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1 BEVEZETES

1.1 A rheumatoid arthritis pathogenezisének és terapiajanak rovid leirasa

A rheumatoid arthritis (RA) egy autoimmun gyulladasos betegség, amely a populacié koriilbeliil
0,5-1%-at érinti, és kronikus synovidlis gyulladdst okozva végiil az iziiletek pusztuldsdhoz és
mozgaskorlatozottsaghoz vezet. A genetikai, kdrnyezeti tényezok €s az autoimmunitas "Bermuda-
haromszoge" valtja ki az RA alapjaul szolgdlé synovitis kialakuldsat és fenntartasat. Az RA
oroklédeéset kb. 60%-ra becsiilik. A genetikai tényezOk koziil a Il osztalyl {6 hisztokompatibilitasi
antigének/human leukocyta antigének (MHC, HLA-DR), valamint nem-HLA gének is érintettek az
RA pathogenezisében. A részletek ismertetése nélkiill, a GWAS vizsgalatok szerint két gén all a
legszorosabb kapcsolatban az RA-ra vald fogékonysaggal, a HLA-DRI, a “shared-epitop” és a
PTPN22. Korabban megerdsitettiik a HLADRB 1, valamint a PTPN22 és az IL23R SNP-k tarsulasat az
RA-val magyar kohorszokban is. A genetikai és kdrnyezeti tényezdk, valamint az autoantitest (ACPA)
termelés €s az autoimmunitas valtjak ki a synovitist, valamint az iziileti destrukcidt. Szdmos
gyulladasos sejt €s mediator jatszik szerepet ebben a folyamatban. A T-sejtek kdzponti szerepet
jatszanak a gyulladasos synovitis fenntartasaban. Az autoreaktiv T-sejteknek az RA pathogenezisében
val6 részvételét az a genetikai kapcsolat tamasztja ald, mely a betegségre valo fogékonysag, valamint
antigénprezentalo sejtek altal expresszalt bizonyos MHCII molekuldk (HLA-DR) kozott, illetve a
citrullinalt autoantigének (autoAg) T-sejtek altali felismerése kozott fennall. Az RA synovialis
Habar az SF granulocytdi (foként neutrofilek) és monocytdi proteolitikus enzimek,
proinflammatorikus citokinek és egyéb karos anyagok felszabaditasaval jelentds kart okozhatnak az
izlileti struktirakban, karosithatjak az iziiletet infiltrald T-sejteket is, igy gatolva ezen T-sejtek lokalis
expanzidjat. A korai diagnozis €s az azonnali, hatékony terapia dontd fontossadgu az iziileti karosodas,
a funkciondlis fogyatékossdg ¢és a kedvezdtlen betegség kimenetel megeldzése érdekében. A
kortikoszteroidok ¢és a nem szteroid gyulladascsokkenték, mint tiineti szerek mellett szdmos
hagyomanyos betegségmodosito szer, koztiik a methotrexat, a leflunomid és masok, valamint szamos
biologikum valt elérhetévé az elmult években. Az 10j kezelési stratégiak ellenére nem minden beteg
reagal a terapiara, ezért az arthritis megfeleld kezelésének igénye tovabbi kutatasokat és fejlesztéseket
eredményez az antirheumatikus terapiaban. Bar a sejtalapua terdpia, mint pl. az autolog csontveld (bone
marrow, BM) atiiltetése vagy a hematopoietikus dssejtek, igéretes valasztds mind a refrakter RA-ban,
mind a terdpidval szemben rezisztens juvenilis idiopathias arthritisben, azonban a transzplantaltak
klinikai remisszidéja még mindig nem teljes. Mindezek alapjan 0 terapias opciok feltarasa sziikséges a

gyulladast kivalté immunvalaszok kontrollalhatosaga céljabol.



1.2 A myeloid eredetii szuppresszor sejtek szerepe gyulladasban és arthritisben

A myeloid eredetii szuppresszor sejtek (angol irodalomban myloid-derived suppressor cells,
MDSC-k) a velesziiletett immunrendszer részét alkotjak, és képesek szuppresszalni az adaptiv
immunvalaszokat. Az MDSC-k nem képeznek egy sziiken meghatarozott sejtcsoportot, hanem inkdbb
olyan "monocytaszeri" és "granulocytaszeri" sejtek 0Osszességét jelentik, amelyek a myeloid
T-sejt valaszok aktiv szuppresszidjara. Habar az MDSC-k egészséges szervezetben is jelen vannak
alacsony szamban, kiilonb6z6 pathologiai esetekben képesek felhalmozodni, mint példdul daganatos
betegségekben, fertdzésekben, sepsisben, traumdban, graft-versus-host reakcioban, €s autoimmun
betegségekben (ideértve a gyulladdsos bélbetegségeket, az autoimmun uveoretinitist, az alopecia
areatat, az 1-es tipusu diabetes mellitust, a sclerosis multiplexet és az RA-t). Mivel a kiilonb6z6
pathologiai allapotok soran a mikrokornyezet valtozhat, az MDSC-k fenotipusa €s funkcionalis
tulajdonsagai eltéréek lehetnek kiilonbozé koriilmények kozott. Az MDSC-k alcsoportjait é€s
sejtfelszini markereit sokkal pontosabban irtdk le egerekben, mivel az egerek Osszes MDSC-ja
expresszalja a k6zos myeloid markert, a CD11b-t és Gr-1-t. A Gr-1 molekula két epitopja koziil az
egyikhez kotddd Gr-1 specifikus antitestek (Ly6C ¢és Ly6G) expresszidja alapjan a kovetkezd
altipusokat azonositottak: a granulocytoid MDSC-ket Gr1"CD11b"Ly6G Ly6C™" fenotipussal, és a
monocytoid MDSC-ket, Gr1"CD11b"Ly6GLy6C" karakterrel. Az MDSC-k jelenléte a daganatos
betegségekben kifejezetten karos, mivel segitenek a tumorsejteknek elkeriilni az immunmedialt
eliminacidt. Ezzel szemben az autoimmun betegségek, mint példdul az RA esetében az MDSC-k
szuppressziv aktivitdsa az autoreaktiv T-sejtek ellen, terapias célokra hasznosithatd lehet. A fent
emlitett koros allapotok ko6zds jellemzdje bizonyos szolubilis faktorok (ndvekedési faktorok,
gyulladasos citokinek) széles korti felszabaduldsa, amelyek nemcsak a célszerveknél fejtik ki
hatasukat, hanem megzavarjak a csontveld normdl myelopoiesisét is. Ezen tényezOk koziil néhany
eldsegiti az MDSC-k expanzidjat a myelopoiesis stimuldlasaval, masok gatoljak az érett myeloid sejtek
differencialodésat és hozzdjarulnak az MDSC-k felhalmozodasahoz a gyulladas helyén. Korabbi
tanulmanyunkban kimutattuk, hogy proteoglikdn-indukalt arthritises (angol irodalomban
proteoglycan-induced arthritis, PGIA) egerek iziileteib6l szadrmazd synovidlis folyadék (SF)
tartalmazott egy olyan sejtpopulacidt, mely myeloid fenotipusu €s az MDSC-khez hasonl6 bioldgiai
aktivitast volt. Adataink azt sugalltak, hogy az SF-ben 1évé6 MDSC-k felhasznalhatdak terapias célokra
az autoreaktiv T-sejtek expanzidjanak megakadalyozasaval. Korabbi tanulmanyunk, valamint masok
altal végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy az RA SF sejtjei olyan MDSC-ket tartalmaznak, amelyek

képesek korlatozni az iziileteket infiltrald, patogén T-sejteket. Jelen munkank az elsd 1épését jelenti



azoknak a vizsgélatoknak, melyek az MDSC-k szerepét vizsgaljdk az RA-ban jelen 1év0 T-sejt

valaszok szabalyozasaban.



2 CELKITUZESEK

Jelen munka célja, hogy a myeloid eredetli szuppresszor sejtek szerepét targyalja az autoimmun
arthritisek pathogenezisének tekintetében, valamint a jovobeli lehetséges terapias lehetdségeket
vizsgalja. Ezen célokkal in vitro és in vivo allatkisérleteket végeztiink, valamint ex vivo kisérleteket
human mintékkal.

Specialis céljaink a kdvetkezdek voltak:

1. Egy in vitro tenyésztési modszer kidolgozdsa olyan MDSC-k eldallitasara, melyek hasonlo

karakterisztikajuak a synovialis folyadékban talalhatoakéhoz.

