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Bevezetés

A bér és a nyalkahartyak alkotjak a szervezet els¢ védelmi vonalat a kérokozok
bejutdsaval szemben. A mikrobidlis patogéneket ezeken a védelmi vonalakon torténd
atjutasuk utdn az immunrendszer sejtjei juttatigk el a szomszédos masodlagos
nyirokszévetekbe, ahol a fehérvérsejtek - a korokozék megkotését kovetben - kuldonbdzé
tipust immunvélaszokat alakitanak ki (1), (2).

A masodlagos nyirokszovetek (igy a l1ép, nyirokcsomdk és a Peyer-plakkok) a szliletés
elétt fejlédnek ki. Ezen kivul a bélnyalkahartya védelmében részt vevd egyéb nyirokszoveti
szervez6dések, pl. a kriptoplakkok (CP) egy masik csoportot alkotnak, amik a sziletést
kévetéen alakulnak at izolalt nyiroktiszévé (ILF) (3). Ezekkel a mostanra részletesen
megismert nyirokszovetekkel szemben a savOs hartydk immunologiai védelme jérészt
feltaratlan, bar ezen fellletek szamos hasliregi szervet boritanak be és nagy szadmban
tartalmaznak B-1 B-sejteket (4).

Ugyan a zsirszovetek altalanosan elfogadott élettani szerepe az energiaraktarozas,
szamos kutatdcsoport szamolt be a zsirszévetekben el6forduléd nyirokszévetek helyi
immunvalaszok kialakitasaban jatszott szerepérdl (5-7). Ezekre a zsirszbvetbe agyazott
nyirokszoveti struktarakra a diffiz szerkezeti elrendezédés jellemz6, amiben a fehérvérsejtek
megtelepedését a CXCL1 és CXCL13 kemokinek segitik el6 (5-8).

A csepleszt (omentum) sebészi megfigyelések alapjdn régéta a hasilreg
feligyeldjének tekintjuk, ahol a tejfoltok (milky spot — MS) jatsszak az elsédleges szerepet az
immunoldgiai ellenérzésben (9). A MS képletek gazdagon erezett, szamos fehérvérsejtet
tartalmazé struktlrak, amikben a B-1 sejtek természetes antitesteket termelnek (10-13). A
koézelmultban ismerték fel a zsir-asszocialt nyirokszdveti csoportosulasokat (fat-associated
lymphoid clusters — FALC) amikben a 2. tipusu velesziletett limfoid sejtek (ILC2) fontos
szerepet jatszanak a B-1 sejtek helyi osztodasaban (14, 15).

A B-sejtek az adaptiv immunitas kitintetetten fontos résztvevéi. Ennek részeként a B-
1 sejtek nagy részben természetes antitesteket termelnek, mig a B-2 sejtek fontos szerepet
toltenek be az antigén-prezentacioban, immunszabalyozasban és antigén-specifikus
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ellenanyag-termelésben (16, 17). Az antigén-stimul&cié mellett a B-sejt 6sszetétel az egyén
Oregedése soran is valtozik. Ennek kévetkeztében az 6regedéshez kapcsolédd B-sejtek (age-
associated B cells — ABC) jelennek meg, amik nagyszamu eléfordulasa jellemz6 az SLE-re
hajlamos egerekben (16-20). A CD11c pozitiv/T-bet"" ABC populacié a lép T/B z6na
hatartertletén mutathaté ki (21, 22). Fenotipusuk, genotipus-jellemzéik és klinikai
jelentéségik miatt a B-sejt differencidlodas és antigén-stimulaciot kdveté B-sejt alcsoportok
megoszlasanak vizsgalata fontos ismereteket nyujthat, és el8segitheti B-sejtes daganatok
korfolyamatainak a megértését is.

A cseplesz MS és FALC terlleteiben nem csak fehérvérsejtek, hanem kilénb6z6
daganatsejtek, igy petefészek-tumor sejtek is felhalmozddhatnak attétképzés soran vagy
hasuregi oltast kdvetéen (23—-25). Ezen kiviil a neutrofil granulocitédk altal képzett neutrofil
extracellularis halék (neutrophil extracellular traps - NETS) is kimutathatok a petefészek-
daganatok premetasztatikus helyein, ami altaldban rossz prognézissal jar. Ezek a jelenléte a
tumorsejtek, stromalis 6sszetevék és fehérvérsejtek kozotti komplex kélcsdnhatasra utal a
tumor-névekedés soran (26).

