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1. Bevezetés

A velesziiletett és szerzett immunitas mitkodésének dsszehangolasaban a dendritikus
sejtek (DC) kiemelt szerepet toltenek be. A DC-ek az egészséges szervezetben olyan
hal6zatrendszert hoznak 1étre, amely lehetévé teszi a bejutd korokozd azonnali felismerését és
bekebelezését, amelyet a felvett antigének nyirokcsomdba torténd szallitdsa kovet. A
nyirokcsomokban az aktivalt DC-ek az altaluk feldolgozott antigént a naiv T- limfocitak
szamara prezentaljak, ami az antigén-specifikus immunvalasz elinditasat eredményezi. A DC-ek
olyan hivatasos antigénprezentalo sejtek (APC), amelyek képesek a naiv T-limfocitak
kivaltani. A Thl sejtek citotoxikus aktivitissal rendelkeznek, a Th2 irAnyba polarizalt sejtek
elsésorban a humoralis immunvalasz szabalyozasaban vesznek rész, mig a Thl7 sejtek
kivalté és szabalyozd molekuldris folyamatok felderitése és a hatterében 4allo szabalyozd
mechanizmusok vizsgalata volt. Ebbél a célbol a DC-ek elézetesen azonositott, fenotipusukban

kiilonb6z6, gyulladastkeltd tulajdonsaggal rendelkezé CD1a* és a szabalyozo funkcidji CDla

kifejtett gatld hatas, kisérleteinkben azimmunszupressziv hatadsi mesenchymalis stroma szeri
sejtek (MSCI) hatasat vizsgaltuk a DC-ek fenotipusos jellegzetességeire, funkcidira és
kutatasi eredmények jelentosége, hogy 1) lehetdségeket tarhat fel a gyulladdsos betegségekkel

szembeni immunterapias folyamatok alkalmazasaban.

1.1 A dendritikus sejtek (DC)

Az emberi szervezetben kis szamban jelenlévé dendritikus sejtek (DC) alapvetd
szerepet jatszanak az immunrendszer mozgésitdsaban, a természetes és szerzett védelmi
rendszerek Gsszehangolt milkodésének iranyitdsaban. A DC-ek csontvelbi progenitor sejtekbdl
képz6d6 CD11* mieloid eléalakbol fejléddnek, gyulladasos folyamatok soran azonban
monocitakbol is differencidlodhatnak. Nyugvo allapotban az egészséges szervezet szinte
minden szdvetében el6fordulnak, elsésorban azoknak a felszineknek a kozelében dusulnak fel

(bor, nyalkahartya), ahol szervezetiink kozvetlen kapcsolatban all a kiilsé kdrnyezettel és ezaltal



potencialis behatolasi kapukat biztositanak a korokozok szamara. A DC-ek elsddleges feladata a
szervezetbe jutd kiilonbozé eredetli antigének felismerése és feldolgozasa. Hatékony fagocita
sejtekként miikddnek, a kiilonb6z6 tipusa antigéneket sejtfelszini és intracellularis receptoraik
segitségével ismerik fel, amelyeket Osszefoglald néven mintazat felismeré receptoroknak
neveziink (PRR). A PRR-oknak szamos altipusat kiilonitették el, koztik a Toll-szerli
receptorokat (TLR), a citoszolikus Nod-szeri receptorokat (NLR) és a RIG-szeril
receptorcsaladot (RLR). A DC-ek citoplazmajaban kifejez6dé6 RIG-1, MDAS ¢és LGP-2
receptorok az RLR csaladba tartoznak, és fontos szerepet jatszanak a szervezetbe bejuto SSRNS,
dsRNS vagy DNS virusok felismerésében és eliminalasaban. Az antigén felismerését kovetéen
a DC-ek aktivalodnak, aminek kovetkeztében olyan differencialodasi allapotba keriilnek, hogy
felsziniikon 1j, az aktivalt DC-ek funkcidihoz sziikséges receptorokat, kostimulacios és adhézos
molekuldkat fejeznek ki. Ezek a fehérjék eldsegitik a sejtek nyirokcsomokba torténd
vandorlasat, ahol a felvett, majd feldolgozott antigént a DC-ek az MHC molekulak segitségével

Elbzetes kutatasi eredményeink igazoltdk, hogy a DC-ek két, eltéré funkcionélis
sajatsdgokkal rendelkez6 altipusra oszthatéak, amelyek a CDla sejtfelszini molekula
megjelenése alapjan kiilonithet6ek el. A CD1a fehérjék a f6 hisztokompatibilitasi gén komplex
(MHC) molekulaihoz szerkezetileg hasonloéak, de funkcionalisan -eltéréek, legfontosabb
szerepiik a bakterialis eredetii glikolipid antigének bemutatasaban nyilvanul meg. Korabbi
kutatasi eredményeink azt mutattik, hogy a CD1a* sejtek a gyulladasos cellularis immunvalasz
(Thl), mig a CDlasejtek a tolerogén humoralis immunvalasz (Th2) kialakulasat segitik eld.
Mivel a CDla fehérje jelenléte nem csak a monocita-eredetli, hanem a szoveti és a
nyirokcsoméi DC altipusokra is jellemzd, feltételezhetd, hogy a két populacid in vitro igazolt
eltéré sajatsagai in vivo koriilmények kozott is eltéréen befolyasoljak az immunrendszer
miikodését.

A DC-ek aktivacigjat a sejtfelszini kemokin receptorok megjelenése, az MHC 1 és 11
fehérjék, kostimulacios és adhézios molekulak, valamint a CDS83 aktivacios marker
kifejez6désének fokozodasa jellemzi, Ezzel parhuzamosan a sejtek fagocitalo képessége
csokken. Az aktivalt DC-ek felszinén kifejez6d6 CCR7 kemokin receptor teszi lehetévé a DC-
ek nyirokcsom¢ felé iranyitott, aktin vezérelt megnyulasat, valamint a nyirokszoveti sejtek altal
szecernalt CCL21/CCL19 kemokinek receptorhoz kotédését.. Az aktivalt sejtek az ECM-on

keresztiil haladva az altaluk szecernalt MMP enzimek lebontasaval jutnak el a kozeli nyirok



crer

ek szovetek kozti vandorlasi képessége hatirozza meg a migracié hatasfokat, amit 6t 1épcsés
modell rendszerrel jellemeztek. A folyamat 1épései minden migraciora képes sejttipusban az
aktin-vezérelt sejt megnyulasaval kezdddnek (1), amit a célszovetben kifejez6d6 integrinekkel
kialakitott kolcsonhatasok kovetnek (I1). A szovetek kozti extracellularismatrix (ECM)
elbontasa érdekében a sejtek kiilonboz6 tipusa proteazokat szecernalnak (111), majd az aktin-
miozin-medialt 6sszehtizodast kovetéen (IV.) a sejt az elbontott matrixhoz huzéddik, (V.), és
aktin-vezérelt megnyulassal halad tovabb. A folyamatban fontos szerepe van az enzimek altal
kivaltott pericellularis proteolizisnek is, amely haladasi Gtvonalat biztosit a migrald sejteknek.

Munkacsoportunk egy korabbi tanulméanya soran igazolta, hogy a DC-ek aktivacioja

csatornak (VGSC) befolyasoljak. A VGSC-k miikddésének gatlasa gyulladast csokkentd hatasu,
autoimmun encephalomyelitis és sklerdzis multiplex kezelésére is alkalmazzak. A nyugvd DC-
ek membranjaban magas a Navl.7 csatorna Kifejez6dése, a sejtaktivacié soran azonban az
expresszi6 folyamatosan csdkken, névelve az intracellularis Ca?* koncentraciét, ami lehetévé
teszi a sejt aktivaltsagi allapotanak elérését. A DC-ek az antigén felvételét kovetden aktivacios
szignalok hatdsira, megnovekedett Ca?* koncentracié jelenlétében valnak képessé a
nyirokcsomoéba torténé vandorlasra. A DC-ek a nyirokcsomoban a peptiddel feltoltott MHC 11
fehérjék kozvetitésével mutatjak be a feldolgozott antigént a naiv T-limfocitak szamara. A
CD86 ¢és CD80 kostimulaciés molekuldk fokozott kifejezédése eldfeltétele az adaptiv
immunvalasz elinditasanak. Az antigén felismerést kovetéen a T-limfocitdk citokint termeld
effektor sejtekké differencialodnak, amelyek szabalyozo vagy gyulladasos iranyba polarizaljak
a T-sejt valaszt.. A végrehajté funkcioval rendelkez6 T-sejtek és a DC-ek a kornyezeti
hatasoktol fiiggben segitd (Th) és regulatorikus (Treg) sejtekké differencialodhatnak. Az
aktivalt DC-ek szintén szamos citokin termeléséért felelések, amelyek segitségével az
immunvalasz jellegét, azaz a T-sejt polarizacio iranyultsagat is képesek szabalyozni. A DC-ek
altal szecernalt IL-12 citokin fontos szerepet jatszik a T-limfocitak altal kozvetitett cellularis
immunvalasz kivaltasaban és a gyulladasos Th1l sejtek polarizacidjaban, ami az IFN-y szekrécio
révén fejti ki hatasat. A humoralis immunvalaszban szerepet jatsz6 Th2 sejtek kialakulasahoz a

DC-ek altal szecernalt 1L-2 és IL-33 jelenléte sziikséges, mig az IL-6 a Th17 iranyu T-sejt



polarizaciot segiti el6. Ennek eredményeként a DC-ek altal kialakitott citokin kornyezet fontos
szerepet tolt be a T-limfocitak altal kozvetitett antigén specifikus, adaptiv immunvalasz

kialakulasaban.

