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1. Roviditések jegyzéke
APC- Allophycocyanin
APC- Antigen-Presenting Cell- Antigén prezental6 sejt

BM-MSC- Csontvel6i (bone marrow) mesenchymalis Ossejt

CD- Cluster of differentiation

DAMP- Danger Associated Molecular Pattern-Veszély asszocialt molekularis mintazat

DC- Dendritikus sejt

DHA- Dokozahexaénsav

DMEM- Dulbecco's Modified Eagle Medium
EDTA- Etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA- Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EV- Extracellularis vezikulum

FACS- Fluorescence activated cell sorting
FCS- Fotalis borju szérum

FITC- Fluorescein Isothiocyanate

GM-CSF- Granulocita-makrofag koloniastimulalo faktor
HLA- Human leukocita antigén

HMGB1- High Mobility Group Box 1

HSP- Hosokkfehérje

IFN- Interferon

IG- Immunglobulin

IL- Interleukin

LOX- Lipoxigenaz

LPS- Lipopoliszacharid

MACS - Magnes aktivalt sejtszortolas

MAPK - Mitogén aktivalt protein kinaz

MHC- Major Histocompatibility Complex- F6 hisztokompatibilitasi komplex

moDC- Monocita eredetii dendritikus sejt

MSC- Mesenchymal Stem/Stromal Cell - Mezenhimalis &s/sztroma sejt

MSC-KM- Mezenchymalis 6ssejtrél szarmazo kondicionalt médium

MSCI- Mesenchymal Stem/Stromal Cell like cell - Mezenhymalis 6s/sztroma-szert sejt

NF-kB- Nuklearis faktor-«B

NK-sejt- Natural Killer sejt- Természetes 616 sejt

PAMP- Pathogen Associated Molecular Pattern- Patogén asszocialt molekularis mintazat
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PBS- Foszfatpufferolt sdéoldat

PD-L- Programmed Death-Ligand- Programozott sejthalal ligandum
PE- Phycoerythrin

PGE- Prosztaglandin E

Poly(I:C)- Polyinosinic:polycytidylic acid

PRR- Pattern Recognition Receptor- Mintazat felismer6 receptor
RNS- Ribonukleinsav

ROS- Reaktiv oxigén gyok

RvD- Resolvin-D

SAMP- a DAMP-ok szuppresszorai

SPM- Speciélis pro-rezolvaldé mediator

Tc-sejt- Citotoxikus T-sejt

TGF- Transforming growth factor

Th-sejt- Segité T-sejt

TLR- Toll-like receptor

TNF- Tumor nekrozis faktor



2. Absztrakt

Bevezetés

A mezenchymalis &ssejtek testiink szinte minden szovetébdl izolalhatd multipotens sejtek,
melyek a regenerdcid mellett fontos szerepet jatszanak a homeosztdzis fenntartasaban
kiilonb6zd szolubilis faktorok, valamint direkt sejt-sejt kontaktus révén. JelentOségiiket
bizonyitja, hogy nem megfeleld miikodésiik osszefliggésbe hozhato olyan betegségekkel, mint
a cukorbetegség, lupusz, pikkelysomor, reumads iziileti gyulladds. Gyulladasnal a szoveti
kornyezetben jelenlevd gyulladas-asszocialt anyagok hathatnak miikddésiikre, meghatarozva
effektor funkcioikat. Napjainkban az Gssejt terapia igéretes gyogyitasi modszer, am sziikség

van a mechanizmus mélyebb megértésére, ezzel fejlesztve hatékonysagat.

Célkitiizés

Kutatasunk egyik célja, hogy két, a szakirodalomban alapvetden ellentétes hatassal jellemzett
molekula - a HMGBI1 ¢és resolvin-D1 - hatasat vizsgaljuk a mezenchymalis &ssejtek
immunmodulalé tulajdonsagara  fenotipusos valtozasuk, illetve citokintermelésiik
megvaltozasanak detektalasa révén. Ezt kdvetden megfigyeljiik, hogyan hat az ilyen mddon
kondicionalt mezenchymalis dssejtekbdl szarmazo feliilusz6 az immunvalasz szabdlyozasdban

kulcsfontossagu szerepet betdltd dendritikus sejtekre.

Eredmények

Vizsgélataink sordn a kezelések hatasara kiilonbségeket taldltunk a BM-MSC-ek és MSCI
fenotipusaban, citokintermelésében, illetve a réluk szdrmaz6 kondicionalt médium dendritikus
sejteket befolydsold tulajdonsagdban. Kisérleteink tovabbi ismétlést ¢€s részletesebb
tanulmanyozast igényelnek, de a jovOben hozzédjarulhatnak az dssejt terapia hatékonysaganak

javitasahoz.



3. Bevezetés
3.1 Immunrendszer

Immunrendszeriink f6 feladata, hogy az idegen és veszélyes anyagoktdl megvédje a
szervezetiinket, azokat felismerje, semlegesitse, eltavolitsa. Két fo egységbdl tevodik Ossze,
melyek folyamatos egyiittmiikodése biztositja a szervezet szamara a megfelel6 védelmet: ezek
a velesziiletett és a szerzett immunrendszer. Alapvetd kiilonbség a kettd kozott, hogy a
velesziiletett immunitds gyors, szinte azonnal reagal, viszont ez az immunvalasz nem valtozik
az 1d6 soran, ugyanolyan intenzitdsu lesz az adott korokozoval vald els6 talalkozasnal, mint
ugyanezzel a korokozdval vald tobbszori taldlkozasnal, tehat nem beszélhetiink az altalanos
értelemben vett immunmemoriardl (1). Fontos megemliteni azt is, hogy a velesziiletett
immunitasnal a felismerés nem antigén-specifikus, mintazat felismerd receptorokkal (Pattern
Recognition Receptors —PRR) torténik, ami DAMP-okat (DAMP- danger associated
molecular pattern) és PAMP-okat (PAMP- pathogen associated molecular pattern) ismer fel.
A DAMP-ok veszély asszocialt mintazatok, a PAMP-ok pedig evolucidésan konzervalt,
patogénekre jellemz6 mintazatok, mint példaul a lipopoliszacharid, lipoteikol sav, mannanok
vagy a duplaszala RNS (1). A szerzett immunrendszer ezzel szemben lasstibb, napok
telhetnek el az immunvalaszig, viszont az intenzitasa javul, van immunmemoria és nagy

elonye, hogy a felismerés antigén-specifikus (1).

3.1.1 Immunredszer sejtjei

A velesziiletett immunrendszer sejtei a monocitak, makrofagok, DC-ek (DC- dendritikus sejt),
hizosejtek, bazofil, eozinofil és neutrofil granulocitak, valamint az NK-sejtek (NK-természetes
old sejtek). A vérkeringésben megtalalhatd monocitak a szovetekbe kilépve makrofagokka,
illetve DC-ekké differencialodnak. Elébbiek funkcioikat tekintve hatékony fagocita sejtek,
részt vesznek tovabba a patogének eliminacidjaban és mindemellett professzionalis antigén
prezental6 sejtek. Citokintermelés révén serkentik az immunvalaszt. Az altaluk termelt TNF-a
(TNF - tumor nekrozis faktor), 1L-6 és 1L-12 (IL- interleukin) citokinek kulcsfontossaggal
birnak az akut gyulladas beinditasanal, valamint az adaptiv immunrendszer sejtjeinek
aktivalasa soran (2). Hasonlé feladatokkal rendelkeznek a DC-ek is, de elsddleges feladatuk
nem a koérokozd elimindldsa, hanem fagocitdzis utdn azok bemutatdsa az adaptiv
immunrendszernek és ezzel a T-sejtek aktivalasa (Rajnavolgyi Eva, Magyar Tudomdny e
2003/4). A neutrofil granulocita a vérben legnagyobb mennyiségben jelenlevé fehérvérsejt, a
velesziiletett immunrendszer harmadik fagocitalni képes sejtcsoportja. A vérkeringésbol

kilépve a gyulladas helyére érkezve hatékonyan pusztitjadk el a korokozokat (1). Az
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eozinofilek f6 szerepe a szervezet parazitak elleni védelmében van. A hizosejteknek és bazofil
granulocitaknak allergids reakcioknal van jelentdségiik. Az NK-sejtek a virussal fertdzott és a
tumoros sejteket pusztitjak el perforin és granzim segitségével (3).