Korabbi munkankban egy egérben kialakult spontan high-grade B-sejtes limféma
(Bc.DLFL1) vizsgalata sordn ezen sejtek nagyfokban korlatozott megtapadasat és in vivo
ndvekedését figyeltiik meg a hasi nyirokcsomdkban és a Iépben. Kutatasaimban a Bc.DLFL1
sejtek és normal B-sejtek szerozalis megtapadasi helyeit azonositottam, és vizsgaltam a
zsirszdveti megtapadas soran fellépd citokin-valtozasokat. Ennek soran kilénb6z6 hasuregi
zsirszoveti terlleteken kimutattam egy U(j szerkezeti képlet, a leveles nyirokszovegi
aggregatum (Foliate lymphoid aggregates — FLAQ) jelenlétét. Emellett tanulmanyoztam a
Bc.DLFL1 sejtek eredetét. Tézisemben ezeknek az eredményeit foglalom 6ssze, és tovabbi
lehetséges kutatési irAnyokat mutatok be a szerozalis limfocita-homeosztazis és daganat-

megtapadas vizsgalatara.



Célkitiizés
A kutatasaink célja az alabbiak vizsgalata volt:
e A zsirszdvet-asszocialt nyirokszovetek tipusai és szerkezeti jellemzdi
¢ A Bc.DLFL1 és normal B-sejtek hasiregi-szerozalis megtapadasi folyamata;

e A Bc.DLFL1 sejtek jellemzdinek és eredetének meghatarozasa;

o A zsirszoveti alapallomany atalakuldsa a B¢c.DLFL1 limfoma sejtek infiltracidja soran.



Anyagok és mddszerek
1. Egerek

8-10 hetes BALB/c és BALB/c®*¢™ Tg egereket hasznaltunk, amiket az Immunolégiai
és Biotechnologiai Intézet SPF és konvencionalis allathazaban tartottunk fenn. A Prox-1-GFP
riporter egereket Jakus Zoltas (SE) bocsajtotta rendelkezésiinkre. A KikGR egereket (27) a
nyirokcsomé szuszpenzié hasulregi oltasaval tartottuk fenn (28). Az Aallatkisérletek az

Allatkisérletes Tudomanyos Etikai Tanacs (ATET) altal kiallitott engedélyek alapjan torténtek.

2. Aramlasi citometria és szortolas

A Bc.DLDL1 és A20 limfoma sejteket fluorokrom-jeldlt ellenanyagokkal inkubaltuk.
Intracellularis jelbléshez a sejtfelszini markerekkel reagald antitestekkel valé inkubalast
kovetben a sejteket fixaltuk és permeabilizaltuk, majd T-bet és Blimp-1 transzkripciés
faktorokkal szembeni antitestekkel inkubaltuk. A mintakat BD FACSCalibur és CellQuest Pro
szoftver segitségével elemeztik.
Az IgVu szekvenaldshoz a Bc.DLFL1 limféma sejteket nagysag €s granularitas (FSC/SSC)
valamint B220 marker expresszio alapjan Bio-Rad S3e szorterrel tisztitottuk, majd mRNS-t

izolaltunk.

3. Bc.DLFL.1 Ig Vh szekvencia analizis

A tisztitott Bc.DLFL1 sejtekbdl NucleoSpin RNA XS kittel telies mRNS-t izolaltunk. Ezt
koévetéen High-Capacity cDNA Reverse Transcription kittel cDNS-t szintetizaltunk. A végpont
PCR-t Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler berendezésen DreamTaq TM Green PCR
Master Mix felhasznaldsaval végeztik el. A PCR termékeket BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction v1.1 kit felhasznalasaval AB 3500 Genetic analizatorral

szekvenaltuk, és az IMGT/HighV-QUEST platformon elemeztiik.