2. Potencialis terdpias lehetdségek feltarasa (in vivo sejttranszfer proteoglikdn-indukalt arthritisben).

3. MDSC-k azonositasa ¢€s karakterizalasa RA-s betegek synovidlis folyadékaban.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Allatkisérletes tanulmanyok
3.1.1 Egerek, immunizacio, az arthritis silyossagi fokanak felmérése

Az érett, ndstény BALB/c egyedek a National Cancer Institute-bol szdrmaznak (Frederick,
MD, USA). A naiv PG specifikus T-sejt receptor transzgenikus (PG-TCR-Tg) BALB/c egerek Iépe
szolgalt a PG/G1-specifikus T-sejt forrdsaként.

Arthritis indukalaséara 3 alkalommal, 3 hetes id6kozonként feln6tt vad tipust (wild type, wt)
BALB/c ndstény egereket injektaltunk intraperitonealisan (i.p.) 100 pg human PG proteinnel. Egy

standard vizudl pontszdm rendszert alkalmazva mértiik fel az arthritis sulyossagat.

3.1.2 Egerekbdél szairmazé szérum, sejt és szerv begyiijtése

Sejtanalizis és anti-PG antitest szint mérése céljabol vért vettiink a mélyaltatasban 1€vo
egerekbdl. Az egereket szén-dioxid belélegeztetésével terminaltuk, ¢&s Iépet, csontvel6t,
nyirokcsomokat gyijtottiink. Az SF-ot heparin tartalmi csovekben gyljtottiik az aktiv arthritises
bokakbol, térdekbdl €s eldlabakbdl (az arthritis foka 8-16 pont egerenként), az iziiletek punkcidja és
finom préselése soran. A vorosvérsejteket hipotonias lizissel tavolitottuk el, €s sejt szuszpenzidkat

készitettiink az igy kinyert mintabol.

3.1.3 MDSC-k és DC-k eloallitasa csontvelobol

Az MDSC-k eldallitasa naiv wt vagy EGFP-LysM-Tg BALB/c egerek csontvel6jébdl tortént.
A BM sejteket megszamoltuk és Petri-csészékbe tettiik 5x10° sejt/ml sfiriségli Dulbecco-féle
moddositott Eagle-tapkdzegben (DMEM; Sigma-Aldrich), amely 10% magzati borjiszérumot (FBS)
tartalmaz (Hyclone, Logan, UT, USA). A fenotipusos ¢és funkcionalis jellemzok alapjan a BM-MDSC
eloallitds optimalis protokolljat BM-sejtek 3 napos tenyészetén talaltuk rmGM-CSF, rmIL-6 és rmG-
CSF (egyenként 10 ng/ml) jelenlétében.

3.1.4 Egér sejtek fenotipizalasa aramlasi citometriaval

A szamunkra hasznos sejtek begylijtése utan a sejteket szuszpendaltuk mosopufferben (PBS,
amely 0,05% marhaszérum albumint és 0,05% natrium-azidot tartalmazott). Az immunfestést

fluorokrommal konjugdlt mAb-k (BD Biosciences, eBioscience vagy BioLegend, San Diego, CA,



USA) alkalmazéasaval hajtottuk végre a kovetkezo sejtfelszini markerek ellen: CD11b (patkdny mAb,
klon M1/70), Gr-1 (patkdny mAb, klon RB6-8C5), Ly6C (patkany mAb, klon HK1.4), Ly6G (patkany
mAb, klon 1AS8), F4/80 (patkany mAb, klon RMS), CD115 (patkdny mAb, klon AFS98), CD80
(hdrcsdg mAb, klon 16-10A1), CD11c (hdresdg mAb, klon N418), MHCII (I-AYI-EY) (patkdny mAb,
klon M5/114.15.2), CD86 (patkdny mAb, klon GL-1), CD3 (horcsog mAb, klon 145-2C11), CD4
(patkany mAb, klon GKI1.5), és CD25 (patkany mAb, klon PC61). Az éaramlasi citometriai
vizsgalatokat BD FACS Canto II késziilékkel végeztiik, és az adatokat FACS Diva szoftverrel
analizaltuk (BD Flow Cytometry Systems, San Jose, CA, USA).

3.1.5 Egér MDSC-k immunofluoreszcens jelolése és citospin preparatum elkészitése

A BM-MDSC-ket fluorokrommal jelolt mAb-kkel megfestettiik Ly6G-re és Ly6C-re a
sejtszuszpenzid egy kis aliquotjat elhelyeztik egy 0,5 mm-es mélységli képalkotd kamraba
(Invitrogen). A sejteket Prairie Ultima két-foton mikroszkoép rendszerrel (Prairie Technologies,
Middleton, WI, USA) vizualizaltuk, ¢€s a képeket Imaris szoftverrel (Bitplane, South Windsor, CT,
USA) hoztuk Iétre.

A sejtmorfologia elemzéséhez a BM-MDSC-ket illetve az SF-sejteket targylemezre
centrifugalva levegdn szaritottuk €s Wright-Giemsa oldattal (Sigma-Aldrich) festettiik.

3.1.6 A GM-CSF, IL-6 és G-CSF szintek mérése egér szérumban és SF-ben

crcr

mintaiban a Peprotech-t6] szarmazo sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kitekkel
hataroztuk meg. A sorozatban higitott (1:50-1:400) szérum ¢és SF mintakat, valamint a megfeleld
standardokat inkubaltuk anti-GM-CSF, anti-IL-6 vagy anti-G-CSF antitestekkel bevont lemezeken, és
a lemezhez kotott részeket a gyartd utasitisai szerint detektaltuk. Az abszorbanciat 450 nm-en egy

Synergy 2 ELISA olvaso (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) detektalta.

3.1.7 T-sejtek tisztitasa és Ly6C" monocytoid MDSC-k deplécidja

A T-sejteket naiv PG-TCR-Tg BALB/c egerek 1épébdl tisztitottuk negativ szelekcioval,
EasySep Mouse T Cell Enrichment Kit alkalmazasaval (StemCell Technologies, Vancouver, BC,
Kanada).



A teljes BM-MDSC populaciobol szarmazo Ly6Ch (monocytoid) sejtek deplécidjat EasySep
Biotin Selection Kit (StemCell Technologies) alkalmazasaval végeztiikk. A nem kivanatos sejteket
Ly6C elleni biotinilalt mAb-val (patkdny mAb, klon HK1.4) jel6ltiik, melyet a mAb-vel jelolt T-sejtek
immunmagneses deplécidja kovetett. Ez 1ényegében valamennyi Ly6CM (de nem Ly6CH™°Ly6Ght)

BM-MDSC-t eltavolitott, amit dramlasi citometridval igazoltunk.

3.1.8 A T-sejt proliferacio MDSC altal kozvetitett gatlaisinak meghatarozasara szolgalo
assay-k

Az Ag-fiiggd T-sejt proliferacio gatlasanak meghatarozasahoz eloszor a DC-ket egy €éjszakan
at tenyésztettilk a human PG rekombinans G1 doménjével mint antigénnel (rhG1; 7,5 pg/ml), BM-
MDSC-k, Ly6CM-depletalt BM-MDSC-k vagy SF-sejtek (mint szuppresszorok) jelenlétében vagy
hianyaban, 96 lyuku plate-eken. Naiv PG-TCR-Tg egerek 1€pébdl tisztitott T-sejteket adtunk hozza,
¢€s tovabbi 5 napig tenyésztettiik a kovetkezd T-sejt:DC:szuppresszor sejt aranyban: 1:0,3:1. A sejteket
a tenyésztés utolsd 18 orajaban [*H] timidinnel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) jeloltiik
(1nCi/lyuk), és az izotop beépiilését cpm-ben (counts per minute, percenkénti beiitések szama) mértiik
egy MicroBeta szcincillacio szamlaloban (Perkin Elmer).