Az adaptiv immunrendszer sejtes résztvevoi a T- és B-sejtek. Mindkét sejttipus
specifikus antigén receptorokat hordoz. Ha a receptor talalkozik a neki megfelelé antigénnel,
a sejtek osztodni és differencialodni kezdenek (1). A fehérje tipust antigének felismerésére
specializalodott T-sejteken beliill megkiilonboztetiink CD4+ segitd T-sejteket ¢s CD8+
citotoxikus T-sejteket (CD- cluster of differentiation), melyek bar egyiittmikodve, de
kiilonb6z6 feladatokat latnak el. A citotoxikus T-sejtek a minden magvas sejt altal expresszalt
MHCI-peptid komplexek (MHC- f& hisztokompatibilitasi komplex) révén ismerik fel a
virussal fert6zott, illetve a tumoros sejteket, majd citotoxicitasuk révén elpusztitjak azt. A
segitdé T-sejtek feladata az immunvalasz elinditasaban, szabalyozasaban és az antigén
eliminalasanak segitésében van, 6k a hivatasos antigén prezentald sejtek altal bemutatott
MHCII-peptid komplexet ismerik fel (1). A T-sejtekkel ellentétben a B-sejtek nemcsak
fehérjetermészetii antigéneket képesek felismerni, hanem eltéré természetli antigéneket,
tobbek kozott szénhidratokat, lipideket, nukleinsavakat is. A B-sejtek aktivaciojuk utan
plazmasejtekké differencidlédnak és kiilonbozd tipusu, a felismerd receptorral azonos
specificitasi ellenanyagokat termelnek. Ezek izotipusa (IgA, IgM, IgD, 1gG, IgE)

meghatarozza azok effektor mechanizmusait (4).

3.2 Dendritikus sejtek

Hivatasos antigén prezentald sejtként a dendritikus sejtek a kiilsé kornyezetbdl felvett
anyagokat feldolgozzak, MHCII-peptid komplex révén sejtfelsziniikre helyezik, majd a CD4+
Th-sejteknek (Th- segité T-sejt) bemutatjak azt. Emellett képesek mind a naiv Th-, mind a Tc-
sejtek (Tc-citotoxikus T-sejt) aktivalasara és ezaltal cellularis immunvalasz kivaltasara
keresztprezentacid révén. Rengeteg sejtfelszini receptoruknak koszonhetéen képesek
kiilonbséget tenni a sajat, egészséges, illetve a nem jol mikodé sejtek kozott, valamint
mintazatfelismerd képességiik lehetdvé teszi, hogy a patogéneket is felismerjék a rajuk
jellemzd patogén asszocidlt molekularis mintazatok segitségével. A dendritikus sejteket a
legjobb antigénprezentald sejtekként tartjak szamon, melyek emiatt az immunterapidk igéretes
eszkozeiként szolgalnak (Rajnavolgyi Eva, Magyar Tudomdny « 2003/4).

A laboratériumban in vitro, monocitakbol differencialtatott DC-ek a bérben és nyalkahartya-
felszinek alatt jelenlevd Langerhans-sejtekhez, illetve a nem limfoid szdvetekben talalhatd

intersticialis DC-ekhez hasonloak viselkedésiikben. Amikor gyulladasos citokinek,
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patogénekbdl szarmazo komponensek, bizonyos anyagcseretermékek vagy bomlastermékek
hatasara aktivalodnak, akkor jelentds fenotipusos €s funkcionalis valtozason mennek keresztiil
(Rajnavélgyi Eva, Magyar Tudomdny < 2003/4). Elhagyjak a szoveteket és a kornyezd
nyirokcsomokba vandorolnak, ahol megtorténik a T-sejtek aktivalasa. Aktivaciot koveten
fokozodik az MHC és kostimulacios (CD80, CD86) molekulak sejtfelszini expresszidja (5).
Ezeken kiviil az aktivalt DC-ek olyan mediatorokat is termelnek, amik a T-limfocitak effektor

sejtté torténd differenciaciojat és polarizaciojat segitik eld, ilyen példaul az IL-12 citokin (5).

T-sejt polarizaciot szabalyozé citokin

Tamogatott T-sejt polarizacios irany

IL-12*, IFN- y*

Th-1

IL-10%, IL-4, IL-5, IL-13 Th-2
IL-5%, IL-23%, TGF-p* Th-17
IL-2, TGF- p* Treg
IL-21, IL-6%, IL-12% Tfh

1. tablazat Kiilonbozé T-sejt polarizacios utvonalakat tamogato citokinek. A tdabldazat
Citokineket és az dltaluk tamogatott T-sejt polarizdcios utvonalakat foglalja magaba, ,, * ’-gal
jeldlve a dendritikus sejtek altal is termelt citokineket. (IL- immunglobulin, IFN- interferon,
TGF- transforming growth factor, Th- segité T-sejt, Treg- regulator T-sejt, Tth- follikularis
segitd T-sejtek)(6-10)

Laboratoriumi koriilmények kozott lehetéségiink van a fert6zések modellezésére szintetikus,

illetve tisztitott PRR ligandumok hasznalataval (11).

PAMP Receptora Modellezett patologias allapot
PAM-3 TLR2 bakterialis fertdzés

LPS TLR4 bakterialis fertdzés

Poly(-I:C) TLR3 duplaszalu RNS-virusfertézés
CLO75 TLRS8 virusfert6zés

Imiquimod TLR7, TLRS8 virusfertézés

2. tdblazat Laboratériumban haszndlt PRR ligandumok, azok receptorai és a segitségiikkel
modellezett fertdzések. A tablazat néhany laboratoriumi kériilmények kozott gyakran haszndlt

PRR ligandumot mutat be, megnevezve azok receptordt és az altaluk modellezett patologias
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dllapotot. (LPS- lipopoliszacharid, Poly(l:C)- Polyinosinic:polycytidylic acid, TLR- toll-like
receptor)(11-15)

Ilyen anyagok példaul a bakterialis fert6zést imitalo lipopoliszacharid (LPS) és a
virusfert6zést utanzoé poly(-1:C) (Poly(l:C)- Polyinosinic:polycytidylic acid) (11). Az LPS, a
Gram-negativ baktériumok sejtfalaban talalhatdo komponens, melynek felismerése bakterialis
fertdzés esetén kulcsfontossagu 1épés a velesziiletett immunrendszer beinditasa soran. Az LPS
a TLR4 (TLR- toll-like receptor) liganduma, mely felismerés aktivalo hatasat jol mutatja a
kiilonb6z6 citokinek és kemokinek megemelkedett szintje (IL-1p, IL-6, TNFa, CXCL1, IL-
10) (112).

A TLR3 egy duplaszali RNS-t érzékeld receptor. Aktivalasakor olyan jelatviteli
utvonal indul el, aminek kovetkeztében gyulladaskeltd citokinek, tobbek kozott egyes tipusa
interferonok is termelddnek, melyek amellett, hogy a velesziiletett immunitds szamara
nélkiilozhetetlenek, sziikségesek az adaptiv immunrendszer virus- és tumorellenes
miikddésében is (13). Epp ezért valnak egyre népszeriibbé a szintetikus, duplaszala RNS-t
utanzé TLR3 agonistak, koztiik a poly(l:C). A poly(l:C) a TLR3 liganduma, ami duplaszala
virusfertézést indukal, ezzel olyan jeldtviteli kaszkadot indit el, melynek eredményeképp
aktivalodik az NF-xB (NF-xB- Nukledris faktor-xB) transzkripcios faktor és olyan
proinflammatorikus citokinek atirodasa aktivalodik, mint az IL-1, IL-6, TNFa, illetve I-es és
ll-es tipusu interferonok (11). Ennek megfeleléen, amennyiben naiv dendritikus sejteket
poly(l:C)-vel kezeliink, azzal aktivaljuk 6ket TLR3 receptoraikon keresztiil. Ezt bizonyitja a
fagocita képességiik csokkenése, olyan kostimulaldé molekuldk, mint a CD80 és CD86

kifejezodése, illetve immunvalaszt fokozo citokinek, tobbek kozott IL-12 termelése (13).

3.3 Mezenchymalis 6ssejtek

Az 0Ossejtek nagy differenciaciés potenciallal jellemezheté sejtek, melyek fontos
szerepet jatszanak mind a magzati, mind a felndtt szervezetben. Képesek onmegujulésra,
illetve sériilt vagy elhalt szovetek potlasara, igy rendkiviil fontosak a szervezetben zajld
regeneracios folyamatok és a homeosztazis fenntartasa soran (16). Koziiliik egyre nagyobb
figyelmet kapnak a mezenchymalis Gssejtek, melyek szinte barmely szovetbdl izolalhatd
multipotens Ossejtek, de f6 forrasai a koldokzsinoér, zsirszovet és a csontveld (16). lgazolt,
hogy a szoveti lokalizacid fiiggvényében az MSC-ek (MSC- mezenchymadlis dssejt) mas-mas

terapias hatassal jellemezhetoek (17).
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1. abra Kiilonbozo szovetekbol izolalt MSC-ek eltéroek tulajdonsdagaikban. Az abra a

csontveldbdl, zsirszovetbdl, koldokzsinorbol, illetve porcszévetbdl izolalt MSC-eket

hasonlitia ossze hozzdférhetoség, proliferacios potencial, porcképzo tulajdonsag,

immunogenitas, valamint immunmoduldcios képesség tekintetében.

