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1. BEVEZETES

1. Kronikus Lymphocytas Leukémia (CLL) klasszifikacid, diagnozis

A Kronikus lymphocytas leukémia a felndttek leggyakoribb leukémidja a nyugati
orszagokban, melyet az érett B-sejtes tumorok kozé sorol a WHO klasszifikacio. A
nyugati féltekén a CLL incidenciaja atlagosan 4 eset 100000 egyéneként évente. Az
incidencia az életkorral nd, 80 év felettiekben mar meghaladja a 30 esetet 100000
egyéneként évente. Az atlagos életkor a betegség diagndzisakor 69 év. A CLL esetek
csak 14%-a fiatalabb 55 évesnél. A tipusos betegséget citologiailag monomorf, Kis
lymphocytdk akkumulacidja jellemzi, melyek heterokromatinnnal rendelkeznek ¢és
nucleolus nem kiilonboztetheté meg a sejtmagban. A CLL sejtek felszinén jellegzetes
antigén mintazat mutathato ki; intenziven fejezik ki a CD5, CD23 antigéneket, mig a
CD22, CD20 antigén ¢s az immunglobulin konnytilanc gyengén jelolédik. A WHO
definicio szerint a B-sejtek szama meg kell, hogy haladja az 5x10%ul.! A WHO
klasszifikacio a CLL fejezetben targyal még két rokon entitast a monoklonalis B-sejtes

lymphocytosist (MBL) és a kis lymphocytas lymphomat (SLL).!

1. Abra. CLL infiltralt csontvelé (A) és nyirokcsomé (B) szovettani képe. A vilagos
teriiletek megfelelnek a pseudofollikulusoknak. (HE festés, 4x nagyitas).

A MBL egy relative ujonnan leirt daganatmegel6z6 allapot, ahol definicid szerint a
monoklonalis B-sejtek szdma kisebb, mint 5x10° sejt/l és nincs kimutathato

lymphadenomegalia, organomegalia, autoimmun betegség. A B-sejtek lehetnek CD5
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antigént kifejez0 — CLL-tipusti vagy CD5 negativ non-CLL-tipust sejtek. Az MBL
rendkiviil gyakori; a 40 évnél id6sebb populacié 3,5%-ban kimutathato. A CLL-tipusu
MBL évente 1-4%-ban progredial kezelést igénylé CLL-be, ami nagyon hasonlo a

monoklonalis gammopathia (MGUS) myelomaba val6 progresszio gyakoriségéhozz.

A SLL a CLL nem leukémias formaja, ahol a periférids vérben a B-sejtek szama nem
haladhatja meg az 5 G/I-t, viszont a sejtek immunfenotipusa és az infiltralt

nyirokcsomok hisztologiai képe megegyezik.*

CLL-ben mindig <érintett a csontveldé és a periférias vér, de gyakran jar
lymphadenomegaliaval, hepatosplenomegaliaval. A Binet és Rai stadiumbeosztasokban

is ezeket a régiokat és a csontveld elégtelenséget osztalyozzuk (1. tablazat).>

1. Tablazat: Stadium beosztas CLL-ben®

Stadium Definicio Atlagos tiilélés
Alacsony kockézat
Binet A Hgb>10 g/dl, Thr>100 G/I, |>10év
<3 nyirokcsomo régio
¢érintett
Intermedier kockazat
Binet B Hgb>10 g/dl, Thr>100 G/I, |7 év
>3 nyirokcsomo régiod
érintett
Magas kockazat
Binet C Hgh<10 g/dl, Thr<100 G/I 1,5-2,5 év
Alacsony kockézat
Rai 0 Lymphocytosis>5 G/I >10 év
Intermedier kockazat
Rai | Lymphocytosis €s 7 év
lymphadenomegalia
Rai Il Lymphocytosis €s
hepato/splenomegalia
Magas kockazat
Rai Il Lymphocytosis és Hgb<11 | 1,5-3 év
g/dl
Rai IV Lymphocytosis és Thr<100
G/l

Hgb: Haemoglobin, Thr: thrombocyta
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2. A CLL genetikaja, eredete, prognosztikaja

A CLL egy érett B-sejtes daganat, ezért a sejtek immunglobulin génjei (Ig-gén)
monoklonalisan atrendezettek és az esetek 40-50%-ban nem mutaltak, azaz 98% feletti
homologiat mutatnak az Ig csirasejtvonal szekvenciaval.' Klasszikus felfogas szerint a
szomatikusan hypermutalt IgVy-t tartalmaz6 B-sejtes tumorok mar az antigént6l fiiggd
B-sejt fejlodés follikulusban zajlo szakaszabdl szarmaznak vagy mar azon keresztiil
értek, mig a nem mutalt IgVy-t tartalmazé tumorok még antigén naiv, prefollikularis

eredetiek.

A CLL esetek gén expresszios profilja jellegzetes, leginkabb a memoria B-sejtekhez
hasonlit, és nem tér el 1ényegesen a mutélt és naiv IgVy génnel rendelkezé eseteké.* A
CLL-esetek Ig repertoarjaban néhany IgVy gén kiilondsen gyakran fordul eld, pl.
IgVu1-69, 1gVh4-34, 1gVu3-21. A szomatikus hypermutacio (SHM) nem egyforman
érinti az 1gVy géneket; az 1gVH1-69 altaldban nem mutalt, mig a 1gVn4-34 tobbnyire
hypermutalt.” Kimutattak tovabba azt is, hogy az IgH és IgL gének jellemzé modon
rendezddnek at, igy egyforma un. sztereotipikus HCDR3 szekvencidk keletkeznek.® A
sztereotipikus B-sejt receptor (BCR) gének sokkal gyakrabban fordulnak el6 a nem
mutalt IgVy génnel rendelkezd esetekben, mint hypermutéltakban (40% vs 10%).”
Néhany IgVy gén gyakoribb el6fordulasa és a sztereotipikus BCR gének hasznalta
felveti bizonyos (auto) antigének szelekcios hatasat és a BCR szignalizacio fontossagat
a CLL pathogenezisében.! A nem mutalt IgV génnel rendelkezd CLL esetekben
valdsziniileg autoantigének vagy T-sejt fliggetlen lipopolyszaccharidok indukaljak a B-
sejt érést. A nem mutalt IgVy génnel rendelkezé CLL-esetek kb. 80%-ban rendelkeznek
polireaktiv antitestekkel, melyek egyik gyakori célpontja a nem izom eredeti myosin

nehézlanc 1IA.’

A CLL-esetek tobbségében FISH vizsgélattal kimutathaté kromoszoma abnormalités;
55% 13¢g-, 18% 119-, 16% 12 triszéma, 7% 17p-, 6% 60- és 29%-ban egynél tobb
eltérés. * A 13q delecio soran két mikroRNS; miR-15 és miR16 expresszioja csokken,

ami az antiapoptotikus Bcl-2 expresszio fokozodasahoz és a CLL-sejtek in vivo

crer

crer
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jatszik szerepet.’ Tovabbi két miRNS; a miR29a/29b és miR181a/181b a TCLI1 és rajta
keresztiil az AKT/mTOR aktivaciot szabalyozza, igy befolyasolva a proliferaciot és az

apop‘[(')zist.10

2. Abra. CLL-sejtek a 17p deléciéval. FISH vizsgilat soran a zold szinti proba a 17-es

kromoszoma centromer, piros szinli proba a 17pl3 régidra specifikus. A sejtek

tobbségében az egyik 17-es kromoszoéma p13 régidja hianyzik.

A CLL esetek hasonlo cytoldgiai és immunfenotipus sajatossagai ellenére a betegség
lefolyasa rendkiviil heterogén, ezért a betegség progndzisanak megitélése fontos a
diagnozis felallitasat kovetden. A tulélést meghatarozo legfontosabb prognosztikai adat
a tumor tomeggel korrelald klinikai stadium; kedvezdtlen az elérehaladott stadiumra

jellemz6 anaemia ¢€s thrombocytopenia (RAI M-IV és Binet C stadiumok) (1.

10
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Tablazat).™ A tumor tSmeggel j6 Ssszefiiggést mutat a f2-microglobulin szintje is."* A
betegség korai stadiuméaban kedvezétlen prognézist jelez a nem mutalt IgVy'2, az ezzel

asszocialt ZAP-70 kifejezédés™®, a CD38™ és a CD49d" expresszio.

A ZAP-70 egy receptor asszocialt protein thyrozin kinaz (PTK), mely fiziologiasan T és
NK-sejtekben talalhato meg. A CLL-esetek génexpresszios vizsgalatainak soran deriilt
ki, hogy a ZAP-70 az egyike annak a néhany génnek, mely csak a nem mutalt IGV
génnel rendelkez6 esetekben expresszalodik.’* CLL-sejtek BCR aktivacidja soran a
ZAP-70 a CD79b molekulahoz kétddik és fokozza a BCR szignalizaciét.'® Erdekes
modon a ZAP70 molekula erdsiti a CXCR4 és CCR7 citokin receptorok jelatvitelét is,

igy javitva a sejtek kemotaxisat és talélését is.’

PECAM-1 (CD31) a CD38 egyetlen ismert ligandja, mely képes a CD38 kotésével 112

aktivacié mellett CLL-sejt proliferaciot kivaltani és a sejtek in vitro talélését javitani.'®

A CD49d a VLA4 adhéziés molekula része, amely a legfontosabb ligandja az

antiapoptotikus hatist VCAM-1 fehérjének a stromasejtek felszinén. ™

Fiiggetlen negativ prognosztikai tényez6 az ATM (11q) és a TP53 (17p) gének delécidja

és a TP53 mutécioja is. 2°

3. CLL-sejtek osztodasa

Az osztddd CLL-sejtek alacsony aranya miatt a CLL-sejtek csokkent apoptozis
készségét tartjuk a betegség 6 pathomechanizmusainak.21 Oszt6do sejtek azonban CLL-
ben is kimutathatok az un. Proliferacios centrumokban vagy Pseudo-follikulusokban
(PC). A PC-t aktivalt, CD40L pozitiv Ty-sejtek, stromasejt halézat és osztdéddé CLL-
sejtek alkotjak, melyek Ki-67, Survivin és Bcl-2 pozitivak, a CD23 antigént
intenzivebben hordozzak, mig benniik a p27 fehérje nem mutathato ki.?*?*> Az IRF4
transzkripcids faktor is eltéréen fejezodik ki a proliferaciés centrumokban, mint a
kornyez6 lymphocy’télkban.26 A B-sejtek mellett immunhisztokémiai vizsgalatokkal a
csontvel6i stromasejteken 1s kimutattak CD40 antigént, ami lehetdvé tehet interakciot az

aktivalt T-sejtekkel.?’

11
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T-sejt eredetii citokinekkel és CD40 Liganddal elvégzett in vitro kisérletek bizonyitjak a
T-lymphocytdk fontossagdt a CLL pathomechanizmusdban, bar egymasnak
ellentmond6 eredmények is sziilettek a CD40L és IL4 CLL proliferaciot indukald és
apoptozis ellenes hatasar61® 232, Kimutattak, hogy az IL2 ¢és IL10 fokozza a CD40L
CLL-sejt osztodast indukalé hatasat®. Normalis B-sejtekben az IL4 az IgE irdnyh
izotipusvaltast valtja ki, mig az addicionalis IL10 fokozza az in vitro plazmasejt iranyu

differencialodast és az IgE szekréciot™.

