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Bevezetés

A Kroénikus lymphocytas leukémia a felndttek leggyakoribb leukémidja a nyugati
orszagokban, melyet az érett B-sejtes tumorok kdzé sorol a WHO klasszifikacio. A
CLL a sejtek cytologiai képe, immunfenotipusa, génexpresszids profilja alapjan
egyforma betegségnek latszik, de a klinikai lefolyasa rendkiviil valtozatos. A betegség
progndézisat a diagndziskor befolyasolja a tumor tomeg, genetikai eltérések, jelatviteli

(ZAP70) és adhézios fehérjék (CD38, CD49d) kifejezédése.

A CLL pathogenézisében foleg az apoptdzis rezisztencia, de az osztodas is szerepet
jatszik. A CLL-sejtek tulélésért és osztodasaért mikrokornyezeti hatasok is felelések.
In vitro sejtkultira médiumban tenyésztve a CLL-sejtek gyorsan pusztulnak, de
csontveldi eredetii stromasejtek (BMSCs) és egér fibroblasztok is kozvetlen adhézid
és citokinek révén javitjak a CLL-sejtek tulélését. A CLL-sejt proliferacié az un.
pseudofollikulusokban torténik. A Pseudofollikulusokat stroma sejtek, osztodo CLL-
sejtek és veliikk interakcioban aktivalt (CD40 ligandot expresszald) T-lymphocytak
alkotjak. In vitro koriilmények kozott CD40L és kiilonbozé T-sejt eredetli citokinek

képesek a nyugvd CLL-sejtek proliferaciojat indukalni.

Célkitiizések

1. Csontvel6i stromasejt kulturak 1étrehozasa és vizsgalata

2. CLL pseudofollikulus in vitro modellezése: csontvel6i stromasejt
kultirakban CD40 ligand és kiilonb6z6 citokin kombinaciok CLL sejtekre
gyakorolt hatasanak vizsgalata

3. CLL-sejtek kiilonb6z6 proliferacios és tulélési képességeinek feltarasa a
pseudofollikulusok in vitro modelljében

4. CLL-sejtek csontvel6i stromasejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata



Modszerek

21 CLL-ben szenvedd beteg periférias vérmintait vizsgaltuk az in vitro kisérletekbe,

ill. 15 beteg csontveld és periférias vérmintait klinikai mérésekben.

A BMSCs kultarakat kezeletlen betegek normalis csontveld aspiratumaibol izolalt

mononuklearis sejtekb6l alapitottuk és atlagosan 6 hétig tenyésztettiik 6ket.

Vizsgaltuk a BMSCs immunfenotipusat, citokin szekréciojat aramlasi cytometriaval és

génexpresszios tulajdonsagait real-time PCR-ral.
A CLL-sejteket periférias mononuklearis sejtek koziil izolaltuk.

A CLL-sejteket kiilonb6zd sejtkultira feltételek kozott tenyészettiik: 1. BMSCs fedett
lemezeken, 2. BMSCs és sCD40L, 3. BMSCs, sCD40L és 1L4, 4. BMSCs, sCD40L,
IL2 és IL10, 5. DMEM médiumban, 6. médium és sCD40L, 7. médium, sCD40L és
IL4, 8. médium, sCD40L, IL2 és IL10. A sejteket 84 ora inkubalds utan arattuk.

A tenyésztés eldtt és utan vizsgaltuk sejtek immunfenotipusat, néhany gén
expressziojat real time PCR-ral, a proliferaciot multiparaméteres DNS analizissel, a

tulélést sejtszam és az apoptotikus frakcid meghatarozassal.

Eredmények
BMSC:s kulturak létrehozasa és jellemzése

Csontvel6i aspiratumok mononukledris sejtjeibdl FCS tartalmi médiumban egyéb
kiegészitok nélkiil 4-6 hét alatt érett, monolayert alkoto6 BMSCs tenyészetek fejlodtek

ki. Fiatalabb donorok csontvel6i mononuklearis sejtjeibél jelentsen tobb csontvelbi
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stromasejt képz6dott. A BMSCs VCAM-1, ICAM-1 adhéziés molekulak, valamint az
IL6, IL8 citokinek és CXCL12 kemokin génjeit is magas szinten fejezték ki. A CD40,
IL-1B, TNFa mRNS is kimutathat6 volt benniik, de 1ényegesen alacsonyabb szinten.
A génexpresszios eredményeknek megfeleléen az IL6, IL8 citokineket nagy

mennyiségben szekretaltak.

BMSC:s és citokinek CLL-sejtekre gyakorolt hatasai

BMSCs hatasara a CLL sejtek a vizsgalt antigének tobbségének expresszidjat
fokoztak, kiilonosen a CD23, CD69 aktivacios antigéneket, a HLA-DR, CD86
koreceptorokat és CD54 (ICAM-1), CD49d adhézios antigéneket. A B-sejt jellegért

felelos PAXS gén expresszidja viszont csokkent.

Az in vitro eredmények megerdsitéséhez sszehasonlitottuk a csontveld és periférias
vér CLL-sejtek CD49d expresszidjat. A csontvel6i sejtek normalizalt CD49d

expresszidja mindig magasabb volt, mint a periférias vér CLL-sejtjeinek.

A sCD40L csak gyenge addicionalis hatast gyakorolt a BMSCs-n tenyésztett CLL-
sejtek immunfenotipusara és gén expresszidjara. Az antigének koziil a CD11¢, CD18,
CD40, CD54 és HLADR kifejezddése indukalodott, mig a CD20 és CD184

kifejezodése csokkent.