1.2 A matrix metalloproteinazok

Az emberi szervezetet felépitdé fehérjék kozel egyharmadat kollagének alkotjak,
amelyek jelentds szerepet jatszanak a sejtek kozotti allomany, az extracellularis matrix (ECM),
valamint a sejtpopulaciok elhatarolasat biztosité alaphartya kialakitasaban. Az ECM folyamatos
megljitasat és atalakitasat lebontd enzimek, a matrix metalloproteinazok (MMP) végzik. Ezek a
cink-fliggé endopeptidazok a normal szovetek atrendezédésekor részt vesznek az ECM
lebontasaban, az embrionalis fejlédésben, a sebgyogyulasban és az angiogenezisben. Az MMP-
ok szerepét a citokinek, kemokinek és szdmos fehérje hasitdsaban bizonyitottak igazolva
szerepiiket a gyulladasos folyamatok és az immunrendszer folyamatainak szabalyozasaban. Az
MMP-ket fiziologias koriilmények kozott szamos sejttipus termeli és szecernélja, a folyamat
szigor( szabalyozas alatt 4ll. Az MMP-ok a fiziologiastol eltérd helyen, idében és mértékben
torténd termelédése, valamint a miikodésiiket szabalyozo folyamatok esetleges hibai sulyos
szoveti karosodasokat okozhatnak. Az MMP-ek patologias folyamatokban, mint a tumor és
metasztazis képzodés, iziileti gyulladasok, gyomorfekély, csontfelszivodas, tlidogyulladas
korfolyamataiban is részt vesznek.

Az MMP-ok szabalyozasa rendkiviil fontos, mert ezeknek az enzimeknek a szubsztrat
specificitdsa gyakran atfedd, igy az eltéré bioldgiai funkcioikat elsdsorban a megfeleld
szabalyozas biztosithatja. Az aktiv  MMP-0k természetes és mesterséges gatloszerekkel,
valamint internalizacio révén is gatolhatok, enzimatikus aktivitasuk gatlasat a szoveti
kornyezetben a TIMP csalad tagjai biztositjdk. A TIMP csaladnak jelenleg négy tagja ismert,
amelyek 1:1 ardnyban gatoljak az MMP-ok katalitikus doménhez vald kotédését. A folyamat
soran a TIMP-ok 5 N-termindlis aminosava az MMP-ok aktiv centrumahoz kotédve
akadalyozza meg az enzim tovabbi szubsztrat kotésését. Az inhibitorok részleges
specificitasaért a TIMP-ok C-terminalis doménje felelds. Mesterséges inhibitorai a tanomastat,
prinomastat, tetraciklin, katekin, aszpirin és a GM6001. A GMG6001 széles spektrumu
szintetikus gatloszer, amely a fémiont igénylé enzimek hatékony inhibitora, a konzervativ
fémionnal komplexet képezve fejti ki gatlo hatasat. Az MMP-ok katalitikus doménjében

talalhaté Zn?* ionnal komplexet alkotva megakadélyozza, hogy a szubsztrat a katalitikus domén



kozelébe keriiljon és igy az enzim mar nem képes proteolitikus funkcidjatellatni. A GM6001
klinikai felhasznaldsa széleskorli, alkalmazzak bakterialis fert6zések kezelésére is, mivel a
baktériumok altal szecernalt peptid a deformilazt is mikodésképtelenné teszi és
emlédaganat szovodményeként kialakuld csont metasztazis csokkentésére is. Munkank soran a
GM6001 DC-ek fenotipusara és miikodésére kifejtett hatdsanak részletes vizsgalatara is

kitértiink.

1.3 A dendritikus sejtek és a matrix metalloproteinazok kapcsolata

A nyugvo és aktivalt DC-ek egyarant képesek a MMP-0k és természetes inhibitoraik,
egyenstilya meghatdroz6 az immunrendszer miikodésének hatékonysaga szempontjabol. Az
MMP — TIMP rendszer egyensulyanak felboruldsa szamos korképben kimutathato, mint
gastritis és az attét képzdédéssel jar6 malignus tumorok, ezért szamos, ezt az egyensilyt
befolyasolni képes készitmény keriilt forgalomba. Kisérleteinkben a monocitabol
differencialtatott DC-ek és alpopulacioik MMP ¢és TIMP kifejez6désének szisztematikus
vizsgalatat végeztiik el gén és fehérje szintli vizsgalatokkal, valamint a GM6001 szintetikus

inhibitor hatasat is tanulmanyoztuk az MMP-ok és TIMP-ok kifejezOdésére, a résztvevo

sris

1.4 Az embriondlis eredetii mesenchymalis stroma sejtek (MSCI) médositjak a
monocitabdl differencialtatott DC-ek funkcidit

A MSC-ek az emberi szervezet szoveteiben elszértan fordulnak el, legnagyobb
mennyiségben a csontvelben talalhatok, ahol legfontosabb feladatuk a hematopoetikus Ossejtek
(HSC) nem differencialt allapotanak fenntartasa. Az utobbi években ezek a szoveti regeneraciot,
érképz6dést és immunszupresszidt egyarant kivaltani képes sejtek a biotechnologiai és
sejtterapias eljarasok egyik legfontosabb célpontjaiva valtak. A Kklinikai gyakorlatban is
felhasznalhato, jol jellemzett és stabil sejtvonalak alkalmazasa azonban még varat magara,
mivel a szervezetbdl izolalhato MSC-ek heterogén sejtpopulaciot képeznek. Az MSC-ek ismert
tulajdonsaga, hogy képesek a természetes €s szerzett immunitas végrehajté funkcidit egyarant

gatolni. Irodalmi adat, hogy a csontvel6i eredetli mesenchymalis sztroma sejtek (BM-MSC-ek)



kovetkezik be, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az MSC-ek hatékonyan hasznalhatoak olyan
korképek kezelésére, amelyekben a szovetkarosodast az immunrendszer sejtjeinek talmiikddése
okozza, mint pl. csontvel6-atiiltetés, allergia, autoimmun megbetegedések. Az MSC-ek a DC-ek
amelynek kovetkeztében a DC-ek T-sejt polarizaciot kivaltd képessége is megvaltozik.

El6zetes eredményeink szerint a HUES9d embrionalis 0Ossejtekb6l megfeleld
kortilmények kozott in vitro MSC-szerit (MSC1) sejtek differencialtathatok, amelyek a BM-
MSC-hez hasonld fenotipus sajatsagokkal, morfologiaval és differenciacios képességgel
rendelkeznek. Ezen tulajdonsagaik 5-15 passzalasig stabilan kimutathatok.

Hipotézisiink szerint a DC-ek az MSCI sejtek jelenlétében a BM-MSC-k altal kifejtett hatashoz
hasonldan, a sejtaktivacid ellenére is nyugvé allapotban maradnak. Jelen munkank soran az
MSCI sejtek DC-ek fenotipus sajatsigaira és funkcidira kifejtett hatdsat vizsgaltuk kiemelt

figyelmet forditva DC-ek migracios képességére, aminek soran elészor a DC-ek felszinén

és a csatornak eltlinésével parhuzamosan fokozodik az intracellularis Ca®* koncentracié. Az
aktivalt CCR7M"Nav1.7'% DC-ek a szdvetek kozotti hatékony haladis érdekében MMP-ket
szecernalnak, amelyeket egészséges szervezetben a TIMP-ek szabalyoznak.

A kiilonb6z6 alpopulaciokba sorolhato DC-ek kiilonb6zé mértékiit MMP és TIMP
szekréciora képesek. Munkank soran azt is igazoltuk, hogy az MSCI sejtekkel kozos
tenyészetben nevelt DC-ek MMP-9,-12 és TIMP-1,-2 expresszioja és szekrécidja is valtozik.
Amennyiben az aktivalt és antigént hordoz6 DC-ek vandorlasa elindul, és a sejtek elérik a
nyirokcsomot, ahol a DC-ek talalkozhatnak a T-limfocitakkal, az MHCI és -IT molekulak a naiv
T-sejtek segitségével bemutatjak a feldolgozott fehérje antigéneket. Korabbi kutatasi
eredmények igazoltak, hogy a MSC-ek gatoljak a DC-ek sejtfelszini MHC molekuldinak
kifejezodését, igy a T-sejtek IFNy szekrécioja is csokkena kontroll mintakéhoz képest.
Munkénk soran az MSCI sejtek jelenlétében nevelt DC-ek altal kivaltott T-sejtek aktivacidjanak
és polarizaciojanak valtozasait mutattuk ki ELISPOT modszer segitségével. Korabbi
kisérletekben a DC-ek RLR receptorainak expressziojat, valamint az MSC illetve MSCI sejtek
altal kifejtett gatlo hatast még nem tanulmanyoztak, igy e receptorok génszintii kifejezodését is

ellenOriztik.



2. Célkitiizések

Ismert irodalmi adat, hogy a monocitabol differencialtatott DC-ek CD1a negativ (CD1a-) és

CDla pozitiv (CD1a") alpopulacioi eltéré funkcionalis sajatsagainak miatt kiilonb6z6 modon

vesznek részt az immunvalasz kivaltasaban, igy a két sejtpopulacié migracios sajatsagai is

eltéréek lehetnek. Kisérleteink soran ezért részletesen vizsgaltuk a DC-ek vandorlasanak

jellegzetességeit. Munkankat a kovetkez6 szakaszokra 0sztottuk:

e Az MMP-9¢s MMP12, valamint a TIMP-1 és TIMP-2 kifejez6désének és az MMP-9

e A nyugvdo ¢és a gyulladasos citokinkoktél altal aktivalt DC-ek CD1* ¢és DCla
alpopulaciéiban mérhet6 MMP-9 és MMP12, valaminta TIMP-1 ¢és TIMP-2

e A nyugvo és a gyulladasos citokinkoktél altal aktivalt DC CD1* és DCla” DC-ek altal
szecernalt MMP-9 enzim aktivitdsanak mérése

e A gyulladasos citokinkoktél és az LPS altal aktivalt DC-ek MMP-9 és MMP-12, valamint a

e A GMG6001 szintetikus inhibitor hatasanak vizsgalata a DC-ek fenotipusara

e A GMO6001 inhibitor hatasanak vizsgalata a nyugvo és a gyulladasos citokinkoktéllal
aktivalt DC-ek altal kifejezett MMP-9 és MMP-12, valamint a TIMP-1, TIMP-2 és a CCR7

A tervezett vizsgalatok lehetdséget adnak a két DC altipus migraciés sajatsagaiban
megmutatkoz6 kiilonbségek azonositasara és a GMG6001 gatld molekula alkalmazasi
lehetdségeinek €s esetleges korlatainak meghatarozasara.

Korabbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy az MSC-ek befolyasoljak az immunvalasz
kialakitasaban résztvevd sejtek miikddését, beleértve a DC-ek funkciodit is. Egy korabbi

kollaboraciéos munka soran kimutattuk, hogy a HUES9d embrionalis 6&ssejtekbél MSC-szerti

cres

cres

befolyasoljak, igy kisérleteinket e folyamat vizsgalatara is kiterjesztettiik. Tanulméanyoztuk:



A nyugvo és gyulladasos citokinkoktél, a poly(l:C) és az 5’ppp RNA altal aktivalt DC-ek
fenotipusos tulajdonsagait MSCI sejtekkel k6zos tenyésztést kdvetden

A kevert kultaraban nevelt, poly(1:C)és 5’ppp RNS altal altalaktivalt DC-ek gyulladasos
citokin termelésének mértékét ELISA moddszerrel a sejtek feliiliszo mintaiban

A kezelt és nem kezelt DC-ek altal aktivalt autoldg és allogén T-sejtek IFN-y termelésének
mérése enzim kotott immunoszorbens modszerrel

Az MSCI sejtek jelenlétében differencialtatott DC-ek spontan és kemokin-indukalt
aktivalast kovetéen

A DC-ek migracioban szerepet jatszo6 gének (CCR7, Navl.7, MMP-9, MMP-12, TIMP-1,
TIMP-2) kifejezddésének vizsgalata RT-PCR moszerrel az MSCI sejtek altal gatolt DC-
ekben.

Szecernalt MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 mennyiségének mérése a kevert sejtkultara feliiluszo
mintaibol

A RIG-I, MDA-5, LGP-2 receptorokat kodold gének expressziojanak vizsgalata az MSCI
sejtek altal gatolt DC-ekben



3. Anyagok és modszerek

3.1. Etikai nyilatkozat

A huméan eredetli vérkészitményeket az Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSZ) debreceni
Regionalis Vérellato Kozpontjabdl igényeltiik. A vérmintak begyiijtése és tarolasa, az Orszagos
Vilagszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveit kovetve, a donorok eldzetes
irasos beleegyezésével tortént. A human vérmintakkal torténé munkat az OVSZ igazgatdja és a

Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga endegélyezte.

3.2. Monocita szeparalas human vérbél

A monocita szeparalashoz a Debreceni Regionalis Vérellato Kozpontbol kapott egészséges
donorokbol szarmazd ugynevezett ,buffy coat”-okat hasznaltuk fel. A monocitdkat az alabbi
modszer szerint — steril koriilmények kozott - szeparaltuk:

A vért fiziologias sooldattal kétszeresére higitjuk majd dvatosan Ficoll oldatra (GE Healthcare)
rétegezziik, majd slirliség alapi gradiens centrifugalast kovetéen a periférias mononuklearis
sejtek (PBMC) elkiiloniilnek a vér tovabbi alkotditol. A tovabbiakban a PBMC-b6l a CD14*
monocitakat magneses sejtszeparalas segitségével valasztjuk el. A magneshez konjugalt CD14*
ellenanyagokat a jégen tarolt mintainkhoz adjuk, majd az inkubacios id6 elteltével, specialisan e
célra kifejlesztett masgneses oszlopokon juttatjuk keresztiil a megjelolt mintdkat (Miltényi
Biotech). A magneseknek koszonhetden a monocitdk elvalasztasra keriilnek a PBMC-t6l. A
mintak tisztasagat aramlasi citometridss modszerrel ellendriztiik. A monocitikat 2x10° sejt/ ml
koncetracioban AIMV tapfolyadékban (Gibco, Paisley, Scotland) tartottuk fenn, vagy kokultira
készitése esetében azonnal a kevert tenyészetbe helyeztiik. A monocitakat a 0. és a 2. napon 100
ng/ml IL-4-el és 75 ng/ml GM-CSF-el (Peprotech EC, London, UK) hozzaadéasaval

differencialtattuk DC-¢, az 6nallo és a kevert kultirak esetében egyarant.

3.3. Mesenchymalis stroma szerii sejtek izolalasa és tenyésztése

A MSCI sejteket 0.05-0.02% Tripszin-EDTA (Hyclone, South Logan, Utah)
segitségével gyljtottiik Ossze a tenyészt6flaskabol, majd ezt kdvetéen Dulbecco’s PBS
(Hyclone, South Logan, Utah)-ben mostuk el centrifugalds segitségével. Sejtszamolast
kovetden, 4x10° sejtet, 2,5 ml/ well RPMI tapfolyadékba (Hyclone, South Logan, Utah) 10%
FCS (Gibco, Paisley, Scotland) és 1% antibiotikum/ antimikotikum (Hyclone, South Logan,



Utah) hozzadasa mellett helyeztiink 6 lyuka platekbe (TPP, Trasadingen, Svajc). Miutan az
MSCI sejtek Osszefiiggd sejréteget alkottak a milanyag feliilleten, a 2x10° frissen izolalt
monocitat helyeztiik a tapfolyadékba.A kevert kultirat 0. és a 2. napon 100 ng/ml IL-4-el és 75
ng/ml GM-CSF-el (Peprotech EC, London, UK) kezeltiik.

A kevert kultirabol a 6. napon a DC-eket pozitiv CD209/DC-SIGN alapti magneses
sejtszeparalas segitségével (Miltenyi Biotech) elvalasztottuk a MSCI sejtektdl. A DC209/DC-
SIGN a DC-ek 90% + 5% an fordul eld, igy a tovabbiakban e sejteket tovabb vizsgalhattuk az
MSCI sejtektdl fiiggetlendil.

3.4. Kevert kultira készitése

A MSCI sejteket 0.05-0.02% Tripszin-EDTA (Hyclone, South Logan, Utah) segitségével
gyljtottilk Ossze a tenyésztéflaskabol, majd ezt kovetden Dulbecco’s PBS (Hyclone, South
Logan, Utah)-ben mostuk el centrifugalas segitségével. Sejtszamolast kdvetden, 4x10° sejtet,
2,5 ml/ well RPMI tapfolyadékba (Hyclone, South Logan, Utah) 10% FCS (Gibco, Paisley,
Scotland) és 1% antibiotikum/ antimikotikum (Hyclone, South Logan, Utah) hozzadasa mellett
helyeztiink 6 lyukt platekbe (TPP, Trasadingen, Svajc). Miutan az MSCI sejtek sszefliggd
sejréteget alkottak a milanyag feliileten, a 2x10° frissen izolalt monocitat helyeztik a
tapfolyadékba.A kevert kultarat 0. és a 2. napon 100 ng/ml IL-4-el és 75 ng/ml GM-CSF-el
(Peprotech EC, London, UK) kezeltiik. A kevert kultarabdl a 6. napon a DC-eket pozitiv
CD209/DC-SIGN alapti magneses sejtszeparalas segitségével (Miltenyi Biotech) elvalasztottuk
a MSCI sejtektl. A DC209/DC-SIGN a DC-ek 90% + 5% an fordul eld, igy a tovabbiakban e
sejteket tovabb vizsgalhattuk az MSCI sejtektdl fliggetleniil. A kevert kultiraban nevelt sejtek
¢életképességét minden egyes donornal 7AAD festéssel, flow citometrias mérés segitségével
ellendriztiik, mert el szerettiik volna keriilni a tenyészetben 1évé apoptotikus sejtek altal
tapaszatlahd szuppressziv hatast. Csak azokat a donorokat hasznaltuk fel munkank soran

amelyek legalabb 92+5%-a életképes volt.

3.5. A sejtek aktivalasa, GM6001 kezelés

A DC-ek in vitro differencialtatasanak 5.napjan, a sejteket (a kiilonallo sejtkultirakban és kevert
kultirakban egyarant) kiilonbozo aktivacios stimulusokkal kezeltiik. Munkank soran a sejteket
500 ng/ml lipopoliszacchariddal (LPS , Sigma) vagy gyulladasos citokin koktéllal 10 ng/ml
TNF-a, 5ng/ml IL-1B, 75 ng/ml GM-CSF, 20 ng/ml IL-6 and 1 pg/ml PGE2, (Peprotech EC,



London, UK) vagy 25 pg/ml poly (I:C)-vel vagyl pg/ml 5’ppp-dsRNA szintetikus liganddal
(Invivogen, San Diego, CA, USA) kezeltiik.

Az MMP inhibicios kisérletekben a GM6001 szintetikus MMP inhibitort (Calbiochem) 25 uM
koncentracioban alkalmaztuk. A kontrollokhoz a GM6001 olddszerét, a DMSO-t adtunk. Az 5
napos DC-ket 24 oran keresztiil kezeltiik, az DC sejtkultirakhoz az inhibitort az aktivacios

kezelés el6tt egy oraval adtuk hozza.

3.6. A sejtfelszini molekulak kifejezodésének vizsgalata aramlasi citofluorimetriaval
Sejtszamolast kdvetden a kezelt DC-bS] minimum 2*10° sejtet centrifugalunk 1.1 ml-es FACS
csében (4000 RPM) 4293 g gyorsulassal 5 percig, majd FACS pufferben (0,5% BSA, 0,05%
natrium-azid PBS-ben) felvessziik, és Gjra centrifugaljuk. A feliiliszot leontjiik, a sejteket 100
ul FACS pufferben folvessziik és hozzaadjuk egér anti-human CD1a-FITC (Beckton Dickinson
— BD - Pharmingen) illetve a CD83-PE, CD80-FITC és CD86-PE ellenanyagot (1 ug/ml) (BD
Pharmingen) igy direkt jeloléssel latjuk el a sejteket. A cs6 tartalmat vortex segitségével
Osszekeverjiik. A sejteket az antitesttel 20 percig 4 °C-on inkubaljuk. Ezutan a nem kot6dott
antitesteket FACS pufferben torténé mosassal és centrifugalassal eltavolitjuk (4000 RPM/ 4293
0, 5 perc). A sejteket 300 pl 4% paraformaldehid oldattal fixaljuk. A sejtfelszini expresszidjaval
aranyos fluoreszcens jelet aramlési citofluoriméterrel detektaljuk (BD FACS Calibur, FITC:
green emission detector, sziir6 : 530/30, PE: Red orange emission detector, szird: 585/42), a
mért értékeket FlowJoe szoftwer (Tree Star, Ashland, OR, USA) segitségével elemezziik
tovabb.

