,
makrofagokat és lymphocytakat toboroznak a kozelikbe [123]. A monocytak
citokintermelésiik révén tovabb aktivaljak a CLL-sejteket, illetve TNF-o hatasara
fokozzak a vaszkularis endothélsejtek és stromasejtek VCAM-1 expressziojat, fokozva a
CD49d-medialta adhéziot és migraciot [124].

A CLL-sejtek homingjdban az integrinek, kiilondsen a CD49d/CD29 szerepe
kulcsfontossagi. A transzendothelidlis migracié soran a CLL-sejtek a keringésben
lelassulnak, majd az endothélsejtek felszinéhez kapcsolodnak (tethering). Ezt kovetden
gordiilni (rolling) kezdenek az endothél felszinen, melyet integrinek (CD49d/CD29,
CD11a/CD18) kozvetitenek (10. abra). A CLL-sejtek normal B-sejtekhez képest sériilt
transzendothelidlis migracioval rendelkeznek: csokkent a kezdeti megtapadast (tethering)
iranyito L-selectin (CD62L) és a CD11a/CD18 szintje, igy a homing f6 mediatora a
CD49d/CD29 [52, 125, 126]. A rolling soran az integrinek alacsony affinitassal kotik
ligandokat, vagyis a CD49d/CD29 az endothélsejteken kifejez6dd VCAM-1 molekulat.
A fokozodo ligandkdtés, illetve a CXCL12 altali stimuldcidé hatasara a CD49d/CD29
magas affinitasu konformacidja indukalodik, melynek hatasara a CLL-sejtek és az
endothélsejtek kozott szoros adhézid alakul ki (firm adhesion). Ezt kovetéen a CLL-sejt
athalad két endothélsejt kozott (diapedezis), melyet a CD38 és az endothelidlis tight
junction alkotasaban részt vevo ligandja, a CD31 is kozvetit (10. abra). A lymphoid
szovetekben torténd migracioban (invazid) a CLL-sejtekre specifikus makromolekularis
sejtfelszini komplex kritikus, melyet a CD49d/CD29, a CD38, a CD44 splice variansa
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(CD44v) és a matrix metalloproteinaz 9 (MMP-9) alkot [80]. A CD44 az extracellularis
matrix-alkoto hyaluronsav receptora, mely a migracié és a homing mellett tulélési jelet is
kozvetit [127]. CD44 gatlo antitesttel torténd kezelés az Mcl-1 anti-apoptotikus fehérje-
szint csOkkenését és alacsonyabb talélést eredményezett [128]. Az MMP-9 a CLL-sejtek
f6 matrix metalloproteinaza, a bazalis membran és extracellularis matrix bontasaban
jatszik szerepet. Emellett stromasejt-ko-kultaras kisérletek anti-apoptotikus szerepét is
igazoltak [129]. A magas intracellularis MMP-9 expresszié rosszabb prognézist jelez
[129]. Csontvel6bol, nyirokcsomobol izolalt CLL-sejtek emelkedett MMP-9 szintet
mutatnak; expressziojat a CXCR4 és CD49d/CD29 stimulacioja is befolyasolja [130].

2. megtapadas
CcbD49d

3. Transzendothél
/'\ migracio

j cD38

A S 4. invazio
CcD49d *‘\\ @mMe>
6. proliferacio
CD38
CD49d
5. Tulélési szignalok
CcbD49d e 7 ,
cD38 nyirokcsomo/
csontvelo

10. abra A CLL sejtek homingja, kiemelve a CD49d szerepét, Brachtl és mtsai,
2013 nyoman [52].

A periférias CLL-sejtek az alacsony affinitasi CD49d/CD29 integrin részvételével az
endothélsejtek felszinéhez kapcsolodnak, majd gordiilni kezdenek (rolling) az
endothél felszinen. Az integrinek aktivacioja révén a CLL-sejtek megtapadnak, majd
a CD38-CD31 interakcido kozvetitésével athaladnak az endothélsejtek kozott A
szovetekben torténd invaziot a CD49d/CD29, CD38, CD44v, MMP-9
makromolekularis komplex (MMC) teszi lehetové. A szoveti mikrokdrnyezet sejtes €s
szignalok hatasara csokken az adhézids molekuldk expresszidja és a CLL-sejtek a
keringésbe recirkulalnak.
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A csontveldben, nyirokcsomdban a CLL-sejtek a kornyezd sejtekkel kialakitott
adhézios molekulak felszini expresszidja csokken a CLL-sejteken és a szovetekbdl a

keringésbe recirkulalnak (10. 4bra).

CLL esetén a rendkiviil valtozatos betegséglefolyds okan a magas kockazatu
betegcsoport becslése kiemelt fontossagu. A CLL egyik legfontosabb differencial-
diagnosztikai markere a CD23. A differencial-diagnosztikai szerepének ellenére a CLL-
sejtek valtozd6 mértékben fejezik ki a CD23-at, alacsony expresszidja prognosztikus
jelentéséggel is bir. CLL esetén nem ismert a CD23 izotipusok megoszlasa a kiilonb6z6
CD23 expresszioju csoportokban, tovabba az sem, hogy az izotipusok ardnya alapjan
elkiilonithetk-e betegség-alcsoportok, melyek kapcsolatosak a CLL progresszidjaval.

A CLL progresszioban kiemelt szerepe van a tumor mikrokdrnyezetnek. A
mikrokdrnyezeti interakciok fontos kozvetitdje a CD49d adhézios molekula, mely a
legmegbizhatobb aramlési citométerrel detektalhatd prognosztikus marker. A CLL
patogenezisében betoltott pontos szerepérdl ellentmondasosak az eddig megjelent
eredmények, kiilondsen az apoptozis-gatlast tekintve, mely a CLL-sejtek egyik f6
jellemzdje. Az irodalom alapjan nem tisztazott, mi allhat a CD49d negativ prognosztikus

hatasanak hatterében.
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran a CLL-sejtek immunfenotipusat vizsgaltuk, kiilonos tekintettel a

CD49d ¢és CD23 prognosztikus markerekre. Vizsgélatainkkal az alabbi kérdésekre

kerestiik a valaszt:

1. A CD23 expresszio6 szerepe a CLL prognézisaban:

A CD23 izotipusok (CD23a és CD23b) expresszidjanak vizsgalata mRNS-
szinten CLL-sejtekben, valamint mas CD23™ lymphoma sejtekben

A CD23 expresszi6 mutat-e korreldci6t mas prognosztikus vagy
immunfenotipusos markerekkel

A CD23 expresszio Osszefliggése klinikai paraméterekkel, valamint

elkiilonithetok-e betegség-alcsoportok a CD23 expresszio alapjan

2. A magas CD49d expresszi6 szerepének vizsgalata:

A CD49d korrelacidja prognosztikus markerekkel és mikrokdrnyezeti
interakciokért felelds felszini molekulakkal

A CD49d-VCAM-1 kapcsolddas kozvetlen szerepének in vitro vizsgalata az
apoptozis-gatlasban, proliferacioban, az aktin-atrendezésben, illetve
immunfenotipus-valtasban

A CD49d/CD29 molekula aktiv konformacidjanak vizsgalata a CLL-sejtek

felszinén
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Betegek

A CD49d és mas mikrokornyezeti markerekkel foglalkozo in vitro kisérleteinkben 80
CLL-ben szenvedd beteg periférias vérmintajat hasznaltuk fel. 4 beteg esetén csontveld
aspiratum mintakkal is dolgoztunk. A CD23 expresszios eredményekhez 54 CLL-es
beteg anyagat (49 periférids vérminta és 5 csontveld aspiratum), 10 MZL-es beteg
periférids vérmintdjat, illetve 13 MCL-es (12 periférids vér, 1 csontveld aspirdtum) esetet
vontunk be. A férfi/nd aranyt, illetve az ¢letkorokat tartalmazo6 adatokat a 2. tablazatban

Osszegeztiik.

2. tablazat A kisérletek beteganyagainak fobb jellemz6i

Diagnozis Férfiméi  Atlagéletkor Eletkor
arany eloszlas
CLL 1,4 66 43-83

(CD49d expresszios kisérletek)

CLL 1,25 68 43-93
(CD23 expreszios kisérletek)

MCL 1,3 63 52-87

MZL 0,67 77,5 67-83

Kontrollnak reaktiv tonsillabol izolalt B-sejteket, valamint periférias mononuklearis
sejteket hasznaltunk, melyek egészséges alanyoktdl szarmaznak. A mintdk diagnézisat a
allitottak fel a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézetben
[1]. A tanulmanyba bevont betegek még soha vagy a kisérleteket megel6z6 6 honapban
nem kaptak kezelést. A vizsgalatok a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen, a
Semmelweis Egyetem Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaganak (TUKEB)

engedélyével késziiltek.
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3.2.  Lymphoma sejtek izolalasa

Periférids vér €s csontveld aspiratum mintakbol mononuklearis sejteket izolaltunk
Ficoll-Histopaque oldattal (Sigma Aldrich, San Louis, MO, USA) torténd
striséggradiens centrifugalassal.

Tenyésztéses kisérleteinkhez olyan CLL-es mintdkat hasznaltunk fel, melyeknél a
tumorsejtek aranya a mononuklearis sejtek kozott 90% feletti volt, ezt aramlasi
citometriaval ellendriztiink CD5 és CD19 koexpresszi6 alapjan.

A molekularis vizsgalatokhoz izolalt sejteket a felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

3.3.  RNS izolalas és reverz transzkripcio

A PCR és real-time PCR vizsgalatokhoz a stirliséggradiens centrifugalassal izolalt
sejtekbol Trizol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) RNS-t nyertiink ki. Az RNS
mennyiségét Nanodrop II fotométerrel mértiik le (Wilmington, USA). Az izolalt RNS-t
felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

Mintanként 2,5 pg RNS-b6l készitettink CDNS-t (reverz transzkripcio) High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
hasznalataval. A reakcidelegyek Gsszetételét a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze. A cDNS-ek
atirasa ABI 2720 (Applied Biosystems) PCR késziilékben valdsult meg az alabbi
kondiciokkal: 25°C 10 perc, 37°C 120 perc. A cDNS mintékat a tovabbi felhasznalasig
-20°C-on taroltuk.

3. tablazat A reverz transzkripcid reakcioelegy-osszetétele

Komponens Térfogat/reakcio
10x Reverse Transcription puffer Sul

25X dNTPs 2 ul

10x random primers 5ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 2,5ul
Nukleaz mentes viz 10,5 ul
RNS templat 25 ul
Végtérfogat 50 ul
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34. CD23a és CD23b izoformak mRNS expresszio-analizise

hagyomanyos és kvantitativ valés-ideji PCR-rel

A CLL, MCL, MZL és egészséges kontroll B-sejtek CD23 mRNS expresszids szintjét
RNS-izolalast és reverz transzkripcidt kovetden elészor hagyomanyos PCR-rel
ellendriztiik. Az amplifikacidhoz a primereket Matsui és munkatarsainak cikke alapjan
valasztottuk ki [131]. A beméréseket a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze. Az amplifikaciot
ABI 2720 PCR késziilékben (Applied Biosystems) végeztik el az alabbi
ciklusparaméterekkel: [98°C 30 masodperc, 98°C 10 masodperc, 68°C 30 masodperc,
72°C 30 masodperc] x 35 ciklus, 72°C 7 perc. Az amplifikalt termékek detektalasa agaroz

gél-elektroforézissel tortént.