Proliferacio klinikai jelentéségére utalhat a rovid lymphocyta duplikédcios idé negativ
prognosztkai szerepe.!' A PC-k szdma és mérete azonban nem mutatott dsszefiiggést

. 7 r r :r 7 r r 35
sem a teljes tuléléssel, sem a progressziomentes tiléléssel.

Tobb  kisérletbdl is kideriilt mar, hogy a CLL-sejtek kiilonb6zd proliferacios
kapacitassal rendelkeznek; in vivo mérésekkel kimutattak, hogy a betegség
progresszidja és nagyobb CLL-sejt képzddés kozott osszefiiggés all fenn®. A
kedvezétlen prognézisi CLL esetekbdl szarmazo sejtek CpG oligodeoxynukleotid
stimulalasa gyakrabban eredményezett proliferaciot in vitro és az Akt-mTOR jelatviteli
ut aktivalodott®. Az indukélhato proliferacié prediktiv értékiinek bizonyult a rovidebb
progressziémentes és teljes talélésre is.®® Jahrsdorfer és munkatarsai eredményei szerint
a kedvezotlen prognozisi citogenetikai eltérések magasabb LDH szinttel tarsulnak,

amely fokozottabb osztodas és proliferacio szerepére utalhat CLL-ben.*

4. CLL-sejtek apoptozis rezisztenciaja

médiumban tartva a sejtek gyorsan pusztulnak.*® Az apoptézis sorén az antiapoptotikus
fehérjék; Bcl-2, Mcl-1, Bcl-x, mRNS-ei, illetve a Bcl-2/Bax mRNS-ek aranya
csokken.”! Human BMSCs és egér fibroblasztok CLL-sejtekkel kozds sejtkultiraban

3042 Fibroblasztok hatasara aktivalt

viszont jelent6sen javitjak a CLL-sejtek talélését.
marad a PI3K/Akt/NF-kB jelatviteli ut és fenntartjak az antiapoptétikus hatast Bel-x.

.o 43
expressziot.

12
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A CLL-sejtek tulélése tehat a mikrokornyezetbdl szdrmazd humoralis és cellularis
faktoroknak koszonhet. Csontveld eredetii stromasejtek kozvetlen sejt-sejt kontaktus
révén onmagukban is képesek a CLL-sejtek tulélését javitani42. A CLL ¢s stromasejtek
kozti kolcsonhatast adhézios molekuldk kozvetitik; VLA-4 és ligandja VCAM-1
(CD106), valamint a LFA-1 a ligandjaval ICAM-1 (CD54)*. A stromasejtek t5bb olyan
citokint is szekretalnak, melyek javitjak a CLL-sejtek talélését, mint IL1p3, IL6, ILS,
SDF-1 (CXCL12) és bFGF***.

Kisérleti eredmények igazoljak, hogy a CLL-sejtek képesek mikrokornyezetiik
befolyasolasara; VEGF és maés angiogenikus citokineket szekretdlnak fokozva a
csontvelé vaszkularitasat és a daganat vérellatasat’®™®. A CLL-sejtek szignifikinsan

emelték CLL eredetii stromasejtek bFGF szekréciojat sejtkultiraban®.

A mikrokornyezet kulcsfontossagat mutatja az is, hogy a gyogyszerfejlesztés is a
stromasejt-CLL kapcsolat, ill. az angiogenezis gatlasat célozza meg. Két myeloma
kezelésében mar bevalt gyogyszer a CLL kezelésében is igéretes lehet; a thalidomid és a
lenalidomid hatasossagat mar klinikai tanulmanyban is vizsgaltak®*>®. Egy PI3K
inhibitor™®, histone deacetylase inhibitor (SAHA)®® és egy SYK inhibitor™® is gatolta in
vitro a CXCR4 hatasait.

5. DNS analizis lymphoproliferativ betegségekben

A sejtek aramlasi cytometrias DNS analizise alkalmas modszer a sejtciklus, az
aneuploidia és a DNS fragmentacio kapcsan az apopt6zis vizsgalatara is.

A lymphomak proliferacios rataja fliggetlen, kedvezétlen prognosztikai faktornak
bizonyult.>"*® A proliferacios aktivitas immunhisztokémiai meghatarozasaval szemben
tobb eldnnyel is rendelkezik; 1. a hisztologiai grade nem mindig mutat korrelaciot az
0sztodo sejtek arényéVaISB, 2. egyidejlileg tobb tizezer sejt és 3. parhuzamosan tobb
antigén jelolését is lehetévé teszi. Ennek segitségével kicsi tumoros populédciok is
vizsgéalhatova vélnak.”® A parhuzamos antigén jelolés azért is fontos, mert B-sejtes non-
Hodgkin lymphomaban (nHL) az 0sztédo B-sejtek szamaval az osztodo, normalis T-

sejtek szdma is emelkedik.®

13
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A fluoreszcens DNS festékek spektralis ¢és DNS-kotd képességei technikailag
megnehezitik a megbizhaté multiparaméteres DNS analizist. A leggyakrabban hasznalt
DNS festék, a propidium jodid széles emisszios spektruma gyakorlatilag lehetetlenné
teszi a PE hasznalatat.®* A sztochiometrikus DNS kotédés a masik Kritikus pont, amit
befolyasol a kromatin kondenzaltsdga, a festék szerkezete, tomege, az eldkészités, a
DNS és festék aranya. A nagyméretii, interkalalodo DNS festéknek, a 7-AAD-nek a
leggyengébb a DNS kotd képessége. Non-sztochiometrikus DNS kotodés esetén az
aneuploidia meghatarozésa problémas lehet.®” Az UV fénnyel gerjesztheté DAPI
lehetdvé teszi a klasszikus, 488 nm hulldmhosszisagu fényt kibocsatd argonion 1ézerrel
gerjeszthetd FITC, PE, PerCP fluorescens festékek hasznélatat, kis mérete miatt DNS
kotd képessége is kivald és enyhe fixalas esetén is mar bejut a sejtekbe.63 Fixalas
megvaltoztatja a sejtfelszini antigének szerkezetét és csokkenti a mar sejthez kotott
fluoreszcens festékek emisszidos képességét. A masik, multiparaméteres DNS
analizishez hasznalhato optimalis festék a DRAQS. DRAQS egy vitalis festék, mely a
DAPI-hoz hasonloan minimalis fixalast igényel. Abszorpcios spektruma egyediilallo
moédon t6bb maximummal rendelkezik (622 -676 nm, 240 and 314 nm, 485-520 nm),
ezért optimalis modon csak az egy argon lézerrel rendelkezé cytométereken
hasznalhat6.®* A festék az infarvoros tartomanyban emittal, ezért j61 kombinalhato a

FITC és PE festékekkel.®®

14



DOI:10.14753/SE.2013.1762

80 \
\ = DAPI
60
/ \ \ ——FITC
40 RPE
/ \ \ Propidium jodid
20 = DRAQ5

O T T T T
350 450 550 650 750

3. Abra. Fluoreszcens festékek emissziés spektrumai és spektralis atfedések. A DAPI
és DRAQS DNA festékek és a két leggyakrabban hasznalt antitest-konjugalt festék - a
FITC ¢s RPE emisszios spektrumai kozott alig van atfedés, mig a propidium jodid

mindketto hasznalatat korlatozza.
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I1l. CELKITUZESEK

1. Csontvel6i stromasejt kulturak Iétrehozasa €s vizsgalata

2. CLL pseudofollikulus in vitro modellezése: csontveldi stromasejt kulturdkban
CDA40 ligand és kiilonboz0 citokin kombinaciok CLL sejtekre gyakorolt
hatdsanak vizsgalata

3. CLL-sejtek kiilonbozo proliferacios €s tulélési képességeinek feltarasa a
pseudofollikulusok in vitro modelljében

4. CLL-sejtek csontveldi stromasejtekre gyakorolt hatdsdnak vizsgalata
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IV. MODSZEREK

1. Betegek

A Regensburgi Egyetem etikai bizottsaganak engedélyével 21 CLL-ben szenvedd beteg
mintait, 7 né és 14 férfi, atlagos életkor 65 év (39-84) az in vitro kisérletekbe, ill. 15
masik beteg mintdjat klinikai mérésekbe vontunk be. A betegek a Helsinki deklaracio
értelmében adtak beleegyezésiiket a vizsgalathoz. A diagnozist a standard klinikai
iranyelveknek! megfeleléen allitottak fel. A vizsgalt betegek vagy még soha vagy az
elmult 3 honapban nem kaptak CLL ellenes kezelést. A 21 in vitro kisérletekbe bevont
beteg klinikai adatait a 2. tablazatban foglaltuk dssze.

2. Tablazat: A 21 beteg klinikai és prognosztikai tulajdonsagai

x x 8 e @ @ 3 - i ° g
§ ¢:sgf? £ 3 3% 8: § ; g3¢f Ez
B - 2 2 ¥ < o a = = 3 3 2 2 @ F 8 =z &
z - EE & 9 33 §F 5 g =R 2 g
(1 o &
20 -} X 5.4 72 n2 um 0 1458 64 F Igen >90%
49 101 420 T0 §0.0 um 0 1458 ke F Igen 0%
8 100 137 430 53 448 um 18 323 67 F Mem 0%
" 114 124 8§7.0 41 380 um 0 348 57 F Mem n
3 115 1s 119.0 % 16 M 124 37 » N Mem n
29 115 95 832 4@ 25 M 4 330 = N Igen v
n 140 13 650 54 320 um 0 323 E4 F Mem L
17 165 11.5 304.0 83 10.0 UM 04 1.2 67 F Igen 80%
13 140 129 69.3 8 g9 NMY NM ND 79 N Mem nv
16 150 122 426 Fa 4590 UM 0 333 72 N Igen %
19 183 143 16.0 v 87 Un 04 330 88 N Igen 8%
2 167 s 150 32 09 UM 0 159 55 F MNem 60%
n 180 13.0 740 12 L2 um 0 168 &4 F MNem ny
27 211 18.7 1167 1 41 M 8.0 434 64 F Mem nv
30 166 LN g0 e 0s " o8 1418 78 F Mem nv
ie m 17.0 20,0 11 48 " a1 330 &7 F Nem 200%
15 185 15.0 157 % 50 M 7o 1469 68 F Mem 0%
12 200 143 200 5 180 M 59 25 73 F Mem nv
2 207 149 428 6 03 M 45 461 45 F Mem n
32 220 144 12.0 12 20 NM NM 4552 T8 N Mem n
14 223 139 380 6 100 2] 51 353 73 N MNem w

Thr: thrombocyta, Hgb:haemoglobin, UM: nem mutalt, M: mutalt, NM: nem meghatarozott, F:

férfi, N:nd, nv: nem vizsgalt.
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2. A csontveldi stromasejt (BMSCs) kulturak elokészitése

Rutin diagnosztikai célra levett csontveld aspirdtumokbol izoldltunk mononukledris
sejteket (BM-MNC) Ficoll-Hypaque gradiens segitségével. Kizarolag kezeletlen, nem
CLL-ben szenvedd betegek csontveld aspirdtumat hasznaltuk, melyben koros populécio
nem volt kimutathato. 6-lyuku tenyésztOlemezen 6-8*10° BM-MNC tenyésztettiink
lyukanként 1 ml Dulbecco modified Eagle médiumban (DMEM; Seromed-Biochrom)
37 °C-on, ami még 20% FCS-t, 100 U/mL penicillint és 100 pg/mL streptomycint
tartalmazott. 1 hét utan teljes médiumcserével a ki nem tapadt sejteket is eltavolitottuk,
majd hetente két alkalommal tortént médiumcsere. Atlagosan 4 hét utan alakult ki
Osszefliggd réteg, amit egy-két alkalommal osztottunk szét. Az érett, Gsszefiiggd réteg
atlagosan 1-2*10° stromasejtet tartalmazott lyukanként. A BMSC sejteket RLT—ben
(Qiagen Inc.) vettiik fel mRNS izolalasahoz.