3.7. A dendritikus sejt alpopulaciok szeparalasa a CDla sejtfelszini molekula jelenléte
alapjan

A CDla- és CDla+ sejteket Diva (BD Digital Vantage) késziilék segitségével, az aramlasi

citométeres vizsgalatoknal ismertettett jelolési eljarast kovetden szeparaltuk. Egyes

kisérletekben a steril korilmények kozott szeparalt alpopulacidkat tovabb tenyésztettiik és

aktivaltuk a fentebb leirt modon.

3.8. RNS izolalas, cDNS szintézis, kvantitativ PCR
A sejtekb6l Trizol reagent segitségével izolaltunk RNS-t (MRC, Cincinnati, OH USA).



Az izolalt teljes RNS mennyiségb6l 2 pg-t High Capacity cDNA Archive Kit segitégével
(Appied Biosystems, Foster City, CA) oligo-(dT) primer hozzaadasaval (Promega, Madison,
WI, USA) 37°C-on , 120 perc alatt reverz transzkripcié soran komplementer DNS-¢é (cDNS)
irtuk at. A kvantitativ real-time PCR soran génspecifikus TaqMan assay-ket (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) és DreamTaq DNA polimerazt (Fermentas St. Leon-
Rot,Germany) hasznaltunk. A gén expressziokat ABI StepOnePlus real-time PCR késziilékkel
(Applied Biosystems) detektatuk. A kapott értékeket a StepOne Software v2.1 (Applied
Biosystems) szoftwerrel értékeltiik ki és a h36B4 haztartasi gén génexpresszids értékeihez

normalizaltuk.

3.9. Enzim-kétott immunszorbens esszé

Az enzim-kotott immunszorbens esszé (ELISA) segitségével a vizsgilandd molekulak
fehérjeszinten tanulmanyozhatéak. A sejtek altal a tapfolyadékba kibocsatott fehérje
mennyiségét egy standard sorhoz hasonlitva annak pontos koncentracioja meghatarozhato.
Kisérleteink sordn a gyartéi protokollnak megfeléen a kovetkezd citokinek és kemokinek,
CXCL8, CXCL10, IL-12, IL-10, IFNy, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 (R&D Systems, BD
Biosciences, USA). A mintdk fehérje tartalmaval aranyos  szinintenzitisokat
spektrofotométerrel, 450 nm hullamhosszon detektaltuk microplate reader (Biotek, Winooski,
VT, USA) segitségével. A kapott abszorbancia értékek és a standard sor koncentracidinak
ismeretében Excell program segitségével kiszamitottuk az ismeretlen mintdk fehérje tartalmat,

figyelembe véve a minta higitasokat.

3.10. ELISPOT esszé

Az dnalldan illetve MSCI sejtek jelenlétében nevelt, majd izolalt DC-eket szérummentes RPMI
tapfolyadékba helyeztiik sejttenyésztd platekbe (TPP, Trasadingen, Svéjc). A megszamlalt DC-
ekhez allogén T- limfocitakat helyeztiink, majd 3 napon keresztiil 37°-on inkubaltuk a sejteket.
Ezt kovetden a sejteket specialis ELISPOT platekre vittiik at amelyek képesek a T- limforcitak
altal szekretalt IFN-y megkotésére, igy avidin-HRP (NatuTec, GmbH, Germany) jelolés és
ImmunoScan plate Reader (CTL, Shaker Heights OH, USA) segitségével detektaljuk az IFN-y

termeld sejtek mennyiségét.



3.11. Sejt migracids assay

diaméteres 5Sum poérus atméréjli Transwell rendszer segitségével vizsgaltuk (Corning
Inc.,Glendale, Arizona, USA). A Transwell felsé csatornaiba 2,5x10% DC-et helyeztiik RPMI
médiumban amely 0,05% BSA (Hyclone, South Logan, Utah) tartalmazott, mig az also
csatornakba a tipfolyadékon kiviil amennyiben indukalt migraciot kivantunk tesztelni, abban az
esetben 200ng/ml CCL19 kemokint oldottunk. 24 h 37°-on inkubaciot kévetéen az alsod
csatornaba migralt sejteket Osszegyljtottik, és polisztirén gyongyoket adunk az egyes
mintdkhoz (50 pl) és aramlasi citofluoriméterrel meghatirozzuk a migralt sejtek szamat

(Fluka St. Gallen, Switzerland).

3.12. Zselatinaz aktivitas mérés

Az MMP-9 enzim aktivitasat InnoZyme™ Gelatinase Activity Assay Kit (Merck) segitségével
hataroztuk meg, kovetve a gyartd utasitasait. A sejtek feliilluszojat 1:4 aranyban higitottuk a
kitben talalhato aktivald pufferrel, majd ezt kovetden a zselatindz szubsztratot adtuk az aktivalt
MMP-9-et tartalmazé mintdkhoz és igy 37 °C-on 3h keresztiil inkubaltuk a teszt platet. Az
inkubaciot kovetden a fluoreszcencia valtozas mértékét microplate reader (Biotek, Winooski,
VT, USA) segitségével detektaltuk.

3.13. Statisztikai analizis

A bemutatott eredmények mindegyike 3-5 kiilonb6z6 donor vizsgalatabol kapott adatokon
alapul.

Az MMP-9 és -12, illetve TIMP-1 és -2 esetében a génexpresszids grafikonok egy-egy
karakterisztikus donor eredményeit, mig a fehérjevizsgalatok a donorok atlagértékeit mutatjak.
A szignifikancia érték meghatarozasat Excel program segitségével és Student T proba
felhasznalasaval végeztik. Az Osszehasonlitisokat a monocitdban vagy az DC-ben mért
értékekhez viszonyitottuk.

A kevert kulturas tesztek soran a statisztikai analizist ANOVA Bonferroni post-hoc testtel
végeztiik el GraphPad Prism v.6 szoftwer segitségével végeztiik el. (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA). A

*p< 0.1, **p< 0.05, ***p< 0.001.



4. Eredmények

4.1. A matrix metalloproteinaz enzim és inhibitor szerepe monocitakbél differencialtatott
nyugvo és aktivalt dendritikus sejtek funkcionalis sajatsagaira

4.1.1. Az MMP-ok és TIMP-0k expressziéjanak vizsgalata a monocita-dendritikus sejt
differenciacié soran

A monocitak az emberi vér, sejtes elemeinek olyan tipusat képviselik, amelyek megfeleld
veszély jelek hatdsara a vérkeringésb6l kilépve a szoveti kornyezet ingereitél fiiggden
makrofagga vagy DC-ké differencialédnak. A monocita eredetli DC-ek olyan migraciora képes
sejtek, amelyek a szoveti kornyezet allapotatol fliggden valtoztatjak helyiiket. Korabbi munkank
soran affymetrix array segitségével kimutattuk, hogy az IL-4 és a GM-CSF hatasara
differencialodoé nyugvé DC-ek MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-14, MMP-19, TIMP-2 ¢és
TIMP-3 aktivacio indukalta fokozodasat, mig a TIMP-1 kifejez6dése csokkent. Jelen
kisérleteink els 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy a monocitakbol in vitro differencialtatott
nyugvd, valamint a gyulladasos citokinkoktéllal aktivalt DC populaciock MMP-2, MMP-9 és
MMP-12 valamint TIMP-1 és TIMP-2 expresszids mintazata hogyan valtozik a tenyésztés
soran.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a monocitakbol torténé DC fejléddés soran emelkedik az
MMP-9 és MMP-12 kifejezédése, €s ezzel parhuzamosan csokken a TIMP-1 és TIMP-2 gének
expresszidja. MMP-2 génexpresszidt sem monocitakban, sem DC-kben nem tudtunk kimutatni.
Mig monocitakban az altalunk hasznalt modszerrel sem MMP-9 sem MMP-12 kifejez6dés nem
volt detektalhato, addig DC-ekben nagy mennyiségben mutattuk ki a gatlo hatast TIMP-1 és
TIMP-2 gének jelenlétét. A DC differenciacio soran megjelend MMP gének a gyulladasos
citokin koktéllal aktivalt DC-kben a nyugvo sejtekben mért értékeknél magasabb expresszids
szintet igazoltunk. Ezzel a génexpresszios mintazattal ellentétben a TIMP gének kifejez6dése a
monocita — nyugvd — aktivalt DC fejlddés soran fokozatosan csokkent. Eredményeink azt
mutattak, hogy a differenciacié eredményeként az MMP-9 és MMP-12 gének kifejezddése
fokozodott, mig a TIMP-1 és TIMP-2 expresszioja csokkent. Osszhangban a génexpresszios
eredményekkel, a monocitdk nem termeltek MMP9 fehérjét. A nyugvd DC-ek ezzel ellentétben
detektalhatd mennyiségii MMP9 enzimet szecernaltak, amelynek mennyisége a gyulladasos

citokin koktéllal aktivalt DC-ekben tovabb novekedett



4.1.2. A monocita — dendritikus sejt differenciacioban szerepet jatszo citokinek hatiasanak
vizsgalata az MMP-ok és TIMP-ok kifejezédésére

A monocitak elézetes eredményeink szerint sem MMP9, sem MMP12 proteinazokat nem
termelnek, de a TIMP-1 és TIMP-2 gatlo fehérjéket sokkal nagyobb mennyiségben
szecernaljak, mint a monocitabol differencialtatott DC-ek. Ennek kapcsan meriilt fel a kérdés,
hogy a DC differenciacio kivaltasat elésegitd citokinek (IL-4 és GM-CSF) koziil melyik felelés
e gének kifejez6désének elinditasaért vagy gatlasaért. Ebbol a célbol a monocitakat 24 6ran at
citokinmentes AIMV médiumban tartottuk, 100 ng/ml IL-4, 80 ng/ml GM-CSF vagy mindkét
citokin egyiittes jelenlétében. Az MMP9 és MMP12 gének expresszidjat a GM-CSF
nagymértékben fokozta, mig az IL-4 6nmagaban nem okozott valtozast. IL-4 és GM-CSF
egyiittes alkalmazasakor az IL-4 gatolta a GM-CSF altal kivaltott MMP expresszid
novekedését. A TIMP1 és TIMP2 esetében nem taldltunk egyértelmii Osszefliggést az egyes
citokinek és a génexpresszid valtozasai kozott. A génexpresszids kisérletek eredményeit
alatimasztva az MMP9 fehérjeszintli megjelenését a GM-CSF nagymértékben fokozta, mig az
IL-4 gatolta.