4. tablazat Hagyomanyos PCR reakcioelegy-Osszetétele

Komponens Térfogat/reakcio
HF (High-Fidelity) puffer 4 ul

dNTP 2 uM 2ul
Forward és reverse primerek 1-1ul
Phusion polimeraz 0,2 ul
Nukleaz mentes viz 8,8 ul
cDNS templat 3ul
Végtérfogat 20 pl

A CD23 izoformak kvantitativ analizisét valds-idejii (real-time) PCR technikaval
végeztik el. A CD23a ¢és CD23b izoformak tanulmanyozasdhoz TagMan®
génexpresszids rendszert hasznaltunk. A CD23 izoformékra specifikus TagMan®
probakat Primer express szoftverrel (Applied Biosystems) terveztiik meg, melyeket az 5.
tablazatban foglaltunk 6ssze. A polimeraz lancreakciot ABI Prism 7300 Sequence
Detection Sytem valos-ideji PCR géppel végeztik el (Applied Biosystems). Az
amplifikacié 100 ng cDNS tempat felhasznaldsaval 50 cikluson keresztiil 20 pl
végtérfogatban zajlott a 6. tablazatban feltiintetett hoprofillal. A CD23a és CD23b
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expresszids értékek normalizalasahoz belsé kontrollként B—aktin gént (TagMan®
Control Reagent, Life Technologies, 4352935E) alkalmaztunk. Minden minta esetén
harom parhuzamos mérést futtattunk. Kiértékeléséhez a Sequence Detection Software 1.3
programot (Applied Biosystems) hasznaltuk. A program az eredményeket Ct (threshold
cycle) értékben fejezi ki, mely azt a ciklusszamot jeldli, ahol a relativ fluoreszcencia-szint
eléri az altalunk bedllitott kiiszobértéket. A CD23 izoformak relativ expressziojat AACt
modszerrel hataroztuk meg: ez kifejezi a CLL-, MCL- és MZL-sejtek esetén a CD23a és
CD23b mRNS-esek expresszidjat az egészséges kontroll alanyokhoz képest a bels6

kontroll (B—aktin) értékéhez normalizalva.

5. tablazat A CD23 izoformakra specifikus TagMan probak

Primer Szekvencia

CD23a-F 5’-TGCTCCATCATCGGGAGAA-3’
CD23a-R 5’>-TCTCTGAATATTGACCTTCCTCCAT-3
CD23a-TagMan 5’-6FAM CCAAGCAGGACCGC-MGB-3'
CD23b-F 5’-TCAGAGGCCAAATAGAACAGGAA-3’
CD23b-R 5’-GGCTTGGAGGATTCATTATGCT-3’
CD23b-TagMan 5’-6FAM TTGGAACAAGCAGAATT-MGB

6. tablazat A real-time PCR héprofilja

Lépés Homérséklet/1d6

Aktivacio 50°C, 2 perc
Kezdeti denaturacié 94°C, 10 perc
Denaturacio 94°C, 15 masodperc

Anellacié-Extenzio  60°C, 1 perc
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3.5.  Immunfenotipus meghatarozasa aramlasi citometriaval

Az éaramlasi citometrids mérésekhez a sejteket fluoreszcens festékkel direkt jeldlt
monoklonalis antitestekkel jeloltiik. Ezeket a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze.

A CD23 expresszios vizsgalatok esetén az aramlasi citometrias mérésekhez a CLL-
sejteket nem izolaltuk; a vér és csontveld mintakban 1évo vordsvértesteket FACS Lysing
oldattal (BD Biosciences) tavolitottuk el.

A sejttenyésztéses vizsgalatoknal izolalt CLL-sejtekkel dolgoztunk, melyeket PBS-
ben vettiink fel a jeloléshez. A méréseket FACSCalibur (BD Biosciences) dramlasi
citométerrel végeztik el, az eredmények kiértékelése CellQuest Pro szoftverrel (BD
Biosciences) tortént. Az aramlasi citométer beallitasait és fluoreszcens kompenzacioit
caliBRITE gyongyokkel (BD Biosciences) rendszeresen ellendriztiik. Minden mintabol
20000 eseményt mértiink le. Az eredmények kiértékelésekor az FSC-SSC dotploton a
lymphocyta kapura gateltiink, ezen belil a vizsgiltuk a CDI9" populacio
immunfenotipusat. A 7 nap tenyésztést kdvetden mért mintdknal az ¢l6 sejteken beliil
elemeztik a CDI19" sejtcsoport immunfenotipusat. A CD49d  pozitivitas
meghatarozasahoz az irodalom altal javasolt 30%-0s cut-off értéket hasznaltuk (72-74).
A CXCR4 cut-off értekét (62,1) 80 db periférids CLL mintandl mért atlagos
fluoreszcencia intenzitas (MFI) medianja adta. Az eredményeket atlagos fluoreszcencia

intenzitdsban (MFI) vagy a pozitiv sejtek %-os ardnyaban adtuk meg.
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7. tablazat Immunfenotipus meghatarozasahoz alkalmazott antitestek

ellenanyag klén gyarté

anti-CD5-FITC DK23 DAKO Glostrup, Denmark
anti-CD49d-PE L25 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
anti-CD19-PC5.5 J3-119 Beckman Coulter, Brea, CA, USA
anti-CD38-FITC AT13/5 DAKO

anti-CD29-PE HUTS-21 BD Biosciences

anti-CD29-APC MAR4 BD Biosciences

anti-CD184 (CXCR4) -PE 12G5 BD Biosciences
anti-CD80-FITC L307.4 BD Biosciences

anti-CD86-PE 2331 BD Biosciences
anti-CD126-APC uv4 BioLegend, San Diego, CA, USA
anti-CD20-PE-Cy5 B-Lyl DAKO

anti-CD22-PE 4KB128 DAKO

anti-CD23-PE MHMG6 DAKO

anti-CD44-FITC BJ18 BioLegend
anti-ROR1-VioBright FITC 2A2 Miltenyi
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3.6. FISH

A CD23 expresszioval kapcsolatos CLL eseteknél a dell1q23, dell7pl3, dell3q,
12tri, az MCL eseteknél a t(11;14) kromoszdémaaberraciokat FISH analizissel detektaltuk.
A vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet
FISH laboratoriuma végezte el rutin diagnosztikai protokollok szerint. Az analizis az
alabbi probakkal valosult meg: CEP11/ATM, CEP17/p53, 13q34/13q14, CEP12 és LSI
IGH/CCNDL1 (Abbott Laboratories (Vysis), IL).

3.7.  Sejttenyésztés

Az izolalt CLL-sejteket 2x10° sejt/ml koncentracioban tenyésztettiik 10% fotalis
szarvasmarha savoval (FBS; Sigma Aldrich), gentamycinnel (Sandoz, Boucherville, QC,
Kanada) és 2mM L-glutaminnal (Gibco, Carbbad, CA, USA) kiegészitett RPMI-1640
médiumban (Sigma Aldrich). A CLL-sejteket 7 napig tenyésztettiik kiilonboz6
koriilmények kozott: 1) CLL-sejtek onmagukban, 2) VCAM-1 fedett plate-n vagy 3)
BMSC ko-kultaraban.

A BMSC ko-kultiras kisérletekhez Dr. Plander Mark bocsatotta rendelkezésiinkre
az altala izolalt és tenyésztett, majd felhasznalasig folyékony nitrogénben fagyasztva
tarolt stromasejteket. A csontveldi stromasejt kultiirak koros sejtet nem tartalmazd, rutin
diagnosztikai csontveld aspirdtumbdl izolalt mononuklearis sejtekbdl szarmaztak. A
fagyasztasbol felvett sejteket 2x10* sejt/ml koncentracioban tenyésztettiik 24 lyuku plate-
n 20% FBS-t, gentamycint és 2mM L-glutamint tartalmaz6 DMEM médiumban
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma Aldrich). A ko-kultirakhoz a
stromasejtekrdl 6vatosan leszivtuk a DMEM médiumot, majd rarétegeztilk az RPMI-
1640 médiumban (10% FBS, gentamycin, L-glutamin) szuszpendalt CLL-sejteket 2x10°

sejt/ml koncentracidban.
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3.8. Plate-k és targylemezek VCAM-1 coatolasa

48 lyuku plate-t vagy targylemezt 10 pg/ml, bikarbonat pufferben higitott VCAM-1
molekulaval (R&D Systems, Minneapolis, USA) coatoltunk 2 6ran keresztiil 37 °C-on
vagy egy ¢jszakan at 4°C-on. Miutan a VCAM-1 oldatot leszivtuk, hdromszor mostuk
PBS pufferrel, majd a nem specifikus kotohelyeket 1%-0s BSA oldattal blokkoltuk 2 6ran
keresztiil 37°C-on. A BSA oldat leszivasa utan a plate-t vagy a targylemezt haromszor

mostuk PBS pufferrel, majd ramértiik az izolalt CLL sejt-szuszpenziot.

3.9.  Apoptoézis-mérés

7 nap tenyésztést kovetden mintanként 10° sejtet kétszer mostunk PBS pufferrel, majd
100 pl Annexin V Binding pufferben szuszpendaltunk fel. A sejteket 5 pl Annexin V-
Alexa 647 (Biolegend) és 1mg/ml propidium-jodid (PI-Sigma Aldrich) festékekkel
jeloltik meg. 15 perc inkubacidt kdvetden a sejtszuszpenzidhoz 100 pl Annexin V
Binding puffert adtunk, majd FACSCalibur aramlasi citométerrel mértiik és CellQuest
Pro szoftverrel értékeltiik. Az annexin V és PI negativ populdciot tekintettiik élének (11.

abra).
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11. abra Az annexin V/propidium-jodid festés analizise.
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3.10. Sejtciklus-vizsgalat

5x10° sejtet jéghideg 70%-os etanolban fixaltunk, majd alkalikus extrakcié (200 mM
Na2HPOs, pH 7,4) és RNaz (Sigma Aldrich) kezelést kovetéen 1 mg/ml Pl-vel festettiink
meg. Az aramlasi citometrids mérések FACSCalibur késziiléken valdsultak meg, a
kiértékelést Kaluza szoftverrel (Beckman Coulter, Brea, CA) végeztik. A Pl
fluoreszcenciaja alapjan az S és G2/M fazisban 1évO sejteket tekintettiik proliferativ

frakcionak (12. abra).

G1 fazis

S és G2/M [fazis

Sejtszam

Propidium-jodid fluoreszcencia

12. abra Egy proliferativ CLL-es minta analizise.
A sejtciklust a propidium-jodid fluoreszcenciajanak alapjan elemeztiik. Proliferativ
frakcionak az S és G2/M fazisban 1év6 sejteket tekintettik.

3.11. Proliferacios markerek detektalasa aramlasi citometriaval

A Ki67 ¢és ciklinD2 proliferaciés markereket intracellularis kettds jeloléssel
vizsgaltuk. Mintanként 10° izolalt CLL sejtet intracelluléris jeldlésre ajanlott IntraStain
Kit-tel (Dako) fixaltunk és permeabilizaltunk. Ezt kdvetden a mintakat nyul anti-Ki67
(clone SP6, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MAS, USA) és egér anti-ciklinD2 (clone
131205, AbD Serotec, Diisseldorf, Germany) jeloletlen elsédleges antitesttel jeloltiik és
30 percig inkubaltuk. PBS-mosast kovetéen kecske anti-egér IgG-FITC (DAKO) és
szamar anti-nyul IgG-Cy5 (Jackson ImmunoResearch,) masodlagos ellenanyagokkal
jeloltik a sejteket. A Ki67 ¢és ciklinD2 markerek detektalasa FACSCalibur aramlasi

citométerrel tortént.
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3.12. A CD29 konformaciovaltozasanak valés-idejii detektalasa aramlasi

citometriaval

A CD49d/CD29 komplex konformaciojat a CD29 lanc magas affinitasa
vizsgaltuk. Az antitest csak akkor képes kotddni és detektalhato jelet adni, ha a CD29
lanc aktiv konformacioban van jelen a sejtek felszinén. Aktivalas nélkiil, alapallapotban
CLL-sejteken és myeloma sejteken is elvégeztiik a CD29 jelolését, utobbiaknal az
analizis Navios aramlasi citométerrel (Beckman Coulter) tortént.