3. Stromasejtek immunfenotipizalasa

A stromasejteket 0,04% EDTA oldattal tavolitottuk el a lemezekr6l 37 °C-on. A sejteket
mostuk, majd 5*10° sejt/100 pl koncentracidban inkubaltuk konjugalt monoklonalis
antitestekkel. Mosas utan a sejteket 0,5 ml PBS pufferben szuszpendaltuk és LSR I

aramlési-cytométeren (BD Biosciences) mértiik.

4. Citokinek mérése

A sejtkultardk feliilisz6oibol hataroztuk meg a szekretalt citokinek szintjét Beadlyte
Human Multi-Cytokine Detection System 3 (Upstate Biotechnology) segitségével.
Ezzel a rendszerrel egyidejlileg mérhetd az IL1B, 1L2, 1L4, IL6, IL8, IL10, IL12, TNFa,
IFNy és GM-CSF szintje 0,7 pg/ml koncentraciotol. A jel6lés soran a mintakat elészor
Beadlyte Anti-Human Multi-Cytokine gyongyokkel, majd biotinizalt Beadlyte Anti-
Human Multi-Cytokine antitestekkel, végiil Beadlyte Streptavidin-Phycoerythrin-nel

inkubaltuk. A mintdkat Luminex® 100™ miiszerrel analizaltuk.
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5. CLL sejtek izolalasa

Periféridas vér mononuklearis sejteket (PBMC) Ficoll-Hypaque gradiensen keresztiil,
centrifugdldssal izolaltunk, majd a sejteket konjugalt monoklonalis antitestekkel

jelsltiik:

FITC-jelolt anti-glycophorin A, PE-jel6lt anti-CD14, anti-CD56 ¢és allophycocyanin
(APC)-jelolt anti-CD3. A lymphocyta kapuba es, jeldletlen sejteket FACSAria Cell
Sorter (BD Biosciences) segitségével szortoltuk ki. Az igy izolalt sejtpopuléacio legalabb
98%-ban tartalmazott CD19, CD5 kettésen pozitiv CLL- sejteket.

6. Sejtkultura

A CLL-sejteket 10° sejt/0,5 ml koncentracidban tenyésztettiik a kvetkezd koriilmények
kozott; 1. BMSCs fedett lemezeken, 2. BMSCs és SCD40L, 3. BMSCs, sCD40L és 114,
4. BMSCs, sCD40L, IL2 ¢és IL10, 5. DMEM médiumban, 6. médium és sCD40L, 7.
médium, sCD40L és 1L4, 8. médium, sCD40L, IL2 és IL10. A sejteket 84 6ra inkubalas

utan szedtik fel.

A sejtkultaraban alkalmazott csontveldi stromasejtek érettek voltak és nem
differenciadlodtak makrofagokka vagy zsirsejtekké. A sejtkultarakban 10% FCS-t, 100
U/mL penicillint és 100 pg/mL streptomycint tartalmaz6 DMEM médiumot, illetve
human rekombinans reagenseket alkalmaztunk; sCD40L: 1 pg/ml koncentracioban, 1L4:
10 ng/ml, 1L2: 100 U/ml, IL10: 10 ng/ml (mind PeproTech EC, illetve sCD40L
PeproTech EC és R&D Systems).

7. Multiparaméteres DNS analizis

A gyarto altal eldirt modon eldszor a sejtfelszini antigéneket jeloltiik fluoreszcens
festékkel konjugalt monoklonalis antitestekkel. Az alkalmazott antitesteket a 3.
tablazatban soroltuk fel. 1,5% formaldehidet tartalmaz6 un. FACS lysing oldattal (BD
Biosciences) a vorosvértesteket oldottuk és egyidejiileg a sejteket is fixaltuk. Mosas
utan a sejteket 2%-os DAPI oldattal (Molecular Probes) jeloltiik, majd LSR II aramlasi-
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Biosciences) vagy Wincycle software (Phoenix Flow Systems) segitségével értékeltiik.

Az antigén kifejezddést ¢s sejt-ciklus megoszlast a CDS, CDI19 pozitiv - CLL
populacidban vizsgaltuk. Doublet-ek elkiilonitéséhez a DAPI “Signal Area és Signal
Width” paramétereket hasznaltuk. Az antigén stiriiséget relativ fluoreszcencia
intenzitasban (RFI) fejeztik ki. Az RFI-t a jelolt CLL-sejtek és a negativ kontroll

kozepes fluoreszcencia intenzitds (MFI) aranyabol szamoltuk ki. Negativ kontrollként

izotipus kontrollokat hasznaltunk.

3. Tablazat: Immunfenotipizalashoz alkalmazott monoklonalis antitestek

Antigén Fluorokrom Gyarto Kloén
HLADR FITC BC/I0T B8.122
CD69 FITC BD Leu-23
CD49d FITC BC/IOT HP2/1
CD38 FITC BC/I0T T16
CD44 FITC BD J173
Glycophorine A FITC DAKO JC159
CD106 FITC BD 51-10C9
CD23 PE BD EBVCS-5
CD40 PE BC EA-5
CD18 PE BD 6.7
CD54 PE BD LB-2
CD138 PE Serotec B-B4
CD86 PE BD B70/B7-2
CD14 PE BC/IOT RMO062
CD56 PE BD My31
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CD20 PerCP BD L27
CD19 PE-Cy5 BD HIB19
CD3 APC BD SK7
CD5 APC BD L17F12
CD1l1c APC BD S-ACL-3
CD19 APC BD SJ25C1
CD38 APC BD HB-7
CD45 APC BC/IOT J33
CD184 APC BD 12G5
CD5 PE-Cy7 BD L17F12
CD25 FITC BC/IOT B1.49.9

8. Apoptozis analizis

5 x 10° szortolt vagy sejtkulturabol izolalt CLL-sejtet hideg PBS pufferben mostunk,
majd 100 pl annexin-kotd pufferben (BD Biosciences) szuszpendaltuk, ami 1 pg/ml
koncentracioban tartalmazott propidium jodidot (PI) (Sigma Aldrich) és 5 pl FITC-
konjugalt annexin V-6t (BD Biosciences). 15 perces inkubacios 1d6 utan a mintdkhoz
tovabbi 400 pl annexin-kotd puffert adtunk, majd LSR II flow-cytometeren mértiik és

FACSDiva software-rel értékeltiik. Az €16 sejtek PI és annexin V-negativak maradtak.

A DNS fragmentaciot DAPI festéssel vizsgaltuk a fentebb leirtaknak megfeleléen. Az
apoptotikus sejtek normalisnal kevesebb DNS-t tartalmaznak €és a sub-G1 régioban

lathatok.

9. A tulélo sejtpopulacié szamitasa

A tenyésztett CLL-sejteket Casy Cell Counter Model DT segitségével szamoltuk. Az

¢lo sejtek szamat az abszolut sejtszambol kivont Annexin V pozitiv frakcié adta. A
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kultaraba vitt Annexin V negativ sejtszamot vettiikk 100%-nak. A CLL-sejtek talélését a

sejtkultara eldtt és utan szamitott €16 sejtek kiilonbsége jelentette.

10. IRF4 immunhisztokémiai jelolése

Formalinnal fixalt CLL sejtek cytospin preparatumait hasznaltuk az IRF4
immunhisztokémiai jel6léséhez. A cytospineket magas hémérsékleten eldkezeltiik, majd
11 pg/mL koncentracioban MUM 1 -antitesttel (Dako) 32 percig inkubaltuk. A fehérjét
streptavidin-biotin complex modszerrel detektaltuk (sABC) (Ventana), a sejtmagokat

pedig hematoxylinnal (Merck) jeloltiik.

11. Immunfixacié

A sejtkultirak  szupernatansaban immunfixacios technikat (Hydragel, Sebia)
alkalmaztunk az immunglobulinok, kappa ¢és lambda szabad konnytlilancok
vizsgalatahoz. Az immunfixdciot higitatlan mintdkon végeztik kovetve a gyartod

ajanlasait. Myelomas betegek szérumat hasznaltuk pozitiv kontrollként.

12. Génexpresszios analizis

Az mRNS-t QIA-Amp mRNA isolation mini kit (QIAGEN) segitségével izolaltuk, RNS
tisztasagat ¢és integritasat Agilent 2100 bioanalyzer-rel (Agilent Technologies)
ellendriztiik, cDNS-t pedig ImProm-1l Reverse Transcriptase System (Promega)
segitségével szintetizaltattuk. A gén expresszios méréseket TagMAN génexpresszios
modszerrel (AssayOnDemand, Applied Biosystems) végeztiik HT-7900 real time PCR
géppel (Applied Biosystems). Deltadelta-Ct modszert alkalmazva SDS2.2 software
segitségével (ABI) analizaltuk az eredményeket.
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13. 1gVH csalad meghatarozas

CLL-sejtekbdl izolalt 50 ng DNS mintat amplifikaltunk Vi csalad specifikus FR1 sense
és J-régi6 antisense primerekkel®®®” (4. Tablazat). Betegenként hat kiilonbozé reakciot
végeztiink, mindegyeikben harom, kiilonb6zo fluoreszcensen jelolt FR1 primert és 1 J-
régi6 primert hasznaltunk: 1. mix 6FAM-V1/3/7, NED-V5 és HEX-V6; 2. mix NED-
V1/7, HEX-V2 ¢és 6FAM-V4; mindkettét J-régi6 A, B vagy C primerekkel

kombinaltuk.

A reakciokeverék 25 pul oldat volt, mely 3 sense és 1 antisense primer, 200 uM 4 dNTP,
1,5 mM MgCl; és 5U AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Applied Biosystems)
elegyebdl allt. A PCR eljaras elsd fazisa 5 percig tartott 95 °C, a masodik fazis 36
ciklusbol allt 40 masodperc 55°C, 95°C és 72°C-on, a harmadik fazis 10 percig tartott

72°C homérsékleten.

PCR termékeket ABI PRISM® 3100-Avant Analizalon GeneScan v.3.7 software
(Applied Biosystems) segitségével vizsgaltuk. A fragmentek mérete 330 és 400 bp

kozott valtozott.