A T-sejt proliferacid Ag-independens gatlasanak mérése érdekében, a 96-lyuka plate-eket
eloszor CD3 (horcsdog mAb, klon 145-2C11) és CD28 (horcsog mAb, klon 37.51) elleni tisztitott
monoklonalis antitestekkel fedtiik be (mindegyikbdl 1 pg/lyuk 100 pl steril natrium-karbonat
pufferben, pH 9,6). A T-sejteket 6nalldan adtuk hozza vagy azonos mennyiségii BM-MDSC-kkel,
Ly6CMi-depletalt BM-MDSC-kkel, vagy SF sejtekkel mint szuppreszorokkal. A hattér kontrollok T-
sejtek voltak, melyeket kezeletlen lyukakban, és szuppresszorok, melyeket anti-CD3/CD28-fedett
lyukakban tenyésztettiink. A T-sejt proliferaciot a tenyé€sztés 4. napjan mértiik.

Minden esetben, a proliferacios assay-k eredményeit a szuppresszid szdzalékaban adtuk meg
(a hattér proliferacidra valo korrekcid utan) a kovetkezd egyenletet hasznalva: szuppresszio % = 100

— [(cpm szuppresszorokkal/cpm szuppresszorok nélkiil) x 100].

3.1.9 Reverz transzkripcio polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

Total RNS-t izolaltunk BM-MDSC-kbdl és kontroll 1épsejtekbdl, TRI reagens (Sigma-Aldrich)
segitségével a gyartd utasitdsai szerint. cDNS-t szintetizaltunk SuperScript First Strand kit-et
(Invitrogen) hasznalva, €és 35 ciklusos (95°C 20 sec-ig, 57°C 30 sec-ig, and 72°C 45 sec-ig) PCR-t
végeztiink HotStart Taq Plus enzyme-t alkalmazva (Qiagen, Carlsbad, CA, USA), majd végil 72°C-



on 10 percig alkalmaztuk a C1000 Thermal Cycler késziiléket (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Az

amplifikéci6 utdn a mintakat 1,5% -os agar6z gélekre toltottiik.

3.1.10 Western blot

A BM-MDSC-ket ¢s a kontroll Iépsejteket Halt protedz inhibitor keveréket (Pierce/Thermo
Fisher, Rockford, IL, USA) tartalmaz6 hideg RIPA pufferben lizaltuk, és a fehérjetartalmat
bicinchoninic savas assay-vel (Pierce) hataroztuk meg. A sejtlizatumokbol szdrmazo6 fehérjéket
(egyenként 20 pg) 7,5% -os SDS-PAGE gélre (Bio-Rad) vittiik fel és oldottuk fel, redukalo
koriilmények kozott. A fehérjéket ezutan nitrocelluloz membréanokra transzferaltuk. A membranokat
anti-egér iINOS mAb-vel (egér mAb, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) blottoltuk 1: 500
higitasban. Torma peroxiddz- (HRP) konjugalt nyal anti-egér IgGl-t (Invitrogen) hasznaltunk
masodlagos antitestként 1: 10 000 higitasban. A fehérjesavokat fokozott kemilumineszcenia
modszerrel (Amersham/GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) mutattuk ki. A
membranokat egy HRP-konjugalt, B-actin elleni mAb (egér mAb, klon mAbcam 8226, Abcam,
Cambridge, MA, USA) 1: 5000 higitasaval Gjra teszteltiik, hogy egyenld mintaterhelést biztositsunk.

3.1.11 iNOS aktivitas mérése

Az iNOS enzim aktivitds mérésére (NO termelés) 2 napos ragcsalo BM-MDSC-k, DC-k és T-
sejtek ko-kultGrainak feliilusz6jabol, a nitrit/nitrat kolorimetrids assay-t hasznaltuk a gyarto
protokolljanak megfelelden (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Az eredményeket teljes

nitratkoncentracioban (uM) fejeztiik ki.

3.1.12 PGIA indukalasa adoptiv transzferrel SCID egerekbe, illetve BM-MDSC transzfer

Adoptivan atvitt PGIA SCID BALB/c egerekben vald indukélasa érdekében arthritises wt
BALB/c donorokbél 1épsejteket injektaltunk intravénasan SCID recipiensekbe (~107 sejt/egér).
Amikor az arthritis kezdett kialakulni (15 nappal a splenocytak atvitele utan), az egereket 2 csoportra
osztottuk (n=10 egér/csoport). Az egyik csoport kapott egy masodik transzfert 107 splenocytaval és
100 pg human PG-val i.p., a masik csoportot 1épsejtekkel és BM-MDSC-kel injektaltuk (~107 sejt
minden sejttipusbol/egér) azonos dozisu PG-vel egyiitt. Az egereket hetente kétszer vizsgaltuk a
betegség aktivitds szempontjabol, majd 34 nappal az elsé sejttranszfer utan termindltuk.

Hisztopathologiai €s PG-specifikus immunvalaszok vizsgalatat végeztiik.



3.1.13 PG-specifikus T-sejt valaszok és szérum antitestek mérése SCID egerekben

A SCID egerek 1épeit dsszegytijtottiik és a splenocytakat 96 lyuku plate-ekre oltottuk 2x10°
sejt/lyuk stirliségben 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben, Ag-ként tisztitott human PG (25 pg/ml)
jelenlétében vagy hianyaban, harom parhuzamosban. A sejteket 5 napig tenyésztettiik, a proliferaciot
pedig a [*H]timidin beépiilés alapjan mértiik. Az eredményeket stimulacids indexben (SI) fejeztiik ki,
ami az izotop beépiilés (cpm) aranya PG altal stimulalt és nem stimulalt tenyészetek esetén. A SCID-

crcr

azt korabban leirtuk.

3.2 Human vizsgalatok
3.2.1 RA-s betegek

Osszesen 11 olyan RA-s beteg vett részt a tanulmanyban a Rush University Medical Centerben,
akik két klinikdn (Section of Rheumatology of the Department of Internal Medicine, and
Rheumatology Associates) terdpias iziileti folyadék aspirdcidban részesiiltek. A 11 RA-s beteg
mindegyike adott SF-ot, és 9-en koziilik vért is. Minden betegnél a 2010-es ACR/EULAR
klasszifikacios kritériumok alapjan allitottak fel az RA diagnozisat és mindenkinek terdpias aspiraciot
1gényld jelentds iziileti folyadékgyiileme volt. Az RA-s betegek (9 n6 és 2 férfi) atlagéletkora 50,3 év
volt (korcsoport: 33-61 év).

3.2.2 Human (RA-s) iziileti folyadékban lévé sejtek sejtfelszini markereinek és

morfolégidjanak analizise

Az SF-bOl szarmazo sejteket centrifugaltuk (1000 rpm, 10 percig 4°C-on), ¢€s steril oldattal
mostuk. A sejteket ezutdn megszamoltuk, és tovabbi szepardlas nélkiil fenotipikus, morfoldgiai és
funkciondlis analizisekhez hasznaltuk. Az SF sejtek egy aliquotjat immunologiai modszerekkel
jeloltik és feldolgoztuk aramlasi citometridhoz. A sejteket fluorokrom jelolt monoklonalis
antitestekkel (mAbs) festettiik meg a kovetkezd feliileti markerek ellen: CD11b, CD33, HLA-DR,
CD14 ¢s CD15 (eBioscience vagy BioLegend). Az aramlasi citometriadt BD FACS Canto 11 eszk6zzel
veégeztiik, €s az adatokat FACS Diva szoftverrel elemeztiik. A sejtmorfologia elemzéséhez az SF sejtek
egy aliquotjat targylemezre centrifugaltuk, levegdn szaritottuk és Wright-Giemsa oldattal (Sigma-
Aldrich) festettiik.
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3.2.3 A sejtek izolalasa human periférias vérbdl és szuppresszios vizsgalatok

