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1. Bevezetés

A velesziiletett és szerzett immunitas milkodésének Osszehangolasaban a dendritikus sejtek
(DC) kiemelt szerepet toltenek be. A DC-ek két funkcionalisan eltérd tipusa a plazmacitoid DC-
ek (pDC) és a konvencionalis DC-ek (cDC) sorolhatoak. A konvencionalis DC-ek
(tovabbiakban DC) az egészséges szervezetben olyan halozatrendszert hoznak 1étre, amely
lehetové teszi a bejutd korokozd azonnali felismerését €s bekebelezését, amelyet a felvett
antigének nyirokcsomoba torténd szallitasa 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 antigénprezentalod
sejtek (APC), amelyek képesek a naiv T-limfocitak kiilonb6z6 funkcidra szakosodott
aktivitassal rendelkeznek, a Th2 iranyba polarizalt sejtek elsésorban a humoralis immunvalasz
szabalyozasaban vesznek rész, mig a Th17 sejtek gyulladdsos folyamatokat kozvetitenek.
folyamatok felderitése és a hatterében allo szabalyozo mechanizmusok vizsgalata volt. Ebbdl a
célbol a DC-ek clézetesen azonositott, fenotipusukban kiilonboz6, gyulladastkeltd

tulajdonsaggal rendelkez6 CD1a" és a szabalyozo funkcidji CD1a tolerogén alpopulacidinak

crer

crer

mesenchymalis sztroma sejtek (MSC) ismert tulajdonsaga a DC-ekre kifejtett gatlo hatas,
kisérleteinkben az immunszupressziv hatast mesenchymalis stroma szerii sejtek (MSCI)
miukodeésbeli sokféleségének ¢és rugalmassaganak vizsgalataval kapott kutatisi eredmények
jelentésége, hogy 1 lehetdségeket tarhat fel a gyulladdsos betegségekkel szembeni

immunterapias folyamatok alkalmazéasaban.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A dendritikus sejtek (DC)

Az emberi szervezetben kis szamban jelenlévé dendritikus sejtek (DC) alapvetd
szerepet jatszanak az immunrendszer mozgoésitdsdban, a természetes €s szerzett védelmi
rendszerek 6sszehangolt miikdodésének iranyitasaban (1). A konvencionalis DC-ek csontvel6i
progenitor sejtekbdl képz8dé CD11* mieloid elBalakbol fejlédnek, gyulladasos folyamatok
soran azonban monocitakbol is differencialodhatnak (2-4). Nyugvé allapotban az egészséges
szervezet szinte minden szovetében el6fordulnak, elsésorban azoknak a felszineknek a
kozelében dusulnak fel (bor, nyalkahartya), ahol szervezetiink kozvetlen kapcsolatban all a
kiilsé kornyezettel és ezaltal potencialis behatoléasi kapukat biztositanak a kérokozdok szdmara
(5). A DC-ek elsddleges feladata a szervezetbe jutd kiilonb6zé eredetli antigének felismerése
¢s feldolgozasa. Hatékony fagocita sejtekként miikodnek, a kiilonb6z6 tipusu antigéneket
sejtfelszini és intracellularis receptoraik segitségével ismerik fel, amelyeket 6sszefoglaldo néven
mintazat felismer6 receptoroknak neveziink (PRR). A PRR-oknak szamos altipusat kiilonitették
el, koztiik a Toll-szeri receptorokat (TLR), a citoszolikus Nod-szer(i receptorokat (NLR) és a
RIG-szerti receptorcsaladot (RLR). A DC-ek citoplazmajaban kifejez6d6 RIG-1, MDAS ¢és
LGP-2 receptorok az RLR csaladba tartoznak és fontos szerepet jatszanak a szervezetbe bejutd
sSRNS, dsRNS vagy DNS virusok felismerésében és eliminalasaban (6).

Az antigén felismerését kovetéen a DC-ek aktivalodnak, aminek kovetkeztében olyan
differencialodasi allapotba keriilnek, hogy felsziniikon 0j, az aktivalt DC-ek funkcioihoz
sziikséges receptorokat, kostimulacios és adhézos molekulakat fejeznek ki. Ezek a fehérjék
elsegitik a sejtek nyirokcsomokba torténé vandorlasat, ahol a felvett, majd feldolgozott
antigént a DC-ek az MHC molekulak segitségével a T-limfocitaknak prezentaljak, kivaltva
T-sejtek aktivalasara a nyirokcsomokban. A DC-ek kozvetleniil befolyasoljak az immunvalasz
immunogén vagy tolerogén jellegét, ezért szereplik a velesziiletett és szerzett immunités
Osszehangolasaban is kiemelt jelentdségii (1, 9). (1. abra)

Elézetes kutatasi eredményeink igazoltak, hogy a DC-ek két, eltéré funkcionalis sajatsagokkal
rendelkez6 altipusra oszthatdak, amelyek a CD1a sejtfelszini molekula megjelenése alapjan
kiilonithetéek el. A CDla fehérjék a foé hisztokompatibilitasi gén komplex (MHC)
molekulaihoz szerkezetileg hasonloak, de funkcionalisan eltéréek, legfontosabb szerepiik a

bakterialis eredetli glikolipid antigének bemutatasaban nyilvanul meg (10). Korabbi kutatasi



eredményeink azt mutattak, hogy a CD1a" sejtek a gyulladasos cellularis immunvalasz (Thl),
mig a CD1a sejtek a tolerogén humoralis immunvalasz (Th2) kialakulasat segitik el6. Mivel a
CD1a fehérje jelenléte nem csak a monocita-eredetil, hanem a szoveti €s a nyirokcsomo6i DC
altipusokra is jellemz0, feltételezhetd, hogy a két populacid in vitro igazolt eltéré sajatsagai in

vivo koriilmények kozott is eltéréen befolyasoljak az immunrendszer mitkodését.
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1. Abra: A DC-ek a mintdzatfelismerd receptorok (PPR) segitségével szamos kiilonbozé eredetii
antigén felismerésére képesek. A feldolgozott antigéneket MHC molekuldk kozvetitésével
mutatjak be a nyirokcsomoban talalhaté naiv T- limfocitdknak, amely folyamat kévetkeztében
a T-limfocitak Thl vagy Th2 iranyu polarizacidja kovetkeztében végrehajto (effektor) sejtekkeé
alakulnak (Rogge et al. Nat Genet, 2000)

A DC-ek aktivaciojat a sejtfelszini kemokin receptorok megjelenése, az MHC 1 és II
fehérjék, kostimulacios és adhéziés molekulak, valamint a CDS83 aktivaciés marker
kifejez6désének fokozodasa jellemzi, ezzel parhuzamosan a sejtek fagocitalo képessége
csokken (5). Az aktivalt DC-ek felszinén kifejez6dé6 CCR7 kemokin receptor teszi lehetové a
DC-ek nyirokcsomo felé iranyitott, aktin vezérelt megnyulasat, valamint a nyirokszoveti sejtek
altal szecernalt CCL21/CCL19 kemokinek receptorhoz kotodését. (12, 13). Az aktivalt sejtek
az ECM-on keresztiil haladva az altaluk szecernalt MMP enzimek lebontasaval jutnak el a
kozeli nyirok kapillarisokhoz. A DC-ek migraciojanak szabalyzasa sokrétii folyamat (13),
amelynek soran a DC-ek szovetek kozti vandorlasi képessége hatarozza meg a migraciod
hatasfokat, amit 6t 1épcsds modell rendszerrel jellemeztek. A folyamat 1épései minden

migraciora képes sejttipusban az aktin-vezérelt sejt megnyulasaval kezdédnek (1), amit a
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célszovetben kifejez6d6 integrinekkel kialakitott kolcsonhatasok kovetnek (I1). A szovetek
kozti extracellularis matrix (ECM) elbontéasa érdekében a sejtek kiilonb6z6 tipusu proteazokat
szecernalnak (I11), majd az aktin-miozin-medialt Osszehtizodast kovetéen (IV.) a sejt az
elbontott matrixhoz huzodik, (V.), és aktin-vezérelt megnyulassal halad tovabb (11). A
folyamatban fontos szerepe van az enzimek altal kivaltott pericellularis proteolizisnek is, amely
haladasi utvonalat biztosit a migrald sejteknek.

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

crer

crer

natrium csatornak (VGSC) szabalyozzak (14). A VGSC-k miikodésének gatlasa gyulladast
csOkkentd hatast, autoimmun encephalomyelitis és sklerdzis multiplex kezelésére is
alkalmazzak (15). A nyugvé DC-ek membranjaban magas a Nav1.7 csatorna kifejezédése, a
sejtaktivacio soran azonban az expresszidé folyamatosan csokken, ami lehetévé teszi a sejt
aktivaltsagi allapotanak elérését (14). A DC-ek az antigén felvételét kovetden aktivacios
szignalok hatdsara, megnovekedett Ca®" koncentracié jelenlétében valnak képessé a

nyirokcsomodba torténd vandorlasra. (2. abra)
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2. Abra: A DC-ek dllandé Sriaratot folytatnak a szovetek kozott, az idegenként azonositott

antigéneket hatékonyan fagocitaljak, aktivalodnak majd ezt kévetoen az ECM-en keresztiil a



nyirokerek keringésébe belépve a nyirokcsomékba vandorolnak, ahol aktivdljak a T-

limfocitdikat. A T-limfocitak a nyirokcsomokbol a korokozo bejutasanak helyére vandorolnak.

(Hirata et al. CRC Press, 2005)

A DC-ek a nyirokcsomoban a peptiddel feltoltott MHC 11 fehérjék kozvetitésével
mutatjdk be a feldolgozott antigént a naiv T-limfocitdk szamara. A CD86 és CD80
kostimulaciés molekuldk fokozott kifejezddése eldfeltétele az adaptiv immunvalasz
elinditasanak. Az antigén felismerést kovetden a T-limfocitak citokint termeld effektor sejtekké
differencialodnak, amelyek szabalyoz6 vagy gyulladasos irdnyba polarizaljak a T-sejt valaszt.
(16, 17). A végrehajto funkcioval rendelkez6 T-sejtek és a DC-ek a kornyezeti hatasoktol
fliggden segitd (Th) és regulatorikus (Treg) sejtekké differencialédhatnak. Az aktivalt DC-ek
szintén szamos citokin termeléséért feleldsek, amelyek segitségével az immunvalasz jellegét,
azaz a T-sejt polarizacid iranyultsagat is képesek szabalyozni. A DC-ek altal szecernalt 1L-12
citokin fontos szerepet jatszik a T-limfocitdk altal kozvetitett cellularis immunvalasz
kivaltasaban ¢és a gyulladasos Th1l sejtek polarizaciojaban, (18) ami az IFN-y szekrécid révén
fejti ki hatasat. (19, 20) A humoralis immunvalaszban szerepet jatszo Th2 sejtek kialakulasahoz
a DC-ek altal szecernalt IL-2 és 1L-33 jelenléte sziikséges (20), mig az IL-6 a Th17 iranya T-
sejt polarizaciot segiti elé (21). Ennek eredményeként a DC-ek altal kialakitott citokin
kornyezet fontos szerepet tolt be a T-limfocitdk altal kozvetitett antigén specifikus, adaptiv

immunvalasz kialakuldsaban.

2.2 A matrix metalloproteinazok

Az emberi szervezetet felépitd fehérjek kozel egyharmadat kollagének alkotjak,
amelyek jelentds szerepet jatszanak a sejtek kozotti Allomany, az extracellularis matrix (ECM),
valamint a sejtpopulaciok elhatarolasat biztositd alaphartya kialakitdsdban. Az ECM
folyamatos meglyjitasat és atalakitasat lebonté enzimek, a matrix metalloproteinazok (MMP)
végzik. Ezek a cink-fiiggd endopeptidazok a normal szovetek atrendezdédésekor részt vesznek
az ECM lebontasaban, az embrionalis fejlddésben, a sebgyogyulashan és az angiogenezisben.
(22, 23). Az MMP-ok szerepét a citokinek, kemokinek ¢és szamos fehérje hasitasaban
bizonyitottak, igazolva szerepiiket a gyulladasos folyamatok, és az immunrendszer egyéb
folyamatainak szabalyozasaban. (24) Az MMP-ket fiziologias koriilmények kozott szamos
sejttipus termeli és szecernalja, a folyamat szigort szabalyozas alatt all. Az MMP-ok a
fiziologiastol eltérd helyen, idoben és mértékben torténd termelddése, valamint a miitkddésiiket

szabalyoz6 folyamatok esetleges hibai stlyos szoveti karosodasokat okozhatnak. Az MMP-ek
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patologias folyamatokban, mint a tumor ¢és metasztazis képzddés, iziileti gyulladasok,
gyomorfekély, csontfelszivodas, tiidogyulladas korfolyamataiban is részt vesznek (25, 26).
Gross és Lapiere 1962-ben végzett kisérlet sorozatat kovetden, amelyben bizonyitottak, hogy
a nativ fibrillaris kollagén gél enzimekkel emészthet6 (27) egy egész enzim csaladot irtak le
hasonld funkcionalis tulajdonsagokkal. Az enzimcsalad neve egyrészt az enzim katalitikus
miikodéséhez nélkiilozhetetlen fémionra (metallo), masrészt ECM-et bontd képességiikre
(matrix-, proteindz) utal. Tagjai vagy szecernalt, vagy membranhoz kotott formaban jelennek
meg. Ezek az enzimek szamos gyulladasos és sebgyogyulasi folyamat soran nélkiilézhetetlen
kimutathatok. (28). Gerincesekben 25 MMP enzimet azonositottak, amelyekbdl 22 rokonsagot
mutat az emberi kollagént bonto enzimekkel (28, 29). A kiilonbozé doménszerkezetii MMP-ok
az ECM osszes komponensét képesek bontani. A gerinces MMP-ok legfontosabb jellemz6it 1.
tablazat foglalja Ossze (Parks nyoman (24). Az MMP-ok szerkezeti felépitésiikben,
funkcioikban, szoveti lokalizacidjukban, szubsztrat specificitdsukban és szabalyozo
funkcioikban is kiilonboznek egymastol.

