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Bevezetés

A mezenchimalis dssejtek (MSC-k) olyan szdveti eredetli 6s- vagy elddsejtek, melyek mar
részben elkotelezddtek valamilyen szovettipusra jellemzd fejlédési iranyba, tehat csak
bizonyos sejttipusok létrehozasara képesek. Természetesen aszimmetrikus osztddassal
onmegujitasra is képesek, tehat a meghatarozott funkcidra specializalt utddsejt 1étrehozasan
kiviil képesek egy differencidlatlan, még egyértelmiien &ssejtnek tekinthetd utddse;jt
létrehozasara is. A mezenchimadlis Ossejtek els@sorban a mezodermadlis eredetli szovetekre
jellemz6 sejttipusok 1étrehozéasara alkalmasak, tehat csont, porc, zsirszovet, simaizom, inak
kortilmények kozott képesek ectodermadlis és endodermalis irdnyu differencidciora is, bar ezen
képességiik, amelyet unortodox plaszticitasnak is szokds nevezni, erdsen vitatott [2].
Manapsag mar széles kortien elfogadotta valt az a nézet, miszerint a mezenchimalis dssejtek
szinte valamennyi szervbol €s szovetbdl izolalhatd kotdszoveti Gssejteknek tekinthetdk [3]. A
csontveldn kiviil nagyon konnyen hozzaférhetd forrdsuk a zsirszovet, a koldokzsinor Un.
Wharton-kocsonyaja, de mindemellett a timuszbol, majbol, tiidébol, vesébdl, 1épbdl,
izomszovetbol, és még szamos egyeéb szovetbdl is — aortabol vagy vena cava falabol, so6t
egyes forrasok szerint agyszovetbol is — éppugy kinyerhetdek [4,5].

Kiemelkedd gyulladdsgatlo és immunszuppressziv aktivitdsuk folytdn a mezenchimalis
Ossejtek hasznalata igéretes terapias lehetdségeket rejt magaban [6]. Az MSC-k szamos olyan
rendellenesség esetén sikerrel alkalmazhatéak, melyek kivalté oka a diszregulalt és tlzott
mértékli immunvalasz. Ilyen rendellenességek példaul a graft versus host betegség (graft
versus host disease, GVHD), az autoimmun Chron betegség, szklerdzis multiplex,
oszteoartritisz, 1-es tipust diabétesz mellitusz, szisztémds lupusz erithematosus (SLE), vagy
éppen a kisérletes autoimmun enkefalomielitisz [7-10]. Gyakorlatilag a természetes €s adaptiv
immunrendszer 6sszes sejttipusanak mitkddésére képesek gatlo hatast kifejteni [11-13].

Kutatasaim szempontjabdl fontos kiemelni, hogy a mezenchimalis dssejtek erdteljes gatlo
hatast gyakorolnak a T limfocitékra is: redukaljak az aktivalt T-sejtek osztddasat, eldsegitik a
regulator T-sejtek képzOodését, valamint megvaltoztatjdk a kiillonboz6 T-sejt populaciok
citokin profiljat [14,15]. Amig az MSC-k altal termelt citokineken és szolubilis faktorokon
alapul6 gatld hatasuk, valamint a ko-kultardkban tapasztalhatd — részben a kdzvetlen sejt-sejt
kapcsolatoknak is kdszonhetd — erdteljes immunszuppressziv aktivitdsuk jol ismert, az MSC-
eredetli extracelluldris vezikuldk (EV-k) szerepe a T limfocitdk funkcionalis gatlasaban még

kevéssé tisztazott. Mostandig minddssze néhdny tanulmany sziiletett, amelyekben a T



limfocitdkra gyakorolt immunmoduldlé hatdsukat vizsgaltdk, viszont az eredmények
meglehetésen 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 [16-19].