A CD29 aktivalasat Chigaev és munkatarsai altal kidolgozott protokollja alapjan
végeztik el [132]. Az aktivalast valds-idoben (real-time) végeztiik, a detektalas
FACSCalibur aramlési citométerrel tortént. Csovenként 6x10° izolalt CLL-sejtet 500 ul
RPMI-1640 médiumban vettiink fel. Az aramlasi citométeren elészor 30 masodpercen
keresztiil a jeloletlen sejtek mérésével alapjelet detektaltunk (autofluoreszcencia), ezutan
a mérést megszakitottuk, a mintat vizfiirddbe helyeztiik és 15 pl anti-CD29-PE (clone
HUTS-21) antitesttel jeloltiik. Alapos vortexelés utan a mintat 1 percig vizfiirddbe
helyeztiik, majd folytattuk a mérést 1 percen keresztiil. Az aktiv konformacio6 valds-idejii
Kivaltasahoz a mérést sziineteltettiik, a sejteket vizfiirdébe helyezve 10 pg/ml VCAM-1
oldattal kezeltiik, majd 2 perc mulva folytattuk az aramlas citometriai detektalast. A
tovabbi aktivaciohoz 200 ng/ml CXCL12 kemokinnel (Merck) vagy 0,25 ug TS2/16
monoklonalis antitesttel (clone TS2/16, eBioScience) kezeltiik a sejteket vizfiirdében. A
maximalisan kivalthat6 aktiv konformaciot 3 mM MnCl. (Sigma Aldrich) stimulacioval
értiik el. Az aramlasi citometrids adatokat dsszesen 1024 masodpercig gytijtottiik. Egy

reprezentativ minta mérését mutatja be a 13. abra.
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13. abra A CD29 aktivacioé valos-idejii mérése aramlasi citométerrel.
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A HUTS-21 antitest izotipus kontrolljaként egér IgGoa PE (BD Biosciences)
antitestet hasznaltunk. A CD29 06sszmennyiségét egy aktivacio-fliiggetlen epitdphoz
kot6do anti-CD29-APC (clone MAR4, BD Biosciences) antitesttel hataroztuk meg.

3.13. Phalloidin jelolés és detektalasa konfokalis mikroszkoppal

10° izolalt CLL sejtet 10 ug/ml VCAM-1 vagy 1% BSA oldattal fedett fedélemezre
tapasztottunk ki 30 percen keresztiil 37°C-on. A nem kot6do sejteket PBS pufferrel valo
mosassal tavolitottuk el, majd a CLL-sejteket 4% paraformaldehid oldattal (Reanal)
fixaltuk 10 percen at 4°C-on. Ezutan a fed6lemezeket PBS pufferrel haromszor atmostuk,
majd 0,2% Triton-X oldattal (Sigma Aldrich) permeabilizaltuk a sejteket 5 percig
szobahdmérsékleten. Haromszori PBS mosast kdvetéen a CLL-sejteket phalloidin-
TRITC-cel (Sigma Aldrich, higitas:1:200) jeloltik és 30 percen Keresztiil inkubaltuk
sOtétben, szobahOmérsékleten. PBS mosas utan a fed6lemezeket fluoreszcens
vizsgalatokra alkalmas fedéfolyadékkal fedtiik le (Fluorescent Mounting Medium, Dako)
¢és targylemezekre helyeztiilk. A mintakrol konfokalis mikroszkdppal (Nikon TE 300)
készitettiink képeket, majd ezeket ImageJ 1.48k (NIH, Bethesda, MD) programmal
analizaltuk. Eredményként 3 kiilonb6zd minta phallodin pozitiv teriileteinek atlagat és

szorasat adtuk meg.

3.14. Statisztika

Statisztikai analizisekhez Wilcoxon-, Mann-Whitney-tesztet vagy Spearman-
korrelacios koefficiens meghatarozasat alkalmaztunk, kategorikus valtozoknal (Rai,
Binet stadiumok) X?-tesztet hasznaltunk. SPSS szoftverrel (version 20.0; SPSS, Chicago,
IL, USA) végeztik el az analizist, p<0,05 értéket tekintve szignifikansnak. Az

eredményeket atlagtSEM formajaban abrazoltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. AKiilonb6z6 CD23 expresszio szerepe a CLL progndézisaban

4.1.1. A CD23 izotipusok expresszidjanak vizsgalata

Annak ellenére, hogy a CD23 a CLL egyik legfontosabb differencial-diagnosztikai
markere, eltéré mértékben expresszalodik a CLL-sejtek felszinén. Magas és alacsony

CD23 expresszioju csoportokat kiilonithetiink el (14. abra).
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14. abra Alacsony és magas CD23 expresszidju periférias CLL mintak.

A CD23 izotipusok megoszlasa a kiilonbozé CD23 expresszidju csoportokban nem
ismert. Mivel a CD23 izotipusok (CD23a és CD23b) csak az els6 hat aminosavban térnek
el az intracellularis doménben, igy antitesttel nem kiilonithetok el. Ezért RNS-szinten
vizsgaltuk a CD23a és CD23b expresszidjat.

A CD23 izoformdk mRNS szinttli expresszidjat eldszor hagyomanyos PCR-
technikaval elemeztiik. A CLL-es mintak tobbségében (37/54) mindkét izoforma jelen
volt, mig 17/54 esetben csak a CD23a izotipust detektaltuk (15. abra). A kizardlag CD23a
izotipussal rendelkezd betegeket CLL1, a CD23a ¢és CD23b izoformakat egyarant

expresszalo eseteket CLL2 csoportnak neveztiik el.
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CLL1 CLL2

M CD23a 23b 23a 23b M CD23a 23b 23a 23b

15. abra A CLL1 és CLL2 csoportok CD23 izotipus megoszlasa.

A Dbemutatott abrak a hagymomanyos PCR-reakcid végtermékei agardz gél-
elektroforézissel megfuttatva.

M: marker

A tovabbiakban kvantitativ valds-idejii PCR technikdval vizsgaltuk a CD23a és
CD23b izoformak relativ expressziojat a két CLL csoportban. Erdekes médon a CLLI
csoportban is jelen volt a CD23b izoforma (16. abra). A CD23a relativ expresszioja
mindegyik CLL-mintanal magasabb volt, mint a CD23b (p<0,0001) (16. abra). A CLL1
¢s CLL2 csoportokat elemezve alacsonyabb CD23a és CD23b szintet figyeltiink meg a
CLL1 esetekben (p=0,0002; p=0,053). Ezt kovetden az alacsony CD23 expresszioja
CLL1 csoport mRNS szintjét Osszehasonlitottuk a szintén leukémias vérképpel jard
CD23" MCL és MZL esetek, valamint normal tonsillabdl izolalt B-sejtek CD23 mRNS
szintjével. MZL-sejtek szignifikdnsan alacsonyabb CD23b expressziét mutattak
(p=0,019), mig MCL esetében mindkét izotipus kisebb aranyban volt jelen, mint a CLL1
csoportban (p=0,036; p=0,003). Normal B-sejtek a CD23a és CD23b izoformakat

alacsonyan expresszaltak.
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16. abra A CD23 izotipusok relativ expressziéja CLL2, CLL1, MZL, MCL és
normal B-sejtek (kontroll) esetén.
A CD23a és CD23b expressziok normalizaldsdhoz belsé kontrollként B—aktin gént
hasznaltunk. Az adatokat atlag €s szoras formajaban dbrazoltuk. A statisztikai elemzést
Mann-Whitney-teszttel végeztiik el.

4.1.2. A CLL1 és CLL2 esetek immunfenotipusa

Megnéztiik, hogyan korrelal a CLL1 és CLL2 csoportok CD23 mRNS expresszios
mintdzata a fehérje-szinti CD23 expresszioval. A felszini CD23 szintet aramlasi
citométerrel detektaltuk. A CLLI1 csoportban szignifikdnsan alacsonyabb CD23
kifejezddést detektaltunk, mint a CLL2 csoportban (p=0,002) (17. abra).
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17. abra CLL1 és CLL2 csoportok CD23 expresszioja.

A CD23 expressziojat aramlasi citométerrel detektaltuk. Az abra mintanként (CLLL1:
n=12; CLL2: n=36) abrazolja a mért CD23 MFI értékeket, feketével az MFI-értékek
medianjat jeloltiik. A statisztikai analizist Mann-Whitney-teszttel végeztiik el.

Ezt kovetéen Osszehasonlitottuk a két CLL csoport immunfenotipusat. A CLL1
eseteknél magasabb volt a CD38" sejtek aranya (p<0,002), illetve magasabb CD20
expressziot detektaltunk, mint a CLL2 eseteknél (p=0,0004) (18. abra). A CLL1 eseteknél
magasabb CD22 szintet is detektaltunk, azonban ez nem bizonyult statisztikailag
szignifikansnak (p=0,06).

p<0,002 5 - p=0,00004

80 -
& i 350 1 mCLLI
S 300 - -
% 601 mCLL1 p=0.06 1CLL2
= 250 1
g s (6111 ) o
N B 200
.§ 40 + 2 =
Q. 30 4 i
2 0 ! 100 E

o) ]
g = ;

10 50 A

0 1 0 N T 1

CD38 CD22 CD20

18. abra CLL1 és CLL2 csoportok immunfenoipusa.

A felszini markerek expresszidjat aramlasi citométerrel detektaltuk. A bemutatott
eredmények a CLL1 (n=13) és CLL2 (n=35) mintak esetén mért CD38 pozitiv sejtek %-a,
valamint a CD22, CD20 MFI értékek atlaga és szorasa. A statisztikai analizist Mann-
Whitney-teszttel végeztiik el.
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Mivel ismertek CD23" atipusos MCL esetek, a hasonlo fenotipus miatt minden CLL1
mintandl elvégeztiik az MCL-re jellemz6 t(11;14) FISH-vizsgalatot. Minden altalunk

vizsgalt CLL1 eset negativ volt a t(11;14) transzlokaciora.

4.1.3. A CLL1 és CLL2 csoportok klinikai adatainak 6sszehasonlitasa

A kiilonbozé CD23 expresszioju csoportok klinikai paramétereit dsszevetve nem
talaltunk szignifikéns eltérést. A CLL1 csoportban tobb nd beteg volt, a diagnoziskori
atlagéletkor pedig magasabbnak adddott. A CLLI1 betegek elérehaladottabb Rai-
stddiummal kertiltek diagnozisra (19. abra), valamint nagyobb volt a kezelést igényld
esetek aranya, mint a CLL2 eseteknél (70% vs 42%). Tovabba a CLL1 csoport
alacsonyabb periférids fehérvérsejt-szammal rendelkezett (51,07£18,5 vs 81,7+£31,2).
Azonban ezek a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansak.

CLL1 CLL2

Rai 0

0% Rail Rai 0
22%

Rai lll
13%

Rai l
Rai ll 22%

30%

Rai lll
10%

Raill
30%

19. abra CLL1 (n=10) és CLL2 (n=23) betegcsoportok diagnéziskor észlelt Rai-
stadium besorolasa.