4.1.3. Az IL-4 és a GM-CSF hatasanak vizsgalata az MMP-ok és TIMP-ok kifejezédésére

Figyelembe véve, hogy a monocitak nem fejeznek ki MMP-9 és MMP-12 géneket, a DC-ek
azonban igen, valamint el6z6 kisérleteink alapjan az MMP génexpresszié fokozasaért
elsésorban a GM-CSF citokin a felelds, ezért a kdvetkezékben megvizsgaltuk, hogy ez a hatas
kozvetleniil érvényesiil-e, vagy esetleg mas gének hatasan keresztiil. A monocitdkat ebben a
kisérletben is IL-4 és GM-CSF citokinek jelenlétében tenyésztettiik, majd a kezelést kovet6 1, 3,
6, 12, 18 és 24 orat kovetden a sejtekb8l MRNS-t izolaltunk. Eredményeink szerint az MMP-9
kifejezddés az IL-4 és GM-CSF kezelést kovetd 6. ordban jelenik meg kimutathatd
mennyiségben, mig az MMP-12 a nyugvo DC-kben a kezelést kovetd 18 6ra utanmutathato ki.
Jelent6s valtozast a kezelt mintdk génexpresszids szintjében azonban csak 24 orat koveten
igazoltunk. A TIMP-1 gén kifejez6dése a kezelést koveté 12. oratol kezdve jelentdsen
csokkent, mig a TIMP-2 gén folyamatos csokkenését kdvetéen 18 draval kismértékben ujra
emelkedett, de mértéke nem érte el a monocitdkban tapasztalt értéket. Osszhangban a
génexpresszios mérésekkel, az MMP9 fehérje szekrécidja a citokin kezelés utan 18 oraval

jelentdsen nott



414 A gyulladasos citokin koktél osszeteviinek hatasa az MMP-ok és TIMP-ok
kifejez6désére

A nyugvo DC-ekhez viszonyitva a gyulladastkelt§ koktéllal aktivalt DC-ek magasabb szinten
fejezték ki az MMP9 és az MMP12, és alacsonyabb szinten a TIMP1 és TIMP2 géneket. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a gyulladastkelté koktél egyes Osszetevsi (PGE2, IL-1p, IL-6, TNF-a,
GM-CSF) hogyan befolyasoljak a szabalyozasban résztvevd gének expresszidjat. A MMP-ok
expresszidjatlegnagyobb mértékben az IL-1f és TNF-a citokinek fokoztak, mig a TIMP gének
kifejez6dését az egyedileg hozzdadott IL-1B, IL-6 és GM-CSF emelték, mig a koktél
Osszetevoinek egyiittes hozzdadasa kovetkeztében a TIMP-o0k expresszidja a nyugvé DC-hez

képest gatlodott.

4.1.5. A gyulladasos koktél hatasanak vizsgalata az MMP-ok és a TIMP-ok kifejez6désére

Annak megallapitasara, hogy a koktél képes-e kozvetleniil befolyasolni az MMP és TIMP
gének expressziojat, az 5 napos DC-ket gyulladasos koktéllal kezeltiink és a kezelést kovetéen
30 perceel, 1, 3, 6, 12 és 24 ora elteltével a sejtmintakbol RNS-at izolaltunk. Az RT-QPCR
modszerrel kapott eredmények alapjan az MMP9 és az MMP12 gének kifejez6dése 1-3 oraval a
gyulladasos koktélkezelést kovetden jelentdsen emelkedett az DC-kben mért értékekhez
viszonyitva. A maximalis génexpresszids értékeket MMP9 esetén a 6 6ras mintakban, mig az
MMP12 esetén a 12 oras mintikban tapasztaltuk. Erdekes modon a TIMP1 és TIMP2 gének
expresszidja a koktélkezelést kovetd néhany oOraban az DC-kben mért értékekhez képest
emelkedik, majd 6-12 6rat kovetéen csokken. A TIMP1 24 orat kovetéen, a TIMP2 6-12 6ra
utan mutathaté ki, a korabbi kisérletekben mar tapasztalt, a DC-hez viszonyitott csokkent
génexpressziot. A gyulladdsos koktél hatdsat az MMP9 esetén a szecernalt fehérje mennyisége

alapjan is kimutattuk.

4.1.6. A gyulladasos koktél és a bakterialis lipopoliszaccharid MMP és TIMP gének
kifejezédésére Kifejtett hatasanak osszehasonlité vizsgalata

Kisérleteink kovetkez$ szakaszdban azt vizsgaltuk, hogy az altalunk jellemzett MMP9 és
MMP12, valamint a TIMP1 és TIMP2 gének kifejez6dése hogyan valtozik, ha mas aktivacios

......

tenyészeteket a koktél mellett 500 ng/ml LPS-dal kezeltiink és a mintakbol 24 ora elteltével



RNS-t izolaltunk. Eredményeink azt mutattak, hogy az LPS kisebb mértékben emelte az MMP9
és az MMP12 gének expresszidjat, mint a gyulladasos citokin koktél. A TIMP1 és a TIMP2
gének kifejez6dését az LPS a koktéllal ellentétes modon befolyasolta, az DC-hez képest tovabb
novelve e gének expresszidjat. A fehérjeszintli vizsgalatok alatamasztottdk a génexpresszios
mérések eredményeit, amennyiben az LPS kisebb mértékben emelte az MMP9 expressziot, mint

a gyulladasos koktél.

4.1.7. Az MMP és TIMP gének kifejezodésének vizsgalata monocitakbol differencialtatott
nyugvo és aktivalt dendritikus sejtek CD1a negativ és CD1a pozitiv alpopulaciéiban

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban arra voltunk kivancsiak, hogy a CDla- és CDla* DC
alpopulaciok MMP9 és MMP12, valamint a TIMP1 és TIMP2 génexpressziojaban talalunk-e
kiilonbségeket. A DC-ket a sejttenyésztés 2. napjan sejtszorter segitségével CDla* és CDla
alpopulacidkra valasztottuk szét és a sejteket a korabbi kisérletekhez hasonléan gyulladasos
koktéllal aktivaltuk. A sejtekb6l RNS-t izolaltunk, a sejtkultira feliliszokat ELISA ¢és
Innozyme modszerek segitségével analizaltuk. Az MMP9 gént a DC-kben kismértékben a
CD1a alpopulacio fejezi ki, ezek a sejtek a gyulladasos koktéllal aktivalt DC-ekben is az
MMP9 els6dleges termeldi. Ezzel ellentétben az MMP12 termelésért a nyugvo DC-kben
kizar6lag, aktivalt DC-kben pedig talnyomorészt a CDla* populacié a felelés. A TIMP1 és
TIMP2 gének kevésbé kifejezetten, de els6sorban a CD1a alpopulacioban voltak jelen. Az
MMP9 fehérje kivalasztiasat a CDla” és CDla* DC alpopulacidk feliiluszé mintaiban ELISA
modszerrel iS meghataroztuk. A fehérjeszinten mért eredményeket a génszintii mérések is
alatamasztottak, amennyiben az MMP9 enzimet a CD1a- alpopulaci6 termeli, mig a gyulladasos
koktéllal kezelt DC-ek altal termelt enzim jelent6s mennyiségben a CDla alpopulacidébol

szarmazik.

4.1.8. A monocitabol differencialtatott nyugvé ésérett dendritikus sejtek CDla  és
CDla*alpopulaciok zselatinaz aktivitasanak mérése

Eredményeinket a sejtek feliiliszdjabol mért zselatindz aktivitds mérésével is alatamasztottuk.
Ebbdl a célbdl az Innozyme Kit leirasanak megfeleléen specifikusan aktivaltuk az MMP-9
enzimet, majd a szubsztrat bontasabol keletkezd szinvaltozast detektalva kimutattuk, hogy az

DC-ek feliluszojaban mérheté enzimaktivitdis magasabb, mint a monocitdk vagy DC-ek



feliiluszojaban mért értékek.A szétvalasztott sejtek feliiluszojabol mért MMP9 enzimaktivitas a

CD1a nyugvo és az aktivalt DC-kben egyarant magasabbnak bizonyult .

419. A széles spektrumi GMG6001 szintetikus inhibitor hatisainak vizsgalata a
dendritikus sejtek MMP és TIMP termelésére

A GM6001 szintetikus inhibitor hatasat a DC-ek fenotipusos sajatsigaira és a sejtek altal
kifejezett MMP ¢és TIMP gének expresszidjara aramlasi citometrids modszerrel vizsgaltuk. A
DC-ket 24 6ran keresztiil GM6001 inhibitorral kezeltiik, majd a DC-ek fenotipusos valtozasait
aramlasi citometria méréssel kovettiik, kontrollként DMSO olddszert alkalmaztunk.
Kisérleteinkben nyugvo és aktivalt DC-ekben hasonlitottuk 6ssze a GM6001-el kezelt és a
kontrol sejtek felszinén megjelend DC-specifikus fehérjék kifejez6dését. A CD209/DC-SIGN
DC marker, a CDla glikolipid receptor és a sejtek érése soran kifejez6dé CD83 aktivacios
molekula sejtfelszini kifejezodését detektaltuk. Az eredmények azt mutattak, hogy a GM6001
kezelés nem befolyasolta a DC-ek sejtfelszini fehérjéinek expresszidjat és gén szintli
vizsgalatokkal is aldtdmasztottuk azt az eredményt, hogy a GM6001 inhibitor hozzaadasa nem
befolyasolta az MMP-0k és TIMP-ek expresszidjat. A sejtek feliilisz6jabol mért MMPY fehérje

koncentraciok értékei megerdsitették a fenti eredményeket.