Az ISCT Aaltal meghatarozott kritériumrendszernek megfeleléen felsziniikon kifejezik a

CD73, CD90, CD105 molekulakat, de nem expresszalnak hematopoetikus eredettel
rendelkez6 sejtekre jellemz6 markereket, mint példaul CD34, CD14, CD19, valamint MHCII

molekuldkat (17). Immunmodulalé aktivitassal rendelkezd, fibroblaszt-szeri morfologiat

mutatd sejtek, melyek alacsony MHC expressziojuk miatt hipoimmunogén tulajdonsaguak,

terapias potenciallal birnak(17). Utobbit direkt sejt-sejt interakciok, vagy az altaluk termelt

faktorok révén is kifejthetik (18).
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Dendritikus sejt Segitd T-sejt

Neutrofil granulocita

Bazofil granulocita NK-sejt

Eozinofil granulocita B-sejt Makrofag Monocita

2. dabra Az MSC-ek szamos szolubilis faktor és sejtfelszinen expresszalt marker dltal
képesek hatni mind a velesziiletett, mind a szerzett immunrendszer Sejtjeire. Az abra az
MSC-ek dltal termelt immunmoduldlé anyagokat és ezek célsejtjeit szemlélteti. (Abra
elkészitéséhez felhasznalt irodalom: PhD disszertacio, Tiirk-Mazlo Anett, 2021)

Immunrendszeriinkben az alul- és tilmiikodés is koros allapotokhoz vezethet, igy az
immunvalasz szabalyozasa kritikus. Az MSC-ek rendelkeznek mind gyulladast elésegitd
proinflammatorikus, mind a gyulladast gatld antiinflammatorikus tulajdonsaggal (18).
Immunmoduldld képességiiket kifejthetik kozvetlen sejtkontaktus réven is, viszont nagy
jelentéséggel birnak a szekretdlt faktorok altal kifejtett hatdsok. Terapias célzattal foleg
immunszupressziv tulajdonsagukat hasznaljak ki. Az egyik leghatékonyabb modja az
immunvalasz szabalyozéasanak, ha az immunrendszer sejtes résztvevdit, példaul a dendritikus
sejteket, makrofagokat, T-sejteket, NK-sejteket kozvetleniil szabalyozzak (18).

Az MSC-eken/-ben szamos TLR receptor, koztilk TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR9
talalhato, ezek expresszios szinje a kiillonb6z6 szovetekben jelent6sen eltérhet (18). Ezeket a
receptorokat aktivalhatjak a gyulladasos kornyezetben jelenlevé anyagok, amik hatasara
antiinflammatorikus faktorok szabadulnak fel, ezzel meghatarozzak a gyulladasos folyamatok
kimenetelét. Altaluk expresszalt immunmodulatorok tobbek kozott a PGE2 (PGE-
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prosztaglandin E), TGF-B (TGF- Transforming growth factor), IL-10, PD-L1 (PD-L-
Programozott sejthaldl ligandum), PD-L2, HLA-G (HLA- Humdn leukocita antigén) (18).

3.2.1 Extracellularis vezikulumok

Az exoszomak olyan vezikulumok, amik nem tartalmaznak sejtorganellumokat,
viszont azonositottak benniik az anyasejtb6l szarmazo fehérjéket, lipideket és nukleinsavakat.
Szinte minden sejt termel exoszomakat mind in vitro, mind in vivo, beleértve az idegsejteket,
zsirsejteket, Ossejteket és tumoros sejteket is. Az MSC-eredetli exoszomak fontos szerepet
jatszanak a szoveti kdrosodas helyreallitasdban, mivel segitenek elnyomni a gyulladasos
valaszokat, gatoljak az apoptdzist, illetve fokozzak az angiogenezist. Bizonyitott az MSC-EV-
ok (EV-extracellularis  vezikulum) terapias hatékonysaga sziv- ¢és  érrendszeri
megbetegedéseknél, vese-, maj és neurologiai megbetegedésekben (19). Feltartak, hogy a
human MSC-EV-0k kozvetlen hatdssal vannak tobbek k6zott a monocita eredetli dendritikus
sejtekre azaltal, hogy leallitjak érésiiket, valamint csokkentik antigén felvevo képességiiket.
Az MSC-ekbdl szarmazo vezikulumok csokkentették a DC-ek érési és aktivacidos markereinek
- mint példaul a CD80, CD83, CD38 - expressziojat, csokkentették az IL-6 és IL-12
felszabadulast, tovabba novelték a TGF-f termelést (19).

3.4 Mezenchymalis dssejtek dendritikus sejtekre gyakorolt hatasa

A mezenchymalis Ossejtekkel kapcsolatos kutatdsokban egyre nagyobb figyelmet
kapnak az immunsejtekre, ezen beliil is a dendritikus sejtekre kifejtett hatasaiknak vizsgalata.
Feltételezéseink szerint bizonyos esetekben a MSC-ek az immunrendszer koordinatoraiként
mikodnek, foként tolerogén hatast fejtenck ki. Ebben szerepe van a kozvetlen
sejtkontaktusnak, a citokinek ¢és novekedési faktorok termelésének, valamint a
membranreceptorok altali jelatvitelnek. Az immunrendszer sejtjeihez hasonléoan a
mezenchymalis Ossejtek is citokinek komplex halozataval képesek immunmodulalo
funkciodikat kifejteni (18).

Ismert, hogy a mezenchymalis dssejtek fiziologias és patologids koriilmények kozott
egyarant kommunikalnak a mikrokdrnyezettel, kapcsolatba Iépnek mind a velesziiletett, mind
az adaptiv immunrendszer sejtjeivel. Immunmoduldl6 hatasuk nem konstitutiv, nagyban fligg
az aktivalt immunsejtek gyulladasos citokin szekrécidjatol, a jelenlevd DAMP-oktdl, illetve a
gyulladas feloldasaban szerepet jatsz6 SPM-ektél (SPM- specidlis pro-rezolvdlé medidtor)
(18). Szamos eddigi tanulmany foglalkozott vele és bizonyitotta be, hogy az MSC-ek tébb

szinten hatast gyakorolnak a dendritikus sejtekre. A mezenchymalis Ossejtek képesek
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megvaltoztatni a DC-ek fenotipusat, érését, differencialodasat, citokintermelését, illetve
antigén prezentald tulajdonsagaikat is cs6kkentik (20).

Egy tanulményban, ahol csontvel6i MSC és monocita kokultirat vizsgaltak GM-CSF
(Granulocita-makrofig koloniastimuldlo faktor) és 1L-4 jelenlétében, megfigyelték, hogy a
monocitak dendritikus sejtekké vald differencidlodasa olyan irdnyba valtozott, hogy azok nem
expresszaltak CDla-t, tehat nem differencidlodtak éretlen DC-vé, mig az MSC jelenléte a
CD14 expressziot nem befolyasolta (21). Egy masik hasonlé tanulmanyban bizonyitottak,
hogy MSC jelenléte 1ényegesen elnyomja az olyan kostimulacios molekulak kifejezodését,
mint a CD40, CD80, CD86, illetve csokkenti a HLA-DR expressziot.

Erett DC-ek esetében gatolhatjak a migraciot, illetve képesek ket az 1L-10-SOCS3
utvonalon keresztiil szuppressziv, éretlen fenotipust sejtekké valtoztatni (18). Az MSC-ek
altal termelt TGF-B, PGE-2, IL-10 gatlo hatast fejtenek ki a DC-ekre, illetve a DC-eket is

gatlo citokinek, mint példaul IL-10 termelésre 6sztonzik.