4.1.4. Prognosztikai markerek vizsgalata a CLL1 és CLL2 csoportokban

Megvizsgaltuk a FISH analizissel detektalhatd prognosztikus kromoszoma-
aberraciok eléfordulasat a CLL1 és CLL2 csoportokban. A CLL1 esetek tobbsége (14/17)
12-es triszomiaval rendelkezett, egy eset a 12tri mellett 13q deléciot is hordozott (8.

tablazat). Erdekes médon, a CLL2 betegek egyikében sem talaltunk 12tri-t (0/37).
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8. tablazat CLL1 esetek (n=17) citogenetikai eltérései FISH vizsgalattal detektalva

Citogenetikai eltérés

CLL1
esetek 11g(%) CEP12(%) 13qg(%) 17p(%) t(11;14)(%) Egyéb eltérés

1 0 80 0 0 0

2 0 0 0 0 0

3 0 85 0 0 0

4 0 33 0 0 - 43% 3 IgH szignal

5 0 0 0 0 0 72% 3 IgH szignal

6 0 40 0 0 0

7 0 0 0 0 0

8 0 46 65 0 0

9 0 65 0 0 0

10 0 61 0 0 -

11 - 50 ; ] ]

12 - 45 - - 0

13 0 55 - 0 0

14 - 50 - - 0

15 - 70 - - 0

16 0 90 0 0 0

17 0 60 0 0 0
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4.2. A magas CD49d expresszié szerepének vizsgalata

421. A CD49d expresszio korrelaciéja prognosztikus és mikrokornyezeti

interakcioban részt vevo markerekkel

A CD49d kilonbozé6 mértékben expresszalodik a CLL-sejtek felszinén.
Megkiilonboztetiink CD49d”, CD49d", illetve bifazikus eseteket (20. abra). A CD49d

pozitivitds mértékének az irodalom alapjan a 30%-0s cut-off értéket hasznaltuk.

CD49d- CD49d+ bifazikus

R ST

CD19 PerCP
40P 10! 102 10° 10*
cD19 PC5
200 10" 102 103 10%
CD19 PC5
00 101 102 103 104

09 1ol 102 10 104 00 101 102 10% 104 00 10 102 10° 104
CD49d PE CD49d PE CD49d PE

20. abra A CD49d kifejezédése periférias vér CLL-sejteken.

Megvizsgaltuk, a magas kockazatu betegcsoportot jelz6 CD49d szintje korrelal-e
aramlasi citométerrel detektalhaté prognosztikus markerekkel, illetve mikrokornyezeti
interakciok kialakitasaban meghataroz6 molekuldkkal. Az irodalmi adatoknak
megfelelden pozitiv korrelaciot talaltunk a CD38 szintjével periférias vérbdl frissen
izolalt CLL-sejteken (21. A. abra). A CD23 esetén szignifikans negativ Osszefliggést
figyeltiink meg a CD49d szintjével (21. B. abra).

A CD49d pozitivan korrelal a vele egy komplexben 1évé CD29 molekulaval (21. C.
abra). Tovabba a CD19 BCR ko-receptorral pozitiv, mig a CXCR4 kemokinreceptorral
negativ Osszefliggést talaltunk (21. D., E. dbra). Emellett a CD49d kifejezddése a CD5
aktivacios marker, CD80, CD86 kostimulacios molekulak, CD44 adhézids molekula és a

ROR1 szintjétdl fuggetlennek bizonyult.
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21. abra A CD49d korrelacioja a CD38, CD23, CD29, CD19, CXCR4
markerekkel.

A felszini molekuldk expressziojat periférids vérbdl frissen izolalt CLL sejteken
(n=80, CD23 esetén n=26) hataroztuk meg aramlasi citométerrel. A CD49d esetén
a CD49d pozitivitas %-at, a tobbi markernél az atlagos fluoreszcencia intenzitas
(MFI) értékét adtuk meg. A korrelaciok erdsségét Spearman-féle korrelacios
koefficienssel hatdroztuk meg.
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4 esetben Osszehasonlitottuk ugyanazon beteg periférids vérébol és csontveld
aspiratumabol izolalt CLL-sejtjeinek CD49d expressziojat. Igazoltuk a korabbi
eredményeket, miszerint a csontvel6i CLL-sejtek fokozottabb CD49d expresszidval

jellemezhet6k (22. abra).

i Periférias vér i Csontveld
o o
= 55% = 86%
mD MO
i w —
e 5 o T
i o2
OF : -—
“oq 821
R 0
.O_ 0' AR L 1' """|2' """13' L2 Lie 4 OD 01 T 1v 1-1"1[2' "'"'|3' T 4
10 10 10 10 10 T
CD49d PE 10 10 CDJgd PEw 10

22. abra Periférias vér és csontveléi CLL-sejtek CD49d-expresszidja.

4.2.2. A CD49d direkt apoptozis-gatlo szerepének vizsgalata

A tovabbiakban megvizsgaltuk, van-e kdzvetlen szerepe a CD49d/CD29-VCAM-
1 interakcidnak a CLL-sejtekre jellemzd apoptozis-gatlas kivaltasaban. Kivancsiak
voltunk, hogy a rosszabb prognozist jelzd CD49d" esetek hosszabb taléléssel
rendelkeznek-e in vitro, mint a CD49d" mintak.

Periférias vérbol izolalt CD49d* és CD49d" CLL-sejteket tenyésztettiink a CD49d
ligandjaval, VCAM-1 molekulaval fedett felszinen, majd 3, 7 nap tenyésztést koveten a
tuléld sejtek aranyat aramlési citométerrel hataroztuk meg. Eredményeink alapjan a
VCAM-1 nem csokkentette a CLL-sejtek spontan apoptozisat sem a CD49d", sem a
CD49d" esetekben (23. abra). Modellezve a keringé a VCAM-1 hatasat, 3 esetben
szolubilis formaban kezeltiikk a CLL-sejteket VCAM-1 molekulaval, azonban igy sem
tapasztaltunk eltérést a tulélésben.

Kivancsiak voltunk, hogy a szupportiv csontvel6i mikrokornyezetben van-e a
kiilonbség CD49d* és CD49d" CLL-sejtek talélésében. A csontveldi kornyezet
modellezésére csontveld aspiratumbol izolalt BMSC kulturat alkalmaztunk. lgazoltuk a

korabban leirt eredményeket, miszerint BMSC ko-kultaraban a CLL-sejtek
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szignifikdnsan magasabb tulélést mutatnak mind 3, mind 7 nap tenyésztést kovetden
(p=0,046) (23. abra). 7 napnal még kifejezettebb volt a BMSC-k anti-apoptotikus hatasa,
igy a tovabbi kisérleteknél ezt a tenyésztési idét alkalmaztuk. Erdekes médon, nem

talaltunk kiilonbséget a BMSC-k altal kivaltott talélési hatasban a CD49d" és CD49d"
esetek kozott (23. abra).

100

0 3 nap tenyésztés

80

@
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B CD49d+

= CD49d-

¢él6 sejtek %-a

40

20

kontroll BMSC ko-kultira VCAM-1
(szuszpenzio)

100
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“ 7 nap tenyésztés

| -
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o
S

B CD49d+

1 CD49d-

40

¢l6 sejtek %-a

kontroll BMSC ko-kultira VCAM-1
(szuszpenzid)

23. abra CD49d*és CD49d" CL L -sejtek tulélése médiumban (kontroll), BMSC-ko-
kultura vagy VCAM-1 stimulacio hatasara 3 és 7 nap tenyésztést kovetéen.
Az ¢l6 sejtek aranyat Annexin V/PI jeloléssel hataroztuk meg. Az dbrazolt adatok

mindkét CD49d csoport esetén 6 minta atlaga és szorasa. A szignifikancia-szinteket
Wilcoxon-teszttel allapitottuk meg.

55



DOI:10.14753/SE.2019.2309

Az apoptozis-értékeket vizsgalva nagyfoku varianciat tapasztaltunk az egyes
mintak kozott. A kiilonbozé CD49d expresszioju eseteket dsszehasonlitva, a CD49d*
CLL-sejteknél szignifikdnsan nagyobb spontan apoptézist detektaltunk mind BMSC
nélkiil (p=0,028), mind BMSC-vel egyiitt-tenyésztve (p=0,046) (23. abra).

Habar a stromasejtek védéhatasa fiiggetlennek bizonyult a CLL-sejtek CD49d

szintjével. Alacsony és magas CXCR4 expresszioju CLL-csoportokra bontva a CLL-
eseteket azt tapasztaltuk, hogy az alacsony CXCR4 szintet mutatdé CLL-sejteknél
nagyobb mértékii a stromasejtek talélési hatasa (24. dbra). Ez a mikrokornyezeti jelekre
szenzitivebb csoport a Kifejezettebb protektiv hatas ellenére nagyobb spontan apopt6zis

rataval jellemezhet6, mint a magas CXCR4 expresszioju CLL-sejtek (24. abra).
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24. abra Alacsony és magas CXCR4 expresszidoju CLL-esetek tulélése médiumban
(kontroll) vagy BMSC ko-kultaraban 7 nap tenyésztést kovetoen.

Az ¢él6 sejtek aranyat Annexin V/PI jeloléssel hataroztuk meg. Az oszlopdiagramok
mindkét CXCR4 csoport esetén 6 minta atlagat és szorasat abrazoljak, a vonaldiagramok
mintanként mutatjak be az €106 sejtek %-at. A szignifikancia-szinteket Wilcoxon-teszttel

allapitottuk meg.
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4.2.3. A CD49d-VCAM-1 kapcsolédas proliferacio-indukalé hatasanak vizsgalata

Bar a CLL-sejtek f6 proliferacios helyszine a nyirokcsom6 és a csontveld,
megvizsgaltuk periférias vérbol izolalt CLL-sejtek esetén, hogy a CD49d-kezelés kivalt-
e proliferaciot. VCAM-1 felszinen, illetve BMSC-vel egyiitt-tenyésztett CD49d* és
CD49d" CLL-sejtek sejtciklus-analizisét (n=65) és 15 esetben a ciklinD2, Ki67 markerek
mérését végeztiik el 3, 7 nap tenyésztést kovetden. A periférias vérbol izolalt CLL-mintak
tobbsége (61/65) nem mutatott proliferaciot 3, 7 nap elteltével. Kisérleteinkben sem a
VCAM-1 kezelés, sem a BMSC-ko-kultura nem indukalt proliferaciot a CD49d* és
CDA49d" CLL-sejteknél.

4 mintanal detektaltunk proliferaciot, fiiggetleniil a tenyésztési koriillményektdl. Az S
¢s G2/M fazisban 1évo sejtek aranya 3% és 6% kozott volt. Mind a négy proliferativ minta
az alabbi fenotipussal rendelkezett: CD5"", CD49d*, CD38*, CD86*, CD19**, alacsony
CXCR4, CD80 expresszio.
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4.2.4. A CD49d/CD29 komplex aktiv konformaciéjanak vizsgalata

Mivel kisérleteinkben a CD49d stimulacidja sem talélési, sem proliferacio-indukald
hatast nem valtott ki, megvizsgaltuk jelen van-e, illetve kivalthato-e a CD49d/CD29
komplex aktiv konformacioja a CLL-sejtek felszinén. A magas affinitasu aktiv forma
teszi lehetévé a ligandkotés altal kivaltott outside-in jelatvitelt. Az aktiv konformaciot a
CD29 lanc hibrid doménjére specifikus antitesttel (clone HUTS-21) detektaltuk. A hibrid
domén csak a magas affinitdsq, nyitott konformacioban tarul fel és valik elérhetévé a

HUTS-21 antitest szamara (25. abra) [132-134].

HUTS-21- HUTS-21- HUTS-21+

Hibrid domén

HUTS-21
kotodési helye

™

CD49%d CD29 CD49d CD29 CD49d CD29

Alacsony affinitas Kozepes affinitas Magas affinitas

25. abra Az aktiv konformaciora specifikus HUTS-21 antitest kotodése, Barthel és
mtsai, 2008, nyoman [133].

