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Roviditések jegyzéke
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APC antigén-prezentalod sejt (antigen-presenting cell)

BSA szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)
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CFSE karboxifluoreszcein szukcinimidil észter (carboxyfluorescein

succinimidyl ester)
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DLS dinamikus fényszoras mérés (dynamic light scattering)

DMEM/F12 Dulbecco altal mddositott Eagle-médium és Ham féle F12 taplalo oldat
keveréke (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12)

EV extracellularis vezikula (extracellular vesicle)

EXO exoszoma (exosome)

FBS magzati borjusavo (fetal bovine serum)

FGF fibroblaszt ndvekedési faktor (fibroblast growth factor)

GVHD graft-versus-host betegség (graft-versus-host disease)

HGF hepatocita novekedési faktor (hepatocyte growth factor)

HLA human leukocita antigén (human leukocyte antigene)

hTERT human telomeraz reverz transzkriptaz (human telomerase reverse
transcriptase)

IDO indolamin-2,3-dioxigendz enzim

IFN-y gamma interferon

IGF-1 inzulinszer(i névekedési faktor 1 (insulin-like growth factor 1)

iPS indukalt pluripotens 6ssejt (induced pluripotent stem cell)

IL-10 interleukin-10

LM-PCR ligacio-medialt polimeraz lancreakcid
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MCP monocita kemotaktikus fehérje 1 (monocyte chemoattractant protein 1)

MDRI1 multidrog rezisztencia protein 1 (multidrug resistance protein 1)
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1 A mezenchimalis dssejtek jellemzése, szoveti forrasai

A mezenchimalis dssejtek olyan szoveti eredetli 6s- vagy elddsejtek, melyek mar
részben elkotelezddtek valamilyen szovettipusra jellemzo fejlédési iranyba, tehat csak
bizonyos sejttipusok létrehozéasara képesek. Természetesen asszimmetrikus osztddassal
onmegljitasra is képesek, tehdt a meghatarozott funkcidra specializalt utodsejt
létrehozasan kiviil képesek egy differencialatlan, még egyértelmiien dssejtnek tekinthetd
utodsejt 1étrehozéasara is. A pluripotens Ossejtekkel ellentétben — amelyek az
extraembriondlis szovetek kivételével a felnott szervezetre jellemz6é valamennyi szovet-
¢s sejttipus 1étrehozéasara képesek — a mezenchimalis dssejtek differenciacios képessége

mar korlatozott, ezért is szoktak ezt a sejtféleséget multipotensnek nevezni.

Onmegujitis - Mezenchimalis 8ssejt
MSC proliferacio
Ossejt
Oszteogenezis Kondrogenezis Miogenezis  CsontvelSi stroma  Tendogenezis/  Adipogenezis Egyéb
Progenitor Ligamentogenezis
&> > o> >
?
Atmeneti Atmeneti Mioblaszt Atmeneti Atmeneti
oszteoblaszt kondrocita stromaseijt fibroblaszt

. - oL r.\h.euron.ck
e D0 s
K bl

A

S

Oszteoblaszt

=

oblasz

on Adipocitak Epitél sejtek
3 b ] e
Terminalis i <ot
3 BEt 2o ]
differenciacié o T
ol Kardiomiocitak
Csont Porc lzom Stroma sejtek in «
Oszteocitak Kondrocitak miocitak tendocitak « .i.
Hepatocitak

1. Abra: A mezenchimalis dssejtek differencialodasi képessége
Forras: Caplan Al, Bruder SP: Mesenchymal stem cells: building blocks for molecular medicine

in the 21st century. Trends in Molecular Medicine; 7(6):259-64 (2001)
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A pluripotens 6ssejtek — embrionalis Ossejtek és indukalt pluripotens dssejtek (iPS
endodermalis eredetli sejttipusok létrehozasara. A mezenchimdlis Jssejtek ezzel
ellentétben elsésorban a mezodermalis eredetli szovetekre jellemzd sejttipusok
1étrehozasara alkalmasak, tehat csont, porc, zsirszdvet, simaizom, inak létrehozasara
koriilmények kozott képesek ectodermalis és endodermadlis iranya differencidciora is,
bar ezen képességiik, amelyet unortodox plaszticitasnak is szokds nevezni, erdsen
vitatott [1].

A mezenchimalis 0Jssejteket eredetileg a csontveld stroma allomanyaban
azonositottak, mint in vitro kultirdban a tenyésztdedény aljdhoz kitapado, fibroblaszt-
szeri morfologidt mutatd, koloniaképzd sejtpopulacidt. A csontvel6i stroma
alloméanyban ezek a sejtek az endotél sejtekkel egyiittmiikodve biztositjak a megfeleld
mikrokdrnyezetet a vérképzd Ossejtek szdmara, mely a normalisan miikodd felnott
vérképzés szempontjabol elengedhetetlen [2]. Manapsag mar széles korlien elfogadotta
valt az a nézet, miszerint a mezenchimalis Ossejtek szinte valamennyi szervbdl és
szovetbodl izolalhato kotdszoveti dssejteknek tekinthetdk [3]. A csontveldn kiviil nagyon
konnyen hozzaférhetd forrasuk a zsirszovet, a koldokzsinor un. Wharton-kocsonyaja, de
mindemellett a timuszbol, majbol, tiidébol, vesébol, 1€pbdl, izomszdovetbol, és még
szdmos egyeéb szdvetbdl is — aortabol vagy vena cava falabol, st egyes forrasok szerint
agyszovetbdl is — éppugy kinyerhetdek [4,5].

A mezenchimalis 6s-, vagy mas megjelolés szerint mezenchimalis strémasejtek
izolaldsa még a mai napig plasztik adherencidjukon alapszik, mivel specialis, csak rajuk
jellemzd markerekkel nem rendelkeznek. Az International Society for Cellular Therapy
(ISCT) javasolta még 2006-ban azokat a minimalis kritériumokat, melyek teljesiilése
esetén az adott sejteket mezenchimalis Ossejteknek tekinthetjiik. Ez a kritériumrendszer
a mai napig érvényben van: azok a sejtek tekinthetjiik mezenchimalis 6&ssejteknek,
amelyek a milanyag tenyésztdedény aljara kitapadnak, fibroblaszt-szerli morfologiat
mutatnak, valamint csont, zsir és porc iranyu differencidcios képességgel rendelkeznek
in vitro. Ezen kiviil sejtfelszinlikon ki kell fejezniiikk a CD44, CD73, CD90 és CD105

antigéneket, viszont nem hordozhatjak felsziniikon a hematopoetikus, tehat vérképzo
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Os- és elddsejtekre, valamint az endotélsejtekre jellemzd antigéneket: CD11b vagy

CD14, CD34, CD45, CD79a vagy CD19 és HLA-DR [6].

1.2 A mezenchimalis dssejtek immunoldgiai sajatossagai

Kutatdsaim szempontjabol a mezenchimalis Ossejtek legfontosabb tulajdonsdgai a
kiilonleges immunoldgiai sajatsagaikhoz kothetéek. Az MSC-k nem vagy mérsékelten
immunogének, mivel rendkiviil alacsony szinten, vagy egyaltalan nem fejezik ki az
MHC-I és MHC-II (f6 hisztokompatibilitdsi komplex I ¢és II) antigéneket. Emellett
kiemelked6 gyulladasgétld és immunszuppressziv aktivitassal rendelkeznek in vitro és
in vivo egyarant [7-10]. Gyakorlatilag a természetes ¢€s adaptiv immunrendszer 0sszes

sejttipusanak mitkddésére képesek gatld hatast kifejteni [11-13] (2. abra).

Makrofégok Dendritikus NK—se]:iek T-se}tek Regulator T-sejtek B-sejtek

Neutrofil Monocitak
granulocitak
Apoptozis Monocitik M2 fenotipus Erés és Prolifericié gétlasa Proliferici és citokin Trig seitek Prolifericio és
gatlasa érésének  (gyulladdsgatdé) — aktivacio termelés gatlasa nivekedésének  differenciacio gatlasa
gatlisa indukcioja PGE,  gitlisa NK-sejt fiiggd fenntartisa
Extravazicié kizvetitésével citolizis részleges Ty irdnya dilferencidcié Korlatozott B-sejt
makrofag gétlisa serkentése, IL-17 termelés Trig seitek kemotaxis
fiiggd gatlasa Makrofigok TNFu nivekedése, mely véndorldsa a
termelése és TLR4 MSC-k NK-sejt granulocita aktivaciot sériilt szovetekbe| Altivalt B-sejt eredetit
aktivicidja az fiiged lizise indukal hatékonyabb szolubilis faktorok
MSC-k PGE, nivelik az MSC-k
termelését fokozza T-sejt eredetit citokinek immunszuppressziv
hatisira az MSC-k aktivitisait
immunszuppressziv
aktivitasa no

2. abra: A mezenchimalis 6ssejtek immunszuppressziv aktivitasa
Forrés: Alan Tyndall: Mesenchymal stem cell treatments in rheumatology — a glass half full?
Nature Reviews Rheumatology; 10, 117-124 (2014)

A {6 mechanizmus, amely feleldssé teheté az MSC-k immunrendszerre gyakorolt
gatld hatasaért a kiilonbozo citokinek és faktorok termelése — IL-10, transzformald

novekedési faktor B (TGF-PB), vaszkularis endotelidlis novekedési faktor (VEGF),
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szolubilis HLA-G (sHLA-G), hepatocita novekedési faktor (HGF), prosztaglandin E2
(PGE,), indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO), nitrogén monoxid, hem oxigendz-1 (HO-1) —
melynek kovetkeztében egy lokalis gyulladasgatld mikrokornyezetet hoznak Iétre
maguk kortil [14-17]. Amellett, hogy gatoljak a dendritikus sejtek differecialodasat és
érését, a mar érett dendritikus sejtek antigén-prezentald és gyulladaskeltd képességét is
csOkkentik. Az M1 tipusu, tehat gyulladdsos makrofigok mezenchimalis Ossejtek
jelenlétében M2 tipusu, gyulladasgatld vagy regulator fenotipust vesznek fel. Az MSC-
k feltehetden gatoljak a B limfocitdk osztddasat és differencialodasat is — bar ez
valdsziniileg nagyban fligg a B-sejtek aktivacidjanak erdsségétol is —, valamint a nativ
NK sejtek osztddasara is gatld hatdssal vannak. Fontos kiemelni, hogy a mezenchimalis
Ossejtek erdteljes szuppressziv hatast gyakorolnak a T limfocitdkra is: redukaljak az
aktivalt T-sejtek osztodasat, eldsegitik a regulator T-sejtek képzodését, valamint

megvaltoztatjak a kiilonbozd T-sejt populéaciok citokin profiljat [18,19].

1.3 A mezenchimalis dssejtek terapias alkalmazasanak lehetoségei

Kiemelked6 gyulladasgatld ¢és immunszuppressziv —aktivitasuk folytdn a
mezenchimalis Ossejtek hasznélata kiemelkedd terdpias lehetdségeket rejt magaban
[20]. Az MSC-k szamos olyan rendellenesség esetén sikerrel alkalmazhatoak, melyek
kivalto oka a diszregulalt és talzott mértékli immunvalasz. Ilyen rendellenességek
példaul a graft versus host betegség (graft versus host disease, GVHD), az autoimmun
Chron betegség, szklerdzis multiplex, oszteoartritisz, 1-es tipusu diabétesz mellitusz,
szisztémds lupusz erithematosus (SLE), vagy éppen a kisérletes autoimmun
enkefalomielitisz [10,21-23].

A mezenchimalis Ossejtek terapias alkalmazasa az MSC-k egy masik nagyon fontos
tulajdonsagéhoz, a rendkiviili szovetregeneracios képességiikhoz kothetd. Szamos olyan
angiogén faktort termelnek — fibroblaszt ndvekedési faktor-2 (FGF-2), fibroblaszt
novekedési faktor-7 (FGF-7), monocita kemotaktikus fehérje 1 (MCP-1), vérlemezke-
eredeti novekedési faktor (PDGF), placenta-eredeti ndvekedési faktor (PIGF),
transzformdlo novekedési faktor B (TGF-f), vaszkuldris endotelidlis novekedési faktor
(VEGF) —, amelyek az endotélsejtek ¢és simaizomsejtek osztodasat serkentik, és

végeredményben az erek képzddését (angiogenezis) €s érését idézik eld [24]. Szamos
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olyan egyéb parakrin faktort is termelnek — matrix metalloproteindzok (MMP),
tumornekrozis-faktor a (TNF- o), plazminogén aktivator —, amelyek az extracellularis
felelosek, és végeredményben segitik a matrix atrendezddését. Végiil szdmos olyan
faktort is termelnek, amelyek beinditjdk a sériilt szovetekben a sejtosztodast és
regeneraciot, valamint gatoljak a tovdbbi apoptotikus folyamatokat, ezzel
nagymértékben eldsegitve a sériilt szerv, szovet gydgyulasat [25]. [lyen faktorok példaul
a HGF, inzulinszerti novekedési faktor 1 (IGF-1), stroma eredetii faktor 1 (SDF-1).
Kival6 szovetregeneracios képességiliknek kdszonhetden nagyon sok klinikai kutatdsban
probalkoznak a mezenchimalis Jssejtek terapids alkalmazasdval példaul sziv-
elégtelenség, majat, vesét vagy csontszovetet érintd betegségek, ateroszklerdzis vagy
éppen stroke kezelésében [26].

Lehetséges terapias alkalmazasuk harmadik, szintén intenziven kutatott irdnyvonala a
mezenchimalis  Ossejtek  kiemelkedd  differencidcios  képességével  hozhato
Osszefiiggésbe [27]. A regenerativ orvoslds egyik legigéretesebb teriilete a
mezenchimalis Ossejtek kiilonbozd csontpotlasok soran torténd felhasznalasa, mivel
trauma, tumor, vagy €épp a felndttkori periodontitisz soran felhasznélhatd autolog, vagy
akar allogén csontgraftok eldallitasara ezek a sejtek kivalé megoldast jelenthetnek. Mas
vélemények szerint az ex vivo novesztett és differencidltatott MSC-k a csontszovet

mellett az izomszovet, porcszdvet vagy inak regeneralasara is alkalmasak lehetnek [28].

1.4 Mezenchimalis dssejtek immortalizalasa

Az emberbdl szarmaz6 mezenchimalis dssejtek — bar in vitro tenyésztésiik soran egy
ideig osztodoképesek maradnak — osztédasuk sordn fokozatosan Oregszenek,
plaszticitasuk csokken, mig végiil szeneszcencidt mutatnak ¢és tovabb mar nem
szaporithatdak. A mezenchimalis Ossejtek felhasznalasaval végzett in vitro munkak
reprodukélhatdésdga nagymértékben megkérddjelezhetd, mivel a kisérletek soran
altalaban kiilonb6z6 donorokbol szarmazd, és nagyon eltérd élettartamil primer sejteket
hasznalnak. Tovabb neheziti a helyzetet, hogy példaul az egészséges donorokbol izolalt
csontveld-eredetli MSC tenyészetek feltlind heterogenitdst mutatnak a ndvekedés,

valamint a differencidlodasi képesség tekintetében is, €s ez a heterogenitds semmilyen
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médon nem hozhatd Osszefiiggésbe a donorok életkoraval vagy nemével [29]. Ez a
heterogenitds kikiiszobolhetd egy adott donor Ossejtjeinek ismételt felhasznéldsaval,
viszont az MSC-k plaszticitasa egy id6 utan — az altaldban meglehetdsen intenziv ex
vivo tenyésztés miatt — radikalisan csokken, mignem bekovetkezik a szeneszcencia
allapota [30]. Mind a heterogenitds, mind a replikativ szeneszcencia problémaja
kikliszobolhetd primer MSC  kultarakbol —létrehozott immortalis  sejtvonalak
létrehozasaval. Mivel a sejtek szeneszcencidja egyiitt jar a telomerdk rovidiilésével, a
jelenleg hasznalatos immortalizacids stratégidk jellemzden magukban foglaljak a
telomerdz reverz transzkriptdz (hTERT) erdltetett expresszidjat. Magas exogén hTERT
expreszio segitségével mar sikeresen immortalizaltak emberbdl, tdrpemalacbol, illetve
rhesusmajomb6l szarmazd csontveld-eredetli mezenchimalis  dssejteket [31-34].
Mindazonaltal szamos kutatdcsoport azt taldlta, hogy huméan primer sejtek
immortalizalasdhoz a telomerdz aktivitas helyredllitdsa Oonmagaban nem elegendd
[35,36]. EbbdI kifolydlag més csoportok humén csontveld- és placenta-eredetli MSC-k
esetében az exogén hTERT bevitelét kombinaltdk mas gének kifejeztetésével, mint
példaul a humén papillomavirus (HPV) E6/E7 onkoproteint, vagy a p16™** antagonista
Bmi-1 proto-onkogént kodold gének bevitelével [37,38]. Bar bizonyos esetekben
bizonyitottan elegendd volt a hTERT bevitele, més forrdsok viszont arrél szamoltak be,
hogy a telomeraz aktivitas helyreallitisa melldzhetd lehet bizonyos kondiciok mellett: a
HPV E6/E7 gén kifejeztetése csontveld-eredeti MSC-k esetében [39], valamint a c-
MYC gén kifejeztetése embriondlis Ossejtekbodl differencialtatott MSC-k esetében
onmagaban is elégségesnek bizonyult [40].

1.5 Az extracellularis vezikulak csoportositasa, jellemzoi

Az elmult iddszakban az extracelluléris vezikulak (EV-k) szerepe a legkiilonb6zdbb
membran proteinek és citoplazmatikus komponensek irdnyitott sejtkdzotti
transzportjaban egy nagyon intenziven kutatott tudomdnyteriilett¢ nétte ki magat
[41,42]. Az extracellularis vezikuldk olyan foszfolipid kettds membrannal hatarolt
szubcellularis struktiurdk, amelyek biologiai és fizikai paramétereik alapjan tovabbi

harom {0 csoportra oszthatdak: exoszomék (exosomes, EXO), mikrovezikuldk
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(microvesicles, MV) és apoptotikus testek (3. abra) [43,44]. A vezikulaképzés és az

extracellularis vezikulakkal torténé kommunikacié egy evoluciosan konzervalt

Extracellularis vezikulak
+ Evoluciésan konzervalt

Apoptotikus mechanizmus, az adaptiv
Meret: 100-1000nm sejtvalasz egyik tipusa
50-100 nm , apoptotikus testek Alak: Szabalytalan + Komplex intercellularis
Markerek: Integrinek, informacid-atvitel
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CD40 ligandum
Lipidek: Foszfatidil-szerin * Receptorligandum
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+ Koétédés és fuzio

integrineken és sejtadhézios

Nyugvo és
aktivalt sejt

) Méret: 50-100nm
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! (CDB3/CDY), Alix, eltavolitasa
] n TSG101, ESCRT + Molekulak célbajuttatasa
J Lipidek: Koleszterol, nagy koncentraciéban,
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d o _ o tamogatasa, térbeli
Eredet: Multivezikularis Kiterjesztése (pl.: antigén-

\ endoszémak / vemutalés, tumor teriedtw

3. abra: Az extracellularis vezikulak altalanos jellemzése

Abra forrasa: Bence Gyorgy et al.: Membrane vesicles, current state-of-the-art: emerging role
of extracellular vesicles. Cellular and Molecular Life Sciences; Volume 68, Issue 16, pp 2667—

2688 (2011)

mechanizmus, amely mar a gram pozitiv €s gram negativ baktériumok esetében is
megfigyelhet6. Az ISEV (International Society for Extracelluar Vesicles) nemzetkozi
tanacsa nemrégiben felallitott egy minimalis kritériumrendszert az extracellularis
vezikuldk osztidlyozdsdhoz, mely elsésorban a partikulumok mérete, morfologidja,
biofizikai és biokémiai paraméterei, funkciondlis jellemzdi, valamint a vezikulaképzés
modja alapjan hatarozza meg az egyes EV alpopuldciokat [45]. A legnagyobb
tudomanyos érdeklodés a mikrovezikuldkat és az exoszomakat Ovezi. E két EV
populacido kozotti kiilonbség elsdésorban a méretbeli kiilonbségiikbdl adddik, de a
vezikulaképzés mechanizmusa is teljesen eltérd: az exoszomak atmérdje 50-100 nm
kozotti, és az un. multivezikularis testek exocitozisaval jutnak az intercellularis térbe
spontan illetve kiillonb6z6 stimulusok hatasara is [46,47]. A mikrovezikuldk ezzel
szemben nagyobb méretiieck, 100-1000 nm atmérdvel rendelkeznek, és kozvetleniil a
sejtet hatdrold plazmamembranrol flizédnek le kiilonb6zd stimulusokra [48]. Az
extracellularis vezikuldk a sejtek kozotti komplex informécio-atvitelben toltenek be

nagyon fontos szerepet, hiszen képesek a kiilonb6zo vegyiiletek, fehérjék nagy
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koncentracidban torténd célba juttatdsira, és egyben védelmet nyujtanak szamos
molekula — kiilonb6z6 ribonukleinsavak, miRNS, mRNS — szdmara a degradacié ellen
[49]. Nagyon fontos szerepet toltenek be a donor sejt funkcidjanak tamogatasaban,
illetve térbeli kiterjesztésében, mint példaul az antigénbemutatdas MHCII-antigén
komplex szallitdsaval, vagy a tumorsejtek terjedésének eldsegitése. Az extracellularis
vezikuldk metaanalizise soran kidertiilt, hogy a MV és EXO fehérjek kozotti atfedés bar
jelentds, mégis alapvetdéen sok eltérés van a két vezikula populacio altal szallitott
molekuldk mindségében, mely természetesen a funkciondlis kiilonbségekben is
megmutatkozik [50]. Az exoszomdkra és mikrovezikuldkra egyarant jellemzd, hogy
rengeteg membran asszocialt proteint — koztiik nagyon sok membran receptort —,
viszont nagyon kevés sejtmagi fehérjét tartalmaznak. Mind a két EV populacidra
jellemz6, hogy a nem koédolé RNS molekulakon kiviil nagyon sok miRNS-t és mRNS-t
széllitanak, amit a sejtek 4t is irnak, miutan felvették. A miRNS-ek poszttranszkripcids
szabalyozasért is feleldsek ¢és epigenetikus valtozasokban is szerepilk van. Az
exoszomaknak ezen kiviill az MHCII-peptid komplexek szallitasaban és az antigén
prezentacioban is szereplik van, valamint szamos nem klasszikus modon (leaderless,
[51,52].