Vénas vért gyljtottiink heparin tartalma csovekbe, és periférids vérbdl szarmazd mononuklearis
sejteket (angol irodalomban: peripheral blood mononuclear cell, PBMC) Ficoll-stiriiség gradiens
segitségével izolaltuk (GE Healthcare Life Sciences) a standard protokoll alkalmazasaval. A PBMC-
ket 96-lyuku plate-kre oltottuk le, a plate-ket korabban bevontuk anti-human-CD3 elleni antitestekkel
(1 pg/lyuk; BioLegend) lyukanként 1x10° siirfiségben, mely antitestek 10%-os FBS-t tartalmazé
DMEM-ben voltak, autolog (nem szeparalt) SF sejtek jelenlétében vagy hianydban, 1:1 aranyban.
Anti-CD28 monoklonalis antitesteket (1 pg/lyuk; BioLegend) adtunk minden olyan sejttenyészethez,
mely anti-CD3-fedett lyukakban volt. A sejteket 4 napig tenyésztettiik, a tenyésztés utolsod 18 orajaban
[*H]timidinnel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) jelltiikk (1pCi/lyuk). Az izotop beépiilését az
0sztodo sejtekbe cpm-ben mértiik egy MicroBeta szcincillacié szamlaléban (Perkin Elmer). Harom
betegbdl (7-es, 8-as és 9-es RA-s beteg) elegendd mennyiségli PBMC-t és SF sejtet kaptunk, hogy
egymas utdn osszehasonlithassuk az SF sejtek hatasat a T-sejtek anti-CD3/CD28-indukélt (nem Ag-
specifikus) ¢€s alloreaktiv (Ag-specifikus) proliferacidjara. Az Ag-specifikus (allogén kevert
leukocyta) valasz indukélasara, RA PBMC-ket ko-kultirdban tenyésztettiink eltérd HLA-ju
egészséges donor allogén PBMC-ivel, autolog SF sejtek jelenlétében vagy hidnyaban, RA PBMC :
normdl PBMC : RA SF sejtek 1:1:1 aranyaban. Az allogén sejteket a ko-kultura eldtt a sejtosztodas
megakadalyozéasara 30 percig Mitomycin C-vel (40 pg/ml; Sigma-Aldrich) kezeltiik, az autolog (RA)

T-sejtek proliferaciodjat pedig az 5. napon [*H]timidin beépiilés alapjan hataroztuk meg.

3.3 Statisztikai analizis

Leir6 statisztikakat alkalmaztunk az 4atlag, + SEM (standard hiba) ¢és 95%
konfidenciaintervallumok (95% CI) meghatarozasara, hacsak masképp nem jelezziik. A statisztikai
analiziseket GraphPad Prism 6 program (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) segitségével
végeztik. Az allatkisérleteknél, a paraméteres Student-féle t-probat vagy a nem parametrikus Mann-
Whitney U-probat alkalmaztuk két adatcsoport 6sszehasonlitasara. Tobbszords 6sszehasonlitasokat a
Kruskal-Wallis-teszt alkalmazasaval végeztiink, amit Dunn tobbszords Osszehasonlitd vizsgalata
kovetett. Az ismételt mérésekbdl szdrmazod adatok elemzését a kétirdnya ismétlodd mérések
varianciaanalizise alapjan végeztiik. A human vizsgalatoknal paros t-probat és paros Wilcoxon-probat
alkalmaztunk (adott esetben) statisztikailag szignifikans (p <0,05) kiilonbségek kimutatasara a cpm
értékekben és az RA PBMC-k proliferacios ardnyaiban a kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények kozott.

Minden esetben 0,05-nél kisebb p értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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4 EREDMENYEK

4.1 A G-CSF, GM-CSF és IL-6 jelenlétében tenyésztett ragcsalo BM sejtek az SF-MDSC-
khez hasonlé sejtpopulaciohoz vezetnek

Elokisérletek soran meghatéaroztuk, hogy a GM-CSF ¢és IL-6 jelenlétében 3-7 napig tenyésztett
csontveldi sejtek felveszik-e az SF-MDSC-szeri fenotipust. A csontveldi sejtkultirdhoz a
granulocytoid vonalat erdsitendé G-CSF-et adtunk, ami a csak Ly6G-t expresszald sejtpopulacio
termelddéséhez, vagy (magas szinten) Ly6G-t és alacsony vagy kozépszinten a monocytoid MDSC
marker Ly6C-t ko-expresszalo sejtek termelddéséhez vezetett. Ezt a fenotipust 3 napos tenyésztéssel
értiik el GM-CSF, IL-6 ¢és G-CSF jelenlétében (egyenként 10 ng/ml). Csontvel6bdl SF-MDSC-szerti
sejtek eldallitasara szolgalo novekedési faktoroknak azért ezt a kombindcidjat valasztottuk, mert azt
talaltuk, hogy a PGIA-s egerek synovialis folyadéka nagy mennyiségi GM-CSF-et és G-CSF-et
tartalmazott, és detektalhatdé mennyiségii IL-6-ot. Minden esetben, ezen faktorok SF koncentracioja
meghaladta a szérum szintekét. A BM-MDSC-szerli sejtek aramldsi citometriai profilja és
morfologidja nagyobb heterogenitast mutatott, mint a friss SF-sejteké, ami arra utal, hogy a kettos
BM-MDSC tenyészetek kiilonbozé éretlen myeloid sejteket is tartalmaztak atmeneti (intermediate)

fenotipusokkal.

4.2 A BM-MDSC-k képesek mind az Ag/DC-dependens, mind az Ag—independens T-sejt
proliferaciot szuppresszalni in vitro

Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk a BM-MDSC-szerli sejtek Ag-specifikus T-sejt
proliferaciora kifejtett hatdsat, Ag (rhGl)-fedett DC-ket tenyésztettiink naiv PG-TCR-Tg egerek
1€pébdl izolalt T-sejtekkel, BM-MDSC-k mint szuppresszorok jelenlétében vagy hidnyaban. Tovabbi
"szuppresszorok" (6sszehasonitasképp) voltak az SF sejtek, és a Ly6C" sejtekben depletalt BM-
MDSC-k. Az Ag-fiiggd T-sejt proliferacio dramai modon csokkent BM-MDSC jelenlétében, vagyis a
BM-MDSC-medialt szuppresszio kozel 100% -ot ért el. Az SF sejtekkel 6sszehasonlitva a BM-
MDSC-k ugyanannyira hatdsosak voltak a T-sejt proliferacid szuppressziojara. Amint az az SF
sejteknél i1s ismert, a BM-MDSC-k Ly6C monocytoid alcsoportjanak deplécidja nem csokkenti a
szuppressziés  kapacitdsukat. Az  Ag-specifikus T-sejt proliferaci6 BM-MDSC-medialta
szuppresszidjat mind az intracellularis citokineket (IFNy a Tyl és IL-10 a T2 sejtekben) tartalmazo
CD4" T helper (Th) sejtek szazalékos aranyanak, mind a Trec sejtek (FoxP3-at tartalmazo CD4"CD25"
sejtek) szazalékos aranyanak szignifikdns csokkenése kisérte. Annak érdekében, hogy eldonthessiik,

hogy a BM-MDSC-k a T-sejt proliferaciora kifejtett szuppressziv hatasa Ag-dependens (amihez a DC-
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k jelenléte sziikséges) vagy Ag-independens volt-e, PG-TCR-Tg T-sejteket stimulaltunk anti-CD3
vagy anti-CD28 monoklonalis antitestekkel BM-MDSC-k jelenlétében vagy hidnyaban. Ebben az
Ag/DC-fiiggetlen rendszerben a BM-MDSC-k szintén erds szuppresszor aktivitast mutattak, mig az
SF sejtek altali szuppresszi6 nagyon gyenge volt. Varakozasunknak megfeleléen, az Ly6C" sejtek
deplécioja nem csdkkentette a BM-MDSC-k szuppresszids kapacitasat a T-sejtek anti-CD3/CD28-

indukalt proferacidjara.

4.3 A BM-MDSC-k T-sejtekre gyakorolt szuppressziv hatasat az iNOS inhibitorok in vitro

megfordithatjak

Annak érdekében, hogy feltarjuk, hogy a BM-MDSC-k szuppressziv aktivitdsanak mi a
lehetséges mechanizmusa, megismételtiik az Ag-fliggd ¢és Ag-fiiggetlen T-sejt proliferacios
vizsgalatokat az MDSC-k ismert effektor molekuldk kiilonb6zd inhibitorainak jelenlétében vagy
hidnyaban; mint pl. argindz 1 (nor-NOHA), iNOS (L-NMMA ¢és a szelektivebb 1400 W) és ROS
(katalaz). Egy kaszpdz (apoptozis) inhibitort (Z-VAD-FMK) hasznaltunk MDSC-fiiggetlen
kontrollként. Mind az Ag (rhG1)-, mind az anti-CD3/CD28-indukalt T-sejt proliferaci6 elnyomva
maradt az argindz 1 inhibitor, a ROS scavenger, vagy a kaszpaz inhibitor jelenlétében. Azonban, a
BM-MDSC-k T-sejt proliferaciot szuppresszald képessége nagymértékben csokkent mindkét
indukcids rendszerben iINOS inhibitorok jelenlétében, ami arra utal, hogy a T-sejtek szuppressziojat

kozvetito 6 MDSC termék a NO volt.