Az elmult idészakban az extracellularis vezikuldk szerepe a legkiilonb6z6bb membran
proteinek és citoplazmatikus komponensek irdnyitott sejtkdzotti transzportjaban egy nagyon
intenziven kutatott tudomanyteriiletté notte ki magat [20,21]. Az extracellularis vezikulak a
sejtek kozotti komplex informacid-atvitelben toltenek be nagyon fontos szerepet, hiszen
képesek a kiilonb6z6 vegyiiletek, fehérjék nagy koncentracidban torténd célba juttatisara, és
egyben védelmet nydjtanak szamos molekula — kiilonb6z6 ribonukleinsavak, miRNS, mRNS
— szdmara a degradacio ellen [22]. Nagyon fontos szerepet toltenek be a donor sejt
funkciojanak tAmogatasaban, illetve térbeli kiterjesztésében, mint példaul az antigénbemutatas
MHCII-antigén komplex szallitdsdval, vagy a tumorsejtek terjedésének eldsegitése. A
legnagyobb tudomanyos érdekl6dés a mikrovezikuldkat (MV) és az exoszomakat (EXO)
ovezi. E két EV populacid kozotti kiillonbség elsdésorban a méretbeli kiilonbségilikbdl adodik,
de a vezikulaképzés mechanizmusa is teljesen eltérd: az exoszomak atmérdje 50-100 nm
kozotti, €s az Gn. multivezikuldris testek exocitozisaval jutnak az intercellularis térbe spontan
illetve kiilonbdzo stimulusok hatasara is [23,24]. A mikrovezikulak ezzel szemben nagyobb
méretiick, 100-1000 nm atmérdvel rendelkeznek, ¢és kozvetlenil a sejtet hatarold
plazmamembranrdl fizédnek le kiilonb6z6 stimulusokra [25]. Az exoszomakra és
mikrovezikuldkra egyarant jellemzd, hogy rengeteg membran asszocidlt proteint — koztiik
nagyon sok membran receptort —, viszont nagyon kevés sejtmagi eredetli fehérjét
tartalmaznak. Mind a két EV populaciora jellemzo, hogy a nem kodoldé RNS molekulakon
kiviil nagyon sok miRNS-t és mRNS-t szallitanak, amit a sejtek 4t is irnak, miutan felvették.
A miRNS-ek poszttranszkripcios szabalyozésért is feleldsek €s epigenetikus valtozdsokban is
szerepiik van. Az exoszomaknak ezen kiviill az MHCII-peptid komplexek szallitasaban és az
antigén prezentacioban is szerepiik van, valamint szamos nem klasszikus modon (leaderless,

Sajat kutatdsaim soran is tapasztaltam, hogy sajnos gyakori és nagy problémat jelent a
gyakorlatban, hogy az MSC-k plaszticitasa rovid 1idon beliill radikalisan csokken, mignem
bekovetkezik a szeneszcencia allapota. Az in vitro kisérletes munkakkal kapcsolatban viszont
altalanos érvényl elvards, hogy amennyire lehetséges, alacsony passzazs-szamu MSC-k
keriiljenek felhasznalasra. A hosszadalmas, sztenderdizaldst-optimalizaciot igényld kisérletek

esetében — mint amilyen az MSC-eredetli extracellularis vezikuldkkal végzett kutatdbmunka is
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— Oridsi haszna lehet egy immortalizalt mezenchimalis dssejt-vonalnak, feltéve persze, hogy
ezek a sejtek rendelkeznek a primer sejtek azon tulajdonsagaival, amelyek a kisérletes munka
szempontjabol relevansak. A kapott eredmények validaldsa a primer kulturdkon persze
elkeriilhetetlen lenne, de mindenképpen megkonnyitené a munkat, és az értékes primer
kultarak tovabbi felhasznalasa sem keriilne veszélybe. A replikativ szeneszcencia jelenségén
kiviil tovabbi problémat okoz a primer kulturdk nagyfoku heterogenitasa is. Az MSC-k
felhasznalasaval  végzett in  vitro munkdk reprodukalhatosiga nagymértékben
megkérddjelezhetd, mivel a kisérletek soran altalaban kiillonb6z6 donorokbdl szarmazod, és
nagyon eltérd élettartamti primer sejteket hasznalnak. Tovabb neheziti a helyzetet, hogy
példaul az egészséges donorokbol izolalt csontvelé-eredeti MSC tenyészetek feltind
heterogenitast mutatnak a novekedés, valamint a differencidlodasi képesség tekintetében is, €s
ez a heterogenitds semmilyen modon nem hozhatéd dsszefliggésbe a donorok életkoraval vagy
nemével [28]. A heterogenitds problémdja szintén kikiiszobolhetd lenne primer MSC

kultarakbol 1étrehozott immortalis MSC vonalak létrehozasaval.

Célkitizések

1. Elsédleges célunk a T limfocitdk €s zsirszovet-eredetli mezenchimalis &ssejtek kozotti
transzportfolyamatok vizsgalata volt, melynek sordn a membran Osszetevok és a
citoplazma transzportjdt egyarant nyomon kovettik. Ebben a folyamatban kiilon
megvizsgaltuk az egyes extracellularis vezikula populdciok — mikrovezikuldk és
exoszomak — szerepét, és Osszehasonlitottuk a ko-kulturdkban lezajlé folyamatokkal. A
sejtmembran jelolését PKH67 fluoreszcens festék segitségével végeztiik, a citoplazma

atadasat pedig calcein-esszé segitségével kovettiik nyomon.