Az extracellularis vezikulak felvétele torténhet direkt membran flzioval,
fagocitézissal, klatrin-medidlt endocitozissal, kalveolin-medidlt endocitdzissal,
makropinocitozissal ¢s lipid raft-medialt endocitdzissal is. Ez a folyamat specialis
receptor-ligand kolesonhatdsokon alapul, tehat csak azok a recipiens sejtek képesek
felvenni ezeket a vezikuldkat, amelyek specifikus kotést tudnak kialakitani a vezikuldk
felszinén hordozott receptorokkal vagy ligandumokkal. A folyamatban a kovetkezo
makromolekuldk  jatszanak meghatarozd szerepet: tetraspaninok, integrinek,

immunglobulinok, proteogliikdnok ¢és lektinek, illetve ezek felismerd receptorai [53].

1.6 A mezenchimalis 0Ossejt eredetii extracellularis vezikulak jellemzoi,

immunszuppressziv aktivitasa

Az MSC-eredetli extracellularis vezikulak immunmodulalé aktivitdsa mind ez idaig

egy kevéssé kutatott tudomanyteriiletnek szamitott, azonban az elmult években ez a
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témakor tekintélyes tudomanyos és klinikai érdeklédést vonzott [54,55]. Az MSC-k
meghatarozo jellemzdéje mas sejttipusokhoz képest, hogy megérzik a kiilonbdzo
differencidlt szovetekbe torténd migraciés képességiiket. Szamos tanulmany
bizonyitotta mar egyértelmiien, hogy a mezenchimalis dssejtek szisztematikus vagy
lokalis jelenléte esetén ezek a sejtek képesek szelektiven a sériilt vagy a tumoros
szovetekbe vandorolni [56-58]. Ezzel kapcsolatos az a megfigyelés, hogy kiillonb6z6
patologias kondiciok esetén a cirkuldldo MSC-k szdma megnd. Eszerint feltételezhetd,
hogy sziikség esetén nagyszami MSC mobilizadlhaté példaul sériilésre adott
valaszreakcioként a karosodott szovetek regeneralasa érdekében [59,60]. A migraciojuk
hatterében a szoveti sériilés kdvetkeztében felszabaduld gyulladasos citokinek allhatnak,
ugyanis az MSC-k szamos novekedési faktor receptort — ilyen példaul a korabban mar
emlitett PDGF és IGF-1 receptorai —, valamint kemokin receptort expresszalnak, mint
példaul a CCR2, CCR3, CCR4 és CCRS [61]. Valodszintsithetden a CXCR4 receptor is
mennyiségli SDF-1 (CXCL12) szabadul fel. Bar a receptorok sfirlisége az Ossejtek
felszinén kicsi, a kemokin stimulacio hatasara mobilizalhaté intracellularis CXCR12
szint nagyon magas [62].

Nagyon fontos kérdés még napjainkban is, hogy az MSC-eredetli extracellularis
vezikulak megtartjak-e az eredeti sejtek azon tulajdonsagat, hogy képesek kozvetleniil a
sériilt szovetekben feldasulni? A véalasz még ma sem egyértelmii, mindazonaltal szdmos
in vivo tanulmany szamolt be az intravéndsan adott MSC-eredetli exoszoOmak
szovetregenerald hatasarol, raadasul ezek a partikulumok terapids miRNS molekuldk
célzott kézbesitésére is hasznalhatok lehetnek [63,64].

Az mar bizonyitott, hogy az MSC-eredetli extracellularis vezikuldk olyan mRNS
molekulakat szallitanak, amelyek immunmodul6 hatastu fehérjéket kddolnak [65]. Ezen
kiviil olyan miRNS molekulédk dusulnak fel benniik, amelyek funkcidja egyértelmiien
Osszefliigg az immunrendszer szabalyozasaval [66]. A proteomikai analizisek
eredményeként kideriilt az is, hogy az MSC-EV-k szdmos olyan fehérjét tartalmaznak,
amelyek a gyulladdsos folyamatok soran jatszanak szerepet [50,67,68]. Annak ellenére,
hogy a biologiailag aktiv molekulak tekintetében a mikrovezikulak és exoszomak kozott
jelentés kiilonbség valdszinilsithetd az eltérd eredetiikbdl kifolydlag [49], a pontos

szereplik a mezenchimalis dssejtek parakrin hatdsaiban még ma sem tisztazott. Emiatt
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az MSC-eredetli extracellularis vezikuldk szerepének vizsgalata a gyulladasos
folyamatokban, szovetregenerdcidban, valamint az immunrendszer gatldsaban

robbanasszerl érdeklodést mutat [69-73].

1.7 Az MSC-eredetii extracellularis vezikulak T limfocitikra gyakorolt gatlo

hatasa

Amig az MSC-k altal termelt citokineken és szolubilis faktorokon alapuld gatlo
hatasuk jol ismert, szdmos 0j tanulmany mutatott ra arra, hogy a kozvetlen sejt-sejt
kapcsolatok szintén mghatarozo szerepet jatszanak a T-sejtek funkciondlis gatlasdban. A
B7-H1 és B7-H4 sejtfelszini molekulak bizonyitottan gatoljak a T-sejt aktivaciot és
proliferaciot [74,75]. Az MSC-k sejtkapcsolat-fliggd gatlo hatasa kapcsan meg kell
emliteni a FasL/FAS-kozvetitett T-sejt apoptozis indukciét [76,77] valamint a Notch
szignalizacids utvonal szerepét is [78]. A regulator fenotipust mutat6 antigén prezentalo
sejtek (APC) indukcidja szintén sejtkapcsolat-fliggd mechanizmussal, a STAT3
szignalizacids utvonalon keresztiil valésul meg, melynek eredményeképpen a limfocitak
aktivacioja is gatlas ald kertil [79].

Az MSC-eredetli extracellularis vezikuldk szerepe a T limfocitdk funkciondlis
gatlasdban még kevéssé tisztazott. Mostandig mindossze néhany tanulmény sziiletett,
amelyekben a T limfocitadkra gyakorolt immunmodulald szerepiiket vizsgaltak, viszont
az eredmények meglehetdsen ellentmondasosnak bizonyultak azzal kapcsolatban, hogy
az EV-k hatékonysaga in vitro kisérletek soran megkozeliti-e azt a szintet, amelyet az
MSC-k kozvetlen jelenléte biztosit [80-83]. Bar egyesek szerint az MSC-EV-k erételjes
gatld hatast gyakorolnak az aktivalt T limfocitakra, némi aggodalomra adhat okot, hogy
egy, a Cell Transplantation nevii folydiratban megjelent tanulmany szerint a periférias
vérbdl izolalt mononukleéris sejteknek csak egy kis része volt képes bizonyitottan
felvenni az MSC-eredetii extracellularis vezikuldkat, és ezt a PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cell) szubpopuléciot kizardlag B limfocitak alkottdk [84]. Egy masik
kutatocsoport megvizsgalta a PBMC sejteket — T- és B limfocitdkat, NK sejteket,
valamint monocitdkat —, hogy képesek-e felvenni az MSC-eredetli extracellularis

vezikuldkat, és azt talaltak, hogy legkevésbé a T sejtek képesek ezeket a partikulumokat
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valamilyen formaban felvenni, rdadasul eredményeik szerint az EV-k semmilyen

hatassal nem voltak az aktivalt T-sejtek osztodasi képességére [83].
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2. Célkituzések

1. Elsédleges célunk a T limfocitdk és zsirszovet-eredetli mezenchimalis Ossejtek
kozotti transzportfolyamatok vizsgalata volt, melynek soran a membran Osszetevok
¢s a citoplazma transzportjat egyarant nyomon kovettiik. Ebben a folyamatban kiilon
megvizsgaltuk az egyes extracelluldris vezikula populaciok — mikrovezikuldk és
exoszOmak — szerepét, és 0sszehasonlitottuk a ko-kultirdban lezajlo folyamatokkal.
A sejtmembran jelolését PKH67 fluoreszcens festék segitségével végeztik, a

citoplazma atadasat pedig calcein-esszé segitségével kdvettiik nyomon.

2. A human T limfocitdk mellett C57Bl6 torzsbdl szdrmazo egér timocitdk, human
Jurkat limfoma sejtek, valamint zsirszovet-eredetli mezenchimalis dssejtek kozott is
megvizsgaltuk a membran és citoplazma komponensek atadasanak hatékonysagat, és
az emberi MSC-k mellet egérbdl szarmazo, szintén zsirszovet eredetli mezenchimalis
Osejteket is felhasznaltunk. Az allogén kisérleti modellek mellett tehat xenogén

modellek tesztelését és célul tiztik ki.

3. A citoplazatikus komponensek ataddsanak pontos folyamatat tisztdzando
megvizsgaltuk kiilon a mikrovezikuldk, valamint a kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok
jelentéségét is. A fluoreszcens calcein atadasat a T limfocitdk és human MSC-k
kozott a ko-kulturdk konfokdlis mikroszkdpos vizsgalataval probaltuk kideriteni,
ahol a membran jel6lést Dil, a citoplazma jelolését pedig calcein-esszé segitségével

végeztik.

4. A mezenchimalis dssejtek T limfocitakra gyakorolt immunszuppressziv aktivitasanak
vizsgalatara a T-sejtek receptor-specifikus, vagy mitogénnel torténd aktivalasat
kovetden kertilt sor. A T-sejt proliferacio gatlasan kiviil — melynek vizsgalatdhoz két
kiilonb6z6 esszét is alkalmaztunk (resazurin és CFSE sejtproliferacios essz€é) — a
citotoxikus ¢és helper T-sejtek interferon-gamma termelésének gatlasat is
megvizsgaltuk. A kisérletek sordn kiilon megvizsgéltuk a huméan Zs-MSC-eredetli
mikrovezikuldk ¢és exoszomak dozisfliggd hatasat, az extracellularis vezikulaktol

mentesitett MSC-kondicionalt médium hatasat higitasi sort is alkalmazva, valamint a
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kozvetlen ko-kultardk esetében fellépd T-sejt proliferacio €s IFN-y termelés gatlasat.
Ezeknél a kisérleteknél allogén kisérleti modellt alkalmaztunk, a ko-kultirdkban
kiilonbozd sejtaranyokat is teszteltiink. A sejtosztodas gatlasanak vizsgélatat Jurkat
sejtek esetében is elvégeztiik, kiilon megvizsgalva az MSC-eredeti MV-k, EXO-k,
MSC-KM hatésat, valamint a human MSC-k kozvetlen jelenlétébol adodo gatlo
hatast ko-kultiira modellekben.

. Munkank sordn emberi donorbol szirmazd, zsirszovet-eredetli mezenchimalis
Ossejtek immortalizalasat is célul tlztiik ki, melynek megvaldsitasahoz lentiviralis
génbeviteli eljarast alkalmaztunk. A kiilonb6zé immortalis sejtvonalak l1étrehozéasat
mas-mas gének illetve génkombinaciok bevitelével valositottuk meg: hTERT, Bmi-
1, hTERT+Bmi-1, hTERT+SV40T. Célunk a tovabbiakban annak vizsgélata volt,
hogy ezek a sejtvonalak tovabbra is megfelelnek-e a mezenchimalis dssejtekkel
szemben tdmasztott kritériumrendszernek, hosszan tarté tenyésztés sordn is
megtartjdk-e multipotens allapotukat, vagyis differencidcios képességiiket, valamint

megorzik-e genomi stabilitasukat?
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3. Modszerek

3.1 Sejtek izolalasa és tenyésztése

Minden allatkisérletet az MTA Természettudoméanyi Kutatokozpont Allatkisérleti
Tudomanyos Bizottsaganak jovahagyasaval végeztiink, a vonatkozd erkdlcsi iranyelvek
utmutatasainak maradéktalan betartasaval. Az emberi primer sejtekkel torténd
munkavégzést a magyar Egészségligyi Tudoményos Tanacs (ETT) hivatalos
engedélyével végeztik (Engedélyszam: 24083-3/2013/EHR). A kisérletek soran
felhasznalt valamennyi szovetminta izolalasa, illetve tudomanyos kisérletekben torténd
felhasznalasa a donorok — vagy kiskor donor esetében a sziilok vagy gondviseld —
alapos szobeli ¢és irasbeli tijékoztatasat kovetden, irasos beleegyezésiikkel tortént. A
zsirszovet eredetli mezenchimdlis Jssejtek két donortol, egy 5 éves kislanytol
(csipOdmiitét soran eltavolitott és feleslegessé valt szovetmintabol), valamint egy 30 éves
felnott n6tdl (zsirleszivast kovetden feleslegessé valt szovetmintabol) szarmaznak. Az
egér zsirszovet eredetli mezenchimadlis dssejteket fiatal felndtt (10-12 hetesek), him és
ndstény C57Bl/6 egerek hasi és lagyéki zsirszoveteibdl izolaltuk. A szdveti dssejteket
kisérleteinkhez a 2. és 6. passzalas kozotti idészakban hasznaltuk fel. A zsirszovetet
mosast kovetden (1 x PBS puffer) 0.1% w/v IV-es tipust kollagendzzal emésztettiik
(Sigma—Aldrich, St. Louis, USA) 37°C-on 30 percig. Az emésztd enzimeket
sejttenyésztdé médium hozzaadasaval allitottuk le (DMEM-F12 1:1 kiegészitve a
kovetkezd Osszetevokkel: 10% v/v FBS, 2 mM L-glutamine, és 50 pg/mL gentamicin).
A sejtek tovabbi tenyésztéséhez a médiumot human sejtek esetében hFGF-2-vel (1
ng/ml), egér sejtek esetében pedig 10 szérummal (5% V/V) egészitettik ki. A
timocitakat fiatal felnétt him és ndstény C57Bl/6 egerek timuszabdl izolaltuk. A frissen
eltavolitott timuszt RPMI-1640 tenyészté médiumban mechanikailag roncsoltuk, majd a
nagyobb szovetdaraboktél mentes sejtszuszpenziét 60 um-es nejlon sziirén ((BD
Falcon, Bedford, MA) keresztiil szlirtilk. A megmaradd timocitdkat mostuk (1X PBS
puffer), majd a sejtszam meghatarozasat kdvetden tenyészté médiumban tartottuk fenn.
A human T-sejteket 3 egészséges felndtt donor (28, 31 és 32 éves donorok, két férfi és
egy nod) periférids vérébol izolaltuk Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK) reagens felhasznalasdval a gyartdé Utmutatisai alapjan. A T-
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limfoblaszt Jurkat sejtvonalat (E6-1 klon) az ECACC sejtbanktol (Salisbury, UK)
vasaroltuk. Az egér timocitdkat, huméan T-sejteket €és Jurkast sejteket egyarant RPMI-
1640 médiumban tenyésztettilk, 10% v/v FBS-el, 2 mM L-glutaminnal és 50 pg/mL
gentamicinnel kiegészitve. A médiumokat, reagenseket és rekombinans hFGF-2-t a
Thermo Fischer Scientific-t6] (Waltham, MA, USA) szereztiik be. Minden sejtvonalat
¢s primer sejtet teszteltlink mikoplazma fertézottségre MycoAlert Mycoplasma

Detection Kit (Lonza, Basel, Svéjc) segitségével.

3.2 Mikrovezikulik és exoszomak izolalasa sejtkultira feliiliuszokbol

A mikrovezikula és exoszoma preparatumokat a differencidl centrifugalas és
gravitacios sziirés kombinaciojaval allitottuk eld [85]. A sejtfeliiluszobol elsdként 300g
erdvel torténd, 10 perces centrifugalassal eltavolitottuk a sejteket, majd a
sejttormelékeket és apoptotikus testeket (2000g, 10 perc). A feliiliszot ezt kovetden
gravitacios szlirés segitségével teljesen megtisztitottuk az apoptotikus testekt6l, melyhez
0.8 um poérusméretli korongfiltert hasznaltunk (Millipore, Kenilworth, USA). A
kovetkezd centrifugalaskor kapott pellet tartalmazta a mikrovezikuldkat (12500g, 20
perc, szobahOmérséklet). Miutan a 40 percig tarté, 20500g erdvel torténd ujabb
centrifugaldssal, valamint egy ujabb gravitaciés sziiréssel (0,22 pm pérusméretii
korongfilter, Millipore) eltavolitottuk a feliiliszobol az Gsszes mikrovezikulat, a
homogén exoszéma izoldtumok kinyerés¢hez a feliiluszo6t 100.000g erdvel
ultracentrifugaltuk 70 percen keresztil 4°C-on egy Beckman L7 ultracentrifuga
segitségével, melyhez egy 70.1 TI tipusu rotort hasznaltunk (Beckman Coulter, Brea,
CA). PBS pufferrel torténd mosast kovetden az extracellularis vezikuldkat 1x PBS
pufferben Ujra szuszpenzaltuk és fagyasztas nélkiil azonnal felhasznaltuk a tovabbi

kisérletekhez.

3.3 Dinamikus fényszoras mérés (Dynamic light scattering analysis, DLS)

A dinamikus fényszoras méréseket a korabban meghatarozott és beallitott mérések

alapjan végeztik el [85]. A mérés soran egy ALV goniométerhez szerelt CVI Melles

Griot, 457.5 nm hullaimhosszusagli diodalézert hasznaltunk. A szoért fényt a
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lézernyaldbhoz viszonyitva 90°ban detektaltuk. A méreteloszlas meghatirozasahoz
hasznalt Un. autokorrelacidos fliggvényt a Semmelweis Egyetem Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézetében kifejlesztett szoftver segitségével hataroztuk meg. A
vezikuldk méreteloszlasanak meghatdrozdsdhoz a maximum entropia modszert
hasznaltuk. A partikulumok pontos atmérdjének meghatarozasakor a gomb alakzatok
esetében haszndlatos korrekcios fliggvényt alkalmaztunk, mivel a szort fény intenzitasa

nagyobb méretétli részecskék esetében erdsen feliilreprezentalt.

3.4 1Izon qNano technolégian alapulé részecskeméret -és Kkoncentracio

meghatarozas

Az un ,,resistive pulse sensing” jelenségen alapuldé méréseket a korabban mar

meghatarozott modon végeztik el [86] egy gqNano késziilek segitségével (IZON

crer

cre

(mo6dusz) CPC200B ¢és CPC400 gyongyoket hasznaltunk 1000-szeres higitasban.
Konzekvensen mintanként legaldbb 500 eseményt regisztraltunk linedris
részecskearamlas mellett, NP100 és NP400 nanoporus membranok felhasznalasaval,
45-47 mm kozotti allando feszitési tdvolsagot alkalmazva. A mérési fesziiltséget 0,2-
0,34 V kozotti értékre allitottuk a stabil, 126-130 nA dramerdsség €s az alacsony RMS

zajszint érdekében.

3.5 Transmisszios elektronmikroszképia (TEM)

srer

vizsgalatahoz az MV izolatumokat 4%-o0s paraformaldehiddel fixaltuk 60 percig, majd
0,5%-0s ozmium-tetraoxiddal utofixaltuk szintén 60 percig szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden a mintdkat 1%-os wuranil-acetait oldatban festettik 30 percig
szobahdmérsékleten. Desztillalt vizzel torténd mosast és felszallo etil-alkoholos
dehidratalast kovetden a mintdkat hidrofil LR white gyantdba dgyaztuk és 24 oOran

keresztlil 60°C-on inkubaltuk a gyartd utasitasa szerint. Az ultravékony metszeteket
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végiil 50% metanolt tartalmazo, 4%-os uranyl-acetdt oldatban (8 perc), majd ezt
kovetden 6lom-citrat lugos oldataban (3 perc) kontrasztositottuk.

A fixalt (4%-os paraformaldehid) €és Gjraszuszpendalt exoszéma mintakat Formvar-
carbon bevonattal ellatott EM gridekre vittiik fel. A mintdkat eldszor uranil-oxalat
oldattal kontrasztositottuk, majd 4%-os uranil-acetat és 2%-os metil-celluléz oldatok
1:9 aranya keverékébe agyaztuk. A mintakat a teljes szaradast kovetden egy JEOL JEM
1011 tipusu transzmisszios elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk 60 kV
fesziiltség alkalmazasaval. A képeket egy 11 megapixeles Olympus Morada kamera és
az ITEM (Olympus) szoftver segitségével készitettiik és elemeztiik. Minden felhasznalt

anyagot ¢és reagenst a Sigma-Aldrich-t6l rendeltiik.

3.6 A sejtek és extracellularis vezikulak aramlasi citometrias vizsgalata

Felhasznalt antitestek: Alexa Fluor-488-konjugalt Annexin V (Thermo Scientific),
PE-konjugalt anti-human CD3 (561808), CD14 (555398), CD63 (556020), CD73
(550257), CD90 (555596) FITC-konjugélt CD44 (560977), CD34 (345801), CD45
(555482), BV421-konjugalt IFN-y (562988) ¢és FITC/PE-konjugalt CD4/8 simultest
(342407), APC-konjugalt CD90 (559869), PerCP-Cy5.5-konjugalt CD44 (560531),
CD105 (560819), CD19 (332780), HLA-DR (562007); FITC-konjugalt anti-egér Sca-1
(553335), PE-konjugalt CD3 (561799), CD4 (557308), CD44 (553134), CD63 (564222)
¢s CD90 (553014) (BD Biosciences, San Jose, CA). A sejteket s mikrovezikuldkat - 1x
PBS pufferrel torténd mosast kovetden - inkubaltuk a megfeleld ellenanyagokkal 30
percig 37°C-on/szobahdmérsékleten (sejtek/MVKk). Ismételt mosast kdvetden a sejteket
0,5% szarvasmarha szérumalbumint tartalmaz6 PBS pufferben (0,5% BSA/PBS), az
MYV mintakat pedig 1x PBS pufferben Gjraszuszpendaltuk. Annexin V jeldlésnél mind a
mosashoz, mind pedig a jeloléshez annexin kotd puffert haszndltunk a gyartod
utasitdsainak megfeleldéen. A megfeleld izotipus kontroll jeloléseknél az elézdekkel
megegyez0 modon végeztik az antitestes jeloléseket a kovetkezd ellenanyagok
felhasznalasaval (BD Biosciences): egér IgG;-PE (345816), IgGy-FITC (555742),
IgG1-BV421 (562438), 1gG/IgG2a FITC/PE simultest (342409), 1gG,, PerCP-Cy5.5
(565364), 1gG2b PerCP-Cy5.5 (565380), patkany IgG,,-FITC (554688), IgG,,-PE
(554689), IgG-PE (553989). A mikrovezikula izolatumok vezikularis természetének
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igazolasa érdekében — korabbi kisérletes rendszerben meghatdrozott moédon [85] — a
mintadkhoz Triton X-100 detergenst adtunk 0.05% (V/V) végkoncentraciot alkalmazva.
Ennek erdményeképpen az MV-k esetében korabban mért fluoreszcens jelek eltlintek —
igazolva a partikulumok vezikularis természetét.