A V-primer kotShelyén 16v6 muticiok esetén un. leader primert hasznaltunk® (5.
Téablazat) a PCR eljaras kondicioit némileg valtoztatva: 1. fazis 5 percig tartott 94 °C, a
2. tazis 32 ciklusbol 45 masodperc 94°C, 30 mésodperc 60°C, 45 masodperc 72°C, a 3.
fazis 10 percig tartott 72°C homérsékleten. A fragmentek mérete 500 és 550 bp kozott

valtozott.
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4, Tablazat. 1gVy gén PCR, fragment analizis és szekvenalashoz alkalmazott

primerek.
PRIMER Jelolés és szekvencia koncentracio
FR1-V1/3/7  (6FAM)-GGT GCA GCT GGT GSA GTC 200 nM
FR1-V1/7 (NED)-CCT CAG TGA AGG TYT CCT GC 80 nM
FR1-V2 (HEX)-ACC TTG ARG GAG TCT GGT CC 80 nM
FR1-V4 (6FAM)-GAC CCT CTC CCT CACCTG YG 80 nM
FR1-V5 (NED)-AAA GCC CGG GGAGTCTCT G 320 nM
FR1-V6 (HEX)-CCC TCG CAG ACCCTCTCAC 320 nM
Join A CCT GAG GAG ACG GTG ACC 320 nM
Join B CCT GAAGAG ACGGTGACCA 80 nM
Join C CCT GAG GAG ACA GTG ACC AG 80 M
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5. Tablazat. IgVy gén leader régi6 PCR és szekvenalashoz alkalmazott

primerek.
PRIMER Jelolés és szekvencia koncentracio6
Leader-V 2 CAC (G/A)CT CCT GCT GCT GAC CA 400 nM
Leader-V 3a GCTGGGTTTTCCTTGTTGC 400 nM

Leader-V 3b ATG GAG TT(T/G) GG(A/G) CTG AGC TG 400 nM

Leader-V 4 GCT CCC AGATGG GGT CCT G 400 nM
Leader-V 5 CTCCTCCTGGCTGTTCTCC 400 nM
Leader-V. 6 CTGTCT CCTTCCTCATCT TCC 400 nM

14. Az IgH V, D és J régiok szekvenalasa

50 ng tisztitott PCR terméket szekvendltunk 20 upl BigDye® Terminator vl.1
szekvenald Kit (Applied Biosystems) és 6,4 pmol jeloletlen sense €s antisense primer
segitségével. Az eljaras elsé fazisa 35 15 mésodperces ciklusbol allt 95°C és 55°C, a
masodik fazis 4 percig tartott 60°C-0s hdémérsékleten. Az értékelést Sequencing
Analysis v.3.7 software segitségével végeztik. A szekvenciakat a Gene-DB
http://imgt.cines.fr/,  V-Base  http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/  és  GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/ adataival hasonlitottuk 6ssze. A mutacio aranyat a
megvaltozott nukleotidok és a Vy gén germline nukleotid szamanak aranyabol

szamoltuk. Az elsé 20-40 bazis nem ismert, mert ezt a sense primer fedte.
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15. Statisztika

Statisztikai analizisekhez fliggd mintaknal egymintds t-probat, fliggetlen mintdknal
kétmintas t-probat hasznaltunk. Az analizist SigmaPlot 8 programon végeztiik, p<0,05-
0t véve szignifikansnak. Az eredményeket atlagtSEM formédjaban abrazoltuk, ahol

*p<0,05, **p<0,01 szignifikancia szintet jelent.
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V. EREDMENYEK

1. Csontvel6i eredetii stromasejt kulturak fejlédése

Normalis, nem CLL-es betegekbdl szarmazd csontveléi aspiratumokbol izolalt
mononuklearis sejtekbdl 3-5 nap alatt adherens, kerek vagy orso alaku sejtek jelentek
hosszt nyulvanyok segitségével halozatot képeztek (4.a. abra), illetve dupla sejtmag
alakult ki benniik (4.b. abra). 2-3 hét alatt az 6sszes lymphoid sejt levalt és az adherens
sejtek gocokban osztodva bonyolult nodularis struktarakat hoztak 1étre (4.c. abra). Az
adherens sejtek osztodasi képességét befolyasolta a donorok életkora. Fiatalabb donorok
csontveldi mononukleéris sejtjeibdl jelentésen tobb csontveldi stromasejt képzddott
(4.e. &bra). Atlagosan 6 hét (4-10 hét) utin a csontveldi eredetii stromasejtek
elveszitették osztédasi képességiiket, nagy kerek sejtekké alakultak és konfluens

monolayert képeztek (4.d. abra).
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08

BMSCs/BMMNCs

04

Donorok életkora

Abra. Csontveléi stromasejtek in vitro fejlédése. A. Egy hetes stromasejt kultira
adherens, orso-alaku stromasejt el¢ alakokkal és rajuk tapado lymphocytakkal (nagyitas
20x). B. Stromasejtek kettGs sejtmaggal, hossz(i nyulvanyokkal és hozzajuk kotédo,
talélo lymphocytakkal (nagyitas 100x). C. Gocokban proliferald stromasejtek, melyek a
matrix meszesedés jeleként nodulusokat képeznek (nagyitas 20x). D. Erett csontveldi

stromasejtek CLL sejtekkel (nagyitas 20x). E. Fiatal donorokbdl izolalt csontvel6i
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mononuklearis sejtekbdl tobb stromasejt fejlédik. Roviditések: BMSCs csontveldi

eredetii stromasejtek, BMMNCs csontveldi eredetli mononuklearis sejtek.

2. Csontvel6i eredetii stromasejtek jellemzése

Megvizsgaltuk a kifejlodott stromasejtek néhany olyan gén-, antigén expresszidjat,
a CLL-sejt apoptozisgatlasban. A stromasejtekben a mesenchymalis eredetl
citoszkeleton fehérje, vimentin erdsen festodott, mig a sejtek tobbsége a monocyta és
szoveti makrofag antigént (CD68) egyaltalan nem fejezte ki (5.a. abra). Jellemzben a
stromasejtekre CD45 mRNS-t nem tudtunk kimutatni®®, mely bizonyitja a stromasejtek
nem-hemopoetikus eredetét (nem kozolt adat). VCAM-1, ICAM-1 adheziés molekulék,
valamint az IL6, IL8 citokinek ¢s CXCL12 kemokin génjei is magas szinten fejezédtek
ki. A CD40, IL-1B, TNFo mRNS szinten bar kimutathatdé volt, de lényegesen
alacsonyabb mértékben, mint az IL6 és IL8 (5.b. dbra). A génexpresszios vizsgalatok
eredményeihez hasonléan a stromasejtek felszinén a VCAM-1, ICAM-1, CDA40
antigéneket immunfenotipizalassal is kimutattuk (5.c. abra). Multiplex bead assay—vel a
sejtkultarak feliiluszoiban nagy mennyiségli IL6, IL8 és lényegesen kevesebb IL-1f,
TNFa citokint detektaltunk (5.d. 4bra).
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5. Abra. Csontveléi stromasejtek jellemzéi. A. CsontvelSi stromasejtek vimentint
tartalmaznak, de CD68 altalaban nem mutathatdo ki rajtuk (nagyitas 100x). B. A
stromasejtek nagy mennyiségben fejezik ki a VCAMI, CXCL12, ICAMI, IL6 ¢és
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kevésbé, de még kimutathatéan az IL-1p, CD40, TNFa génjeit. Az eredményeket box
plot formaban a median, 10, 25, 75, 90 percentilisek és szoras bemutatasaval
abrazoltuk. C. Stromasejtek felszini antigén expresszidja mAb (fekete vonal), 1zotipus
kontroll (szaggatott vonal). D. A szupernatansban magas koncentracioban mértiink IL.-6

¢és IL-8, valamint alacsonyabb koncentraciéban IL-1, TNFa citokineket.

3. BMSCs jelentés immunfenotipus valtozast indukalt a CLL-sejteken, mig a

sCD40L csak marginalis hatast fejtett ki

BMSCs hatasara a CLL sejtek a vizsgalt antigének tobbségének expresszidjat fokoztak
a 84 oras sejtkultara végére. CD23, CD69 aktivacios antigének, HLA-DR, CD86 (B7-2)
koreceptorok és CD54 (ICAM-1), CD49d antigének expresszios szintje harom-,
négyszeresére ndtt, mig a CDI9, CD40, Pgp-1 (CD44) kifejez6dése masfeél-,

kétszeresére fokozodott. A CD45 expresszié nem valtozott. (6.a. Abra)

CLL sejtek differencialédasat néhany plazmasejt érésben szerepet jatszd gén
expresszidjaval is vizsgaltuk; 1. IRF4, normalis B-sejtekben a CD40L és IL4 célpontja
% 2. PAX5, a BSAP fehéréjét kodolja és nélkiilozhetetlen a B-sejt irdnyd
differencialodashoz™®, 3. BLIMPI, a PAXS5 transzkripcio gatldja™’, 4. CD138

(Syndecan-1) érett plazmasejt marker’?.

A periférias vérbdl izolalt CLL-sejtek a PAXS és IRF4 mRNS-t erésen, mig a BLIMP1
gént gyengén fejezték ki (7.a-c. dbra). CD138 mRNS alig vagy egyaltalan nem volt

kimutathat6 az izolalt és a tenyésztett CLL-sejtekben (nem kozolt adat).

BMSCs hatasara a CLL-sejtekben csokkent a PAXS és BLIMPI1 expresszid, mig az
IRF4 mRNS szintje emelkedett, de e valtozasok koziil csak a PAXS bizonyult

statisztikailag szignifikansnak (7.a-c. abra).

A sCDA40L csak gyenge addicionalis hatast gyakorolt a BMSCs-n tenyésztett
CLL-sejtek immunfenotipusara (6.b. abra) és gén kifejezodésére (7. abra). Az antigének
koziil a CD11c, CD18, CD40, CD54 és HLADR kifejezddése indukalodott, mig a CD20
és CD184 kifejez6dése szignifikansan csokkent, de a valtozasok mértéke kisebb volt a

BMSCs indukalta valtozasokhoz képest (6.a-b. abra).
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Abra. BMSCs és T-sejt eredetii citokinek befolyasoljak a CLL-sejtek
immunfenotipusat. 84 oras tenyésztés utan a CLL-sejteket immufenotipizaltuk. A.
Fekete szinnel a sejtkultira el6tti, sziirke szinnel BMSCs-en tenyésztett sejtek
antigén expresszioja. B. Sziirke szinnel BMSCs-en, fehér szinnel a BMSCs-en
CD40 Liganddal tenyésztett sejtek antigén expresszidja. C. Fehér szinnel a BMSCs-
en CD40 Liganddal, horizontalis csikokkal a BMSCs-en CD40 Liganddal és L4
citokinnel tenyésztett sejtek antigén expresszidja, D. Fehér szinnel a BMSCs-en
CD40 Liganddal, vertikalis csikokkal a BMSCs-en CD40 Liganddal és 1L2, IL10
citokinekkel tenyésztett sejtek antigén expresszidjat abrazoltuk. 15-18 kisérletbdl
szarmazd relativ fluoreszcencia intenzitasokat (RFI) box plot formaban a median,
25, 75 percentilisek, a szords €s a kies6 (gyliri) és extrémen kies6é (haromszog)
értékek bemutatdsaval abrazoltuk. Az RFI valtozasokat egymintds t-probaval
analizaltuk, *p<0.05, **p<0.001 esetén tekintettliink egy kiilonbséget szignifikans

meértékunek.
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7. Abra. CLL-sejtek transzkripcios analizise. RNS expressziot tetszéleges egységekben
abrazoltuk a 18s RNS expressziohoz képest. A BMSC-b6l szdrmazé RNS
kontaminaciét a VCAM-1 RNS meghatarozasaval vizsgaltuk és elhanyagolhatonak

talaltuk. 11-12 kisérletbdl szarmazé relativ mRNS kifejezédéseket box plot formaban a
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median, 25, 75 percentilisek, a szoras és a kieso (gylril) és extrémen kies6 (haromszdg)
értékek bemutatasaval abrazoltuk, a valtozasokat paros t-probaval analizaltuk, *p<0.05,

**p<0.001 esetén tekintettiink egy kiilonbséget szignifikins mértékiinek.

4, CLL-sejtek IL4 hatasara képesek normalis B-sejtekhez hasonléan

differencialodni

A BMSC-n sCD40L jelenlétében tenyésztett CLL-sejteken IL4 hatdsara dramai modon
fokozodott a CD23, CD40, CD54, CD86, mig kisebb mértékében, de szintén ndtt a
CD18, HLADR antigének kifejez6dése is. Tovabbi antigének expresszidja, mint a
CD45, az aktivacios antigén CD69, B-sejt specifikus antigének CD19, CD20, adhézios
antigének CD11c, CD49d, CD44 és a kemokin receptor CD184 (CXCR4) viszont
csokkentek. Az IL4 nem befolyasolta a CD138 antigén expresszidjat (6.c. abra). A
CD19 mRNS az antigénhez hasonloan csokkent (7.d. abra).