Az MMP-ok szerkezetét vizsgalva a fehérje szabad N-termindlisa fel6l a
karboxilcsoport felé haladva a kovetkezd doméneket kiilonitették el: a szignal peptid (SP), ami
a sejten beliil lehasad majd szecernalddik, a propeptid (PRO) domén, ami fenntartja az enzim
inaktiv allapotat mindaddig, amig az le nem hasad az enzimrdl vagy térbeli elrendezddése meg
nem valtozik, és a konzervativ cink-kotd régiot tartalmazo katalitikus domén. Az MMP7,
MMP23 és az MMP26 kivételével mindegyik fehérje tartalmaz hemopexin-szerti domént, ami
a csuklo région keresztiil kapcsolodik a katalitikus doménhez. A hemopexin domén a szoveti
befolyasolni (30, 31). A kiilonb6z6 MMP-ok a csuklo régio hosszaban és Osszetételében is
kiilonboznek egymastol, ami szintén befolyasolhatja a szubsztrat specificitasat (32).

Az MMP2 ¢és MMP9 (zselatinaz A és B) enzimeket a haromszor ismétlddo, ciszteinben gazdag
jellemzi, ami biztositja a kollagén és az elasztin enzimatikus hasitasat t (33, 34). Az MMP9 a
csuklo régidoban egy V. tipusu kollagénszerii szekvencidt is tartalmaz, aminek szerepe nem
ismert. A membran kotott MMP-ek rendelkeznek egy transzmembran doménnel (TM) és egy
rovid citoplazmatikus résszel (MMP14, 15, 16, 24) vagy egy hidrofob régioval, amit egy
glikofoszfatidil inozitol (GPI) szakasz kot az enzimhez (MMP17, 25) (35, 36). A GPI
doménnek fontos szerepe van a sejtfelszini folyamatok rogzitésében. Az MMP-0k szerkezetét

a 3. abra szemlélteti (37).
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MMP Egyéb név Szubsztatok Lokacio
MMP1 Kollagenaz-1 I és II tipusu fibrillaris szecernalt
kollagének
MMP2 Zselatinaz A CCL7, CXCL12 kemokinek | szecernalt
MMP3 Stromelizin-1 E-kadherin, laminin, 1VV-es szecernalt
tipusu kollagén, latens
TGFB1
MMP7 Matrilizin FasL, latens TNF, E- szecernalt
kadherin, szindekan-1,
elasztin,
MMP8 Kollagenaz-2 egér CXCL5 szecernalt
MMP9 Zselatinaz B fibrin, latens TGFB1,latens szecernalt
VEGF, NG2 proteoglikan
MMP10 Stromelizin-2 - szecernalt
MMP11 Stromelizin-3 - szecernalt
MMP12 Makrofag latens TNF szecernalt
metalloelasztaz
MMP13 Kollagenaz-3 I ¢és I tipusu fibrillaris szecernalt
kollagének (?)
MMP14 MT1-MMP pro-MMP2, fibrin, membranhoz kotott
szindekan-1,fibrillaris
kollagének,
MMP15 MT2-MMP fibrin membranhoz kotott
MMP16 MT-3 MMP fibrin, szindekan-1 membranhoz kotott
MMP17 MT4-MMP - membranhoz kotott
MMP18 Kollagenaz-4 - -
MMP19 RASI-1 - -
MMP20 Enamelizin amelogenin szecernalt
MMP21 XMMP - szecernalt
MMP22 CMMP - membranhoz kotott
MMP23 - - membranhoz kotott
MMP24 MT5-MMP - membranhoz kotott
MMP25 MT-6 MMP - membranhoz kotott
MMP26 Endomeaz, - -
Matrilizin-2
MMP27 - - -
MMP28 Epilizin - szekretalt
1. Tablazat Gerinces matrix metalloproteindzok, szubsztratjaik, lokalizaciojuk
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2. Abra A matrix-metalloproteindzok szerkezeti felépitése (Jialiang Hu et al. Nature
Reviews Drug Discovery ,2007)

2.2.1 A matrix metalloproteinazok szabalyozasa

Az MMP-0k szabalyozasa azért fontos, mert ezeknek az enzimeknek a szubsztrat
specificitasa gyakran atfedd, igy az eltérd biologiai funkcioikat els6sorban a megfeleld
szabalyozas biztosithatja (1. Tablazat). Egészséges szovetben altalaban nem, vagy csak nagyon
alacsony mennyiségben fejez6dnek ki, azonban nagy mennyiségben jelennek meg a szdveti
szerkezet helyreallitasakor, fert6zott, karosodott vagy gyulladt szovetekben, valamint in vitro
sejtkultiraban nevelt sejtekben. Az MMP-ok termeléséhez a sejtnek altalaban aktivalt allapotba

kell kertilnie, ennek szabalyozasa tobb szinten (transzkripcio, kompartmentalizacio, pro-enzim

¢s enzim aktivacio) valosul meg, amit aktivatorok és inhibitorok szabalyoznak, amit a
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utvonalakon keresztiil ellentétes hatast faktorok is szabalyozzak (forbol észterek, integrinek,
ECM fehérjék, citokinek, novekedési faktorok). Mindezek a stimulusok az MMP gének

Az MMP-0k proenzim formajaban képzédnek és katalitikusan inaktiv formaban vannak
jelen, amit a fehérjelanc amino terminalis végén talalhatd prodomén cisztein maradékanak tiol
csoportja (SH) és a katalitikus hely cink ionja (Zn?") kdzotti kdlesonhatas biztosit. Az aktiv
proteinazokka vald alakulasuk soran ez a kapcsolat a prodomén proteolitikus eltavolitasa, vagy
a cisztein SH-csoport modositasa révén megsziinik (38, 39). A pro-MMP-ok aktivalasanak

mechanizmusat a 4. abra szemlélteti.

i

H Ny

MMP
partially activated
MMP \ %ﬂa}(‘“
N
@J fully activated
MMP

proMMP

serine
protease

chemical agents
(Hg compounds,
NO+03)

MMP

/
SX N " X
‘ é‘; U—*‘ @J ea ™
partially activated
MMP

activated proMMP
4. Abra: Az MMP-ok pro-peptid doménjanak egy Cys oldalldnca kétédik az aktiv centrumban
lévé Zn ionhoz, aminek eredményeként a fehérje inaktiv dllapotban marad a kapcsolat
megsziinéséig. A DC aktivdcio sordn konformaciovaltozds, vagy a szerin—protedz dltali hasitds
kovetkezteben a Cys-Zn kolcsonhatas megsziinik, majd a propeptid rész proteolitikusan
lehasad, ami szintén az MMP hasitis eredménye, aminek eredményként az enzim aktiv

dllapotba keriil. (Bauer et al. Mol Cell Biochem, 2003)
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Az aktiv MMP-0k természetes és mesterséges gatloszerekkel, valamint internalizacio
révén is gatolhatok, enzimatikus aktivitasuk gatlasat a szoveti kornyezetben a TIMP csalad
tagjai a szintén membranhoz k6t6dé RECK (reversion-inducing cystein-rich protein with kazal
motifs) biztositja, mig a véraramban az o2-makroglobulin végzi. A vérben keringd o2-
makroglobulinok a MMP-kkal komplexet képezve inaktivaljak az enzimet, az igy kialakulo
komplexeket a makrofagok receptor kozvetitett endocitozissal veszik fel. A TIMP csaladnak
jelenleg négy tagja ismert, amelyek 1:1 ardnyban gatoljak az MMP-ok katalitikus doménhez
valo kotédését (40). A folyamat soran a TIMP-0k 5 N-terminalis aminosava az MMP-ok aktiv
centrumahoz kotédve akadalyozzak meg az enzim tovabbi szubsztrat kotésését. Az inhibitorok
részleges specificitasaért a TIMP-0k C-terminalis doménje felelés. Mesterséges inhibitorai a

tanomastat, prinomastat, tetraciklin, katekin, aszpirin és a GM6001.

2.2.2. A GM6001 szintetikus MMP inhibitor
A GM6001 széles spektrumi szintetikus gatloszer, amely a fémiont igénylé enzimek
hatékony inhibitora, a konzervativ fémionnal komplexet képezve fejti ki gatld hatasat. Az
MMP-ok katalitikus doménjében talalhaté Zn?* ionnal komplexet alkotva megakadalyozza,
hogy a szubsztrat a katalitikus domén kozelébe keriiljon €s igy az enzim mar nem képes
proteolitikus funkcidjat ellatni. A GM6001 klinikai felhasznalasa széleskori, alkalmazzak
bakterialis fertézések kezelésére is, mivel a baktériumok altal szecernalt peptid a deformilazt
alkalmazhat6 intima hiperplazia és emlddaganat szovddményeként kialakuld csont
metasztazis csokkentésére is. A GM6001 szerkezeti képletét az 5. abra mutatja be. Munkank
soran a GM6001 DC-ek fenotipusara és miikodésére kifejtett hatdsanak részletes vizsgalatara
is kitértlink.
HO—NH  HiC
CH,
o

O
NH

N\ NH

O  CH,
N
H

5. Abra: GM6001 szerkezeti képlete
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2.2.3. A dendritikus sejtek és a matrix metalloproteinazok kapcsolata

A nyugvo és aktivalt DC-ek egyarant képesek a MMP-0k és természetes inhibitoraik, a
TIMP-0k szekrécidjara. Irodalmi adatok alapjan a DC-ek funkcionalisan aktiv MMP-1, 2, 3, és
9, valamint TIMP-1 és 2 fehérjéket termelnek (41). A MMP-ok olyan cinkfiiggd
endopeptidazok, amelyek elsésorban kollagénban gazdag szoévetek, elsésorban az ECM
megujitdsaban és atalakitasdban jatszanak szerepet, de kiemelt funkciojuk a kiilonb6z6 eredetti
soran felszabaduld szamos citokin, kemokin, novekedési faktor és ezek receptorainak
proteolitikus hasitasaért feleldsek, igy az MMP-0k kozvetleniil képesek szabalyozni a jelatviteli
folyamatokat (42). Az MMP-ok és természetes szoveti inhibitoraik, a TIMP-ek egyensulya
meghatdroz6 az immunrendszer mitkodésének hatékonysaga szempontjabol. Az MMP — TIMP
rendszer egyensulyanak felborulasa szamos korképben kimutathatd, mint gastritis és az attét
képzodéssel jaré malignus tumorok, ezért szamos, ezt az egyensulyt befolyasolni képes
készitmény keriilt forgalomba. Kisérleteinkben a monocitabol differencialtatott DC-ek és
alpopulacioik MMP és TIMP kifejezddésének szisztematikus vizsgalatat végeztiik el gén és
fehérje szinti vizsgalatokkal, valamint a GMG6001 szintetikus inhibitor hatdsat is
tanulmanyoztuk az MMP-o0k és TIMP-ok kifejez6désére, a résztvevé enzimek funkcioira, és az

MMP9 szekréciojara.

2.3 Az embrionilis eredetii mesenchymalis stroma sejtek (MSCl) modositjak a
monocitabol differencialtatott DC-ek funkcioit

A MSC-ek az emberi szervezet szoveteiben elszortan fordulnak eld, legnagyobb
mennyiségben a csontvel6ben talalhatok, ahol legfontosabb feladatuk a hematopoetikus
6ssejtek (HSC) nem differencialt allapotanak fenntartasa (43, 44). Az utdbbi években ezek a
szoveti regeneraciot, érképz6dést és immunszupressziot egyarant kivaltani képes sejtek a
biotechnologiai és sejtterapias eljarasok egyik legfontosabb célpontjaiva valtak (45). A Klinikai
gyakorlatban is felhasznalhato, jol jellemzett és stabil sejtvonalak alkalmazasa azonban még
varat magara, mivel a szervezetbdl izolalhato MSC-ek heterogén sejtpopulaciot képeznek (46).
Az MSC-ek ismert tulajdonsaga, hogy képesek a természetes €s szerzett immunitas végrehajto

funkciodit egyarant gatolni.(47).(6. abra)
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6. abra: A mesenchymalis stroma sejtek az immunrendszer szamos sejttipusanak mitkédésést

befolyasoljak (Uccelli et al. Nat Rev Immunol, 2008)

Irodalmi adat, hogy a csontvel6i eredeti mesenchymalis sztroma sejtek (BM-MSC-ek)
jelenlétében a CD4" naiv T-limfocitak anti-inflammatorikus Th2 iranya differenciacioja
kovetkezik be (48), ami arra enged kovetkeztetni, hogy az MSC-ek hatékonyan hasznalhatdéak
olyan korképek kezelésére, amelyekben a szovetkarosodast az immunrendszer sejtjeinek
talmiikodése okozza, mint pl. csontveld-atiiltetés, allergia, autoimmun megbetegedések. Az
MSC-ek a DC-ek differenciaciojat, aktivaciojat, antigént bemutato képességét s migraciojat is
gatoljak (49), amelynek kovetkeztében a DC-ek T-sejt polarizaciot kivaltd képessége is
megvaltozik. (7. abra).