4.1.10. A GM6001 szintetikus inhibitor hatdsainak vizsgilata a dendritikus sejtek
A DC-ek jellemz6 sajatsaga a migracios képesség, amiben az MMP-oknek és a TIMP-oknek is
fontos szerepiik van. Ezért a kovetkezokben a GM6001 inhibitor hatésait vizsgaltuk meg a DC-
nyirokcsomé felé terelé, a migracio elinduldsaért felelos CCR7 receptor expresszidjat
vizsgaltuk meg. Eredményeink alapjan a DMSO ésa GM6001 sem befolyasolta a DC-ekben a
és Modszerek” fejezetben leirtak szerint. Eredményeink alapjan a GM6001 hatékonyan
csokkenti a nyugvo és aktivalt DC-ek kemokin indukalta vandorlasat, ami a CDla és a CDla*

DC alpopuléciok esetében egyarant érvényesiil.

4.2. A mesenchymalis sztoma szerii sejtek szabalyozzak a monocita eredetii dendritikus

sejtek milkodését



421 Az MSCI sejtek gatoljak a monocita eredeti DC-ek differeciaciojat és
aktivacigjat
A frissen izolalt CD14* monocitdkat 5 napon keresztiil IL-4 és GM-CSF hozzaadasa mellett
(kontroll), illetve MSCI sejtek jelenlétében (DC: MSCI = 5:1) tenyésztettiik, és az 5. napon a
DC-eket és a kevert kultirat egyarant poly (I:C)-vel, 5’pppRNS-el és gyulladasos koktéllal
kezeltilk 24 oran keresztiil. Aramlasi citometrias méréseink soran bebizonyosodott, hogy a
kiilon vagy kevert kulturaban nevelt DC-ek tobb mint 90+5%-ban fejezték ki felsziniikon a
CD209/DC-SIGN markert, ami azt igazolta, hogy az MSCI sejtek jelenlétében a monocitak in
vitro DC-ekké differencialodtak.A 6. napon a CD209/DC-SIGN fehérjét kifejezd sejteket
pozitiv magneses sejtszeparalasi eljarassal elvalasztottuk az MSCI sejtekt6l, és aramlasi
citometrias méréssel vizsgaltuk a sejtek sejtfelszini markereinek kifejez6dését. Megfigyeléseink
szerint a CD1a glikolipid receptor és a CD83 akivacids marker expresszidjat az MSCI sejtek
jelenléte a poly(I:C), 5’pppRNS ¢és a gyulladasos koktél altal aktivalt DC-eken csdkkentette.
Ezzel ellentétben az MSCI sejtek fokoztak a CD86 és a CD80 kostimulacios molekulak
expresszi®jat az 5’pppRNS altal aktivalt DC-ekben, mig a poly(I:C) és gyulladasos koktél altal
aktivalt DC-ekben szignifikans valtozds nem volt kimutathaté. Ezen eredények alapjan
megallapitottuk, hogy az MSCI sejtek a DC-ek kdzvetlen kornyezetében képesek befolyasolni a

DC-ek fenotipusat és aktivaciojat.

4.2.2. Az MSCl sejtek befolyasoljak az aktivalt DC-ek citokin és kemokin szekréciojat

A DC-ek és az MSCI sejtek egyiittmiikodésének tovabbi tanulméanyozasa érdekében az egylitt
tenyésztett sejteket poly (I:C) és 5’pppRNS segitségével aktivaltuk és a felilluszo mintakban
mértiik a TNF-a és az IL-6 gyulladasos citokinek, a CXCL8 és CXCL10 kemokinek és az 1L-10

s

ey

onalléan nevelt DC-hez képest. A nyugvo és aktivalt DC-ek egyarant szecernalnak Kis
mennyiségii IL-10 citokint, mig az aktivalt MSCI sejtek nem termeltek IL-10-et. A DC-MSCI
sejtek egytittmiikodésébol szarmazo emelkedett mennyiségti anti-inflammatorikus IL-10 gatolja
fontos mozzanata. A fenti eredménnyel 6sszhangban a gyulladasos TNF-a citokin, a CXCL10
kemokin és a T-sejt polarizacio kivaltasaért felel6s IL-12 citokin szekrécioja az MSCI sejtek

jelenlétében csokkent. A DC-ek altal termelt IL-12 a gyulladas soran nemcsak az IFN-y termeld



------

koszonhetéen jelentsen fokozodott, igy ezek a citokinek a szdveti regeneracio €s angiogenezis
fontos elemei. A kapott eredmények azt sugalljak, hogy az MSCI sejtek gyulladastcsokkent

hatasuk mellett a szoveti meglijulasaban és a sebgyogyulasban is szerepet jatszhatnak.

4.2.3.Az MSCI sejtek befolyasoljak a DC-ek altal kivaltott T- limfocita aktivaciét és
polarizaciot

A tovabbiakban a DC-ek T-limfocita aktivacidt és polarizaciot kivalté képességét MSCI sejtek
jelenlétében vizsgaltuk. A DC-ek a gyulladasos folyamatok soran nagy mennyiségii IFN-y
szekréciora képesek, ami kozvetleniil ki tudja valtani a T-limfocitak aktivaciojat. Eredményeink
alapjan a poly(I:C) és az 5’pppRNS altali aktivaci6 az 6nalloan nevelt DC-ekben fokozott IFN-y
szekréciot eredményezett, az MSCI sejtek jelenlétében azonban gatlodott. Az MSCI sejtekkel 5
napig egyiitt nevelt, poly(I:C) illetve 5’ppp RNS altal aktivalt, majd elvalasztott DC-ket allogén
T-limfocitakkal egyiitt helyeztiikk kozos sejttenyészetbe, majd 3 nap utan a sejteket olyan
specialis felillett ELISPOT lemezekre helyeztiik, amelyek képesek a sejtek altal szecernalt IFN-
vy megkotésére, igy a citokinek termelésére képes sejtpopulaciok szamszerii meghatarozasara. A
mérés eredményeib6l az dertilt ki, hogy a poly(I:C) és 5’pppRNS altal aktivalt DC-ek kivaltjak
differencialtatott DC-ek szignifikdnsan kisebb mértékii indukciora voltak képesek.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a DC-ek az MSCI sejtek jelenlétében anti-

inflammatorikus szoveti kdrnyezetet képesek kialakitani.

4.2.4. Az MSCl sejtek gatoljak a DC-ek migracidjat

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a sikeres antigén prezentacio el6feltétele a DC-ek iranyitott
vandorlasa a kozeli nyirokcsomokba. Korabbi munkank soran megallapitottuk, hogy a
fesziiltség fliggd Nav1.7 ioncsatorna expresszidjanak csokkenése és a CCR7 kemokin receptor

s

transwell rendszerben vizsgaltuk az MSCI sejtek hatasat a DC-ek vandorlasara. A vizsgalatban



a korabbiaknak megfeleléen tenyésztettiik, majd poly(l:C)-vel és gyulladdsos koktéllal
aktivaltuk a DC-ket az MSCI sejtekkel egyiitt, majd a 6. napon a DC-ket szelektaltuk a kevert
kultarabol. A transwell rendszer als6 csatorndiba 0,5% BSA-val kiegészitett friss RPMI
médiumot mértiink, majd a sejteket a CCR7 kemokin ligandumaval, a CCL19/MIP-3p
kemokinnel aktivaltuk. A fels6 csatorndkba, amit 5 um membran valaszt el az alsd, csak
médiummal fetoltott csatornaktol, mértiik a DC-eket. A 24 6ras 37°C-on torténé inkubalast
kovetden az alsé csatornaba vandorolt DC-ek mennyiségét aramlasi citometrids modszerrel
hataroztuk meg. A vizsgalat kimutatta, hogy a poly (I:C)-vel és gyulladasos koktéllal aktivalt
eredeménnyel 6sszhangban az MSCI sejtekkel egyiitt tenyésztett és aktivalt DC-ek CCR7
kemokin receptor expresszidjanak csokkenését is kimutattuk. Korabbi kutatasainkban
részletesen elemeztik a DC-ek MMP ¢és TIMP expresszidjanak valtozasait a DC-ek
expresszios mintazatot is. Mivel MSCI sejtek jelenlétében a DC-ek tobbsége CDlafenotipusu,
feltételeztiik, hogy az egyiitt tenyésztés kovetkeztében a sejtekben az MMP — TIMP egyensily
is valtozik. Méréseink alapjan az MMP-9 gén kifejez6dése fokozodik, mig az MMP-12
génexpresszioja csokken igazolva korabbi eredményeinket.

MSCI sejtek jelenlétében a TIMP-1 és a TIMP-2 szoveti inhibitorok iS magasabb expresszids
szintet mutattak. Ahogy azt korabban igazoltuk, a Navl.7 ioncsatorna expressziojanak
eléfeltétele. Eredményeink alatamasztottak, hogy a nyugvo DC-ek Navl.7 expresszidjahoz
viszonyitva a poly(I:C) vagy gyulladasos koktél hozzaadasat kdvetéen a Navl.7 csatorna
kifejez6dése csokken, de azokon a sejteken, amelyeket korabban 5 napon keresztiill MSCI

sejttekkel tenyésztettiik egylitt, a Nav1l.7 expresszioja magas maradt.

4.2.5. Az MSCl sejtek gatoljak a RIG-like receptorcsalad tagjainak kifejezodését

A RIG-1, MDA-5 és LGP2 receptorok a dsRNS, ssRNS, DNS virusok felismeréséért feleldsek.
Korabban e receptorok expresszidjanak valtozasat mesenchymalis sejtek jelenlétében nem
vizsgaltak. Kisérleteinkben bebizonyosodott, hogy az MSCI sejtek gatoljak a RIG-like receptor
csalad ligandumaival poly(I:C és 5’pppRNS) aktivalt DC-ek szamos funkcidjat. Q-PCR
eredményeink azt mutattak, hogy a RIG-I, MDAS és LGP-2 kifejezodése a kiilon nevelt DC-
kben poly(I:C) és 5’pppRNS kezelés hatasara emelkedett, aminek kovetkeztében az IFN-f



expesszio is fokozodott, de az MSCI sejtek jelenlétében nevelt DC-ekbena RIG-like
receptorcsalad és az IFN-B expresszidja is gatldas ala keriilt. E mérési adatok alapjan
megallapitottuk, hogy az aktivalas céljabol hozzaadott poly(I:C) és 5’pppRNS specifikus RIG-I
ligandumok az MSCI sejtek jelenlétében tenyésztett DC-ekben nem valtottak ki a receptor

expressziot.