4.4 A BM-MDSC-k upregulalt iNOS expressziot és emelkedett NO termelést mutatnak

A BM-MDSC-kben a Iépsejtekkel Osszehasonlitva szignifikdnsan upreguldlva volt a Nos2
mRNS-e, mig a hdztartasi gén (Actb, mely a B-actint kddolja) azonos mennyiségben expresszalddott.
A Western blot eredményei megegyeztek az RT-PCR eredményeivel, nagy mennyiségii INOS fehérjét
(~130 kDa) mutattak BM-MDSC-kben, szemben a 1épsejtekkel. Az iNOS enzimatikus aktivitisat a
nitrit/nitradt koncentracidé (mint a NO termelés indikatorai) mérésével hataroztuk meg, BM-MDSC-k
(DC-k ¢s rhGl jelenlétében tenyésztve T-sejtekkel vagy anélkiil) €s lépsejtek kulttrainak
feliiliszojaban. Osszhangban az iNOS expresszié eredményeivel, sokkal magasabb NO szinteket

mértiink a BM-MDSC-ket tartalmazo6 kultardk feliiliszojaban, mint a lépsejtekében.
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4.5 BM-MDSC-kkel torténo sejttranszfer csokkenti az Ag-specifikus immunvalaszt és javitja
az adoptivan atvitt arthritist SCID egerekben

A 0. napon arthritis-es wt BALB/c donor egerek Iépsejtjeit injektaltuk SCID recipiensekbe Ag-
nel (human PG). Amikor az arthritis klinikai jelei kezdtek kialakulni az egereket 2 csoportba osztottuk
hasonld betegségaktivitasi értékekkel, majd egy mdasodik injekcio kovetkezett. Az elsdé (kontroll)
csoport csak arthritis-es 1épsejteket és PG-t, mig a masodik ugyanezt plusz BM-MDSC-t kapott. Az
arthritis sulyossagi értékei a kontroll csoportban tovabb néttek, mig ezzel éles ellentétben, a BM-
MDSC-vel kezelt SCID egerek értékei alacsonyak maradtak a kovetési id6 (34. nap) végéig. A
hisztopathologiai kép massziv leukocyta infiltraciot és synovialis hyperplasidt, valamint porc erdziot
irt le az arthritis-es donorok Iépsejtjeivel injektalt kontroll SCID egerek boka (tibio-talaris) iziileteiben.
Ezzel szemben, csak enyhe synovialis hyperplasia volt megfigyelhet6 a 1épsejtekkel ¢s BM-MDSC-
kkel injektalt SCID egerek bokiziileteiben. A PG-specifikus T-sejt proliferacié szignifikansan kisebb
mértéki volt a BM-MDSC-injektalt csoportban. Az [gG1 izotipust anti-PG antitestek szérum szintjei
szintén szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a BM-MDSC-t kapd csoportban. Egy kiilonallo
kisérletben meghataroztuk az atvitt EGFP™ BM-MDSC-k eloszlasat és alcsoport megoszlasat PGIA-
val adoptivan transzferalt SCID egerek kiilonb6zd folyadékaiban €s szoveteiben 19 nappal a BM-
MDSC injekcid utan (ami ugyan fele volt az optimalis terapias dozisnak, de igy lehetdség nyilt SF
nyerésére). A periférias vér, a synovidlis folyadék és a csontvelé jol detektalhatdo Ly6C™Ly6Gh
(granulocytoid) sejtpopulaciokat, de sokkal kisebb mennyiségti Ly6CMLy6G™ (monocytoid)

sejtpopuldciokat tartalmazott.

4.6 Az MDSC-khez hasonlo6 fenotipusi és morfologiaja sejtek jelen vannak az RA-s betegek

synovialis folyadékaban

Az MDSC-szerl sejtek keresését aramlasi citometriaval végeztiik 11 RA-s betegbdl gytijtott SF
mintak vizsgalataval. Az MDSC-k felszini markerei elleni monoklonalis antitesteket alkalmaztunk;
ilyen marker példaul a k6zos myeloid marker CD11b, az ,.éretlen” myeloid sejt marker CD33, MHCII
(HLA-DR), a monocytoid MDSC altipus marker CD14 és a granulocytoid altipus marker CD15. Az
RA synovidlis folyadékdban a predominans sejttipus a CD11b"CD33"HLA-DR"CD14CD15"
granulocytoid MDSC volt, de egy kis populicio a CDI11b"CD33*HLA-DR-CD14°CD15"
monocytoid altipusbol szintén jelen volt. Az MDSC-szerli sejtek az 6sszes SF sejt ~85%-at alkottak,

¢s ezeknek az MDSC-szerl sejteknek ~95%-a tartozott a granulocytoid alcsoporthoz.
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4.7 A RA-s betegek synovialis folyadékanak sejtjei jelentosen szuppresszaljak az autolog T-
sejtek anti-CD3/CD28-indukalt proliferacidjat

Annak meghatarozasadhoz, hogy az RA-s synovialis folyadékban azonositott MDSC-szerti sejtek
valdban szuppressziv tulajdonsagokkal rendelkeznek-e, anti-CD3/CD28 monoklonalis antitestekkel
stimuldltuk a (PBMC-ben jelen 1évd) T-sejteket, ugyanabbol a betegbdl szarmazo SF sejtek
jelenlétében vagy hidnydban. A PBMC-ben 1évé anti-CD3/CD28-stimulalt T-sejtek kevésbé
proliferaltak autolog SF sejtek jelenlétében, mint annak hidnyaban, ahogyan azt a teljes [°H]timidin
beépiilés kiilonbsége mutatta. A nem stimulalt PBMC-k vagy az anti-CD3/CD28-kezelt SF sejtek
1zotop beépiilése (cpm) alacsony volt, de még detektalhatd. 9 RA-s betegbdl szarmazd6 PBMC-ket és
SF sejteket teszteltiink ugyanabban az in vitro rendszerben, €s azt talaltuk, hogy az SF sejtek minden
betegben szuppresszaltdk az anti-CD3/CD28-indukalt T-sejt proliferaciot. Vegiil kiszamitottuk a
hattér-korrigalt proliferacios aranyokat a vizsgalt 9 beteg esetében. Az anti-CD3/CD28-indukalt T-sejt
proliferacid SF-sejtek altal medialt szuppresszidja statisztikailag szignifikans volt (p = 0,0039; 95%
CI = 0,4682-0,7495).

4.8 Az azonos RA-s betegekbdl szarmazo SF sejtek sokkal hatékonyabbak az Ag-specifikus,
mint az anti-CD3/CD28-indukalt autolog T-sejt proliferacio gatlasaban

Osszehasonlitottuk az RA-s SF sejtek azonos betegekbdl gytijtott, anti-CD3/CD28-indukalt vs.
alloAg-indukalt autolog T-sejtek proliferaciojara gyakorolt hatdsat.
Ezen RA-s betegek (7-es, 8-as €s 9-es beteg) sejtkulturainak egymas melletti 6sszehasonlitasa

azt mutatta, hogy az SF sejtek szignifikansan (p=0,0389), de mérsékelten gatoljak az anti-CD3/CD28-

crcr

crcr

Mivel az ugyanazokbdl az RA-s betegekbdl szarmazo SF sejtpopulaciok szignifikdnsan (p=0,0413)
kiilonb6zé foktl szuppressziot mutattak két kiilonb6zd tenyésztési koriilmény kozott, ezek az
eredmények azt is sugalltak, hogy a T-sejt proliferaciéo gétlasa nem egyszeriien a teny€sztés soran
degranuladlodd vagy apoptotikus SF sejtekbdl felszabaduld citotoxikus anyagok jelenlétével

magyarazhato.
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5 MEGBESZELES

5.1 Ragcsalo csontvel6bdl in vitro generalt MDSC-k és lehetséges terapias szerepiik
autoimmun arthritisben

Az MDSC-k a természetes immunrendszer sejtjei, melyek jelentds képességgel rendelkeznek az
adaptiv immunvalaszok befolydsoldsara. Bar el6szor tumoros allatokban és rakos betegekben irtak le
ezen sejteket, MDSC-ket nemrég azonositottak szdmos olyan autoimmun allapotban, amelyeket az
adaptiv immunrendszer talzott aktivacioja jellemez.

