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1. BEVEZETES
A homeosztazis alapja a sejtek kozott zajlé dinamikus kommunikécid, mely lehetové teszi a

folyamatosan valtozé kdrnyezethez vald alkalmazkodast. Az integritdsunk védelmében és a
homeosztazis fenntartdsdban részt vevo sejtek lehetnek immun- és nem immunsejtek egyarant.
A védekezés két 0 aga a velesziiletett és adaptiv immunrendszer, beleértve a felismerésért, az
effektor mechanizmusokért és a regeneracidért felelos sejteket. A dendritikus sejtek (DS)
velesziiletett immunsejtek, amelyeket Steinman és Cohn 1973-ban a masodlagos limfoid
szovetek kis populacidjaként azonositott. Késobb ezeket a sejteket funkcionalisan a specifikus
immunvalaszok beinditdsaban és polarizalasaban esszencialis sejtként jellemezték. A DS-ek a
kornyezetiik dinamikus érzékelésének és mas, rezidens szdveti sejtekkel valo interakcidjanak
hala meghatarozé jelentOséggel birnak a gyulladdsos és anti-inflammatoérikus valaszok
szabalyozasa soran. Az egyik ilyen legfontosabb szdveti rezidens sejt, a mezenchimalis Os-
vagy sztromasejt (MSC). A DS-ek és MSC-ek kozott zajldé kommunikécid részleteinek
megismerése hozzajarulhat a kiilonbozd betegségek mogott alld6 molekularis mechanizmusok
megértéséhez. Noha szamos tanulmany vizsgalta mar a két sejttipus egymasra gyakorolt
hatasat, az eredmények gyakran ellentmondasosak. Ennek hatterében az egyén, a szovetek vagy
a sejtek szintjén megnyilvanulo kiilonbségek vagy a sejtek kinyerését kdvetd eltérd tenyésztési

koriilmények lehetnek.

1.1.Mezenchymalis s-/sztroma sejtek
Az embrionalis, indukalt pluripotens és a hematopoietikus sejtek mellett az MSC-ket is
intenziven tanulméanyozzak.

Annak ellenére, hogy heterogén populaciérol van szo, az MSC-k kozos tulajdonsagaik
alapjan jellemezhetdk: expresszaljak a CD73, CD90, CD105, és hidnyoznak a vérsejtfejlodési
vonalakra jellemzd markerek, mint példaul a CD45, CD34, CDl1c, CDI14, CD19, vagy a
CD79A. Az MSC-k szamos szervbdl és szovetbdl izolalhatok, mint példaul a csontveld, a
zsirszovet, a dermis, az iziileti membran, a koldokzsinor, a méh, a periférias vér, a parodontélis
szalag, a fogpép, az izom, a manduldk és az érfal. A kiilonb6zd szerv / szovet eredetli és
lokalizacioja MSC-k morfoldgiai és biologiai jellemzdikben kiillonboznek egymastol.
Ezenkiviil szamos kisérlet arra utal, hogy a kiilonbozd szdvetekbdl szarmazé MSC-ek
differencialodasi képességiikben és immunmoduldlé aktivitasukban is eltérhetnek egymastol.
Az érfalak sejtes komponensei jol ismertek. Sok kérdés mertilt fel azonban az érfal sejtjeinek
potlasaért felelds 6s / sztroma sejtekkel kapcsolatban. A pericitdk és az endothelsejtek

lehetséges mezenchimalis eredete részben megmagyarazza, hogy a perivascularis MSC-k miért



nem kiilonboztethetok meg egyértelmiien a tobbi érfalat alkotd sejttipustol. Az MSC-k — az
eredetiiktdl fliggetleniil - immunmoduldl6 aktivitassal rendelkeznek. Immunvaélaszra gyakorolt
hatasuk rendkiviil Osszetett és szertedgazd. Az MSC-k kozvetlen sejt-sejt interakciok vagy
szolubilis mediatorok termelése révén befolyasolhatjak az immunsejtek differencialodasat €s
funkciondlis tulajdonséagait. Immunszabalyozo aktivitdsuk nagyban a koérnyezeti tényezok

fliggvénye.

1.2. 4z MSC-ek immunologiai szempontbol relevans mitkodése

Az MSC-k kozponti szerepet jatszanak az immunvalaszok soran. Ez felvetheti azt a kérdést,
hogy az MSC-k immunsejtek, vagy immunregulalé képességgel bird szoveti-prekurzor sejtek-
e. Az MSC-k nem spontdn immunszuppressziv sejtek; immunvalaszt finomhangol6 szabalyozo
aktivitasuk a kornyezeti feltételektdl fiigg. Az MSC-k immunmoduldlo aktivitadsanak
szabalyozasara, igy a terapids hatas befolyasoladsara mara szdmos stratégia ismert. Az MSC-k
stimulalhatok gyulladasos citokinekkel, novekedési faktorokkal vagy akar patogénekkel-
asszocialt molekuléris mintazatokkal (PAMP). Az immunvalasz soran a T-sejtek és az antigént
bemutato sejtek gyulladdsos citokineket termelnek, amelyek (i) immunszuppressziv faktorok
felszabadulasahoz, (i1) a felszini molekuldk megvaltozott expresszidjahoz és (ii1) novekedési
faktorok MSC-k altali termeléséhez vezetnek. Az MSC-k intravénds beadast kovetéen hamar
elpusztulnak, igy felmeriil a kérdés: hogyan fejthetik ki hosszii tavon immunmodulaléd

hatasukat.

1.3.A7 MSC-ek immunvdlaszt szabalyozo miikodése

Az MSC-k alapvet0 szerepet jatszanak az immun homeosztazis fenntartdsa soran azaltal, hogy
kozvetett vagy kozvetlen modon kdlcsonhatasba 1épnek az immunsejtekkel.

Az MSC-ek felsziniikon CD39 és CD73 ektonukleotiddazokat fejeznek ki, igy képesek az
adenozin-trifoszfatot (ATP) adenozinnd alakitani, mellyel gatoljak az extracellularis ATP
gyulladaskeltd hatasat. Képesek nitrogén-monoxidot (NO), indolamin-2,3-dioxigendz (IDO), a
tumor nekrdzis faktorral stimulalt 6-os gént (TSG-6), az interleukin-10-et (IL-10), TGF-at, IL-
6, prosztaglandin E2 (PGE2), hepatocita novekedési faktort (HGF), vaszkularis endotelidlis
novekedési faktort (VEGF), hem-oxigendz-1-t (HO-1) és a PD-L1, citotoxikus T-limfocita
antigén-4 (CTLA-4) és HLA-G molekuldk szekretalt formajat termelni. Bar az IL-10 szerepet
jatszik az MSC altal kozvetitett immunszuppresszioban, azt talaltak, hogy az MSC-k DS-ek
vagy monocitdk IL-10 termelését indukaljak. Beszamoltak arrdl, hogy az IL-10 termelése

Osszefligg a nem klasszikus HLA 1. osztalyd HLA-G molekula indukcigjaval. Ezenkiviil az
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MSC-k erésen expresszaljak a galektin-1-et, amely intracellularis, sejtfelszinnel asszocialt és
szekretdlt formdjaban is kimutathat6. Ezenkiviil epidermalis ndvekedési faktor (EGF),
fibroblaszt novekedési faktor (FGF), vérlemezkébdl szarmazd novekedési faktor (PDGF),
vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF), hepatocita névekedési faktor (HGF),
inzulinszeri novekedési faktor-1 (IGF- Az 1), az angiopoietin-1 (Ang-1), a sztrémabol
szarmazo6 faktor-1 (SDF-1) novekedési faktorok szintén fontos molekulak, amelyek részt
vesznek az MSC altal vezérelt immunszabalyozasban.

Az in vitro tenyésztett MSC-k konstitutivan termelnek bizonyos kemokineket, mint a CCL2
(MCP-1), CCL3 (MIP-1a)), CCL4 (MIP-1pB), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL20 (MIP-
3a), CCL26 (eotaxin-3), CXCL1 (GROa), CXCL2 (GROB), CXCLS5 (ENA-78), CXCLS (IL-
8), CXCLI10 (IP-10), CXCLI11 (i-TAC), CXCL12 (SDF-1) ¢é¢s CX3CL1 (frankalkin). Ezen
kemokinek és az adhéziés molekuldk (ICAM- és VCAM-1) szinergetikus hatasa révén az
immunsejtek az MSC-k kozelében feldisulnak, ahol a szekretalt faktorok magas koncentracigja
szabalyozza a mikodéstiket.