3.5 HMGB]1, resolvin-D1 szintézise, hatasai

In vivo az immunsejtek miikodésére kiilonb6z6 molekulak, koztiik DAMP-ok, SAMP-
ok (SAMP- a DAMP-ok szuppresszorai), PAMP-ok hatnak. A PAMP-ok és DAMP-ok
velesziiletett immunrendszer altali felismerése inditja be az immunvalaszt. Koérokozo
hianyaban, steril gyulladaskor a haldoklo sejtekbdl felszabadulé anyagok a sejthalal tipusatol
¢s a felszabadulo anyagok természetétdl fiiggéen kiilonbozo valaszokat indukalhatnak,
valamint az aktivalt immunsejtek is szdmos anyagot vélasztanak ki, ezek Osszessége
meghatarozza a gyulladas mikrokornyezetét (22). Ilyenek a karosodashoz kothet6 DAMP-ok,
példaul HMGB1 (HMGB1- High Mobility Group Box 1), ATP (ATP- Adenozin-trifoszfat),
HSP-k (HSP- hdsokkprotein), szuppresszoraik, valamint a resolvinok, maresinek,
prosztaglandin E2, amelyek hozzajarulnak a gyulladast feloldo folyamatokhoz (23, 24).
A DAMP-ok jellemzden a haldoklo sejtekbdl szabadulnak fel, de akar sulyos stressznek kitett
él6  sejtekbSl is szarmazhatnak. Erzékelésiiket kovetden az iniciator immunsejtek
aktivalodnak, melyek ezutan tovabbi mediatorokat, koztik DAMP-okat és SPM-eket
termelnek (24). Ez a kornyezet 0sszességében hat a gyulladasban résztvevd, illetve az azt
szabalyozo sejtekre, koztiik az MSC-ekre is.

A HMGBI az egyik legtobbet tanulmanyozott DAMP, melynek proinflammatorikus
hatasa mellett prorezolvald hatasar6l is beszamoltak. Alapvetéen egy nem-hiszton
magfehérje, melynek extracelluléris jelenléte szdmos szabalyozd hatést fejthet ki a sejtekre,

magaba foglalva az érést, proliferaciot, aktivalodast, sejthalalt, talélést vagy gyulladast (23).
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Extracellularis jelenlétét szinte az Osszes sejthalal esetében azonositottak, tobbek kozott
apoptozisnal, nekroptozisnal, piroptozisnal és ferroptozisnal (24). Fo receptorai a TLR4 és a
RAGE (23).

Gyulladasban betoltott proinflammatorikus szerepére szamos bizonyiték van, a
fertézés korai stddiumaban megjelend hagyomanyos gyulladasos citokinek (TNFa, IL-1PB)
utan a késobbi szakaszban megjelend HMGBL sulyosbithatja a gyulladast (23). Bizonyitott,
hogy makrofagokban ¢és dendritikus sejtekben is kozvetleniil kotddik a TLR4-hez és
proinflammatorikus citokinek szekréciojat indukalja. Ezzel szemben prorezolvald hatdsardl is
beszamoltak. Példaul apoptdzisnal a ROS (ROS- reaktiv oxigén gyok) termelés a HMGBI
termindlis oxidacigjat valtja ki, ami proinflammatorikus tulajdonsagait gatolva a toleranciat
segiti el6 kaszpaz-1 fiiggd moédon. Vannak olyan gatldo molekulak, melyek komplexet képezve
a HMGB1-gyel megvaltoztatjak annak tulajdonsagait, ilyenek a CD24, CD52, C1q. A CD52 a
gyulladaskelt6 tulajdonsagat gyulladasgatlova alakitja ugy, hogy eldsegiti kotédését a Siglec-
10 gatlo receptorhoz (22). A HMGB1-Clq komplex gatolja a proinflammatorikus citokinek
expresszidjat és serkenti az IL-10 gyulladascsokkentd citokin termelédését, illetve a PD-L1
immuntolerancidt szabalyoz6 molekula kifejezddését. Osszefoglalva a HMGBI
immunmodulalé hatasat befolyasolja a sejthalal tipusa, a jelenlevd receptorok és a szdveti
kdrnyezet.

Gyulladasnal a proinflammatorikus hatdsi  anyagok mellett a gyulladas
helyreallitasaban és csillapitasaban részt vevo vegyiiletek, koztilk SPM-ek is felszabadulnak.
Az SPM-ek olyan lipid mediatorok, melyek a gyulladdsos reakcidkban termelt kémiai
anyagokra valaszul szintetizalddnak és fontos szerepiik van a szoveti gyulladas feloldasaban
(25). Tobbek kozott gatoljak a neutrofilek toborzasat és aktivaciojat, stimulaljak az NK-
sejteket, hogy kivaltsak a neutrofilek apoptozisat, fokozzak a makrofagok funkcioit, elésegitik
az efferocitozist, leallitjak a gyulladasos citokinek termelését (25). A csoport magaba foglalja
a lipoxinokat, marezineket, protektineket és resolvinokat.

A resolvinok két nagy csoportja az E és D resolvinok. Az RvD (RvD- resolvin-D) a
DHA (DHA- Dokozahexaénsav) epoxidjabdl szarmazik 15 LOX (LOX- lipoxigendz) és 17-
HDHA reakcidjan keresztiil, a konjugélt kettds kotések és a hidroxil-csoportok szdma szerint
megkiilonboztetiink RVD1-et, RVD2-t, RVD3-at, RVD4-et, RVD5-6t és RVD6-ot, koziiliik a
legtobbet tanulmanyozott az RVD1 (26).
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3. dbra A resolvin-D1 bioszintézise (Abra forrdsa: Rodriguez A. R. et al, Tetrahedron Letters,
2012)

Az RVDIl-et leukocitdk termelik és jelen van tobbek kozott a majban,
nyirokcsomokban, 1épben, vizeletben, fehér zsirszovetben. Gyulladaskor a tobbi SPM-hez
hasonléan gyulladasgatld szerepet jatszik. Szamos jelatviteli utvonalat magaba foglal,
beleértve az NF-kb-t, CXCL-12/CXCR4-et, MAPK-t (MAPK - Mitogén aktivalt protein
kinaz), valamint megakadalyozza a TLRY expressziot is. Gatolja az IL-1p, IL-6, TNF- il
inflammatorikus citokinek termelédését, eldsegitve a gyulladas feloldasat (26). Jotékony
hatasat kimutattak kiilonb6z6 gyulladasos betegségeknél, példaul rheumatoid arthritisnél,

tiildégyulladasnal, szepszis okozta szivkarosodasnal, agykarosodasnal.
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4. Célkitiizés

Célunk a mezenchymalis 0Ossejtek immunmodulalé hatdsdnak részletesebb feltarasa,
optimalizaldsa. Szeretnénk meghatarozni, hogy a kiilonb6zé gyulladds sordn jelenlevd
faktorok hogyan hatnak az MSC-ekre, illetve az ilyen modon prekondicionalt MSC-ek milyen

hatassal vannak az immunvélasz soran kulcsfontossagu dendritikus sejtekre. Az MSC-ek

crer

novelni.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Monocita szeparalas, dendritikus sejt differencialtatas

Kisérleteinkhez egészséges human donorokbol szarmazé trombocita-mentesitett
Buffy-coatokat hasznaltunk, amit a Debreceni Regionalis Vérellatdé Kozpont bocsatott a
rendelkezésiinkre. A monocita szeparalas steril koriilmények kozott tortént, lamindris boxban.
Ehhez a vért fiziologias sooldattal (Salsol, Teva, Debrecen) 1:1 aranyban higitottuk, majd
Ficoll-Plague oldatra (GE Healthcare BioSciences AB, Uppsala, Sweden) rétegeztiik,
centrifugaltuk (2500 rpm, 20 perc, lassu leallas), ezt kdvetden a vér alakos elemei siirliség
gradiens alapjan kiilonb6z6 rétegekben szétvaltak. A PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells) gytrti a legfelsé folyékony plazma és az alatta 1évo Ficoll réteg hataran jelent meg,
melyet 0sszegyljtottiink. Ezt a heterogén sejtpopulaciobdl allo gytirit 0j falkon csébe tettiik
¢s MACS pufferben vettiik fel (60g marha szérum albumin-BSA foszfat pufferelt séoldatban-
PBS: 160g NaCl, 4g KCI, 54g N,HPOx12H,0, 4g KH,PO4/20liter desztillalt viz, pH 7,2),
majd fugaltuk (1500rpm, 10 perc, 12°C), felvettiik ismert mennyiségii MACS pufferben és
Biirker kamra segitségével tripankék festéssel (Trypan Blue solution, SIGMA, Germany)
sejtszamolast végeztiink. A sejteket magneses térben (VarioMACS, Miltenyi Biotech,
Germany) LS oszlop (Miltenyi Biotech, Germany) segitségével szeparaltuk. A CDI14"
monocitak pozitiv szelekcidja a heterogén sejtszuszpenziobol (Quadro MACS, Miltenyi
Biotech) anti-human, paramagnesesen jelolt anti-CD14 monoklonalis antitesttel tortént
(Miltenyi Biotech, Germany). 10® sejthez 20 pl anti-CD14 gydnggyel konjugalt ellenanyagot
és 80 ul MACS puffert adtunk, ezutan a sejteket 20 percig jégen inkubaltuk, majd a
sejtszuszpenziot MACS pufferrel 45 ml-re kiegészitve 1500rpm-en 12°C-on centrifugaltuk.
Centrifugélast kovetden a pelletet S00 ul MACS pufferben vettiik fel, majd egy eldkészitett,
magneses sejtszeparald berendezésben levé (VarioMacs) oszlopra pipettaztuk. A CD14+
monocitak kitapadnak az oszlophoz (pozitiv szelekcid) mig az egyéb sejtek atfolynak rajta. A
pellet pipettazasa utan, az oszlopot eldszor 3x1 ml, majd 2x3 ml MACS pufferrel mostuk
majd az oszlopot eltavolitottuk a magneses térb6l és 6 ml MACS pufferrel a CD14+
monocitakat atmostuk egy 15 ml-es centrifugacsébe. Ujabb sejtszamolast végeztiink, majd a
sejteket 5x10° monocita/ml sejtszamban 48 lyuku platen 0,5 ml 10% FCS (Gibco, Paisley,
Scotland), 1% Penicillin-Streptomycin (Hyclone, South Logan, Utah) tartalmt RPMI-1640
(Sigma Aldrich, Missouri, U.S.) médiumban vettiik fel.
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A monocitakb6l 100 ng/ml human IL-4 (Peprotech EC, UK) és 80 ng/ml GM-CSF
(Leucomax; Gentaur Molecular Products, Belgium) citokinek jelenlétében a 3. napra nyugvo
DC-ek differencialddtak.