4. Whole-mount és szoveti immunhisztokémia és immunfluoreszcencia
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Teljes bél whole-mount immunhisztoldgiai vizsgélatainkhoz a teljes bél komplexet
(nyel6cs6tdl a felszalld vastagbélig) 4%-of paraformaldehidben fixaltuk, majd 3 percig
hematoxilinben festettik. Ezt kdvetéen a megfelelé bélfodor és cseplesz részeket
mikrodisszekciéval izolaltuk. Immunhisztokémiai vizsgélatokhoz a szévetmintakat 0,1% fenil-
hidrazin oldatban kezeltik, majd 5% borju szérum albuminnal (BSA) telitettiik. A mintakat
kllénbdzb egér nyirokszdveti antigénekkel szembeni patkany monoklonalis antitestekkel
inkubdltuk, majd mosast kovetéen a kotédést HRP-jelolt kecske anti-patkany antitesttel
mutattuk ki diamino-benzidin (DAB)-H.O. szubsztrattal. Immunfluoreszcens eljaras soran
kilénb6z6 fluorokromokkal jeldlt patkany monoklonalis antitesteket hasznaltunk, a kotédést
Olympus FluoView FV1000 LSC mikroszképpal vizsgaltuk.

A hasi nyirokcsomékon végzett immunhisztokémiahoz Bc.DLFL1-oltott egerek mintaibdl Leica
CM1850 kriosztattal 8 um-es fagyasztott metszeteket készitettiink, majd azokat szaritas utan
hideg acetonnal fixaltuk. A metszetek fenil-hidrazinos kezelése majd 5% BSA-telitése utan
kulonboz6 monoklonalis antitestekkel inkubaltuk nedves kamraban. Mosast kovetéen az
antitestek kotédését HRP-konjugalt kecske anti-patkany IgG-vel detektaltuk DAB-H20-
szubsztrattal, hematoxylin magfestéssel kiegészitve. Kettés immunfluoreszcens jeldléshez
FITC-konjugalt és biotinalt monoklonalis antitesteket hasznaltunk, utdbbit fikoeritrin-
streptavidin (PE-StrAv) konjugatummal mutattuk ki.

GFP és gp38 kombinalt kimutatdsahoz a bélfodort paraformaldehid-fixalas utan 30%-0s
szukréz-oldatban inkubaltuk. Fagyasztast kdvetéen 20 ym vastag metszetet készitettlink,
majd szaradas utan PE-jeldlt anti-gp38 antitesttel inkubaltuk. Mosas utan a metszeteket
Hoechst-33342 tartalmi 50%-0s glicerinben fedtiik, majd Olympus Fluoview FV-1000 LSC

mikroszkopban vizsgaltuk.

5. Transzmissziés elektronmikroszkdpia

Az eltavolitott beleket és a bélfodor FLAg képleteit 4%-of pufferolt paraformaldehidben
fixaltuk, majd PBS-es mosast kovetéen 2%-os glutaraldehidben utéfixaltuk. Etanolos
viztelenités majd két oranyi 1%-0s ozmium-tetroxid kezelés utan a mintakat Polybed/Araldit
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6500 keverékkel beagyaztuk. Az 1 um félvékony metszeteket toluidin-kékkel festettik. Az
ultravékony metszeteket uranil-acetattal és 6lom-citrattal kontrasztositottuk és H-7600 Hitachi

elektronmikroszkoppal vizsgéltuk.

6. Sejt jel6lés és transzfer

A20 és Bc.DLFL1 (28) sejteket 5mM CFSE vagy 10mM CellTrace Far Red (CTFR)
intracellularis fluoreszcens festékekkel jel6ltiink (29). BALB/c egér Iépbél FITC-jeldlt anti-Thy-
1/CD90 és anti-FITC paraméagneses gyongytkkel MACS eljardssal depletaltuk a T-sejteket
normal B-sejtek tisztitasahoz. Infravoros kozeli (NIR) fluoreszcenciahoz lipofil XenoLight DIR

festéket hasznaltunk. A festékek kimosasa utan a jel6lt sejteket intraperitonealisan oltottuk.

7. NIR fluoreszcens képalkotas

A MACS-tisztitott B-sejteket vagy Bc.DLFL1 sejtek megtapadasat XenoLight DIR
jelolést és intraperitonealis oltast kdvetéen IVIS Lumina Il képalkot6 berendezéssel vizsgaltuk.
A Bc.DLFL1 sejtek in vitro szdvetei kotédését Bio-One CELLSTAR lemezen vizsgaltuk. Az

adatokat Living Image programmal dolgoztuk fel és értékeltik.

8. KikGR fotokonverzid és kompetitiv megtelepedés

A BALB/c alapra visszakeresztezett KikGR egérbdl eltavolitott nyirokcsomokat
szobahémérsékleten fotokonvertaltuk (KikR), majd mechanikai Gton feltartuk, és nem
fotokonvertalt (KikG) sejtekkel 1:1 (KikR/KikG) aranyban elegyitettiik, melyeket el6zéleg anti-
L-szelektin (MEL-14) monoklondlis antitesttel kezeltiink. A sejt-keveréket a farokvénan

keresztil intravénasan oltottuk (30).