MSC treated DCs

aktivaciojat és T-sejt polarizaciot kivalto képességétt (Aldinucci et al. JI, 2010)
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Elozetes eredményeink szerint a HUES9d embrionalis 6ssejtekbdl megteleld

koriilmények kozott in vitro MSC-szerli (MSCI) sejtek differencialtathatok, amelyek a BM-
MSC-hez hasonld fenotipus sajatsagokkal, morfoldgiaval ¢s differencidcios képességgel
rendelkeznek. Ezen tulajdonsagaik 5-15 passzalasig stabilan kimutathatok (50).
Hipotézisiink szerint a DC-ek az MSCI sejtek jelenlétében a BM-MSC-k altal kifejtett hatashoz
hasonldan, a sejtaktivacio ellenére is nyugvé allapotban maradnak. Jelen munkank soran az
MSCI sejtek DC-ek fenotipus sajatsagaira és funkcioira kifejtett hatasat vizsgaltuk kiemelt
figyelmet forditva DC-ek migracidos képességére. A vizsgalatsorozat keretében aramlasi
citometria segitségével mértikk a a DC-ek felszinén kifejez6dé CD1la glikolipid prezentald
receptor és a CD83 aktivacidos marker, valaminta a CD80 és CD86 kostimulacios molekulak
kifejez6dését, mivel korabbi eredményeink a TNF-a altal kivaltott aktivacio ellenére a BM-
MSC sejtek jelenlétében jelentds gatld hatast mutattak. (51).

Irodalmi adatok alapjan az egér embrionalis fibroblaszt sejtekb6l szarmazoé MSC-ek a
DC-ekben a SOCS3 aktivacidjan keresztiil az anti-inflammatorikus hatasa IL-10 citokin
szerepet jatszo IL-6 és CXCLS szekréciojat fokozzak (53, 54). Ezzel ellentétben az MSC-ek
gatoljak a gyulladasos IL-12, TNF-a, IFN-y és az L. tipust interferonok altal indukalt CXCL10

crer

crer

Kutatasaink kovetkez6 szakaszaban a DC-ek migraciojat is vizsgaltuk, aminek soran el6szor a
DC-ek felszinén kifejez6d6 CCR7 receptor kifejez6désének feltételeit hataroztuk meg és azt
talaltuk, hogy a CCR7 kemokin receptor kifejez6dése a DC-ek aktivacioja soran jelentdsen

fokozodik, majd a nyirokszovetek altal szecernalt CCL19 kemokin segitségével az antigénnel

crer

crer

eltiinésével parhuzamosan fokozoédik az intracellularis Ca®* koncentracié (14). Az aktivalt
CCR7"9"Nav1.7'™ DC-ek a szovetek kozotti hatékony haladas érdekében MMP-ket
szecernalnak, amelyeket egészséges szervezetben a TIMP-ek szabalyoznak.

A kiilonbozd alpopuldciokba sorolhatdé DC-ek kiilonbozé mértékii MMP és TIMP
szekréciora képesek (57). Munkank soran azt is igazoltuk, hogy az MSCI sejtekkel k6zos
tenyészetben nevelt DC-ek MMP-9,-12 ¢s TIMP-1,-2 expressziodja 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 -II molekulak a naiv
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T-sejtek segitségével bemutatjak a feldolgozott fehérje antigéneket (56). Korabbi kutatasi
eredmények igazoltak, hogy a MSC-ek gatoljak a DC-ek sejtfelszini MHC molekulainak
kifejezodését, igy a T-sejtek IFNy szekrécidja is csdkkena kontroll mintakéhoz képest (58).
Munkénk soran az MSCl sejtek jelenlétében nevelt DC-ek altal kivaltott T-sejtek aktivaciojanak
¢és polarizacidjanak valtozasait mutattuk ki ELISPOT modszer segitségével. Korabbi
kisérletekben a DC-ek RLR receptorainak expressziojat, valamint az MSC illetve MSCI sejtek
altal kifejtett gatlo hatdst még nem tanulményoztak, igy e receptorok génszintii kifejezddését is

ellendriztik.
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2. Célkitiizések

Ismert irodalmi adat, hogy a monocitabol differencialtatott DC-ek CD1a negativ (CD1a-
) és CDla pozitiv (CD1a") alpopulacioi eltérd funkcionalis sajatsagainak miatt kiilonbozé
modon vesznek részt az immunvalasz kivaltasaban, igy a két sejtpopulacid migraciods sajatsagai
is eltéréek lehetnek. Kisérleteink soran ezért részletesen vizsgaltuk a DC-ek vandorlasanak
jellegzetességeit. Munkankat a kovetkez6 szakaszokra osztottuk:
o Az MMP-9¢s MMP12, valamint a TIMP-1 és TIMP-2 kifejez6désének és az MMP-9
. A nyugvo és a gyulladasos citokinkoktél altal aktivalt DC-ek CD1* és DCla
alpopulacidiban mérhet6 MMP-9 és MMP12, valamint a TIMP-1 és TIMP-2 expresszidjanak
J A nyugvo és a gyulladasos citokinkoktél altal aktivalt DC CD1" és DCla” DC-ek altal
szecernalt MMP-9 enzim aktivitdsanak mérése
o A gyulladasos citokinkoktél és az LPS altal aktivalt DC-ek MMP-9 és MMP-12,
analizise
o A GM6001 szintetikus inhibitor hatdsanak vizsgalata a DC-ek fenotipusara
o A GM6001 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

crer

o A GM6001 hatasanak vizsgalata a nyugvo és gyulladasos citokinkoktél altal aktivalt
DC-ek CD1" és DCla alpopulacidinak kemokint indukélt migraciojara

A tervezett vizsgéalatok lehetdséget adnak a két DC altipus migracids sajatsagaiban
megmutatkozo kiilonbségek azonositasara és a GM6001 gatlo molekula alkalmazasi

lehetdségeinek és esetleges korlatainak meghatarozasara.
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Korabbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy az MSC-ek befolyasoljak az immunvalasz
kialakitasaban résztvevd sejtek miikodését, beleértve a DC-ek funkciodit is. Egy korabbi

kollaboraciés munka soran kimutattuk, hogy a HUES9d embrionalis 6ssejtekbdl MSC-szeri

c s ey

befolyasoljak, igy kisérleteinket e folyamat vizsgalatara is kiterjesztettiik. Tanulmanyoztuk:
o A nyugvo és gyulladasos citokinkoktél, a poly(l:C) és az 5’ppp RNA altal aktivalt DC-
ek fenotipusos tulajdonsagait MSCI sejtekkel kozos tenyésztést kovetden

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

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

o Az MSCl sejtek jelenlétében differencialtatott DC-ek spontan és kemokin-indukalt
kovetden

. A DC-ek migracioban szerepet jatszo gének (CCR7, Navl.7, MMP-9, MMP-12,
TIMP-1, TIMP-2) kifejez6désének 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 expresszidjanak vizsgalata az
MSCI sejtek altal gatolt DC-ekben
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Etikai nyilatkozat

A human eredetii vérkészitményeket az Orszagos Vérellaté Szolgalat (OVSZ) debreceni
Regionalis Vérellato Kozpontjabol igényeltiik. A vérmintak begytijtése és tarolasa, az Orszagos
Vilagszovetség altal kiadott Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveit kovetve, a donorok elézetes
irasos beleegyezésével tortént. A human vérmintakkal torténd munkét az OVSZ igazgatdja és

a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatas etikai Bizottsaga endegélyezte.

4.2.  Monocita szeparalas human vérbol

A monocita szeparalashoz a Debreceni Regionalis Vérellatd Kozpontbol kapott
egészséges donorokbol szarmazd tigynevezett ,,buffy coat”-okat hasznaltuk fel. A monocitakat
az alabbi modszer szerint — steril koriilmények kdzott - szeparaltuk:
A vért fiziologias sdoldattal kétszeresére higitjuk majd 6vatosan Ficoll oldatra (GE Healthcare)
rétegezziik, majd stiriség alapt gradiens centrifugalast kdvetden a periférias mononuklearis
sejtek (PBMC) elkiiloniilnek a vér tovabbi alkoto6itol. A tovabbiakban a PBMC-bél a CD14"
monocitakat magneses sejtszeparalas segitségével véalasztjuk el. A magneshez konjugalt CD14"
ellenanyagokat a jégen tarolt mintdinkhoz adjuk, majd az inkubdcios idd elteltével, specialisan
e célra kifejlesztett masgneses oszlopokon juttatjuk keresztiil a megjelolt mintakat (Miltényi
Biotech). A magneseknek kdszonhetden a monocitak elvalasztasra keriilnek a PBMC-tdl. A
mintak tisztasdgat aramldsi citometrias modszerrel ellendriztiik. A monocitékat 2x10° sejt/ ml
koncetracioban AIMV tapfolyadékban (Gibco, Paisley, Scotland) tartottuk fenn, vagy
kokultura 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) hozzaadasaval

differencidltattuk DC-¢, az 6nallo és a kevert kulturdk esetében egyarant.

4.3.  Mesenchymalis stroma szeri sejtek izolalasa és tenyésztése

A mesenchymalis stroma szeri sejtvonalat(MSCl) eredetileg HUES9 pluripotens
human embriondlis sejtvonalbdl differencidltattadk (Douglas Melton, Harvard Medical School),
egy kordbbi kollaboracios munkdnk sordn Sarkadi Baldzs munkacsoportjaval (Magyar
Tudoményos Akadémia, Membranbiologiai Kutatécsoport, Semmelweis Tudomany Egyetem
illetve Vérellato Kozpont, Budapest) kdzosen végeztiik el e sejtvonal részletes karakterizalasat.

(Apati et al 2008). A fagyasztott MSCI sejtvonalat opto-mechanikai feliiletkezelt flaskakban
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(TPP, Trasadingen, Svajc) tenyésztettiik és passzaltuk, alacsony gliikkoz tartalma DMEM
tapfolyadékban (Hyclone, South Logan, Utah) L- glutamin, 10% FCS és 1% antibiotikum/
antimikotikum (Hyclone, South Logan, Utah) hozzaddsa mellett. Az MSCI sejteket

kisérleteinkhez a 10. passzazsnal hasznaltuk fel.

4.4. Kevert kultara készitése

A MSCI sejteket 0.05-0.02% Tripszin-EDTA (Hyclone, South Logan, Utah)
segitségével gyljtottiik Ossze a tenyésztéflaskabol, majd ezt kovetden Dulbecco’s PBS
(Hyclone, South Logan, Utah)-ben mostuk el centrifugalas 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 lyuk( platekbe (TPP, Trasadingen, Svajc). Miutan az
MSCI sejtek osszefliggé sejréteget alkottak a miianyag feliileten, a 2x10° frissen izolalt
monocitat helyeztiik a tapfolyadékba. A kevert kulturat 0. és a 2. napon 100 ng/ml IL-4-¢l és 75
ng/ml GM-CSF-el (Peprotech EC, London, UK) kezeltiik.
A kevert kultarabol a 6. napon a DC-eket pozitiv CD209/DC-SIGN alapti magneses
sejtszeparalas segitségével (Miltenyi Biotech) elvalasztottuk a MSCI sejtektél. A DC209/DC-
SIGN a DC-ek 90% + 5% an fordul el6, igy a tovabbiakban e sejteket tovabb vizsgalhattuk az
MSCI sejtektol fliggetleniil. A kevert kulturaban nevelt sejtek életképességét minden egyes
donornal 7AAD festéssel, flow citometrids mérés segitségével ellendriztiik, mert el szerettiik
volna keriilni a tenyészetben 1év6 apoptotikus sejtek altal tapaszatlahd szuppressziv hatést.
Csak azokat a donorokat hasznaltuk fel munkank soran amelyek legalabb 92+5%-a életképes

volt.

45. A sejtek aktivalasa, GM6001 kezelés

A DC-ek in vitro differencialtatdsanak 5.napjan, a sejteket (a kiilonallo sejtkultirakban
¢s kevert kulturakban egyarant) kiilonb6z6 aktivacios stimulusokkal kezeltiik. Munkank soran
a sejteket 500 ng/ml lipopoliszacchariddal (LPS , Sigma) vagy gyulladasos citokin koktéllal 10
ng/ml TNF-a, Sng/ml IL-1pB, 75 ng/ml GM-CSF, 20 ng/ml IL-6 and 1 ug/ml PGE>, (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 inhibiciés kisérletekben a GM6001 szintetikus MMP inhibitort (Calbiochem) 25 uM
koncentracioban alkalmaztuk. A kontrollokhoz a GM6001 oldoszerét, a DMSO-t adtunk. Az 5
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napos DC-ket 24 6ran keresztiil kezeltiik, az DC sejtkulturakhoz az inhibitort az aktivacios

kezelés el6tt egy oraval adtuk hozza.