A fent részletezett mechanizmusok alapjan az MSC-k immunregulécios szerepe vitathatatlan.
Ezen aktivitasuk egyik eszkdze a myeloid eredetii sejtek, példaul monocitak, dendritikus sejtek

(DS) vagy makrofagok differencidloddsanak és funkcionalis aktivitdsdnak befolyéasolasa.

1.4.Monocitak

Figyelembe véve a monocitdk plaszticitdsanak jelentdségét a gyulladassal jaréo korképek
patogenezisében, a monocita populaciok fenotipusos és funkciondlis jellemzése kritikus
jelentdseggel bir.

Az emberi keringd monocitakat a sejtfelszini markerek expresszidja alapjan harom kiilonb6zo
alcsoportba lehet besorolni, ami harom {6 funkcionalis alcsoportnak felel meg. A keringd
monocitak 90-95% -a , klasszikus” CD14M/CD16™®/CD14"" CD16 sejt. A fennmarad6 ,,nem
klasszikus” CX3CR1" monocitdk CD16" -0k, és a CD14 expresszid szintje alapjan tovabbi két
alcsoportra  oszthatok: A CD14™9/CD16M alcsoport proinflammatérikus ~ vagy
gyulladascsokkentd tulajdonsdgokkal is rendelkezhet. A ,koztes” CD14M/CD16MmednD)
populécid fiziologias koriilmények kdzott alacsony szamban van jelen a vérben. Ezen heterogén
altipusok sajatos funkcionalis aktivitdsdt azonban nehéz meghatarozni az ellentmondd
eredmeények ¢és a jelentds atfedések miatt.

Hamers és mtsai. klaszterezd analizissel vizsgaltdk egészséges egyénekbdl szarmazd monocitak
heterogenitasat. Fenotipusos jellemzdik alapjan hét kiilonalld6 humén monocita alpopulaciot

azonositottak. Azt talaltak, hogy harom csoport figyelhetd meg a CD16" nem klasszikus
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monocita populacioban, mig CD14" klasszikus monocitdk csoportja négy szubpopulaciora

oszthatd, ami szemlélteti az emberekben a monocitak jelentds heterogenitasat.

1.5.Human monocitak eredete és differencidcioja

A hemopoetikus dssejtek (HSC) kozos limfoid progenitorokka (CLP) vagy myeloid progenitor
sejtekké (CMP) differncialodhatnak. A CMP-k granulocita és makrofag progenitorokka (GMP)
differencidlodnak, mely sejtek hagyomanyosan a monocita-makrofag / dendritikus sejt
prekurzorok (MDP) és a k6zos monocita progenitorok (cMoP). Ezek az eldalakok egyiittesen
biztositjak a mieloid-eredetii sejtek, mint a granulocitak, monocitak, makrofagok és DS-ek
kialakuldsat. 1L-4 és GM-CSF citokinek jelenlétében a CD14-et expresszaldé monocitdk
monocita-eredeti DS-ké (moDS) differencidlodhatnak. A DS-k folyamatosan figyelik
mikrokornyezetiiket; Osszegylijtik az antigéneket, feldolgozzdk és a madsodlagos limfoid
szovetekbe szallitjak, ahol a peptideket specifikus receptorokat kifejezd T-limfocitdknak

mutatjak be.

1.6.Dendritikus sejtek — kostimuldacio — T sejt aktivadlas

A DS-ek professzionalis antigén prezentalo sejtek, igy fontos szerepet toltenek be az adaptiv
immunvalaszok koordinalasa soran. Feladatok a T sejt valasz beinditdsdhoz sziikséges
kostimulécio biztositésa is.

A legfontosabb kostimulacids szignalt a B7-1/B7-2 / CD28 molekuldk kapcsolddasa biztositja.
Carensa és mtsai leirtak, hogy a kiilonboz6é DS alpopulaciok igen valtozatos ko-stimulacios és
ko-inhibitorikus profillal jellemezhetdk. Az egyik legnagyobb jelentdséggel bird negativ
kostimulacios molekula a CTLA-4, mely az immunvalasz eldrehaladtaval fokozottabban
expresszalodik az effektor T-sejteken, illetve konstitutivan kifejez6dik a regulator T-sejtek
felszinén. A molekula interakcids partneri szintén a B7 molekulacsalad tagjai, igy a CTLA-4 a
CD28 aktivalo konstimulacidés molekula kompetitora. Egyre tobb tanulmany lat napvilagot,
ahol bizonyos betegségek, példaul karcinomaban szenvedd betegek esetén leirjak a CTLA-4
molekula expressziojat mieloid eredetli sejteken. A CTLA-4 ezekben az esetekben is
megakadalyozhatja a CD28 molekula kotddését a CD80 és CD86 ligandumokhoz, ami gatolja
az effektor T-sejt valaszt. Ezekutan nyilvanvalo, hogy bizonyos korképekben, terdpiak vagy
akar a homeosztazis fenntartdsa sordn is érdemes figyelmet forditanunk a mieloid sejteken
kifejez0d6 vagy az altaluk termelt CTLA-4 molekula jelentdségére. A CTLA-4 szabalyozo
szerepe az autoimmun betegségekben és a daganatellenes terapidk sordn mind az egerekben,

mind az emberekben még mindig ellentmondésos. Ennek hatterében részben az allhat, hogy
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még nem ismerjik a molekula kiilonb6z6 sejteken vald kifejezodésének mintazatat és a

kifejez6déséhez hozzajarulo, illetve az azt szabalyozd mechanizmusokat.

1.7.RARa  magreceptor szerepe a dendritikus sejtek  monocitikbol torténd
A monocitak igen plasztikus sejtek, igy a kdrnyezeti tényezok fliggvényében tolerogénebb vagy
gyulladasos folyamatokat tdmogatd sejtekké is differencidlodhatnak. A differenciacios
folyamatok soran transzkripcios faktorok, ligand-fiiggd magreceptorok aktivalodnak, melyek
meghatarozzak, hogy az adott szoveti kdrnyezetben mely gének irddjanak at. A differenciaciot
meghataroz6 mediatorok lehetnek novekedési faktorok, citokinek, mikrobak, metabolitok
illetve az étrend egyes Osszetevoi. Ezek egyike az A-vitamin vagy retinol, melyhez akkor
juthatunk, ha a molekula prekurzorait (B-karotint és retinil-észterek) tartalmazéd ételeket
fogyasztunk. A retinol két nagyon fontos aktiv metabolit eléalakja, melyek a retinal és a retinsav
(ATRA).

A retinil-észterek a hepatocitakban retinol formdjaban, kilomikronokban tarolodnak. A
molekula a felszabadulasat kovetéen komplexet formal a retinal-koté proteinnel (RBP). Ezek a
komplexek a keringés Utjan eljutnak a sejtekhez, melyek azok jelenlétét a STRAG6 retinsav
receptor érzékeli. A felismerést kovetden az A vitamin szarmazék a citoszolba keriil, ahol
oxidacids 1épések soran retinsavva alakul. A folyamatot az alcohol dehidrogendz (ADH) és a
retinal dehidrogendz (RALDH) enzimek katalizaljadk. A retinsav aztan RAR és RXR
magreceptorokhoz kotddik szabalyozva ezzel szdmos potencidlis target gén transzkripcidjat.
Ezek a receptorok 4 f6 csoportba sorolhatok: /. homodimer hormon receptorok RXR, 2.
heterodimerek (PPARs, RXRs, RARs, LXRs, VDRs), 3. RXR/RXR, ill. tovabbi arva receptor
homodimerek és a 4. monomer arva receptorok. Ezen receptorok inaktiv formadit a
citoplazmaban hd sokk proteinekkel komplexben vagy a sejtmagban koreceptor komplexek
altal represszalt formédban talalhatjuk meg. Ligandumaik jelenlétében a receptorok
felszabadulnak a gatlas alol és adott gének, géncsoportok transzkripcidjat szabalyozzak.
Szamos tanulmany vizsgilja az ATRA RARa receptor ligandum moDS differenciaciora
gyakorolt hatasat. Ismert, hogy a molekula és GM-CSF jelenlétében sajatos fenotipussal és
funkciokkal jellemezheté tin. ATRA-moDS-ek fejlddnek. Ezeket a DS-ket proinflammatorikus
citokinekkel aktivalva a kontroll (nem ATRA jelenlétében differencialtatott) sejtekhez képest
fokozott MHC-II és CD86 expresszid detektalhatd. A CDA40 jelatvitelt szabalyozva fokozza az
antigén prezentaciot kovetd T- és B- sejt aktivacid hatékonysigat. Az ATRA-moDS-ek
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fokozott allogén T-sejt-proliferacidt indukalnak. Ismert tovabbd, hogy az moDS-ek felszinén
expresszalodo CD1a molekula kifejezddése RARa-fliggd és a CD1d molekulaval ellentétesen
szabalyozodik. Ezen molekuldk expresszidjanak szabalyozasa révén az ATRA nem csak a

konvencionalis T sejt valaszt, de a CD1-korlatozott NKT sejtek aktivaciojat is befolyasolja.