Korabban publikéltuk, hogy PGIA-s egerek (az RA elfogadott allatmodellje) synovialis
folyad¢ka egy olyan sejtpopulaciot is tartalmaz, mely teljesiti az MDSC-k kritériumait. Adataink
szerint a gyulladt iziilet a PGIA-ban egy olyan tdmogatd mikrokdrnyezet, amelyben a myeloid sejtek
tulélnek és foként granulocytoid MDSC-szerli fenotipust és erds szuppresszor aktivitast szereznek a
DC-k ¢és az Ag-specifikus T-sejtek irdnyaba. A patogén T-sejtek expanzidjanak ¢s a DC-k helyi vagy
lymphoid szervekben valo érésének korlatozasaval az SF-ben jelen 1évé MDSC-k elnyomhatjak a helyi
gyulladést, vagy megakadalyozhatjadk az iziileti gyulladds mas iziiletekbe valo terjedését. Ezt a
hipotézist legjobban az SF-MDSC-k korai PGIA-fazisban 1év0 egerekbe torténd atvitelével
tesztelhettilk. Azonban az egéreredetli SF-bol gytijthetd sejtek szama korlatozott, és az SF-MDSC-k
nehezen szaporodnak a tenyészetben. Ezért kerestiink egy alternativ sejtforrast, hogy nagy mennyiségii
MDSC-t allitsunk eld, a PGIA-ban vald potencidlis terapids beavatkozas céljabol (sejttranszfer révén).
Mivel a csontveld jelentds mennyis€égli myeloid prekurzort tartalmaz, jo forrdsnak ttint olyan sejtek
szamara, melyek megfeleld tenyésztési koriilmények kozott SF-MDSC-szer( sejtekké valhatnak.

Ahogyan ebben a munkéban kimutattuk, ragcsalo BM sejteket GM-CSF, IL-6 és G-CSF
jelenlétében 3 napig tenyésztve a dominans populacié a Ly6GMLy6C"!° granulocytoid SF-MDSC-
szerli sejtek lesznek, de az ilyen kultardk intermedier fenotipust sejtek kisebb populacioit is
tartalmazzak.

Korabban felvetettiik, hogy az iziiletbe belépd MDSC prekurzorok érés-rezisztens fenotipust
szerezhetnek myelopoietikus ndvekedési faktorokban €s cytokinekben gazdag kornyezetben. Valoban,
PGIA-s egerek sejtmentes synovialis folyadékdban magas GM-CSF ¢és G-CSF, és detektalhato
mennyiségll IL-6 szinteket talaltunk. Ezen faktorok sokkal magasabb szintjét mutattuk ki PGIA-s
egerek synovidlis folyadékdban, mint a szérumaban. Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy a GM-
CSF-t, G-CSF-t ¢s IL-6-ot, mas proinflammatorikus mediatoroktdl eltéréen, mind RA-ban, mind
PGIA-ban lokalis iziileti rezidens sejtek termelik, és valoszinlileg tAmogatjak az MDSC-k tulélését és

szuppresszor aktivitasat az SF-ben.
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Azok az MDSC-szerli sejtek, melyeket ragcsald csontvelobdl a leirt feltételek mellett
létrehoztunk, valodi MDSC-k voltak, mivel jelentds szuppressziv hatdst gyakoroltak mind az Ag-
specifikus, mind a nem-specifikus (poliklonalis) T-sejt proliferaciora in vitro. Amig mind a BM-
MDSC-k, mind az SF sejtek hasonld6 modon gatoltdk az Ag-stimulalt T-sejtek expanzidjat, az anti-
CD3/CD28-indukalt poliklonalis T-sejt proliferaciot a BM-MDSC-k sokkal jobban szuppresszaltak,
mint az SF sejtek. Ez azt sugallja, hogy az SF sejtek szuppresszids képessége szelektiv, mig a BM-
MDSC-k képesek gatolni a T-sejt valaszokat Ag-specifikus vagy nem-specifikus ingerekre.

Habar a korabbi nézet az volt, hogy az Ly6GLy6C" monocytoid MDSC-k potensebb
szuppresszorok, mint a granulocytoid alcsoport, mi azt talaltuk, hogy a Ly6C" szubpopulacié
depléciojanak ellenére a BM-MDSC-k megtartottdk a T-sejtek elleni szuppressziv képességiiket.

A BM-MDSC-medidlt szuppresszid molekuldris mechanizmusat feltaré kisérleteink azt
mutattdk, hogy az iINOS inhibitorai képesek visszaforditani mind az Ag-specifikus, mind a nem-
specifikus T-sejt proliferacid szuppressziojat. Ezzel a megtigyeléssel 6sszhangban, az iNOS mind
mRNS, mind fehérje szinten upregulalva volt a BM-MDSC-kben, ¢s a NO nagy mennyiségben volt
jelen a BM-MDSC kultarak feliiluszoiban. A NO sokféle mechanizmus atjan képes gatolni a T-sejtek
funkciojat, példaul a TCR kémiai modositasaval, az IL-2 receptor jelatviteli ttvonalaiban részt vevo
kindzok ¢és transzkripcids faktorok gatlasaval. Az RA-val kapcsolatban emelkedett NO
koncentracidkat taladltak RA-s betegek szérumaban €s SF-jében, és az SF szintek joval magasabbak
voltak a szérumban mérteknél, ami arra utal, hogy a NO helyben az iziiletben termelddik. Mivel az
RA-s synovialis folyadék 16 sejtpopulaciojat a granulocytoid fenotipust sejtek alkotjak, ezek lehetnek
a NO primer forrasai, igy lokalis granulcytoid MDSC-ként funkcionalva.

A CD4" sejtek Tul alcsoportja altal termelt proinflammatorikus citokin, az IFNy intracellularis
koncentraci6jat a BM-MDSC-k csokkentették, csakigy, mint a Tu2 sejtekbdl szadrmazo
mostanaban megjelent tanulméany eredményeitél (Park €s mtsai). Ezen tanulmany szerint a CIA-s
egerek 1€pébdl szarmazd MDSC-k szuppressziv képessége in vitro €s in vivo koriilmények kozott is
IL-10 dependens volt. Egyfeldl meghataroztdk kiilonb6zd antiinflammatorikus molekuldk mRNS
expresszidjat az MDSC-kben ¢és Osszhasonlitdsképp a monocytakban. Azt talaltak, hogy az IL-10
mRNS szintje magasabb volt az MDSC-kben. Masfel6l, a T-sejtekbdl ¢s MDSC-kbdl allo ko-
kultarakhoz az IL-10 inhibitor hozzdadasaval antagonizalhatdé volt a Treg sejtek MDSC-k altali
indukcidja. S6t, IL-10 deficiens egerekbdl szarmazé MDSC-kkel végzett adoptiv transzfer soran a CIA
kialakuldsa nem volt megakadalyozhat6. A két tanulmdny eredményei kozott 1évo kiilonbségek a két

eltérd allatmodell (PGIA és CIA) eltérd tulajdonsagaibol adédhatnak.
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Megfigyeléseink azt sugalljak, hogy a BM-MDSC-k szuppresszios hatasa nem szelektiv és tobb
T-sejt alcsoportra is kiterjedhet, mivel mindharom CD4" T-sejt populacidja (Tul, Tu2,
CD4"CD25"FoxP3") csokkent a BM-MDSC-k jelenlétében.

Szamos tanulmany beszamolt tobb betegség esetén is sikeres intervenciorol MDSC-k atvitelével
in vivo. Highfill és munkatarsai tumormentes egerek csontvel6jébol MDSC-ket allitottak eld in vitro,
GM-CSF, G-CSF ¢s IL-13 jelenlétében. Ezek a sejtek gatoltak az allogén sejtek elleni valaszokat in
vitro ¢és a graft-versus-host betegségben is. A gyulladasos bélbetegség egy allatmodelljében az izolalt
CDI11b'Gr-1" sejtek atvitele gatolta az enterocolitist, direkt immunregulacids hatast valtva ki NO
termelése révén. Fujii €s munkatarsai (foként granulocytoid fenotipusu) MDSC-k akkumulacidjat irtdk
le CIA-s egerek I€épében a betegség csucsan. CIA-s egerek 1€pébdl izolalt granulocytoid MDSC-k
szuppresszaltak az anti-CD3/CD28-indukalt T-sejtek proliferaciojat, de az Ag (11-es tipust kollagén)-
specifikus immunvalaszokra gyakorolt hatdsat nem vizsgaltdk. PGIA-ban az SF-MDSC-k Ag-
specifikus modon gatoltak a T-sejteket, és nem voltak hatékonyak az Ag-independens rendszerben,
mig PGIA csucsan a 1épbdl izolalt CD11b" myeloid sejtek egyik ilyen in vitro rendszerben sem voltak
szuppresszivak. Ahogyan azt jelen tanulmanyban leirtuk, a naiv egerek csontvel6jébdl eldallitott
MDSC-k képesek voltak gatolni mind az Ag-specifikus, mind a nem-specifikus T-sejt valaszokat.
Ezeket a latszolagos eltéréseket az MDSC-k funkcionalis heterogenitdsa magyarazhatja.