9. Limféma-hordoz6 egerek BAFF-receptor blokkolé kezelése
BALB/c egereket intraperitonedlisan oltottunk B¢c.DLFL1 sejtekkel, majd 3 naponta 100

ug mBR3-lg szolubilis BAFF-receptorral, illetve kontrol egér IgG1 monoklondlis antitesttel



oltottuk intravénasan (Genentech, USA). A kezelést a 18. napig folytattuk, mikdzben az allatok

elhullasat naponta ellenériztuk.

10. A Bc.DLFL1 sejtek in vitro tenyésztése és ZsGreenl fluoroprotein lentivirdlis
transzdukcioja

Bc.DLFL1 sejteket 6-lyuku szOvettenyészté lemezeken peritonedlis mosassal
eltavolitott makrofagokra tettiink, majd 10% FCS, 2 mM GlutaMax és 5x10° M p-
merkaptoetanol hozzaadasaval tenyésztettuk.
Az EF1a promoter altal iranyitott ZsGreen1-kodold, VSV-G-kifejezd lentiviralis vektor 20 MOI
ddézisban torténé hozzaadasaval a limfoma sejteket egy éjszakan keresztil fertéztiik, majd a
legintenzivebb zold fluoreszcenciat mutaté stabilan transzfektalt 10%-nyi Bc.DLFL1756reent

populaciot Bio-Rad S3e szorter segitségével izolaltuk és tenyésztettik in vitro.

11. A Bc.DLFL1 #€" |imféma sejtek in vivo nyirokszoveti megtapadasa
A Bc.DLFL1%sCreent gejteket intravénasan oltottuk, majd 12 oraval kés6bb a sejtek
megoszlasat a lépben Alexa Fluor 647-jelolt anti-B220 és anti-MARCO antitestekkel

vizsgaltuk fagyasztott Iépmetszetek immunfluoreszcens jeldlésével.

12. A limfomas szdvetek citokin-termelésének vizsgalata és meghatarozasa multiplex R&D
citokin-panel eljarassal

A limféma-hordoz6 és normal egerek cseplesz, bélfodor és hasi nyirokcsomé-mintait
Bc.DLFL1-hordozé, termindlis allapotban 1évd egerekbdl tavolitottuk el, a szoveteket T-PER™
Tissue Protein Extraction reagenssel kezeltik proteaz-gatlok jelenlétében. A szdvet-
extraktumokkal Proteome profiler™ Array Mouse XL Cytokine Array Kit nitrocellul6z
membranokat inkubaltunk a kit leirasanak megfeleléen. Az immunreaktivitds mértékét
kemilumineszcens eljarassal LAS 4000 berendezés és program segitségével hataroztuk meg
180 mésodperces expozicié soran, az egyes intenzitasokat Image J programmal hataroztuk
meg. A normalizalt adatkészleteket a pheatmap programcsomag segitségével abrazoltuk.
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13. Kvantitativ RT-PCR

Az agyeéki nyirokcsomokbol, csepleszbdl és bélfodorbdl NucleoSpin hasznalataval
telles mMRNS-t tisztitottunk. High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit segitségével
cDNS-t készitettlink. A PNAd vazfehérjék és a MECA-79 glikoepitop kialakitasaban szerepld
glikozilaciés enzimek mMRNS meghatarozdsara a RT-PCR amplifik&ciot Applied Biosystems
PRISM 7500 készuléken végeztik duplikdtumban, SYBR Green primerek felhasznalasaval

(31).

14. Statisztikai értékelés

A kapott adatokat SPSS 22.0 (IBM) segitségével értékeltik. Az adatok
normaleloszlasat Shapiro—Wilks teszttel ellenériztiik. Normal mintaeloszlas esetében t-tesztet,
nem normaleloszlas esetében Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk két csoport
Osszehasonlitasara. Az adatokat az atlag és + SEM forméban 4brazoljuk. A p érték < 0.05
esetében tekintettik az egyes adatcsoportokat szignifikansan eltérének.
A BAFF-R kezelés T/B megoszlasra kifejtett hatdsanak statisztikai értékelésére student’s T-
tesztet és GraphPad Prism 5 programot haszndltunk, ahol a statisztikailag szignifikans
kilonbségnek a p érték <0.001 tekintettiik. A hibasavok a standard atlag hibat jelzik. A Kaplan-

Meier talélési gorbét GraphPad Prism 5 (p<0.01) segitségével dbrazoltuk.