rrrrrr

Az MSC-ek mind az adaptiv, mind pedig a velesziiletett immunsejtek feljodését és funkcionalis
aktivitasat szabalyozzak. A monocitak fiziologias €s patologias koriilmények kozott egyarant a
keringésbOl a szovetekbe vandorolnak, ahol szoveti sejtekké, makrofagokkd, DS-ké
differencidlodnak. A primer MSC-ek hatasat erre a differenciacidos folyamatra szdmos
tanulmany vizsgéalta mar, azonban valdszintileg az eltéré forras és a kiilonboz6 tenyésztési
koriilmények miatt a tanulmanyok gyakran ellentétes kovetkeztetéseket vonnak le.

Az MSC-k képesek moduldlni a T és B limfocitdk, valamint a velesziiletett immunsejtek,
példaul granulocitdk, természetes Olosejtek (NK), monocitdk, DS-k ¢és makrofagok
differencidlodasat és funkcidit. A CDla, CD14, CD40, CD80, CD86, CD83 ¢és MHCII
szabalyozasat az MSC-k nagy bizonyossaggal modulaljak, de a sztromasejtek kozvetett és

kozvetett hatdsa tobbek kozott ezekre a molekuldkra még nem teljesen tisztazott.



2. CELKITUZESEK

2.1.1

Az MSC-k legnagyobb és legismertebb forrdsa a csontveld, de egyéb szervekbdl, szovetekbol
is izolalhatok, igy példaul erek falabdl is kinyerhetjiik 6ket. Problémat jelent azonban az MSC-
ek egyéb érfali sejtes komponensektdl vald megkiilonboztetése és izolalasa. Ezért igyekeztiink
kollagenazos emésztésen alapuld izolacios technikéaval kinyert, saphena véna falbdl szdrmaz6
MSC-ket (SV-MSC) karakterizalni, vizsgalni a kinyerés €s az izolalds hatékonysagat ¢és
Osszehasonlitani Oket a széleskoriien hasznalt és jol karakterizalt csontvel6i MSC-kel (BM-
MSCQ). Osszehasonlitottuk a kétféle MSC:

- mezenchimalis irdnyu elkotelezettségét, multipotens differencidlodasi potencialjat,

- hierarchikus klaszterezéssel a sejtfelszini antigének expresszids mintazatat,

- génexpresszios profiljat (Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0 ST Array)

- kiilonb6z6 stimulacioket (,,priming”) kovetéen a citokin termeld profiljukat ELISA

modszerrel.

2.2.11

A kiilonb6z6 forrasokbdl és tenyésztési koriilményekbdl fakado kiilonbségek miatt hasznosnak
bizonyulhat, ha a kisérleteink soran standardizdlhaté rendszerben, MSC-sejtvonalak
hasznalataval vizsgéljuk az MSC-ek immunodulald aktivitasat. A tovabbiakban az in. MSCI
Megfigyeltiik az MSCI sejtek kozvetlen és kozvetett (MSCI-CM — kondicionalt médium)
hatasat az IL-4 és GM-CSF jelenlétében differencialtatott moDS-ek:

- protein termeld profiljara protein array és ELISA segitségével

- sejtfelszini antigén expresszios profiljara, mely soran a differenciacios folyamatot és a sejtek
funkcionalis aktivitdsat meghatarozo kostimulacioban és antigén prezentacidban szerepet jatszo
molekuldk kifejezddését vizsgaltuk aramlasi citometriaval,

- allogén naiv T-sejt valaszt aktivalo és polarizalo aktivitdsdra ELISPOT modszerrel és dramlasi
citometridval

Célunk volt tovabba azonositani az MSCI sejtek feliiliszojaban olyan komponenseket, melyek
szerepet jatszhatnak az MSCI-CM jelenlétében differencidltatott moDS-ek fenotipusdnak
funkciondlis sajatsdgainak kialakitasa soran. Vizsgaltuk a RARa magreceptor szerepét az MSCI

sejtek altal szabalyozott moDS differenciacio6 soran.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.Etikai nyilatkozat

A humén vérkészitményeket az Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSZ) debreceni Regionalis
Vérellatd Kozpontjabol igényeltilk. A vérmintak begylijtése és tarolasa, az Orszagos
Vilagszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveit kovetve, a donorok elézetes
irasos beleegyezésével tortént. A human vérmintakkal térténd munkét az OVSZ igazgatdja és
a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaga engedélyezte. A
csontveld-, koldokzsinor- és saphena vénamintak gytijtését jovahagyta a Debreceni Egyetem
Orvos- ¢és Egészségtudomanyi Kézpontjanak intézményi etikai feliilvizsgalati testiilete (Orvosi
Kutatési Tanécs) (Etikai protokollszamok: UD MHSC REC / IEC No. 2754-2008, OSTRAT /
1210-1 / 2008 / OSTR). A szévetmintakat az EU tagallamainak a szdvetek izolalasarol szolo
2004/23 / EK iranyelvének megfelelden nyertiik ki és hasznaltuk fel.

3.2.Monocita szepardldas humdn vérbol

A periférids vér mononukledris sejteket (PBMC) gradiens alapt centrifugaldssal nyertiik ki
Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences, Uppsala, Svédorszdg) segitségével. A CD14"
monocitdkat a PBMC-bdl anti-CD14, paramagneses gyonggyel konjugélt ellenanyagokkal
nyertik ki pozitiv szeparaldssal, VarioMACS magneses allvanyon. Aramlédsi citometrias
mérések alapjan az izolalt sejtek 96-99%-a CDI14" monocita. A monocitikat 4 napig
tenyésztettiik 12-lyuki tenyészté lemezen, 1.5x10° sejt/ml stirliségben, 10% FCS-t tartalmazé
RPMI-1640 médiumban (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany), amelyet 80 ng/ml GM-CSF
(Gentaur Molecular Products, Briisszel, Belgium) és 100 ng/ml IL-4 (PeproTech EC, London,
UK) citokinek valamint MSCI sejtek vagy az azokrdl szdrmazo6 48 6rds kondicionalt médium
(MSCI-CM) jelenlétében differencialtattuk moDS-ké. Egyes moDS tenyészeteket 1 nM ATRA
jelenlétében differencaltattuk, amelyet a meghatarozott kisérleteknél 75 perces inkubécio
el6zott meg 1 uM BMS614 specifikus RARa-antagonistaval. A sejteket 37°C-on 5%-o0s CO2

tartalom mellett tenyészettiik.

3.3.Csontveldi, saphena véna és kéldokzsindrminta

A BM-MSC-k izolalasdhoz a donoroktdl 10 ml csontveld-aspirdtumot gyiijtottiink, amelyeket
sooldattal higitottunk 1: 3 ardnyban. A sejteket Ficoll Histopaque (Admersham Biosciences,
Uppsala, Svédorszag) strtiség-gradiens centrifugdlassal valasztottuk el. Az ¢életképességet
Tripan-kék kizarasos vizsgélattal mértiik. A csontvel6bdl szdrmazd magvas sejteket (BMNC)

T25-6s tenyésztdflaskdban tartottuk fenn 2x10° sejt/cm® sfirliségben, és DMEM-LG
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médiumban (DMEM 1 g / | gliikkézzal) (Gibco / Invitrogen, London, Egyesiilt Kiralysag)
tenyésztettiik, kiegészitve 10% FSC-sel és 1% antimikotikus / antibiotikus oldattal (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Ausztria). 3-4 nap milva a nem adherens sejteket lemostuk és
friss médiumot adtunk a letapado sejtekhez. A tapfolyadékot 3-4 naponta cseréltiik.