5.2 Mezencymalis sztroma szeri sejtek és csontvel6i 6ssejtek tenyésztése

Az MSCI sejteket 10% FCS-t (Gibco, Paisley, Scotland), 1% Penicillin-Streptomycin-
t (Hyclone, South Logan, Utah) és 1 g/liter L-glutamint tartalmaz6 DMEM (Gibco, Waltham,
Massachusetts, U.S.) tapoldatban, 5% CO,-t tartalmazé parasitott légterii termosztatban,
37°C-on tenyésztettiik. A sejtvonalat T75 flaskaban (TPP, Trasadingen, Switzerland) tartottuk
fenn. Kétnaponta ellendriztiik a sejttenyészetet fénymikroszkoppal. Abban az esetben, ha a
tenyészet konfluenssé valt, a sejtek érintkeztek egymadssal vagy nagyobb csoportokba
rendezddtek, az optimalis ndvekedés fenntartdsa érdekében passzalast végeztiink 0.02-0.05%
Tripszin-EDTA (Hyclone, South Logan, Utah) hasznalataval. Az MSCI sejteket maximum 14
passzalas szamig hasznaltuk fel kisérleteink soran.

A csontveldi 8ssejteket (BM-MSC-eket) (US, Poietics™ ) 10% FCS-t (Gibco, Paisley,
Scotland), 1% Penicillin-Streptomycin-t (Hyclone, South Logan, Utah) és 1 g/liter L-
glutamint tartalmaz6 DMEM (Gibco, Waltham, Massachusetts, U.S.) tapoldatban, 37°C-on,
5% CO,-t tartalmazd parasitott 1égteri termosztatban tenyésztettik. A sejtvonalat T75
flaskaban (TPP, Trasadingen, Switzerland) tartottuk fenn, 3-4 naponta etettiik. A konfluenciat
fénymikroszkoppal ellendriztiik. Abban az esetben, ha a tenyészet elérte a 80-90%-0s
konfluenciat, a sejtek érintkeztek egymassal vagy nagyobb csoportokba rendezddtek, az
optimalis novekedés fenntartdsa érdekében passzalast végeztiink 0.02-0.05% TE-EDTA
(Hyclone, South Logan, Utah) hasznalataval.
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5.3 Kisérleti rendszer bemutatasa
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4. abra Kisérleti rendszeriink bemutatdsa. Kisérleteink soran a primer csontveléi MSC-ekkel
és az MSC sejtvonallal ugyanugy jartunk el. Miutan az MSC-ek kelloképpen bendtték a plate-
et, HMGBL1-gyel és resolvin-D1-gyel kezeltiik dket, illetve volt egy kontroll csoport (ctrl),
amelyik nem kapott kezelést. (Koncentraciok: HMGBI1: 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml,
resolvin-D1 koncentraciok: 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml). 24 ords inkubdlast kévetéen
mostuk a lyukakat, valamint a médiumot DMEM-rél 10% RPMI-re cseréltiik. Ujabb 24 éra
elteltével a sejtekrol steril Eppendorf csévekbe gyiijtottiik a kondicionalt médium egy részét,
amivel késébb a dendritikus sejteket (DC) kezeltiik, egy masik részét pedig ELISA-hoz raktuk
el, majd -20 °C-on taroltuk 6ket. AZ MSC-eken expresszalodo sejtfelszini markereket FACS
(fluorescence activated cell sorting) modszerrel vizsgaltuk. Mikor a DC-ek is megfeleléek
voltak, a rajtuk levo médium (10% RPMI) mellé 1:1 aranyban hozzajuk adtuk a kondicionalt
MSC médiumot (MSC-KM) az abran feltiintetett modon. A ,,ctrl” elnevezésii lyuk nem kapott
MSC-KM-ot. Miutan ebben a kézegben inkubalodtak 24 orat, a plate egyik felét poly(1:C)-vel
aktivaltuk. (Koncentracio: 25 mg/ml). 24 ora elteltével a feliiluszokat az MSC-ekhez
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hasonloan osszegytijtottiik ELISA-hoz, a sejteken expresszalodo markereket pedig FACS

modszerrel vizsgaltuk.

5.4 Enzim kotott immunszorbens esszé (ELISA)

A sejtek altal termelt citokinek és kemokinek mennyiségét meghatarozhatjuk egy
standard sorhoz viszonyitva. Kisérleteink soran a DC-ek altal szekretalt 1L-10, IP-10, és az
MSC-ek éaltal szekretalt IL-6, IL-8 tartalmat vizsgaltuk OptEIA kit-ek felhasznalasaval (BD
Biosciences). A 1épések kozt a cég eldirasainak megfeleléen mostuk a lemez lyukait. Coating
pufferben (0,1 M Sodium Carbonate, pH 9,5; 7,13 g NaHCO3, 1,59 g Na,COg3; q.s.1.0 L; pH
9,5 10 N NaOH-dal) higitott (250x) primer ellenanyagot (Capture Antibody) pipettaztunk a
96 lyuka BD FalconTM ELISA lemez lyukaiba, majd a lemezt egy éjszakan at 4 °C-on
inkubaltuk. A kovetkez6 napon a plate lyukait PBS-TWEEN-nel (MilliQ + 10% PBS+ 0,05%
TWEEN-20) mostuk, ezt kovetden 10% FCS tartalmi PBS-sel fedtiik a lemez lyukait, majd a
lefedett lemezt 1 6ran at szobahOmérsékleten inkubaltuk az aspecifikus kotodések kivédése
érdekében. Ezalatt elkészitettiik a standardek (rekombinans human IL-6, IL-8, IL-10, IP-10)
megfeleld higitdsait, mely sordn mindig a cég altal eldirt instrukcidkat kovettiik. A higitashoz
PBS+10% FCS-t hasznaltunk. Az inkubacids id6 leteltével 5-szor mostuk a plate lyukait,
majd felvittiik megfeleld higitasban (két parhuzamos sorban felezd higitasokat készitettiink,
az oszlopok utolso lyukainak kihagyaséaval) a standard sort (50 pl/lyuk), ezt kovetden pedig a
mintakat is (50 pl/lyuk). A mintak felvitelét kovetden 2 ords inkubacio kovetkezett, ezutan a
lyukakba pipettaztuk a Sav-HRP (Streptavidin horseradish peroxidase konjugdatum - Sav-
HRP) enzimet, valamint a masodlagos antitestet (Detection Antibody Biotin Anti Human IL-
6/IL-8/1L-10/IP-10) 250%-es higitasban (100 pl/lyuk). Az 1 oras inkubacios id6 elteltével
mostuk 7-szer a lyukakat, majd citrat, TMB (Tetramethylbenzidin és /hidrogén-peroxid/— BD
PharmingenTMTMB Substrate Reagent Set) és 2ul H,O, felhasznalasaval elkészitettilk a
fényérzékeny szubsztrat oldatot, amit aztan a lemez lyukaiba mértiink (50ul/lyuk). A reakciot
a szinreakci6 megjelenését kovetéen 2N H,SO, hozzdadasaval a  kiilonbozo
citokinek/kemokin esetében eltérd idépontokban Aallitottuk le, 2-10 perccel a szubsztrat
hozzdadasat kovetden. A kiértékelés soran a vak (10% FCS tartalmu sterilen szlirt PBS) OD
(optikai denzitas) értékeit kivontuk a mintdk és sztenderdek OD értékeibdl, majd a standard
sor felezd higitasi sordra egyenest illesztettiink. Ezt kovetden az egyenes egyenletébol
aranyos abszorbanciat ELISA reader segitségével, 450 nm hullamhosszon detektaltuk (Bio-
Tek Synergy HT Multi Detection Microplate Reader, KC4 v.3.4 Software). A kapott értékek és
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a standard sor koncentracidinak ismeretében, Excel program segitségével szamoltuk ki a