5. Megbeszélés

A DC-k az emberi immunrendszer érszemeiként a szoveti allomanyban folyamatosan
Lorjaratot” folytatnak veszély jeleket és felvehet antigéneket kutatva. A DC-ek sokrétli
funkciojanak ellatasaban a DC-ek migracios képességének kulcsszerepe van. Az MMP-ok olyan
proteolitikus enzimek, amelyek kiemelt szerepet jatszanak az ECM megtjitasaban és a sejtek
migraciojanak szabalyozdsaban. A TIMP-ok az MMP-0k természetes inhibitoraiként
szabalyozzak ezeket a folyamatokat. Kisérleteinkben az MMP9 és MMP12, valamint a TIMP1
és TIMP2 expresszid valtozasainak szisztematikus karakterizalasaval igazoltuk, hogy a
monocitakbol differencialtatott DC-ek CD1a- és CDla* alpopulacioiban ezek a gének illetve
fehérjék eltéré modon fejezédnek ki.

A human periférias vérbol nyert monocitadkban sem az MMP9, sem az MMP12
expresszidjat nem tudtunk kimutatni, ezzel ellentétben a TIMP1 és TIMP2 kifejezédése
fokozodott. A DC fejlédés soran a nyugvo DC-ekben az MMP gének kifejez8dnek és
mennyiségiik az aktivacid hatasara fokozodik. Ezzel parhuzamosan a TIMP gének expresszios
szintje a differenciacio soran fokozatosan csokken. Az MMP9 kifejez6dését fehérjeszinten
ELISA mddszerrel is alatdimasztottuk és kimutattuk, hogy a monocitakbol differencialtatott DC-
kben megjelend MMP9 és MMP12 kifejez6désének elinditisaért a GM-CSF citokin felel6s, mig
az IL-4 citokin e gének expresszidjara gatld hatast fejt ki. Mivel az expresszid fokozodasa a
kozvetleniil szabalyozott génekéhez képest, amelyek esetében a valtozasok 30 perc — 3 ora
elteltével mar detektalhatok, csak késobb volt kimutathatd (6-18 oraval a citokin kezelést
kovetden). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az altalunk vizsgalt MMP gének
kifejez6dését az IL-4 és a GM-CSF nem kozvetleniil, hanem mas — jelenleg nem ismert — gének
kifejez6désén keresztiil szabalyozzak. A TIMP gének expresszidjanak korabban megfigyelt
csokkenését a DC-ben nem tudtuk egyértelmilen az egyik vagy masik differenciacioban
szerepet jatszd citokin hatasahoz kotni. A DC aktivaciohoz altalunk alkalmazott gyulladasos
citokin koktél fokozta az MMP, mikdzben gatolta a TIMP fehérjék expressziojat. A gyulladasos
citokin koktél hatasat az id6 fiiggvényében vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az MMP9
génexpresszid fokozodasa mar 1 oraval, az MMP12 esetében 3 oraval a kezelést koveten
jelentdsen emelkedett, igy valdszinilleg ezek a citokinek az MMP gének kifejezodését
kozvetleniil szabalyozzak. Az MMP9 gén expresszioja a citokin koktéllal torténd kezelés utan 6
oran at, mig az MMP12 esetében 12 oran at fokozoddott, majd csokkent. Fehérjeszintii

vizsgalataink adataira timaszkodva megallapithatd, hogy az MMP9 mennyisége az aktivaciot



kovetd 12. oratol fokozatosan novekszik 6sszhangban a génexpresszios mérésekkel. A TIMP-ek
esetében az aktivaciot kovetd elsd 3-6 oraban a génexpresszid kismértékii fokozodasat
tapasztaltuk, ezt kovetden e gének kifejez6dése csokkent.

Kimutattuk, hogy a gyulladasos citokin koktéllal aktivalt DC-ek nagyobb mennyiségii
MMP9 és MMP12 szekréciora voltak képesek, mint az LPS 4altal aktivalt DC-ek. Ennek
megfeleléen a koktéllal aktivalt DC-ek migracioja az LPS-el aktivalt sejtekéhez viszonyitva
fokozodott. Erdekes modon a TIMP1 és TIMP2 gének kifejez6dése LPS hataséra a nyugvé DC-
kben mért értékekhez képest emelkedett, tehat e gének kifejez6dését az LPS — a koktél
hatasaval ellentétesen — novelte.

A CD1a ¢és CDla* DC alpopuléciok vizsgalatakor kimutattuk, hogy az MMP9 gént
kizarolag a CD1a populaci6 fejezi ki. Ezzel parhuzamosan, az MMP12 gént nyugvo DC-kben
kizarolag, aktivalt DC-ek esetén pedig nagyrészt a CD1a* populaci6 fejezi ki. Az MMP9 fehérje
kifejez6désének valtozasait fehérjeszinten is igazoltuk. A TIMP1 és TIMP2 gének esetén kisebb
mértékii eltérést tapasztaltunk a két alpopulacié génexpresszidos mintazataban, ami a CDla
populacié nagyobb mértékii részvételét igazolta. A génexpresszios vizsgalatok eredményeit a
DC alpopulaciok migracios aktivitasanak valtozasai is alatimasztottdk, aminek eredményeként
a CD1a* sejtek nagyobb aranyban jutottak at a transzwell rendszer porusain, mint a nagyobb
szerepének igazolasa céljabol a zselatinaz aktivitdis mérésével is ellendriztik a DC-ek
feliiliszojaban mérheté enzim aktivitast. Az alkalmazott mddszer segitségével az MMP9
(zselatinaz B) aktivitasan kiviil az MMP2 aktivitasat (zselatinaz A) is képes detektalni,
amelynek kifejez6dését korabbi vizsgalatokban monocita és bér eredetii DC-ben is kimutattak.
Sajat vizsgalatainkban az MMP2 expressziojat az altalunk vizsgalt DC-kben nem tudtuk
kimutatni. fgy a CD1a” DC-ken mért CD1a* sejtekhez képest magasabb zselatinaz aktivitasat az
MMP9 enzim emelkedett jelenlétének tulajdonithatjuk.

Munkank soran elséként vizsgaltuk a GM6001 szintetikus MMP gatloszer hatasat a DC-ek
fenotipusara és funkcidira. Mivel a GM6001 gatlasanak célpontja az MMP enzimek Kkatalitikus

doménjéban talalhato Zn?* kelat ion, ezért azt feltételeztiik, hogy a GM6001 nem befolyasolja a

......

aktivaciojat és az MMP és TIMP gének expressziojat. Eredményeink azt mutattak, hogy a



cres

GM6001 az MMP9 ¢és MMPI2 milkodését egyarant gatolja. A GM6001 klinikai
felhasznalhatosaga jelenleg még kérdéses, eredményeink alapjan a GM6001 potencialis klinikai
funkcioinak befolyasolasa nélkiil sziikséges csokkenteni. Ehhez azonban a molekula tovabbi
részletes vizsgalata sziikséges.

Mivel a DC-ek az immunrendszer szabalyozasanak kozponti szerpldi és funkcidik
betoltéséhez nélkiilozhetetlen migracids képességiik fenntartasa, ami az altaluk termelt MMP-ok
fiiggvénye, ezért fontos megismerni ezeknek az enzimeknek a termel6dési folyamatat,
funkcidikat és a gatlas mechanizmusat. Ismert irodalmi adat, hogy amennyiben a finoman
szabalyozott MMP-TIMP rendszer miikodése zavart szenved, mint egyes malignus
korképekben, ami stlyos betegségek kialakuldsat eredményezheti. Klinikai vizsgéalatok soran
figyelttk meg, hogy az MMP-ok miikddésének gatlasaval csokkenthetd az attétek
kialakulasanak esélye. gy eredményeink hozzajarulhatnak az MMP — TIMP szabélyozo halozat
miikodési elvének megértéséhez. A DC-ek miikodésének szabalyozasa és a DC alapu
sejtterapias modszerek fejlesztése 0j lehetdségeket nyit az alapkutatas és a terapias alkalmazas
fejlesztésében. A szintetikus alapi, de sejtmiikddést befolyasolé modszerek fejlesztése mellett
egyre nagyobb teret nyernek a kiilonb6z6 eredetii 6ssejtek felhasznaldsan alapuld modszerek.
Az egészséges emberi szervezet szerveiben/szoveteiben elszortan talalhatok Ossejtek, amelyek
az azonnali sebgydgyulashoz, a karosodott szovetek helyreallitdsahoz jarulhatnak hozza. A
MSC-ek ismert tulajdonsaga, hogy az immunrendszer végrehajtd funkcioit képesek gatolni. A
kiilonb6z6 eredetii MSC-ek allogén csontvel transzplantaciot befolyasold képességét egér és
ember modellben egyarant kimutattak, és szamos klinikai korképben vizsgaltak gyulladast
csokkentd hatasukat. Ezek a kutatdsi eredmények arra utalnak, hogy az MSC-ek szamos
gyulladassal jar6 korképben is potencialis megoldast jelenthetnek, ezért napjainkra kiemelt
kutatasi célpontta valtak a szovetregeneracios, autoimmun és sejtterapias modszereket fejlesztd
munkacsoportok szamara. Immunologiai szempontbol fontos tényezd, hogy a MSC-ek az MHC
fehérjék kozremiikodése nélkiil is képesek az immunrendszer miikodésének modulalasara. A
MSC-ek terapias felhasznalasanak nehézsége, hogy a szervezetbdl kinyerhetd sejtek
mennyisége korlatozott, és ezért szamos kutatocsoport foglalkozik olyan sejtvonalak
eléallitasaval, amelyek az MSC-ekhez hasonlé immunszupressziv —tulajdonsagokkal

rendelkeznek.