A saphena ereket hideg PBS-ben szallitottuk, és a gytijtést kovetd 4 6ran beliil feldolgoztuk. A
mintat megtisztitottuk a zsir- vagy kotdszovetektdl, majd apré darabokra vagtuk. Ezeket a
szegmenseket PBS-ben mostuk, majd enzimatikusan emésztettik 0.2 mg/ml Xl-es
kollagenazzal (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag), DMEM-LG tapkozegben 60 percig
37 °C-on. A sejteket 20 percig 1000 fordulat/perc sebességgel centrifugéltuk, és két mosasi
1épés utan sejteket a BM-MSC-nél ismertetett modon tenyésztettik. A HUVEC endothél
sejteket a koOldokzsinorbol 12 percig tartdé 0.2 mg/ml Xl-es kollagendzos enzimatikus
emésztéssel izolaltuk. Ezt kovetden a sejteket 20% FCS-t (Gibco, London, Egyesiilt Kiralysag),
1% antimikotikus / antibiotikus oldatot (PAA4) és 1% L-glutamint (Gibco, London, Egyesiilt
Kiralysag) tartalmazé M199 médiumban (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag)
tenyésztettiik. A sejteket 37°C-on 5%-o0s CO2 tartalom mellett tenyészettiik.

3.4.Mezenchimalis sztroma szerii sejtek izoldaldsa és tenyésztése

Vizsgalatainkhoz mezenchymalis eredetli sztroma-szerli (MSCI) sejtvonalat hasznaltunk,
melyet Prof Dr. Sarkadi Balazs munkacsoportja bocsatott rendelkezésiinkre. Az sejtvonal
eléallitdsanak alapjaul szolgéldé human embrionélis Ossejt vonalakat (HUES9 és HUEST) Dr.
Douglas Melton, a Harvard Egyetem munkatarsa, a 6681/2012 / EHR szamu etikai engedély
alapjan bocsatotta Prof. Dr. Sarkadi Baldzs munkacsoportjanak rendelkezésére. A sejtvonalat
egér embrionalis fibroflaszt sejteken (MEF — mouse embryonic fibroblast) tenyésztették,
melynek eredményeképp spontdn differencidcid soran embridtestecskék alakultak ki. A
tenyészetet alkotd sejteket tripszin hasznélataval elvalasztottdk a kitapadasi feliilett]l a 80.
napon, majd tovabb tenyésztették =zselatindlt miianyag flaskaban (TPP, Trasadingen,
Switzerland), 10% FCS tartalmi DMEM médiumban. A sejteket folyékony nitrogénben
tarolva, fagyasztott allapotban kaptuk, a 9. passzazst kovetden. Az MSCI sejteket 10% FCS-t
(Gibco, Paisley, Scotland), 1% Penicillin-Streptomycin-t (Hyclone, South Logan, Utah) és 1
g/liter L-glutamint tartalmazé DMEM (Gibco, Waltham, Massachusetts, U.S.) tapoldatban, 5%
CO»-t tartalmazé péarasitott 1égterti termosztatban, 37°C-on tenyésztettiik. A sejtvonalat T75
flaskaban (TPP, Trasadingen, Switzerland) tartottuk fenn. A sejttenyészetet fénymikroszkoppal
kétnaponta ellendriztilk. Amennyiben a tenyészet konfluenssé¢ valt, a sejtek érintkeztek

egymassal vagy nagyobb csoportokba rendezddtek, az optimalis novekedés fenntartasa
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érdekében passzalast végeztiink 0.02-0.05% Tripszin-EDTA (Hyclone, South Logan, Utah)
hasznalataval. Az MSCI sejteket maximum 15 passzdlas szamig hasznaltuk fel kisérleteink

soran.

3.5.Multipotens differencidcios potencidal vizsgalata

Az izolalt sejtek mezoderma irdnyu differencidcios potencialjat a kereskedelemben kaphatd
Gibco StemPro® Adipogenesis, Osteogenesis ¢s Chondrogenesis differencidld6 médiumok
kovetden, a csont-irdnyu differenciaciot a kalcium lerakddasokat megfestd Alisarin-voros
festést kovetden figyeltik meg, mig a kondrogenezis kimutatdsara toluidinkék festést

alkalmaztunk. A sejteket ezt kovetéen OLYMPUS IX-81 mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.6.Az MSC in vitro aktivalasa

A TLR ligandumok ¢és gyulladasos citokinek MSC-ek citokin/kemokin termelésére gyakorolt
hatasanak vizsgéalatahoz a sejteket 5x10* sejtsiirliségben 24 lyuk plate-re raktuk ki, majd az
MSC-ket 100 ng/ml LPS-sel (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag), 25 ng/ml Polyl:C-vel
(InvivoGen, San Diego, Kalifornia), 100 ng/ml TNFa-val, 10 ng/ml IL-1B-val vagy 10 ng/ml
IFNy-val (Preprotech, Rocky Hill, NJ, USA) stimulaltuk. 12 vagy 24 o6ra elteltével a feliiluszo

citokin/kemokin koncentracioit ELISA mddszerrel vizsgaltuk.

3.7.moDS — MSCI kokultiura készitése

Az MSCl-sejteket 0,02—0,05% tripszin / EDTA oldat felhasznalasdval Dulbecco PBS-ben
(DPBS) gyiijtéttiik 6ssze, mostuk, majd 3,6x10° szamu sejtett T75-6s flaskaba készitettiink eld,
12 ml 10% FCS-sel (Gibco) és 1% antimikotikus / antibiotikus oldattal (Hyclone) kiegészitett
RPMlI-ben (Sigma-Aldrich). 1,8x107 frissen izolalt monocitat adtunk az MSCI sejtekhez, azok
kitapadasat kovetden, majd a monocitadkat négy napig differencialtuk moDS-ké 80 ng / ml GM-
CSF (Gentaur Molecular Products) és 100 ng / ml IL-4 (PeproTech) jelenlétében. A
differencidlodasi folyamat utdn a moDS-ket pozitiv szelekcioval valasztottuk el az MSCI
sejtektd]l magneses sejtszeparacid és anti-CD209 / DC-SIGN-konjugélt mikrogydngydk

alkalmazasaval, a gyart6 utasitasait kovetve (Miltenyi Biotec).

3.8.4 sejtfelszini molekulak kifejezodésének vizsgalata aramlasi citofluorimetridaval
A kontroll, az MSCI-CM, illetve MSCI sejtek jelenlétében differencialtatott moDS-ek, illetve

a csontveldbdl, valamint érfalbol izolalt MSC-ek és HUVEC sejtek fenotipusat aramlasi
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citometriaval vizsgéltuk. A sejteket FACS pufferben (0.5% BSA, 0.5% natrium-azid PBS-ban)
mostuk. A sejteket 40 ul FACS pufferben vettik fel, majd hozzidadtuk a fluoreszcens
festékekkel konjugalt anti-human ellenanyagokat: CD14-fluoreszcein-izotiocianat (FITC),
CD209 / DC-SIGN- fikoeritrint (PE), CDI1a-FITC, CD80 -FITC, CD86-PE, PD-L1-PE
(BioLegend, San Diego, Kalifornia, USA), CTLA-4-PE, CD1b-FITC, CDIc-allofikocianin
(APC) (Sony Biotechnology Inc., San Jose, USA), HLA-DR-FITC (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), CD34 - FITC, CD44 - FITC, CD45 - APC, CD49f - FITC, CD73 - PE, CD106
- FITC, CD144, CD147 - FITC (BD Biosciences, San Jose, Kalifornia, USA), CD49a - PE
(Biolegend, San Diego, Kalifornia, USA), CD14 - PE, CD29 - PE, CD31 - PE, CD36 - APC,
CD47 - APC, CD49b - APC, CD54 - FITC, CD56 - APC, CD69 - APC, CD90 - FITC, CD104
-PE, CD105 - FITC, CD117 - PE, CD146 - APC, CD166 - PE, CXCR4 - APC, HLA-DR -
FITC, PDGFRb - PE, VEGFR2 - FITC (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) é¢s CD133 -
APC (Miltenyi Biotech, Gladbach, Németorszag). A mintakat 30 percig sOtétben, jégen
inkubaltuk. Az inkubalas utan a sejteket a nem kotédott antitestek eltavolitasa érdekében FACS
pufferrel mostuk, majd 50ul 4% paraformaldehid oldatban (PFA) fixaltuk. Az adott markerek
sejfelszini expresszidjaval aranyos fluoreszcens jelet aramlési citofluoriméterrel, FACSCalibur
aramlési citométerrel (BD Biosciences Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ)
detektaltuk (FITC: green emission detector, sziir6: 530/30, PE: Red orange emission detector,

szlir0: 585/42) a mért értékeket FlowlJo szoftverrel (Tree Star, OR, USA) elemeztiik.