2. A human T limfocitdk mellett C57BI6 torzsbol szarmazd egér timocitdk, human Jurkat
limfoma sejtek, valamint zsirszovet-eredetli mezenchimalis dssejtek kozott  is
megvizsgaltuk a membran és citoplazma komponensek ataddsanak hatékonysagat, és az
emberi MSC-k mellet egérbdl szarmazd, szintén zsirszovet eredetli mezenchimalis
Osejteket is felhasznaltunk. Az allogén kisérleti modellek mellett tehat xenogén modellek

tesztelését és célul tiztik ki.

3. A citoplazatikus komponensek atadasdnak pontos folyamatat tisztdzandd megvizsgaltuk

kiilon a mikrovezikuldk, valamint a kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok jelentdségét is. A
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fluoreszcens calcein atadasat a T limfocitak és human MSC-k kozott a ko-kultirak
konfokalis mikroszkopos vizsgéalataval probaltuk kideriteni, ahol a membran jeldlést Dil, a

citoplazma jeldlését pedig calcein-esszé segitségével végeztik.

4. A mezenchimdlis 0Ossejtek T limfocitdkra gyakorolt immunszuppressziv aktivitdsdnak
vizsgalatara a T-sejtek receptor-specifikus, vagy mitogénnel torténd aktivalasat kdvetden
kertilt sor. A T-sejt proliferacié gatlasan kiviill — melynek vizsgalatahoz két kiilonbozo
esszét is alkalmaztunk (resazurin és CFSE sejtproliferacios essz¢€) — a citotoxikus €s helper
T-sejtek interferon-gamma termelésének gatlasat is tanulmanyoztuk. A kisérletek sordn
kiilon megvizsgaltuk a huméan Zs-MSC-eredetli mikrovezikuldk és exoszomak dozisfliiggd
hatéasat, az extracellularis vezikulaktol mentesitett MSC-kondicionalt médium (MSC-KM)
hatasat higitési sort is alkalmazva, valamint a kozvetlen ko-kultarak esetében fellépd T-sejt
proliferacié és IFN-y termelés gatlasat. Ezeknél a kisérleteknél allogén kisérleti modellt
alkalmaztunk, a ko-kultirdkban kiillonb6zé sejtaranyokat is teszteltiink. A sejtosztddas
gatlasanak vizsgalatat Jurkat sejtek esetében is elvégeztiik, kiilon megvizsgalva az MSC-
eredeti MV-k, EXO-k, MSC-KM hatésat, valamint a human MSC-k kozvetlen jelenlétébdl
adodo gatld hatést ko-kultira modellekben.

5. Munkéank sordn emberi donorbdl szarmazd, zsirszovet-eredetli mezenchimalis Jssejtek
immortalizalasat is célul tlztik ki, melynek megval6sitdsdhoz lentivirdlis génbeviteli
eljarast alkalmaztunk. A kiilonboz6 immortalis sejtvonalak létrehozasat mas-mas gének
illetve génkombinaciok bevitelével valdsitottuk meg: hTERT, Bmi-1, hTERT+Bmi-1,
hTERT+SV40T. Célunk a tovabbiakban annak vizsgalata volt, hogy ezek a sejtvonalak
tovabbra is megfelelnek-e a mezenchimélis Jssejtekkel szemben tdmasztott
kritériumrendszernek, hosszan tartd tenyésztés soran is megtartjdk-e multipotens
allapotukat, vagyis differencidciés képességiiket, valamint megdrzik-e genomi

stabilitasukat.

Modszerek

e A mikrovezikula és exoszéma prepardtumokat a sejtkultira feliiluszokbdl a differencial

centrifugalas és gravitacios sziirés kombinacidjaval allitottuk eld.



crcs

mérések (Dynamic light scattering analysis, DLS), valamint az Un ,,resistive pulse

sensing” jelenségen alapuld Izon qNano késziilék segitségével hataroztuk meg.

Az extracellularis vezikuldk morfologia vizsgalatat transmisszios elektronmikroszkopia

segitségével végeztik.

A sejtek és extracellularis vezikuldk felszini antigén-mintazatat — antitest-jelolést

kovetden — aramlési citometrias vizsgalatok segitségével allapitottuk meg.