Az exoszomak vizsgalatahoz elsként az izoldtumokban taldlhat6 partikulumokat 4
pum atmérdjii aldehid/szulfat csoportokkal bevont latex gyongydk (Thermo Fischer)
feliiletéhez kotottiik. Minden, 50 pl 1x PBS pufferben Gjraszuszpendalt izolatumhoz 5
ul of latex gyongyot adtunk és a mintakat 15 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezt
kovetden 110 pl 1x PBS puffer hozzdadasdval haromszorosara higitottuk az
izolatumokat, majd 30 perces ujabb inkubécidt kdvetéen megfeleldé mennyiségli 1M
glicin hozzdadasaval (100 mM végkoncentracio glicinre nézve) 30 percig inkubaltuk a
mintakat szobahOmérsékleten. A kovetkezd [épésben megegyezd térfogatu 2%
BSA/PBS (V/V) puffert adtunk minden egyes mintdhoz és inkubaltuk 2 6ran keresztiil
szobahOmérsékleten. Végiil 1x PBS puffer hozzdadasaval 1,5 ml-re egészitettiik ki a
mintak térfogatat, majd centrifugaltuk 2000g erével 5 percig szobahOmérsékleten. Egy
utols6, 1x PBS pufferrel torténé mosast kovetden a mar gyongyok feliiletéhez kotott
exoszomakat PBS pufferben Gjraszuszpendaltuk és elvégeztiik antitestes jelolésiiket a
korabban mar részletezett modon. Az EV preparatumok vizsgalatat Attune aramlasi
citométer segitségével végeztiik (Thermo Scientific), a mérési bedllitdsokat és a
vezikuldk mérésre szolgald kapukat korabbi eredmények alapjan hataroztuk meg [87]
Megamix gyonygok (BioCytex, Franciaorszag), ¢s 1 pm atmérdji Fluo-Green szilikon
gyongyok (Kisker, Németorszdg) felhasznalasaval (5. abra). A mintédkat ,high
sensitivity” modban mértiik le, az eredményeket az ,,Attune Cytometric Software v1.2”

program segitségével értékeltiik ki.

3.7 A sejtek és extracellularis vezikulak jelolése fluoreszcens festékekkel —

ko-kultira modellek

A PKH67 fluoreszcens membran jelold festéket (PKH67 Fluorescent Cell Linker
Kit, Sigma-Aldrich) a gyartd utasitasainak megfeleléen alkalmaztuk. A sejtek festését
megegyez0 térfogatii szarvasmarha szérum (FBS), mig az EV-k festését azonos

térfogat 1% BSA/PBS hozzaadasaval allitottuk le. A calcein-esszét (Sigma-Aldrich)
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kizarolag €16 sejtek jeloléséhez hasznaltuk. A sejtek festését sejttenyésztd médiumban
végeztiik 250 nM Calcein AM végkoncentracié alkalmazasaval 30 percig, 37°C-on. Az
egér timocitakat, T-sejteket ¢és Jurkat sejteket verapamillal kezeltik (10 pM
végkoncentracio, 30 perc, 37°C) a fluoreszcens calcein sejtbdl torténd kiaramlasanak
megakadalyozésa érdekében, melyért az MDR1 és MRP membran transzporter fehérjék
feleldsek. A PKH67 vagy calcein AM festéseket kdvetden a sejteket és EV mintékat
egyarant kétszer mostuk 1x PBS pufferrel. A Dil membranfestékkel (Vybrant Dil cell-
labeling solution, Thermo Fischer) torténd jelolését megel6zéen a sejteket 1x PBS
pufferrel mostuk, majd inkubdltuk a 37°C-ra eldmelegitett festékoldatban (5 pg/ml Dil
végkoncentracid, 1x PBS pufferben higitva) 5 percig. A sejteket ezt kovetden
haromszor mostuk a sejttenyészté médiummal a felesleges festék megkotése céljabol. A
ko-kultura modellek esetében az MSC-k : T-sejtek/egér timocitak/Jurkat sejtek aranya
minden esetben 1:20 volt. A sejt — EV ko-kultira modellek esetében a kdvetkezd
aranyokat alkalmaztuk: 6x10* MV/sejt és 6x10° EXO/sejt atlagosan, de kisérleteink

soran mas sejt — EV aranyt is teszteltiink.

3.8 Konfokalis lézer scanning mikroszkopia

A konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz p-Slide iiveg alju konfokalis kamrat
hasznaltunk (Ibidi, Martinsried, Németorszag). A kamra feliiletét huméan plazma
fibronektinnel (Millipore) vontuk be 10pg/cm® koncentricidt alkalmazva. A T
limfocitdkat a periférids vér mononuklearis sejtjei (peripherial blood mononuclear cells,
PBMCs) koziil valogattuk ki FACSAria aramlasi citométer segitségével (BD
Biosciences), PE-konjugalt anti-CD3 ellenanyaggal torténd jeldlést kovetéen. Az MSC-
ket calcein AM festékkel, mig a human T-sejteket Dil membranjeldld festékkel jeloltiik
a kordbban mar leirt médon, valamint a forditott felallast is teszteltiik. A sejteket 1:20
aranyt (MSC : T-sejt) ko-kultira modellben vizsgaltuk 4, 12 és 24 o6ra elteltével. Az
inkubacios 1d6 elteltével a kultirdkat egy Olympus FluoView 500 konfokalis
mikroszkop segitségével vizsgaltuk meg 60x immerzids objektivet hasznalva. Az Ibidi
inkubacios rendszerének koszonhetden a mintadkat mindvégig 37°C-on 5% CO, tenzid
mellett vizsgaltuk. A felvételeket a ,,FluoView Application Software ver. 05.00.110”

program segitségével értékeltiik ki.
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3.9 A mezenchimalis 6ssejtek, MSC-eredetii extracellularis vezikulak és az
MSC-kondicionalt médium immunszuppressziv hatasa az in vitro stimulalt

T limfocitakra és Jurkat sejtekre

Hogy megvizsgéljuk az MSC-eredetli MV-k és EXO-k in vitro stimulalt T-sejtekre
gyakorolt immunszuppressziv hatasat, periférids vérbdl szarmaz6é mononuklearis
sejteket tettiink egy 96-lyuku sejttenyészté plate-re 8x10* db sejt/lyuk stirtiségben. A
sejteket Dynabeads human T-Activator CD3/CD28 (Thermo Scientific) mikrogydngyok
segitségével stimulaltuk lyukanként 2 pl gyongyot a sejtekhez adva, igy elérve az
optimalis 1:1 sejt- gydngy ardnyt. Alternativ modszerként a sejteket Concanavalin A
(Sigma-Aldrich) mitogén segitségével is aktivaltuk 2 pg/ml koncentraciot alkalmazva.
Az MSC-eredetli extracellularis vezikuldkat ezutan a sejtekhez adtuk a kovetkezo
EV/sejt aranyokat alkalmazva: 3x10* MV/sejt, 6x10* MV/sejt, 12x10* MV/sejt, valamint
3x10° EXO/sejt, 6x10° EXO/sejt és 12x10° EXO/sejt atlagosan. Stimulalatlan T-sejtek
osztodasi képességét is megvizsgaltuk, valamint teszteltik az MSC-kondicionalt
médium (MSC-KM) hatasat is higitatlan vagy kiilonb6z6 mértékben higitott formaban.
Pozitiv kontroll kisérleteinkben Zs-MSC — aktivalt T-sejt ko-kulturdkban is
megvizsgaltuk a T-sejtek osztodasi képességét 1:5, 1:10, 1:20 és 1:50 MSC — T-sejt
aranyok mellett. A Zs-MSC-eredetli EV-k Jurkat sejtek osztodasi képességére gyakorolt
hatasanak vizsgalatakor a limfoma sejteket nem stimuldltuk sem mikrogyongyokkel,
sem concanavalin A-val. Az EV/sejt aranyok ebben az esetben a kdvetkezok voltak:
3x10% MV/sejt, illetve 3x10° EXO/sejt. A Jurkat sejteket szintén 96-lyuku sejttenyésztd
plate-en tenyésztettik 5x10* db sejt/lyuk siiriiségben. Ezeknél a kisérleteknél szintén
teszteltiik a higitatlan MSC-KM hatasat, a ko-kultira modelleknél pedig rendre 1:10
sejtaranyt alkalmaztunk (MSC:Jurkat). A sejtosztdédas sebességének kvantifikalasdhoz a
resazurin redukcids esszét (Sigma-Aldrich) hasznaltuk 0,1 mg/ml resazurin
koncentraciot alkalmazva. 1 6ras, 37°C-on torténd inkubaciot kdvetden (5% CO, tenzid
mellett) a sejtfeliiliszokat egy 96 lyuka optikai plate-re vittilk at, majd a resorufin
fluoreszcencia intenzitasat 540 nm gerjesztést kdvetéen 579 nm hulldmhosszusagon

meértiik le egy Perkin-Elmer (Waltham, MA, USA) Victor X3 plate olvasé segitségével.
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3.10 Intracellularis interferon-gamma (IFN- y) immunesszé

Az intracellularis IFN-y szint mérésé¢hez a periférids vérbol izolalt mononuklearis
sejteket CD3/CD28 mikrogydngyok vagy concanavalin A segitségével stimulaltuk 24
oran keresztiil MSC-eredetli MV-k vagy EXO-k jelenlétében. A 18. ordban a sejteket
monensinnel kezeltik (Sigma-Aldrich) 8 pg/10° sejt koncentracié mellett. 24 ora
elteltével a sejteket anti-CD4-FITC/anti-CD8-PE ellenanyagokkal jeloltiik, majd
fixaltuk és permeabilizaltuk Fix&Perm cell permeabilization reagents (Thermo Fischer)
segitségével. Végiill BV421-konjugalt anti-IFN-y antitesttel jeloltiik a sejteket, és
aramlasi citométerrel meghataroztuk az IFN-y pozitiv T-sejtek aranyat a CD4+ vagy
CD8+ T-sejt populédcion belill. A proliferacids esszéhez hasonléan ebben az esetben is
megvizsgaltuk az MSC-KM, valamint az MSC-k kozvetlen jelenlétének hatasat is 1:20
MSC — T-sejt arany mellett.

3.11 Karboxifluoreszcein szukcinimidil észter (CFSE) sejtproliferacios-esszé

crer

(Thermo Scientific) segitségével kvantifikalaltuk. A CFSE jeléléshez 1 x 10" db human
periférias vérbdl izolalt mononukleédris sejtet mostunk 1x PBS pufferrel, majd
ujraszuszpendaltuk 1 ml 5%-os (V/V) magzati szarvasmarha-szérumot tartalmazo PBS
pufferben (FBS/PBS). A CFSE torzsoldatb6l olyan mennyiséget adtunk a
sejtszuszpenziohoz, hogy a CFSE végkoncentracioja 1 uM legyen (0,2 pl/1 ml
FBS/PBS). A mintakat 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten fénytdl védett helyen,
majd Osszesen haromszor mostuk 10 ml 5%-os (V/V) FBS/PBS oldattal szintén
szobahOmérsékleten. A mosasok alkalmaval a sejteket 300g erdvel centrifugaltuk 5
percig. A CFSE-jelolt sejteket 96 lyuku sejttenyésztd plate-en ndvesztettiik kiilonbozo
koriilmények kozott (EV-k jelenlétében, MSC-KM-ban illetve kozvetlen ko-
kultirdban), a T-sejt stimulaciot a korabban mar részletezett modon végeztik CD3/28
mikrogyongyok és ConA segitségével. A sejtosztodast a 4. napon elemeztiik aramlasi
citométer segitségével. Azon sejtek szazalékos aranyat vettiik figyelembe a proliferacios
gatlas kiszamitasahoz, amelyek legaldbb 4 sejtosztédason keresztiilmentek a kisérlet

soran. A proliferacios gatlast a kovetkezd képlet alapjan allapitottuk meg: (proliferacio
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szdzalékos ardnya kiilonb6z6 koriilmények kozott novesztett T-sejtek esetében: MSC-
EV-k jelenléte, MSC-KM, ko-kultra / proliferacido szézalékos aranya aktivalt,
kezeletlen T-sejtek esetében) x 100.

3.12 Prosztaglandin E, immunesszé

Dynabeads CD3/CD28 mikrogyongyok segitségével specifikusan aktivalt T
limfocitdk  feliiliszojabol  izoldltunk exoszomdkat ¢és mikrovezikuldkat. Az
extracellularis vezikuldkat zsirszovet eredetli mezenchimadlis Jssejtek tenyészethez
adtuk kiilonb6z6 koncentracidkban: 1,5X104 MV/sejt, 3x10* MV/sejt, 6x10* MV/sejt,
illetve 1,5x10° EXO/sejt, 3x10° /sejt és 6x10° EXO/sejt, 4tlagosan. 48 ora inkubéciot
kovetden a Zs-MSC feliilusz6 prosztaglandin E; tartalmat Prostaglandin E2 Parameter
Assay Kit (R&D System, Minneapolis, USA) segitségével hatdroztuk meg a gyartd

utmutatésai alapjan.

3.13 Lentiviralis génbevitel

A pLOX-gfp-iresTK, pLOX-TERT-iresTK, pLOX-CWBmil, és pLOX-TERT-ires-
Ttag (a tovéabbiakban roviditve: LV-GFP, LV-hTERT, LV-Bmi-1, and LV-SV40T)
lentivirus vektorokat, valamint a mésodik generacids pakold vektorokat (psPAX2 és
pMD2G) Didier Trono laboratéoriumabol (Lausanne, Svajc) szereztik be, melyek
eredetileg az Addgene-t8] szdrmaznak (Cambridge, MA, USA). Az immortalizalo
lentivektorokban talalhat6 expresszios kazettat a citomegalovirus korai prométere hajtja
meg. A lentivirus partikulumokat HEK293T sejtekkel termeltettiik a lentivirus vektor és
a két pakolovektor ko-transzfekciojat kovetden. A transzfekcidhoz a kalcium-foszfatos
ko-precipitaciés modszert hasznaltuk. Az MSC-k transzdukcidjat megelézden, a virus
titereket HEK sejtek kiilonb6z6 mennyiségli — LV-GFP transzgént kodolé — virussal

torténd fertdézését kovetden hataroztuk meg aramlasi citométeres mérések alapjan.

3.14 Kvantitativ valés idejii PCR (RT-qPCR) reakci6o provirus koépiaszam

meghatarozasahoz
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A sejtlizatumokbdl genomi DNS-t izolaltunk, majd az integralddott provirus 59-bp
hosszusagu szekvencidjara tervezett TagMan proba (Thermo Scientific) segitségével
végeztiik el a kvantitativ meghatarozast. A referencia gén minden esetben az RNase P
volt, a PCR reakcidkat egy StepOnePlus Real-Time PCR késziilékben futtattuk. Az egy
genomra vonatkoztatott atlagos provirus kopiaszamot az dsszehasonlitdé (comparative)
Cr modszerrel hatdroztuk meg. A primerek és probak szekvencidit az 1. tdblazat

tartalmazza.

1. tablazat: qPCR és valdés idejii qPCR reakciok soran hasznalt primerek és

probak szekvenciai.

Célszekvencia Forward primer Reverse primer Proba (FAM-MGB)

Integralodott provirus | CCG AAC AGG CGA GTC CTG CGT | AAA GGG AAA
GACTTG AAAGC | CGA GAGA CCA GAG GAG

RNase P (genomialis) | AGC TGA GTG TCT GGC CCT AGT | CAC TCC CAT GTC
CGT CCT GTC ACT | CTCAGACCTT CCTT

hTERT (cDNS) TagMan assay # Hs00972650 _m1 (Thermo Fischer)

Mouse Bmi-1 TTA ATG TGT GTC | GAA GAG TTT TAT | -

(cDNS)' CTG TGT CTG ACC

SV40 large T antigén' | CAG GCA TAG CAA CAG CCT GTT | -
AGT GTC TGC GGC ATA TG

Béta-aktin (cDNS) CCA GGT CAT TCCTTC TGC ATC | -
CACCATTGGC CTGTCGG

"' Nguyen et al., J Hepatol. 2005 Dec;43(6):1031-7. alapjan

3.15 Génexpresszios vizsgalatok

RNS-t 2x10°-1x10° szamu sejtbél izolaltunk TRIzol reagenssel (Thermo Scientific)
a gyartd utasitasai alapjan. A cDNS atirast 1 pg RNS templatrol végeztiik random
primerek felhaszndldsaval, a Promega (Madison, WI, USA) altal forgalmazott Reverse
Transcription System segitségével. A hTERT, Bmi-1 és SV40T expressziods szinteket
Power SYBR Green vagy TagMan reagensek hasznalataval végeztikk (Thermo

Scientific) StepOnePlus Real-Time PCR késziilékkel. A gének expresszios szintjét a -
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aktin referencia génhez viszonyitottuk. A megfeleld primerek és probdk szekvenciait az

1. tablazat tartalmazza.

3.16 Immuncitokémia

A sejteket 24-lyukt sejttenyésztd plate-en novesztettiik. A fixalashoz 4%-os (V/V)
paraformaldehid oldatot hasznaltunk, az ellenanyagok aspecifikus kotdédését 1% (V/V)
BSA ¢és 4% (V/V) szérum hozzaadaséaval akadalyoztuk meg. A sejtek permeabizilasat
0,1%-0s (V/V) Triton X-100 detergenssel végeztik. A megfeleldé monoklonalis,
elsddleges antitestekkel — hTERT (Epitomics, Burlingame, CA, USA), human/egér
Bmi-1 (Millipore), SV40 large T antigén (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA), RUNX2
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) — vagy a megfelel6 izotipus kontroll
antitestekkel inkubdltuk a mintdkat 4°C-on egy ¢éjszakdn 4at. A fluoreszcens
detektalashoz AlexaFluor (Thermo Scientific) vagy Northern Light (R&D Systems)
masodlagos ellenanyagokat hasznaltunk, a sejtmagokat pedig DAPI festéssel tettiik

lathatova.

3.17 Telomeraz aktivitas meghatarozasa

A telomeraz enzim funkcionalis aktivitasat a TRAPeze XL Telomerase Detection
Kit (Millipore) segitségével hataroztuk meg. Miutdn a mintdkat a gyartd utasitasai
alapjan feldolgoztuk, a PCR termékeket egy fekete 96-lyuka optikai plate-re vittiik fel,
majd 485 nm gerjesztés mellett a fluoreszcencia intenzitasat 535 nm-en olvastuk le egy
Victor X3 plate olvaso segitségével. Ezt kovetden a higitott PCR termékeket mlianyag
kiivettaba toltottiik, majd a fluoreszcencia intenzitast 600 nm gerjesztés mellett 620 nm
hulldmhosszon is leolvastuk egy Perkin-Elmer spektrofluoriméterrel. A telomerdz

aktivitast a gyarto utasitasai alpjan szamoltuk ki ezekbdl az adatokbol.

3.18 A mezenchimalis 6ssejtek csont és zsir iranyu differenciacios képességének

vizsgalata
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A csont irany differencidcios vizsgalatokhoz az alap sejttenyésztd médiumot
kiegészitettiik nem esszencidlis aminosavakkal, 0,1% (V/V) 2-merkaptoetanollal, 0,3
mM aszkorbinsavval, 10 mM B-glicerofoszfattal és 100 nM dexametazonnal. Hairom hét
elteltével a sejteket fixaltuk és immuncitokémiai vizsgélattal kimutattuk a RUNX2
transzkripcids faktort, valamint teszteltik az alkalikus foszfataz aktivitast ALP
pufferben oldott 0,02% (V/V) 5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfattal és 0.03 % nitro-kék
tetrazoliummal. Az extracellularisan felhalmozodott calciumot 2%-os alizarinvoros
festékkel tettiik 1athatova (pH 4.2).

A zsir iranya differencidcios képesség meghatarozasdhoz az alap tenyésztd
médiumot  kiegészitettik 100 nM dexametazonnal ¢és 0,5 mM 3-izobutil-1-
metilxanthinnal, majd 2 hét elteltével a sejtek fixalasat kovetden (4% PFA) az
intracellularisan felhalmozodott lipidcseppeket olajvoros festékkel (OilRed O) tettiik
lathatova (0,5%).

3.19 A sejtek szeneszcencidjanak kimutatasa p-galaktozidaz festéssel

A szeneszcencia-asszocialt B-galaktozidaz festést a Millipore altal forgalmazott
Cellular Senescence Assay Kit segitségével végeztiik. A sejteket 48 Oras tenyésztést

kovetden 24-1yuku plate-en festettiik meg a gyartd Gitmutatasai alapjan.

3.20 Kariotipus meghatarozasa

A sejtek osztddasat metafdzisban megallitottuk kolcemid kezeléssel (100 ng/ml)
70%-0s konfluencia szint mellett. Harom o6réas inkubéciot kovetden a sejteket 0,075M
KClI oldattal kezeltiikk, majd fixaltuk methanol és ecetsav 3:1 aranyu elegyével, majd
megszaritottuk. Rovid tripszines kezelést kovetden a kromoszoémakat Giemsa festékkel
(Merck Chemicals, Darmstadt, Germany) festettiik, és végiil a kariogramokat LUCIA
szoftver segitségével elemeztiik ki (LUCIA Cytogenetics software, Laboratory Imaging,
Prague, Csehorszag).
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3.21 In vivo tumorképzés vizsgalat

Csoportonként 5 db, 8 hetes NOD SCID gamma torzsbdl szarmazé egér (NOD.Cg-
Prkdc® 112rg"™ /S zJ) kapott szubkutén injekcié forméajaban egyenként 2x10° kontroll
Zs-MSC-t, immortalizalt Zs-MSC-t vagy HT1080 fibroszarkéma sejtet Matrigel-ben
(BD Biosciences) szuszpendalt formdban. A HT1080 sejtekkel oltott allatokat 5 hét
elteltével elaltattuk a toleralhatatlan mértékii tumor novekedés miatt. A tobbi allatot 12

hét elteltével altattuk el és vizsgaltuk meg.

3.22 Sejtciklus vizsgalat

A tripszinnel kezelt sejteket mosast kdvetden (0,5% BSA/PBS) 70%-o0s (V/V) jeges
etanollal fixaltuk, majd jégen inkubdltuk 1 oraig. Ismételt mosast kovetden a sejteket
0,5%-0s BSA/PBS pufferben ujraszuszpendaltuk, majd propidium jodidot adtunk a
pufferhez (40 pg/ml végkoncentracio), és a DNS tartalmat FACSCalibur aramlasi
citométerrel (BD Biosciences) hataroztuk meg. Az adatokat ModFit LT 3.0 szofver
(Verity Software House, Topsham, ME, USA) segitségével értékeltiik ki.