3.9. Mitogének dltal indukalt sejtproliferdcio vizsgalat

A periférias vérbdl szarmazd mononukleéris sejteket (PBMC) Ficoll gradiens centrifugaldssal
(Amersham Biosciences) valasztottuk el. A T-sejt proliferaciot 10 pg/ml concanavalin A
(ConA) vagy 1 pg/ml fitohemagglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich) végkoncentracidban
alkalmazott mitogénekkel valtottuk ki. 10* és 10° SV-MSC-hez 1x10° PBMC-t adtunk, majd a
sejteket 3 napig egyiitt tenyésztettik. A sejtproliferaciot Bromodeoxyuridine (BrdU)
kolorimetrids vizsgalattal figyeltilk meg a tenyésztdlemezen a gyartd utasitasai szerint (Roche,

Budapest, Magyarorszag).

3.10. A citokin koncentraciok mérése

A szekretalt 1L-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFNy, TNFa, TGFB és IP10 / CXCL10
citokinek/kemokinek koncentraciojat OptEIA készletekkel (BD Biosciences San Jose, CA)
mértiik a gyartd utasitasait kovetve. A mintdk fehérje tartalméaval ardnyos szinintenzitasokat

spektrofotométerrel, 450 nm hullimhosszon detektaltuk microplate reader (Biotek, Winooski,
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VT, USA) segitségével. A kapott abszorbancia értékek €és a standard sor koncentracidinak
ismeretében kiszamitottuk az ismeretlen mintdk fehérje tartalmat, figyelembe véve a minta
higitasokat. A kontroll, MSCI sejtek kdzvetlen, vagy kozvetett jelenlétében differenciéltatott
moDS-ek protein termeld profiljat a differenciacios folyamat 4. napjan Human XL Cytokine

Array Kit segitségével vizsgaltuk a gyarto altal megadott utasitasokat kovetve.

3.11. MSCI sejtek hatasa az moDS-k T-limfocita polarizdcio képességére

A kontroll, illetve CM-moDS-ket megszamoltuk, mostuk ¢és allogén, naiv T-sejtekkel
tenyésztettiik egyiitt harom, 6t vagy kilenc napig RPMI-1640 médiumban (Sigma-Aldrich) 1:
10 moDS: T-sejt aranyban. A sejteket 37°C-on 5%-os CO2 tartalom mellett tenyészettiik.
Masik kondiciéban a kontroll és a CM-moDS-ket 2.5 pg/ml anti-CTLA-4 neutralizalo
antitestekkel (LifeSpan BioSciences, San Jose, CA, USA) inkubaltuk jégen 1,5 oran at, majd a
sejteket mostuk és majd T-sejtekkel tenyésztettiik egyiitt harom, 6t vagy kilenc napig RPMI-
1640 médiumban (Sigma-Aldrich) 1: 10 moDS: T-sejt aranyban. A sejteket 37°C-on 5%-0s
CO; tartalom mellett tenyészettiik. Ezt kdvetden a sejteket specidlis ELISPOT platekre vittiik
at, melyek képesek a T-limfocitdk éltal termelt citokinek megkdtésére. Avidin-torma peroxidaz
alapu enzimhez kapcsolt ImmunoSpot (ELISPOT) rendszerrel (NatuTec GmbH, Frankfurt am
Main, Németorszag) vizsgaltuk a T-sejtek I[FNy, IL-4, IL-17 és IL-10 termelését. A citokinek
kimutatasara szolgalo lemezeket 0.5 ug/ml egér anti-hCD?3 antitesttel (BD Biosciences) vontuk
be. A plate-ket ImmunoScan (Cell Technology Limited, Shaker Heights, OH, USA) spot-
leolvasdval elemeztiik. Annak megéllapitasara, hogy mely T-limfocita populaciok feleldsek a
citokin termelésért, harom, 6t vagy kilenc nap elteltével a T-sejteket 1 pg/ml ionomicinnel és
20 ng/ml forbol-mirisztat-acetattal (PMA) stimulaltuk 4 6ran at, és a vezikularis a transzportot
a BD GolgiStop ™ fehérje transzport inhibitor (BD Biosciences) segitségével blokkoltuk négy
oraval a sejtfestés eldtt. A sejteket anti-human CD4-Peridinin Chlorophyll Protein Complex
(PerCP) konjugilt antitestekkel (BioLegend) jeloltik. Ezt kovetden a sejteket fixaltuk és a
sejtmemrant permeabilizaltuk BD Cytofix / Cytoperm ™ Plus Fixation / Permeabilization Kit
(BD Biosciences) segitségével, és anti-human IFNy-APC-vel (BD Biosciences), anti-human IL-
4-PE-gyel (R&D Systems), anti-human IL-10-Alexa Fluor 488 és anti-human IL-17-PE
(BioLegend) antitestekkel jeloltiil a sejteket. A fluoreszcencia intenzitasokat a FACS Calibur
(BD Biosciences) segitségével mértiik, az adatokat pedig a FlowJo szoftverrel (Tree Star,

Ashland, OR, USA) elemeztik.
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3.12. Naiv CD4 + T-sejt izolalas
A naiv segité T-sejteket a vér egyéb sejtes komponenseitél CD4" T-sejt szeparald kit
segitségével szeparaltuk negativ szelekcios 1€pések soran a gyartd utasitasa szerint (Miltenyi

Biotec).

3.13. RNS izolalas, cDNS szintézis, valos idejii kvantitativ PCR (RT-qPCR) és mikroarray
elemzés
A sejtekbdl Trizol reagens (Molecular Research Centr, Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével
RNS-t izolaltunk, melyet high capacity RT kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével cDNS-s¢ irtuk at. Az adott gének expresszidjat TagMan-assay-ek (Applied
Biosystems) hasznalataval qPCR segitségével vizsgaltuk, DreamTaq DNS-polimeraz enzim és
normalizalé kontrollként (Integrated DNA Technologies, Coralville, 14, USA). A ciklus
kiiszobértékeit a StepOne Software 2.1-es verzidjaval (Applied Biosystems) hataroztuk meg. Az
egyes izolalt sejtek génexpresszios profiljanak Osszehasonlitasdhoz Affymetrix Gene Chip

human gén 1.0 ST -t (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornia, USA) hasznaltunk.

3.14. Statisztikai analizis

Az adatsorokat parametrikus és nem-parametrikus statisztikai probakkal elemeztiik aszerint,
hogy az adatsorok Gauss-eloszlast mutattak-e. Két adatsor dsszehasonlitdsakor Student-féle t,
vagy Mann-Whitney tesztet végeztiink. Kettdnél tobb adatsor 6sszehasonlitdsa soran egyutas
¢és kétutas varianciaanalizist alkalmaztunk. Parametrikus varianciaanalizis esetén Bonferroni-
féle post-hoc tesztet hasznaltunk. A diagramok a mért paraméterek statisztikai atlagat mutatjak
+SD vagy +SEM. Az atlagok és szordsok legalabb 3 kiilonboz6 kisérlet eredményébdl lettek
kiszamolva. Az eredmények kozotti kiilonbségeket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik,
ha 95%-o0s konfidencia intervallum esetén p<0,05. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 szerint jeloltiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. I rész

4.1.1. A saphena erekbdl szarmazo MSC morfologiajanak, differencidlodasi potencidljanak
és fenotipusdanak vizsgalata

A saphena vénabol szarmazd6 MSC-k (SV-MSC) hasonld6 morfologiat mutattak, mint a
csontvel6bdl izolalt MSC-k (BM-MSC-k). A sejtek nem képeztek ,,cobblestone” mintdzatot, és
sokkal nagyobbak voltak, mint az endothel sejtek (HUVEC). HUVEC sejteket hasznaltunk
vénaérfalbol szdrmazd kontroll endothél sejtként. A két Ossejttipus mezoderma irdnyu
differenciacios potencidljanak vizsgélata sordn bizonyitottuk, hogy ahogyan a széleskoriien
tanulmanyozott és klinikumban hasznalt csontvel6i MSC-ek, ugy az érfali MSC-ek is képesek
zsir-, csont-, illetve porcsejtekké differencidlodni. Az MSC-eknek az International Society for
Cellular Therapy (ISCT) altal meghatarozott ktitériumoknak meg kell felelniik, igy
meghatarozott sejtfelszini marker expressziés mintdzattal kell rendelkeznilik. Ezért d&ramlasi
citometriaval ellendriztilk az endothél, ill. MSC-asszocialt markerek, valamint az adhézios
molekulak kifejezddését. Hierachikus klaszterezést kdvetden azt lattuk, hogy a HUVEC-k,
vagyis az endothél sejtek jol elkiiloniild csoportot alkotnak, ellentétben az MSC-kel, amikor is
a BM- és SV-MSC-ek nem valnak el élesen egymastdl és az SV-MSC-ek sokkal inkabb
hasonlitanak a csontveldi MSC-kre, mint az endothél sejtekre. Megallapitottuk tovabba, hogy
a CD31 ¢és a CD104 endothél markerek csak a HUVEC sejteken expresszalddtak, mig a CD144
kadherin molekula a HUVEC sejtek mellett alacsony mértékben MSC- sejteken is jelen van. A
BM- és SV-MSC-ek egyarant kifejezik a CD73, CD90 és CD105 MSC markereket, bar a CD90
molekulat kivéve, ezek a markerek a HUVEC sejteken is azonosithatok. Erdekes modon a
CD146 adhézios molekula kifejezddése eltérd volt a két MSC esetében, SV-MSC-ken ugyanis

szignifikansan alacsonyabb mértékben expresszalodott.