A konformacio-specifikus antitest kotédése alapjan, periférias vérbol frissen izolalt
CLL-sejteken (n=80) a CD49d/CD29 komplex inaktiv konformacioban van jelen. 4
esetben csontveld-aspiratumbol izolaltunk CLL-sejteket, azonban ezek felszinén sem
detektaltunk magas affinitast konformaciot (26. abra).
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26. abra A CD29 magas affinitasu konformaciéjanak expresszidja frissen izolalt
periférias vér és csontveléi CLL-sejtek felszinén.
A dot-plotok 1-1 reprezentativ minta HUTS-21 aktivacidos epitdp expresszidjat
mutatjak aramlasi citometrias detektalast kovetden.

58



DOI:10.14753/SE.2019.2309

Ezt kovetden megvizsgaltuk, kiilonbozé stimulusokkal kivalthato-e az aktiv
konformaci6. Az aktivalast CD49d" periférias vér CLL mintanal (n=3) végeztiik el valds
idejli aktivacioval, aramlasi citométerrel detektalva. A CD49d" CLL-sejteket elészor
VCAM-1 liganddal kezeltiik, majd CXCL12 kemokint vagy kozvetlentil aktivalo TS2/16
klonu anti-CD29 antitestet [135] adtunk a sejtszuszpenzidhoz. Technikai kontrollként
Mn?*-stimul4ciot alkalmaztunk, mely maximalis integrin-aktivaciot valt ki. A VCAM-1
hozzaadéasa novelte a HUTS-21 antitest kotodését, tehat a magas-affinitast konformaciod
mennyiségét (27. abra). CXCL12 vagy a TS2/16 kezelés tovabb fokozta a HUTS-21
kotddését. A Mn?*-kezelés a maximalisan elérhetd magas affinitasi konforméciot jelzi.
A kezelések az 0ssz-CD29 szintet nem befolyasoltdk, amelyet egy aktivacio-fiiggetlen
CD29 antitest (klon MAR4) alkalmazasaval bizonyitottunk (28. abra).

Az eredmények alapjan latszik, hogy CLL-sejteken a CD49d/CD29 komplex inaktiv
allapotban van jelen, azonban ligandkotés és mas aktivaldo kezelések hatasara normal

aktivaciora képes.

Mn2+

VCAM-1 +TS2/16

200

VCAM-1 +CXCL12 ‘
VCAM:1 _
HUTS-21 _

| | A
izotipus kontroll h N L A
\

‘ CD29 (clone MAR4)
0 0,5 1 1,5 2

28. abra Ossz-CD29
expresszio (clone MAR4

27. abra A CD29 (B1) lanc konformaciéjanak vizsgalata antitesttel jelolve)
kiilonboz6 aktivalé kezelések hatasara CD49d* CLL aktivacié elott (piros) és
sejtek (n=3) esetén. ytén (kék). A bemutqtott
A kezeletlen sejtek HUTS-21 klénd anti-CD29-PE antitest 402 1 reprezentativ minta
MFI értékét tekintettiik 1-nek, ennek aranyaban fejeztiik ki analizise.

a kezelések hatasara bekovetkez6 MFI-valtozasokat. A

HUTS-21 epitdép expresszidja a CD49d/CD29 molekula

magas affinitdsi konforméciojat jelzi.

CTounts

HUTS-21 aktivacios epitop expresszio-novekedése
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4.2.5. CD49d" és CD49d CLL-sejtek aktin-atrendezédésének vizsgalata VCAM-1

hatasara

crer

migraciojahoz. A tovabbiakban dsszehasonlitottuk CD49d* és CD49d” CLL-sejtek aktin-
polimerizéaciojat VCAM-1 kezelés hatasara.

Periférias vérbdl izolalt CD49d* és CD49d™ CLL-sejteket VCAM-1 molekulaval
fedett lemezre tapasztottunk ki, majd az F-aktint jelolé phalloidin-festést kovetéen
konfokalis mikroszképpal analizaltuk a sejteket. CD49d™ CLL-sejtek esetén a VCAM-1
jelentds aktin-atrendezédést valtott ki, 6sszehasonlitva a kontroll (BSA) lemezre adheralt
CLL-sejtekkel (p=0,0001) (29. és 30. abra). A CD49d" CLL-sejteknél nem detektaltunk
kiilonbséget az F-aktin-formacioban a VCAM-1-kezelt és kontroll mintak kozott (29.

abra).

30 p=0,0001
T
X
k>
S 20
3
N
= kontroll
> . ) (BSA)
=10
K= B VCAM-1
=
[S)
=
=
ol

CD49d" CLL-sejtek ~ CD49d- CLL-sejtek

29. abra CD49d* és CD49d" CLL-sejtek aktin-polimerizaciédja VCAM-1 kezelés
hatasara.

Az abrazolt adatok mindkét CD49d-csoportndl 3 kiilonbdz0 minta esetén mért
phalloidin pozitiv teriiletek %-anak atlaga és szorasa. A statisztikai elemzéshez
Wilcoxon-tesztet hasznaltunk.
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o . - .
Kontroll
(BSA)

30. abra Egy reprezenztativ CD49d* minta phalloidin festodése VCAM-1 vagy
BSA-felszinre valé kitapasztast kovetoen (nagyitas 100x).

4.2.6. CD49d* és CD49d CLL-sejtek immunfenotipus-valtozasa VCAM-1 vagy
BMSC-ko-kultira hatasara

Kivancsiak voltunk van-e kiilonbség a CD49d* és CD49d" CLL-sejtek
immunfenotipus-véltozasadban VCAM-1 felszinen vagy BMSC ko-kultiraban vald
tenyésztés hatasara. Aktivaciés markerek (CD5, CD38), BCR koreceptor (CD19),
adhézids molekulak (CD49d, CD29, CD44), kostimulaciés molekuldk (CD80, CD86),
citokin- és kemokin-receptorok (CD126, CXCR4) expressziojat vizsgaltuk 7 nap
tenyésztést kovetden.

A VCAM-1 kezelés nem indukalt valtozast a felszini molekuldk expresszidjaban
egyik CD49d-csoportban sem. BMSC ko-kultaraban szignifikansan emelkedett CD5,
CD49d, CD44, CD19, CD126 szintet detektaltunk, mig a CXCR4 expresszidja csokkent
stromasejtek jelenlétében (31. abra). A CD38, CD80, CD86 és ROR1 valtozasa nem
mutatott egyértelmi tendenciat.

A Kkiilonb6z6 CD49d expresszioju csoportokat Osszehasonlitva a CD49d* CLL-
sejteknél szignifikdnsan nagyobb mértékben novekedett a CDS5 expresszid stroma

jelenlétében, mint a CD49d" eseteknél (p=0,03) (31. abra). A CD29 esetén csak a CD49d*
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CLL-sejteknél tapasztaltunk expresszio-novekedést BMSC hatasara, habar a CD29 a
CD49d" sejteknél is gyenge pozitivitast mutatott. A tobbi markert vizsgalva nem talaltunk
kiilonbséget a BMSC-altal indukalt fenotipus-valtozasban a CD49d" és CD49d CLL-
sejtek kozott.
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31. abra CD49d* (n=6) és CD49d (n=6) CLL-sejtek immunfenotipusanak
osszehasonlitasa médiumban (kontroll) vagy BMSC ko-kultiraban torténé 7 napos
tenyésztést kovetoen.

A CD49d" eseteket sziirkével, a CD49d" mintakat feketével jeloltiik. Az abrak a felszini
molekuldk esetén mért MFI értékeket mutatjak be mintanként. A statisztikai analizist
Wilcoxon-teszttel végeztiik el.
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4.2.7. Kiilonb6z6 CD49d és CXCR4 expresszioju betegesoportok Kklinikai

adatainak elemzése

A CD49d esetén jol ismert prognosztikai jelentosége, azonban a CXCR4 esetleges
prediktiv szerepét még nem vizsgaltak. Kivancsiak voltunk, hogy a mikrokdrnyezeti
tényezOktdl valo fiiggés megmutatkozik-e a klinikai paraméterekben. Osszehasonlitottuk
a kiilonb6zé CD49d ¢s CXCR4 expresszioju esetek diagnoziskor besorolt klinikai
stadiumait (Rai-, Binet-stadium), a diagnéziskor mért szérum LDH szintet és abszolut
lymphocyta szamot (ALC), a kezelés sziikségességét, az elso kezelésig eltelt idét (TTT),
valamint a citogenetikai eltérések eldfordulasat. A CD49d expresszio fiiggvényében 54,
a kiilonboz6 CXCR4 szint esetén 53 beteg klinikai paramétereit hasonlitottuk dssze.

A magas (n=27) és alacsony (n=27) CD49d expresszioval rendelkezd betegek
¢letkora a diagndziskor nem tért el (9. tablazat). A betegek neme tekintetében a CD49d”
eseteknél sokkal nagyobb mértéki férfi talsulyt tapasztaltunk.

9. tablazat A kiilonb6zé CD49d és CXCR4 expresszidju betegesoportok klinikai
jellemz6i

magas alacsony  alacsony magas
CD49d CD49d CXCRA4 CXCR4
betegek életkora 65,8 65,8 65,2 66,7
férfi/no arany 1,1 2,5 1,7 15
LDH (U/L) 3949+37,7 315,1£32,2 367,1+32 334,641
ALC (G/L) 64,1£12,6 77,618 76,7+15 54,4+14,2
kezelés sziikségessége 82% 52% 68% 55%
(betegek %0-a)
TTT (nap) 642,7+158,5 1248,4+276 827,9+192 1176,4+298
citogenetikai eltérés jelenléte 58% 30% 36% 39%

(betegek %0-a)
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A CD49d" esetek el6rehaladottabb stadiummal keriiltek diagnozisra, 6sszehasonlitva

a CD49d" betegekkel (Rai-stadium: p=0,018; Binet-stadium: p=0,017; 32. és 33. abra).

CD49d- CD49d+

Railll RailV

Rai 0
3% 4% Rai IV_

Rai 0

41%
Rai lll
15%

Rail
30%
Rail Raill
26% 22%
32. abra CD49d (n=27) és CD49d" (n=27) betegek diagnéziskor észlelt Rai-
stadium besorolasa.
CD49d- CD49d+
Binet C_,
8%
Binet C
31%
Binet B Binet A

27% 42%

Binet A
65%

Binet B
27%

33. abra CD49d" (n=27) és CD49d* (n=27) betegek diagnoziskor észlelt
Binet-stadium besorolasa.

Az elérehaladott stadiumot jelzi a CD49d pozitiv esetek magasabb LDH szintje is
(p=0,013) (9. tablazat). A CD49d-t kifejez6 betegek nagyobb aranyban szorultak
kezelésre (p=0,024), tovabba révidebbnek bizonyult az elsé kezelésig eltelt id6 (TTT —
time to treatment; p=0,016), mint a CD49d" eseteknél. A CD49d pozitiv csoport
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agresszivebb korlefolyasat jelzi az is, hogy nagyobb ardnyban rendelkeztek valamilyen
citogenetikai eltéréssel (p=0,03). Erdekes modon a CD49d* betegeknél alacsonyabb
periférias abszolut lymphocyta szamot (ALC) detektaltunk, bar ez nem mutatkozott
szignifikansnak.