3.23 A provirus integracios helyének pontos meghatiarozasa — ligacio-medialt

PCR (LM-PCR)

A lentivirdlis integracidés hely meghatdrozasdhoz genomi DNS-t izoladltunk a
sejtkultirakbol, melyet erdteljes emésztésnek tettiink ki. A provirus DNS szakaszt
hordozé fragmenteket biotinnal jeloltikk linedris extenzidt kovetden, melyeket olyan
biotinilalt primerek segitségével végeztiink, amelyek specifikusan kotédnek a proviralis
szekvencia 5’ végéhez. A biotinilalt DNS szakaszokat ezutan streptavidines agar6z
gyongyokhoz (Thermo Fischer) kotottiikk, majd egy blunt-end ligacios 1épéssel egy
univerzalis adaptor szakaszt illesztettiink a biotinilalt DNS-hez. Az igy keletkezett DNS
szakaszokat provirus —¢s adaptor specifikus primerek segitségével amplifikaltuk, majd a
PCR termékeket szubklonoztuk pCR-2.1 TOPO (Thermo Scientific) vektorba, amit ezt
kovetden TOP 10F’ baktérium sejtekbe transzformaltunk, melyek kék-fehér szelekciora

képesek (Thermo Fischer). Szamos koloni tartalmazott nagyméreti DNS inzerteket,
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melyeket PCR segitségével amplifikaltunk és megszekvenaltuk. A szekvencidkat a

BLAST algoritmus segitségével azonositottuk. A primerek és adaptorok szekvencidit a

2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat:

A ligacio-medialt PCR (LM-PCR) médszer soran hasznalt

oligonukleotidok
Név Szekvencia
Blunt-end 5’-phospho-CGTCCTAACTGCTGTGCCACT-3’
adaptor F
Blunt-end 5’-GACCCGGGAGATCTGAATTCGAGTGGCACAGCAGTTAGGACG-3’
adaptor R
Biotinilalt 5’-biotin-AGACCAATGACTTACAAGGCAGCTG-3’
primer
HIV-LTR 5’-AGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCC -3’
primer 1
HIV-LTR 5’-GTCTGTTGTGTGACTCTGGTAAC -3’
primer 2
Adaptor 5’-GACCCGGGAGATCTGAATTCG-3’
primer 1
Adaptor 5’- AGTGGCACAGCAGTTAGGACG-3’
primer 2

3.24 Statisztikai analizis

A mérési adatok abrazolasandl az eredmények szdmtani atlagat + standard szorassal

abrazoltuk. A statisztikai 6sszehasonlitashoz Student-féle t-eloszlast alkalmaztunk, ahol

a P<0.05 értéket vettiik szignifikans kiilonbségnek.
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4. Eredmények

4.1 A primer mezenchimalis dssejtek sejtfelszini markerei és differencialodasi

képessége

A kutatdsaink soran felhasznalasra keriilt primer, zsirszovet eredetli mezenchimalis
Ossejt tenyészeteket mindenekeldtt részletes vizsgalatoknak vetettiik ala abbol a célbol,
hogy tisztazzuk, vajon minden tekintetben megfelelnek-e az International Society for
Cellular Therapy (ISCT) altal tamasztott kritériumrendszernek. A zsirszovet eredetli
mezenchimalis 0Jssejtek két donortdl, egy 5 éves kislanytol (csipdmiitét soran
eltavolitott és feleslegessé valt szovetmintabol), valamint egy 30 éves felndtt ndtol
(zsirleszivast kovetden feleslegessé valt szovetmintabdl) szarmaztak.

A plasztik adherencia esetiikben egyértelmiien teljesiilt. A tovabbiakban a sejtfelszini
antigén profilok vizsgdlatdt aramldsi citometrids moddszerrel végeztink el. A
mezenchimalis dssejtekre jellemzd sejtfelszini markerekre — CD44, CD73, CD90 és
CD105 — mindkét izolatumbol szarmazd MSC populacio kozel 100%-o0s pozitivitast
mutatott az ismételt mérések alkalmaval is. A vérképzd rendszer Os- és elddsejtjeire
jellemzd antigénekre — CD14, CD19, CD34, CD45, HLA-DR — egyik izolatumbol
szdrmazo MSC populécié sem mutatott pozitivitast (4. abra A).

A mezenchimalis 6ssejtek differencialodasi képességének vizsgalatahoz a sejteket a
megfeleld indukcios médiumban neveltiik a szakirodalmi adatok alapjan meghatarozott
ideig. A csontképzddés vizsgalata soran immuncitokémiai jelolés segitségével sikertilt
megallapitanunk, hogy mindkét izolatum esetében végbement a RUNX2 transzkripcios
faktor sejtmagba torténé transzlokacidja (4. Abra B). A RUNX2 gén terméke (runt-
related transcription factor 2) egyfajta mester transzkripcids faktorként vesz részt az
oszteogenezis folyamataban, melyben nélkiil6zhetetlen szerepet tolt be. A nem szdvet-
specifikus alkalikus fozfatdz enzim aktivitdsanak nagymértékii fokozdodasa a csont
iranyu differenciacio soran mindig kimutathato, az intenziven o0sztdod6 oszteoblasztokra
tipikusan jellemz6, és biztositja a csontmatrix megfeleld érését. A csont irdnyu
differenciacios kisérleteink soran mindkét MSC izoldtum esetében sikeriilt kimutatnunk
az ALP emelkedett aktivitdsat kromogén szubsztrat hoziadasaval (4. abra C). Az
extracellularis allomanyban felhalmozodott kalciumot Alizarin vords festéssel mutattuk

ki a csont irdnyu differenciacié 14. napjan (4. abra D). A sejtek zsir irdnyu
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4. abra: Human zsirszovet-eredetli mezenchimalis dssejtek differencialédasi képességének
vizsgalata (4) Human Zs-MSC-k sejtfelszini markereinek aramldsi citometrids vizsgalata. Felso
sor (z6ld szinnel jelolve): ISCT altal meghatdrozott MSC markerek vizsgalata; Also sor (piros
szinnel jelolve): hematopoetikus Os- és elodsejtekre jellemzé antigének vizsgadlata. A fekete
vonalak a megfelelé izotipus kontroll jelolést mutatiak. A hisztogramok a kétféle Zs-MSC

izolatumon végzett fiiggetlen mérések eredményeit reprezentdaljak az dtlagos pozitivitast és
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szorast is feltiintetve (B) A RUNX2 transzkripcios faktor immuncitokémiai jelolése a
differenciacio 1. napjan (baloldali képrészlet) és harom hét elteltével (jobboldali képrésziet).
(C) Alkalikus foszfataz enzim aktivitasanak kimutatasa kromogén szubsztrat hozzaaddsaval. (D)
Az extracellularis térben felhalmozodott kalcium kimutatasa Alizarin voros festéssel. (E) Zsir

iranyu differenciacios képesség vizsgalata Oil Red O festéssel.

differenciacios képességének vizsgalatahoz az MSC tenyészeteket megfeleld indukcios
médiumban tartottuk 14 napig, majd olajvoros festéssel tettilk lathatéva a
felhalmozodott lipidcseppeket, melyek jelenléte a zsirsejtek képzddését egyértelmiien
bizonyitja (4. abra E).

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk izolalt primer mezenchimalis
Ossejtek minden tekintetben megfelelnek az ISCT altal tdmasztott kritériumrendszernek,

mind sejtfelszini markereik, mind pedig differenciacios képességiik tekintetében.

4.2 Az extracellularis vezikulak, szolubilis mediatorok és Kkozvetlen
sejtkapcsolatok szerepe a primer mezenchimalis dssejtek és periférias T
limfocitak, Jurkat limfoma sejtek és egér timocitak kozotti

kommunikacioban

A mezenchimalis dssejt-eredetli extracelluldris vezikuldk (EV) immunszuppressziv
aktivitdsanak vizsgalata az utobbi években jelentds tudomanyos érdeklddést valtott ki.
Munkédnk soran elsédleges célként tiiztik ki a membran —és citoplazmatikus
komponensek transzportfolyamatanak részletes vizsgalatdit a zsirszovet eredetli
mezenchimalis dssejtek és periférias T-sejtek, egér timocitdk és Jurkat limfoma sejtek
kozott. Ezen kiviil a kiillonbozd kisérletsorozataink soran kiilon-kiilon teszteltiik az
egyes extracellularis vezikula alpopulaciok — mikrovezikuldk ¢és exoszomak —,
kozvetlen sejt-sejt kozotti kapcsolatok és az MSC-eredeti szolubilis mediatorok
szerepét a human periférids T-sejtek, valamint Jurkat sejtek funkciojanak gatlasaban. A
transzportfolyamatok hatékonysagat az allogén kisérleti rendszereken tul xenogén

rendszerekben is megvizsgaltuk.
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4.2.1 Extracellularis vezikulak, mikrovezikulak és exoszomak izolalasa és

karakterizalasa

Az extracellularis vezikuldkat human illetve egér zsirszovetbdl szarmazé mezenchimalis
dssejek (Zs-MSC-k), egér timocitdk, human periférias T sejtek és Jurkat sejtek
tenyészetébdl szarmazé sejtfeliiliszokbdl izolaltuk. A vezikula izoldldst megelézden a
sejttenyésztdé médiumot olyan médiumra cseréltilk, amelyben az FBS-t KnockOut
Serum Replacement reagenssel helyettesitettiik, ugyanis a magzati szarvasmarha szérum
is nagy szamban tartalmaz extracellularis vezikuldkat, amelyek nem kivénatos mdédon
befolyasolhatjdk a kisérleti eredményeket. A vezikuldk termelésénél gondosan
tigyeltiink arra, hogy a sejtek intenziv ndvekedési fazisban (log) legyenek koriilbeliil
90%-o0s konfluencia szint mellet, emiatt az egér timocitadkat és humén periférias T
sejteket mitogénnel (concanavalin A) stimulaltuk. A kiilonb6z6 extracelluléris vezikula
alpopuléciokat differencidl centrifugalas és graviticios szlirés kombindcidjanak
segitségével izolaltuk illetve valasztottuk el egymastol (részletesen lasd: Anyagok és

Modszerek fejezet, 5. abra A).

A B
Sejtkultira feliiluszé
Szilikon gyongyok (d=1 pum)

300g, 5
Csapadék: sejtek ¥ g, 5 perc J
Feliiluszo i
' MV kapu
Csapadék: / 2000g, 10 perc 7 ) 1 :

sejttormelék,

Szilikon és Megamix gyongyok

apoptotikus testek

A4

Sz(irt feliilisz6

(0,8 pm)
12500g, 20 perc
Csapadék:
y P— v
m:kra:;;:kulak Feliilisz6
| 20000g, 40 perc
Csapadék: maradék ¥
MVk és kevés exoszéma g it
feliiliszo6 (0,22 pum)
100000g
70 perc

N

y

Szilikon Megamix:
gyongyok i it i

0,9 um; 3 pum
0 10 ? 5
FSCH FSCH

Mikrovezikuldk + szilikon gyongyok

Viords képletek: mikrovezikuldk

Csapadék: exoszomdk

FSCH

5. abra: Extracellularis vezikuldk izoldlasi protokolljanak sematikus abrazolasa, a

mikrovezikulak aramlasi citometrias analiziséhez hasznalt MV kapu (4) Az extracelluldris
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vezikulak izolalasi protokolljanak egyes lépései. A homogén MV és EXO izolatumokat minden
esetben sterilre sziirt (0,22 um) PBS pufferrel mostuk és ujra centrifugdltuk a tovabbi
kisérleteket megelézéen. (B) Aramldsi citometridban haszndlatos siiriiségfelhé-képek, amelyek a
mikrovezikulak direkt méréshez hasznalt kaput (MV kapu) mutatiak be. Az MV kaput 1 um
atmérovel rendelkezd Fluo-Green szilikon gyongyok, valamint Megamix gyongydk (0,5 um, 0,9

um, 3 um atmeéra) segitségével hatdaroztuk meg.

A frissen izolalt mikrovezikula és exoszoma izoldtumok jellemzésére - méreteloszlas és
morfoldgiai sajatsagok - szadmos kiillonb6z0 vizsgalati moddszert alkalmaztunk:
dinamikus fényszéras mérés (dynamic light scattering, DLS), az 0n. resistive pulse
sensing, TRPS), transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM), aramlasi resistive pulse
sensing jelenségen alapuld Izon gNano technoldgia (tunable citometria (FACS) (6.
abra).

A DLS és Izon gNano mérések alapjan elmondhatd, hogy a vezikula preparatumok
nagyfokl egyezést mutattak a méreteloszlasuk tekintetében fliggetleniil attol, hogy
milyen tipusu sejt feliiliszdjabol izolaltuk. Ez a nagyfoku hasonlésag a mikrovezikula
¢s exoszdma izolatumok esetében egyarant megfigyelhetd volt. Az exoszomak atmérdje
az 50-100 nm-es tartomanyba esett, mig a mikrovezikulakat jellemzden a 100-1000 nm
kozotti mérettartomany jellemezte. Az Izon gNano késziilék segitségével az egyes
vezikula populaciok pontos koncentraciojat is sikeriilt meghataroznunk. A reprezentativ,
human mezenchimalis dssejt-eredetli mikrovezikula és exoszoma izoldtumok esetében
mért méreteloszlasrol és pontos koncentraciokrol a 6. abra A hisztogramjai nyujtanak
tajékoztatast.
szdmunkra, hogy a kisérleteink soran mindig megegyezd, de legalabb is nagyon hasonld
mennyiségli mikrovezikulat vagy exoszomat inkubaljunk egylitt adott mennyiségii
sejttel. Ebbol a szempontbol a human mezenchimaélis Jssejt szolgalt egyfajta
viszonyitasi alapként az EV koncentraciok egységesitéséhez. A kisérleteink soran
kovetkezetesen 5x10° szama MSC feliiluszojabél izolaltuk a kiilonboz6 EV frakciokat
48 oraig tartd inkubdacids periddust kdvetden, az akceptor sejtek szdma pedig mindig
1x10° volt.

A mikrovezikula (MV) preparatumokrol — a transzmisszids elektronmikroszkopos

elemzések alapjan — 4ltalanossdgban elmondhatd, hogy a termeld sejtek tipusatol
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fiiggetlentil atmérojiik a legtobb esetben 400-500 nm kozé esett, valamint a formajuk,
méretilk és elektron denzitdsuk tekintetében sem tapasztaltunk eltérést. Fontos
megjegyezni, hogy a TEM vizsgalatokat megelézden a kiilonbozé EV populédciokat
eltéré6 modszerekkel készitettiik el6. A mikrovezikulak preparalasa soran a pelletekbdl
ultravékony metszeteket készitettiink, az exoszoma izolatumok esetében viszont a fixalt
¢és re-szuszpendalt részecskéket Formvar-karbon bevonattal ellatott réz EM gridekre
vittiik fel. A preparatum készités részletes leirasa az Anyagok €s modszerek fejezetben
szerepel.

Az Izon qNanao és TEM vizsgalataink alapjan kijelenthetjiik, hogy a mikrovezikuldkkal
ellentétben az exoszomak egyértelmien homogénebb populaciot alkotnak méretiik és
elektron denzitasuk alapjan egyarant. Atlagos atmérdjiik 80 és 100 nm kozé tehetd.

Az egyes extracelluldris vezikula alpopuldciokat aramlasi citometrids mérések
segitségével is karakterizaltuk (6. abra B). Ezeket a méréseket a kiillonbozo,
extracellularis vezikuldkra jellemz6 markereket felismeré — Alexa Fluor 488-konjugalt
annexin V, anti-CD63 —, illetve az adott EV termeld sejtekre jellemzd sejtfelszini
markereket felismerd, fluorofér-konjugalt antitestekkel torténd jelolés eldzte meg. A
mikrovezikuldkat az eldzetesen beallitott MV kapu hasznalataval kozvetleniil tudtuk
analizalni (5. abra B), mig az exoszoémdkat csak 4 pum atmérdével rendelkezd
aldehid/szulfat latex gyongyok feliiletéthez abszorbedlva sikeriilt analizdlnunk
(részletesen lasd: Anyagok és moddszerek fejezet). A mikrovezikuldk és exoszomak
egyarant magas pozitivitdst mutattak annexin V-re — amely a foszfatidil-szerin
externalizaciot jelzi — illetve a CD63 tetraspaninra nézve. Az 0Osszes mikrovezikula
izolatum esetében azt tapasztaltuk, hogy hordozzdk azokat a tipikus sejtfelszini
antigéneket, amelyeket a termeld sejtek is. A humdn mezenchimalis Ossejtek
feliiluszojabol izolalt mikrovezikuldk példaul nagyfoku pozitivitast mutattak a CD73 és

CD90 antigénekre.
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6. abra: Human Zs-MSC-eredetii mikrovezikuldk és exoszomak méreteloszlasa,
morfologiai sajatsagai és aramlasi citometrias karakterizalasa (4) Extracellularis vezikulak
karakterizalasa DLS, Izon gNano késziilék és TEM segitsegével. (B) Extracellularis vezikuldk
daramlasi citometrias vizsgadlata. Az EV izolatumokat és a vezikulakat kibocsdjto sejteket
egyarant megjeloltiik A488-konjugalt Annexin V, PE-konjugdlt anti-CD63, anti-CD73 és anti-
CD90 ellenanyagokkal (vastag piros vonallal jelolve). A vékony sziirke vonalak a megfelelo
izotipus kontroll jel6lést mutatjak. Minden hisztogram egy-egy reprezentativ mérés eredményét

mutatja a legaldabb ot fiiggetlen kisérletbol allo mérési sorozat koziil.
Ezzel ellentétben minden exoszéma izolatum negativnak bizonyult a GPI-horgonyzott

CD73 ektonukledz enzimre, bizonyitva ezen partikulumok eltérd szubcelluldris eredetét

a mikrovezikulaktol.
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4.2.2 Membran vezikulak és citoplazmatikus eredetii anyagok atadasanak
vizsgalata a mezenchimalis 6ssejtekbdl egér timocitak, human periférias T

limfocitak és Jurkat sejtek iranyaba

Kisérleteink soran elsdként a mezenchimalis Jssejt-eredetli membran Osszetevok
atadasanak hatékonysagat vizsgaltuk a kiilonbozd eredetli akceptor sejtek — egér
timocitak, human periférias T limfocitak, illetve Jurkat limfoblasztoid sejtek — iranyaba.
A mezenchimalis Ossejtek sejtmembranjat PKH67 fluoreszcens membran jeldld kit
segitségével festettik meg, majd miutdn a sejtek teljesen letapadtak a milanyag
tenyésztéedény feliiletéhez, jeldletlen egér timocitdkat, human T-sejteket vagy Jurkat
limfoma sejteket tettiink az MSC kulturdhoz. A kisérlet soran donor sejteknek nevezett
egér vagy human Zs-MSC-k, valamint az akceptor sejteknek nevezett timocitak, T-
sejtek vagy Jurkat sejtek ardnya 1:20 volt. 24 6raig tartd egyiitt-tenyésztést kovetden az
akceptor sejteket dramlasi citométer segitségével vizsgaltuk a PKH67 z6ld fluoreszcens
festék jelenlétére (7. abra, 3. sor hisztogramjai). A 6. abran lathatdé eredmények
alapjan elmondhat6, hogy a ko-kultira modell esetében — melynek iddtartama minden
esetben 24 oOra volt — sem az egér timocitdk vagy human periférids T-sejtek, sem pedig a
Jurkat sejtek esetében nem volt megfigyelhetd PKH67, vagyis MSC eredetli membran
akkumulacié annak ellenére, hogy a kiilonbozd tipusu sejtek meglehetdsen hosszl ideig
szoros kapcsolatban voltak egymassal. Hasonloképpen, a PKH67 pozitiv
mikrovezikuldkkal vagy exoszomakkal torténd kezelés hatasara is csak elhanyagolhato
mértékli membran akkumulacié volt megfigyelhetd az akceptor sejtek esetében annak
ellenére, hogy a legmagasabb dozis hasznalatakor a vezikuldkat 6riasi feleslegben adtuk
hozzé a sejtekhez (1,2 x 10° EXO/sejt és 1,2 x 10° MV/sejt). A 7. dbra reprezentativ
hisztogramjai a 6 x10* MV/sejt és 6x10° EXOfsejt aranyok hasznalataval kapott
eredményeket mutatjdk be (7. abra 1. és 2. sor hisztogramjai). Az eredményeink
alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az egér timocitdk, human periférias T

limfocitak, st még a Jurkat limféoma sejtek sem akkumuldlnak szdmottevé mennyiségii
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7. abra: Membran komponensek és citoplazmatikus calcein atadasanak vizsgalata a
szoveti Ossejtekbdl egér timocitdk, human periférias T limfocitidk és Jurkat sejtek
iranyaba ko-kultira modellben, mikrovezikuldk vagy exoszomak Kkozvetitésével. A
méréseket aramlasi citométer segitségével végeztiik. Az elsé és masodik sor hisztogramjai az
akceptor sejtek pozitivitasat mutatjak a PKHG67 festékre 24 oras inkubdciot kévetden, amely
soran a sejteket PKH67 membranjelolo festék segitségével megjelolt mikrovezikulak vagy
exoszomak jelenlétében tenyésztettiik. A harmadik sor hisztogramjai az akceptor sejtek
pozitivitasat mutatjak a PKHG67 festékre, miutan 24 oran keresztiil egyiitt tenyésztettiik ket a
PKHG67 festék segitségével megjelolt mezenchimalis ssejtekkel. A negyedik sor hisztogramjai az
akceptor sejtek pozitivitasat mutatjak calceinre, miutan 24 oran keresztiil egyiitt tenyésztettiik
oket calcein-AM segitségével megjelolt mezenchimalis Ossejtekkel. Minden egyes hisztogram
legalabb harom fiiggetlen kisérletsorozat eredményét mutatja be, a szazalékban megadott

értékek az akceptor sejtek atlagos pozitivitasat jelzik.
membran komponenst az MSC eredetli extracellularis vezikuldk kozvetitésével.