12 vizsgalt esetbdl 10-ben az IL4 hatasara jelentdsen ndtt az IRF4 mRNS mennyisége a

BMSCs-n sCD40L mellett tenyésztett CLL-sejtekben (7.b. abra).

Az IRF4 transzkripcios vizsgalatok eredményét CLL infiltralt crista biopszias
metszeteken és tenyésztett CLL-sejtek cytospin preparatumain immunhisztokémiaval is
megerdsitettiik. A csontveld biopszias mintakban IRF4 pozitiv sejtek gbocokban vagy
elszortan, de mindig kimutathatéak voltak (8.a. abra). A periférias vérbdl szarmazo
CLL-sejtek heterogén modon fejezték ki az IRF4 antigént (8.b. abra). BMSC-n
sCD40L, illetve IL2 és IL10 jelenlétében sem fokozodott IRF4 kifejez6dés (8.c,d,g.
abra). IL4 hatasara az erGsen pozitiv sejtek szama nétt, valamint a sejtek tobbségében
legalabb enyhe IRF4 termel6dés indult meg (8.e. abra). A legintenzivebb IRF4 fest6dés
a nagyobb sejtek excentrikus sejtmagjaban figyelhet6 meg (8.f. abra).

A B-sejt jellegért felelés PAX5 mRNS (7.a. abra), a plazmasejt specifikus BLIMP1
MRNS (7.c. abra) és a CD138 mRNS (nem kozolt adat) termelédés nem valtozott. Az
IL4 hatasara fokozodo IRF4 és csokkend CD19, CD20 és CD45 kifejezddés plazmasejt
iranyu differencidlodasra utalhat, annak ellenére, hogy a BLIMP1 ¢és CD138 expresszid
nem indukalodott. A plazmasejt iranya differencialodés lehetdségét tovabb vizsgaltuk a

szekretalt immunglobulinok meghatarozasaval a sejtkultirdk szupernatansidban, de
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immunfixacidval 5 vizsgalt eset egyikében sem tudtunk immunglobulint kimutatni (nem
ko6zolt adat).

8. Abra. CLL sejtekben IRF4 kifejez6dés vizsgilata immunhisztokémiaval. A. CLL

infiltralt csontveld; IRF4 pozitiv (barna) sejtek lathatok (eredeti nagyitas 20x). B-G.
Szortolt és tenyészett CLL-sejtek IRF4 immunhisztokémiai festése cytospin
preparatumokon (eredeti nagyitas 40x, F képen 100x): B. szortolt CLL-sejtek, C.
BMSC-n, D. BMSC-n CD40 liganddal, E-F. BMSC-n CD40 liganddal és IL4
citokinnel, G. BMSC-n CD40 liganddal és IL2, IL10 citokinekkel tenyészett CLL-
sejtek.
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5. IL2 és IL10 kombinaci6 hatasara megvaltozott a CLL-sejtek BMSCs és

sCD40L indukalta immunfenotipusa

IL2 és IL10 hatasara a vizsgalt adhéziés antigének tobbségének -CD11c, CD18, CD44,
CD49d, CD54- expresszidja fokozddott, mig a SDF-1 receptor CD184 kifejez6dése
csokkent. A B-sejt specifikus CD19, CD20, az aktivacids antigén CD23, CD69 ¢és a T-
sejt kostimulator CD40 és CD86 is felregulalodott. IL2 és IL10 kombinacid nem
valtoztatta meg a CD45, HLADR expressziot, illetve heterogén modon befolyasolta a
CD38 kifejezodését (6.d. abra). Az IL4 hatasahoz képest itt a CD23, CD40, CD86
indukcié mértéke kisebb volt (6.c-d. abra). Az Osszes vizsgalt esetben az antigén

valtozasok hasonlo mértékben, a proliferaciotol fiiggetlentil alakultak ki.

IL2 és IL10 kombinacié hatdsara a tenyésztett CLL-sejtekben PAXS5 mRNS expresszio
nem valtozott, mig a CD19, IRF4, és BLIMP1 mRNS emelkedett, de ezek a valtozasok

matematikailag nem voltak szignifikansak (7. abra).

6. Osztodasra csak a Kklinikailag progressziv esetekb6l szarmazo CLL-sejtek

indukalhatok

Az antigén strukturdt nem befolydsolé enyhe fixacié és a kivaldé DNS kotédésd,
alacsony spektralis atfedést okoz6 DNS festék, a DAPI segitségével a multiparameter

DNS jelolés kovetelményeit kielégitd analizist VégeztﬁnkGS.

A 21 vizsgélt CLL eset egyikében sem tudtunk osztodo6 sejteket kimutatni a periférias
vérben (9.a. abra). A BMSCs, sCD40L és az IL4 sem onmagaban, sem kombinacioban
nem indukalt osztédast a tenyésztett CLL-sejtekben (nem kozolt adat). A sCD40L
indukcidhoz két kiilonbozo gyartd reagensét, tobb koncentracidban (0,5; 1,0; 3,0; és 5,0
ug/ml) is kiprobaltuk, de proliferaciot egyik esetben sem tudtunk kimutatni (nem ko6zolt

adat).

A sCD40L, IL2 és IL10 koktél valtott ki 21-bol 8 esetben osztodast a BMSCs-n
tenyésztett CLL-sejtek kozott (9.a. abra).
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Mindegyik thrombocytopénids esetbdl izolalt CLL-sejtek képesek voltak osztodni. Két
olyan esetbdl szarmazod CLL-sejtek is osztddtak, ahol a thrombocytaszdm a normal
tartomany als6 hataran helyezkedett el (140-166 G/I). Egyik betegnél sem észleltiink
autoimmun thrombocytopéniara utaldé izolalt thrombocytopéniat a betegség
progresszidjat mutatoé egyéb jelek nélkiil. A nyolc proliferacioképes eset koziil hatban
csirasejtvonal nukleotid szekvenciaji IgVy régiot, hétben anaemiat, mindegyikben
ZAP70 és csak 5-ben CD38 kifejez6dését mutattunk ki (2. Tablazat, els6 nyolc beteg).
A sejtciklus S és G2/M fazisaban 1évo sejtek ardnya 0,7-7.8% kozott valtozott 84 oras
tenyésztés utan (9.b. abra). A kiilonb6z6 proliferacios valasz nem fliggott Ossze a
kontaminald T-sejtek szamaval, mivel a T-lymphocytdk aranya a sejtkultura végén
mindig 1% alatt volt (nem ko6z6lt adat), illetve az IL2Ra (CD25) kifejez6déssel sem,

ami rendkiviil heterogén modon fokozodott a tenyésztés soran (10. abra).

Egy specifikus proliferacio-asszocialt CLL immunfenotipus ismerete megkonnyitené a
Kicsiny osztodo populaciok azonositasat és megbizhato DNS analizis elvégzését, ezért
vizsgaltuk az S+G2/M kapuba es6 sejtek immunfenotipusat. Az osztodo sejtek a CD44,
CD54, CD18, CD11c, CD49d adhéziés molekulakat és CD40, HLADR, CD86 T-sejt
koreceptorokat intenzivebben fejezték ki. Az osztdodd sejtek tobbségén az alacsony
affinitasa IgE receptor, CD23 szintén intenzivebben jelent meg, ugyanakkor a CD69,
egy masik aktivacidés antigén expresszidja nem fokozddott. Az intenzivebb antigén
kifejez0dés ¢€és a nagyobb sejtméret kozotti Osszefiiggést az FSC/SSC plotba

visszakapuzassal kizartuk (9.c. dbra).

A kapuzott S+G2/M ¢és GO0/G1 fazist sejtek immunfenotipusa minden vizsgalt antigén
esetében atfedett, igy a kiilonb6z6 antigén intenzitasok alapjan az osztdodd populacio

nem kiilonboztetheté meg (9.c. abra).

A BMSCs-n tenyésztett CD40L, IL2, IL10 citokinekkel stimulalt osztodoképes és nem
osztodoképes esetek antigén expresszioi Osszességiikben sem kiilonboztek egymastol

(10. abra).
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9. Abra. CLL-sejt proliferacié vizsgalata. A. CLL-sejtek (CD5+, CD19+) sejt-ciklus

analizise DAPI jeloléssel. Periférias vérben osztodd CLL-sejtek nem mutathatok ki

(felsé plot). BMSCs-n tenyészett

CLL-sejtek osztodasra indukalhatéak CD40L, 1.2,
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IL10 citokinekkel (als6 plot). B. A diagram a thrombocytaszam ¢és az indukalhato
osztodas kozotti Osszefliggést mutatja. A csokkent thrombocytaszammal rendelkez6
esetekben sikeriilt sejtosztodast indukalni. Az S+G2/M fazisban 1évo sejtek aranya
0,7-7,8% kozott valtozott a 84 oras tenyésztés végén. C. A proliferacié asszocialt
immunfenotipus lathatdé az S+G2/M fazisu sejtek kapuzasaval. Osztddd sejteket

fekete, GO/G1 fazisu sejteket sziirke szinnel abrazoltuk.
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10. Abra. Az osztéd6é és osztédasra nem képes CLL-esetek immunfenotipusianak
osszehasonlitasa. A BMSCs-n tenyészett CD40L, 1L2, IL10 citokinekkel stimulalt
CLL-esetek immunfenotipusa lényegesen nem kiilonbozott egymastol. Az RFI
értékeket box plot formaban a median, 25, 75 percentilisek, a szoras és a kiesd (gytrit)

és extrémen kies6 (haromszog) értékek bemutatasaval abrazoltuk.
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7. A CLL-sejtek in vitro kiilonbozé talélési képességekkel rendelkeznek

Hasonloan korabbi eredményekhez kimutattuk, hogy in vitro a BMSCs megoévjak a
CLL-sejteket a spontan apoptdzistdl. Ezzel szemben a médiumban tenyésztett CLL-
sejtek tobbsége apoptotizal, amit a fokozott DNS fragmentacidval is demonstraltunk
(sub-G1 régio) (11.b. abra). A BMSCs azonban nem biztositott teljes védelmet az
apoptdzistol, ugyanis a tenyésztés végére az €16 (annexin V negativ) CLL-sejtek aranya
kb. 50-30%-kal csokkent (11.a. abra). A CLL sejthalalt szabalyozo két legfontosabb
gén; az apoptozist gatldo Bcel-2 és az apoptdzist fokozo Bax kifejez6désének aranya is
csokkent, mind a BMSCs, mind a médiumban val6 tenyésztés soran. Ez a csokkend
tendencia mutatja a BMSCs inkomplett apoptozist gatld hatasat az in vitro tenyésztés

soran. (12. abra).