Eredmények
1. A FLAg képletek, mint a bélfodor nyirokelvezetéséhez kapcsolodd U] szerozdlis
nyirokszoveti variansok

A Bc.DLFL1 high-grade B-sejtes limféma BALB/c egerekben a hasi nyirokcsomora s
Iépre korlatoz6dé modon terjed. Nem ismert, hogy a korai megtapadas milyen szoévetei
Osszetevdket érint. XenoLight DiR-jeldlt limféma sejtek beadéasa utan 4 6raval megfigyeltik,
hogy a cseplesz mutatja a legerésebb fluoreszcens szignalt, mig kis fokalis elrendez6dést
mutato jelforrdsok a bélfodor zsirszdvetében is kimutathatok, a két jelforras 6ssz-intenzitasa
k6zott nincs szignifikans kilonbség. Meglepd maédon a lIépben és a hasi nyirokcsomdban nem
volt korai megtapadashoz kothet6 jelolédés. Whole-mount immunhisztokémiai eljarassal a
CFSE-jel6lt limfoma-sejtek anti-FITC antitesttel torténé kimutatasa a NIR képalkotassal nyert
elrendez6déshez hasonlé mintazatot mutatott. Tisztitott normal B-sejtek haslrregi beoltasa a
Bc.DLFL1 limféma sejtekhez hasonlé megoszlast eredményezett.
Sztereomikroszkopos vizsgalatokkal a limféma-koté képletek kozott levélszerl
képz6dményeket talaltunk, amelyek vagy kozvetlenul a bélfodor zsirszévetéhez, vagy egy
nyél kdzvetitésével a haslregi hashartya-tasakhoz (bursa omentalis) kapcsolddtak. Hasonlo
struktarakat C57BI/6J egerekben is azonositottunk.
Immunhisztokémiai mddszerekkel az egész FLAg terilletén intenziv CD45 kifejez6dést
figyeltink meg, mig CD90/Thy-1.2 jeldléssel els6sorban a FLAg centralis részén volt kifejezett
reaktivitas. Ezzel ellentétben whole-mount fénymikroszkdpos immunhisztokémiai eljarassal a
B-sejtekre jellemz6 B220 kifejez6dés egyenletes megoszlast mutatott. A FLAg képletek széli
részében LYVE-1-pozitiv makrofag-csoportosulasokat figyeltink meg.
Kettés immunfluoreszcens jeldléssel konfokalis mikroszképos detektalassal megerdsitettik,
hogy a T-sejtek a FLAg centrdalis részében, mig a B-sejtek a széli részben halmozdédnak fel,
ami megfelel a CCL21 és CXCL13 kifejez6dési mintdzatnak.
Elektronmikroszkdépos feldolgozassal a FLAg tovabbi részleteit figyeltiik meg. Ezek alapjan a
FLAg képleteket egyrétegli mezotél sejtek fedik. Ez alatt a nagy denzitdsban elhelyezkedd
limfocitak kozott elszortan plazmasejtek is jelen vannak, az alapallomanyt retikularis sejtek és
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dus kapillaris-hélozat alkotja. Tovabbi immunfluoreszcens vizsgalatokkal kiterjedt fibronectin-
haldzat talaltunk a FLAg és nyél részekben egyarant. VCAM-1 kifejez6dést a nyelek mentén,
valamint a FLAg centrdlis régiojaban észleltiink. A zsirszovetekhez kapcsolédé FLAg
kapillaris-hélézatanak endotél sejtiei CD31 kifejez6dést mutatnak, amihez szakaszos
elrendez6désben PNAd-pozitivitas tarsul. Ugyanakkor a nyirokendotél sejteket azonositd
Prox-1 riporter egér FLAg képleteiben csak kevés elszort GFP-pozitiv sejtet talaltunk. Ezek

alapjan a FLAg nem tartalmaz nyirokereket.