Raadasul kisérleteink soran az allogén és xenogén modellek kozott sem tapasztaltunk

érdemi eltérést.
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Annak érdekében, hogy tanulményozzuk a citoplazmatikus komponensek atadasat a
szoveti Ossejtek €s T-sejtek kozott, elsOként az egér és human szdveti dssejteket calcein-
AM festékkel jeloltik. Ezt kovetéen tudtuk nyomon kovetni a fluoreszcens calcein
festék atadasat egyik sejtr6l a mésikra (7. abra, 4. sor hisztogramjai). Erdekes médon
azt tapasztaltuk, hogy egyediil a human T limfocitdk akkumulaltak jelentds mennyiségii
calceint a 24 oras ko-kultira modellben. Ezen kiviil jelentds eltéréseket figyeltiink meg
az allogén és xenogén modellek kozott, amely arra enged kovetkeztetni, hogy minden
bizonnyal a szoveti Ossejtek valamely sejtfelszini komponensének aktiv felismerése
jatszik meghatdrozd szerepet a folyamatban. Amig a human T limfocitdk
megkozelitdleg 92%-a bizonyult pozitivnak a fluoreszcens calcein festékre a 24 Oras,
human szdveti 6ssejtekkel torténd inkubaciot kovetden, addig az egér mezenchimalis
Ossejt — T-sejt ko-kulturdk esetében a human T-sejtek mindossze 32%-a lett pozitiv a
calcein festékre atlagosan. Az egér timocitdk és Jurkat limfoma sejtek a human T
limfocitakkal ellentétben nem akkumulaltak detektalhatdo mennyiségli, human vagy egér
szoveti 6ssejtekbdl szarmazo calcein festéket a 24 6ras tenyésztést kvetden.

Fontos megjegyezni, hogy a calcein AM festék az MDR1 ¢és MRP membran
transzporter fehérjék potencidlis szubsztratja, és ezek a transzporter fehérjék a periférias
T-sejtekben és a Jurkat sejtekben egyarant kifejezddnek. Annak érdekében, hogy a
festék eltavolitasat megakadalyozzuk a sejtekbdl, az akceptor sejteket minden esetben
alavetettik egy 30 perces, 10 uM végkoncentracioban alkalmazott verapamil
kezelésnek még a ko-kultira kisérletek megkezdése el6tt. A verapamil hatékonyan
képes gatolni az MDR1 ¢és MRP transzportereket anélkiil, hogy a sejtek kozotti

transzportfolyamatokat gatolna.

4.2.3 Membran vezikulak és citoplazmatikus eredetii anyagok atadasanak
vizsgalata egér timocitakbol, human periférias T limfocitakbol és Jurkat

sejtekb6l a mezenchimalis dssejtek iranyaba

A kovetkezd kisérleteink soran az egér timocitakbol, human T limfocitdkbol,
valamint Jurkat sejtekbdl szdrmazé membran Osszetevék és citoplazmatikus
komponensek atadasanak hatékonysagat vizsgaltuk a kiilonbozd eredetli akceptor sejtek

— egér vagy human mezenchimalis Ossejtek — irdnyaba. A transzportfolyamatok
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vizsgalatahoz az el6z6 fejezetben mar emlitett kisérleteket végeztikk el jra, de ez
esetben forditott felallasban. Elsoként megjeloltiik a donor sejtek plazmamembranjat a
PKHG67 fluoreszcens membran jeldld kit segitségével, majd szdveti dssejtek jelenlétében
tenyésztettiik oket 24 oran keresztiil, kovetkezetesen 1:20 donor sejt — MSC aranyt
alkalmazva. A 24 6ras ko-kulturat kovetden analizaltuk a mezenchimalis Ossejteket
aramlési citométer segitségével. A korabbi kisérleteinkhez hasonldéan most is izolaltunk
mikrovezikuldkat ¢és exoszoémdkat mindharom tipusu sejt feliilisz6jabol, majd
membranjukat kézvetleniil jeloltiikk a PKH67 festékkel. Ezt kdvetden a jeldletlen egér,
vagy human szoveti Ossejteket a fluoreszcens vezikuldk jelenlétében tenyésztettiik.
Mivel azt tapasztaltuk, hogy az akceptor sejtek, jelen esetben a szoveti dssejtek PKH67
pozitivitdsa aranyosan novekszik a hozzaadott extracellularis vezikuldk mennyiségének
novelésével, szamos EV/sejt aranyt leteszteltink. Az MSC-k dozisfiiggd PKH67

pozitivitasat a 8. abra mutatja.
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8. 4abra: Human zsirszovet-eredetii mezenchimalis dssejtek kezelése human T
limfocitakbol, Jurkat sejtekbél, valamint egér timocitakbo6l szarmaz6é mikrovezikuldkkal
és exoszomakkal tobbféle EV/sejt aranyt alkalmazva (4) Humdn Zs-MSC-k dozisfiiggo
PKHG67 pozitivitasa kiilonbozé mennyiségii mikrovezikulaval torténé kezelés hatasara. (B)

Human Zs-MSC-k dozisfiiggd PKHG67 pozitivitasa kiilonbozé mennyiségii exoszomaval torténd

crer

segitségevel allapitottuk meg, a kisérletek idotartama minden esetben 24 ora volt.

A dozisfiiggés ismeretében a kisérleteink soran kovetkezetesen az alabbi EV/sejt
aranyok hasznalatara torekedtiink: 6x10* MV/sejt, illetve 6x10° EXO/sejt atlagosan. A

7. és 9. abran lathato eredményeket egyarant e koncentraciok hasznalataval kaptuk.
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A 9. abran lathato eredmények alapjan (3. sor hisztogramjai) elmondhato, hogy a 24
oraig tartd szoros sejt-sejt kapcsolatoknak koszonhetéen mind az egér, mind a humén
szOveti Ossejtek nagy mennyiségli, donor sejt eredeti membran komponenst
akkumulaltak. Hasonloképpen nagyfoki PKH67 pozitivitast tapasztaltunk 24 ora
elteltével, amennyiben a fluoreszcens membran festékkel jelolt mikrovezikuldk vagy
exoszomak jelenlétében tenyésztettiik az egér vagy human mezenchimalis dssejteket (9.
abra, 1. és 2. sor hisztogramjai). Bizonyos esetekben azonban jelentds kiillonbségeket
tapasztaltunk az allogén és xenogén modellek kozott. A membrankomponensek atadasa
példaul sokkal kevésbé bizonyult hatékonynak egér timocitakrél a human &ssejtek felé,
mint egér MSC-k irdnyaba. Bar ez a kiilonbség a xenogén modellek esetében az MV és
EXO kozvetités soran egyarant sokkal latvanyosabb volt, mint a kdzvetlen sejt-sejt
kapcsolatokat biztositd ko-kultira modellekben (9. abra, 1. oszlop hisztogramjai) az
allogén kisérleti rendszerekhez viszonyitva (9. abra, 4. oszlop hisztogramjai).

A citoplazmatikus calcein mezenchimalis Ossejtek irdnydba torténd atadasanak
vizsgalata sordn — amennyiben az egér timocitdkat, humén T-sejteket vagy Jurkat
sejteket jeloltiik calcein-AM festékkel és tenyésztettiik egyiitt szoveti Ossejtekkel — azt
tapasztaltuk, hogy a human MSC-k iranydba nem volt detektalhaté mértékii calcein
atadas a timocitak feldl, ellenben az egér MSC-k kdzel 20%-a bizonyult pozitivnak 24
ora elteltével calceinre. Az egér és human szdveti Ossejtek kozel azonos mennyiségi,
human T limfocitakbol szarmazo6 calceint akkumulaltak, ellenben a Jurkat limfoma
sejtek feldl sem a human, sem pedig az egér szoveti Ossejtek iranyaba nem volt

megfigyelhetd calcein transzport (9. abra, 4. sor hisztogramjai).
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9. abra: Egér timocitakbol, human periférias T limfocitakbdl és Jurkat sejtekbél szarmazo
membran komponensek és citoplazmatikus calcein atadasanak vizsgalata a szoveti
ossejtek iranyaba ko-kultura modellben, mikrovezikulak vagy exoszomak kozvetitésével.
A méréseket aramlasi citométer segitségével végeztiik. Az elsd és masodik sor hisztogramjai
a szoveti Ossejtek pozitivitasat mutatiak a PKHG67 festékre 24 oras inkubaciot kévetden, amely
soran a sejteket a 3 kiilonbozé donor sejtbol szarmazo, PKH67 membranjelolo festék
segitsegevel megjelolt mikrovezikulak vagy exoszomak jelenlétében tenyésztettiik. A harmadik
sor hisztogramjai a jeloletlen MSC-k PKHG67 pozitivitasat mutatjak, miutan 24 oran keresztiil
egyiitt tenyésztettiik 6ket a PKHG67 festék segitségével megjelolt timocitakkal, T-sejtekkel vagy
Jurkat sejtekkel. A negyedik sor hisztogramjai a jeloletlen MSC-k pozitivitasat mutatjak
calceinre, miutan 24 oran keresztiil egyiitt tenyésztettiik oket calcein-AM segitségével megjelolt
timocitakkal, T-sejtekkel vagy Jurkat sejtekkel. Minden egyes hisztogram legalabb hdrom
fiiggetlen kisérletsorozat eredményét mutatja be, a szdazalékban megadott értékek az akceptor

sejtek atlagos pozitivitdsat jelzik.

Annak érdekében, hogy a mar emlitett MDRI ¢és MRP membran transzporter

fehérjék miikodéséhez kothetd calcein eltavolitdst megakadalyozzuk a sejtekbdl, a
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donor sejteket minden esetben alavetettiik egy 30 perces, 10 uM végkoncentracioban
alkalmazott verapamil kezelésnek még a ko-kulttra kisérletek megkezdése elott.

A membran komponensek és citoplazmatikus calcein atadasanak vizsgalatara
vonatkoz6 kisérletek Osszesitett eredményeit az 3. és 4. tablazat mutatja. Az dramlési
citometrids vizsgélatok alapjan 10%-nal alacsonyabbnak bizonyult expresszios
szinteket, vagy a nagyon gyenge pozitivitdst, amelyet fluoreszcens mikroszkop
segitségével nem sikeriilt igazolnunk, egy minusz jel jeloli. A 10-33% kozotti
pozitivitast egy plusz, a 33-66% kozotti pozitivitast két plusz, mig a nagyon erds

PKH67 vagy calcein pozitivitast harom plusz jel mutatja.

3. Tablazat: Membran komponensek és citoplazmatikus calcein atadasanak
vizsgalata a mezenchimalis dssejtekbdl és egér timocitik, human periférias T-
sejtek és Jurkat sejtek iranyaba ko-kultira modellben, mikrovezikulak vagy

exoszomak kozvetitésével.

Donor sejt: Human Zs-MSC Egér Zs-MSC

Akceptor Egér Human Egér Human
Jurkat Jurkat
sejt: timocita T-sejt timocita T-sejt

Membran
transzfer MV - - - - - -

kozvetitéssel

Membran
transzfer EXO - - - - - -

kozvetitéssel

Membran
transzfer
ko-kultura

modellben

Calcein transz-
fer ko-kultura - +++ - - + -

modellben
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4. Tablazat: Membran komponensek és citoplazmatikus calcein atadasanak
vizsgalata és egér timocitakbol, human periférias T-sejtekbol és Jurkat sejtekbdl
mezenchimalis dssejtekbdl iranyaba ko-kultira modellben, mikrovezikulik vagy

exoszomak kozvetitésével.

Donor sejt: Egér timocita Human T-sejt Jurkat

Akceptor Human Egér Human Egér Human Egér

cell: Zs-MSC | Zs-MSC | Zs-MSC | Zs-MSC | Zs-MSC | Zs-MSC

Membran

transzfer MV ++ +++ +++ +++ +++ +++

kozvetitéssel

Membran

transzfer EXO ++ +++ +++ +++ +++ +++

kozvetitéssel

Membran
transzfer
+++ +++ +++ +++ +++ +++
ko-kultura

modellben

Citoplazmatikus
transzfer

- + +++ ++ - -

ko-kultura

modellben

Az eddigi eredményeink alapjan azt feltételeztik, hogy a plazmamembran
lefizodésével keletkez6, T limfocita eredetli mikrovezikuldk valamilyen szerepet
jatszanak a citoplazmatikus calcein atadasaban is a szoveti dssejtek irdnyaba, mivel a
ko-kultira modellekben és a T limfocita eredeti MV kezelések sordn egyarant azt
tapasztaltuk, hogy az MSC-k 24 6ra elteltével nagy mennyiségli T-sejt eredetli membran
Osszetevot halmoztak fel. A tovabbiakban calcein AM festékkel jeldltik meg mind az 5
sejtféleséget, majd izolaltuk és megvizsgaltuk a mikrovezikula preparatumokat aramlési
citométer segitségével. Fiiggetleniil a sejt eredetétdl €s tipusatol, minden esetben magas

pozitivitast mértiink az 6sszes MV mintank esetében (10. abra). Viszont amennyiben T
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limfocita eredetli, calceinre magas pozitivitast mutatdé mikrovezikuldkkal kezeltiink
szoveti Ossejteket, sesmmiféle pozitivitdst nem tapasztaltunk calceinre nézve még 24 ora
elteltével sem. Ennek fényében valosziniisithetd, hogy a mikrovezikuldk altal kozvetitett
fluoreszcens calcein mennyisége nem elegendd ahhoz, hogy reprodukélja azt a magas
pozitivitast, amelyet a ko-kultira modellek esetében mértiink. Nagyon valdszintinek
tinik tehat, hogy valamilyen més mechanizmus tehetd feleléssé a nagymértékii
citoplazmatikus calcein atadasért, amely egyértelmiilen szoros sejt-sejt kapcsolatokat
igényel. Ezt nagymértékben alatamasztani latszik az az eredményiink is, hogy mig a
human T limfocitak lathatéan nem képesek szoveti dssejt eredetii membran Osszetevok
felhalmozasara, mégis 6ridsi mennyiségli, mezenchimalis Ossejt eredetii fluoreszcens

calceint halmoznak fel ko-kultara modell esetében.

Humén Zs-MSC Egér Zs-MSC Egér timocita Human T-sejt Jurkat
HE ﬁ HERN
o3 N = e e I =
g 1] | | ' i n | |
(] | | I} i !
L2 g . 1 j /| ' A ' /
S L LN\ __\ 1\ B9 5 5 T R ¥ 11 P L
1 A | f \
£ | ] f |
gl I (A IR / (I
] 1 }{ \\ / \ _.F \ i \‘
. - ) L _&— L e . Lt S S—

Fluoreszcencia intenzitas >

r s

10. abra: Egér és human mezenchimalis dssejtek, egér timocitak, human T limfocitak és
Jurkat sejtek, valamint a megfelel6 mikrovezikula izolitumok vizsgilata fluoreszcens

calceinre nézve aramlasi citométer segitségével.
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4.2.4 Membran nanocsdvek vizsgalata zsir eredetii mezenchimalis dssejtek és

human periférias T limfocitak kozott

Annak érdekében, hogy tisztazzuk, milyen mechanizmus(ok) tehetd(k) felelossé a
rendkiviil intenziv, kétirdnyl citoplazmatikus calcein transzportért a human
mezenchimalis Ossejtek és periférias T-sejtek kozott, megvizsgaltuk a sejteket ko-
kultara modellben konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkdp segitségével és kozvetlen sejt-
sejt kapcsold struktirdk utan kutattunk. Amennyiben a szoveti Ossejteket CellTracker
CM-Dil fluoreszcens membran festékkel, a T limfocitdkat pedig calcein AM festékkel
jeloltiik, a 24 6ras ko-kulturat kovetden semmilyen, a szoveti dssejtekbdl szarmazé és a
két sejtféleséget 0sszekotd nanocsd forméciot nem észleltiink (11. abra B).  Viszont
forditott esetben — amennyiben a T limfocitakat CellTracker CM-Dil fluoreszcens
membran festékkel, a szoveti dssejteket pedig calcein AM festékkel jeldltiik — rengeteg
membran nanocsd jelenlétére lettiink figyelmesek, amelyek a T limfocitdk és szoveti
Ossejtek  kozotti  szoros kapcsolatot biztositottdk. Az eredményeink fényében
kijelenthetjiik, hogy ezek a membran nanocsovek minden esetben a T limfocitakbol
szarmaztak (11.abra A).

Ezek az Un. tunneling nanocsdovek (TNT) meglehetdsen gyorsan, a ko-kultara
masodik-harmadik o6r4jaban kialakultak és lathatéan tobb 6rdn keresztiil biztositottak a
stabil sejt-sejt Osszekottetéseket. A T-sejtek calcein pozitivitasat harom kiilonbozo
iddpontban is megvizsgaltuk: 4, 12 és 24 ora elteltével. 4 ora elteltével a sejtek csupan
1-2%-a volt calcein pozitiv. 12 ora elteltével ez az arany mar 40-50% volt, mig 24 6ra
elteltével szinte valamennyi T-sejt pozitivnak bizonyult a fluoreszcens calceinre.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a membran nanocsdvek nagyon gyorsan
kialakultak a T-sejtek ¢s az Ossejtek kozott, viszont a mérhetd mennyiségi
citoplazmatikus calcein ataddsa mar joval iddigényesebb folyamatnak bizonyult. A
membran nanocsovek kizdrdlag a T limfocitdktol szdrmaztak, és koziilik némelyik

hossza elérte a 200 pm hossztsagot is (12. abra).
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11. Abra: Human mezenchimalis 6ssejtek és periférias T limfocitak ko-kultirajarél késziilt
konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopos felvételek (4) A T-sejteket CellTracker CM-Dil
festékkel (narancssarga), mig a mezenchimalis dssejteket calcein AM festékkel jeloltiik (z6ld).
24 oras inkubaciot kovetéen nagyon sok T-sejt eredetii membrdan nanocsé képzodott a kétféle
sejttipus kozott. Ugyanakkor a legtobb széveti Gssejt plazmamembranjaval nagy mennyiségii, T-

sejt eredetii membran vezikula fuziondlt. (B) A mezenchimalis dssejteket CellTracker CM-Dil
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festékkel (narancssarga), mig a T-limfocitakat calcein AM festékkel jeloltiik (zold). Széveti

ossejt-eredetii membran nacsocsoveket, amelyek a T limfocitakkal kozvetlen sejt-sejt kapcsolatot

alakitottak volna ki, nem észleltiink.

12. dbra: Extrém hossziisigi membran nanocsévekrol készitett konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkoépos felvételek. A4 bal oldali képen egy 85 um hosszu, a jobb oldalin pedig egy 225
um hosszusdagu membradn nanocso lathato. A jobb oldali foto két kiilonallo kép osszeillesztésével
kesziilt, a képek hatarait a fehér szinii pontozott vonal jelzi. A T-sejteket CellTracker CM-Dil

festekkel (narancssarga), mig a mezenchimalis dssejteket calcein AM festékkel jeloltiik (zold).

Fontos megjegyezni, hogy a Jurkat limfoma sejtek bar egymas kozott kialakitottak
sejt-sejt kapcsolatokat membran nanocsdveken keresztiil, &m a szdveti dssejtek irdnyaba
mar nem képeztek ilyen jellegli struktirdkat a T-sejtes kisérletekkel megegyezd

koriilmények kozott.
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4.2.5 A mezenchimalis 6ssejt-eredetii mikrovezikuliak és exoszomak, parakrin
faktorok valamint kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok immunszuppressziv

hatasa in vitro stimulalt T limfocitak esetében

Miutan sikeriilt tisztdznunk, hogy milyen folyamatok tehetdk feleldssé a membran
Osszetevok atadasaért az MSC-k és T limfocitak kozott, funkciondlis vizsgalatokat is
elvégeztlink annak kideritéséhez, hogy milyen moédon befolyasoljak az Ossejt-eredetii
mikrovezikuldk és exoszomak az in vitro aktivalt citotoxikus —és helper T limfocitak
osztodasi képességét és gamma interferon (IFN-y) termelését. Az egyes MSC-eredetii
extracellularis vezikula alpopuldcidk Jurkat limfoma sejtek osztodéasi képességére
gyakorolt hatasat a tovabbiakban szintén teszteltiik.

Az MSC-eredetii mikrovezikuldk és exoszoémak funkcionalis hatasanak vizsgalatahoz
in vitro aktivalt T limfocitakat tenyésztettiink egyiitt kiilonb6z6 mennyiségi
mikrovezikuldval vagy exoszémaval, majd a T-sejtek osztddasi képességét 4 napon
keresztiil nyomon kovettiik. Miutan differencial centrifugalas segitségével eltavolitottuk
az Osszes extracellularis vezikulat az MSC-k feliilusz6jabdl, a higitott vagy higitatlan
kondicionalt médium proliferaciora €s IFN-y termelésre gyakorolt hatdsat szintén
teszteltiik. Végiil az MSC-k T-sejtekre €s Jurkat sejtekre gyakorolt immunszuppressziv
aktivitasat kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok fenndlldsa esetén, ko-kultiraban is
megvizsgaltuk kiilonbozé MSC — T-sejt ardnyok mellett. A T limfocitdk aktivalasahoz
human T-Activator CD3/CD28 mikrogyongyoket, vagy mitogén hatdsu lektint,
concanavalin A-t (ConA) hasznaltunk. A sejtproliferacids vizsgélatok soran minden
kisérletet kétféle modszer segitségével is elvégeztiink. A resazurin redukcids
vizsgalatok és CFSE sejtproliferacios vizsgalatok soran nagyon hasonlé eredményeket
kaptunk (13. abra, 14. abra, 15. abra, 16. abra, 17. abra).

A CD3/CD28 mikrogyongyok segitségével aktivalt T limfocitdk osztodasi
sebességének valtozasat MSC-EV-k hatdsara egyrészt resazurin redukcids vizsgalattal
kovettiik nyomon, melynek eredményeit a 13. abra A szemlélteti. A 3. napon késziilt
reprezentativ fénymikroszkopos felvételeket a 13. abra B mutatja. A mikrogyongydk
segitségével specifikusan aktivalt T-sejtek osztodasi sebességének valtozasat egy masik
moddszer, a CFSE sejtproliferacios esszé segitségével is nyomon kovettiik, melynek

eredményeit a 17. abra A, B mutatjdk. A concanavalin A segitségével stimulalt
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13. abra: Mezenchimalis éssejtek, MSC-eredetii szolubilis mediatorok és extracellularis
vezikuldk immunszuppressziv aktivitisa — resazurin redukcids vizsgalatok. Az
osszehasonlito kisérletek soran T-limfocitak aktivalisa minden esetben CD3/28
mikrogyongyok segitségével tortént. (4) Kiilonbozé tenyésztési kériilmények kozott

szaporitott, aktivalt T-limfocitak novekedési gorbéi. A resorufin fluoreszcencia intenzitdasa
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aranyos a sejtszammal (B) Kiilonbozé tenyésztési koriilmények kozott szaporitott, aktivalt T-
limfocitakrol keszitett reprezentativ fénymikroszkopos képek (3. nap) (C) Intracellularis IFN-y
szint kvantitativ meghatarozasa immunfluoreszcencian alapulé aramlasi citometridas analizist
kovetden. A fiiggetlen kisérletek soran mért értékek szamtani atlagat abrazoltuk a + standard

szorasokat is feltiintetve. P<0.05 érték esetén tekintettiik a kiilonbséget szignifikansnak.