A tovabbiakban Osszehasonlitottuk az alacsony (n=35) és magas (n=18) CXCR4
expresszioju betegcsoportok klinikai paramétereit. Mindkét betegcsoportban férfi
predominancia érvényesiilt, az atlagéletkorban kiilonbség nem adoddott (9. tablazat).
Habar az alacsony CXCR4 szintet mutaté esetek kismértékben elérehaladottabb Rai- és
Binet-stadiummal kertiltek diagndzisra, ez nem mutatkozott szignifikansnak (34. és 35.
abra). Nem taldltunk szignifikans eltérést az LDH szintben, ALC értékben, a kezelés
sziikségességében, TTT-ben és a citogenetikai eltérés gyakorisagaban az alacsony és

magas CXCR4 szinttel rendelkezd betegek kozott (9. tablazat).

Magas CXCR4 expresszio Alacsony CXCR4 expresszio
Rai IV Rai IV
6% _ 14% Rai 0

Rai Il ___

6% 26%

Rai 0
33% Rai Ill
11%

Raill
33%

Rai ll
20% Rai |

29%

Rail
22%

34. abra Magas (n=18) és alacsony (n=35) CXCR4 expresszioju betegek
diagnoziskor észlelt Rai-stadium besorolasa.

Magas CXCR4 expresszio Alacsony CXCR4 expresszio
Binet C__
6% O\ Binet C

25%

Binet B Binet A Binet A
41% 53% 53%

Binet B
22%

35. abra Magas (n=18) és alacsony (n=35) CXCR4 expresszioji betegek
diagnoziskor észlelt Binet-stadium besorolasa.

65



DOI:10.14753/SE.2019.2309

CLL esetében ismert, hogy a Binet A betegcsoport klinikailag rendkiviil heterogén.
A jelzett korai stddium ellenére a Binet A CLL betegek egy részére nagyon gyors
progresszi6 jellemzd. Ezt a magas rizikoju betegcsoportot a CD49d pozitivitas jol jelzi
elére [136]. Kivancsiak voltunk, hogy a Binet A kohorton beliil van-e prognosztikai
szerepe a CXCR4 expresszionak. Eredményeink alapjan az alacsony CXCR4 szinttel
rendelkezd betegek szignifikdnsan magasabb LDH értéket mutattak a diagnoziskor,
Osszehasonlitva a magas CXCR4 expresszioju esetekkel (351,6 vs 206,4; p=0,003).
Tovéabba az alacsony CXCR4 expresszioju Binet A CLL esetek nagyobb ardnyban
szorultak kezelésre (50% vs 13%). Azonban az ALC-ben, TTT-ben, kromoszoéma-
aberraciok meglétében szignifikans eltérést nem tapasztaltunk a két CXCR4 betegcsoport
kozott Binet A CLL eseteknél.
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5. MEGBESZELES

A CLL indolens lefolyasi megbetegedés, azonban a betegek egy részénél nagyon
gyors progresszio, illetve malignus lymphomaba valo transzformacié alakul ki. A
progresszi6 eldrejelzése, korai felismerése kulcsfontossagu a terapia szempontjabol. A
prognosztikus faktorok sok esetben nemcsak a progressziot jelzik elére, hanem
meghatarozoak a betegség patogenezisében, igy akar terapids célpontta is valhatnak. A
prognosztikus markerek aramlasi citometrias vizsgalata gyors, konnyen alkalmazhato,
megbizhatd, valamint kivaléan haszndlhatdo kovetéses vizsgalatoknal. Kapuzassal
alpopuléciok hatarozhatok meg, igy az agresszivebb sejtcsoport is nyomon kdvetheto.
Jelen munkéankban az aramlasi citométerrel detektalhato CD23 és CD49d prognosztikus

markerek szerepét vizsgaltuk CLL progresszidjaban.

Dolgozatom elsd részét a CD23 differencial-diagnosztikai €s prognosztikai markerrel
kapcsolatos vizsgalataink képezték. Munkankban megvizsgaltuk a magas és alacsony
CD23 expresszioju esetek CD23 izotipus-eloszlasat. A CD23a expresszidjat minden CLL
esetnél magasabbnak talaltuk, mint a CD23b-t, ahogy mas CD23"* lymphomanal (MCL,
MZL), illetve normal B-sejtek esetében is. Irodalmi adatok alapjan a CD23a a tuléléshez,
mig a CD23b a proliferaciohoz jarul hozza [41]. A detektalt magas CD23a és az
alacsonyabb CD23Db szint 6sszhangban van a CLL-sejtek jellegzetességével, miszerint a
periférian fokozott apoptozis-gatlast és csokkent proliferaciot mutatnak. A CLL esetek
tobbsége (CLL2) mindkét CD23 izoformat magasan expresszalta, mig a CLL-es mintak
egy kis részénél alacsonyabb CD23a ¢s CD23b szintet detektaltunk (CLL1). A CLL1
mintdk CD23 izotipus expresszidja azonban magasabb volt, mint az MCL és MZL

eseteknél.

A csokkent CD23 izoformat mutaté CLL1 csoport immunfenotipus alapjan is eltért a
CLL2 csoporttol. A CLL1 esetek alacsonyabb CD23, magasabb CD20, CD22 és CD38
expresszioval rendelkeztek, dsszehasonlitva a CLL2 mintdkkal. Az atipikus fenotipust
mutaté CLL1 mintak tobbsége (14/17) 12tri eltérést hordozott. Erdekes modon a CLL2
csoport egyikénél sem talaltunk 12tri-t. A 12tri eltéréssel rendelkezé CLL-sejtek atipikus

fenotipusa és morfologiaja ismert az irodalomban: magasabb felszini Ig, CD38, CD49d,
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CD18, CD29, CDl1l1a, CD19, CD20, CD22, CD79b, FMC7, illetve csokkent CD43
expresszio jellemzo rajuk [27, 31, 33]. Azonban a 12tri 6sszefliggését az alacsony CD23
expresszioval még nem kozolték. Ugy gondoljuk, az aramlasi citométerrel detektalt
alacsony CD23, magas CD38, CD20 expresszié hatékonyan jelezheti a 12tri meglétét. A

12tri CD23 expresszi6 alapjan valo eldrejelzését a 36. abran foglaltuk dssze.

CD5™ B-sejtes lymphoma
‘/‘/ \A

[ Alacsony CD23 expresszio } [ Magas CD23 expresszio }

=

Cw )

igen S lnem

= JC =)

A

Magas CD38, CD20, CD49d
expresszio

t 12tr1 }

36. abra A 12tri eltéréssel rendelkezé6 CLL esetek lehetséges Kkisziirése a CD23
expresszio alapjan.

Az alacsony CD23 expresszio, kiegészitve a magas CD38, CD20, CD49d fenotipussal
jelezheti a 12tri-t hordoz6 CLL-eseteket. Ezekben az esetekben a t(11;14), vagy a
ciklinD1 expresszi6 alapjan ki kell zarni az MCL lehetdségét.
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Ismert, hogy a 12tri aberracioval rendelkez6 CLL esetek fokozott CD49d
expresszioval rendelkeznek [35, 137]. Ezt tamogatja megfigyelésiink, miszerint a CD49d
¢s a CD23 szint kozott forditott korrelaciot detektaltunk. A CD49d mellett mas
migracioban fontos integrin expresszidja is magasabb 12tri-t hordozé CLL mintakban
(CD11a, CD11b, CD18, CD29) [33]. Emellett ezek az esetek fokozott adhéziot és
motilitast mutatnak [33]. A magas CD49d és egyéb integrin expresszido fokozott
nyirokcsomé homingot indukalhat, mely magyarazhatja a 12tri-t hordozé CLL betegekre
kiilonosen jellemzé massziv nyirokcsomd megnagyobbodast és a gyakori Richter-
transzformaciot [138, 139].

A 12-es triszomias esetek eltéréseket mutatnak a CD49d miikodését tekintve. Erdekes
modon a 12tri 1ézidval rendelkezd6 CLL mintdkndl a CXCL12 nem képes kivaltani a
CD49d/CD29 konformaciovaltozasat, azonban a CCL21 igen [140]. Emellett
egérmodellben elvégzett vizsgalatokkal bizonyitottak azt is, hogy a 12tri esetekben a
CXCR4-CXCL12 tengely gatlasa nem befolyasolta, mig a 12tri-t nem hordozé eseteknél
nagy mértékben csokkentette a csontvel6i homingot [140]. Ezen megfigyelések alapjan a
12tri aberraciot hordozo CLL-sejtek nemcsak fenotipusosan mutatnak eltéréseket, hanem
bioldgiailag is kiilonboznek. Ezek ismeretében feltehetd, hogy a 12tri-vel rendelkezd

CLL betegek eltér6 terapiat igényelnek.

A fokozott integrin-aktivitas, homing ellenére a 12 tri-t hordozé eseteket a kdzepes
rizikdju csoportba soroljak [18]. Fournier és munkatarsai azt talaltak, hogy a CD23b
expresszido novekedése onmagaban a CLL-sejtek GO fazisbol G1/S féazisba 1épését
indukalja [141]. Emellett a CD23a izotipus tulélésbeli szerepérdl szamolnak be [43].
Kisérleteinkben a 12tri-t hordozo CLL1 esetek csokkent CD23a és CD23b expressziot
mutattak a CLL2 csoporthoz képest. Az emlitett kozlemények alapjan az alacsony CD23a
és CD23b szint csokkent proliferacios aktivitassal és taléléssel tarsulhat, igy ezeknek az
eseteknek jobb prognoézissal kellene rendelkezniiik. Ezzel szemben Klinikai adataink
szerint az alacsonyabb CD23 expressziot mutatd CLL1 csoport sokkal agresszivebbnek
mutatkozott: ezen betegek eldrehaladottabb Rai-stddiummal keriiltek diagnoézisra,
nagyobb aranyban igényeltek kezelést, valamint alacsonyabb ALC értékkel rendelkeztek,
mint a CLL2 betegek, bar a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansnak.

Eredményeinket aldtdmasztva Jurisic és munkatarsai a CD23 expresszid negativ
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crer

lymphocyta szammal [48]. A CLL1 betegek alacsonyabb periférias sejtszamat a fokozott

integrin-expresszio altal kozvetitett homing magyarazhatja.

A 12tri-t hordoz6 CLL betegek halalanak f6 oka a Richter-transzformacio és
masodlagos malignus neoplazmak megjelenése [142]. Szamos kozlemény szerint a
Richter-szindromaba val6 transzformacid egyik elsé 1épése a 12tri kialakulasa [28, 30,
143]. A Richter-transzformaci6é soran valtozik az immunfenotipus: a CD5 és CD23
expresszid csokken vagy teljesen eltiinik az eredeti CLL-klonhoz képest [144, 145]. A
CLL1 eseteknél detektalt csokkent CD23 expresszio, valamint a 12tri a CD23 vesztés

elsd 1épését jelenthetik a transzformacid soran.

Dolgozatom tovabbi részében a CD49d prognosztikus markert vizsgaltuk. Az
aramlasi citométerrel detektalt prognosztikus markerek koziil a CD49d rendelkezik a
leger6sebb prediktiv szereppel [73]. A CD49d fontos kozvetitdje a CLL-sejtek és a
protektiv mikrokornyezet kozotti kapcsolatnak, mely meghatarozé a tumorsejtek

crer

van a fokozott CD49d expressziénak a CLL patogenezisében.