2. Alimfocitdk hematogén megtapadasa a szerozalis nyirokszdvetekben részben PNAd-fiiggd

Kikume GR egerekbdl tisztitott limfocitakkal kompetitiv homing tesztet végeztiink el.
Medfigyeltiik, hogy az L-szelektin blokkoldséra végzett MEL-14 antitest-kezelést kdvetden a
KikG+ limfocitAk megtapadasa a periférias nyirokcsomokban nagymértékben csokkent.
Ehhez viszonyitva a bélfodorban kb. 50%-0s gatlas-hatékonysagot talaltunk. Ezt kovetden a
pPCR vizsgalatok kimutattdak a MECA-79 glikoepitop kialakitasaban résztvevé vazfehérjék és
glikozilaciés enzimek mRNS kifejez8dését, ami lehetdvé teszi a magas endotelidlis venulakon
(HEV) keresztili fehérversejt-kilépést. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szerozalis
nyirokszovetekbe tdrténd limfocita-megtelepedés az érpalyabdl részben az L-szelektin PNAd-

kotédésétdl fliggd folyamat.

3. A Bc.DLFL1 sejtek szelektiv megtelepedése a hasliregi szeroza fel6l a bélfodor nyirokerein
keresztul

CFSE-jelolt Bc.DLFL1 sejtek anti-FITC whole-mount immunhisztokémiai kimutatasa
megerdsitette a jeldlt sejtek megjelenését a bélfodor nyirokereiben. Hasonlé eredményt
kaptunk, amikor a voros fluorokrom CTFR-jelolt limféma sejteket a Prox-1-GFP nyirokér-jelold
konstrukciét kifejezd transzgenikus egér hasiregébe oltottuk. Eredményeink szerint az oltast

kovetéen 4 éran belll a limféoma sejtek elérik a bél Prox-1-pozitiv nyirokér-rendszerét.
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4. A Bc.DLFL1 sejteken megjelend intracellularis és sejtfelszini markerek a limféma sejtek
ABC B-sejt alcsoporthoz val6 kapcsolédasara utalnak.

Korabbi eredményeink alapjan a Bc.DLFL1 sejtek CD19, B220, MHC-Il és MAC-1
(CD11b/CD19) markereket hordoznak, ugyanakkor nem fejezik ki a CD21 és CD23
markereket. Ezt kdvetéan azt talaltuk, hogy a sejtek CCR7 receptort és CXCR4 receptort is
kifejeznek, ami eddigi ismeretek alapjan a CD11c markert kifejez6 idéskori B-sejtek (age-
associated B cell — ABC) egyik jellemz8 sejtfelszini molekulaja (20). Az elvégzett aramlasi
citometrias vizsgélatok igazoltdk a CD11c megjelenését a limfoma sejteken. Irodalmi adatok
alapjan a T-bet transzkripcios faktor kifejezé6dése az ABC populaciora jellemzé (18, 20, 32).
Igazoltuk, hogy a Bc.DLFL1 sejtek kifejezik a T-bet és Blimp-1 transzkripciés faktorokat.
Ugyanakkor a plazmasejtekre jellemzé CD138 nem mutathato ki, bar az ABC populéaciéban
fokozott CD80 és CD86 aktivacios markerek kifejez6dését a Bc-DLFL1 sejteken is
megfigyeltik.
talaltunk. A sejtvonal altal termelt immunglobulin az IgG2a osztalyba tartozik, ami igazolja a
nehéz lanc izotipus-valtasat. Ezek az adatok egyuttesen alatdmasztjak, hogy a Bc.DLFL1
limfébma ABC-eredetl plazmablasztbdl szarmazhat, aminek a nem teljes plazmasejt érési
stadiumat a Blimp-1 kifejez6dés és IgG2a immunoglobulin termelése igazolja, a CD138

kifejez8dése nélkil.

5. A Bc.DLFL1 sejtek a Iép extrafollikularis tertleteiben halmozédnak fel.

El6zetes eredményeink a Bc.DLFL1 sejtek extrafollikularis megtelepedési
preferencigjat vetették fel. A limfébma sejtek érzékeny nyomonkoveteséhez létrehoztuk az
intenziv zold fluoreszcenciat mutatdé Bc.DLFL1%5¢™e" sejteket. A Bc.DLFL1%¢"en sejtek
intravénas oltasat kovetdé 12 déra muilva a zold sejtek tulnyomd része a fehér pulpa
extrafollikularis részében, valamint azt a vords pulpatél elvalasztd marginalis zénaban

helyezkedik el.
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6. BAFF-R gétlas fokozza a limféma-hordozo egerek tulélését.