T limfocitak osztddasi sebességének valtozasat MSC-EV kezelést kovetden resazurin
redukcids vizsgalatok segitségével kvantifikaltuk (14. abra A, B), ¢és eredményeink
alapjan elmondhato, hogy a mikrogyongydkkel torténd receptor-specifikus aktivaciohoz
képest nem tapasztaltunk érdemi kiillonbséget.

Az MSC-eredetii extracellularis vezikulak T limfocitdk osztdédasara gyakorolt hatasat
kiilonb6z6 koncentraciok alkalmazéasa mellett is megvizsgaltuk mind a mikrogydngyok
segitségével aktivalt, mind pedig a ConA segitségével stimulalt T-sejtek esetében.
Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy sem az MSC-eredetii mikrovezikulak, sem pedig
az exoszomak nem befolyasoljak az aktivalt T limfocitdk proliferacids ratdjat még
annak ellenére sem, hogy egyes esetekben oOridsi feleslegben voltak jelen a sejtek
szamahoz viszonyitva a 24 oras ko-kultira soran (1,2 x 10° MV/sejt és 1,2 x 10°
EXO/sejt atlagosan) (15. abra Aj; 16. abra A).

Ahogyan azt a korabbi kisérletek soran mar lathattuk, a mezenchimalis dssejtek ezzel
szemben tekintélyes mennyiségii, T limfocita eredetii extracellularis vezikula felvételére
voltak képesek (9. abra), és a membrankomponensek felvételének mértéke hatarozott
dozisfiiggést mutatott az extracellularis vezikuldk mennyiségével (8. abra C). Raadasul
ezeknél a kisérleteknél a legmagasabb EV/sejt arany csupan a mostani mennyiségek fele
volt, vagyis 6 x 10* MV/sejt és 6 x 10° EXO/sejt atlagosan.

A mezenchimalis dssejt-kondicionalt médiumban (MSC-KM) tenyésztett aktivalt T
limfocitdk osztddasi sebességében statisztikailag szignifikans kiilonbség mutatkozott a
kontroll aktivalt T-sejtekhez képest, amelyeket normal sejttenyésztd médiumban
szaporitottunk. A sejtek osztodasi sebessége jelentdsen mérséklddott fiiggetleniil attol,
hogy CD3/28 mikrogydngydk (13. abra A, B) vagy concanavalin A (14. abra A, B)
segitségével aktivaltuk vagy stimuldltuk a T limfocitdkat. Amennyiben az MSC-
kondicionalt médiumbol higitasi sort készitettiink és ezeket hasznaltuk tenyésztd
kozegként az aktivalt T-sejtek szamadra, egyre kisebb mértékii sejtosztodast gatlo hatast

tapasztaltunk (15. abra B, 16. abra B). A resazurin redukcidos vizsgalatok
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eredményeihez nagyon hasonld gatldé hatast sikeriilt megfigyelnink a CFSE

sejtproliferacids esszé alkalmazasaval is (17. abra A, C).
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14. abra: Mezenchimalis 6ssejtek, MSC-eredetii szolubilis mediatorok és extracellularis
vezikuldk immunszuppressziv aktivitisa — resazurin redukciés vizsgalatok. Az
osszehasonlito kisérletek soran a T-limfocitak aktivalisa minden esetben concanavalin A
segitségével tortént. (4) Kiilonbozo tenyésztési koriilmények kozott szaporitott, aktivalt T-
limfocitak novekedési gorbéi. A resorufin fluoreszcencia intenzitdsa aranyos a sejtszammal (B)
Kiilonbozo  tenyeésztési  koriilmények kozott szaporitott, aktivalt T-limfocitakrol készitett

reprezentativ fénymikroszkopos képek (3. nap)
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15. abra: Mezenchimalis éssejtek, MSC-eredetii szolubilis mediatorok és extracellularis
vezikuldk immunszuppressziv aktivitisa — resazurin redukcids vizsgalatok. Az
osszehasonlito kisérletek soran T-limfocitak aktivalisa minden esetben CD3/28
mikrogyongyok segitségével tortént. (4) MSC-EV-k dozisfiiggo hatasa a T-sejt proliferaciora

ro

(relativ proliferacio) (B) Az MSC-kondicionalt médiumban lévo parakrin faktorok dozisfiiggd
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hatasa a T-sejt proliferaciora (relativ proliferacio) (C) Aktivalt T-sejtek relativ proliferacioja
ko-kultura modellben kiilonboz6 MSC — T-sejt ardanyok mellett.

A legjelent6sebb sejtosztodast gatlo hatas a ko-kultira modellek esetében
kovetkezett be fliggetleniil attol, hogy a T limfocitdkat milyen modon aktivaltuk.
Ezeknél a sejtes ko-kultiira modelleknél szintén kiilonb6zo koriilményeket alkalmaztunk
a T-sejt aktivacié mechanizmusanak, valamint az MSC — T-sejt ardnyok tekintetében. A
korabbi kisérletekhez hasonldan a receptor-specifikus aktivacio mellett (13. dbra A, B)
a mitogénnel torténd stimulaciot is teszteltiik (14. abra A, B). Az 1:50 MSC — T-sejt
aranyok mellett a T limfocitdk osztodéasi sebességében elhanyagolhatdé mértékil
csokkenés volt megfigyelhetd mas sejtaranyokhoz képest. Az MSC-k novekvd
mennyiségével, 1:20, 1:10 és 1:5 sejtaranyok mellett nagyon hasonlé T-sejt proliferaciot
gatl6 hatast tapasztaltunk (15. abra C, 16. abra C, 17. abra A, D).

Fontos kiemelni, hogy 1:20 és 1:50 MSC — T-sejt aranyok mellett a harmadik naptol
az Ossejtek intenziv pusztuldsa volt megfigyelhetd. Valdszinlileg a limfocitak altal
termelt gyulladdsos citokinek tehetok feleldss¢é az MSC-k pusztulasaért, hiszen
kordbban mar bebizonyosodott, hogy az erdteljes gyulladasos koriilmények autofagiat
indukélnak és végeredményben apoptotikus sejthalalt okoznak [88].

A mezenchimalis Ossejt-eredetli EV-k az aktivalt T limfocitdk gamma interferon
termelésére sem voltak semmilyen hatassal (13. abra C). Az MSC-kondicionalt
médium haszndlatanal, illetvea ko-kultira modellek esetében viszont egyarant jelentds
csokkenést tapasztaltunk az IFN-y termelésben. Erdekes modon a csokkenés mértéke
viszont korantsem volt azonos mértékd, hiszen a ko-kultura modelleknél a gatlas
mértékében statisztikailag szignifikans kiilonbség mutatkozott az MSC-kondicionalt
médium haszndlata esetén kapott eredményekhez képest. Valosziniisithetden a membran
nanocsOveken keresztiil torténd intenziv citoplazmatikus anyagatadas okozhatja ezt a

kiilonbséget.
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16. abra: Mezenchimalis 6ssejtek, MSC-eredetii szolubilis mediatorok és extracellularis

vezikulak

osszehasonlito kisérletek soran a T-limfocitak aktivalasa minden esetben concanavalin A
segitségével tortént. (4) MSC-EV-k dozisfiiggd hatisa a T-sejt proliferaciora (relativ
proliferacio)(B) Az MSC-kondicionadlt médiumban lévo parakrin faktorok dozisfiiggo hatdsa a

immunszuppressziv aktivitisa -—
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T-sejt proliferaciora (relativ proliferacio) (C) Aktivalt T-sejtek relativ proliferdacioja ko-kultura
modellben kiilonbozd MSC — T-sejt aranyok mellett
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17. abra: Mezenchimalis éssejtek, MSC-eredetii szolubilis mediatorok és extracellularis
vezikuldk immunszuppressziv aktivitisa — CFSE sejtproliferaciés vizsgilatok. Az
osszehasonlitd kisérletek soran a T-limfocitik aktivalidsa minden esetben CD3/28
mikrogyongyok segitségével tortént. (4) Kiilonbozé tenyésztési koriilmények kézott
szaporitott, aktivalt T-limfocitak CFSE intenzitasa. A reprezentativ suriiségfelho-képek a 4.
napon késziiltek. A sejtosztodas mértékét a legalabb 4 osztodasi cikluson keresztiilment élo T-
limfocitak szazalékos értékét figyelembe véve hataroztuk meg a teljes populdciohoz képest (B)

MSC-EV-k dozisfiiggé hatasa a T-sejt proliferaciora (relativ proliferacio) (C) Az MSC-
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kondicionalt médiumban lévé parakrin faktorok dozisfiiggé hatasa a T-sejt proliferaciora
(relativ proliferacio) (D) Aktivalt T-sejtek relativ proliferdcioja ko-kultiira modellben kiilonbozo
MSC — T-sejt aranyok mellett

A gamma interferon szint csokkenése a CD4+ limfocitdk esetében jelentésebb volt,
mint a citotoxikus T-sejtek esetében, fiiggetleniil attdl, hogy MSC-kondicionalt
médiumot hasznaltunk a szaporitdsukhoz vagy egyiitt tenyésztettiik ket mezenchimalis
ssejtekkel. Eszlelheté mértékii IFN-y termelést természetesen csak abban az esetben
tapasztaltunk, ha a T-sejteket specifikusan aktivaltuk CD3/28 mikrogyongydk
segitségével. A ConA mitogénnel torténd aktivacid soran 24 ora elteltével nem

tapasztaltunk gamma interferon termelést.

4.2.6 A mezenchimalis 6ssejt-eredetii mikrovezikulik és exoszomak, parakrin
faktorok valamint kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok sejtosztodast gatlo

hatasa Jurkat limfoma sejtek esetében

Annak érdekében, hogy kideritsiik, van-e valamilyen sejtosztdédast gatlo hatisa a
mezenchimalis dssejt-eredetii extracellularis vezikulaknak a Jurkat limfoblasztoid sejtek
esetében, frissen izolalt mikrovezikulakkal ill. exoszomakkal kezeltik a Jurkat
tenyészeteket. Ezeknél a kisérleteknél kovetkezetesen 3x10* MVi/sejt, illetve 3x10°
EXO/sejt aranyokat alkalmaztunk, a ko-kultiira modell esetében pedig rendre 1:10 MSC
— Jurkat sejtaranyokat vizsgaltunk a limfoma sejtek igen erételjes proliferacios
képessége miatt. Miutdn az Osszes EV-t eltdvolitottuk az MSC-k feliilusz6jabol, a
kondicionalt médium Jurkat sejtek osztodasara gyakorolt hatdsat is teszteltiik. Ezeknél a
kisérleteknél semmilyen modon nem aktivaltuk a Jurkat sejteket, concanavalin A

mitogént sem hasznaltunk.
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18. abra: Mezenchimalis 6ssejtek, MSC-eredetii szolubilis mediatorok és extracellularis
vezikulak sejtosztédast gatlo hatasa — resazurin redukcios vizsgalatok. Kiilonbozo
tenyésztesi koriilmények kozott szaporitott Jurkat limfoma sejtek novekedesi gorbéi. A resorufin

fluoreszcencia intenzitisa aranyos a sejtszammal.

A 18. abran lathato eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy egyik MSC-eredetli EV
frakcio sem volt képes gatolni a sejtosztddast, viszont az MSC-kondicionalt médium
hasznalatakor és a ko-kulturdk esetében is jelentds csokkenést észleltiink a sejtek
osztodasi sebességében. Fontos kiilonbséget tapasztaltunk viszont a T-sejtes
kisérletekhez képest, ugyanis a kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok a ko-kultira modellek
esetében nem okoztak nagyobb mértékii sejtosztodast gatld hatast az MSC-KM
haszndlatahoz képest. Valdszintsithetéen a membran nanocsdveken keresztiil torténd,
intenziv citoplazmatikus anyagatadas hianyara vezetheto vissza ez a kiilonbség, hiszen a

mezenchimalis Ossejtek és Jurkat limfoma sejtek kozott egyszer sem sikeriilt

kimutatnunk a citoplazmatikus anyagok fokozott dtadasat.

4.2.7 A T limfocita-eredetii mikrovezikulak és exoszomak gatlo hatasa a

mezenchimalis dssejtek prostaglandin E, termelésére

A tovéabbiakban megvizsgaltuk, hogy a T limfocitdk 4ltal termelt extracellularis

vezikuldk hatast gyakorolnak —e a mezenchimalis Ossejtek prostaglandin E, termelésére.
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A prosztaglandin E, az egyik legmeghatarozobb immunszuppressziv vegyiilet, amelyet
az MSC-k termelnek valaszul a kiilonféle gyulladasos ingerekre. A Foxp3" regulator T
sejtek indukcidjan kiviil gatolja az NK sejtek effektor funkcioit, a dendritikus sejtek
érését, valamint hatdsdra a makrofagok fenotipusa is eltolodik az M2, tehat
gyulladasgatlo fenotipus irdnyaba.

A human zsirszovet eredetli mezenchimalis Ossejteket kiilonb6zé mennyiségl,
aktivalt T limfocita-eredetli mikrovezikula vagy exoszéma jelenlétében tenyésztettiink,
majd 48 ora elteltével megmeértiik az MSC-feliiluszo PGE, tartalmat prostaglandin E,
immunoassay segitségével (19. dbra). A T limfocitdkat eldzetesen receptor-
specifikusan aktivaltuk anti-CD3/28-konjugalt mikrogydngyok segitségével. Az
eredményeink azt mutattadk, hogy az aktivalt T sejtekbdl szarmazd mikrovezikuldk és
exoszomak egyarant nagyon erdteljes PGE, szekréciot indukéltak az dssejtekben,

méghozzé dozisfiiggd mértékben.

3500

1000 T

PGE2 koncentracié (pg/mL)

)

500 1 % / T
ol L] . . ‘ A
Stimulalatlan 6x10M 3x10M 1,5x10M 6 x 1075 3x10"5 1,5x1075
MSC-k MV/sejt MV/sejt MV/sejt EXO/sejt EXO/sejt EXO/sejt

19. abra: Zs-MSC-k feliiliszéjaban mért prostaglandin E, koncentracio EV kezelést
kovetoen. A szoveti Ossejteket 48 oraig tenyésztettiik kiilonbozo mennyiségii, aktivalt T-sejt-
eredetii mikrovezikulak vagy exoszomdk jelenléteben. A T-limfocitik aktivaldsa minden esetben

CD3/28 mikrogydngyok segitségével tortent.
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4.3 Immortalizalt mezenchimalis dssejtvonalak vizsgalata

Munkank soran kiilonb6z6 mddon immortalizalt, zsirszovetbdl szarmaz6é human
mezenchimalis Ossejtvonalakat vizsgaltunk. Az immortalizald gének bevitelét
lentiviralis génbeviteli rendszer segitségével valdsitottuk meg az Anyagok és modszerek
fejezetben leirtak szerint. A tovabbi vizsgélatok és kisérletek célja annak megallapitasa
volt, hogy az immortalizaciot kovetéen ezek a felndtt szoveti Ossejtvonalak valoban
megfelelnek-e a mezenchimalis Ossejtekkel szemben tdmasztott kdvetelményeknek,

megtartottak-e differencidcios képességiiket illetve megorizték-e genomi stabilitasukat.
4.3.1 Immortalizalt sejtvonalak létrehozasa

A lentivirdlis transzdukciot kovetden az egyes zsirszovet eredetli MSC sejtvonalakat
Osszesen tobb mint 20 hoénapon keresztiil szaporitottuk. A Bmi-1 gén bevitelének
segitségével immortalizalt Ossejtek az 55. és 60. populacidkettézodés kozotti
idészakban befejezték a sejtosztodast és a szeneszcencia allapotaba keriiltek. Az 0sszes
tobbi sejtvonal esetében még nagyon sokdig aktiv sejtosztddast figyeltiink meg. A
kiilonb6z6 viszgalatok, mérések pontos iddpontjait — mindegyik sejtvonal esetében az

aktualis populaciokettézodés értékét megjeldlve — az 5. tablazat tartalmazza.
4.3.2 Az immortalizalo gének expresszios szintjének meghatarozasa

A kiilonb6z6 immortalizald gének hatékony kifejezddését tobbféle modszer segitségével
igazoltuk: kvantitativ PCR vizsgalattal, telomerdz enzimaktivitds méréssel valamint a
keletkezett géntermékek immuncitokémiai festésével 20. abra A-C). A Z-MSC" ™=RT,
Z-MSCPmTERT o 7 MSCSVAOTHTERT §mmortalizalt sejtvonalak esetében sikerrel
mutattuk ki a hTERT fehérjét kodolo mRNS jelenlétét valos idejii PCR reakcio
segitségével, valamint a fehérje jelenlétét ¢és milkodoképességét is igazoltuk

immuncitokémiai vizsgalat, valamint a telomeraz aktivitas mérésének segitségével.
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5. tablazat: Az immortalizalt 6ssejtvonalak jellemzéséhez hasznalt kiilonb6zo

viszgalatok tipusainak, illetve a mérések pontos idopontjainak ismertetése.

Kisérlet tipusa Populacidkett6zdédés (PD) szama a kisérlet idépontjaban
Zs_MSChTERT Zs_MSCBmi-1 Zs_MSCBmi-1+hTERT Zs_MSCSV4UT+hTERT

Immunfluoreszcencia 83 33 107 108
RT-gPCR

1. Kisérleti id6pont 45 10 35 120
2. Kisérleti idépont 100 55 90 310
Provirus kdpiaszamanak

meghatarozasa

1. Kisérleti id6pont - 2 - 10
2. Kisérleti id6pont 23 25 23 87
3. Kisérleti idépont 103 56 90 312
Telomeraz aktivitas mérése 84 26 104 350

Proliferacios vizsgalat

1. Kisérleti id6pont 19 20 19 74
2. Kisérleti id6pont 102 32 107 424
SA-BGal festés 100 57 103 357
Aramlasi citometria
MSC markerek 86 29 109 370
Hematopoetikus markerek 50 42 50 176
Csont iranyu differenciacio
Alizarin vérés festés 50 42 50 176
RUNX2 & ALP 88 27 74 259
Zsir iranyu differenciacio 98 27 74 280
Kariotipus meghatarozasa 56 - 56 183
In vivo tumorképzé

74 - 74 255
képesség vizsgalata
Medfigyelési periodus Szeneszcencia
vége 120 55-60 PD kozott 143 481
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20. abra Immortalizalt MSC sejtvonalak karakterizalasa. (4) Az immortalizalo géntermékek
kimutatasa immuncitokémiai jeloléssel. (B) Az immortalizalo gének relativ mRNS expresszios
szintjei az endogén b-aktin szitiehez viszonyitva, két kiilonbozo idopontban mérve. (P=0.01) (C)
Telomerdz aktivitas mérése TRAPeze assay segitségével. (D) Sejtenkénti atlagos provirus
kopiaszam meghatarozasa kvantitativ PCR segitségével, két vagy harom kiilonbozé idopontban
mérve, az Rnase P expresszios szintjéhez viszonyitva. (E) A populacio-kettézodéshez sziikséges
atlagos idotartam (PDT) meghatarozdasa resazurin redukcios vizsgalat segitségevel, két
kiilonboz6 idopontban elvégezve. (a) Kiilonbség a vad tipusu Z-MSC-hez képest; (b) A ket
kiilonboz6 idopont kézotti eltérés. * 0.05>P>0.01 ** 0.01>P>0.001 *** P<0.001. Az egyes
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meéreési eredményeket a 2. tablazatban megjelolt idépontban végeztiik el (populdcio-kettozodések

szama,).

A vad tipust Zs-MSC, valamint a Zs-MSCP™! és Zs-MSC* sejtvonalak esetében sem
mRNS, sem pedig fehérje szinten nem sikertilt kimutatnunk a hTERT jelenlétét. A Bmi-
1 transzgént nem kifejezo sejteknél csak egy nagyon alacsony Bmi-1 fehérje expressziot
sikeriilt kimutatnunk egy nem fajspecifikus ellenanyag segitségével, ellentétben a Zs-
MSCBmH! g 7s-MSCBmIHTERT sejtvonalakkal, ahol egy nagyon erés overexpressziot
figyeltiink meg mind mRNS, mind pedig fehérje szinten. Az SV40T mRNS és fehérje
szintli expresszidja természetesen csak a Zs-MSCSVATHTERT goitvonalnal volt
megfigyelhetd. Az exogén eredetli hTERT expresszidja az id6 eldrehaladtaval allando
mértékli maradt Zs-MSC"™RT g5 Z-MSCSVAOTHTERT geitek esetében, viszont a Zs-
MSCBm-ITERT ooitvonalnal egy 4,1-szeres csdkkenést mértiink (P=0.01) a 35. és 90.
populacidkett6zodés kozotti idoszakban. Amig a passzazsszam novekedésével az

SV40T antigén enyhe csendesitését figyeltik meg a Z-MSCSV4OTHTERT

sejtekben, addig
a Bmi-1 fehérjét kodol6 mRNS mennyiségének kismértékii novekedését mutattuk ki
mind a Zs-MSC®™' mind pedig a Zs-MSCP™'™TERT seitvonalak esetében.
Mindazonaltal ezek a kismértéki kiilonbségek statiasztikailag nem bizonyultak

szignifikasnak.
4.3.3 Provirus kopiaszamanak meghatarozasa

A sejtenkénti atlagos, genomba integralodott provirus kopiaszamot valds idejii PCR

reakciok segitségével hatdroztuk meg (20. abra D). Mind a korai, mind pedig a késébbi

hTERT
C

idépontban elvégzett mérések alapjan a Zs-MS sejtek legnagyobb hanyada

atlagosan harom kopia integralodott provirost tartalmazott, mig a Zs-MSCSYV4OTHTERT
sejtvonal esetében egy kopia SV40T és harom kopia hTERT transzgént kodold viralis
szekvenciat sikeriilt kimutatnunk. Ebben az esetben a hTERT és SV40T géneket kodold
provirus kopiaszdm gyorsan stabilizdlodott a populacidban és valtozatlan maradt az id6
elérehaladtaval. Ezzel ellentétben a magasabb kopiaszamt Bmi-1 transzgént hordozo
klonok fokozatos szelekciojat figyeltiik meg a Zs-MSC®™ (5-15 kopia) és Zs-MSCP™"

I*hTERT (8_12 képia) sejtvonalak esetében egyarant.
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4.3.4 Proliferacios -és sejtoregedés vizsgalatok

A populacidkett6zodés idotartamanak (PDT) értékeit a logaritmikus novekedés kozépsd
szakaszaban 1évd, tigynevezett midlog fazisban 1év0 populaciok esetében hataroztuk
meg (20. abra E). A kezdeti id3szakban a Zs-MSC"T*RT 7s-MSCP™! ¢s Zs-MSCE™"
IPhTERT seitvonalak esetében a populaciokettézédés idotartamat tekintve nem talaltunk
jelentds kiilonbséget a korai passzadzsszamu parentalis, vagyis vad tipustu Zs-MSC-hez
viszonyitva. Ezzel ellentétben a Zs-MSCSV*TTERT geityonal esetében mar a korai

mérések soran is kétszeres osztddasi sebességet mértiink a vad tipusu sejtekhez képest.