crer

5.5 A sejtek immunfluoreszcencias jelolése aramlasi citometrias vizsgalathoz

Az MSC-eket ¢és az MSC-ekrél szarmazo feliiluszé jelenlétében differencialtatott
dendritikus sejteket 6sszegyijtottiik kiilon FACS csovekbe és hideg FACS pufferrel (0,5%
BSA; 0,05% natrium-azid PBS-ben) kétszer atmostuk (centrifugalas: 3000rpm, 1 perc). A
sejtekrél minden mosas utan ledntottikk a puffert, majd a pelletet 100 ul FACS-pufferben
vettiik fel. Végiil hozzaadtuk az ellenanyagokat 40 pul FACS-puffert tartalazé csovekhez,
melyeket a cég altal megadott mennyiségben alkalmaztunk. A sejteket ezutan 30 percig jégen,
sOtétben inkubaltuk. A nem kotodott ellenanyagok eltavolitdsara a sejteket 0jbol atmostuk
hideg FACS pufferrel (centrifugalas: 3000rpm, 1 perc), majd a jelolést 4%-0s
paraformaldehid oldattal (Paraformaldehid) / (CH,O) x / PBS-ben oldva) (Riedel-de Haen,
New Jersey, USA) fixaltuk. A fluoreszcencia intenzitds detektalasahoz BD FACS Calibur
aramlasi citométert (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) hasznaltunk. A festékek
gerjesztését argon-ion 1ézerrel végeztiik, mely tobb hulldmhossz kibocsatasara képes 457-528
nm tartomanyban. Az emissziot az FL-1 (FITC), FL-2 (PE) valamint FL-3 (APC) csatornakon
mértiik. Abrainkon az adott kezelések hatasanak érzékletesebb prezentalasa érdekében azon
molekuldk esetében, ahol a sejt kifejez egy molekulat, de annak mennyiségi megjelenése az
adott kezelés hatasara fokozodhat vagy csokkenhet, median fluoreszcencia intenzitast (MFI)
abrazoltunk. A pozitiv sejtek szazalékat mutattuk meg, amikor a sejtek, melyek expresszaltak,
vagy melyek nem expresszaltak egy adott molekulat jol elkiilonitheté populéacidkat alkottak.
Az eredmények kiértékelése a FlowJo Version 10.1 (De Novo Software, Los Angeles, CA)

programmal tortént.

Fehérje Festék Katalogus szam
CD83 FITC 305306
CD86 PE 374206
PD-L1 PE 329706
PD-L2 APC 329608
CDla APC 300110
CD14 FITC 301804
CD90 FITC 328107
CD49b APC 359309
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CD105 FITC 323203
CD73 PE 344003
HLA-G APC 335910
CD34 APC 251686

3. tablazat Az aramldsi citometrias mérések sordn vizsgalt sejtfelszini molekulak jelolésére

hasznalt fluoreszcens festékkel konjugalt antitestek adatai.

Gerjesztés (nm) Emisszid (nm)
Fluorescein isothiocyanate (FITC) 488 525
Phycoerithrin (PE) 488 575
allophycocyanin (APC) 630 650

4. tablazat A fehérjék jelolésére hasznalt festékek spektralis tulajdonsdagai

5.6 Statisztikai analizis
Ahol a donorszam lehetévé tette, ott egy utas ANOVA statisztikai probat végeztiink

(n>3), melyet Bonferroni post hoc teszt kovetett. Statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik a

kiilonbséget, amennyiben p < 0.05 (p*).
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6. Eredmények

6.1 Kiilonb6z6 médokon prekondicionalt MSC-ek sejtfelszini markereinek vizsgalata

Mivel gyulladasos mikrokornyezetben a gyulladast elésegité proinflammatorikus,
illetve a ,feloldasban” résztvevd faktorok nagyban befolyasoljak az MSC-ek effektor
funkcioit, igy fontosnak tartottuk elsdsorban, hogy kiilonb6z6 prekondicionald szerek hatasat
detektaljuk az MSC-ek fenotipusara. Kisérleteink kezdeti szakaszaban tobb sejtfelszini
marker valtozasat is vizsgaltuk, hogy ezek alapjan kivalasszuk, mely markerek vizsgalataval
érdemes a jovOben részletesebben foglalkoznunk. Aramlasi citometria segitségével a
kovetkezO markerek expresszidjanak valtozasait néztik: CD90, CD29, CD49b, CDI105,
CD73, HLA-G, HLA-DQ, PD-L1, CD34.

Mivel tobb kutatés is bizonyitotta, hogy a kiilonb6z6 szovetekbdl szarmazé MSC-ek
eltéré tulajdonsagokkal jellemezhetdek, igy vizsgélatainkat primer csontveléi MSC-eken,
valamint MSCI sejtvonalon is elvégeztiikk és végig nagy hangsulyt fektettiink a felmeriild

kiilonbségek detektalasara.
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5. dbra Kiilonbozé modon prekondiciondlt BM-MSC-ek sejtfelszini markereinek vdltozdsai.
Az abran feltiintetett markerek expresszios szintjének valtozasat aramlasi citometria
segitségevel vizsgaltuk. Az MSC-eket HMGBI és resolvin-D1 kiilonbozo koncentracidival
kezeltiil, illetve volt egy kontroll csoport, ami nem kapott kezelést. 24 ora elteltével mostuk a
lyukakat, valamint feliiluszot cseréltiink DMEM-rol 10% RPMI-re, majd a FACS mérés ezt
kovetéen ujabb 24 ordaval tortént. A jeloletlen csoport azokat a sejteket mutatja, melyek a
Jjelolés soran nem kaptak antitestet. HMGBI koncentraciok: 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml,
resolvin-D1 koncentrdaciok: 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/lml. Az adatok kiértékelését FlowJo

programmal végeztiik.

Az eredményekbdl lathatjuk, hogy a kiilonb6zd el6kezelések leglatvanyosabb mddon a
CD90, CD29, valamint a CD49b expresszids szintjében okoztak kiillonbségeket. A jovoben
ezeknek a markereknek a részletesebb megfigyelését tliztiik ki célul a primer csontveldi MSC-

ek esetében.
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Ugyanezeket a markereket vizsgaltuk MSCI sejtvonalon is, az 5. abra mutatja azokat a

fehérjéket, ahol valtozasokat tapasztaltunk.

kontroll
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[_|HMGB1 150
[@|RvD1 10
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|m|Jelsletien
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6. dbra Sejtfelszini markerek expresszios szintjének vialtozdsa kiilonbozé modon
prekondicionadlt MSCI sejtvonal esetében. Az dbra azokat a sejtfelszini markereket mutatja,
melyek esetében vizsgadlatunk sordn figyelemremélto valtozast tapasztaltunk a kiilonbozo

kondiciokban. Az MSCI sejtvonalat a BM-MSC-ekkel megegyezé modon kezeltiik.

Kiilonbséget talaltunk a PD-L1 expressziojaban az MSCI és BM-MSC-ek kozott, ami
a kisérletek szaménak ismétlését és részletesebb feltarasat kivanja a jovoben.
Elmondhat6, hogy kezeléseink hatasdra kiilonb6zd mértékben valtozott a mezenchymalis

dssejtek fenotipusa.