A PGIA adoptiv transzfer modelljét alkalmazva azt talaltuk, hogy a BM-MDSC-k egyszeri
injekcidja SCID egerekbe az arthritis elsé jelei utan, gatolta a betegség progresszidjat €s megeldzte a
tovabbi iziileti karosodést. Annak megallapitdsara, hogy a BM-MDSC-k kifejtenek-e immunmodulans
hatast in vivo, a recipiens egerekben megmértiik az Ag-specifikus T-sejt proliferaciot, illetve a szérum
antitesteket. Az eredmények igazoltdk, hogy mind a T, mind a B-sejtes valaszok szignifikdnsan gatolva
voltak a BM-MDSC-vel kezelt egércsoportban.

Az atvitt BM-MDSC-k in vivo kovetése feltarta, hogy ezek az MDSC-k elsésorban a
csontveloben és a synovidlis folyadékban akkumulalodtak, ahol a lokalisan termelt myelopoietikus
novekedési faktorok és citokinek tulélésiiket legjobban tamogattak. Ezek az erdemények
hangsulyozzak az MDSC-k iziiletekbe iranyuld migracios képességének fontossagat.

Az utdbbi években egyre tobb adat tdmasztja ala az MDSC-k terdpias potencialjat az autoimmun
arthritisek tekintetében. Erdekes médon, Guo és mtsai ezzel ellentétes adatokat kozoltek, melyek
szerint pozitiv korrelaciot talaltak az MDSC-k expanzidja és a CIA stlyossaga kozott. A CD11b"Grl™
sejtekkel végzett adoptiv transzfer soran (mely sejteket CIA-s egerek 1épebdl izolaltak) sulyosbodott
a gyulladas mértéke, mig ezen sejtek depletalasa a tlinetek javulasat hozta. Az egymasnak ellentmondé

eredmények hatterében az MDSC-k plaszticitasa és soksziniisége allhat. Az eredményeket nagyban
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befolyésolja az alkalmazott allatmodell tulajdonsaga, a szovet és anatomiai kdrnyezet, amelybdl az
MDSC-ket izolaljak, a pontos citokinkOrnyezet, és az alapbetegség aktivitasa.

Valoszinii, hogy az SF-MDSC-k gatoljak a (pathogén) T-sejtek iziileti homingjat, mind RA-
ban, mind a betegség allatmodelljeiben. Fontos megjegyezni, hogy az arthritises iziiletek synovialis
folyadéka mind RA-s betegekben, mind egerekben nagyon kevés mennyiségli T-sejtet tartalmaz. Ezen
kiviil, az RA-s betegek SF-jébdl izolalt T-sejtek a mitogén stimulusokra hyporeaktivitast mutatnak,
Osszehasonlitva ugyanazon betegek vérébdl szarmazd T-sejtekkel. Lehetséges tehat, hogy az SF-
MDSC-k lokalisan korlatozzak a T-sejtek expanzidjat, ezaltal hozzéajarulva az iziileti gyulladas
csokkenéséhez.

Osszefoglalva, jelen munkankban bemutatunk egy olyan in vitro eljarast, melynek soran nagy
mennyiségli MDSC eldallitdsa valik lehetové radgesald csontvelobdl, kontrollalt és reprodukélhato
modon. Bizonyitottuk, hogy a ragcsalo BM-MDSC-k, melyek részben hasonlitanak a PGIA-s egerek
synovialis folyadékaban jelenlévé MDSC-kre, hatékonyan gatoljak a T-sejt valaszokat in vitro és in
vivo. Ezek az eredmények betekintést nyujtanak egy olyan velesziiletett kontroll mechanizmusba,
amely szerepet jatszik az immunvalaszok szabalyozéasaban és az arthritis pathomechanizmusdban RA-
s allatmodellekben ¢és valoszinlileg huméan betegekben is. Jollehet tovabbi vizsgalatok indokoltak,
eredményeink azt is sugalljak, hogy a csontveld in vitro dasitdisa MDSC-ben javithatja az autolog
csontveld transzplantdcid terdpids hatékonysagat sulyos, terapiarezisztens RA-ban szenvedd

betegeknél.

5.2 MDSC-k azonositasa RA-s betegek synovialis folyadékaban

Az allatmodellekhez kapcsolodo szamos, fentebb leirt tanulménnyal szemben, az MDSC human
RA-ban betoltott szerepérdl sokkal kevesebb beszamold van. Jiao és mtsai az MDSC-szerti sejtek
emelkedett frekvencidjat talaltdk RA-s betegek vérében az egészséges kontrollokéhoz viszonyitva, és
negativ korrelaciot irtak le RA-s betegekben a cirkuldldo MDSC-szerti sejtek és a Tul7 sejtek kozott.
Meg kell jegyezniink, hogy az MDSC-szer(i sejteket pusztan a fenotipikus markerek expresszidja
alapjan azonositottak, és ezen sejtek T-sejtekre vonatkozd szuppresszor aktivitdsat ez a munka nem
vizsgalta.

Ezen eredményekkel szemben Guo és mtsai az MDSC-ket az RA pathomechanizmusaban mint
potencialis proinflammatorikus faktort emlitik. A szerzOk emelkedett szamu cirkulalé MDSC-t talaltak
magas betegségaktivitas esetén, mig az alacsony betegségaktivitasnal €és a normal kontrolloknal ez
nem volt megfigyelhetd. Ebben a témaban megjelent kozleménylinket kdvetden ez a munkacsoport is

kimutatta az RA-s betegek SF-jében az MDSC-k jelenlétét. Pozitiv korrelaciot talaltak az iziiletben
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megtalalhato MDSC-k szama ¢és az [L-17 szintek kozott, amelybdl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy
okozzék.

Tudomasunk szerint jelen munkénk irja le eldszor, hogy MDSC-szert(i sejtek jelen vannak RA-s
betegek synovidlis folyadékaban. Ezek a sejtek valodi MDSC-k, mivel képesek szuppresszalni az
autolog T-sejtek ex vivo indukalt proliferaciojat.

A fenotipus tekintetében, azt talaltuk, hogy az MDSC-szerli RA-s SF sejtek tobbsége a neutrofil
morfolégiaju granulocytoid CD11b*CD33"HLA-DR"CD14°CD15" alcsoporthoz tartozik; csak egy
kis populaciét talaltunk a CDI11b"CD33*HLA-DR"CD14°CD15" fenotipussal a monocyoid
alcsoportbol a betegek SF sejtjei kozott.

Habar Guo és mtsai leirjak, hogy pozitiv korrelacié van az MDSC-k szama, a betegségaktivitas
és a Tul7 sejtek kozott RA-ban, ezzel az MDSC-k proinflammatorikus szerepét hangsulyozva, nem
zarhato ki, hogy az MDSC-k szaméanak ndvekedése inkdbb kovetkezménye, mint eldidézdje a
gyulladdsos folyamatnak. Sajnos jelen munkankban nem volt médunk vizsgalni a DAS28 értekek €s
az MDSC-k szdma kozotti 6sszefliggést, az azonban elmondhato, hogy tekintettel arra, hogy a vizsgalt
mintaink aktiv RA-s betegektdl szarmaztak, eredményeink az MDSC-k aktiv betegség soran betoltott
szerepét tlikrozik, ¢és legaldbbis in vitro, egyértelmiien T-sejt gatld hatdst mutattak, tehat
antiinflammatorikusak voltak.