Anyagunkban a médiumban tenyésztett CLL-sejtek kdzott azonban kiilonbozé talélési
ratakat észleltiink. A proliferaciora képes CLL-sejtek (P) sokkal jobb tulélést mutattak
médiumban, mint az osztddasra nem képes sejtek egyik csoportja (NP/2, Pat
12,14,15,18,22,30,32) a 84 oras sejtkultara végén (11.a,c-d. abra). Nem osztddo sejtek
azon csoportja (NP/1), amelyik csirasejtvonal 1gVy (Pat 16,19,21,31) és/vagy 5x10%/ul
feletti periférids lymphocyta szammal rendelkeztek az osztodasra képes sejtekhez

hasonlo6 jo talélési képességekkel rendelkeztek a médiumban (11.a,c-d. abra).

Az indolens esetekbdl szarmazo CLL-sejteknek fokozottabb mértékili apoptozist-gatlast
biztositott a BMSCs, mint a proliferaciora képes sejteknek, de ez a kiilonbség nem

bizonyult statisztailag is szignifikansnak (11.a. abra).

A kiilonb6zd cytokinek (sCD40L, IL4, IL2+10) dnmagunkban és kombindcidban is
nagyon heterogén modon befolyasoltak a CLL-sejtek talélését mind a BMSCs-n, mind a

médiumban (13. &bra és nem kozolt adat)
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11. Abra. CLL-sejtek tilélése BMSCs-n vagy sejtkultira médiumban. A. CLL-

sejtek tulélését az abszollt sejtszam és Annexin V jelolés alapjan szamoltuk ki. P:
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indukalhaté osztodasra képes sejtek, NP/1 nem osztodd esetek kedvezOtlenebb
prognozissal, NP/2 nem osztdédd esetek kedvezébb prognodzissal. Fehér oszlopok:
CLL-sejt talélés BMSCs-n, sziirke oszlopok: CLL-sejt tulélés médiumban. A
tulélési eredményeket 8 P, 6 NP/1 és 7 NP/2 eset analizisével kaptuk, a valtozasokat
kétmintas t-probaval analizaltuk, *p<0.05, **p<0.001 esetén tekintettiink egy
kiilonbséget szignifikans mértékiinek. B. Apoptdzis meghatarozas a DNS tartalom
mérésével. A fixalt, apoptotikus sejtek elveszitik a degradalodott DNS tartalmuk
egy részét, igy egy csokkent DNS tartalmua un. sub-G1 populécié jelenik meg. C-D.
Apoptdzis meghatdrozds Annexin-V és PI jeloléssel. Az ¢éI6 sejtek nem jel6lddnek,
korai apoptotikus sejtek Annexin V pozitivak, de PI negativak, kés6i apoptotikus

sejtek kettosen pozitivak.
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12. Abra. CLL-sejtekben az antiapoptoikus Bcl2 és a proapoptotikus Bax gének

kifejezédése az izolalaskor és a tenyésztés soran. In vitro kortilmények kozott
fokozodik a Bax gén kifejez0dése és csokken a Bcl2/Bax gének expresszidjanak
aranya. A csontvel6i eredetli stromasejtek apoptozist gatld tulajdonsaganak
megfeleléen a Bax expresszio fokozodasa kisebb, mint a médium tortént tenyésztés

sordn, de a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans.
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13. Abra. CLL-sejtek thlélése CD40L, IL2 és IL10 citokinek hatasira. A citokinek

jelentdsen nem befolyéasoltak a CLL-sejtek apoptozisat a 84 Oras sejttenyésztés soran.

8. CLL-sejtek indukaltak a BMSCs fokozott ICAM1 Kkifejezodését és citokin

sre s

Vizsgaltuk a CLL-sejtek csontvel6i stromara kifejtett olyan hatasait, amelyekkel a CLL-

sejtek a sajat tulélésiiket javithatjak.

CLL-sejtek jelenlétében a BMSCs-ben szignifikansan emelkedett az ICAM1 és CD40,
mig nem valtozott a VCAMI és CXCL12 mRNS expresszigja. A sCD40L nem
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befolyasolta tovabb a ko-receptorok expresszidjat, mig a CXCLI12 kifejez6dés némileg
csokkent (14.b. Abra).

CLL-sejtek hatasara jelentdsen megvaltozott a sejtkultirakban a citokin szekrécio is. A
sejtkulturak feliiluszojaban szignifikdnsan ndt az ILS, IL1B és TNFa szintje is (14.a.
Abra). Az IL6 szekrécio is nétt, de a valtozas statisztikailag nem volt szignifikans
(p=0,079). A sCD40L sejtkulturahoz adasa tovabb fokozta az IL1P és IL8 szekrécidjat
is (14.a. Abra).

A BMSCs és CLL-sejtekben a citokin mRNS-ek meghatarozasaval vizsgaltuk a
szekretalt citokinek eredetét. A BMSCs-ben jelentds mennyiségti IL1B, 1L6 és IL8
mRNS-t mutattunk ki (14.b. Abra). CLL sejtekben csak marginalis mennyiségii IL1p és
IL6 (nem kozolt adat), valamint rendkiviil gyenge IL8 kifejezodést észleltiink. CLL-
sejtek azonban Iényegesen jobban expresszaltak a TNFo mRNS-t, mint a BMSCs (14.b-
c. Abra).

Eredményeink alapjan a sejtkulturdkban észlelt magas IL6, IL8, IL1B koncentraciod
valdsziniileg a BMSCs-bdl, mig a TNFa szekrécidemelkedés dontéen a CLL-sejtekbdl

szarmazik.
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14. Abra. Citokin termelés és gén expresszi6 viltozasa Kiilonbozo sejtkultiira feltételek
kozott. A. Citokin szekrécido meghatarozas a feliiliszoban. Fehér szinnel a BMSCs,
sziirke szinnel BMSCs és CLL-sejtek kultirajaban, sotétsziirke szinnel CD40 liganddal
stimulalt BMSCs- és CLL-sejtek kokulturajaban mért citokin szekréciot jeloltiik. B.
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mRNS kifejezodés stromasejtekben. CLL-sejtek hatasara a stromasejtekben jelentdsen
megnétt az ICAM1 és CD40 gének kifejezOdése. Fehér szinnel a médiumban tartott,
sziirke szinnel CLL-sejtekkel valo sejtkultaraban, sotétsziirke szinnel a CLL-sejtekkel
és CD40 liganddal stimulalt BMSCs mRNS kifejezédését jeloltik. C. mRNS
kifejez6dés a CLL-sejtekben, melyek szignifikansan tobb TNFo mRNS-et fejeztek ki,
mint a stromasejtek. Fehér szinnel a periférias vér CLL-sejtek, sziirke szinnel BMSCs-
kel kultaraban, sotétsziirke szinnel a BMSCs és CD40 liganddal stimulalt CLL-sejtek
mRNS kifejezddését jeloltiik. Az abrazolt citokin szekrécidos és mRNS kifejezddési
értékeket legalabb 5 kisérletbdl kaptuk, a valtozdsokat egymintés t-probéaval analizaltuk,
*p=<0.05 esetén tekintettiink egy kiillonbséget szignifikdns mértékiinek.

9. A csontvel6i mikrokornyezet in vivo fokozza a CLL-sejtek CD49d expressziojat

In vitro kisérleteinkben észleltiik, hogy a BMSCs-n tenyésztett CLL-sejtek felszinén a
CD49d és CD18 kifejezddés is fokozodott (6. Abra). A BMSCs CLL-sejtekre gyakorolt
—in vitro észlelt- stimulalo hatasat in vivo is meg kivantuk erdsiteni tigy, hogy a betegek
csontvel6i és periférias vér CLL-sejtjein a CD49d ¢és CDI8 kifejezddést
Osszehasonlitottuk. 5 olyan CLL mintat, amin a periférias vérben is csaknem 100%-0s
CD49d és/vagy CD18 expressziot észleltink kizartunk. A maradék 10 esetben, a
csontveldi sejtek normalizalt CD49d expresszidja mindig magasabb volt, mint a
periférias vér CLL-sejtjeinek, ami igazolja az in vitro eredményeinket. Ezzel szemben a

CD18 expresszio hasonlo volt a csontveldi és periférias vér CLL-sejtjein is (15. Abra).
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15. Abra. CD18 és CD49d antigén kifejez6dés vizsgalata periférias vér és
csontveléi CLL-sejteken. A. CD49d intenzivebben fejezddik a csontvel6i CLL-
sejteken. Fehér oszlop: periférids vér, sziirke oszlop csontvel6i expresszid. Az
eredményeket 10 periférids vér és csontvel6i minta CD18, ill. CD49d RFI
Osszehasonlitasaval kaptuk. B. Periférias vér és csontvel6i CLL-sejtek CD49d
expressziojanak 0Osszehasonlitasa. Sziirke vonal periférias vér, fekete vonal

csontveléi CLL-sejteken észlelt CD49d FI.
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VI. MEGBESZELES

Munkamban a CLL-sejtek €s a csontveldi mikrokdrnyezet kolcsonhatéasait vizsgaltam. A
csontvel6i mikrokornyezet kedvez a CLL-sejteknek, ezért a csontveld mar a CLL
legkorabbi stadiumaiban is infiltralt. A csontveldi stromasejtek a CLL-sejteket még a
citosztatikum indukélta apoptozistol is megvédik, ami szerepet jatszhat a betegség ilyen

modon vald gyogyithatatlansigaban®.