4.1.2. SV-MSC-k és BM-MSC-k génexpresszios profiljanak vizsgalata

Kovetkezo 1épésben a csontveldi és érfali MSC-ek génexpresszids profiljat hasonlitottuk dssze.
A microarray adatok alapjan megéllapithat, hogy a kétféle eredeti MSC génexpresszios
mintdzata markdnsan nem tér el egymastol, de a sejtciklus és onkogének (242 gén), HOX,
SOCS, Notch jelatvitel (380 gén), differencidcid és lineage (489 gén), valamint az
Ossejtpotencial (422 génhez) -bioldgiai folyamatokkal asszocialt csoportokban sikeriilt tobb
olyan gént azonositanunk, melyek a két MSC altipusban eltéré kifejezddést mutatnak.
Eredményeink azt mutattak, hogy szamos gén esetében detektalhatd szignifikans eltérés az

érfali MSC-kben a csontvel6i MSC-khez viszonyitva. Mig az S100A4, FGF9, IL-33, HOXAI11,
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PODXL, CTSK, CSF1, FGF9, ZFPM2, MME, F2D4, LIF, MGC20647, CXCL12, MCAM,
ACAN, LTBPI, BPM2, SMAD3, ALCAM, ITGAV, GDF6, FGF7 gének expresszidja
szignifikansan magasabb, addig a SMAD3, CDK6, VCAMI1, ACAN, EGR, TGFB2, IGF2,
BMP2, BDNF, JAGI, INHBA, ITGA3, SMAD3, HESI, EFNB2, PTN, PDGFA gének
expresszidja szignifikansan alacsonyabb expressziot mutatott SV-MSC-ben a BM-MSC-hez
képest. Megallapithato, hogy a kiilonb6zd szovetekbdl izolalt MSC-ek nagyrészt atfedd, de
bizonyos gének, géncsoportok esetén mégis kiilonbozé génexpresszids mintazatokkal

jellemezhetok.

4.1.3. BM-MSC-k és SV-MSC-k immunmodulalo aktivitisa

A kovetkez6 1épésben Osszevetettiik a csontveldi és érfalbol szarmazé MSC immunmodulalo
képességét, pontosabban azok hatdsat mitogénekkel (ConA vagy PHA) aktivalt PBMC
Erdményeink alapjan megallapithatd, hogy a ConA-val stimulélt T-sejtek esetén az dssejtek
nem vezettek csokkent T-sejt proliferacidhoz, mig a PHA-val stimulalt T-sejtek proliferacios
ratdja minden alkalmazott sejtarany esetén csokkent. Tovabba, az 1:100 MSC-PBMC sejtarany
esetén PHA aktivalast kovetden az SV-MSC-ek a BM-MSC-khez képest szignifikans

crer

MSC-ek igen kifejezett T-sejt proliferaciot gatld, immunszuppressziv hatassal jellemezhetdk.

17



4.2. I1. Rész

4.2.1. Az MSCI sejtek kozvetett vagy kiozvetlen jelenléte az moDS-ek differencidloddsa sordan
hatdssal van az moDS-ek protein termeld képességére

Elséként igyekeztik nagy részletességgel feltarni, hogy az MSCI sejtek milyen hatast
gyakorolnak az moDS-ek szolubilis mediator termeld profiljara. Ehhez protein array
segitségével vizsgaltuk a kontroll, MSCI-CM, vagy MSCI sejtek jelenlétében differencialtatott
moDS-ek vagy az MSCI sejtek 6nalld protein termeld profiljat. Az MSCI sejtek kozvetett és
kozvetlen jelenléte egyarant fokozta az moDS-ek IL-19, VCAM-1, Leptin, IL-6, CD14,
FGFbasic, IGFBPB, TFF3, TR, mig csokkentette az IL-27, Cystatin C, Citinaz-3-like, MMP?9,
PDGF-AB/BB termelését. Az MSCI sejtek kozvetlen jelenléte ndvelte az moDS-ek D vitamin
BP, Endoglin, ENA78, GDF-15, GRO-0, IL-24, MCP-3, VEGF, IL-8, IL-10 és IFNy
termelését, csokkentette azonban az FGF-19 és Osteopontin kibocsatasit. Az MSCI-CM
IL-18Bpa, csokkentette azonban az ICAM-1 ¢s EMMPRIN termelését. Az MSCI sejtek
kozvetett illetve kozvetlen hatasara eltérd profillal jellemezhetdok az moDS-ek. Noha voltak
mediatorok, melyek termelddését a kondicionalt médium és az MSCI sejtek egyarant fokoztak
vagy gatoltak, azonositottunk olyan faktorokat is, melyeket az MSCI-CM illetve az MSCl sejtek
kiilonbozéképpen szabalyoztak. Ilyen példaul az Osteopontin, melynek termelddését az MSCI
sejtek kozvetlen jelenléte csokkentette, mig a kondicionalt médium jelenlétében fokozodott a
szekrécidja. Osszességében megallapithatd, hogy az MSCI sejtek mind kozvetett mind
kozvetlen moddon képesek befolydsolni az éretlen moDS-ek gyulladdsos és anti-

inflammatoérikus mediator termelését.

4.2.2. Az MSCI sejtek megvaltoztatjak a monocita eredetii sejtek fenotipusdt

A kovetkezé Iépésben az MSCIl sejtek moDS-ek fenotipusdra gyakorolt hatasat
CD14 molekula expresszidja fokozatosan csokken, mig a CD209 molekula és a CD1 csalad
bizonyos tagjainak expresszigja nd. Ezen markerek vizsgalataval jo hatékonysaggal
monitorozhaté a differenciacios folyamat. Azt talaltuk, hogy az MSCI sejtek kozvetett és
kozvetlen modon egyarant novelték a CD14" moDS-ek aranyat, mig az MSCI sejtek nem
befolyéasoltak a CD209 molekuléat kifejezd sejtek aranyat. Azt talaltuk azonban, hogy a
molekula kifejezédésének mértéke jelentdsen csokken az moDS-ek felszinén MSCI sejtek
kozvetlen jelenlétében. Eredményeinkbdl az latszik, hogy az MSCI sejtek kozvetett és

kozvetlen modon egyarant csokkentik a CDla, b és ¢ molekuldk kifejez6dését az moDS-ek
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felszinén. Azt talaltuk, hogy az MSCI sejtek kozvetlen modon szignifikansan névelik CD80 és
PD-L1 antigének kifejezddését az moDS-ek felszinén és szignifikans mértékben fokozzak az
moDS-ek felszinén kifejez6dé CD86 molekula expresszidjat. Erdekes modon, az MSCI-CM
szignifikdnan noveli az moDS-ek felszinén kimutathat6 HLA-DQ és CTLA-4 molekulak
kifejezodését. Vizsgalataink fényt deritettek arra, hogy a monocita differenciacié 4. napjara az
MSC-CM-mal kondicionalt moDS-ek felszinén magasabb CTLA-4 kifejez6dés mérhetd.
Osszességében tehat az MSCI sejtek és a roluk szarmazé kondicionalt médium mas fenotipusa

monocita-eredetii sejtek kialakulasat eredményezi.