A membran vezikuldk és citoplazmatikus eredetli anyagok &atadasanak vizsgalatdhoz
PKH67 fluoreszcens membran jelold festéket, szintén fluoreszcens Dil membranfestéket,
valamint calcein-esszét hasznaltunk. Az atadds hatékonysagat aramlasi citométeres
mérések segitségével allapitottuk meg, de ezen kivill konfokalis lézer scanning

mikroszkdpia segitségével is megvizsgaltuk a ko-kultirdban lezajlo folyamatokat.

A mezenchimalis dssejtek, MSC-eredetli extracellularis vezikuldk és az MSC-
kondicionalt médium immunszuppressziv  hatdsdnak  vizsgalatdhoz resazurin
sejtproliferacids-esszét, karboxifluoreszcein szukcinimidil észter sejtproliferacios-esszét

(CFSE), valamint intracelluldris interferon-gamma (IFN- y) immunesszét hasznaltunk.

Az aktivalt T limfocita eredetli extracellularis vezikuldk mezenchimalis Ossejtekre

gyakorolt hatdsat prosztaglandin E, immunesszé segitségével bizonyitottuk.

Az immortalizalt mezenchimalis &ssejt-vonalak létrehozdsdhoz lentivirdlis génbeviteli

eljarast alkalmaztunk.

A provirus kopiaszamanak meghatarozasahoz, valamint a génexpresszids vizsgalatokhoz

kvantitativ valos idejii PCR (RT-qPCR) reakciokat végeztiink.

A kiilonb6zé immortalizald gének hatékony kifejezddését telomerdz enzimaktivitas
méréssel (TRAPeze XL Telomerase Detection Kit), valamint a keletkezett géntermékek

immuncitokémiai festésével is bizonyitottuk.



e A proliferacios -¢és sejtoregedés vizsgalatokhoz resazurin sejtproliferacios-esszét,

valamint szeneszcencia-asszocialt B-galaktozidaz festést hasznaltunk.

e A primer OJssejtek, valamint a sikeresen immortalizalt Ossejt-vonalak esetében is
elvégeztiik a differenciacids képesség vizsgalatat a kovetkezo modszerek segitségével:
- Immuncitokémiai vizsgalatok
- ALP aktivitas kimutatdsa kromogén szubsztrat hozzaadasdval
- Extracellularis kalcium kimutatasa Alizarin voros festéssel

- Intracellularis lipidcseppek kimutatasa Oil Red O festéssel

o A feltételezett transzformacid bizonyitasara kariotipus meghatarozast, valamint in vivo
tumorképzd képesség vizsgalatot végeztiink NOD/SCID gamma egerekben. Az ehhez
kapcsolodo sejtciklus  vizsgalatokat propidium-jodidos jeldlést kovetden aramlési

citométer segitségével végeztiik.

Eredmények

1. Sem az egér timocitdk, sem a human T-sejtek vagy Jurkat limfoma sejtek nem képesek
szamottevd, Zs-MSC eredetli MV vagy EXO felvételére fiiggetlentil attol, hogy allogén
vagy xenogén kisérleti modellt alkalmaztunk. A ko-kultura modellek esetében ugyanezt

tapasztaltuk, ahol szamottevé membrankomponens atadast nem tudtunk kimutatni.

2. Ezzel a megfigyeléssel 0sszhangban azt talaltuk, hogy az aktivalt T-sejtek osztodasat és
IFN-y termelését az MSC-eredeti MV-k és EXO-k sem képesek gatolni még oridsi

feleslegben sem a sejtek szaméhoz viszonyitva.

3. Zs-MSC-k nagy mennyiségi membran komponenst vettek fel, fiiggetlentil attél, hogy
ezek az Osszetevok melyik donor sejttdl szarmaztak. A ko-kultira modellek eredményeit
sikeresen reprodukaltuk megfeleld mennyiségi MV vagy EXO partikulum
hozzéadasaval, igy sikeriilt bizonyitanunk, hogy a membran komponensek atadasaért az

extracellularis vezikulak feleldsek.

4. A funkciondlis vizsgélatainkbol az is kideriilt, hogy az MSC-k aktivalt T limfocita-
eredetli EV-k hatdséra igen erdteljes PGE, termelést mutatnak, amely do6zisfiiggd modon
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megy végbe mind az MV, mind az EXO kezelés hatisara. Ilyen moédon sikeriilt
bizonyitanunk, hogy a T limfocitdk az extracellularis vezikuldkon keresztiil kozvetlen

moddon képesek befolyasolni az MSC-k immunszuppressziv aktivitasat.