4.6. A sejtfelszini molekulak kifejezodésének vizsgalata aramlasi citofluorimetriaval

Sejtszamolast kovetden a kezelt DC-bSl minimum 2*10° sejtet centrifugalunk 1.1 ml-
es FACS cs6ben (4000 RPM) 4293 g gyorsulassal 5 percig, majd FACS pufferben (0,5% BSA,
0,05% natrium-azid PBS-ben) felvessziik, ¢és tjra centrifugaljuk. A feliilluszot leontjik, a
sejteket 100 ul FACS pufferben folvessziik és hozzaadjuk egér anti-human CDla-FITC
(Beckton Dickinson — BD - Pharmingen) illetve a CD83-PE, CD80-FICT és CD86-PE
ellenanyagot (1 pg/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 kotodott antitesteket FACS pufferben torténd mosassal és
centrifugalassal eltavolitjuk (4000 RPM/ 4293 g, 5 perc). A sejteket 300 pl 4% paraformaldehid
oldattal fixaljuk. A sejtfelszini expressziojaval aranyos fluoreszcens jelet aramlasi
citofluoriméterrel detektaljuk (BD FACS Calibur, FITC: green emission detector, sziird :
530/30, PE: Red orange emission detector, sziird: 585/42), a mért értékeket FlowJoe szoftwer
(Tree Star, Ashland, OR, USA) segitségével elemezziik tovabb.

4.7. A dendritikus sejt alpopulaciok szeparalasa a CD1a sejtfelszini molekula jelenléte
alapjan

A CD1la- és CDla+ sejteket Diva (BD Digital Vantage) késziilék segitségével, az
aramlasi citométeres vizsgalatoknal ismertettett jelolési eljarast kovetden szeparaltuk. Egyes
kisérletekben a steril koriilmények kozott szeparalt alpopuldciokat tovabb tenyésztettiik és

aktivaltuk a fentebb leirt modon.

4.8. RNS izolalas, cDNS szintézis, kvantitativ PCR

A sejtekbdl Trizol reagent segitségével izolaltunk RNS-t (MRC, Cincinnati, OH USA).
Az izolalt teljes RNS mennyiségbdl 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 transzkripciod soran komplementer DNS-¢ (cDNS)
irtuk at. A kvantitativ real-time PCR soran génspecifikus TagMan assay-ket (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) és DreamTag DNA polimerazt (Fermentas St. Leon-
Rot,Germany) hasznaltunk. A gén expressziokat ABI StepOnePlus real-time PCR késziilékkel

23



(Applied Biosystems) detektatuk. A kapott értékeket aStepOne Software v2.1 (Applied
Biosystems) szoftwerrel értékeltiik ki és ah36B4 haztartasi gén génexpresszios értékeihez

normalizaltuk.

4.9. Enzim-kotott immunszorbens esszé

Az enzim-kotott immunszorbens esszé (ELISA) segitségével a vizsgalandd molekulak
fehérjeszinten tanulmanyozhatéak. A sejtek altal a tapfolyadékba kibocsatott fehérje
mennyiségét egy standard sorhoz hasonlitva annak pontos koncentracidja meghatarozhato.

Kisérleteink sordn a gyartoi protokollnak megfelden a kovetkezd citokinek és kemokinek,

crer

CXCL8, CXCL10, IL-12, IL-10, IFNy, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 (R&D Systems, BD
Biosciences, USA). A mintak fehérje tartalmaval aranyos szinintenzitasokat
spektrofotométerrel, 450 nm hullimhosszon detektaltuk microplate reader (Biotek, Winooski,
VT, USA) segitségével. A kapott abszorbancia értékek és a standard sor koncentracidinak
ismeretében Excell program segitségével kiszamitottuk az ismeretlen mintak fehérje tartalmat,

figyelembe véve a minta higitasokat.

4.10. ELISPOT esszé

Az 6nalldan illetve MSCl sejtek jelenlétében nevelt, majd izolalt DC-eket szérummentes
RPMI tapfolyadékba helyeztilk sejttenyészté platekbe (TPP, Trasadingen, Svajc). A
megszamlalt DC-ekhez allogén T- limfocitakat helyeztiink, majd 3 napon keresztiil 37°-on
inkubaltuk a sejteket. Ezt kovetden a sejteket specialis ELISPOT platekre vittiikk 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.

4.11. Sejt migracios assay

mm diaméteres Spum porus atmérdjii Transwell rendszer segitségével vizsgaltuk (Corning Inc.,
Glendale, Arizona, USA). A Transwell felsé csatornaiba 2,5x10° DC-et helyeztilk RPMI
médiumban amely 0,05% BSA (Hyclone, South Logan, Utah) tartalmazott, mig az alsé
csatornakba a tapfolyadékon kiviil amennyiben indukalt migraciot kivantunk tesztelni, abban
az esetben 200 ng/ml CCL19 kemokint oldottunk. 24 h 37°-on inkubaciét kdvetden az alsod

csatornaba migralt sejteket Osszegytjtottiik, és polisztirén gyongyoket adunk az egyes
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mintakhoz (50 upl) és aramlasi citofluoriméterrel meghatarozzuk a migralt sejtek szamat

(Fluka St. Gallen, Switzerland).

4.12. Zselatinaz aktivitas mérés

Az MMP-9 enzim aktivitasat InnoZyme™ Gelatinase Activity Assay Kit (Merck)
segitségével hataroztukmeg, kovetve a gyartd utasitasait. A sejtek feliiliszojat 1:4 ardnyban
higitottuk a kitben talalhato aktivalo pufferrel, majd ezt kdvetGen a zselatinaz szubsztratot adtuk
az aktivalt MMP-9-et tartalmazé mintakhoz 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.

4.13. Statisztikai analizis

A bemutatott eredmények mindegyike 3-5 kiilonb6zé donor vizsgalatabdl kapott
adatokon alapul. Az MMP-9 és -12, illetve TIMP-1 és -2 esetében a génexpresszios 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 végeztilk. Az Osszehasonlitdsokat a monocitaban vagy az DC-ben mért
értékekhez viszonyitottuk. A kevert kultaras 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).
*p <0.1, **p <0.05, ***p <0.001.
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5. Eredmények

5.1. A matrix metalloproteinaz enzim és inhibitor szerepe monocitakbol

differencialtatott nyugvé és aktivalt dendritikus sejtek funkcionalis sajatsagaira

5.1.1. Az MMP-ok és TIMP-0k expressziojanak vizsgalata a monocita-dendritikus sejt
differenciacio soran

A monocitdk az emberi vér sejtes elemeinek olyan tipusat képviselik, amelyek
megfeleld veszély jelek hatasara a vérkeringésb6l kilépve a szoveti kornyezet ingereit6l
fliggben makrofagga vagy DC-ké differencidlodnak, aminek eredményeként iranyitott
vandorlasra képes sejtekké fejlodnek, mikozben helyliket is valtoztatjadk. A monocita eredet
DC-ek olyan migraciora képes sejtek, amelyek a szoveti kornyezet allapotatol fliggden
valtoztatjak helyiiket. Kordbbi munkank soran affymetrix array segitségével kimutattuk, hogy
az IL-4 és a GM-CSF hatasara differencial6do és nyugvo DC-ek MMP-7, MMP-9, MMP-12,
MMP-14, MMP-19, TIMP-2 ¢és TIMP-3 aktivacié indukalta fokozodasat, mig a TIMP-1
kifejez6édése csokkent (59). Jelen kisérleteink elsé 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy a
monocitakbdl in vitro differencialtatott nyugvo, valamint a gyulladasos citokinkoktéllal aktivalt
DC populaciock MMP-2, MMP-9 és MMP-12 valamint TIMP-1 és TIMP-2 expresszios
mintdzata hogyan valtozik a tenyésztés soran. A génszintii vizsgalatokat RT-qPCR modszerrel,
az MMP-9 fehérjeszintii vizsgalatat ELISA Kit segitségével végeztiik.

Eredményeink azt mutattak, hogy a monocitakbol torténé DC fejlédés soran emelkedik
az MMP-9 és MMP-12 kifejezddése, és ezzel parhuzamosan csokken a TIMP-1 és TIMP-2
gének expresszidja. MMP-2 génexpressziot 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
hatasa TIMP-1 és TIMP-2 gének jelenlétét. A DC differenciacié soran megjelend MMP gének
a gyulladasos citokin koktéllal aktivalt DC-kben a nyugvo sejtekben mért értékeknél magasabb
expresszios szintet igazoltunk. Ezzel a génexpresszids mintazattal ellentétben a TIMP gének
kifejez6dése a monocita — nyugvé — aktivalt DC fejlédés soran fokozatosan csdkkent.
Eredményeink azt mutattak, hogy a differencidcié eredményeként az MMP-9 és MMP-12
gének kifejezédése fokozodott, mig a TIMP-1 és TIMP-2 expresszidja csokkent (5.1. A. abra).
Osszhangban a génexpresszios eredményekkel, a monocitdk nem termeltek MMP9 fehérjét. A

nyugvé DC-ek ezzel ellentétben detektalhatdé mennyiségi. MMP9 enzimet szecernaltak,
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amelynek mennyisége a gyulladasos citokin koktéllal aktivalt DC-ekben tovabb novekedett
(5.1. B. abra).
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5.1. dbra A: Az MMP-9, MMP-12, TIMP-1, TIMP-2 génexpresszidjanak vizsgalata
monocitakban, monocitakbal differencialtatott nyugvo DC-ben és gyulladdsos citokinkoktéllal
aktivalt DC-ben. Egy - egy tipikus qPCR kisérlet bemutatisa 3 donor vizsgalata alapjan
amelyek szignifikancidja: p< 0,05 Student T proba, SEM

B: Az MMP-9 fehérje szekréciojanak vizsgalata ELISA modszerrel: n=3, Student T proba, SEM
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5.1.2. A monocita — dendritikus sejt differenciacioban szerepet jatszé citokinek
hatasanak vizsgalata az MMP-ok és TIMP-ok kifejezodésére

A monocitak eldzetes eredményeink szerint sem MMP9, sem MMP12 proteinazokat
nem termelnek, de a TIMP-1 és TIMP-2 gatld fehérjéket sokkal nagyobb mennyiségben
szecernaljak, mint a monocitabol differencialtatott DC-ek. Ennek kapcsan mertlt fel a kérdés,
hogy a DC differenciacio kivaltasat eldsegitd citokinek (IL-4 ¢s GM-CSF) koziil melyik felel6s
e gének kifejezodésének elinditasaért vagy gatlasaért. Ebbol a célbol a monocitakat 24 oran at
citokin mentes AIMV médiumban tartottuk, 100 ng/ml IL-4, 80 ng/ml GM-CSF vagy mindkét
citokin egyiittes jelenlétében. Az MMP9 ¢és MMPI12 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 TIMPI1 és TIMP2 esetében nem taldltunk egyértelmii 6sszefliggést az egyes
citokinek és a génexpresszid valtozasai kozott (5.2.A.abra). A génexpresszios kisérletek
eredményeit alatdmasztva az MMP9 fehérjeszintli megjelenését a GM-CSF nagymértékben

fokozta, mig az IL-4 gatolta (5.2. B. abra).
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5.2. abra A: Az interleukin-4 és a GM-CSF hatasa a matrix metalloproteindzoK és a széveti
matrix metalloproteindz inhibitor gének expresszidjara. EQy - egy tipikus qPCR kisérlet
bemutatdsa 3 donor vizsgalata alapjan amelyek szignifikancidgja: p< 0,05 Student T proba,
SEM B: Az IL-4 és GM-CSF hatasa az MMP-9 fehérje kifejezodésének vizsgalata ELISA
modszerrel: n=3, Student T proba, SEM

5.1.3. Az IL-4 és a GM-CSF hatasanak vizsgalata az MMP-ok és TIMP-ok
kifejezodésére

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 génexpresszio fokozasaért
els6sorban a GM-CSF citokin a felelds, ezért a kovetkezékben megvizsgaltuk, hogy ez a hatas
kozvetleniil érvényesiil-e, vagy esetleg mas gének hatasan keresztiil. A monocitakat ebben a
kisérletben is IL-4 és GM-CSF citokinek jelenlétében tenyésztettiik, majd a kezelést koveto 1,
3,6, 12, 18 és 24 orat kdvetden a sejtekbdl MRNS-t izolaltunk. Eredményeink szerint az MMP-
9 kifejez6dés az IL-4 és GM-CSF kezelést koveté 6. oraban jelenik meg kimutathatod
mennyiségben (5.3.A abra), mig az MMP-12 a nyugvé DC-kben a kezelést kovetd 18 ora utan
mutathatd ki (5.3. B abra). Jelentds valtozast a kezelt mintdk génexpresszios szintjében
azonban csak 24 orat kovetden igazoltunk. A TIMP-1 gén kifejezddése a kezelést kovetd 12.
oratol kezdve jelentésen csokkent (5.3.C abra), mig a TIMP-2 gén folyamatos csokkenését
kovetden 18 oraval kismértékben ujra emelkedett, de mértéke nem érte el a monocitidkban
tapasztalt értéket (5.3. D abra). Osszhangban a génexpresszios mérésekkel, az MMP9 fehérje

szekrécidja a citokin kezelés utan 18 oraval jelentdsen nétt (5.3. E abra).
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5.3. abra: A matrix metalloproteindzok és a TIMP inhibitor gének expressziojanak idébeli
valtozasa |L-4 és GMCSF hatasdra. A: MMP9, B: MMP12, C: TIMP1, D: TIMP2. Egy - egy
tipikus qPCR kisérlet bemutatdsa 3 donor vizsgdlata alapjan amelyek szignifikancidja: p< 0,05
Student T proba, SEM E-Az MMPY fehérje szekréciojanak idobeli valtozasa 1L-4 és GM-CSF
hatasara. n=3, Student T proba, SEM