Kisérleteimben fokuszaltam az un. Pseudofollikulusra (PC), ahol a CLL-sejtek
valdsziniileg T-sejt indukalta proliferacioja zajlik.”**® A PC CLL-sejtek mellett stroma-
sejtekbol, aktivalt helper T-sejtekbdl all, igy egy in vitro modell 1étrehozasahoz is
ezekre az elemekre volt sziikség. Az irodalomban altalaban alkalmazott egér fibroblaszt
sejtek (3T3) és a kereskedelmi forgalomban elérhetd, lymphotrop virussal immortalizalt
human BMSC sejtvonal (pl. HS-5) sem tiint idedlisnak humén lymphocytak
tenyésztéséhez. Ezért, néhany daganatos betegséggel nem infiltralt és vérképzést
befolyasold szerrel nem kezelt egyén (pl. ITP diagndzis feldllitasakor) csontveld
aspiratumabol izolaltunk és tenyésztettink BMSC-t. CLL-ben az eleve abnormalis T-
sejtek’® helyettesitése nehezebb feladatnak igérkezett; allogén T-lymphocytdk
valdsziniileg citotoxikus reakcioba Iéptek volna a CLL-sejtekkel, mig autolog T-sejtek
alkalmazasa nehezen standardizalhatd, mert a T-sejtek koreceptorok és citokin szekréciod
révén bonyolult, aktivaltsagi fokuktol fliggéen egyéni modon befolyasoljak a CLL-
sejteket. CLL-ben a T-sejt diszfunkcié mértéke is kiilonbozhet. A fenti okok miatt az
irodalombodl jol ismert moédon csupan szolubilis CD40 Ligand és citokinek révén

potoltuk a T-lymphocytékatzs‘ 2833

Az in vitro kulturak alapjat a stromasejtek képezték, mert médiumban a CLL-sejtek nem
tarthatok fenn, gyorsan pusztulnak®. A BMSC kulturdk atlagosan 6 hét tenyésztés utan
vesztették el osztodasi képességiiket és monomorf, kerek sejtekké differencidlodtak.
Osztodasi kapacitasukat leginkabb a donor életkora befolyasolta; két 60 év koriili donor
izolalt sejtjei egyaltalan nem osztodtak. Az alkalmazott sejtkultira médiumban
(DMEM+FCS) az izolalt sejtek csak fibroblastoid iranyba differencialodtak és adhézios

fehérje, citokin szekrécidjuk tekintetében is homogénnek bizonyultak. Kifejezték a
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CLL-sejtek adhézidjahoz sziikséges molekuldkat (ICAM1, VCAMI1, CD40), valamint a

szekretaltak a jellemz6 citokineket.”"* 1%,

Ellentétben egy koradbbi kozlésse
stromasejtjeink a CLL-sejtek stimulalasara képes IL1B és TNFa-at is szekretaltak kis

mennyiségben.

A T-sejteket mindenképp legalabb CD40 liganddal kellett helyettesiteni, mert a PC-ben
CDA40 ligandot kifejezé T-sejtek talalthatok®>?. A CD40L kombinacidjaként még L4
¢s IL2/IL10 citokineket is valasztottuk, mivel ezek proliferaciot kivaltd hatdsai

korabbrol ismertek voltak?®®,

A BMSCs-n tenyésztett CLL-sejteken a CD23, CD69 antigének felreguldlodasa erds
aktivaciot jelez. A CLL-sejteken az adhézids fehérjék (CD18, CD54, CD49d) és
koreceptorok (CD40, HLADR) expresszio fokozodasa elésegitheti, mind a CLL-
BMSCs, mind a CLL-T-sejt interakciét. Erdekes modon a CLL-sejteken fokozodott a
expresszidja csokkent. Jelenleg a PAX5 gén egyetlen ismert represszora a Blimpl
fehérje’", melynek kifejez6dése azonban szintén csokkent a BMSCs hatasara, tehat

valdsziniileg nem ez felelds a PAXS gatlasaért.

CD40L csupan enyhe addicionalis hatast fejtett ki, a BMSCs mellett fokozva néhany
koreceptor (CD40, ICAM1, HLADR) kifejezddését.

Normal B-sejtek szimultan aktivacioja CD40L és IL4 citokinnel a STAT6 és NF-xB
szignaltranszdukcios uton keresztiil magas szintli IRF4 expresszidhoz vezet®. CLL-
sejtekben ezek a jelatviteli utak valosziniileg intaktak, mivel IL4 hatdsara az IRF4 és
célgénjeinek, a CD23, HLADR-nek is fokozodott a kifejezodése. Sem a sCD40L, sem
az IL2/IL10 nem fokozta az IRF4 szintézisét, ezért az IL4 citokinnek ebben kulcs-
szerep tulajdonithatd. Az IL4 hatasara er6sen fokozddd antigéneknek, mint B7-2
(CD86), CD40, ICAMI1, leginkabb a T-sejt iranyl interakcidban jatszhatnak szerepet in

vivo. 108

A B-lymphocyta plazmasejt atmenet soran az IRF4 szintje fokozatosan n3™, indukalja a
Blimp1 szintézisét, majd ez gatolja a Pax5'* és fokozza a Xbpl expressziot”™. A fenti
valtozasok kovetkeztében expandal az endoplazmatikus retikulum, né az

immunglobulin szintézis és szekrécid’.
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Plazmasejt érés soran a sejtfelszini CD19, CD20, CD45 expresszi6 csokken, majd a
plazmablasztos stadium utan CD138 jelenik meg’®’®. Az altalunk alkalmazott PC
modellben 1L4 hatasara a fokoz6dd IRF4 és csokkend sejtfelszini CD19, CD20, CD45
expresszid plazmasejt iranyt differencialédasra utalhat. A plazmasejt érés azonban nem
teljes, mert a PAXS expresszi6 megtartott, Blimpl és a plazmasejtekre jellegzetes
sejtfelszini CD38, CDI138 nem indukalddott, illetve Ig szekrécidt sem észleltiink a
szupernatansban. Blimpl hianyara utal a magas CD23 kifejez6dés is, mivel a Blimpl
koti az IRF4 transzkripcids faktort és igy gatolja a CD23b promotertsg. Tobb oka is
lehet az inkomplett plazmasejt differencialodasnak modelliinkben: IL10 stimulacio
hidnya az IL4 mellett*, az 4lland6 sCD40L jelenlét’, a rovid inkubécios idétartam’’,

valamint a daganatsejtekre jellemz0 érési blokk®.

A kozelmultban 114 hatasara bekdvetkezd CXCR4 expresszid csokkenést mutattak ki

human monocytékon a mi eredményeinkhez hasonléan®. Nyirokcsomobol izolalt CLL-
sejteken i1s alacsonyabb CXCR4 kifejez6dés észlelhetd, mely a CXCL12 indukalta

receptor endocytosis mellett lehet in vivo IL4 hatas kévetkezménye®®,

Csontveldi stromasejtek is kifejezik az IL4 receptort® és IL4 hatasara indukalodik
rajtuk a VCAMI expresszio®, ezért az IL4 indirekt modon is befolyasolhatja a CLL-
sejteket. Az altalunk észlelt IL4 okozta valtozdsok, azonban valdszinileg az L4
kozvetlen hatdsdnak tarthatok, mert tobbségiik BMSCs nélkiil is kivalthato

, 2,69,7
leukocytakon3 8979

IL2/IL10 stimulacio hatasara is egy jellegzetes antigénmintazat alakult ki; kifejezetten
nétt az integrinek, a hialuronsav receptor (CD44), aktivacios antigének és koreceptorok
expresszioja. Az integrinek és CD44 kulcsfontossagtiak CLL-ben, mivel ezek medialjak
az adhézidt a stromasejtekhez42, illetve a CD44 és P-integrint hordoz6 CLL-ben

jellegzetes a diffiiz csontveld infiltracio és gyakrabban sziikséges kezelés®.

Eredményeink alapjan kimondhatd, hogy az osztdédd CLL-sejtek aranya a periférias
vérben rendkiviil alacsony és ezek multiparaméteres aramlési cytometriaval nem
mutathatok ki. Az altalunk alkalmazott sejtkultiraban a sCD40L trimer nem indukalt

123,28

sejtosztodast ellentétben korabbi kozleményekke , pedig két kereskedelmi

crer
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kombinécio csak a CLL-sejtek egy részénél indukalt osztddast hasonléan a CpG-ODN
hatdsahoz®’. Az osztodasra képes CLL-sejtek mind rossz prognozisa esetekbél
szarmaztak. A csokkent thrombocytaszdm jelezte legérzékenyebben az osztodasi
képességet, aminek hatterében a proliferacioval egyiitt jaro fokozottabb csontveldi
infiltracio allhat. A vizsgalt esetekbdl rendelkezésre allo csontveld biopszidkban diffuz
csontvel6i infiltracio latszott, ami tamogatja feltételezésiinket. Az alacsony in vitro
proliferacios rata valdsziniileg a hianyzo kozvetlen T-sejt €s CLL-sejt kozotti interakcid

hidnyanak készonhets®.

Az o0sztédd frakcid meghatarozasa fontos lenne CLL-ben is, mert non-Hodgkin
lymphomékban a proliferdcié és progresszido Osszefliggeést mutat®. CLL infiltralt
csontveldi aspiratumban az osztdédod sejtek aranya nagyon alacsony, ezért megbizhatd
DNS analizis kivitelezése csaknem lehetetlen. Kapuzast megkonnyitd, proliferacio
specifikus immunfenotipust azonban nem tudtunk kimutatni. A T-sejtekkel valé jobb
kolesonhatasat segitheti eld az 0sztédd CLL-sejtek intenzivebb adhézids antigén és
koreceptor kifejezédése. A Ki-67 pozitiv, nagyméretii CLL-sejtek a PC-ben az in vitro
proliferalo CLL-sejtekhez hasonléan intenzivebben fejezik ki a CD23 antigént, ami

alatdmasztja a sejtkulturank hitelességét24.

A CLL-sejtek csokkent apoptozis képességét tartjuk napjainkban a betegség f6
pathomechanizmusénak21, ezért a sejtek talélését is vizsgaltuk munkankban. A BMSCs
kedvezd hatasat a CLL-sejtek tulélésére eredményeink megerdsitettek. A kedvezd
prognézisu esetek CLL-sejtjei érdekes modon jobb tulélést mutattak BMSCs-n, ami
esetleg a kedvezd cytogenetikai eltérésekkel rendelkezd esetek magasabb Bcl-2
expresszié kovetkezménye lehet®. Médiumban a CLL-sejtek talélésében jelentds
IgVy vagy magasabb lymphocyta szammal rendelkezé esetek (NP/1) jobb talélést
mutattak médiumban. A kedvezdtlen prognozist esetek csokkent apoptdzis képességét
magyarazhatja magasabb Bax degradacios aktivitasuk®. Ellentétben korabbi

kdzleményekkel 292088

, munkankban sem a CD40L, sem az IL4 antiapoptotikus hatasat
nem tudtuk bizonyitani. A kiilonbségek a sejtkulturak kozotti eltérésekbdl eredhetnek;
egyrészt Mi tenyésztettiink elészér CLL-sejteket human csontvel6i stromasejteken

kiilonbozd citokinekkel, masrészt a t0léld sejtpopulacidt az abszolut sejtszam és az
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apoptotikus sejtpopulacié meghatarozasaval szamoltuk, nem pedig csak az ¢él6 vagy
apoptotikus populacié meghatarozasaval?®*®, A sejtkultara elején elpusztult sejtek a
sejtkultura végére valoszinlileg mar csak tormeléket képeznek, ami abszolut szdm
meghatarozas nélkiil egyszeriien figyelmen kiviil marad. Egy 1L4 fazis I/Il tanulmany
eredményei is az IL4 heterogén hatdsara utalnak CLL-ben hasonléan a mi in vitro

eredményeinkhez®’.