4.2.3. Az MSCl-sejtek legalabb részben ATRA termelésén keresztiil valtoztatiak meg a moDS-
k fenotipusos tulajdonsdgait

Eredményeink alapjan az MSCI sejtek rendelkezhetnek a RARa ligandum, vagyis az ATRA
szintéziségez sziikséges enzimkészlettel. Az MSCI sejtek altal potencidlisan termelt RARa
ligandum moDS-ek monocitabol torténd moDS differencidciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk
ugy, hogy egyes moDS tenyészeteket | nM ATRA jelenlétében differencaltattuk, amelyet a
meghatarozott kisérleteknél 75 perces inkubécio elézott meg 1 uM BMS614 specifikus RARa-
antagonistaval. Azt talaltuk, hogy az ATRA és MSCI-CM csokkentette a CD1a" sejtek aranyat,
szignifikans mértékben ndvelte a CD86 és CTLA-4 expresszidt az moDS-ek felszinén, mig a
HLA-DQ expresszidjat csak az MSCI-CM novelte szignifikdns mértékben. Az antagonista
hatasanak vizsgalatakor azt talaltuk, hogy BMS gatolta az ATRA CD1a expresszidt blokkold
hatasat, mig az MSC-CM-moDS-ek esetében ez nem figyelhetd meg. Tovabba, a BMS gatolta
az ATRA ¢és az MSCI-CM CD86 ¢és CTLA-4 expressziot fokozo hatasat.

4.2.4. Az MSCI-CM jelenlétében differencialt monocita eredetii sejtek IL-17- és IL-10-
termelo T-sejteket aktivalo képessége CTLA-4 fiiggo

A DS-ek f6 feladata a T-sejt valasz szabalyozasa. ELISPOT modszerrel kimutattuk, hogy az
MSCI-CM jelenlétében differencialtatott moDS-ek hozzdjarulnak az [L-17 illetve IL-10 citokin
termeld T sejtek fejlodéséhez. Amennyiben neutralizald antitesttel blokkoltuk az MSCI-CM
hatdsara az moDS-ek felszinén megjelend CTLA-4 molekulat, a DS-ek tobbé nem voltak
képesek kivaltani az IL-17 illetve IL-10 citokineket termeld T-sejtek aktivacigjat. Latva, hogy
az MSCI-CM moDS-ek indukaljak a T-sejtek IL-10 és IL-17 termelését, felmeriilt a kérdés,
hogy vajon ugyanazon segitd T-sejt alpopulaciok felelosek-e a két citokin termeléséért.
Vizsgélati rendszeriinkben, intracellularis citokin festést kdvetden aramlési citometridval

kimutattuk, hogy a kétféle citokin ugyanazon T-sejtekbdl szarmazik.
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5. MEGBESZELES

Az MSC-k — az eredetiiktdl fiiggetleniil - immunmoduldlé aktivitdssal rendelkeznek.
Immunvalaszra gyakorolt hatdsuk rendkiviil 6sszetett €s szertedgazd. Az MSC-k kozvetlen sejt-
sejt interakciok vagy szolubilis mediatorok termelése révén befolyasolhatjak az immunsejtek
differencialodasat és funkcionalis tulajdonsédgait. Immunszabélyozé aktivitasuk azonban
nagyban a kornyezeti tényezok fiiggvénye. Viselkedésiiket tehat nagy mértékben befolyasolja
az egyén altalanos egészségi allapota, a sejt forrasa, vagyis a szoveti mikrokornyezet, illetve az
izolalast kovetod in vitro tenyésztés koriilményei.

Az MSC-k legnagyobb ¢s legismertebb forrasa a csontveld, de egyéb szervekbdl, szovetekbol
is izolalhatok, igy példaul erek falabdl is kinyerhetjiik 6ket. Célul tiiztiik ki, hogy az eddig nem
olyan intenziven vizsgalt érfali MSC-ket karakterizaljuk. Ez azért is nagyon fontos, mert igen
nehéz Oket elkiiloniteni a tobbi érfalat alkotd sejttipustol. Fontos tovabba, hogy az érfali MSC-
ket altaldban artéridk tunica media rétegébdl izolaljak, joval kevesebb ismeretanyag gytilt 6ssze
eddig a vénak falaban taldlhatdo MSC-ekrdl. Ezért vizsgalataink soran célul tiiztik ki konnyen
kivitelezhet6 izolalasi technikéval kinyert véna-falbol szarmazé MSC-ek atfogd vizsgalatat és
a sz¢éleskorlien hasznalt és jol karakterizalt BM-MSC-kel torténd dsszehasonlitasat.

Az érfali és csontveldi MSC-ek egyarant adherens sejtek ¢és hasonld differencialodasi
potenciallal jellemezhetok. Az ISCT elvarasainak megfelelden a kétféle MSC hasonlo
sejtfelszini antigén expresszids mintazattal rendelkezik és jol elkiilonithetd csoportot alkot a
kontroll endothél sejtekté]. Erdekes modon a CD146 adhéziés molekula kifejezdése eltérd volt
a két MSC esetében, SV-MSC-ken ugyanis szignifikdnsan alacsonyabb mértékben
expresszalodott. In vitro €s in vivo eredmények arra utalnak, hogy az Ossejtek felszinén
erdsebben kifejez6dé CD 146 molekula asszocialt az dssejtek nagyobb plaszticitasdval, azonban
kisebb regeneracios potenciallal tarsul. A kétféle eredeti MSC génexpressziés mintdzata
markansan nem tért el egymastol, de a sejtciklus és onkogének, HOX, SOCS, Notch jelatvitel,
differenciaci6 ¢és lineage, valamint az Jssejtpotencial-bioldgiai folyamatokkal asszocialt
csoportokban sikeriilt tobb olyan gént azonositanunk, melyek a két MSC altipusban eltérd
kifejezddést mutatnak. A kiilonboz6 szovetekbdl izolalt MSC-ek nagyrészt atfedd, de bizonyos
gének, géncsoportok esetén mégis kiilonbozd génexpresszids mintdzatokkal jellemezhetdk,
mely arra utalhat, hogy az MSC-kre, a lokalizaci6 fiiggvényében mas-mas feladatok
harulhatnak, igy az MSC-ek alkalmazkodnak az adott szoveti kdrnyezethez, illetve az adott
szovetben éppen fenndlld kondiciokhoz. Az SV-MSC-ek igen kifejezett a BM-MSC-nél

erdsebb T-sejt proliferaciot gatlo, immunszuppressziv hatassal jellemezhetdk. Ez a megfigyelés
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alatdmaszthatja az érfali MSC-ek szerepét az ereket érintd gyulladdsos megbetegedések
tiineteinek enyhitésében.

A rendelkezésre allo irodalom és a dolgozatban bemutatott eredmények alapjan az
MSC-ek sokfélesége nyilvanvald. Kiilonbségek figyelhetok meg az egyén, a szovetek és a
sejtek szintjén egyarant. Valoszintlileg legalabb részben ezzel magyarazhat6, hogy az 6ssejtek
sajatsagait vizsgald rendszerekbdl gyakran akar egymasnak ellentmond6 kovetkeztetések
szliletnek. Egy lehetséges opcid a kisérleti koriilmények standardizalasara, ha vizsgalatainkhoz
MSC-sejtvonalakat hasznalunk, vagy azokkal egészitjiik ki a primer sejteket alkalmazo
kisérleteinket. Kisérleteink tovabbi részében mi is egy MSCI sejtnek nevezett MSC sejtvonalat
hasznéltunk. Kordbbi kollaboraciés munka keretében részt vettink a sejtvonal
karakterizalasaban. A vizsgalatok sordan bebizonyosodott, hogy a huméan embrionalis
Ossejtekbdl differencialtatott MSCI sejtek megfelelnek az ISCT altal meghatarozott MSC
kritériumoknak. Jelen munkank sordn igyekeztiink feltdrni az MSCI sejtek immunvalasz
szabalyozo képességének hatterében all6 mechanizmusokat. Vizsgaltuk az MSCI sejtek
hatasait.