Vizsgalatainkhoz 5 napos human embriobdl szarmazd, blasztociszta eredetii, egy

korabbi kollaboraciés munka soran sokoldalian jellemzett sejtvonal (MSCIl) human monocita
eredetli DC-ekre Kkifejtett hatasat vizsgaltuk. Az MSCI sejtek fenotipus sajatsagat,
differenciacios és funkcionalis képességeit csontvelé eredeti MSC, valamint human foreskin
fibrolaszt (HFF) sejtvonal tulajdonsagaival hasonlitottuk Gssze. Mivel a korabbi eredmények
arra utaltak, hogy az MSCI sejtek morfologiaja, fenotipusa és funkciondlis aktivitasa hasonlo a
terapias eljarasokban is alkalmazott BM-MSC sejtekéhez, ezért azt fetételeztiik, hogy az MSCI
sejtvonal is rendelkezik hasonlé immunszupressziv képességekkel. Kisérleteink soran az MSCI
sejtek monocitakbol differencialtatott DC-ekre kifejtett hatasat tanulmanyoztuk, kiilonos
Eredményeink szerint a DC-ek fenotipusos sajatsagai az MSCI sejtek jelenlétében jelentds
valtozason mennek keresztiil, aminek kovetkeztében a glikolipid receptorként mitkodé CD1a és
a CDB83 aktivaciés marker kifejez6dése csokken a gyulladasos citokin koktéllal vagy a
specifikus RIG-I ligandumokkal aktivalt DC-ekben, amennyiben MSCI sejtekkel tenyésztettiik
egyiitt 6ket. Ezzel szemben a CD80 és D86 kostimulacios molekulak sejtfelszini expresszidja a
DC-ekben az MSCI sejtek jelenlétében fokozodott, noha korabbi vizsgalatokban a BM-MSC
sejtek e molekulak kifejez6dését egér és human modellben egyarant gatoltdk. A DC-ek altal
szintén vizsgaltak, de hatismechanizmusra vonatkozé adatok nem allnak rendelkezésre.
Jelen kisérleti rendszeriinkben a poly(I:C) vagy 5’pppRNS altal aktivalt MSCI sejtek
jelenlétében tenyésztett DC-ek feliiliszojaban szintén emelkedettszintii IL-6, CXCL8 és IL-10
termelést tapasztaltunk, mig a gyulladdsos IL-12 és TNF-a koncentracidja szignifikdnsan
csOkkent. Ahogy korabbi adatokbol ismert, az IL-6 és CXCLS citokinek a szdvetregeneracio és
érképzodés fontos kozvetitdi, igy a sejtek a kivaltott immunszupressziv kornyezet ellenére is
serkenthetik a sebgyogyulas folyamatait és az 0j erek képzodését.

Eredményeink arra utalnak, hogy a DC-MSCI sejtek kapcsolatanak eredményeként
lokalisan olyan szoveti kdrnyezet alakul ki, amelyben a sejtek gyulladast csokkentd képessége a
sebgyogyulast is elésegiti. A CCL19 kemokint a timusz és a nyirokszovetek is Kivalasztjak,
aminek kovetkeztében a fert6zott szovetek kornyezetében a CCR7* DC-ek a kozeli
nyirokcsomdkba vandorolnak, ahol kdzvetlen kapcsolatba tudnak 1épni a naiv T-limfocitakkal.

A kevert kultirdban tenyésztett aktivalt DC-ek felszinén csokkent mennyiségiit CCR7 receptort



detektaltunk, és ennek megfeleléen a sejtek migracidja a kontroll DC-ekhez viszonyitva
jelentdsen gatlodott.

Az intracellularis Ca®* szint altal szabalyozott Nav1.7 csatorna miikddése kozvetleniil
befolyasolja a nyugvo DC-ek migracios képességét, mig az aktivalt DC-ek vandorlasat a Navl.7
csatornak expressziojanak csokkenése kiséri. A Nav1.7 csatorndk eltinése a sejtmembranr6l és
a sejteiklust befolydsold intracellularis Ca®* koncentracio megfeleld mértéke esszencialis a DC-
ek éréséhez. Azokban a DC-ben, amelyek MSCI sejtek jelenlétében differencialodtak és ezt
kovetéen aktivaltuk a sejteket, magas Nav1.7 expressziot detektaltunk, aminek eredményeként a
DC-ek Navl.7* CCRT" sejtekké differencialodtak. Kimutattuk, hogy a Navl.7* CCR7 CDla
DC-ekben fokozodott az MMP9, TIMP1 és TIMP2 gének kifejez6dése, mig migracios
képességiik gatlodott. Ahogy azt el6z6 kutatasainkban kimutattuk, az MMP-ok és TIMP-ok

az MMP enzimek kemokin, citokin és receptort szolubizalod aktivitasat szabalyozva a DC
funkcidkat és az immunvalasz tovabbi kimenetelét. Jelen kutatasunkban a T-sejtek altal termelt
IFN-y csokkent szekrécigjat ELISPOT modszer segitségével mutattuk ki. Kisérleti
rendszeriinkben a human allogén T-sejteket poly(l:C) vagy 5’pppRNS segitségével aktivaltuk,
majd a DC-eket 6nalléan, vagy MSCI sejtek jelenlétében tartottunk fenn 5 napon keresztiil.
Eredményeink azt mutattak, hogy a sejtaktivacio ellenére az MSCI sejtek mellett nevelt DC-ek
nem voltak képesek kivaltani a T sejtek Thl irAnyt polarizaciojat.

In vitro kutatasok sora igazolta, hogy az MSC sejtek jelent6sen megvaltoztatjak a DC-
ek szamos funkciojat, amit sajat kisérleteinkkel is alatamasztottunk. Bebizonyitottuk, hogy az
MSCI sejtek a DC-ek gatlasan keresztiil az antigén specifikus T-sejt valasz kialakulasat is
képesek megakadalyozni. Ebben a kisérleti rendszerben a DC-ekben kifejez6dé RIG-like
receptorok expresszidjat kordbban még nem vizsgaltak. Eredményeink szerint a RLR
receptorok ligandummal torténé aktivalasa a DC funkciok gatlasahoz vezet, ami az RLR
receptorok kifejez8désének csokkenése miatt is bekdvetkezhet. Eredményeink azt mutattak,
hogy az MSCI sejtek jelenlétében nevelt DC-ek RIG-I, MDA-5, LGP-2, expresszioja
drasztikusan csokkent a kontroll mintakéhoz képest. Ezek az eredmények az MSCI sejtek



jelenlétében kialakulo, eléz6leg mar jellemzett immunszuppressziv tulajdonsagokkal rendelkez6
tolerogén. DC-ek kialakulasara utalnak. Reményeink szerint a korlatlanul szaporodé MSCI
sejtek DC-re kifejtett hatisanak vizsgalataval potencidlisan Klinikai felhasznalasra is alkalmas

szuppressziv hatast DC-ek allithatok eld.

6. Osszefoglalas

A dendritikus sejtek (DC) immunrendszeriink ,,6rszemei”, amelyek a szoveti
allomanyban a veszély jelek és antigének felismerését kovetéen a nyirokcsomokba
vandorolnak, ahol képesek a naiv T-limfocitak kiilonb6z6 funkciokra szakosodott végrehajtd T-
immunterapias eljarasok fejlesztésének egyik fontos és igéretes célteriiletévé valtak. Elézetes
kutatasi eredményeink azt igazoltak, hogy a CDla sejtfelszini molekula megjelenése alapjan a
DC-ek két, eltéré funkcionalis sajatsdgokkal rendelkezé altipusra oszthatok. A CDla” és CDla*
DC-ek vizsgaltval kimutattuk, hogy az MMP9 gént kizardlag a CD1a” populécio6 fejezi ki, mig a
MMP12 gént elsésorban a CD1a* alpopulécié fejezi ki.

Munkank soran elséként vizsgaltuk a GM6001 szintetikus MMP gatloszer hatasat a
DC-ek fenotipus sajatsagaira és funkcidira. Kisérleteink bebizonyitottak, hogy a GM6001 az

sris

amennyiben a finoman szabalyozott MMP —TIMP rendszer mitkddése zavart szenved, mint pl.
egyes malignus korképekben, az stlyos betegségek kialakulasat eredményezheti. Klinikai
vizsgalatok soran figyelték meg, hogy az MMP-ok miikodésének gatlasaval csokkenthetd az
attétek kialakulasanak esélye. Igy eredményeink hozzajarulhatnak az MMP — TIMP szabalyozé
halézat miikodési elvének ¢és egyiittmiikodésének jobb megértéséhez. A DC-ek sokrétii
funkcidinak szabalyozasaval kapcsolatos kutatdsi eredmények és a DC alapu sejtterapias
modszerek fejlesztése az alapkutatds és a terapids alkalmazasok fejlesztésében is Uj
lehetSségeket nyithatnak.

A szintetikus alapu, de sejtmikodést befolyasold modszerek fejlesztése mellett egyre
nagyobb teret nyernek a kiillonboz6 eredetii Ossejtek felhasznalasan alapuldé modszerek. Az
egészséges emberi szervezet szerveiben/szoveteiben csupan elszortan talalhatok dssejtek,
amelyek hozzajarulhatnak a sebgyodgyulashoz és a karosodott szdvetek helyreallitasahoz. In

vitro kutatdsok azt is igazoltak, hogy az MSC sejtek a DC-ek szamos funkcidjat képesek



modositani, amit sajat kisérleteinkkel is alatamasztottunk. Bebizonyitottuk, hogy az altalunk

altal szecernalt MMP-TIMP egyensulyt és a DC-ek gatlasan keresztiil az antigén specifikus T-
sejt valasz kialakulasat is képesek megakadalyozni. A DC-ekben specifikus aktivacio hatasara
kifejez6d6 RIG-like receptorok szerepét korabban még nem vizsgaltak. Eredményeink azt
mutattdk, hogy az MSCI sejtek jelenlétében nevelt DC-ekben a RIG-I, MDA-5 ¢és LGP-2
kifejez6dése a nem aktivalt sejtekéhez képest jelentésen csokken. Ezek az eredmények az MSCl
sejtek jelenlétében kialakuld, immunszuppressziv tulajdonsagokkal rendelkezd tolerogén DC-ek
kialakuldsara utalnak. fgy a korlatlanul szaporodd MSCI sejtek DC-ekre kifejtett hatésa

potencialis lehetéséget kinal szuppressziv hatast DC-ek eldallitasara és klinikai felhasznalasara.
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