Disszertaciom masik fontos témajat képezte a CLL-sejtek csontvel6i stroma
apoptdzisgatlo tulajdonsagaira kifejtett hatdsanak vizsgalata. A CLL-sejtek talélése
foleg a stromasejtekhez valdo adhéziotdl fiigg. Ha mikroporézus membrannal vagy
adhéziés molekulat gatld mAb-kel akadalyozzak az adhéziodt, jelentdsen csokken a
BMSCs CLL-sejt talélését javitd hatasa*>*’. Kimutattuk, hogy a CLL-sejtek képesek
fokozni az adhéziot a BMSCs-hez két modon is; 1. CLL-sejtek hatasara az
antiapoptotikus adhézids molekula, az ICAM1 expresszidja fokozodik a BMSCs-ben, 2.
CLL-sejtek felszinén is né az adhézidés molekuldk ligandjainak (CD49d, CD18)
kifejez6dése. A csontveldi stroma jotékony hatasat igazolja az is, hogy a csontveld
aspiratum CLL-sejtjei intenzivebben expresszaljak a CD49d molekulat, mint ugyanazon
beteg periférias vér CLL-sejtjei. CD18 indukciojat nem lehetett kimutatni ex vivo,

aminek hatterében a CD18 komplex reguléaciodja allhat, pl. T-sejt eredetii citokinek altal
90-92

Az adhézi6 mellett BMSCs eredetii citokinek, mint TNFa, CXCL12, IL1p, IL6 és ILS8 is
javitiak a CLL-sejtek talélését™ % A CXCL12 a CLL-aktivacié mellett még az
adhézidos molekuldk magas affinitasi konformaciovaltozasaért is felelss™®. CLL
betegekben a TNFa, IL6 és IL8 magasabb szérum szintjei korrelaciét mutatnak a
magasabb mortalitassal®*®"'*!. A keringé CLL-sejtek is kifejezik a TNFo, IL1p, IL6 és
IL8 MRNS-t"%*1%,

Vizsgalatainkkal az elsdk kozott térképeztiik fel a BMSCs és CLL-sejt interakcid
kapcsan a citokin szekrécié valtozasait. Kimutattuk a TNFa, IL1B, IL6 és IL8 jelentds
szekrécio fokozodasat. A f6 aktivacids citokin, a TNFa szekrécidja dontéen a CLL-
sejtekben indukaloédik az interakcioban. A TNFa autokrin és parakrin ndvekedési
faktorként is hat CLL-ben és a stromasejtek citokin (pl. IL8) termelését is serkenti*®>%.

Csontveldi CLL-sejtek nagyobb mennyiségben tartalmazzak a TNFa-t, mint a periférias
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vér CLL-sejtek, ami szintén a CLL-sejtek megvaltozott viselkedésre utal a csontveldi
mikrokdrnyezetben®. A myeloma sejtekhez hasonloan valodsziniileg itt is a BMSCs-hez
torténd  adhézio a felelés az IL6 termelés indukcidjaért'™. A jelentds IL8
szekrécionovekedés ellenére nem tapasztaltunk fokozott mRNS kifejezddést sem a
BMSCs, sem a CLL-sejtekben hasonldan korabban kozolt adatokhoz, melyek az 1L8

10j4 102 Az IL6 és IL8 jelentéségére hivia fel

a figyelmet az a klinikai tanulmany, ahol a lenalidomidra adott terapias valasz ¢és a

citokinek plazma szintje kozott 6sszefliggést talaltak™.

A B-lymphocytdk ¢és a dendritikus sejtek képesek kotni az aktivalt T-lymphocytakat
CD40 - CD40 Ligand (CD154) interakcidval. Kisérleteinkben a CD40L nem fokozta a
BMSCs antiapoptotikus hatasait, ami kovetkezménye lehet a CLL-sejtekre gyakorolt
kozvetlen hatas és/vagy a BMSCs stimulalas hianyanak. CD40L hatasara ugyanis sem
az adhéziés molekulak, sem a citokinek expresszidja nem fokozodott a BMSCs-ben.
CDA40L hatasanak hianya nem mond ellent a T-sejtek szerepének CLL-ben, mivel CLL-
sejt-T-sejt kolcsonhatas valodszinlileg szamos receptor (CD58-CD2, CD27-CD70,
LFA1-CD54) és citokin (pl. IL2) hatas eredSjeként valésul meg®™. B-sejtes nHL
csontveldi infiltracidja esetén a stromasejteken CD40 expressziot észleltek® .
Kimutattuk, hogy CLL-sejtek hatasara is fokozodik a BMSCs CD40 expresszioja,
amely elésegitheti a BMSCs-T-sejt kapcsolodast. CD40 antigént hordozo dendritikus
sejtek CD40L hatasara kifejezik a B7 molekulat és T-sejt aktivalo citokineket

szekretalnak'®.
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KOVETKEZTETESEK

Csontveld aspiratumbol izolalt mononuklearis sejtjekbdl atlagosan 6 hét alatt
stroma sejt kultira hozhatd létre, mely érett, hemopoetikus sejtek in vitro
tenyésztésre alkalmas. Fiatalabb donorok aspiratumabol jelentdsen tobb
csontvel6i stromasejt képzodik.

BMSCs hatasara in vitro a CLL sejtek kiilonésen az aktivacios és adhézios
antigének kifejezédését fokoztak. (Uj megallapitas)

A csontveldi mikrokdrnyezet in vivo is fokozza a CLL-sejtek felszinén a CD49d
antigén kifejezédését. (Uj megallapitas)

A sCD40L gyenge, addicionalis hatéast fejtett ki a BMSCs-n tenyésztett CLL-
sejtek immunfenotipusara és génexpresszidjara.

IL4 hatésara jellegzetesen valtozé immunfenotipus és a fokozodd IRF4 gén
kifejezddése plazmasejt iranyu differencialodasra utalhat. (Uj megallapitas)

Az IL2 és IL10 kombindcidja is fokozta a legtobb antigén kifejezddését, de ezek
a sejtek proliferacios képességétol fiiggetlenek voltak.

A periférias vérben osztédd CLL-sejtet nem tudtunk kimutatni.

In vitro CLL-sejt osztodast csak a BMSCs, sCD40L, IL2 és IL10 citokin
kombinacio segitségével tudtunk kivaltani.

A CLL-sejtek in vitro indukalhatd osztodasi képessége legjobb korrelacidt a
thrombocytopenia-val mutatott. (Uj megallapitas)

CLL-sejtek felszinén proliferacio specifikus antigén kifejez6dést nem sikertilt
Kimutatni.

A BMSCs részleges védelmet biztositottak a CLL-sejteknek az apoptozistol.

A kedvezétlen prognozisi CLL-esetek sejtjei jobb talélést mutattak in vitro
médiumban, mint a kedvezd prognozisu esetek sejtjei. (Uj megallapitas)

Az alkalmazott citokinek nem javitottak jelent6sen a CLL-sejtek in vitro
tulélését.

CLL-sejtek javitottak a BMSCs antiapoptotikus tulajdonsagait az ICAM-1
kifejezédés és citokinek (IL6, IL8, IL1P) szekrécidjanak fokozédasaval. (Uj

megallapitas)
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VIII. OSSZEFOGLALAS

A krénikus lymphocytas leukémia (CLL) az érett B-sejtek daganatos megbetegedése. A
CLL-sejtek tulélésért és osztodasaért is valoszintileg mikrokornyezeti hatasok felelsek.
Munkdam célja a csontveldi stroma és CLL-sejtek kozotti azon kolcsonhatasok
vizsgalata volt, melyek a CLL-sejtek talélését javitjak, valamint egy in vitro
pseudofollikulus modell létrehozasa, hogy a CLL-sejtek viselkedése és a klinikai

lefolyésa kozotti 6sszefiiggést tanulmanyozzam.

A Kkisérletek sordn 21 kiilonb6z6, CLL-ben szenvedd beteg periférids vérébol izolalt
CLL-sejteket tenyésztettem médiumban vagy allogén eredetli, normalis csontvel6i

stromasejteken (BMSC) kiilonb6z6 citokin kombinaciok jelenlétében.

Eredményeink alapjan a stromasejtek csokkentették a CLL-sejtek apoptozisat,
ICAM ¢és CD40 mRNS-ek expressziojat, a CLL-sejtek felszinén pedig jelentdsen
emelkedett a CD18, CD49d antigének kifejezddése, melyek ligandként szolgalnak az
ICAMI1 és VCAMI adhézios molekuldknak. Periférias vérrel 6sszehasonlitva csontveld

aspiratum CLL-sejteken magasabb CD49d expressziot mutattunk Ki.

Kisérleteim soran tobb kiilonbséget is taldltam az indolens és progressziv esetekbdl
szarmaz6 CLL-sejtek tulajdonsagaiban; csak a progressziv esetek CLL-sejtjeit tudtuk
proliferaciéra indukalni stromasejteken tenyésztve sCD40L/IL2/IL10  citokin
kombinaci6 segitségével. Az o0sztodd képesség legjobb klinikai eldrejelzdje a
thrombocytopenia volt. A progressziv esetekbdl szarmazd CLL-sejtek médiumban
sokkal jobb tulélést is mutattak, mint az indolens esetekbdl izolalt sejtek.

Az IL4 indukalta az IRF4 kifejezédését €s egy olyan antigén mintazat megjelenését,
mely leginkabb plazmasejt irdnyu differenciadlodasra utalhat.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatd, hogy csontveldi eredetli stromasejtek
javitjak a CLL-sejtek talélést és a CLL-sejtek képesek fokozni a csontvel6i stromasejtek
mellett az eltér6 proliferacios képesség is felelés, mely thrombocytopéniaval és

anaemiaval jar6 csontveld elégtelenségben nyilvanul meg.
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IX.  SUMMARY

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a malignancy of mature B-lymphocytes. The
prolonged life span and proliferation of CLL cells in vivo are assumed to depend on the
surrounding microenvironment.

My aim was to study the molecular interactions between CLL cells and their
surrounding stroma to identify factors that help CLL cells to resist apoptosis and to
establish an in vitro model for pseudofollicles to characterize the behavior of CLL-cells
in relation to clinical courses with different outcomes.

Sorted CLL cells from 21 patients were cultured in vitro on allogenous, normal bone

marrow stromal cells (BMSCs) in the presence/absence of different cytokines.

The interaction between CLL cells and BMSCs rescued CLL cells from apoptosis,
whilst BMSCs showed a significant increase in IL8, IL6 secretion and up-regulated the
expression of ICAM-1 and CD40 mRNA. In turn, CLL cells significantly up-regulated
the expression of CD18 and CD49d that are ligands for the critical adhesion molecules
on BMSCs. We found a significantly higher expression of CD49d on CLL cells in bone

marrow aspirates compared to peripheral blood CLL cells in patient samples.

We found more differences in the characteristics of CLL-cells from progressive and
indolent cases; only CLL-cells from progressive clinical cases were inducible to
proliferate by a combination of soluble CD40L/IL-2/IL-10 in co-culture with stromal
cells. Lower platelet counts predicted most reliably the proliferation capacity.
Furthermore, CLL-cells from clinically indolent cases had a far worse survival rate in
medium than the cells from poor prognostic cases.

IL-4 increased interferon regulatory factor-4 expression and induced a specific
immunophenotype, which may imply plasmacytic differentiation.

Thus, we can conclude that BMSCs improved the survival of CLL-cells and CLL-cells
exert a strong effect on BMSCs in favour of their own apoptosis resistance. Along with
these results, not only a different resistance to apoptosis, but also proliferation
contributes to the progression of CLL resulting in bone marrow failure with

thrombocytopenia and anemia.
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