5.1.4 A gyulladasos citokin koktél 6sszetevéinek hatasa az MMP-ok és TIMP-ok
kifejezodésére

A nyugvo DC-ekhez viszonyitva a gyulladastkeltd 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 gyulladastkeltd koktél egyes dsszetevoi (PGE2, IL-1p, IL-6, TNF-
a, GM-CSF) hogyan befolyasoljak a szabalyozasban résztvevo gének expresszidjat. A MMP-
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ok expressziojat legnagyobb mértékben az IL-1p és TNF-a citokinek fokoztak, mig a TIMP
gének kifejezodését az egyedileg hozzaadott IL-1pB, IL-6 és GM-CSF emelték, mig a koktél
Osszetevoinek egyiittes hozzaadasa kovetkeztében a TIMP-0k expresszidja a nyugvo DC-hez

képest gatlodott (5.4. abra).
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5.4. abra: A matrix metalloproteindazok és a szoveti matrix metalloproteinaz inhibitorok
expressziojanak valtozdsai a citokinkoktél dsszetevadi és a teljes gyulladdsos koktél
hozzaadasat kovetdoen 24 oraval A: MMP9, B: MMP12, C: TIMP1, D: TIMP2. Q-PCR: Egy -
egy tipikus qPCR kisérlet bemutatasa 3 donor vizsgdlata alapjan amelyek szignifikancidja:

p< 0,05 Student T proba, SEM

5.1.5. A gyulladasos koktél hatasanak vizsgalata az MMP-ok és a TIMP-ok
kifejezodésére

Annak megallapitasara, hogy a koktél képes-e kozvetleniil befolyasolni az MMP és
TIMP gének expressziojat, az 5 napos DC-ket gyulladdsos koktéllal kezeltiink és a kezelést
kovetden 30 perccel, 1, 3, 6, 12 és 24 ora elteltével a sejtmintakbol RNS-at izolaltunk. Az RT-
QPCR maodszerrel kapott eredményeket az 5.5. abra mutatja be, aminek alapjan az MMP9 ¢és
az MMP12 gének kifejez6dése 1-3 oraval a gyulladasos koktélkezelést kovetden jelentésen
emelkedett az DC-kben mért értékekhez viszonyitva. A maximalis génexpresszios értékeket
MMPO esetén a 6 6rds mintadkban, mig az MMP12 esetén a 12 6rds mintakban tapasztaltuk.

Erdekes modon a TIMP1 és TIMP2 gének expresszioja a koktélkezelést kovetd néhany éraban
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az DC-kben mért értékekhez képest emelkedik, majd 6-12 6rat kdvetden csokken. A TIMP1 24

orat kovetden, a TIMP2 6-12 6ra utan mutathato ki, a korabbi kisérletekben mar tapasztalt, a

DC-hez viszonyitott csokkent génexpressziot. A gyulladasos koktél hatasat az MMP9 esetén a

szecernalt fehérje mennyisége alapjan is kimutattuk. (5.5 E Abra)
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5.5. dabra: A matrix metalloproteinazok és a szoveti matrix metalloproteindz inhibitorok

génexpressziojanak idobeli valtozasa gyulladasos citokin koktél hatasara. A: MMP9, B:
MMP12, C: TIMP1, D: TIMP2, Egy - egy tipikus qPCR kisérlet bemutatasa 3 donor
vizsgadlata alapjan amelyek szignifikancidja: p< 0,05 Student T proba, SEM E: Az MMP9

erer

SEM
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5.1.6. A gyulladasos koktél és a bakterialis lipopoliszaccharid MMP és TIMP gének
kifejezédésére kifejtett hatasanak osszehasonlité vizsgalata
Kisérleteink kovetkez6 szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy az altalunk jellemzett MMP9
¢s MMP12, valamint a TIMP1 és TIMP2 gének kifejezodése hogyan valtozik, ha mas
napos DC tenyészeteket a koktél mellett 500 ng/ml LPS-dal kezeltiink és a mintakbol 24 o6ra
elteltével RNS-t izolaltunk. Eredményeink azt mutattak, hogy az LPS kisebb mértékben emelte
az MMP-9 és az MMP-12 gének expresszidjat, mint a gyulladasos citokin koktél. A TIMP-1 és
a TIMP-2 gének kifejezodését az LPS a koktéllal ellentétes modon befolyasolta, az DC-hez
képest tovabb ndvelve e gének expressziojat (5.6.A, B, C, D abra).
A gyulladdsos koktél és az LPS MMP-9 fehérje szekréciora kifejtett hatdsat is
megvizsgaltuk, az eredményeket az 5.6. E abran 0sszegezztiik. A fehérjeszintli vizsgalatok
alatamasztottak a génexpresszios mérések eredményeit, amennyiben az LPS kisebb mértékben

emelte az MMP-9 expressziot, mint a gyulladasos koktél.
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5.6. Abra: A gyulladdsos citokin koktél és az LPS hatdsa a mdtrix metalloproteindzok és a
szoveti madtrix metalloproteindz inhibitorok kifejezédésére mRNS szinten A: MMP9, B:
MMP12, C: TIMP1, D: TIMP2. Egy - egy tipikus qPCR kisérlet bemutatdisa 3 donor vizsgdlata
alapjdan amelyek szignifikancidja: p< 0,05 Student T proba, SEM E- A gyulladdsos citokin

crer

n=3, Student T proba, SEM abrazoldsa

5.1.7. Az MMP és TIMP gének kifejezodésének vizsgalata monocitakbél
differencialtatott nyugvé és aktivalt dendritikus sejtek CD1a negativ és CD1a pozitiv
alpopulacioiban

Kisérleteink kovetkezd szakaszaban arra voltunk kivancsiak, hogy a CDla- és CDla*
DC alpopulaciock MMP9 ¢és MMP12, valamint a TIMP1 és TIMP2 génexpresszidjaban
talalunk-e kiilonbségeket. A DC-ket a sejttenyésztés 2. napjan Sejtszorter segitségével CD1a*
¢s CDla" alpopulacidkra valasztottuk szét és a sejteket a kordbbi kisérletekhez hasonldéan
gyulladasos koktéllal aktivaltuk. A sejtekbdl RNS-t izolaltunk, a sejtkultura feliiliszokat
ELISA és Innozyme modszerek segitségével analizaltuk. Az 5.6. abran bemutatott eredmények
alapjan az MMP9 gént a DC-kben kismértékben a CD1a" alpopulacié fejezi ki, ezek a sejtek a
gyulladasos koktéllal aktivalt DC-ekben is az MMP9 els6dleges termel6i. Ezzel ellentétben az
MMP12 termelésért a nyugvd DC-kben kizardlag, aktivalt DC-kben pedig tilnyomorészt a
CD1a" populacio a felelés. A TIMP1 és TIMP2 gének kevésbé kifejezetten, de elsésorban a
CD1a alpopulaciéban voltak jelen (5.7. Abra). Az MMP9 fehérje kivalasztasat a CDla” és
CD1a" DC alpopulacidk feliiluszo mintaiban ELISA modszerrel is meghataroztuk (5.7. B.
abra). A fehérjeszinten mért eredményeket a génszinti mérések is alatamasztottak,
amennyiben az MMP9 enzimet a CD1a- alpopulacio termeli, mig a gyulladasos koktéllal kezelt

DC-ek altal termelt enzim jelentés mennyiségben a CD1a alpopulaciobodl szarmazik.
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5.7. abra A: A monocitdkbdl differencialtatott éretlen és érett dendritikus sejtek CDla- és
CD1a* alpopuldcidinak matrix metalloproteindz és inhibitorainak génexpressziés mintdzata.
Egy - egy tipikus qPCR kisérlet bemutatisa 3 donor vizsgdlata alapjan amelyek
szignifikancidaja: p< 0,05 Student T proba, SEM

B: 4 monocitabdl differencidltatott nyugvé és aktivalt dendritikus sejtek CDl1a és CDIa*
alpopuldcioinak matrix metalloproteindz 9 termelése. Q-PCR: egy tipikus kisérlet abrdzolasa

n=3, ELISA: 3 donor atlagértéke n=3 Student T proba, SEM
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5.1.8. A monocitabol differencialtatott nyugvo és érett dendritikus sejtek CD1a" és
CDla*alpopulaciok zselatinaz aktivitasanak mérése

Eredményeinket a sejtek feliiliszdjabol mért zselatinaz aktivitds mérésével is
alatamasztottuk. Ebbdl a célbol az Innozyme Kit leirasanak megfeleléen specifikusan
aktivaltuk az MMP-9 enzimet, majd a szubsztrat bontasabol keletkezd szinvaltozast
detektalva Kimutattuk, hogy az DC-ek feliiliszojaban mérhet enzimaktivitds magasabb, mint
a monocitak vagy DC-ek feliiliszojaban mért értékek (5.8. A. abra). A szétvalasztott sejtek
feliilaszojabol mért MMP9 enzimaktivitas a CD1a nyugvo és az aktivalt DC-kben egyarant
magasabbnak bizonyult (5.8. B. abra).
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5.8. abra A: A sejtek feliiliiszojabol kimutathato zselatiaz (MMP-9) enzimaktivitas valtozasa a
monocita — nyugvé DC — aktivalt DC differencidcio sordn. B: A nyugvd és az aktivalt CDla*
¢s CD1a” DC-ek zselatinaz aktivitasa. Enzimaktivitas mérés: 3 donor dtlagértéke, n=5 Student

T proba, SEM
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5.1.9. A széles spektrumiu GMG6001 szintetikus inhibitor hatasainak vizsgalata a
dendritikus sejtek MMP és TIMP termelésére

A GM6001 szintetikus inhibitor hatasat a DC-ek fenotipusos sajatsagaira ¢és a sejtek
altal kifejezett MMP és TIMP gének expresszidjara aramlasi citometrias modszerrel vizsgaltuk.
A DC-ket 24 o6ran keresztil GM6001 inhibitorral kezeltiik, majd a DC-ek fenotipusos
valtozasait aramlasi citometria méréssel kovettiik, kontrollként DMSO oldoszert alkalmaztunk.
Kisérleteinkben nyugvé és aktivalt DC-ekben hasonlitottuk 6ssze a GM6001-el kezelt és a
kontrol sejtek felszinén megjelené DC-specifikus fehérjék kifejezédését. A CD209/DC-SIGN
DC marker, a CD1a glikolipid receptor és a sejtek érése soran kifejez6dé CDS83 aktivacios
molekula sejtfelszini kifejez6dését detektaltuk. Eredményeinket az 5.9. C. abran mutatjuk be.
Az eredmények azt mutattak, hogy a GM6001 kezelés nem befolyasolta a DC-ek sejtfelszini
a GM6001 inhibitor hozzaadasa nem befolyasolta az MMP-0k és TIMP-ek expressziojat (5.9.
A. abra). A sejtek feliiliszdjabol mért MMPY fehérje koncentraciok értékei megerdsitették a
fenti eredményeket (5.7. B. abra).
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5.7. abra A: A monocitikbdl differencialtatott dendritikus sejtek MMP9, MMP12, TIMPL, és
TIMP2 génexpresszios mintazata DMSO és GM6001 inhibitor kezelés hatdisdra, és a
monocitakbdl differencidltatott dendritikus sejtek matrix metalloproteindz 9 termelése (B).

C: CD209/DC-SIGN, CD1la és CD83 sejtfelszini fehérjék kifejezédése. Q-PCR: EQy - egy
tipikus qPCR kisérlet bemutatasa 3 donor vizsgalata alapjdan amelyek szignifikancidja: p< 0,05
Student T proba, SEM ELISA: 3 donor atlagértéke, n=3 daramlasi citometria: egy tipikus
kisérlet n=3 B: A monocitabdl differencialtatott nyugvo és aktivalt dendritikus sejtek CD1a és
CD1a* alpopuldcicinak MMP- 9 termelése. ELISA: 3 donor dtlagértéke n=3 Student T proba,
SEM
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5.1.10. A GM6001 szintetikus inhibitor hatasainak vizsgalata a dendritikus sejtek
migraciojara

A DC-ek jellemz6 sajatsaga a migracios képesség, amiben az MMP-knek és TIMP-knek
fontos szerepe van. Ezért a kovetkezOkben a GM6001 inhibitor hatasait vizsgaltuk meg a DC-
nyirokcsomd fel¢ tereld, a migracio elindulasaért felelés CCR7 receptor expresszidjat
vizsgaltuk meg. Eredményeink alapjan a DMSO ésa GM6001 sem befolyasolta a DC-ekben a
vizsgaltuk, az ,,Anyagok és Modszerek™ fejezetben leirtak szerint. Eredményeink alapjan a
GM6001 hatékonyan csokkenti a nyugvd és aktivalt DC-ek kemokin indukalta vandorlasat
(5.10.B 4bra), ami a CD1a és a CDla* DC alpopulaciok esetében egyarant érvényesiil (5.10.
C abra).
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5.10. abra: A: Az aktivalt DC-ek CCR7 expresszioja DMSO és GM6001 kezelést kovetoen

B: A4 nyugvo és az aktivalt DC-ek kemokin indukalt migracioja DMSO és GM6001 szintetikus
inhibitor jelenlétében. C: A nyugvé és az aktivalt DC-ek CD1a™ és CD1a"alpopuldcidinak
kemokin indukalt migracioja DMSO és GM6001 szintetikus inhibitor jelenlétében. A: Q-PCR:
egy tipikus kisérlet abrazolasa n=3, B-C: Transwell: egy tipikus kisérlet abrdzoldsa n=3
Student T proba, SEM

5.2. A mesenchymalis sztoma szeri sejtek szabalyozzak a monocita eredetii dendritikus

sejtek miikodését

aktivacigjat

A frissen izolalt CD14" monocitdkat 5 napon keresztiil IL-4 és GM-CSF hozzaadésa
mellett (kontroll), illetve MSCI sejtek jelenlétében (DC : MSCI = 5:1) tenyésztettiik, és az 5.
napon a DC-eket és a kevert kulturat egyarant poly (I:C)-vel, 5’pppRNS-el és gyulladasos
koktéllal kezeltik 24 6ran keresztiil. Aramlasi citometrias méréseink soran bebizonyosodott,
hogy a kiilon vagy kevert kultaraban nevelt DC-ek tobb mint 90+5%-ban fejezték ki
felszinlikon a CD209/DC-SIGN markert, ami azt igazolta, hogy az MSCI sejtek jelenlétében a
monocitak in vitro DC-ekké differencialodtak (5.11. abra).
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5.11. dbra Az ondlloan és MSCI sejtek jelenlétében nevelt DC-ek CD209/DC-SIGN

kifejezodése. Egy reprezentativ donor dbrazoldsa.