6.2 Prekondicionalt MSC-ek citokintermelésének vizsgalata

Az MSC-ek gyulladasban betoltott effektor funkcidinak egyik kulcsfontossagh 1épése
a kiilonbozo citokinek termelése, mellyel hozzajarulhatnak a gyulladds megsziintetéséhez.
Citokintermelésiikre a szoveti kornyezetben megjelend gyulladas-asszocialt anyagok hatassal
lehetnek. Tovabbi kisérleteinkben a prekondicionalt MSC-ek altal termelt citokinek
mennyiségi vizsgalatara tértiink ki, figyelembe véve a BM-MSC-ek és MSCI citokin
termelésében fellépd esetleges kiilonbségeket. Az MSCI és BM-MSC-ek feliiltiszojanak
esetében is az IL-6 és az IL-8 citokinek mennyiségének detektalasat végeztiik ELISA modszer
segitségével. E tekintetben vizsgaltuk azt a feluszot, amit a 24 6ras kezelés utan gytijtottiink
és még tartalmazta a hozzaadott HMGBI1-et és RvDl-et, illetve a mar mosott sejtek altal
termelt feliiliszoban talalhatdé mennyiséget is, amivel majd késébb a DC-eket kezeltiik.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az MSCI és BM-MSC-ek esetében kiilonbozden hatnak az

elokezelések a vizsgalt citokinek termelésére.
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7. dbra Prekondicionalt MSCI és BM-MSC citokintermelése. Az dabra a kiilonbozo
koncentracioju HMGBI-gyel és RvDI-gyel kezelt MSC-ek IL-6 és IL-8 termelését mutatja.
Mindegyik esetben vizsgaltuk a citokin mennyiségét az elokezelés utan 24 oraval (ez még

tartalmazta a hozzaadott HMGBI-et és RvDlI-et), illetve a mar mosott és médium cserén
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datesett sejtek (DMEM-rél 10% RPMI-re) feliiluszojaban jelenlevd citokinek mennyiséget is,
mely feliiluszokkal a késobbiekben a DC-eket kezeltiik. A sejtek dltal termelt citokinek
mennyiségi vizsgalatat ELISA modszer segitségével hataroztuk meg. Az abra A részén primer
csontveldi MSC-ek citokintermelése ldthato, a B részén pedig az MSCI sejtvonal dltal termelt.
HMGBI koncentrdciok: 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml, resolvin-DI koncentraciok: 10
ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml. (n>2)

A BM-MSC-¢k esetében az A abran az IL-8-nal lathatjuk, hogy miutan lemostuk a
sejtekrél a HMGBI1-et és RvD1-et, csokkent a termelt IL-8 mennyisége. A kontrollhoz képest
az IL-8 termelést az elokezeléseink csokkentették 24 orat kdvetden, majd a mar mosott sejtek
24 oras feliiluszojanak  mérésénél ezek a  kiillonbségek gyengiiltek, illetve itt
koncentraciofiiggést is tapasztaltunk. IL-6 esetében az els6 24 oras feliilluszoban a HMGBI-
gyel és RvDI-gyel kezelt BM-MSC-ek esetében eltéréseket tapasztaltunk, a RvDI
csOkkentette a termelt IL-6 mennyiséget, mig a HMGBI1 nem okozott valtozast a kontrollhoz
képest. A mosott sejtek 24 orads feliiliszojanal mindegyik el6kezelés hatdsara novekedést
lathatunk IL-6 tekintetében a kontrollhoz viszonyitva, a HMGBI1 és RvDI1 kezelés okozta
kiilonbségek itt kiegyenlitddtek. Osszességében viszont itt is elmondhaté, hogy mosis ora
utan kevesebb IL-6-ot mértiink a feliiliszoban.

Az MSCI sejtvonalnal IL-8-at tekintve a kezelést kovetd 24 oras feliiliszoban a
kontrollhoz képest csokkent citokintermelést lathatunk, mig moséast és feliiluszo cserét
kovetden a masodik 24 oras feliiluszoban mindegyik kondicional nétt a termelt IL-8
kontrollhoz viszonyitott mennyisége. A BM-MSC-ekkel ellentétben itt mosas utin nem
csOokkent, hanem nott a termelt citokinkoncentracio. HMGBI1 kezelésnél az elso és a masodik
24 o6ras inkubaciot kovetden is koncentraciofiiggést tapasztaltunk. IL-6 citokint nem
detektaltunk MSCI esetében.

Megallapithatd, hogy kezeléseink hatisara kiilonbségek latszanak a két MSC sejttipus

citokintermelésében.

6.3 MSC-ekrol szarmazoé Kkondicionalt médium (MSC-KM) hatasa moDC-ek
fenotipusara

Tobb tanulmany is igazolta, hogy az MSC-ek tobb szinten képesek hatni a DC-ekre,
beleértve a fenotipusuk megvaltoztatasat. Kisérleteinkben a kondicionalt MSCI-rél és BM-
MSC-ekrdl szarmazo feliiluszo hatasat szerettiik volna feltarni dendritikus sejtek fenotipusara.

Ezen tulmenden 1étrehoztunk a DC-ekbdl két csoportot: egy kontrollt, ami csak MSC-KM-ot
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kapott, illetve egy olyat, ami szintén megkapta ugyanezt az MSC-KM-ot, de 24 6ra utan
poly(I:C)-vel aktivaltuk. Igy lehetéség nyilt az MSC-prekondicionalds antiviralis valaszra
gyakorolt hatdsainak vizsgalatira. A két csoportot egymdashoz viszonyitva vizsgaltuk. A
kovetkez0 markerek expresszids szintjének valtozésat figyeltilk 4ramlasi citometria

segitségével: CD83, CD86, PD-L1, PD-L2, CD1a, CD14.

Kapuzasi stratégia

A h

»

SSC
Események

FITC

APC

v

kontroll Poly(l:C)

A

Események

CD1a CD14

8. dbra Kapuzdsi stratégia. Az dramlasi citometridval torténd méréseink kiértékelését a fenti
kapuzasi stratégia alapjan végeztiik el az MSCI és BM-MSC-ekrdl szarmazo kondicionalt és

kontroll moDC-ek esetében.
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Tobb vizsgalt marker kapcsan is valtozasokat talaltunk.
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markereinek expresszios szintjében bekovetkezd valtozasokat lathatunk, amit
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apasa
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uszo meg

citometriaval hatdroztunk meg. A poly(1:C) csoportot a feliil

utan aktivaltuk. A ,,DC”

KM kezelést. A tobbi csoport neve azt jelzi,

csoport nem kapott MSC-

mivel kondicionaltuk a BM-MSC-eket. HMGBI koncentraciok: 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150

ng/ml, resolvin-D1 koncentraciok: 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, poly(I:C) koncentracio: 25

mg/ml. Az adatok kiértékelését FlowJo programmal végeztiik. (n>3)

29



A CDB83 expresszios szintjét a kondicionalt médium ugy valtoztatta meg, hogy mig a
feliiluszot nem kapott DC-ek esetében az aktivalt csoporton volt nagyobb a mennyisége, a
BM-MSC-ek feliiluszojanak hatasara minden esetben megnétt a nem aktivalt csoporton a
marker kifejezOdése. A CD86 aktivaciés markert vizsgalva lathatjuk, hogy a poly(I:C)-vel
torténd aktivalasunk sikeres volt, illetve bizonyos kondiciok a kontroll csoportokon is
BM-MSC feliilusz6 okozott nagyobb valtozast az aktivalt csoportban. PD-L2 esetében a
feliiluszo jelenléte mind az aktivalt, mind a nem aktivalt csoportban novelte az expressziot,
illetve a kontroll, feliiliszot nem kapott DC csoportnal latott kiilonbségeket tobb esetben
kiegyenlitette. A CD1a-ra nem volt nagyobb hatassal az MSC-KM. CD14-nél minden esetben
nott a feliiluszo hatadsara a marker expresszios szintje.

Ugyanezeket a markereket vizsgaltuk MSCI-KM esetében is, az eredményeket az 10.

abra foglalja ssze.
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minden esetben megforditotta az aranyokat az aktivalt és nem aktivalt csoportok kozott,
novelte a poly(I:C) kezelést nem kapott csoport aktivaltsagat CD83 tekintetében. A poly(l:C)
kezelés sikeres volt, ahogy ezt a CD86 kifejezodése mutatja. A PD-L1 expresszidjat tekintve
minden esetben tendencialis kiilonbségek latszanak az aktivalt és nem aktivalt sejtek kozott,
amit nem befolyasolt nagyobb mértékben az MSCI-KM jelenléte. Erdekes viszont, hogy a
hasonl6 funkcioji PD-L2-nél nem ezt a mintazatot latjuk, ugyanis itt nem tapasztalunk a
poly(I:C) kezelés hatasara valtozasokat az expresszids szintben, illetve elmondhatd, hogy a
MSCI feliiliszé hatdsara nem tortént nagyobb valtozas. A CDla expresszidja az Osszes
vizsgalt csoportban nagyjabdl azonos, fiiggetleniil poly(I:C) aktivalastol és MSCI-KM-mal
vald kezeléstol. A CD14 kifejezédése ugy valtozott, hogy az MSC feliiliszoé jelenléte ndvelte
a nem aktivalt csoportban a mennyiségét a feliiliszo6t nem kapott sejtekéhez képest, kiilondsen
a ,ctrl”, ,hmgb50” és ,,hmgb150” feliiliszok esetében.

Eddigi eredményeink alapjan lathatd, hogy az MSC feliiluszok jelenléte hatassal van a
DC-ek fenotipusara és ez tobb esetben fiigg az MSC-ek elkezelésétdl, de ennek pontos

feltarasa még a kisérletek szamanak ismétlését igényli.