A BMSC-n sCD40L jelenlétében tenyésztett CLL-sejteken IL4 hatasara dramai
modon fokozodott a CD23, CD40, CD54, CD86 antigének kifejez6dése, mig a CD45,
a B-sejt specifikus antigének CD19, CD20, adhézids antigének CD49d, CD44 és a
kemokin receptor CD184 (CXCR4) viszont csokkent, valamint nem valtozott a
CD138 antigén expresszioja. IL4 hatasara jelentésen ndt az IRF4 mRNS ¢és az IRF4
fehérje expresszidja a CLL-sejtekben. A PAX5 és Blimpl gének kifejez6dése nem

valtozott.



IL2 és IL10 hatasara a vizsgalt adhézids antigének tobbségének -CD1lc, CD18,
CD44, CD49d, CD54- expresszidja fokozddott, mig a SDF-1 receptor CD184

kifejezddése csokkent.

CLL-sejtek kiilonb6zo proliferacios és tulélési képességeinek feltarasa

A 21 vizsgalat CLL eset egyikében sem tudtunk oszt6do sejteket kimutatni a periférias
vérben. Az alkalmazott sejtkultura koriilmények koziil csak a sCD40L, IL2 és IL10
koktél” valtott ki 8 esetben osztddast a BMSCs-n tenyésztett CLL-sejtek kozott.
Mindegyik thrombocytopénids esetbdl izolalt CLL-sejt képes volt osztddni. Két olyan
esetbdl szarmazd CLL-sejtek is osztddtak, ahol a thrombocytaszam a normal
tartomany alsé hataran helyezkedett el (140-166 G/I). A sejtciklus S és G2/M
fazisaban 1€vo sejtek aranya 0,7-7.8% kozott valtozott a tenyésztés végén. Az osztdédo
sejtek szamos adhézids molekulat és T-sejt koreceptort intenzivebben fejeztek ki, de a
kapuzott S+G2/M és GO0/G1 fazisu sejtek immunfenotipusa minden vizsgalt antigén
esetében atfedett, igy a kiillonb6zo antigén intenzitasok alapjan az oszt6dd populacio

nem kiilonboztethetd meg.

A BMSCs in vitro csokkentették a CLL-sejtek spontan apoptdzisat. BMSCs nélkiil
sejtkultira médiumban a proliferaciora képes CLL-sejtek és a nem osztddo sejtek azon
csoportja, amelyik csirasejtvonal 1gVy és/vagy 5x10%/ul feletti periférias lymphocyta
szammal rendelkeztek sokkal jobb tilélést mutattak, mint az osztédasra nem képes
sejtek masik csoportja. A kiilonboz6 citokinek (sCD40L, 1L4, IL2+10) 6nmagukban
¢és kombinacioban is nagyon heterogén modon befolyasoltak a CLL-sejtek tulélését

mind a BMSCs-n, mind a médiumban



CLL-sejtek csontvel6i stromasejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata

CLL-sejtek jelenlétében a BMSCs-ben szignifikansan emelkedett az ICAM1 és CDA40,
mig nem valtozott a VCAMI1 és CXCL12 mRNS kifejezddése. CLL-sejtek hatasara
jelentésen nott a feliiliszoban az IL8, IL1B és TNFa szintje is. Az IL6 szekréciod is
nétt, de ez nem érte el a statisztikai szignifikancia hatarat. A BMSCs ¢és CLL-
sejtekben a citokin mMRNS-ek meghatarozasaval kKimutattuk, hogy az L1, IL6 és IL8
foleg a BMSCs-b6l, mig a TNFa szekrécid a CLL-sejtekbdl szarmazott.

Kovetkeztetések

1. Csontvel6 aspiratumbdl izolalt mononuklearis sejtjekbdl atlagosan 6 hét alatt
stroma sejt kultara hozhatd 1étre, mely érett, hemopoetikus sejtek in vitro
tenyésztésre alkalmas. Fiatalabb donorok aspiratumabdl jelentdsen tobb
csontveldi stromasejt képzodik.

2. BMSCs hatasara in vitro a CLL sejtek kiilonosen az aktivacios és adhézids
antigének kifejezodését fokoztak.

3. A csontvel6i mikrokornyezet in vivo is fokozza a CLL-sejtek felszinén a
CDA49d antigén kifejezodését.

4. A sCD40L gyenge, addicionalis hatast fejtett ki a BMSCs-n tenyésztett CLL-
sejtek immunfenotipusara és génexpressziojara.

5. IL4 hatéasara jellegzetesen valtozd immunfenotipus és a fokoz6dd IRF4 gén
kifejez6dése plazmasejt iranyt differencialodasra utalhat.

6. Az IL2 és IL10 kombinacidja is fokozta a legtobb antigén kifejezédését, de
ezek a sejtek proliferacios képességétol fiiggetlenek voltak.

7. A periférias vérben osztddd CLL-sejtet nem tudtunk kimutatni.

8. In vitro CLL-sejt osztoédast csak a BMSCs, sCD40L, IL2 és IL10 citokin

kombinacio segitségével tudtunk kivaltani.
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10.

11.
12.

13.

14,

A CLL-sejtek in vitro indukalhato osztodasi képessége legjobb korrelaciot a
thrombocytopenia-val mutatott.

CLL-sejteken felszinén proliferacio specifikus antigén kifejez6dést nem
sikeriilt kimutatni.

A BMSCs részleges védelmet biztositottak a CLL-sejteknek az apoptdzistol.
A kedvezétlen progndzisi CLL-esetek sejtjei jobb tulélést mutattak in vitro
médiumban, mint a kedvezd prognozisu esetek sejtjei.

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

CLL-sejtek javitottak a BMSCs antiapoptotikus tulajdonsagait az ICAM-1
kifejezddés és citokinek (IL6, ILS8, IL1pB) szekrécidjanak fokozddasaval.
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