A 6. napon a CD209/DC-SIGN fehérjét kifejez6 sejteket pozitiv magneses sejtszeparalasi
eljarassal elvalasztottuk az MSCI sejtektol, és aramlasi citometrias méréssel vizsgaltuk a sejtek
sejtfelszini markereinek kifejezodését. Megfigyeléseink szerint a CD1a glikolipid receptor
(5.12. A abra) és a CD83 akivaciés marker (5.12. B abra) expresszidjat az MSCI sejtek
jelenléte a poly(I:C), S’pppRNS ¢és a gyulladasos koktél altal aktivalt DC-eken csokkentette.
Ezzel ellentétben az MSCI sejtek fokoztak a CD86 (5.12. C abra) és a CD80 (5.12. D abra)
kostimulacioés molekulak expresszidjat az 5’pppRNS altal aktivalt DC-ekben, mig a poly(I:C)
¢s gyulladasos koktél altal aktivalt DC-ekben szignifikans valtozas nem volt kimutathat6. Ezen
eredények alapjan megallapitottuk, hogy az MSCI sejtek a DC-ek kozvetlen kornyezetében

képesek befolyasolni a DC-ek fenotipusat és aktivaciojat.
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5.12. Abra A CD1a (A), CD83 (B), CD80 (C), CD86 (D) relativ epresszidjnak dtlaga nyugvé
(feheér oszlop), aktivalt (sziirke oszlop) ésMSCI sejtek jelenlétében tenyésztett (fekete oszlop)

DC-ekben. Az dbran a sejtfelszini expresszio valtozdasanak mértékét abrazoltuk az aktivalt DC-
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ekben mert értékek atlagdahoz viszonyitva, amit 1-nek vettiink (n=4). ANOVA/ Bonferroni post-

hoc teszt, az abrainkon SD+ értéket abrazoltunk.

5.2.2. Az MSCIl sejtek befolyasoljak az aktivalt DC-ek citokin és kemokin szekréciojat

A DC-ek ¢és az MSCI sejtek egyiittmiikodésének tovabbi tanulmanyozasa érdekében az
egyiitt tenyésztett sejteket poly (I:C)és S’pppRNS segitségével aktivaltuk és a feliiluszo
mintakban mértiik a TNF-a és az IL-6 gyulladasos citokinek, a CXCLS8 és CXCL10 kemokinek

crer

cres

nyugvo ¢€s aktivalt DC-ek egyarant szecernalnak kis mennyiségi IL-10 citokint, mig az aktivalt
MSCI sejtek nem termeltek IL-10-et (5.13. E abra). A DC-MSCI sejtek egylittmitkodésébol
szarmazo emelkedett mennyiségli anti-inflammatorikus IL-10 gatolja a proinflammatorikus
eredménnyel 6sszhangban a gyulladasos TNF-a citokin (5.13. B abra), a CXCL10 kemokin
(5.13. D abra) és a T-sejt polarizacio kivaltasaért felelés IL-12 citokin (5.10. F abra)
szekrécioja az MSCI sejtek jelenlétében csokkent. A DC-ek altal termelt IL-12 a gyulladas

soran nemcsak az IFN-y termelé6 CD4" T- limfocitdk klondlis expanzidjanak illetve

------

crer

crer

CXCL8 (5.13. C abra) szekrécioja a sejtek egyiittmiikodésének koszonhetden jelentOsen
fokozodott, igy ezek a citokinek a szoveti regeneracio és angiogenezis fontos elemei. A kapott
eredmények azt sugalljak, hogy az MSCI sejtek gyulladastcsokkentd hatasuk mellett a szoveti

megujuldsaban €s a sebgyogyuldsban is szerepet jatszhatnak.
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5.13. dabra A nyugvo, aktivalt és kevert kulturaban tenyésztett DC-ek citokin és kemokin
szekrécioja. Az onallo és a kevert kulturdaban 24 oran at tarto sejttenyésztést kovetéen a
poly(I:C) és 5’pppRNS aktivalast koveto 6. napon a citokinek és kemokinek szekrécioja a
nyugvo (fehér oszlop), az aktivalt (sziirke oszlop) DC-ek, a poly(1:C) vagy 5 pppRNS kezelt
MSCI sejtek (csikos oszop), valamint a kevert kulturabol szarmazo sejtek (fekete oszlop)

esetében is valtozott, amit a feliiluszoban ELISA modszer segitségével 5 donor mintaiban a
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citokin koncentraciok dtlaga alapjan detektaltunk: I1L-6 (A), TNF-a (B), CXCL8 (C), CXCL10
(D), IL-12 (E), IL-10 (F). ANOVA/ Bonferroni post-hoc teszt, az abrdainkon SD+ értéket

abrazoltunk.

5.2.3.Az MSCI sejtek befolyasoljak a DC-ek altal kivaltott T- limfocita aktivaciot és
polarizaciot

A tovabbiakban a DC-ek T-limfocita aktivaciot és polarizaciot kivalto képességét MSCI
sejtek jelenlétében vizsgaltuk. A DC-ek a gyulladasos folyamatok soran nagy mennyiségii IFN-
vy szekréciora képesek, ami kozvetleniil ki tudja valtani a T-limfocitak aktivaciojat.
Eredményeink alapjan a poly(I:C) és az 5’pppRNS altali aktivacio az 6nalldan nevelt DC-ekben
fokozott IFN-y szekréciot eredményezett, az MSCI sejtek jelenlétében azonban gatlodott (5.14.
A abra). Az MSCI sejtekkel 5 napig egyiitt nevelt, poly(I:C) illetve 5’ppp RNS altal aktivalt,
majd elvalasztott DC-ket allogén T-limfocitakkal egyiitt helyeztiik kozos sejttenyészetbe, majd
3 nap utan a sejteket olyan specialis feliilett ELISPOT lemezekre helyeztiik, amelyek képesek
a sejtek altal szecernalt IFN-y megkotésére, igy a citokinek termelésére képes sejtpopulaciok
szamszerli meghatarozasara. A mérés eredményeibdl az deriilt ki, hogy a poly (I:C) és
el6z6leg MSCI sejtek jelenlétében differencidltatott DC-ek szignifikdnsan kisebb mértéki
indukciora voltak képesek (5.14. B abra). Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a
DC-ek az MSCI sejtek jelenlétében anti-inflammatorikus szoveti kornyezetet képesek

kialakitani.
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5.14. abra A: Az aktivalt DC-ek és a DC-ek altal indukalt T-limfocitdk IFN-y szekrécidja

Az aktivalt DC-ek |FN-y szekrécioja MSCI sejtek jelenlétében és azok hianyaban. Az dbra
tematikdja azonos az 5.10. dabrdéval. B: Az oéndlloan vagy 5 napon dt MSCI sejtekkel
egyiittenyésztett majd izolalt DC-ket 3 napig allogén T-limfocitdikkal neveltiik tovabb. A
grafikon a nyugvo DC-ek + T- limfocitdk (fehér oszlop), a poly(1:C) és 5 pppRNS dltal aktivalt
+ T- limfocitak (sziirke oszlop, illetve MSCI sejtek jelelétében nevelt aktivalt DC-ek + T-

erer

crer

hasonlitva, amely értéket 1-nek vettiink (n=4) ANOVA/ Bonferroni post-hoc teszt, az abrainkon

SD+ ertéket abrazoltunk.
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5.2.4. Az MSCl sejtek gatoljak a DC-ek migracigjat

Irodalmi adatokbol ismert, hogy a sikeres antigén prezentacié elofeltétele a DC-ek
iranyitott vandorlasa a kozeli nyirokcsomokba (28, 33, 34). Korabbi munkank soran
megallapitottuk, hogy a fesziiltség fliggd Nav1.7 ioncsatorna expresszidjanak csokkenése és a
CCR7 kemokin receptor kifejezodésének noévekedése kozvetleniil szabalyozza a DC-ek
DC-ek vandorlasara. A vizsgalatban a korabbiaknak megfelelden tenyésztettik, majd
poly(l:C)-vel és gyulladasos koktéllal aktivaltuk a DC-ket az MSCI sejtekkel egyiitt, majd a 6.
napon a DC-ket szelektaltuk a kevert kultarabol. A transwell rendszer als6 csatornaiba 0,5%
BSA-val kiegészitett friss RPMI médiumot mértiink, majd a sejteket a CCR7 kemokin
ligandumaval, a CCL19/MIP-33 kemokinnel aktivaltuk. A fels¢ csatornakba, amit 5 pum
membran valaszt el az alsd, csak médiummal fetoltott csatornaktol, mértiik a DC-eket. A 24
oras 37°C-on torténd inkubalast kdvetden az alsd csatorndba vandorolt DC-ek mennyiségét
aramlasi Citometrias modszerrel hataroztuk meg. A vizsgalat kimutatta, hogy a poly (1:C)-vel
szignifikansan gatolta ( 5.15.A abra). A fenti eredeménnyel 6sszhangban az MSCI sejtekkel
egylitt tenyésztett és aktivalt DC-ek CCR7 kemokin receptor expressziojanak csokkenését is
kimutattuk (5.15. B abra).

Korabbi kutatasainkban részletesen elemeztiik a DC-ek MMP és TIMP expressziojanak
alpopulaciokban mért expresszios mintazatot is. Mivel MSCI sejtek jelenlétében a DC-ek
tobbsége CD1la fenotipusu, feltételeztiik, hogy az egyiitt tenyésztés kovetkeztében a sejtekben
az MMP — TIMP egyensuly is valtozik. Méréseink alapjan az MMP-9 gén kifejez6dése (5.15.
C abra) fokozodik, mig az MMP-12 génexpresszidja csokken (5.15. D abra) igazolva korabbi
eredményeinket.

MSCI sejtek jelenlétében a TIMP-1 (5.15. E dbra) és a TIMP-2 (5.15. F abra) szoveti
inhibitorok is magasabb expresszios szintet mutattak. Ahogy azt korabban igazoltuk, a Nav1.7
DC-ek aktivalodasanak eldfeltétele. Eredményeink alatamasztottak, hogy a nyugvé DC-ek
Nav1.7 expressziojahoz viszonyitva a poly(I:C) vagy gyulladasos koktél hozzdadasat kovetden
a Navl.7 csatorna kifejezddése csokken, de azokon a sejteken, amelyeket korabban 5 napon
keresztiil MSCI sejttekkel tenyésztettiik egyiitt, a Nav1.7 expresszidja magas maradt ( 5.15. G
abra).
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5.15. Abra: Az ondlléan vagy MSCI sejtek jelenlétében differencialédé DC-ket poly(I:C) és
5’pppRNS segitségével az 5. napon aktivaltuk, majd a DC-eket a CD209/DC-SIGN marker
segitségével elvalasztottuk az MSCI sejtektél, ezt kévetéen pedig 2,5x10° DC helyeztiink a
transwell rendszerbe, majd CCL19/MIP-3f jelenlétében vdalottuk ki a sejtmigrdciot. A

protokollnak megfeleloen az also csatorndkba bevandorolt sejteket gytijtottiik Ossze és
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szamukat az aramlasi citometrias mérés soran kontrolként alkalmazott polisztirén gyongyokhoz
viszonyitva hatdroztuk meg. Az abran a fehér oszlop a nyugvo DC-ket, a sziirke oszlopok az
aktivalt, mig a fekete oszlopok az MSCI sejtek jelenlétében differencialodo aktivalt sejtek
migrdcidjat jelenitik meg. A CCR7 (B), MMP9 (C), MMP12 (D), TIMP1 (E), TIMP2 (F),
Navl.7 (G) gének relativ expresszidjdt a fent részletezett kezelést kovetéen Q-PCR médszerrel
detektaltuk. Az abrdk a kordabbi mérésekkel megegyezé modon az expresszios valtozasok
mértéket az aktivalt DC-ek kifejezodeésének atlagahoz hasonlitottuk, amely értéket 1-nek vettiink
(sziirke oszlop) (m=4) ANOVA/ Bonferroni post-hoc teszt, az dbrdinkon SD+ értéket

abrazoltunk.