A BAFF (B-sejt aktivalé faktor) fontos szerepet tolt be az érett B-sejtek talélésében,
ezért vizsgaltuk a Bc.DLFL1 limféma sejtek BAFF-receptor (BAFF-R) és analogjainak (BCMA
és TACI) kifejez6dését. Eredményeink alapjan a BAFF-R TACI fokozott expressziét mutat,
mig a BCMA kifejez6désének mértéke nem tér el a normal B-sejtekhez viszonyitva.

A tovabbiakban vizsgéltuk a BAFF-R szerepét a tumor progressziojaban, aminek soran
szolubilis BAFF-R kompetitor mBR3-Fc fuzids fehérjét oltottunk intravénasan a tumor oltasat
kovetben az 1, 4, 6 és 8. napokon Kontrollként normal egér IgG1 oldatot alkalmaztunk. A 18.
napra a gatlészerrel kezelt allatok tiinyomé tébbsége tulélt, mig a kontroll IgG1 oldattal kezelt
allatok nagyobb része elpusztult. Ezen adatok alapjan a mBR3-Fc hatasara bekovetkezé

BAFF-R funkcio gatlasa szignifikans mértékben javitja a limféma-hordozo6 allatok tulélését.

7. A stroma-dsszetevbk valtozasai és szovet-specifikus citokin-megoszlas

A limfémas hasi zsirszévetek anti-B220 és anti-Ki-67 immunhisztokémiai vizsgalatai
megerdsitették, hogy a tumor elérehaladott szakaszaban a B-sejtes limfoma kitélti a bélfodor
€s cseplesz zsirszovetét. Emellett eGFP transzgenikus recipiens egerekben a limfémas
régiok gp38*/eGFP* FRC hal6zatot tartalmaznak, mig nem oltott egerekben ezek a sejtek
tipikusan az erek kérnyezetére korlatozottan helyezkednek el. A hasi nyirokcsomok, cseplesz
és bélfodor citokin-6sszetételének 6sszehasonlitasa normal és limfébma-hordozé egérben 12
citokin fokozott termel6dését mutatta ki mindharom szdvetben, mig a csepleszben és a

bélfodorban 38 azonos citokin termel6dése fokozodott.

13



A PhD kutatasaim soran elért Uj eredmények:

1. Uj nyirokszovet-varians (FLAg) létezését mutattuk ki, amik részlegesen
kompartmentalizalt szerkezettel rendelkeznek, és amik egy testbdl és egy, a testet (a
cseplesz és bélfodor zsirszévetéhez, vagy hashartyahoz) rogzité nyélbdl allnak;

2. Kimutattuk, hogy a B-sejtek és Bc.DLFL1 high-grade limfoma sejtek hastregbdl FLAg
iranyaba térténd vandorlasuk soran a LYVE-1 pozitiv makrofagokhoz kapcsolédnak, mig
a vérpalyabdl részben L-szelektin-fliggd mdédon Iépnek ki;

3. lgazoltuk, hogy kulénb6zé B-sejtes limféma sejtek a FLAg képleteken bellll kemokin-
receptor mintazatuknak megfeleléen kompartmentalizalédnak, a CCR7
kézremiikddésével a Bc.DLFL1 sejtek a CCL21-képzd centralis rész felé, mig a CXCRS5-
hordoz6 A20 sejtek a CXCL13-tartalmu periférias dvezet felé vandorolnak;

4. Kimutattuk, hogy a bélfodor nyirokkapillarisai a hasuregbe oltott B-sejtek kilépési
Gtvonalanak részét képezik;

5. lgazoltuk, hogy a FLAg-test VCAM-1-pozitiv fibroblasztok koril rendezédik el, és kiterjedt
CD31-pozitiv érhalézatot tartalmaz;

6. A Bc.DLFL1 limféma sejteket T-bet, CD11c és CXCR4 kifejez8déslik alapjan idéskori
(age-associated B cell — ABC) B-sejt szarmazékként azonositjuk, amiket a CCR7 és
CXCR4 a lép T-sejt zbna, illetve a marginalis zéna és a voros pulpa felé iranyit;

7. Kimutattuk, hogy a Bc.DLFL1 limfémaval oltott egerek tulélését a BAFF-R ligand-
kotésének gatlasa szignifikansan javitja;

8. Megallapitottuk, hogy a Bc.DLFL1 sejtek zsirszoveti kiterjedése szovet-specifikus moédon
megvaltoztatia a helyi citokin-mintazatot, és el6segiti a gp38-pozitiv retikularis

fibroblasztok expanziojat.
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