21. abra Szeneszcencia-asszocialt B-galaktozidaz festés
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A Bmi-1 transzgént kifejezd Ossejtek novekedése a 32. populéciokettézédést elérve
lelassult, majd az 55-60. PD kozotti idészakban a sejtek osztodasa leédllt. A Bmi-1 és
hTERT transzgéneket egyarant kifejezd sejtek novekedési iiteme iddvel szintén
csokkent, viszont az osztodasuk a késébbiekben is stabilan folytatodott. A Zs-MSC'TERT
és Zs-MSCSVAOTTERT sejtvonalak osztddasi sebessége ellenben kismértékii novekedést
mutatott a tovabbi szaporitds sordn. A szeneszcencia-asszocidlt P-galaktoziddz festés
soran azt tapasztaltuk, hogy a hTERT gént kifejezd sejtek a 100. populacidkettézodés
utan, a Bmi-1 és hTERT géneket egyiittesen kifejezd sejtek pedig a 103. populacio-
kett6zddést kovetden sem mutattak eltérést a fiatal, vad tipusu dssejtekhez képest. Az
onmagaban csak a Bmi-1 gént kifejezd sejtek tobbsége az 57. kettdzddésnél mar teljes

tehat szeneszcenciat mutatott ellentétben a Zs-MSCSVATHTERT

sejtvonallal, ahol a sejtek
teljesen negativ festddést mutattak még a 357 populaciokettézodési ciklusban is (21.

abra).
4.3.5 Sejtfelszini antigének és differenciacios képesség vizsgalata

Az immortalizaciét kovetden mindegyik sejtvonal kifejezte tovabbra is azokat a
sejtfelszini antigéneket, amelyek tipikusan jellemzdek erre a sejttipusra. A CD44,
CD73, CD90 és CD105 immunmarkerekre mutatott nagyfoku pozitivitassal ellentétben
a hematopoetikus eredetli sejtekre jellemzé CD3, CD14, CD19, CD34, CD45 és HLA-
DR antigénekre mindegyik sejtvonal negativnak bizonyult. A csont irdnya
differenciacié harmadik hetében a Zs-MSCPTERT 75 MSCB™! ¢s Zs-MSCBmI-IHITERT
sejtvonalak esetében is végbement a RUNX2 transzkripcios faktor sejtmagba torténd
transzlokacidja, az alkalikus foszfatdz aktivitasa nagymértékben megnétt, és az
extracellularis allomanyban pedig jelentds mennyiségli kalcium halmozodott fel (22.
kisérleteink soran (22. abra D). Ezzel ellentétben a Zs-MSCSYVAOTHIERT sejtvonal
esetében a RUNX2 transzlokacioja nem ment végbe oszteogén indukcid hatasara és a

sejtek a zsir irdny differeciacios protokollra sem adtak megfeleld valaszt.
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22. abra Csont és zsir iranya differencidciés képesség vizsgalata. (4) A RUNX2

transzkripcios faktor immuncitokémiai jelolése a differencidacio 1. napjan (baloldali képrésziet)
és harom het elteltével (jobboldali képrésziet). (B) Alkalikus foszfatiz enzim aktivitasanak
kimutatasa kromogén szubsztrat hozzaadasaval. (C) Az extracellularis térben felhalmozodott
kalcium kimutatasa Alizarin voros festéssel. (D) Zsir iranyu differencidcios képesség vizsgalata
Oil Red O festéssel.
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4.3.6 Kariotipus meghatarozasa és a tumorképzo képesség vizsgalata

Azoknal a sejtvonalaknal, amelyeknél még az 50. populéaciokettozodést kovetden is
aktiv sejtosztodast figyeltiink meg, citogenetikai analizist végeztiink, valamint a sejteket
immundeficiens egerek szervezetébe oltottuk azzal a céllal, hogy megvizsgéljuk a
tumorképz6 képességiiket. A Zs-MSC"TFRT ¢g Zs-MSCBmi-IhTERT sejtvonalak esetében
nem talaltunk semmiféle rendellenességet, viszont a hTERT és SV40T antigén egylittes
bevitelével immortalizalt sejteknél szamos kromoszoma-aberracidt figyeltink meg.
Ezek kozott eldfordultak teljesen hidnyzo kromoszomaék és rendellenes transzlokaciok

egyarant (23. abra). Annak ellenére, hogy a Zs-MSCSVAOTHITERT

sejtvonalnal szamos
kromoszomalis rendellenességet talaltunk és ezek a sejtek meglehetdsen agressziv
novekedést mutattak in vitro, egyik immortalizalt MSC sejtvonal esetében sem
tapasztaltunk tumorképzddeést a kisérletekhez hasznalt NOD/SCID gamma egerekben a

12 hétig tarté megfigyelési periddus alatt.
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23. abra Immortalizilt mezenchimalis 6ssejtvonalak kromoszémavizsgalatanak
eredménye. Az 50. populdciokettozddest tulelo sejtvonalak, valamint a parentdlis, vad tipusu
mezenchimalis dssejtek kariotipus-meghatdrozasa. Kromoszomalis rendellenességet csak a Zs-

MSCSV#TTERT goitvonal esetében tapasztaltunk.

4.3.7 A Zs-MSC"™RT sejtvonal lehetséges transzformiciéja magas passzazs-

szam mellett

A 100. populaciokettézodést kovetden a hTERT transzgént kifejezo sejtek esetében az
osztodasi sebesség erdteljes novekedését tapasztaltuk. A megvaltozott populdciot a

hTERT/2
C

tovabbiakban kiilon sejtvonalként kezeltik, Zs-MS néven. Az észrevétellel

Ch-TERT sejtvonal egy kordbbi, 83. populaciokettdzddést

parhuzamosan a Zs-MS
kovetéen lefagyasztott €s megérzott mintajat vetettiik ujabb vizsgélatok ald illetve
hasonlitottuk Gssze a megvaltozott populacio sejtjeivel. A vizsgalatokat az eredeti
populacid esetében a 84. és 110. PD kozotti idészakban végeztiik el, mig a megvaltozott

populacio sejtjeit a 120. PD idOpontjaban vizsgaltuk (24. abra). A populaciok (h-TERT
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ill. h-TERT/2) é&tlagos ndvekedési iiteme hetente 2.8 + 1.5-szeres illetve 6.0 + 2.5-
szeres mértékii volt (P = 0.04) (24. abra A). Az eredeti populacid sejtjei a vad tipusu
Ossejtekhez hasonldan megtartottak eredeti morfologiai sajatsdgaikat illetve a
szeneszcencia-asszocialt B-galaktozidaz festés eredményei is hasonlénak bizonyultak.
Zs-MSC"™RT2 populacio sejtjei ezzel szemben a B-galaktozidaz festésre teljesen
negativnak bizonyultak és morfoldgiai sajatsagaik is eltérdek voltak (24. abra B). Amig
az eredeti populacional semmiféle elvaltozast nem talaltunk a citogenetikai vizsgalatok
soran, addig a Zs-MSCMERTZ osetében szamos - nem klonalis eredetli - eltérést
figyeltiink meg, melyek koziil az egyik vizsgalati eredmény a 23/C. abran lathat6. A

hTERT SR
C populécid

sejtciklus-vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy amig a Zs-MS
sejtjei a konfluens kultirdban mar nem mutattak mitotikus aktivitast (G2/M fazist
sejtek aranya: 0.28%), addig a Zs-MSCM"ERT2 populacio sejtjeinél nem lépett fel
kontakt-gatlas és a sejtek a konfluens kultiraban is tovabb szaporodtak (G2/M fazisu
sejtek aranya: 8.57%) (24. abra D). A transzformacié egyik lehetséges okaként a
veszélyes génszakaszokba - pl. tumorszupresszor gének vagy proto-onkogének) térténd
lentiviralis inszerciot feltételeztiikk. A tovabbiakban emiatt az inszercid pontos helyének
meghatarozasat tiiztiik ki célul, melyet ligacio-kozvetitett PCR reakciok segitségével
valositottunk meg. Mind az eredeti, mind pedig a megvaltozott populacié esetében
ugyanazt a két inszercids helyet sikeriilt azonositanunk. Az egyik provirus az 5.
kromoszéman talalhaté ,hypothetical protein LOC65250” nevii, ismeretlen funkcidji
fehérjét kodold génszakaszba integralodott, mig a masik provirus inszercios helye a 3.
kromoszéman 1¢évd, ,,TBC1 domain family member 5” gént kodold szakasza. Az

inszercids helyek ismeretében kijelenthetjilk, hogy a transzforméciot kivaltd ok

valosziniileg nem a virdlis szekvencidk genomba torténd integralodésa volt.
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24. abra A Zs-MSC""™™®" & Zs-MSC"*R"? sejtvonalak osszehasonlitasa. (4) 4 két
populacionadl mérhetd datlagos heti névekedeési rata osszehasonlitisa sejtszamolas alapjan. (B)

Szeneszcencia-asszocialt p-galaktozidaz festés (C) A Zs-MSC"ERT?

populacio kariotipusa. A 3.
és 17. kromoszomakon nagy kiterjedésii deléciok figyelhetok meg. (D) Konfluens sejtkulturdk
sejtciklus vizsgalata. A G2/M fazisban lévad sejtek aranya 0.28% volt az eredeti sejvonalnal, mig

ugyanez az ardny 8.57% volt a Zs-MSC"™” populicié esetében.
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5. Megbeszélések

Annak ellenére, hogy szdmos erdfeszités iranyul a mezenchimalis Ossejtek
immunszuppressziv aktivitasaért felelés mechanizmusok pontos tisztazasara, amelyek a
T limfocitdk funkcionalis gatlasaért felelosek [89,90], a kontaktus-fiiggd, valamint
membran-kozvetitett jelatviteli folyamatok még nem teljesen tisztazottak. A legfrissebb
eredmények egybehangzdan azt mutatjdk, hogy az immunvélasz szabélyozisaban
aktivan részt vevd, kiilonféle bioaktiv molekulak szallitdsaban membrannal hatarolt
partikulumok is részt vesznek. Szdmos ilyen bioaktiv molekular6l bebizonyosodott mar,
hogy széllitasuk extracellularis vezikuldk kozvetitésével zajlik [43,70,91].

Az MSC-eredetli extracellularis vezikulakrol bebizonyosodott, hogy szamos olyan
mRNS szallitasaért és célba juttatasaért feleldosek, amelyek immunmoduléloé hatéssal
rendelkeznek [65]. Azt is sikeriilt bizonyitani, hogy tobb olyan miRNS molekula dusul
fel ezekben az vezikuldkban, melyek funkcidja kapcsolatba hozhaté az immunrendszer
szabalyozasaval [66]. Rdadasul az MSC-eredetli EV-k proteomikai vizsgdlata arra is
fényt deritett, hogy szamos olyan fehérjét hordoznak, amelyek érintettsége a kiilonféle
gyulladésos folyamatokban ma mar egyértelmiien bizonyitott [50,67]. Viszont annak
ellenére, hogy a biologiailag aktiv molekuldk tekintetében a mikrovezikulak és
exoszomak kozott jelentds kiilonbség valdszinlisithetd az eltérd eredetiikbdl kifolydlag
[49], a pontos szerepiik az MSC-k parakrin hatdsdban még nem tisztazott [69]. Fontos
megjegyezni, hogy bar a tipikus MSC exoszomak funkcionalis aktivitdsa jol koriilirt
[92], mégis nagyon ritkan ellendrzik valamilyen membran jel6l6 technika segitségével,
hogy az akceptor immunsejtek valdban felveszik-e az exoszomdkat vagy
mikrovezikulékat.

Bar az elmult idészakban egyre tobb kutatocsoport kezdett el foglalkozni az MSC-
eredetl EV-k immunmoduldloé aktivitdsdnak vizsgélatdval [54,55], a sejtek altal
kibocsgjtott membran partikulumokat a szakirodalomban szamos kiilonbdzd
elnevezéssel illetik, igy nagyon nagy sziikség lenne a nevezéktan egységesitésére. A
tudomanyos cikkekben nagyon gyakran nevezik mikrovezikuldknak a tipikus
exoszOmakat, illetve az exoszoéma izolatumok sokszor tartalmazzdk a teljes
mikrovezikula frakciot is a lekozolt izoldldsi protokollok alapjan. Szamos kisérleti

rendszer esetében megfigyelhetd tovabba, hogy az izolalas soran alkalmazott metodus
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alapjan az MSC-eredetli exoszoma izolatumok tartalmaztak tipikus mikrovezikulakat is
[80], vagy a mikrovezikulaként megjelolt EV frakcié mikrovezikuldk és exoszoémak
keverékébdl tevodott Ossze [65,66,81,84]. Néhany esetben a tipikus exoszomakat
mikrovezikulaként emlitik [81,93].

Mostanaig csak néhany tanulmany foglalkozott az MSC-EV-k T limfocitakra
gyakorolt immunszuppressziv aktivitasaval, ¢és a lek6zolt adatok meglehetdsen
ellentmondasosak azzal kapcsolatban, hogy ezek az extracellularis vezikuldk valoban
olyan hatasosak-e az in vitro kisérletek soran, mint maguk az MSC-k [80-83]. Némi
aggodalomra adhat okot, hogy tobb tudoményos munka alapjan is Ggy tlnik, hogy a
periférids vér mononuklearis sejtjei koziil leginkabb a monocitak és B limfocitak
képesek az MSC-eredetli extracellularis vezikuldk felvételére. Ezzel ellentétben a T
limfocitdk ¢és természetes Oldsejtek (NK sejtek) csak egy nagyon kis hanyadan
mutathatdo ki MSC-EV eredeti membran pozitivitdAs meghatarozott iddtartamu
inkubaciot kovetden [83,84].

Osszehasonlité tanulmanyaink sordn részletesen megvizsgaltuk az intercellularis
transzport mechanizmusokat kozvetlen sejt-sejt, valamint sejt-EV ko-kultirdk esetében,
hogy kiilonbséget tegylink azok kozott az interakciok kozott, amelyek kozvetlen sejt-
sejt kapcsolatok soran mennek végbe, vagy sikeresen reprodukalhatoak extracellularis
vezikuldk kozvetitésével. Fontos megjegyezni, hogy kisérleti modelljeinkben homogén,
tiszta mikrovezikula vagy exoszoma izolatumokat hasznaltunk, mivel a homogén MV
¢s EXO partikulumok szerepe a mezenchimalis 0Ossejtek és T limfocitak kozotti
membran ¢s citoplazma transzportfolyamatok tekintetében még nem tisztazott.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy sem az egér timocitdk — melyeket nagyrészt
éretlen T sejtek alkotnak — sem a human periférids T limfocitdk nem képesek
szamottevl, zsirszovet-eredetit MSC-EV felvételére fliggetleniil attol, hogy allogén
vagy xenogén kisérleti modellt alkalmaztunk. Ugyanez vonatkozik a T-sejt eredetii
limfoblasztoid Jurkat sejtvonalra is. Ezzel a megfigyeléssel 0Osszhangban azt
tapasztaltuk, hogy egyik EV populacionak sem volt funkciondlis hatdsa a T limfocitdkra
nézve, az aktivalt T-sejtek osztodasat ¢és IFN-y termelését az MSC-eredetli
mikrovezikudk és exoszomdk sem voltak képesek gatolni. A stimulécio tipusatol
fiiggetlentil — a sejtosztddas mitogénnel torténd aktivacidja (ConA) vagy CD3/CD28

mikrogyongyokkel torténd receptor-specifikus aktivacid — tehat semmiféle sejtosztdodast
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gatlo aktivitast nem sikeriilt kimutatnunk. Hasonl6 eredményekrdl szdmolt be Conforti
és munkatarsai [81], hiszen kisérletik soran az MSC-eredetii EV-k nem csokkentették
szamottevl mértékben az in vitro stimulalt T-sejtek osztodasat, &am az MSC — T
limfocita ko-kultirdk esetében egy nagyon erdteljes gatlast tapasztaltak.

Erdekes médon a forditott kisérleti felallas esetében azt tapasztaltuk, hogy a Zs-
MSC-k nagy mennyiségli membran komponenst vettek fel, fliggetleniil attol, hogy ezek
a membran Osszetevok melyik donor sejttipustol szarmaztak. Az allogén és xenogén
modellek ko6zott nem tapasztaltunk szdmottevd kiilonbséget, azt leszamitva, hogy a
human Zs-MSC-k nyilvanvaléan kevesebb egér timocitdkbol szarmazdé membran
Osszetevot akkumulaltak, mint az egérbdl szarmazd Zs-MSC-k. A funkciondlis
vizsgalatainkbol az is kideriilt, hogy ha a mezenchimalis dssejteket kezeljiik aktivalt T
limfocita-eredeti extracellularis vezikuldkkal, az MSC-k valaszul egy igen erdteljes
PGE, termelést mutatnak, amely dozisfiiggé modon megy végbe mind az MV, mind az
EXO kezelés hatdsara. A T limfocitak aktivalasat ezekben a kisérletekben receptor-
fliggd aktivacidval, tehat CD3/CD28 mikrogydngydk segitségével valdsitottuk meg. A
szakirodalomban fellelhet6k hasonlé megfigyelések, példaul kiillonb6zd tumoros
sejtvonalakbol izolalt exoszomak bizonyitottan megvaltoztatjdk az MSC-k fenotipusat
[94].

A citoplazmatikus OsszetevOk ataddsanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
sem az egér timocitdk, sem a Jurkat limfoma sejtek nem képesek a MSC-eredetii
citoplazmatikus calcein felvételére, viszont az MSC — T-sejt ko-kultira modelleknél
megfigyeltiik, hogy a két sejttipus kozott egy nagyon intenziv citoplazmatikus
transzport zajlik. Ebben az esetben viszont jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk az
allogén ¢s xenogén modellek kozott, amely azt sejteti, hogy a T limfocitdk részérdl egy
aktiv, membrandsszetevoket érintd felismerési folyamat lehet meghatdrozd ebben a
sejtes kolcsonhatasban. Erdekes modon — bar ezeket a kisérleteket arra terveztiik, hogy
felfedjik az extracellularis vezikuldk szerepét a citoplazmatikus komponensek
atadasanak folyamatdban — azt talaltuk, hogy mindenképpen szoros sejt-sejt kapcsolatok
sziikségesek a sejtplazma-eredetli fluoreszcens calcein ataddsdhoz, és ebben a
folyamatban az extracellularis vezikuldk szerepe nem bizonyithat6. Hogy tisztazzuk,
milyen mechanizmus felelés az intenziv és kolcsonds citoplazmatikus calcein

transzportért az MSC-k és T-sejtek kozott, megvizsgaltuk a ko-kultarakat konfokalis
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mikroszkop segitségével is. Rengeteg, T limfocitaktdl szarmazé membran nanocs6 volt
megfigyelheté a ko-kultirakban, amelyek direkt osszekottetést biztositottak a szoveti
Ossejtekkel. Az MSC — Jurkat ko-kultarak vizsgalata soran a két sejttipus kozott ilyen
direkt Osszekottetést nem sikeriilt kimutatnunk, bar a Jurkat sejtek egymassal sok
esetben kapcsolddtak membran nanocsdvek segitségével. Ez a jelenség viszont mar
ismert a tudomany szadmara [95]. A membran nanocsovek kozvetitésével zajlo
kommunikécié az immunrendszer kiilonb6zd sejtjei kozott mar jol koriilirt [96], ezen
kiviil ezt a fajta kommunikéciot mar leirtdk mezenchimdlis Ossejtek és erdteljes
stresszhatasnak kitett kardiomiocitak kozott is, ahol a membran nanocsdvek altal
biztositott kdzvetlen citoplazma kapcsolatok valoszintileg fokozzak az MSC-k parakrin
regenerald hatasat [97]. A nanocsdvek altal biztositott, mezenchimalis dssejtek és T
limfocitdk kozott zajld intenziv citoplazmatikus transzportfolyamatokr6l bar mostandig
semmit nem tudtunk, valdszintileg szerepiik meghatarozo lehet a T-sejtek funkcidjanak
gatlasaban.

Eredményeink fényében nagyon valdszinlinek tlinik, hogy az MSC-eredetii
extracellularis vezikuldk szerepe elhanyagolhaté a membran- és citoplazmatikus
Osszetevok T limfocitdk vagy épp Jurkat sejtek irdnyaba torténd atadasaban, igy
valdsziniileg nem ezek a partikulumok tehetdk feleléssé az MSC-k T-sejtekre gyakorolt
immunszuppressziv aktivitasadért. Mindazonaltal egy nagyon aktiv kommunikacié zajlik
a két sejtfeleség kozott, melynek meghatarozo résztvevoi a T-sejt eredetli extracellularis
vezikuldk, valamint a szintén T-sejt eredetli membran nanotubulusok. A T-sejtektdl
szarmaz6 mikrovezikulak és exoszémak felvétele, valamint a nanocsGvekeken keresztiil
torténd citoplazmatikus komponensek atadasa egyértelmiien megvaltoztatja a Zs-MSC-
k immunmodulal6 aktivitasat, egy méginkabb szuppressziv fenotipust eredményezve, és
egyben indukalva olyan gyulladdsgatlo szolubilis faktorok termelését is, mint példaul a
PGE,. Kisérleteinkbdl az is kideriilt, hogy citoplazmatikus dsszetevok atadasa kétiranya
az MSK-k és T-sejtek kozott, amibdl az kovetkezik, hogy MSC-eredetii citoplazma
Osszetevok is kozvetlentil hatassal lehetnek a T limfocitak funkcidjéra.