5.2.5. Az MSCI sejtek gatoljak a RIG-like receptorcsalad tagjainak kifejezodését

A RIG-1, MDA-5 és LGP2 receptorok a dsRNS, ssRNS, DNS virusok felismeréséért
felelések (24). Korabban e receptorok expressziojanak valtozasat MSCI 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 (5.16. A-C abra) kifejez6dése a
kiilon nevelt DC-kben poly(I:C) és 5’pppRNS kezelés hatasara emelkedett, aminek
kovetkeztében az IFN- expesszio is fokozodott(5.16. D abra), de az MSCI sejtek jelenlétében
nevelt DC-ekbena RIG-like receptorcsalad és az IFN-B expresszidja is gatlas ala keriilt. E
mérési adatok alapjan megéllapitottuk, 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.
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5.16. Abra Az MSCI sejtek aktivalt DC-ben médositjiik a RIG-| receptorok és az IFN-BI
expresziojat. A RIG-1 (A), MDA5 (B), LGP2 (C) receptorok és az IFN-f1 (D) citokin

kifejezédéset nyugvo (feher oszlop), poly(1:C) aktivalt (sziirke oszlop) és az aktivalt MSCI sejtek

Jjelenlétében differencialodo DC-ben (fekete oszlop) a kordbbiakhoz hasonloan gén szinten

vizsgaltuk. Az abrazolas modja megyegyezik a korabbi abrak logikajaval, igy az aktivalt DC-

ben meért értékek atlagat 1-nek vettiik és ehhez hasonlitottuk a tobbi minta kifejezédésének

atlagat. n=3 ANOVA/ Bonferroni post-ioc teszt, az abrainkon SD+ értéket dabradzoltunk.
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6. Diszkusszio

A DC-k az emberi immunrendszer 6rszemeiként a széveti allomanyban folyamatosan
,orjaratot” folytatnak veszély jeleket és felvehetd antigéneket kutatva. A DC-ek professzionalis
antigént prezentalo sejtek, amelyek a velesziiletett és szerzett immunitas miikodését képesek
Osszehangolni és szabalyozni. Sokoldali miikédésiiknek koszonhetéen a DC-ek az
immunterapias eljarasok fejlesztésének egyik fontos és igéretes célteriiletévé valtak. Szamos
nemzetk6zi munkacsoport dolgozik a tumor antigénekkel feltoltott/aktivalt DC-ek altal
kivaltott immunvalasz lehetdségeinek térképezésén, terapids moddszerek fejlesztésének
érdekében.
Az aktivalt DC-eket a borbe injektalva azt vartdk, hogy a sejtek a kozeli nyirokcsomokba
vandorolnak és hatékony tumor ellenes immunvalaszt valtanak ki. Az eljaras megfeleld
eredményességének kidolgozasa még varat magara, mivel a legtobb esetben a DC-ek az

injektalas helyén maradtak (60-62). Egér modellben az injektalt DC-ek nyirokcsomdba torténd

crer

crer

immunvalasz kivaltasahoz a gyulladasos citokinek jelenléte ezeknek a terapias stratégidknak a
sikeré¢hez elengedhetetlen. A DC-ek sokrétii funkcidjanak ellatasaban a DC-ek migracios
képességének kulcsszerepe van. Az MMP-ok olyan proteolitikus enzimek, amelyek kiemelt
ok az MMP-ok természetes inhibitoraiként szabalyozzak ezeket a folyamatokat.
Kisérleteinkben az MMP9 ¢s MMP12, valamint a TIMP1 és TIMP2 expresszid valtozasainak
szisztematikus karakterizalasaval igazoltuk, hogy a monocitakbol differencialtatott DC-ek
CD1la- és CD1a" alpopulacidiban ezek a gének illetve fehérjék eltéré modon fejez6dnek ki.

A humén periférias vérb6l nyert monocitdkban sem az MMP9, sem az MMP12
expresszidjat nem tudtunk kimutatni, ezzel ellentétben a TIMP1 és TIMP2 kifejezddése
fokozodott. A DC fejlédés soran a nyugvé DC-ekben az MMP gének kifejezddnek és
mennyiségiik az aktivacio hatasara fokozodik. Ezzel parhuzamosan a TIMP gének expresszios
szintje a differenciacié soran fokozatosan csokken. Az MMP9 kifejez6dését fehérjeszinten
ELISA modszerrel is alatamasztottuk és kimutattuk, hogy a monocitakbol differencialtatott
DC-kben megjelend MMP9 és MMP12 kifejezodésének elinditasaért a GM-CSF citokin
felelés, mig az IL-4 citokin e gének expressziojara gatld hatast fejt ki. Mivel az expresszio

fokozodasa a kozvetleniil szabalyozott génekéhez képest, amelyek esetében a valtozasok 30
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perc — 3 ora elteltével mar detektalhatok, csak késébb 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 GM-CSF szabalyozo szerepét a szecernalt MMP9
fehérje mennyiségének vizsgalataval is igazoltuk. A TIMP gének expresszidjanak korabban
megfigyelt csokkenését a DC-ben nem tudtuk egyértelmiien az egyik vagy masik
differencidcidban szerepet jatszd citokin hatdsdhoz kotni. A DC aktivacidhoz altalunk
alkalmazott gyulladasos citokin koktél fokozta az MMP, mikoézben gatolta a TIMP fehérjék
expressziojat. A gyulladasos citokin koktél hatasat az idé fliggvényében vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy az MMP9 génexpresszio fokozodasa mar 1 oraval, az MMP12 esetében 3
oraval a kezelést kovetden jelentdsen emelkedett, igy valdsziniileg ezek a citokinek az MMP
gének kifejez6dését kozvetleniil szabalyozzak. Az MMP9 gén expresszidja a citokin koktéllal
torténd Kezelés utan 6 6ran at, mig az MMP12 esetében 12 6ran at fokozodott, majd csokkent.
Fehérjeszintli vizsgalataink adataira tdmaszkodva megallapithatd, hogy az MMP9 mennyisége
az aktivaciot kovetd 12. oratdl fokozatosan ndvekszik Osszhangban a génexpresszios
mérésekkel. A TIMP-ek esetében az aktivaciot kovetd elsé 3-6 oOraban a génexpresszid
kismértékii fokozodasat tapasztaltuk, ezt kovetden e gének kifejezodése csokkent.

Kimutattuk, hogy a gyulladasos citokin koktéllal aktivalt DC-ek nagyobb mennyiségl
MMP9 és MMP12 szekréciora voltak képesek, mint az LPS altal aktivalt DC-ek. Ennek
megfelelden a koktéllal aktivalt DC-ek migracidja az LPS-el aktivalt sejtekéhez viszonyitva
fokozodott. Erdekes médon a TIMP1 és TIMP2 gének kifejezédése LPS hatésara a nyugvo DC-
kben mért értékekhez képest emelkedett, tehat e gének kifejezddését az LPS — a koktél hatasaval
ellentétesen — novelte.

A CD1la és CDla" DC alpopulacidk vizsgalatakor kimutattuk, hogy az MMP9 gént kizardlag
a CD1a populacio fejezi ki. Ezzel parhuzamosan, az MMP12 gént nyugvo DC-kben kizardlag,
aktivalt DC-ek esetén pedig nagyrészt a CDIla" populacio fejezi ki. Az MMP9 fehérje
kifejezodésének valtozasait fehérjeszinten is igazoltuk. A TIMP1 és TIMP2 gének esetén
kisebb mértéki eltérést tapasztaltunk a két alpopulacio génexpresszids mintazataban, ami a
CDla populacid6 nagyobb mértékii részvételét igazolta. A génexpresszids vizsgalatok
eredményeit a DC alpopulaciok migracios aktivitasanak valtozasai is alatimasztottak, amelyek
azt mutattak, hogy a CD1a" sejtek nagyobb aranyban jutottak 4t a transwell rendszer porusain,
migracioban betoltott szerepének igazoldsa céljabol a zselatinaz aktivitds mérésével is

ellendriztiik a DC-ek feliiliszdjaban mérhetd enzim aktivitdst. Az alkalmazott modszer
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segitségével az MMP9 (zseltinaz B) aktivitasan kiviil az MMP2 aktivitasat (zselatinaz A) is
képes detektalni, amelynek kifejez6dését korabbi vizsgalatokban monocita (41, 64) és bor
eredetli DC-ben is kimutattak (65). Sajat vizsgalatainkban az MMP2 expresszidjat az altalunk
vizsgalt moDC-kben nem tudtuk kimutatni. igy 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 funkcioira. Mivel a GM6001 gatlasanak célpontja az MMP enzimek
katalitikus doménjaban talalhato Zn?" kelat ion, ezért azt feltételeztiik, hogy a GM6001 nem

crer

crer
------
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csokkentette, igy vélhetéen a GM6001 az MMP9 ¢és MMP12 miikddését egyarant gatolja. A
GMo6001 klinikai felhasznalhatdsaga jelenleg még kérdéses, eredményeink alapjan a GM6001
potencialis klinikai megoldast jelenthet olyan korképek esetében, ahol a koros sejtek
a molekula tovabbi részletes vizsgalata sziikséges.

Mivel a DC-ek az immunrendszer szabalyozasanak kozponti szerpldi és funkcioik
betdltéséhez nélkiilozhetetlen migracios képességiik fenntartisa, ami az altaluk termelt MMP-
ok fuggvénye, ezért fontos megismerni ezeknek az enzimeknek a termel6dési folyamatat,
funkcioikat és a gatlas mechanizmusat. Ismert irodalmi adat, hogy amennyiben a finoman
szabalyozott MMP-TIMP rendszer miikddése zavart szenved, mint egyes malignus
korképekben, ami stlyos betegségek kialakulasat eredményezheti. Klinikai vizsgalatok soran
figyelttk meg, hogy az MMP-ok mikodésének gatlasaval csokkenthetd az attétek
kialakulasanak esélye. Igy eredményeink hozzajarulhatnak az MMP — TIMP
szabalyalyozasanak jobb megértéséhez. A DC-ek mikddésének szabalyozasa és a DC alapu
sejtterapias modszerek fejlesztése Uj lehetGségeket nyit az alapkutatas és a terapias alkalmazas
fejlesztésében. A szintetikus alapt, de sejtmiikddést befolyasoldo modszerek fejlesztése mellett
egyre nagyobb teret nyernek a kiillonb6zo eredetii dssejtek felhasznalasan alapuld modszerek.
Az egészséges emberi szervezet szerveiben/szoveteiben elszortan talalhatok Gssejtek, amelyek
az azonnali sebgyogyulashoz, a karosodott szovetek helyreallitisahoz jarulhatnak hozza (66).
A MSC-ek ismert tulajdonsaga, hogy az immunrendszer végrehajtod funkcioit képesek gatolni.

A kiilonb6z6 eredetlit MSC-ek allogén csontveld transzplantaciot befolyasolo képességét egér
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¢s ember modellben egyarant kimutattak (47, 67), és szamos klinikai korképben vizsgaltak
gyulladast csokkentd hatasukat, koztiik a bélben és a majban kialakulé sulyos akut GVHD
betegségben (68), bor graft kilokddése soran (64), osteogenesis imperfecta (69), autoimmun
enchepalomyelitis (70), diabetes mellitus(71), és kollagén indukalt iziileti gyulladas esetekben
(72). Korabbi kutatasi eredmények az igazoltak, hogy a beiiltetett MSC-ek kornyezetében
kialakulo gyulladast csokkent6 citokin kornyezet hozzajarul a veseelégtelenséget vagy idegi és
tiidoékarosodast kovetd szoveti regeneraciohoz is (70, 73, 74). Ezek a kutatasi eredmények arra
utalnak, hogy az MSC-ek szamos mas gyulladassal jaro korképben is potencialis megoldast
jelenthetnek, ezért napjainkra Kiemelt kutatasi célpontta valtak a szOvetregeneracios,
autoimmun ¢és sejtterapids modszereket fejleszté munkacsoportok szdmara. Immunoldgiai
szempontbol fontos tényezd, hogy a MSC-ek az MHC fehérjék kozremiikodése nélkiilis
képesek az immunrendszer miikodésének modulalasara (75). A MSC-ek terapias
felhasznalasanak nehézsége, hogy a szervezetbdl kinyerhetd sejtek mennyisége korlatozott, és
ezért szamos kutatocsoport foglalkozik olyan sejtvonalak eldallitasaval, amelyek az MSC-
ekhez hasonlé immunszupressziv tulajdonsagokkal rendelkeznek (76).

Vizsgalatainkhoz 5 napos human embriébol szarmazo, blasztociszta eredetii, egy
korabbi kollaboracidés munka soran sokoldaltian jellemzett sejtvonal (MSCI) huméan monocita
eredeti. DC-ekre kifejtett hatasat vizsgaltuk (77). Az MSCI sejtek fenotipus sajatsagat,
differenciacios és funkcionalis képességeit csontveld eredetii MSC, valamint human foreskin
fibrolaszt (HFF) sejtvonal tulajdonsagaival hasonlitottuk Ossze (50). Mivel a korabbi
eredmények arra utaltak, hogy az MSCI sejtek morfologiaja, fenotipusa és funkcionalis
aktivitasa hasonld 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 Kkifejtett hatasat
funkciodinak valtozasaira.