Az MSCI sejtek mind kozvetett mind kozvetlen moddon és akar ellentétesen képesek
befolyasolni az éretlen moDS-ek gyulladasos és anti-inflammatorikus mediator termelését. A
expresszioja fokozatosan csokken, mig a CD209 molekula és a CD1 csalad bizonyos tagjainak
expresszioja nd. Ezen markerek vizsgéalatdval jo hatékonysaggal monitorozhaté a
differenciacios folyamat. Azt taldltuk, hogy az MSCI sejtek kozvetett és kozvetlen modon
egyarant novelték a CD14" moDS-ek aranyat, mig az MSCl sejtek nem befolyasoltak a CD209
molekulat kifejezd sejtek aranyat. Azt talaltuk azonban, hogy a molekula kifejezédésének
mértéke jelentdsen csokken az moDS-ek felszinén MSCI sejtek kozvetlen jelenlétében.
Vizsgalatainkat egyéb mérésekkel is kiegészitettiik, melyek az irodalmi adatoknak megfeleléen
arra utalnak, hogy az MSCI sejtek kozvetlen jelenlétében differencialoddé monocitak M2
makrofag tipust sejtekké fejlddnek, mig az MSCI-CM jelenlétében differencialodo sejtek
inkabb a dendritikus sejtekre jellemzd fenotipussal rendelkeznek. Ennek hatterében az allhat,
hogy a differencidcios folyamat kozben a két sejt kozott kapcsolat alakul ki az adhézios
molekuldk kapcsolodasan keresztiil. Ismert, hogy az MSC-ken expresszalod6 VCAM-1 és a

monocitadkon kifejez6d6 VLA-4 interakcidja részt vesz a monocitdk makrofag irdnyu

------
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Az MSCI sejtek kozvetlen modon szignifikansan névelik CD80 és PD-L1 antigének
kifejez6dését az moDS-ek felszinén, az MSCI sejtek szignifikans mértékben fokozzdk az
moDS-ek felszinén kifejez6dé CD86 molekula expresszidjat. Erdekes, hogy az egyébként T-
sejteken megjelend CTLA-4 ko-inhibitor molekula bizonyos korképek, példaul karcindmaban
szenvedo betegek esetében mieloid eredetii sejteken is kifejezodhet. Alapesetben az APC-altal
expresszalt CD80 ill. CD86 molekuldk a T sejtek altal kifejezett CD28 molekuldhoz kotodik.
Ez az interakcio a T sejt aktivacigjahoz vezet. A CTLA-4 molekula interakcios partnerei
azonban szintén a B7 molekulacsalad tagjai, igy a CTLA-4 a CD28 molekula kompetitora.
Vagyis B7 kotése a T sejt véalasz gatlasahoz vezet. Erdekes modon, az MSCI-CM szignifikanan
noveli az moDS-ek felszinén kimutathat6 HLA-DQ és CTLA-4 molekuldk kifejezddését.
Vizsgalataink fényt deritettek arra, hogy a monocita differenciacié 4. napjara az MSC-CM-mel
kondicionalt moDS-ek felszinén magasabb CTLA-4 kifejez6dés mérhetd. A genetikailag
modositott, terapidsan hasznalt CTLA-4-Ig molekulat expresszadlo moDS-ek részt vesznek az
autoimmun betegségek vagy a transzplantaciot kovetden kialakuld kronikus gyulladassal jaro
korképek tiineteinek enyhitésében. A mechanizmus hatterében részben ezen modositott
dendritikus sejtek azon képessége all, hogy indukaljak a Th17 sejtek IL-10 citokin termelését.
Az MSCI-CM jelenlétében differencidlt monocita eredetll sejtek IL-17- és IL-10-termeld T-
sejteket aktivaldo képessége a mi eredményeink alapjan is CTLA-4 fiiggd folyamatnak
bizonyult.

A kovetkezd 1épésben az volt a kérdésiink, vajon az el6bb ismertetett fenotipusos
valtozasokhoz sziikség van-e arra, hogy az MSCI-CM mér a differenciacios folyamat nulladik
napjatol jelen legyen a kultiraban. Eredményeink azt mutattdk, hogy az MSCI sejtekrol
szarmazo kondicionalt médium nem valtotta ki a CTLA-4 expressziot az moDS-ek felszinén,
amennyiben a feliiluszoéval mar differencialtatott sejteket kezeltiink. Felmertilt tehat benniink a
kérdés, hogy vajon milyen faktorok lehetnek jelen az MSCI sejtek feliiluszojaban, melyek az
moDS differenciacid korai szakaszaban meghatarozoak lehetnek. Ismert, hogy a monocitak
faktorok, citokinek, mikrobak, metabolitok valamint az étrend egyes Osszetevoi. Ilyen az A
vitamin, vagy mas néven, retinol. A retinol két nagyon fontos aktiv metabolit prekurzora,
melyek a retinal és a retinsav (ATRA). A retinsav RAR ¢és RXR magreceptorokhoz k&tddik
soran. Szamos sejttipus keriilt mar azonositasra, melyek elsdsorban a szoveti lokalizaciotol
fliggd modon képesek ATRA-t termelni. Az irodalomban ismertetésre keriiltek a bél lamina

propriaban, illetve a peritbneumban olyan sztroma sejtek, melyek ATRA-t allitanak eld, ezzel
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irodalombdl ismert, hogy a magreceptorok kiemelt szerepet jatszanak a mieloid sejtek fejlddése
soran is. Eredményeink alapjan pedig az MSCI sejtek altal termelt potencialis RARa ligandum
meghatarozza a monocitabdl differencialodd DS-ek fenotipusat.

Megfigyeléseink egyiittesen j mechanizmusokat szolgéltatnak az MSCI sejtek moDS-
k differencidlodasi és T-limfocita polarizacidés képességére gyakorolt hatdsat szabalyozo
molekularis hattér bovitéséhez. Eredményeink alapjan MSC-k altal kifejtett immunreguléciod
tobb iranybol, tobb mechanizmuson keresztiil, akar eddig nem ismert indirekt médon valosulhat
meg, mely Uj perspektivakat nyithat meg a rakos, autoimmun vagy egyéb gyulladasos

betegségekben szenvedd betegek kezelésében.
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6. 0SSZEFOGLALO

A mezenchimalis 6ssejtek igéretes terapias lehetOséget kindlnak. Ez részben relative
széles, multipotens differencidlodasi képességének, részben pedig jelentés immunmodulalo
képeségének koszonhetd. Szamos korkép hatterében nem megfelelden szabalyozott
immunvalasz huzodik meg, ami pedig a sejtek kozott zajlé kommunikdcios zavar
kovetkezménye lehet. A szdveti rezidens sejtek, mint az MSC-ek meghatdrozo szerepet toltenek
be a homeosztazis fenntartasaban, képesek lehetnek azonban a kialakult patologias allapotok
tamogatasara is.

Bar legnagyobb szamban a csontveldben fordulnak eld, az MSC-ek szamos szovet, igy
az erek esszencidlis sejtes alkotoelemei is. Az MSC-ket nem kezelhetjik egységes
populacidoként, a kiilonbozé egyénekbdl szarmazd sejtek ugyanis kiillonbozhetnek
fenotipusukban, epigenetikai hatteriikben, életképességiikben és a termelt oldott faktorok
mindségében. A nagyfokl diverzitds megismerése érdekében célul tliztiik ki egy izolalasi
modszer optimalizaldsat az érfalakban taldlhaté MSC-ek (SV-MSC) kinyerésére.
Megfigyeléseink alapjan az izolalast kovetden a sejteket karakterizdlnunk kell, ugyanis az
MSC-ek fenotipusos tulajdonsagaikban atfedést mutatnak az erek endothél rétegéban és az
mellett az SV-MSC-eket 0sszehasonlitottuk a széles korben hasznalt és jol ismert csontveldi
MSC-kel (BM-MSC). Az 6sszehasonlito analizis soran szdmos hasonl6 tulajdonsagot talaltunk,
feltarasra keriiltek azonban kiilonbségek is, melyek Osszességében alatdmasztjak az eltérd
allapotban 1év6 donorokbol nyert, illetve azok kiilonbozd szoveteibdl izolalt MSC-ek alapos
karakterizalasanak fontossagat.

Az MSC sejtvonalakkal torténd kisérletes munka segithet a frissen izolalt MSC-ek

diverzitasabol fakadd nehézségek kikiiszobolésére. Munkank sordn vizsgaltuk az MSCI sejtek

------

.....

befolyasolhato, ezaltal biztositva a monocitakbdl differencialodo sejttipusok alkalmazkodasat
az adott szoveti kdrnyezethez. Az MSCI sejtek indirekt médon, ATRA (RARa ligandum)
termelés révén eldsegitik CTLA-4 molekulat kifejezd DS-ek kialakuldsat, melyek képesek
kivaltani az allogén, naiv T-limfocitak IL-10 és IL-17 termel0 sejtekké torténd polarizaciojat.
Munkank sordn ) mechanizmusokat sikeriilt feltarni, melyek szerepet jatszanak az
MSC-ek altal kifejtett immunmodulacié soran, és felhivhatjdk a figyelmet a sejt-mentes

Ossejtterapiak elényeire.
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