Osszegzés képpen azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Zs-MSC-k T-sejtekre
gyakorolt gatld hatdsa szamos mechanizmus utjan valosul meg. A kiilonbdzo szolubilis
mediatorok és citokinek szerepe ebben a folyamatban jol ismert [90], és a mi kisérleti

rendszerlinkben is bizonyitast nyert. Eredményeink alapjan nyilvanvalo, hogy ezek a
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szolubilis faktorok nem csak a T-sejtek, de a Jurkat limfoma sejtek osztddasat is
képesek onmagukban gatolni. A funkcionalis esszéinkben — ahol stimuldlt primer T
— egymastdl elkiilonitve megvizsgaltuk az MSC-eredeti MV-k, EXO-k, valamint a
vezikulaktol mentesitett MSC-KM, tehat a szolubilis mediatorok hatasat is. Egyes
vélemények szerint az MSC-k immunszuppressziv fenotipust gyulladasos kdrnyezetben
mutatnak [74,89], viszont a mi megfigyelésiink az, hogy az egészséges donorokbol
szdrmazo6 mezenchimalis Ossejtek is képesek gatolni az aktivalt T limfocitdk osztodasat
¢és IFN-y termelését in vitro a szolubilis medidtorok termelésén keresztiil. Bar az MSC-k
immunmodulalé funkcidjara kétségteleniil nagy hatassal van az adott mikrokornyezet in
vivo, mégis Ugy tlinik, hogy ezek a sejtek egy eredendé immunszuppressziv potenciallal
rendelkeznek, mivel a rijuk jellemzd szolubilis faktorokat spontdn moddon is
folyamatosan termelik. Természetesen a legjelentésebb gatlo hatas a CD4+ és CD8+ T-
sejtek esetében is az MSC-k kozvetlen jelenléte mellet, tehat a ko-kultarakban volt
megfigyelhetd: a kiilonbség az IFN-y termelés gatlasaban az MSC-KM hatasadhoz képest
szignifikansnak bizonyult. A human zsirszovet-eredetli mezenchimalis dssejtek ¢és
priférids T limfocitak kozotti kommunikacidoban tehdt mindenképpen meghatarozé
szerepe lehet a T-sejt eredetli EV-k felvételének, valamint a membran nanotubulusokon
keresztiil zajlo intenziv, kétirdnyu citoplazma transzportnak is.

Végezetiil mindenképpen meg kell emliteni az allogén kisérleti modellek
alkalmazdsanak fontossagat és sziikségességét mind in vitro és in vivo. Az emberi
mezenchimalis &ssejteket ugyanis széles korben alkalmazzdk in  vivo egér
betegségmodellek esetében [98,99]. Viszont a nagyon fontos effektor mechanizmusok
terén alapvetd kiilonbégek vannak az egér és human MSC-k kozott, és emiatt csak
Ovatosan szabad ilyen xenogén modellek miitkodése alapjan barmilyen kovetkeztetést
levonni az emberi szervezetben vald viselkedésiikre vonatkozoan [89]. A mi xenogén
modelljeinkben példaul azt talaltuk, hogy az egér mezenchimalis 6ssejtekkel ellentétben
a human MSC-k nem akkumulaltak egér timocitakbol szarmaz6 fluoreszcens calceint,
rdadésul a timocita eredeti MV-k és EXO-k felvétele is sokkal kevésbé volt hatékony,
mint az egér Zs-MSC-k esetében. Mivel ezek a kiilonbségek valdsziniileg in vivo is
jelentkeznek, mindenképpen érdemes megfontolni az allogén kisérleti rendszerek

alkalmazasat az MSC-k éltal kozvetitett immunszuppressziv aktivitas vizsgalatahoz.
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Munkéank mésodik nagy fejezetében emberbdl szdrmazod primer, zsirszovet-eredeti
mezenchimalis  dssejteket  immortalizaltunk  lentivirdlis  génbeviteli  rendszer
segitségével.

Sajnos gyakori és nagy problémat jelent a gyakorlatban, hogy az MSC-k
plaszticitdsa rovid idon beliill radikélisan csokken, mignem bekovetkezik a
szeneszcencia allapota és az osztodasuk ledll. Az in vitro kisérletes munkakkal
kapcsolatban viszont altalanos érvényli elvaras, hogy amennyire lehetséges, alacsony
passzazs-szami MSC-k keriiljenek felhaszndlasra. A hosszadalmas, sztenderdizalast-
optimalizaciot igényld kisérletek esetében — mint amilyen az MSC-eredetii
extracellularis vezikuldkkal végzett kutatomunka is — oOridsi haszna lehet egy
immortalizalt mezenchimalis Ossejt-vonalnak, feltéve persze, hogy ezek a sejtek
rendelkeznek a primer sejtek azon tulajdonsigaival, amelyek a kisérletes munka
szempontjabol relevansak. A kapott eredmények validalasa a primer kultardkon persze
elkertiilhetetlen lenne, de mindenképpen megkonnyitené a munkat, és az értékes primer
kultarak tovabbi felhaszndldsa sem keriilne veszélybe.

A mezenchimalis dssejtek transzdukcidja soran a hTERT gén bevitelét kombinaltuk
a Bmi-1 és SV40T gének bevitelével. Munkank soran teszteltiik azt is, hogy a hTERT
vagy Bmi-1 gének bevitele 6nmagaban képes-e a Zs-MSC-k immortalizalasara, vagy
csak egyiittes kifejeztetésiik képes ezt sikeresen megvaldsitani. Némelyik onkogén, mint
példaul a HPV E6/E7 onkoproteinek, illetve proto-onkogén, mint amilyen a ¢c-MYC
képes dnmagaban is immortalizalni a mezenchimalis dssejteket a hTERT kifejeztetése
nélkiil [39,40]. Ilyen estekben, a telomeraz aktivitds onkogén altal torténd indukcidja
miatt az exogén hTERT kifejeztetésére elméletileg mar nincs is sziikség. A ¢-MYC
mellett a Bmi-1 fehérjérdl is bebizonyosodott, hogy indukélja a telomeraz aktivitast
emlds epitél sejtekben [100,101]. Raadasul Ossejtek esetében bizonyitdst nyert az is,
hogy a Bmi-1 gitolja a sejtek szeneszcenciajat a telomeraz gatlasanak feloldasan
keresztiil [102].

A Bmi-1 gén bevitelét kovetden mi is megvizsgaltuk, hogy 6nmagaban képes-e
lényegesen meghosszabbitani a Zs-MSC-k ¢lettartamat. Azt tapasztaltuk, hogy az
atlagos provirus kopiaszam az idé elérehaladtaval novekedett. Eszerint bizonyos Zs-
MSCP™! klénok, melyek magasabb szinten expresszaltak a Bmi-1 gént, szelekcids

elényre tettek szert a populacid egyéb sejtjeivel szemben, viszont a populacid végiil
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nem volt képes elkeriilni a szeneszcencia allapotat ¢és végiil osztdédasuk leallt.
Elképzelhetd, hogy a tenyészet tovabbi fenntartasaval olyan klonok bukkantak volna fel,
amelyek elkeriilik a replikativ krizist és indukalodik telomeraz aktivitasuk, ahogyan ezt
a Bmi-1 génnel transzdukalt placenta-eredetli MSC-k esetében mar megfigyelték [38].

A hTERT gén bevitelét kovetden Zhang és munkatdrsai azt talaltdk, hogy a
transzdukciot kovetd 20. populacio kett6zodést megeldzden a sejtek osztddasa mar leallt
[38]. Ezzel ellentétben Moustapha Kassem kutatdcsoportjanak eredményei alapjan a
hTERT gén bevitele Onmagaban is elegendd a csontveld-eredeti MSC-k
immortalizalasdhoz [103]. Hasonloképpen a koldokzsinorvér-eredetii mezenchimalis
dssejtek hTERT-medialt immortalizaciojahoz sem volt sziikség a p16™**/Rb wtvonalak
gatlasara [104]. Ezek az eredmények megkérddjelezik barmiféle novekedést indukalo
gén bevitelének sziikségességét. Az onkogének vagy proto-onkogének hasznalatanak
elkeriilése kétségkiviil 6rvendetes lenne és az immortalizacid szempontjabol, egy sokkal
elegansabb ¢és biztonsagosabb eljarast eredményezve. Kideriilt azonban, hogy a hTERT
altal biztositott korlatlan replikacios képesség meglehetdsen termékeny talajt biztosit a
potencidlisan transzformaldé mutaciok megszerzéséhez. Kassem ¢és munkatarsai arrol
szamoltak be, hogy a hTERT génnel transzdukalt emberi MSC-k az intenziv tenyésztés
hatasara egy id0 utan transzformalodtak, és tobbféle kritikus genetikai eltérést is
mutattak:  Ink4a/ARF 16kusz biallélikus delécidja, K-RAS aktivacios mutacidja,
valamint a DBCCRI1 tumor szupresszor gén promoéterének hipermetilacidja [105].

Az altalunk transzdukalt Zs-MSC"TERT populacid esetében is szelekcios elonyre tett
szert egy olyan klén, amely hasonld6 moddon transzformalodott a  83.
populaciokettdzédést (PD) kovetden. Ez a klonalis eredetii sejtvonal (Zs-MSC"™RT/2)
joval intenzivebb sejtosztédast mutatott az eredeti populacidhoz képest, szeneszcencia-
asszocialt B-Galaktozidaz festddést nem mutatott, és a kontaktgatlas teljes hianyéat
mutatta. Bar a lentiviralis transzdukcié és a transzformacié kozott kortlbelil 100
populacio-kettzédés tortént, a Zs-MSC"™RT/2 proviralis integraciés mintazata azonos
volt a nem transzformalddott eredeti populécio korai integraciés mintazataval. A két
integraciés hely koziil egyik sem okozott onkogén cisz-aktivaciot vagy tumor
szupresszor inaktivaciot, tehat a transzformacié oka masban keresendd. Az expanziv
klon valoszintileg PD83 utan keletkezett, mivel ez a transzformacids esemény nem

tortént meg Ujra, miutan az eredeti, lefagyasztott PD83 allapotii populadciot ismét
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tenyészteni kezdtik. A Zs-MSC"™*RT/2 sejtvonal lehetséges genetikai valtozasainak
azonositdsdhoz, valamint az ismételt kisérletek esetén fellépd wjabb transzformacios
esemény valoszinliségének becsléséhez tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség. Nem
vildgos ugyanis, hogy az Aaltalunk megfigyelt kromoszomalis abnormalitisok a
transzformacié eredményei-e, vagy pedig mar eleve jellemezték azt az adott sejtet,
amelybdl ez a sejtvonal késobb létrejott. A sejttenyésztdé médiumhoz hozzaadott FGF-2
lehetséges szerepe a transzformacids folyamatban szintén megfontolandd, hiszen az
emberbdl szarmazo, FGF-2 tartalmi médiumban tenyésztett csontveld-eredetii MSC-k
megfigyelései alapjan kijelenthetjiik, hogy az exogén hTERT fokozott expresszidja
fogékonnya teheti a mezenchimalis dssejteket a transzformaldé mutdciok beszerzésére
[107,108], annak ellenére, hogy a transzformacid tényleges eléfordulasa meglehetdsen
sztochasztikus, és valdszintlileg a magas PD szint eléréséig csak ritkan fordul el6 [109].
A kombinalt immortalizaciés megkozelités, azaz a hTERT gén egyiittes bevitele egy
novekedést serkentd onkogénnel feltételezhetden segit elnyomni a jelentds szelekcios
elénnyel biré mutans klonok kialakulasat. Igy, kissé paradox modon, a hTERT bevitele
egy megfeleld novekedést promotald gén bevitelével kombindlva — amely dnmagaban
nem transzformélja az MSC-ket és lehetdvé teszi fenotipusuk és differencialodasi
potencidljuk megdrzését — segithet még stabilabb sejtvonalak 1étrehozasaban.
Varakozasainknak megfeleléen az SV40 T antigen — bar kétségkiviil egy nagyon
hatékony immortalizal6 4gens — nem volt alkalmas a mezenchimalis dssejtekre jellemzd
fenotipus megdrzésére az immortalizaciot kovetden. Mdasrészt viszont a Bmi-1 és
hTERT gének egyiittes bevitele folyamatos és stabil ndvekedést biztositott populacio
szdmara, a sejtek alapvetd tulajdonsdgainak megvaltoztatasa nélkiil. Ahogyan arra mar
korabbi tanulmanyokban is ramutattak, az MSC-k és mas rokon sejttipusok — mint
példaul a cementoblaszt progenitor sejtek — sikeresen immortalizdlhatéak a hTERT ¢és
Bmi-1 segitségével, rdadasul a 100. populacié kett6zodésig ezeknél a sejtvonalaknal
semmiféle transzformécidot nem mutattak ki, valamint a sejtek sikeresen megdrizték
multipotens képességiiket is [38,110]. Ezekkel a megfigyelésekkel dsszhangban mi is

azt tapasztaltuk, hogy a Zs-MSCB™-*HTERT

sejtvonal oszteogén ¢és adipogén indukcidja
még PD74-nél is sikeres volt, és még PD120 utdn sem mutatkozott semmiféle

transzforméciora utald jel. Annak ellenére, hogy id6 kozben a magas provirus
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kopiaszamu sejtek szelekcios elonyre tettek szert, a sejtek osztddasi sebessége végiil
lelassult, viszont szeneszcenciat nem mutattak.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy sikeriilt olyan immortalis Zs-MSC sejtvonalat
létrehoznunk, amelynek differencidcidos potencialja a primer sejtekhez visznyitva
semmit sem valtozott, és esetilkben transzformaciora utald jelet sem tapasztaltunk. A
késébbiekben mindenképpen  szeretnénk tisztizni a  Zs-MSCMERT - sejtvonal
géneket keresni, melyek segitségével stabil Zs-MSC-eredetli sejtvonalkat hozhatunk

létre.
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. Kovetkeztetések

Az eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sem az egér timocitdk, sem a human
T-sejtek vagy Jurkat limfoma sejtek nem képesek szamottevd, Zs-MSC eredetii MV
vagy EXO felvételére fliggetleniil attol, hogy allogén vagy xenogén kisérleti
modellt alkalmaztunk. A ko-kultura modellek esetében ugyanezt tapasztaltuk.

Ezzel a megfigyeléssel Osszhangban azt taldltuk, hogy az aktivalt T-sejtek
osztddasat és IFN-y termelését az MSC-eredeti MV-k és EXO-k sem képesek
gatolni még odriasi feleslegben sem a sejtek szamahoz viszonyitva.

Zs-MSC-k nagy mennyiségli membran komponenst vettek fel, fliggetleniil attol,
hogy ezek az OsszetevOk melyik donor sejttdl szarmaztak. A ko-kultira modellek
eredményeit sikeresen reprodukaltuk megfeleld6 mennyiségi MV vagy EXO
partikulum hozziadasaval, igy sikeriilt bizonyitanunk, hogy a membran
komponensek atadasaért az extracellularis vezikulak feleldsek.

A funkcionalis vizsgélatainkbol az is kideriilt, hogy az MSC-k aktivalt T limfocita-
eredetli EV-k hatasara igen er6teljes PGE, termelést mutatnak, amely dozisfiiggd
moédon megy végbe mind az MV, mind az EXO kezelés hatasara. Ilyen modon
sikeriilt bizonyitanunk, hogy a T limfocitdk az extracelluldris vezikuldkon keresztiil
kozvetlen modon képesek befolyasolni az MSC-k immunszuppressziv aktivitasat.
Munkank soran megallapitottuk, hogy sem az egér timocitak, sem a Jurkat limfoma
sejtek nem képesek a MSC-eredetli citoplazmatikus calcein felvételére, viszont az
MSC-k és T-sejtel kdzott egy nagyon intenziv, kétiranyu citoplazmatikus transzport
zajlik. A sejtplazma eredetli fluoreszcens calcein dtadasahoz mindenképpen szoros
sejt-sejt kapcsolatok sziikségesek, €s ebben a folyamatban az EV-k szerepe nem
bizonyithatd. Vizsgalataink soran egy eddig még ismeretlen kolcsonhatas
meghatarozo6 szerepét sikeriilt bizonyitanunk, ahol a citoplazma intenziv atadésa a
két sejttipus kozott membran nanocsdveken keresztiil valosul meg.

Az aktivalt T-sejt osztodasdnak és IFN-y termelésének gatlasa szignifikdnsan
nagyobb volt a kozvetlen sejt-sejt kapcsolatoknak koszonhetden, mint szolubilis
faktorok és citokinek alkalmazésa esetén, vagyis az MSC-KM hasznélatanal. A

membran nanocsovek altal biztositott, MSC-k és T-sejtek kozott zajlo intenziv
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citoplazmatikus transzportfolyamat tehat a T-sejtek funkciojara bizonyitottan
hatassal van, és valoszintileg az dssejtek fenotipusara is befolyassal bir.

Az MSC-k immortalizacigjat célz6 kisérleteknél Onmagaban a Bmi-1 gén
bevitelével sikeriilt jelentdsen meghosszabitanunk a populécio élettartamat (PDS55),
am PD60-nal a teljes populacidé szeneszcenciat mutatott. A hTERT gén bevitele
Onmagaban egy id6 utan transzformaciot okozott bizonyos sejtben, amelyek késobb
jelentds szelekceiods eldnyre tettek szert (PD83 utan).

A hTERT ¢és Bmi-1 gének egyiittes bevitelével sikertiilt olyan stabil immortélis Zs-
MSC sejtvonalat 1étrehoznunk, amelynek alapvetd tulajdonsagai — tobbek kozott
differenciacios potencialja — a primer sejtekhez viszonyitva semmit sem valtoztak,

¢s esetiikben transzforméciora utal6 jelet sem talaltunk.
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7. Osszefoglalas

A mezenchimalis 0Ossejtek kiemelkedd gyulladdsgatld ¢és immunszuppressziv
aktivitassal rendelkeznek in vitro és in vivo egyarant, melynek kozéppontjaban
kiilonb6z6 citokinek és faktorok termelése all, e mellett azonban a kdzvetlen sejt-sejt
kapcsolatoknak is meghatarozo szerepiik van. Az MSC-eredetii extracellularis vezikulak
immunmodulalé aktivitdsdnak szerepe a T-sejtek funkciondlis gatlasaban viszont még
tisztdzasra var.

Munkank soran részletesen megvizsgaltuk az MSC-k és az emberi T-sejtek, T-sejt
eredetli limfoblasztoid Jurkat sejtek, valamint egér timocitak kozott zajloé intercellularis
transzport mechanizmusokat, hogy kiilonbséget tegylink azon interakcidk kozott,
amelyek kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok révén, szolubilis mediatorok, vagy EV-k
kozvetitésével mennek végbe. Eredményeink azt mutatjak, hogy sem az egér timocitak,
sem a human T- vagy Jurkat-sejtek nem képesek szamottevd, Zs-MSC eredetli EV
felvételére, tovabba az aktivalt T-sejtek osztodasat és IFN-y termelését az MSC-eredetli
EV-k nem képesek gatolni. Ugyanakkor a Zs-MSC-k nagy mennyiségli membran
komponenst vettek fel, fliggetleniil attol, hogy ezek az 0sszetevok melyik donor sejttol
szarmaztak. A funkcionalis vizsgalatainkbol az is kidertiilt, hogy az MSC-k aktivalt T
limfocita-eredeti EV-k hat4sara igen erdteljes PGE, termelést mutatnak, amely
dozisfiiggd moédon megy végbe mind az MV, mind az EXO kezelés hatdsara. Sikertilt
tehat bizonyitanunk, hogy a T limfocitdk az extracellularis vezikuldkon keresztiil
kozvetlen modon képesek befolydsolni az MSC-k immunszuppressziv aktivitdsat. A
citoplazmatikus OsszetevOk ataddsanak vizsgélata sordn megéllapitottuk, hogy sem az
egér timocitak, sem a Jurkat sejtek nem képesek a MSC-eredetli citoplazmatikus calcein
felvételére, viszont az MSC-k és T-sejtek kozott intenziv, kétirdnyl citoplazmatikus
transzport zajlik. A fluoreszcens calcein atadasdhoz mindenképpen szoros sejt-sejt
kapcsolatok sziikségesek, és ebben a folyamatban az EV-k szerepe nem bizonyithatd. A
membran nanocsdvek daltal biztositott intenziv citoplazmatikus transzportfolyamatok
szerepe viszont meghatarozd, amely bizonyitottan hatassal van a T-sejtek funkciojara.

Végiil, sikeriilt olyan immortalis Zs-MSC sejtvonalat létrehoznunk, amelynek
alapvetd tulajdonsagai — tobbek kozott differencidcios potencidlja — a primer sejtekhez
viszonyitva semmit sem valtozott, és esetiikben transzformaciora utald jelet sem

tapasztaltunk.
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8. Summary

Mesenchymal stem cells have powerful immunosuppressive and anti-inflammatory
potential both in vitro and in vivo. Their inhibitory activity is mainly caused by the
production of various cytokines and factors, but direct cell-to-cell contacts also play a
decisive role. However, the role of immunomodulatory activity of MSC-derived
extracellular vesicles in the functional inhibition of human peripheral T-cells, is still
needs to be clarified.

In our comparative studies, we investigated intercellular transport mechanisms
between MSCs and human peripheral T-cells, T cell derived lymphoblastoid Jurkat cells
and mouse thymocytes, in order to to draw a distinction between those interactions
which require close cell-cell contacts, and those that can be effectively reproduced by
using isolated EVs or the MSC-conditioned medium per se. Our results show that
neither mouse thymocytes, human T cells nor Jurkat lymphoma cells are able to
incorporate significant amount of EVs derived from Zs-MSCs, moreover the MSC-
derived EVs can not inhibit the proliferation and IFN-y production of activated T cells.
Interestingly, MSCs incorporated a large amount of membrane components irrespective
of the type of donor cells. In our functional studies, both the MVs and EXOs derived
from activated T cells induced a robust production of PGE2 in MSCs in a dose-
dependent manner, proving the functionality of these particles. Consequently, we have
succesfully demonstrated that T cells can directly influence the immunosuppressive
activity of MSCs via extracellular vesicles. During the examination of the transfer of
cytoplasmic components it was found that neither mouse thymocytes nor Jurkat
lymphoma cells are capable to gain MSC-derived cytoplasmic calcein, but a very
intensive bidirectional cytoplasmic transport exists between MSCs and T-cells. The
transfer of cytoplasmic calcein definitely requires close cell-cell connections and the
role of EVs can not be confirmed in this process. However, the role of tunneling
nanotubes during the intensive cytoplasmic transport processes between MSCs and T
cells is decisive, and definitely alter the function of T cells.

Finally, we also aimed to establish immortalized cell lines derived from primary Zs-
MSCs. Based on our results, we have succeeded in creating an immortal Zs-MSC cell
line whose basic properties, including its differentiation potential, did not change

compared to the primary cells and did not show any transformation event.
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