A CD49d ¢és a CD38 korrelacigja jol ismert az irodalomban, ezt sajat
beteganyagainkon is igazoltuk [76]. A CD49d és a vele egy komplexben 1évé CD29 (B1)
lanc kdzott is pozitiv korrelaciot detektaltunk. Osszefiiggést talaltunk CD49d és a CD19
BCR-ko-receptor szintje kozott. Ezt magyarazhatja a CD49d és a BCR kozti funkcionalis
kapcsolat, mely soran a BCR szabalyozza a CD49d/CD29 inside-out jelatvitelét [146]. A
CD23 és CXCR4 molekulakkal forditott korrelaciot detektaltunk, utobbit a dolgozat
tovabbi részében részletezem. Erdekes modon nem talaltunk Ssszefiiggést a CD49d és a

vele egy makromolekularis komplexben 1évé CD44 adhézios molekula kozott.
A CLL-sejtek egyik jellegzetessége az apoptdzis-rezisztencia. Eredményeink alapjan

CLL-sejteken a CD49d nem indukal kdzvetlen apoptozis-gatlast ligandjaval, a VCAM-1

molekulaval kezelve. Tovabba a csontveldi mikrokdrnyezet modellezésére alkalmazott
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BMSC ko-kulturaban a stroma talélést-segitd hatasa fiiggetlennek bizonyult a CLL-sejtek
CD49d expressziojatol. A CD49d tulélésbeli szerepérdl ellentmondasosak az
irodalomban megjelent adatok. Osszhangban eredményeinkkel, két fiiggetlen tanulmany
szerint a CD49d-gatlo antitesttel vald kezelés csokkent adhéziot indukalt, azonban a CLL-
sejtek talélését nem befolyasolta [53, 82]. Ehhez hasonloan egy korabbi kézlemény is az
adherens és nem adherens CLL-frakciok hasonld apoptdzis-ratajat emliti fibronektinnel
kezelt felszinen [147]. Ezzel szemben Zucchetto és munkatarsai VCAM-1 transzfektalt

fibroblasztokkal, illetve VCAM-1 felszinen valo tenyésztés hatasara a CD49d" esetek

legel6szor 7 nap utan detektaltak, a legkifejezettebb apoptozis-gatlast pedig 21 nap
elteltével taldltdk. Az eltérdé eredmény feltehetbleg a kiilonbozd tenyésztési
koriilményekkel magyardazhatd. Kisérleteinkben 3, illetve 7 napos sejtkulturakat
alkalmaztunk. A 7. napnal megfigyelt magas apoptozis értékek miatt nem tartottuk fenn
tovabb a kultarakat. A CLL-sejtekre jellemz6 gyors in vitro spontan apoptozis okan
korabbi kozlemények szintén maximum 7 napos sejtkultarak talélési eredményeirdl

szamolnak be [53, 82, 102, 103, 147].

Az irodalomban megjelent eredmények, illetve sajat megfigyelések alapjan a CD49d-
t expresszaldo CLL-sejtek nagyobb adhéziot mutatnak VCAM-1 molekulaval kezelt
felszinhez. Habar a CD49d-kozvetitett adhézid kdzvetleniil nem valt ki apoptdzis-gatlast,
fontos szerepe van a CLL-sejtek és a szupportiv mikrokornyezeti sejtek kapcsolodasaban.
A sejt-sejt kapcsolodas soran a CLL-sejt modulalja a jarulékos sejtek citokin- és kemokin-
ko-kultaraban a stroma fokozott anti-apoptotikus hatasu IL-6 és IL-8 termelésérol
szamoltak be [102]. Egy masik kozlemény alapjan a CLL-sejtek a BMSC-k CCL4,
CCL11 és CXCL10 szekrécigjat fokozzak [104]. Egy friss kozlemény szerint a BMSC-k
altal termelt extracellularis vezikulak is védik a CLL-sejteket [148].

Eredményeink szerint a CD49d a ttlélés mellett, kdzvetlen proliferacio-indukalod
szereppel sem rendelkezik. VCAM-1 kezelés, illetve BMSC ko-kultara nem valtott ki
proliferaciot sem a CD49d*, sem a CD49d" eseteknél. Par esetben (4/65) a tenyésztési

koriilményektdl fliggetleniil detektaltunk osztddo periférias CLL-populacidt. Ezeknél az
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eseteknél a proliferalo frakcid aranya alacsony volt (3-6%), fenotipusuk alapjan az erds
aktivacios molekula (CD5**, CD19*), magas CD86 kostimulacios molekula és a fokozott
adhézios molekula (CD38*, CD49d") expresszio a T-sejtekkel valé interakcidra utalhat,
melyek elengedhetetlenek a proliferaciohoz. Valoszinlsithetd, hogy a proliferativ
populacié a kozelmultban recirkulalhatott a nyirokcsomobdl, a proliferacio legfobb

helyszinérél [121].

Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy a CD49d nem funkcionalis inaktivitas miatt
nem valt ki kozvetlen apoptozis-gatlast és proliferaciot. Konformacio-specifikus
antitesttel torténd vizsgalataink szerint a CD49d/CD29 komplex inaktiv, alacsony
affinitasu konformacioban van jelen a CLL-sejtek felszinén, 6sszhangban Ganghammer
¢és munkatarsainak koézleményével [140]. Kiilonb6z6 kezelések hatasara (pl. VCAM-1,
CXCL12) sikeriilt kivaltanunk a CD49d/CD29 molekula magas affinitast formajat, tehat
a komplex ligandkdotés hatasara normal aktivaciora képes.

CLL-sejtekkel ellentétben myelomas sejteken alapallapotban alacsony és magas
affinitast konformaciot is detektaltunk [149]. Kutatocsoportunk egy korabbi kézleménye
alapjan normal plazmasejtekkel 6sszehasonlitva az MM sejtek kisebb aranyban fejezik ki
az aktivalt CD29 format, valamint a teljes CD29 expresszi6 is alacsonyabb [149]. Erdekes
médon myeloma multiplexben a nagyaranyG aktivalt CD29 (>90%) molekulaval
rendelkezd esetek kedvezdbb terapids valaszt mutatnak. Feltételezziik, hogy eldbb a
torténd adhézio, igy a periféridra keriilnek, mely sokkal agresszivebb korlefolyast okoz.
CLL esetén, mivel alapallapotban inaktiv a CD49d/CD29, ezért az aktivaltsagaval

valdsziniileg nem prediktalhaté a kezelés sikeressége.

Kisérleteinkben a VCAM-1 kezelés nagyfokt aktin-atrendezddést indukalt a CD49d*
esetekben, hasonldéan egy korabbi kozléssel [150]. A CD49d-nek kulcsszerepe van a
citoskeleton atrendezédésével kapcsolatos folyamatokban, mint az adhézid, migracio,
homing. T6bb tanulmany a CD49d* CLL-sejtek nagyobb migracios képességérél, illetve
fokozottabb csontveldi homingjardl szamol be, 6sszehasonlitva a CD49d™ esetekkel [33,
53, 140, 151]. A CD49d" CLL-sejtek fokozottabb homingjara utalhat az a
megfigyelésiink is, miszerint a CD49d" CLL-es betegek alacsonyabb periférias abszolut
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lymphocyta szammal rendelkeznek diagnoziskor, bar ez az eredmény nem bizonyult
statisztikailag szignifikdnsnak. Feltételezzlik, hogy az alacsonyabb ALC a nagyobb
mértéki migracid €és szoveti visszatartds miatt valésul meg. Mésodlagos lymhoid
szovetekben a CD49d expresszid emelkedik, tovabb fokozva a jotékony mikrokornyezeti
sejtekkel valo adhéziot. Igazolva a korabbi eredményeket, kutatocsoportunk is fokozott
CD49d expressziot talalt csontvel6i mikrokornyezetben, hasonldan az irodalmi adatokkal
[102, 103]. Emellett nyirokcsomdban is magasabb CD49d expressziot detektaltak,
Osszehasonlitva periférian keringé CLL-sejtekkel [152].

Adataink szerint a CD49d forditott korrelaciot mutat a CXCR4 kemokinreceptorral,
Osszhangban egy korabbi kozléssel [140]. Irodalmi adatok alapjan a CD49d pozitivitas és
az alacsony CXCR4 expresszio lymphadenopathiaval tarsul [78, 153]. Kisérleteinkben a
CD49d*, alacsony CXCR4 fenotipustii CLL-sejtek nagyobb spontan apoptozist mutattak,
Osszehasonlitva a CD49d", magas CXCR4 expresszidju esetekkel. A CLL-sejtek, vagy
legalabbis bizonyos alpopulacidjuk, folyamatosan recirkulalnak a periféria és a lymphoid
szovetek kozott. A masodlagos nyirokszovetek sokkal elénydsebb niche-t jelentenek a
mikrokdrnyezeti sejtek anti-apoptotikus €s novekedési szignaljai miatt. Feltételezziik,
hogy a kozelmultban a jotékony szoveti kornyezettel kapcsolatba keriilt CLL-sejtek
izolalva sokkal érzékenyebbek a szupportiv szignalok hianyara. Ugy gondoljuk ez a
,,death by neglect” hatas felelds a CD49d", alacsony CXCR4 expresszidju populacié
fokozott sejtpusztulasaért.

Bar a csontveldi mikrokdrnyezetben a stromasejtek véddhatasa a CLL-sejtek CD49d
CXCR4 fenotipusu CLL-sejtek a magasabb spontan apoptodzis-értékek ellenére nagyobb
aranyu tilélést mutattak stromasejtek jelenlétében, mint a magas CXCR4 expresszioju
esetek. Ez alapjan tigy gondoljuk, az alacsony CXCR4 kifejezddésii CLL-sejtek sokkal
érzékenyebbek a talélést segité mikrokdrnyezeti szignalokra, illetve azok hianyara. Mivel
kisérleteinkben az alacsony CXCR4 szint jol jelezte a mikrokdrnyezettdl vald fliggést,
feltételezziik, hogy a mikrokornyezetet célzo terapiak alkalmazasa el6tt hasznos lehet a

CXCR4 expresszi0 vizsgalata.

Habar a CXCR4 jol korrelal a mikrokornyezeti érzékenységgel, klinikai adatainkat

elemezve 0ndllo prognosztikus hatdsat nem lattuk. A klinikailag valtozatos Binet A
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stadiumot vizsgalva, az alacsony CXCR4 expresszioju betegeknél szignifikdnsan
magasabb LDH-szintet talaltunk, mely nagyobb turnover ratat jelezhet, illetve ezek a
betegek nagyobb ardnyban szorultak kezelésre. Azonban a CD49d molekulaval valo

forditott korrelacio miatt a CXCR4 6nall6 szerepét nehéz elkiiloniteni.

A CDA49d pozitivitas negativ prognosztikus hatasat igazoltuk sajat beteg anyagunkon.
Az irodalmi adatoknak megfeleléen a CD49d* CLL-es betegek elérehaladottabb Rai- és
Binet-stadiummal rendelkeztek diagnoéziskor, szignifikansan magasabb LDH szintet
mutattak, nagyobb ardnyban igényeltek kezelést, rovidebb az elsé kezelésig eltelt ido,
valamint tobb citogenetikai eltérés volt detektalhatd benniik, mint a CD49d" betegcsoport
esetén [72-76].