Eredményeink szerint a DC-ek fenotipusos sajatsagai az MSCI sejtek jelenlétében
jelent6s valtozason mennek keresztiil, aminek kovetkeztében a glikolipid receptorként miikodo
CD1la és a CD83 aktivacios marker kifejezddése csokken a gyulladasos citkin koktéllal vagy a
specifikus RIG-I ligandumokkal aktivalt DC-ekben, amennyiben MSCI sejtekkel tenyésztettiik
egyiitt Oket. Hasonlo jelenséget figyeltek meg LPS aktivalt BM-MSC sejtek esetében is (78),
valamint a TNF-a alltal aktivalt koldokzsinorvér eredetii és BM-MSC sejtekkel (51) kozos
kultaraban tenyésztett DC-ekben. Ezzel szemben a CD80 és D86 kostimulacios molekulak

sejtfelszini expresszidja a DC-ekben az MSCI sejtek jelenlétében fokozddott, noha korabbi
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vizsgalatokban a BM-MSC sejtek e molekulak kifejez6dését egér és human modellben egyarant
eredetii sejtvonalak jelenlétében szintén vizsgaltak, de hatasmechanizmusra vonatkozé adatok
nem 4llnak rendelkezésre.

Irodalmi adat, hogy az egér embrionalis eredetii fibroblasztokbol izolalt MSC-ek
képesek az IL-10 fiiggé DC-ek kialakulasat a SOCS3 aktivacion keresztiil indukalni, ami nagy
kaptak az LPS altal aktivalt MSC sejtek jelenlétében nevelt DC-ek esetében, ami nagy
mennyiségi IL-6 citokin és a CXCL8 kemokin szekrécid termelédését eredményezte. (53, 54).
Ahogy korabbi adatokbodl ismert, az IL-6 és CXCLS8 citokinek a szdvetregeneracid és
érképz6dés fontos kozvetitdi, igy a sejtek a kivaltott immunszupressziv kornyezet ellenére is
serkenthetik a sebgyogyulds folyamatait és az Uj erek képzddését. Jelen kisérleti
rendszeriinkben a poly(1:C) vagy 5’pppRNS altal aktivalt MSCI sejtek jelenlétében tenyésztett
DC-ek feliiliszdjaban szintén emelkedettszintii IL-6, CXCL8 és IL-10 termelést tapasztaltunk,
mig a gyulladasos IL-12 és TNF-a koncentracidja szignifikansan csokkent.

Eredményeink arra utalnak, hogy a DC-MSCI sejtek kapcsolatanak eredményeként
lokalisan olyan szdveti kornyezet alakul ki, amelyben a sejtek gyulladast csokkentd képessége
a sebgyogyulast is eldsegiti. A CCL19 kemokint a timusz és a nyirokszovetek is Kivalasztjak,
aminek kovetkeztében a fert6zott szovetek kornyezetében a CCR7" DC-ek a kozeli
nyirokcsomokba vandorolnak, ahol kézvetlen kapcsolatba tudnak 1épni a naiv T-limfocitakkal
(56). A kevert kultaraban tenyésztett aktivalt DC-ek felszinén csokkent mennyiségli 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 mitkddése kdzvetleniil
befolyasolja a nyugvo DC-ek migracios képességét, mig az aktivalt DC-ek vandorlasat a
Navl.7 csatorndk expresszidjanak csokkenése kiséri. A Navl.7 csatornak eltlinése a
sejtmembranrol és a sejtciklust befolyasolé intracellularis Ca?* koncentracio megfeleld mértéke
esszencialis a DC-ek éréséhez (14). Azokban a DC-ben, amelyek MSCI sejtek jelenlétében
differencialodtak és ezt kdvetden aktivaltuk a sejteket, magas Nav1.7 expressziot detektaltunk,
aminek eredményeként a DC-ek Nav1.7" CCR7" sejtekké differencialodtak. Kimutattuk, hogy
aNavl.7* CCR7 CD1la DC-ekben fokozdodott az MMP9, TIMP1 és TIMP2 gének kifejezédése,
mig migracios képességiik gatlodott. Irodalmi adatok alapjan a CXCL8 kemokin trofoblaszt
sejtekben indukalja az MMP2 és az MMP9 expresszidjat (80). Az MMP-ok és TIMP-ok kozotti

kényes egyensuly az ECM bontéasaért, az oldott citokinek, kemokinek és receptoraik
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sejtfelszinrdl torténd lehasadasaért is feleldsek, igy ezek egyensulya kozvetleniil befolyasolja
az immunsejtek vandorlasat, az egyenstly fenntartasat, a sejtek tulélését és egyéb funkcioit.
(42). Ahogy azt el6z6 kutatasainkban kimutattuk, az MMP-ok és TIMP-ok szekrécidja a DC-
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megvaltoztatva ezzel az MMP enzimek kemokin, citokin és receptort szolubizalo aktivitasat,
szabalyozva a DC funkciokat és az immunvalasz tovabbi kimenetelét.

In vivo vizsgalatokban tanulmanyoztak az antigénpecifikus T-sejtek miikodésének
gatlasat egér allograft kilokddés (64), GVHD (81), autoimmun encephalomyelitis (70) és
kollagén indukalta iziileti gyulladas (72) soran. Egér kisérletekben azt is kimutattak ki, hogy az
allogén MSC-ek jelenléte gatolja a DC-ek antigén prezentalo aktivitasat, ami a CD8" T-sejtek
CD69 expressziojanak csokkenését eredményezte és human modellben azt is kimutattak, hogy
a BM-MSC sejtek jelenléte gatolta T-sejtek IFN-y szekrécidjat (58). Jelen kutatasunkban a T-
Kisérleti rendszeriinkben a human allogén T-sejteket poly(l:C) vagy 5’pppRNS segitségével
aktivaltuk, majd a DC-eket 6nalloan, 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 iranyu polarizaciojat.

In vitro kutatasok sora igazolta, hogy az MSC sejtek jelentésen megvaltoztatjak a DC-
ek szamos funkcidjat, 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 kifejez6d6 RIG-like
receptorok expresszidjat korabban még nem vizsgaltak. Eredményeink szerint a RLR
receptorok ligandummal torténd aktivalasa a DC funkciok gatlasihoz vezet, ami az RLR
receptorok kifejezodésének csokkenése miatt is bekovetkezhet. Eredményeink azt mutattak,
hogy az MSCI sejtek jelenlétében nevelt DC-ek RIG-I, MDA-5, LGP-2, expresszidja
drasztikusan csokkent a kontroll mintakéhoz képest. Ezek az eredmények az MSCI sejtek
jelenlétében kialakuld, el6zdleg mar jellemzett immunszuppressziv —tulajdonsagokkal
rendelkez6 tolerogén (82) DC-ek kialakulasara utalnak. Reményeink szerint a korlatlanul
szaporoddo MSCI sejtek DC-re kifejtett hatasanak vizsgalataval potencialisan Kklinikai

felhasznalasra is alkalmas szuppressziv hatastt DC-ek allithatok eld.
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7. Osszefoglalas

A dendritikus sejtek (DC) immunrendszeriink ,,0rszemei”, amelyek a szoveti
allomanyban a veszély jelek ¢és antigének felismerését kovetéen a nyirokcsomokba
vandorolnak, ahol képesek a naiv T-limfocitak kiilonb6zé funkciokra szakosodott végrehajtd
az immunterapias eljarasok fejlesztésének egyik fontos és igéretes célteriiletévé valtak. Elozetes
kutatasi eredményeink azt igazoltak, hogy a CD1a sejtfelszini molekula megjelenése alapjan a
DC-ek két, eltérd funkcionalis sajatsagokkal rendelkezé altipusra oszthatok. A CD1a és CDla*
DC-ek vizsgaltval kimutattuk, hogy az MMP9 gént kizardlag a CD1a” populacio fejezi ki, mig
a MMP12 gént elsésorban a CD1a" alpopulacio fejezi ki. Munkank soran elséként vizsgaltuk a
GM6001 szintetikus MMP gatloszer hatasat a DC-ek fenotipus sajatsagaira és funkcioira.
Kisérleteink bebizonyitottak, hogy a GM6001 az MMP enzimek inaktivacioja a DC-ek
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Ismert irodalmi adat, hogy amennyiben a finoman szabalyozott MMP —TIMP rendszer
mikodése zavart szenved, mint pl. egyes malignus koérképekben, az sulyos betegségek
kialakulasat eredményezheti. Klinikai vizsgalatok soran figyelték meg, hogy az MMP-0k
miikodésének gatlasaval csokkenthetd az attétek kialakuldsanak esélye. Igy eredményeink
hozzdjarulhatnak az MMP — TIMP szabalyozé halozat miikodési elvének és
egylittmikodeésének jobb megértéséhez.

A DC-ek sokrétii funkcidinak szabalyozasaval kapcsolatos kutatasi eredmények és a DC
alapu sejtterapias modszerek fejlesztése az alapkutatas és a terapias alkalmazasok
fejlesztésében is 1 lehetdségeket nyithatnak. A szintetikus alapu, de sejtmiikodést befolyasolod
modszerek fejlesztése mellett egyre nagyobb teret nyernek a kiilonb6zd eredetli Ossejtek
felhasznalasan alapuldé modszerek. Az egészséges emberi szervezet szerveiben/szdveteiben
csupan elszortan talalhatok Ossejtek, amelyek hozzajarulhatnak a sebgyogyulashoz és a
karosodott szovetek helyreallitdsahoz.

In vitro kutatasok azt is igazoltak, hogy az MSC sejtek a DC-ek szamos funkciojat
képesek modositani, amit sajat kisérleteinkkel is alatdmasztottunk. Bebizonyitottuk, hogy az

altalunk korabban sokoldaluan jellemzett MSCI sejtvonal befolyasolja a DC-ek
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megvaltoztatjak a DC-ek altal szecernalt MMP-TIMP egyensulyt és a DC-ek gatlasan keresztiil
az antigén specifikus T-sejt valasz kialakulésat is képesek megakadalyozni.

A DC-ekben specifikus aktivacido hatasara kifejez6dé RIG-like receptorok szerepét
kordbban még nem vizsgaltdk. 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 MSCI sejtek jelenlétében kialakuld,
immunszuppressziv tulajdonsdgokkal rendelkezd tolerogén DC-ek kialakulasara utalnak. igy a
korlatlanul szaporodd MSCI sejtek DC-ekre kifejtett hatasa potencialis lehet6séget kinal

szuppressziv hatasa DC-ek eldallitasara és klinikai felhasznalasara.

Summary

Dendritic cells (DCs) are constitutive sentinels of the immune system having the capacity to
migrate across tissues. They are essential for linking innate and adaptive immune mechanisms
through presenting antigenic peptides to naive T-lymphocytes. Baed on this potential DCs are
increasingly used in immunotherapeutic interventions, predominantly in oncology and
autoimmune disorders. Previous studies revealed phenotypic and functional differences of
CD1a" and CD1a DC subpopulations associated with diverse functional activities in
triggering inflammatory and/or regulatory type of immune responses, respectively. In the first
part of our experimental work we have characterized the expression patterns of MMP
enzymes and their TIMP inhibitors in monocytes and monocyte-derived DC subpopulations.
MMP and TIMP have been identified as crucial players of preventing uncontrolled enzymatic
degradation of the extracellular matrix known to be involved in the initiation of inflammation,
autoimmune disorders and cancer metastasis via maintaining the balance of these opposing
activities. As clinical trials aimed to prevent MMP enzyme activity were shown to decrease
the spreading of cancer metastasis, we explored our studies by measuring the effects of
GM6001, a wide spectrum MMP inhibitor without any influence on the phenotype of moDCs,
on the migration of resting and activated DCs and on MMP and TIMP gene expression. In
addition to the development of synthetic drugs and bioengineering, cell therapy approaches
also became to the focus of interest.

In the past few years MSC were considered as clinically important cell types due to their
regenerative potential that can be utilized in cell therapies aimed to treat inflammatory and
autoimmune disorders or apply them for tissue engineering. This approach is supported by the

unique capability of MSC to bypass MHC compatibility for inducing immunosuppression.

57



However, application of these cells for therapeutic interventions is limited due to the low
number of MSC available. To overcome this restriction several groups also explored new
strategies for identifying cell lines with immune suppressive properties.

In the second phase of our work we have characterized the suppressive effects of MSC-like
cells (MSCI) on the differentiation, activation and migration of activated DCs. We determined
for the first time that in the presence of MSCI cells the expression level of TIMPs was
dramatically upregulated and resulted in inhibited DC migration via blocking ECM
degradation. More importantly, these effects could also modify the regulatory capacity of
MMP by the secretion and proteolytic cleavage of cytokines and chemokines. Based on these
results we conclude that MSCI cells are able to modulate the expression of key molecules
involved in DC migration. To clarify the possible involvement of the RLR family proteins we
hypothesized that the functional changes induced by the RLR ligand poly(l:C) are the
consequence of the decreased expression of RLR. Our results indeed demonstrated that in the
presence of MSCI cells the expression of RIG-1, MDA-5 and LGP-2 in DCs is dramatically
impaired. Referring to the previously described partially activated DCs with tolerogenic and
immune suppressive properties, MSCI cells may assist the maintenance of DC in a ,,semi-
mature” suppressive state. Our results obtained in a human in vitro system suggest that MSCI
cells with unlimited proliferating capacity could be harnessed as a reliable model for
inhibiting DC activation by MSCI cell-mediated immune suppression.

8. Targyszavak

Mesenchymalis sztroma sejt, dendritikus sejt, immunszuppresszid, matrix metalloproteinaz
Keywords: mesenchymal stromal cell, dendritic cell, immunsuppression, matrix

metalloproteinase
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