Munkank soran megallapitottuk, hogy sem az egér timocitak, sem a Jurkat limfoma sejtek
nem képesek a MSC-eredetii citoplazmatikus calcein felvételére, viszont az MSC-k és T-
sejtek kozott egy nagyon intenziv, kétiranyu citoplazmatikus transzportfolyamat zajlik. A
sejtplazma eredetli fluoreszcens calcein atadasdhoz mindenképpen szoros sejt-sejt
kapcsolatok sziikségesek, és ebben a folyamatban az EV-k szerepe nem bizonyithato.
Vizsgalataink soran egy eddig még ismeretlen kolcsonhatds meghatdrozo szerepét
sikeriilt bizonyitanunk, ahol a citoplazma intenziv atadasa a két sejttipus kozott membran

nanocsdveken keresztiil valosul meg.

Az aktivalt T-sejt osztodasanak és IFN-y termelésének gatlasa szignifikansan nagyobb
volt a kozvetlen sejt-sejt kapcsolatoknak koszonhetéen, mint szolubilis faktorok és
citokinek alkalmazésa esetén, vagyis az MSC-KM hasznélatdnal. A membran nanocsévek
altal biztositott, MSC-k ¢és T-sejtek kozott zajldo intenziv citoplazmatikus
transzportfolyamat tehat a T-sejtek funkcidjara bizonyitottan hatassal wvan, &s

valosziniileg az 6ssejtek fenotipusara is befolyassal bir.

Az MSC-k immortalizacidjat célzd kisérleteknél dnmagaban a Bmi-1 gén bevitelével
sikeriilt  jelentésen meghosszabitanunk a populdci6 élettartamat, am  60.
populacidkett6zodésnél (PD) a teljes populacié szeneszcenciadt mutatott. A hTERT gén
bevitele 6nmagédban egy i1d6 utan transzformacidt okozott bizonyos sejtben, amelyek

késdbb jelentds szelekcids eldnyre tettek szert (PD83 utan).

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

esetiikben transzformdciora utald jelet sem talaltunk.



Kovetkeztetések

Annak ellenére, hogy szamos eréfeszités iranyul a mezenchimalis &ssejtek
immunszuppressziv aktivitdsaért felelés mechanizmusok pontos tisztdzdsdra, amelyek a T
limfocitdk funkcionalis gatlasaért feleldsek [29,30], a kontaktus-fiiggd, valamint membran-
kozvetitett jelatviteli folyamatok még nem teljesen tisztazottak. A legfrissebb eredmények
egybehangzoan azt mutatjdk, hogy az immunvalasz szabalyozasaban aktivan részt vevo,
kiilonféle bioaktiv molekuldk szallitdisdban membrannal hatarolt partikulumok is részt
vesznek. Szamos ilyen bioaktiv molekular6l bebizonyosodott mar, hogy széllitasuk
extracellularis vezikuldk kozvetitésével zajlik [31-33].

A sajat kutatdsi eredményeink azt mutatjadk, hogy sem az egér timocitadk — melyeket
nagyrészt €retlen T sejtek alkotnak — sem a humdn periférids T limfocitdk nem képesek
szamottevl, zsirszovet-eredeti MSC-EV felvételére fiiggetleniil attol, hogy allogén vagy
xenogén kisérleti modellt alkalmaztunk. Ugyanez vonatkozik a T-sejt eredetli limfoblasztoid
Jurkat sejtvonalra is. Ezzel a megfigyeléssel Osszhangban 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 exoszomak nem voltak
képesek gatolni. Erdekes modon 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. A funkcionalis vizsgalatainkbol az
is kideriilt, hogy ha a mezenchimalis Ossejteket kezeljiikk aktivalt T limfocita-eredetii
extracellularis vezikuldkkal, az MSC-k valaszul egy igen erdteljes PGE, termelést mutatnak,
amely dozisfliggd moédon megy végbe mind az MV, mind az EXO kezelés hatasara.