Hasonloan a PGIA-s egerekbdl gylijtott SF sejtekhez, azt talaltuk, hogy az RA-s betegek SF
sejtjei sokkal hatékonyabban gatoljak az autolog T-sejtek Ag-specifikus, mint az anti-CD3/CD28-
indukalt proliferacidjat. Ugyanakkor, az egér SF sejtektdl eltérden, RA-s betegek SF MDSC sejtjei az
gyakorolni. Ezen megfigyelések szerint az SF MDSC-k a T-sejt expanzid nem-szelektiv gatloinak
tekinthetok, illetve az Ag-specifikus vs. nem-specifikus rendszereknél megfigyelt szuppressziv
potencial kiilonbsége egyszertien csak a T-sejteknek ezen stimulusokra adott valaszreakcidinak a
kiilonbsége miatt kdvetkezhet be.

A myelopoiesist segitd faktorok, mint példaul a GM-CSF, a G-CSF és az IL-6 részt vesznek az
MDSC-k indukcidjaban és tulélésében. Ezek a ndvekedési faktorok magas koncentracioban vannak
jelen az RA-s betegek synovialis folyadékaban, igy biztositva olyan miliét, melyben az MDSC-k
felhalmozodhatnak. Mésrészrdl, az RA-s synovialis folyadék T-sejtjeinek széles kdrben megtigyelt,
mitogén stimulusokra mutatott ,hyporeaktivitdsa” (Osszehasonlitva az ugyanazon beteg vérébol
szarmaz6 T-sejtek reakciojaval) Osszefiiggésben lehet, legaldbbis részben, azzal, hogy az iziileti
exudatumban a T-sejtek hosszu ideig ki vannak téve az MDSC expozicionak. Tovabba, habar a

CD4'CD25'FoxP3" regulatorikus T-sejtek jelen lehetnek az RA synovidlis folyadékaban, a
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gyulladasos kornyezet jelentdsen csOkkenti ezen regulatérikus T-sejteknek az effektor T-sejtek
aktivitasara €s expanzidjara gyakorolt gatlo hatasat, ex vivo vagy az iziileten beliil.

Feltételezhetd, hogy az RA-s betegek synovidlis folyadékaban jelen 1évé MDSC-k, amellett,
hogy az iziileti szovetek karosodasat okozzak, a helyi T-sejt expanzid negativ regulatoraiként is

fellépnek, megtorve ezaltal az autoimmunités és a gyulladas 6rdogi korét.
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6 OSSZEFOGLALAS

A genetika, a kornyezeti faktorok és az autoimmunitds “Bermuda haromszoge” fontos szerepet
jatszik a rheumatoid arthritis (RA) pathogenezisében. Az autoimmunitas az adaptiv immunvalasz
diszregulaciojdnak eredményeképpen jon létre, de a természetes immunrendszer hibas mitkddése is
kozrejatszhat az adaptiv immunrendszer szabdlyozasanak kisiklasaban.

A myeloid eredetli szuppresszor sejtek (MDSC-k) a velesziiletett immunrendszer részét képezik
¢s a T-sejt funkci6 szuppresszidjara képesek.

Jelen munkank célkitiizése az volt, hogy kidolgozzunk egy in vitro mddszert, amely segitségével
hasonlé fenotipusut MDSC-ket nyerjiink, mint amilyen fenotipusu sejtet kordbbi munkankban
karakterizaltunk PGIA-ben, valamint hogy ezen sejtek terapias potencialjat vizsgaljuk.

Kisérleteink sordn az egerekbdl izolalt csontvelOsejteket 3 napig tenyésztettiik granulocyta-
makrofag koloniastimuladlo faktor (GM-CSF), interleukin-6 (IL-6), valamint granulocyta-
koloniastimuldld faktor (G-CSF) jelenlétében. Az ilyen modon nyert sejtek fenotipusat aramlési
citometriaval, —mikroszképos modszerekkel, ¢és biokémiai modszerekkel vizsgaltuk, az
immunszuppressziv képesség tanulmanyozasa pedig T-sejt szuppresszios assay-vel tortént. SCID
egerekben a PGIA klinikai tiineteinek csokkentésére az in vivo immunszuppressziv képesség
teszteléséhez adoptiv sejttranszfert hajtottunk végre. Ezen kiviil RA-es betegek iziileti folyadékaban
talalhato sejtek morfologiajat is vizsgaltuk &ramlasi citometridval, olyan sejtfelszini
markermintazatokat keresve, amelyek az MDSC-kre jellemzdéek. Vizsgaltuk tovabba ezen sejtek
autolog periférias T-sejtekkel szembeni szuppressziv hatasat ex vivo kisérletekben, ahol antigén-
specifikus €s nem antigén-specifikus médon térténd T-sejt proliferacio gatlast hataroztunk meg.

A GM-CSF, IL-6, G-CSF jelenlétében tenyésztett csontveldsejtekben felhalmozddott egy olyan
sejtpopulacio, amely rendelkezett a potens MDSC-k tulajdonsagaival. Kimutathato volt ezen sejtek T-
sejtekre iranyulod szuppressziv hatasa, mely antigén-dependens és antigén-independens modon is
szignifikansnak adodott. A szuppresszid molekuldris mechanizmusa mindkét esetben az indukalhato
nitrogén-monoxid szintaz fokozott expresszidjaval, illetve emelkedett nitrogén-monoxid szintekkel
magyarazhatd6. Az MDSC-kel torténd transzfer soran a kezelt SCID egerek csoportjaban
szignifikansan csokkent az iziileti gyulladas, a PG-specifikus T-sejt valasz, valamint a szérum anti-PG
antitest szintjet is.

Sikeriilt kimutatnunk, hogy a RA-es betegek iziileti folyadékabol MDSC-k izolalhatok, melyekre
jellemzd, hogy dontéen granulocytoid fenotipussal rendelkeznek, és szignifikansan csokkentik a T-

sejt proliferaciot. Osszehasonlitva ezen sejtek T-sejt proliferacids potencialjat antigén-dependens és
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antigén-independens modon, a szuppresszid mértéke sokkal nagyobb volt az alloantigén-indukalt
rendszerben.

Eredményeink eldrevetitenek egy jabb terdpias lehetdséget terapiarezisztens RA-s betegek
szamara, amely hasznosithato lehet a késobbiekben a csontveld transzplantacio teriiletén. Kimutattuk,
hogy az MDSC-k jelen vannak a RA-s betegek iziileti folyadékdban 1évd gyulladasos neutrofil
granulocytdk kozott, valamint, hogy jelenlétiik nagy valoszinliséggel jotékony hatdsu, hiszen képesek

limitalni az az autoreaktiv T-sejtek expanzidjat, ezaltal csokkenteni az iziileti gyulladas mértékeét.
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7 UJMEGALLAPITASOK, EREDMENYEK

I.

Jelen PhD munkdban kifejlesztettiink egy in vitro modszert PGIA-ban, egy RA-s
allatmodellben, MDSC-k létrehozasara. Csontveldi sejtekbél GM-CSF, G-CSF és IL-6
segitségével olyan sejteket nyertiink, melyek hasonldoak voltak a PGIA-s egerek synovidlis
folyadékaban korabban talalt MDSC-khez. A sejtek dominans fenotipusa Ly6C™Ly6Ge"
volt, amely a granulocytoid MDSC szuptipusra jellemzd. In vitro koriilmények kozott a BM-
MDSC-k jelentdsen tudtak gatolni az Ag-dependens és az Ag-independens T-sejt proliferaciot
NO fiiggd mddon.

A csontveldl eredetli MDSC-k adoptivan atvitt PGIA-s SCID egerekbe terdpias hatést
mutattak. A BM-MDSC-k megel6ézték az iziileti gyulladas klinikai jeleit valamint a T- és B-
sejt valaszokat is. A gyulladasos folyamat gydgyulasanak szovettani jelei szintén lathatoak
voltak a kezelt mintakban. A transzferalt sejtek utjanak kovetése soran bizonyitottuk, hogy az
MDSC-k valdban a gyulladasos helyszinen halmozddnak fel.

RA-s betegek synovialis folyadékaban is azonositottunk MDSC-szerl fenotipussal rendelkezd
¢s immunszuppressziv  aktivitdst mutatd sejteket. A  domindns szubtipus a
CD11b"CD33"MHLA-DR!"CD14°CD15" (granulocytoid) MDSC volt. Az RA-s betegekté]
szarmaz6 SF sejtek gatoltdk az autolog T-sejtek Ag-specifikus és anti-CD3/CD28-indukalt

proliferaciojat.
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