6.4. MSC-KM hatasa moDC-ek citokintermelésére
Végiil vizsgaltuk az MSCI sejtvonal és BM-MSC-ek kondicionalt médiumaval kezelt
DC-ek citokintermelését. Kisérleteink sordan az IL-10 és IP-10 citokinek DC médiumban

crer
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11. dbra BM-MSC-KM és MSCI-KM hatasa moDC-ek citokintermelésére. Az abran MSCI-
sejtvonal (MSCI-KM) és primer csontvel6i MSC-ek (BM-MSC-KM) kondicionadlt médiumaval
kezelt dendritikus sejtek dltal termelt citokinek mennyiségében bekovetkezé valtozasokat
latunk, amit ELISA modszerrel hataroztunk meg. A poly(I:C) csoportot a feliiluszo
megkapasat kovetéen 24 ora utan aktivaltuk. A ,,DC” csoport nem kapott MSC-KM kezelést.
A t6bbi csoport neve azt jelzi, mivel kondicionaltuk az MSC-eket. HM GBI koncentraciok: 50
ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml, resolvin-D1 koncentraciok: 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml,
poly(I:C) koncentrdcio: 25 mg/ml. (n>2)

IP-10 esetében mind a HMGBI, mind a RvDI legmagasabb koncentraciojanal
tendencialis csokkenést lathatunk a nem aktivalt csoport citokintermelésében a feliiliszot nem
kapott csoporthoz képest a BM-MSC-KM ¢és MSCI-KM hatasara is. A BM-MSC-KM az IP-
10-et a HMGB1 150 ng/ml koncentracidjanal szignifikdnsan csokkentette. Az 1L-10
termelésben az eldkezelést nem kapott BM-MSC médium hatasara (,ctrl”) tendencialis
kiilonbséget tapasztaltunk, mivel mig a nem aktivalt csoport IL-10 termelése megemelkedett,
az aktivalt csoporté lecsokkent. Epp az ellenkezd hatast véltotta ki viszont a ctrl MSCI-KM,

ugyanis itt az aktivalt csoport IL-10 termelése csokkent és a nem aktivalté nétt. A HMGBI1
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kezelés leglatvanyosabban BM-MSC-KM ¢és MSCI-KM kezelésnél is a 150 ng/ml
koncentracioji csoportndl novelte a kiilonbségeket ugy, hogy az aktivalt sejtek
citokintermelése nétt a nem aktivalthoz viszonyitva. Mig a RvD1-gyel kezelt BM-MSC-KM
hatasara azt latjuk, hogy a nem aktivalt DC-ek IL-10 termelése novekszik a koncentracid
fliggvényében, gy az MSCI-KM hatésara ugyanitt csokkend tendenciat tapasztalunk.
Megallapithatd, hogy az MSC-ek eldkezelése tobb koncentracidban is befolyasolta
azok hatdsat a DC-ek citokintermelésére, illetve itt is latunk kiilonbségeket a két MSC

sejttipus immunmodulalé hataséban.
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7. Diszkusszio

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a resolvin-D1 kezelés erdsebben befolyasolta
a mezenchymalis 6ssejtek fenotipusat, mint a HMGBI1 (5. és 6. abra). Az MSC-ek jelent6s
szerepet tOltenek be a gyulladast kovetd regeneracios folyamatok soran, ekkor szamos,
példaul leukocitakbol szarmazé faktor lehet jelen a mikrokdrnyezetben, koztiik az SPM-ek
csoportjaba tartozo resolvinok is (18, 26). Eddigi eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy
a resolvin-D1 MSC fenotipust befolyasold hatasa fokozhatja az &ssejtek regeneracios
folyamatokban betoltott szerepét, ezért tovabbi kutatdsok sziikségesek, amik altal
részletesebben feltarjuk ezt a mechanizmust.

A kiilonbozd szovetekben elhelyezkeddé MSC-ek eltérd fenotipussal rendelkeznek,
kiilonb6zé receptor mintazattal jellemezhetdek, ezért bizonyos anyagok iranti
érzékenységiikben is kiilonbozoek lehetnek (17). Kezeléseink hatasara a két vizsgalt MSC
sejttipus IL-6 és IL-8 termelésében is eltéréseket tapasztaltunk (7. abra), eredményeinket
tovabbi vizsgalatokkal tervezziik alatdmasztani és fényt deriteni ra, miért nem detektaltunk
IL-6 termelést a MSCI esetében, annak ellenére, hogy a szakirodalom szerint szabalyozo
mechanizmusaik egyike az IL-6 termelés (27). MSCI esetében tendencialis valtozast
tapasztaltunk IL-8-nal HMGBI kezelés hatasara, lathatd, hogy a koncentracio novekedésével
aranyosan csokken a termelt IL-8 kemokin mennyisége, ezaltal kevesebb gyulladédsos
folyamatokban részt vevd sejtet, példaul neutrofil granulocitat vonzanak a helyszinre,
potencialis antiinflammatorikus hatast kivaltva ezzel.

A dendritikus sejtek fenotipusanak vizsgalatakor szintén azt tapasztaltuk, hogy a két
sejttipus eltérd hatast fejt ki bizonyos vizsgalt markerekre, ezzel eltéré modon hatva az
adaptiv immunvalasz milyenségére (9. és 10. abra). BM-MSC-ek esetében irodalmi
adatokkal, illetve munkacsoportunk korabbi megfigyeléseivel Osszhangban (28) a
kondicionalt médium novelte a CD86 kifejezddését az aktivalatlan DC-ek felszinén, valamint
jelentésen novelte a PD-L1 kifejez6dését az aktivalt DC-eken. Ezeknek a markereknek a
befolyasolasaval az MSC-ek a DC-ek kostimulacios profiljanak befolyasolasan keresztiil
hatassal lehetnek a kialakuld T-sejt valaszra, példaul a naiv T-sejt aktivacidjara. A DC-ek
expresszidja folyamatosan csokken. Az MSC-ek altalanossagban csokkentik ezen

differencidciés folyamat hatékonysagat, ezt eredményeink is alatdmasztjak, ugyanis az MSC-
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ekbdl szarmazd faktorok jelenlétében a CD14 expresszidja nem csokkent a kezelést nem
kapott DC csoporthoz képest.

Tovabbi eredményeinkben lathatjuk, hogy a HMGBI1 ¢és RvDI legmagasabb
koncentracidjaval kondicionalt BM-MSC-ekr6l, illetve a MSCI-r6l szarmazé feliiliszoval
kezelt aktivalatlan DC-ek esetében is csokkent az IP-10 termelés (11. abra). A 150 ng/ml
koncentracioju HMGBI1-gyel kezelt BM-MSC-KM szignifikansan csokkentette az IP-10
termelést. Az IP-10 fontos a kialakuld antiviralis valaszban, Osszefiiggést mutat az APC-ek
IFN- vy termel6 képességével (29), ezaltal befolyasolhatja a Thl és Tc valaszt virusfert6zést
kovetden. A tovabbiakban ennek vizsgalatara terveziink fokuszalni. A mezenchymalis
Ossejtek egyik legfontosabb eszkdze immunmodulacidjuk soran, hogy képesek fokozni a
mieloid eredetli sejtek IL-10 termelését. Erdekes méodon latvanyos kiilonbséget figyeltiink
meg a kontroll MSC-KM-mal kezelt DC-ek IL-10 termelésében, illetve mindkét sejt esetében
a HMGBI1 legmagasabb koncentracidja fokozta legnagyobb mértékben ezen -citokin
termelését. Ez fontos lehet a gyulladasos folyamatok rezolvalo folyamatokba torténd atmenete
soran, igy a mechanizmus a MSC-¢ek rezolvalo folyamatokban betoltott szerepére vilagithat

ra.
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8. Osszegzés

Osszességében elmondhat6, hogy a kiilonbdzé mezenchymalis Sssejtekkel végzett terapiak
még fejlesztésre szorulnak, ehhez sziikség van az altaluk kifejtett immunmodulacio
részletesebb tanulmanyozasara, megértésére. Munkank soran mi is igazoltuk azt a tényt, hogy
a kiilonb6zo szovetekbol szarmazdo MSC-ek kiilonbozoek funkcidikban, immunmodulacios
tulajdonsagaikban, mashogy hatnak rajuk a gyulladdsos mikrokdrnyezetben jelenlevd
kiilonb6z6é anyagok. Ebben a tanulmanyban olyan eredményeket mutattunk be, melyek jo
kiindulési alapul szolgalhatnak tovabbi kutatasokban és hozzdjarulhatnak az Ossejt terapia

hatékonysaganak fejlesztéséhez.
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