A CLL-sejtek a  mikrokdrnyezetnek  megfelelden  valtoztatjdk  az
immunfenotipusukat, mely hozzajarul a taléléshez, proliferaciohoz. Megvizsgaltuk, hogy
a periférias vérben szolubilis formaban, valamint az endothél sejtek, BMSC-k felszinén
jelen 1évo VCAM-1 képes-e aktivalni a CLL-sejteket. Adataink alapjan a VCAM-1 nem
valt ki immunfenotipus-valtozast a CD49d-n keresztiil. Azonban BMSC-k jelenlétében a
CLL-sejtek aktivaltabb, agresszivebb felszini mintdzatat detektaltuk. Stroma hataséara a
CLL-sejteken fokozodik a CD5 aktivacios marker szintje, CD49d" CLL-sejteknél még
kifejezettebben. Ko-kulturaban a korabbi eredményeknek megfeleléen emelkedett
CD49d, CD29, CD44 adhéziés molekula szintet detektaltunk, mely megteremti a fokozott
adhéziot a mikrokornyezet elemeivel [102, 128]. BMSC-eredetii antigének kivalthatjak a
BCR stimulaciojat, mely hozzajarulhat az altalunk detektalt fokozott CD19
expressziohoz. A BCR antigénkotése magyardzhatja a stroma jelenlétében csokkent
CXCR4 expressziot is, egyetértésben korabbi eredményekkel [153]. Emellett a BMSC-k
altal termelt CXCLI2 is indukélhatja az alacsonyabb CXCR4 felszini expressziot
receptor-internalizacié révén [103]. A CLL-sejtek emelkedett CD126 expressziot
mutatnak normal B-sejtekhez képest, mely fokozott STAT-3 expresszioval és
kemorezisztenciaval korrelal [154]. Kisérleteinkben magasabb CDI126 szintet
detektaltunk stromasejtek hatasara. Ezek ismeretében a CD126 szerepet jatszhat a CLL-

sejtek és a mikrokornyezet kozti kommunikacioban, valamint a mikrokornyezet-
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indukalta terapia-rezisztencidban. Korabbi kozleményekkel ellentétben a CD38

expresszid esetén nem lattunk egyértelmii valtozast stroma hatasara [103].

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a CD49d prognosztikus marker nem kdzvetlen
apoptozis-gatlassal és proliferacio-indukcioval, hanem az elény6s mikrokdrnyezetbe vald
homing és a szupportiv sejtekkel kialakitott adhézid révén jarul hozza a CD49d" CLL
esetek agresszivebb korképéhez (37. dbra). A CD49d™ CLL-sejtek alacsonyabb CXCR4
szintet mutatnak, mely populacié érzékenyebb a mikrokornyezet szignaljaira. Ezen
eredmények ismeretében ugy gondoljuk, a mikrokornyezetet célzé terapiak egyik fontos
feladata, hogy mobilizaljak a nagyobb mikrokornyezeti fliggéssel rendelkezé CD49d"

alacsony CXCR4 expresszioji populaciot a protektiv mikrokdrnyezetbdl.

CD49d* alacsony CXCR4 expresszioju CD49d- magas CXCR4 expresszioju
CLL eset CLL eset
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37. abra CD49d* és CD49d" CLL esetek eltéré patogenezise.

A CD49d az el6nyds szoveti mikrokdrnyezetbe valo homing kozvetitésével, valamint
a szupportiv sejtek és a CLL-sejtek kozotti kozvetlen kapcsolat kialakitasaval jarul
hozzad a CD49d" esetek agresszivebb korképéhez. A CD49d" alacsony CXCR4
expresszidju populdcidé nagyobb mikrokdrnyezeti fiiggéssel jellemezhetd.
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6. KOVETKEZTETESEK

A CD23 molekulaval kapcsolatos fobb megallapitasok:

1.

2.

3.

A CLL-sejtek a CD23a és CD23b izotipust egyarant expresszaljak, a CD23a
izotipus relativ expresszioja minden esetben magasabb, mint a CD23b szintje.
Az alacsonyabb CD23a ¢s CD23b expresszid alapjan elkiilonithetd egy
betegcsoport, melyre csokkent CD23, fokozott CD38, CD20, CD22 expresszio,
agresszivebb korlefolyas és a 12-es triszomia nagyfoku eléfordulasa jellemzo.
Az alacsony CD23, magas CD20 és CD38 expressziok alapjan a 12-es triszomia

el6fordulasa jol becsiilheto.

A CD49d molekulaval kapcsolatos fobb megallapitasok:

4.

A CD49d ligandja, a VCAM-1 nem indukal kozvetlen apoptozis-gatlast,
proliferaciot és immunfenotipus-valtast, viszont CD49d" CLL-sejtekben aktin-
atrendezddést valt ki. Ennek ismeretében feltételezziik, hogy a fokozott homing
¢s mikrokdrnyezeti sejtekkel valo adhézio allhat a CD49d negativ prognosztikus
hatasanak hatterében és nem kozvetlen apoptdzis-gatlas.

A CD49d/CD29 komplex alapéllapotban inaktiv konformacidban van jelen a
CLL-sejtek felszinén, de aktivald stimulusok kivaltjdk a magas affinitasq,
ligandkotésre képes konformaciot.

A CD49d forditott korrelaciot mutat a CXCR4 kemokinreceptorral, melynek
expresszioja korreldl a CLL-sejtek mikrokornyezeti érzékenységével, de 6nallo

prognosztikus szereppel nem bir.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kronikus lymphocytas leukémia (CLL) egy indolens lefolyasu B-sejtes non-
Hodgkin-lymphoma, a betegek egy részére azonban gyors progresszid, magas
malignitasu lymphomaba valo transzformacio jellemz6. Munkénkban a magas kockazata
csoportot jelzd CD23 és CD49d prognosztikus faktorok szerepét vizsgaltuk CLL
progressziojaban. A CLL egyik legfontosabb differencial-diagnosztikai markere a CD23,
ennek ellenére a CLL-sejtek valtoz6 mértékben expresszaljak, alacsony expresszidja
prognosztikus jelentdséggel bir. Kisérleteinkben meghataroztuk a CD23 izotipusok
aranyat a kiilonb6z6é CD23 expresszioju csoportokban. A CD23a expresszidjat minden
CLL esetnél magasabbnak talaltuk, mint a CD23b-t. A CLL-es mintak egy kis részénél
alacsonyabb CD23a és CD23b szintet detektaltunk, mely csoport fenotipusosan is eltért:
alacsonyabb CD23, fokozott CD38, CD20, CD22 expresszid, valamint agresszivebb
korlefolyas és a 12-es triszomia nagyfoku el6fordulasa volt jellemz6é. Eredményeink
alapjan az aramlasi citométerrel detektalhatd fenotipus megbizhatoéan jelezheti a 12-es
triszomia meglétét. Adataink szerint az alacsony CD23 expresszié magas CD49d szinttel
korrelalt, mely adhézids molekulaként a mikrokornyezeti interakciok fontos kozvetitdje.
Periférias vérbol izolalt, kiilonbdzé CD49d expresszioju CLL-sejteket tenyésztettiink a
CD49d ligandjaval, VCAM-1 molekulaval fedett felszinen és vizsgaltuk az apoptézist,
proliferaciot, aktin-atrendez6dést és immunfenotipus-valtozast. Eredményeink alapjan a
CDA49d kezelése onalléan nem valtott ki apoptdzis-gatlast, proliferaciot és fenotipus-
valtast, azonban jelentés aktin-atrendez6dést detektaltunk a CD49d" CLL-sejteknél.
Igazoltuk, hogy a CD49d/CD29 komplex alapallapotban inaktiv, azonban aktivalo
stimulusok hat4sara normal aktivaciora képes. A szupportiv csontveldi mikrokdrnyezet
modellezéseként stromasejt ko-kultiraban tenyésztettiink CLL-sejteket. A stromasejtek
viszont a CD49d molekulaval forditottan korrelald CXCR4 kemokin receptor
expresszidja jol jelezte a CLL-sejtek mikrokdrnyezeti fliggését. Eredményeink alapjan
feltételezziik, hogy a CD49d nem direkt apoptozis-gatlason keresztiil jarul hozza a CLL-
sejtek fokozott tuléléséhez, hanem az eldnyds szoveti mikrokdrnyezetbe valdo homing
kozvetitésével, valamint a szupportiv sejtek és a CLL-sejtek kozotti kdzvetlen kapcsolat

kialakitasaval.
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8. SUMMARY

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is an indolent B-cell non-Hodgkin lymphoma,
however some patients are characterized by rapid progression and transformation to more
aggressive lymphoma. The main aim of our study was to investigate the role of prognostic
factors CD23 and CD49d in CLL progression. The CD23 is one of the most important
differential diagnostic markers in CLL, but it’s expression is variable on CLL cells,
moreover low CD23 expression has prognostic significance. We analyzed the expression
of the CD23 isotypes in CLL cases with different CD23 expression. We demonstrated a
higher CD23a than CD23b expression in all CLL cases. In a patient subgroup lower
CD23a and CD23b level was detected, which cases had distinct immunophenotype: lower
surface CD23, higher CD38, CD20 and CD22 expression, furthermore aggressive clinical
course and carrying trisomy 12 was detected. According our results, this specific
immunophenotype in CLL detected by flow cytometry can predict trisomy 12. According
our data, low CD23 expression shows correlation with high CD49d level. As adhesion
molecule, the CD49d is a key determinant of interactions between CLL cells and the
microenvironment. Isolated peripheral blood CLL cells with different CD49d expression
were cultured with CD49d ligand, VCAM-1, then apoptosis, proliferation, actin
remodelling and immunophenotype was analyzed. VCAM-1 treatment did not induce
direct apoptosis protection, proliferation or phenotype change, but resulted in robust actin
reorganisation by CD49d" CLL cells. We proved that the CD49d/CD29 complex is
expressed in inactive, low-affinity conformation, but undergoes normal activation process
after stimulation. Mimicking the supporting bone marrow microenvironment, CLL cells
were cultured with bone marrow stromal cells. Interestingly, the apoptosis-protection of
bone marrow stromal cells was independent from the CD49d expression, but the CXCR4
chemokine receptor expression, which showed inverse correlation with CD49d, indicated
the microenvironment dependency. On the basis of our data, we suppose that the CD49d
may contribute to enhanced survival of CD49d" CLL cells by mediating homing and

adhesion to the protective lymphoid tissues and not by direct inhibition of apoptosis.
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kedves szavaiért, ami miatt mindig jo volt a Szovettenyésztd laboratoriumban dolgozni.
K6szondm Dr. Nagy Noéminek a lelkes segitségét, vidamsagat.

Koszonettel tartozom Dr. Paku Sandornak, Dr. Bugyik Edinanak ¢és Sziics
Armandanak a phallodin festésben €s a konfokalis mikroszkopozasban, kiértékelésben

nyujtott segitségiikért.
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Ko6sz6nom Dr. Bodor Csabanak, Dr. Kirdly Péter Attilanak, Gangd Ambrusnak, Kiss
Richardnak, Gulacsi Edinanak, Baranyné Pallag Adriennek, Budai Bernadettnek,
Lukacsiné Nagy Anna Veronikanak és Grof Stefanianak, hogy segitettek a molekularis
vizsgalatokban.

Koszonetemet fejezem ki Dedk Lindénak és Dr. Papp Gergdnek a FISH vizsgalatokért
és kiértékelésekért.

Ko6szonom Dr. Rajnai Hajnalka hazi opponemsemnek a doktori dolgozatom
elbiralasat, hasznos tanacsait és észrevételeit.

K6sz6nom Dr. Csomor Juditnak, Dr. Szepesi Agoténak, Dr. Timar Botondnak, Dr.
Csernus Balazsnak, Dr. Rajnai Hajnalkédnak és Dr. Mdzes Rékanak, hogy bizalommal
fogadtak a Hematopatologiai munkacsoportban.

Ko6szondm az L.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet 6sszes munkatarsanak a
kellemes munkahelyi 1égkort.

Halas koszonetemet fejezem ki csaladomnak: Anyukamnak, Levinek, Nagyinak,
Sandornak, Icanak, Zolinak, Jucinak, Gabornak, Eninek és Joli mamanak a meghitt,
meleg csaladi 1égkorért, a folyamatos tamogatasért és, hogy 6romém, banatom mindig
megértd fiilekre talal. Anyukamnak koszonom, hogy olyan példat mutat, amit én is
igyekszem tovabb vinni.

Végezetiil koszonom Férjemnek, Zolinak a szeretetét és tamogatasat, valamint

kisfiunknak, Vilmosnak allandé vidamsagat, amivel minden napomat 6romtelivé teszik.
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