A citoplazmatikus OsszetevOk ataddsanak vizsgdlata sordn megéllapitottuk, hogy sem az
egér timocitdk, sem a Jurkat limfoma sejtek nem képesek a MSC-eredetli citoplazmatikus
calcein felvételére, viszont az MSC — T-sejt ko-kultura modelleknél megfigyeltiik, hogy a két
sejttipus kozott egy nagyon intenziv citoplazmatikus transzportfolyamat zajlik. Ebben az
esetben viszont jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk az allogén és xenogén modellek kozott,
amely azt sejteti, hogy a T limfocitdk részérdl egy aktiv, membrandsszetevoket érintd
felismerési folyamat lehet meghatdrozé ebben a sejtes kolcsonhatasban. A citoplazmatikus
calcein atadasahoz mindenképpen szoros sejt-sejt kapcsolatok sziikségesek, és ebben a
folyamatban az extracellularis vezikuldk szerepe nem bizonyithatd. Hogy tisztdzzuk, milyen
mechanizmus felelds az intenziv és kdlcsonos citoplazmatikus calcein transzportért az MSC-k

¢s T-sejtek kozott, megvizsgaltuk a ko-kultirdkat konfokalis mikroszkop segitségével is.
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Rengeteg, T limfocitdktol szarmazé membran nanocsé volt megfigyelheté a ko-kultarakban,
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 kapcsoldodtak membran nanocsévek
segitségével.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy egy nagyon aktiv kommunikéci6 zajlik a két
sejtféleség kozott, melynek meghatarozo résztvevoi a T-sejt eredetli extracellularis vezikulak,
valamint a szintén T-sejt eredetlli membran nanotubulusok. A T-sejtektél szarmazéd
mikrovezikuldk és exoszomak felvétele, valamint a nanocsOvekeken keresztiill tOrténo
citoplazmatikus komponensek 4ataddsa egyértelmiien megvaltoztatja a Zs-MSC-k
immunmodulalé aktivitasat, egy méginkabb szuppressziv fenotipust eredményezve, és egyben
indukalva olyan gyulladasgatldo szolubilis faktorok termelését is, mint példaul a PGE,.
Kisérleteinkbdl az is kidertilt, hogy citoplazmatikus 0sszetevok atadasa kétiranyt az MSC-k
¢s T-sejtek kozott, amibdl az kovetkezik, hogy MSC-eredetli citoplazma 0Osszetevok is
kozvetleniil hatassal lehetnek a T limfocitak funkciojara.

Munkank masodik nagy fejezetében emberbdl szdrmazd primer, zsirszovet-eredetii
mezenchimalis dssejteket immortalizaltunk lentiviralis génbeviteli rendszer segitségével. A
primer mezenchimalis Ossejtek felhaszndlasaval végzett kutatdomunka soran fellépd két
sarkalatos probléma, a mintadk nagyfoku heterogenitasa, valamint a replikativ szeneszcencia
problémaja is kikiiszobolheté primer MSC kultarakbol létrehozott immortélis sejtvonalak
létrehozasaval és alkalmazasaval. A mezenchimalis Ossejtek 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 Onmagéban képes-e a Zs-MSC-k
immortalizalasara, vagy csak egyilittes kifejeztetésiik képes ezt sikeresen megvaldsitani.

A Bmi-1 gén bevitelét kdvetden azt tapasztaltuk, hogy az 4tlagos provirus kopiaszam az
idé elbrehaladtaval novekedett. Eszerint bizonyos Zs-MSCP™! klénok, melyek magasabb
szinten expresszaltak a Bmi-1 gént, szelekcios eldnyre tettek szert a populdcio egyéb sejtjeivel
szemben, viszont a populdcié végiil nem volt képes elkeriilni a szeneszcencia allapotat és
végiil osztddasuk leallt (60. populacidkettézddés).

A hTERT gén bevitelét kovetden szembesililniink kellett azzal, hogy 6nmagédban a hTERT
altal biztositott korlatlan replikacios képesség bizony meglehetdsen termékeny talajt biztosit a
potencialisan transzformalé mutaciok megszerzéséhez. A 83. populacidkett6zodést kovetden
a populécioban szelekcios eldnyre tett szert egy olyan klon, amely transzformalodott. Ez a

klondlis eredetli sejtvonal joval intenzivebb sejtosztdoddst mutatott az eredeti populacidhoz
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képest, szeneszcencia-asszocialt B-Galaktozidaz festddést nem mutatott, és a kontaktgatlas
teljes hidnyat mutatta.

A hTERT ¢és Bmi-1 gének egyiittes bevitelével viszont sikeriilt olyan immortalis Zs-MSC
sejtvonalat 1étrehoznunk, amelynek differencidcios potencialja a primer sejtekhez visznyitva

semmit sem valtozott, és esetiikben transzformaciora utald jelet sem tapasztaltunk.
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