Szakmai zardjelentés a PD75938 palyazathoz

A pélyazat keretei kozott elvégzett kisérletek eredményei a munkatervben
meghatarozott feladatok sorrendje szerint kerllnek targyalésra.

1. feladat/ A mesenchymalis éssejtek altal termelt immunszuppressziv
faktorok meghatarozasa.

A mesenchymalis 6ssejtek (MSC) altal termelt, T sejtekre hat6 gatlo faktorok kozil
a szakirodalom elsésorban a prosztaglandin E2 (PGE2), tumor névekedési faktor (TGF)-
B, interleukin (IL)-10, nitrogén-monoxid (NO) és az indolamin 2,3-dioxigenaz (IDO)
szerepét emeli ki, illetve az utdbbi években a galektin (Gal)-1 szerepére is tortént utalas.
Ezeknek a faktoroknak a termelését mRNS, illetve fehérje szinten hataroztuk meg
csontveldi MSC-bol.

eMind az egér (eMSC), mind a huméan (hMSC) mesenchymalis &ssejtekben
kimutattuk a Gal-1 fehérje termelését Western-blot technikaval. A Gal-1 szekretalodhat,
ekkor visszakotodik a termeld sejtek felszinén levd glikozilalt struktirakhoz, amit
aramlési citometriaval detektaltuk. Mivel a human csontvel6i eredetti mesenchymalis
Ossejtekhez (MSC) vald hozzaférésiink korlatozott és transzfektalhatosaguk alacsony
hatasfokd, ezért a tovabbi kisérleteinket zémében egér rendszerben végeztik.

e Az eMSC Gal-1 termelését siRNS technikaval csendesitettik, stabil transzfektans
vonalakat hoztunk Iétre (siMSC), amelyek Gal-1 termelése Iényegesen alacsonyabb, mint
a vad tipusu sejteké (eMSC), vagy a scrambled RNS-sel transzfektalt vonalaké (scMSC)
(QRT-PCR, Western-blot és FACS ellendrzés is tortént). Az egér rendszer tovabbi nagy
elénye a Gal-1 knock out egértorzs elérhetdsége, amely biztositja, hogy ezekbdl az
allatokbol izolalt csontveldi MSC egyaltalan nem termel Gal-1-et (Gal-1 KO MSC).

e Az eMSC altal termelt egyéb immunszuppressziv faktorok vizsgalata QRT-PCR
mabdszerrel tortént. Alapallapotban 6sszehasonlitva a vad tipust és a Gal-1 KO MSC-bél
kozel azonos mennyiségli TGF-B, COX2 (PGE2 szintézisért felelds), PD-L1, NOS2
(nitrogén-oxid szintdz 2) mRNS mutathato ki, IDO-t egyik sem fejez ki. Ismert, hogy az
aktivalt T sejtek altal termelt gyulladasos citokinek indukaljak ezeknek a faktoroknak a
megnodvekedett szintjét az MSC-ben. Az MSC sejtkulturét aktivalt T sejtek kondicionalt
médiumaval kezelve megndvekedett a NOS2, COX2, IDO1 és PD-L1 expresszidja. A
vad tipusu és Gal-1 hianyos eMSC sejtvonalak valaszanak mértéke eltért: a Gal-1 KO
MSC-ben erételjesebb transzkripciot tapasztalunk, a NOS2 esetén ez a kilonbség 20-
szoros, IDO1-nél 8.5-szeres, a COX2 és a PD-L1 esetén 3.5-szeres mMRNS mennyiséget
jelent. 1L-10-et nem sikerult kimutatnunk egyik MSC vonalbdl sem, indukcid hatdsara
sem. Rekombinans IFN-y-val kezelve az eMSC sejtvonalakat a vizsgalt gének
expresszios profilja hasonléan valtozik, mint az aktivalt T sejt feliiluszoval torténd
kezelés esetén, bar még magasabb szintii génkifejezodés figyelhetd meg a NOS2, IDOI
és a PD-L1 esetén.

Az ismert immunszuppressziv faktorok mellett tehdt mind a human, mind az egér
MSC Gal-1 termelését sikeriilt igazolnunk. Az egér MSC sejtvonalaink (vad tipusu,



siMSC, scMSC, Gal-1 KO MSC) fenotipusos jegyeikben (CD44, CD73, CD90 és Sca-1
sejtfelszini markerek), differencialodasi képességiikben adipogén és osteogén iranyba,
valamint az alapallapotban kifejezett faktoraik mértékében sem kilonbdznek, de aktivalt
T sejtek jelenlétében génexpresszios profiljuk eltérden valtozik. Az eMSC sejtvonalak
jellemzése egy kozlésre elkildott kéziratban szerepel (G. Szebeni et al. ,,Identification of
galectin-1 as a critical factor in function of mouse mesenchymal stem cell-mediated
tumor promotion”, birélat alatt)

2. feladat/ A Gal-1 MSC immunszuppressziv hatasaban betoltott szerepének
meghatarozésa.

Az MSC éltal termelt Gal-1-nek a T sejtekre gyakorolt hatasat két folyamatban
vizsgaltuk: egyrészt a T sejtek poliklonalis aktivaciojara és osztddasara kifejtett, masrészt
a mar eldzetesen aktivalt T sejtek ¢életképességét befolydsold hatast.

A) Antiproliferativ hatas:

e Az eMSC gatolta a lépsejtek ConA-val kivaltottt osztodasat, ez az antiproliferativ
hatds mar alacsony, 1:80 MSC:lépsejt aranytdl detektalhatd. Részletesebb vizsgalataink
alapjan az MSC-vel valo egyiitt tenyésztés gatolta mind a CD4", mind a CD8" T sejtek
antiCD3+antiCD28 aktivalo gyonggyel idukalt osztodasat.

e Osszehasonlitva a vad tipusi MSC, a Gal-1 KO MSC, az scRNS-, illetve siRNS-
transzfektalt MSC sejtvonalak 0szt0déds-gatldo hatasat azt tapasztaltuk, hogy minden
esetben, a Gal-1 termeléstl fliggetleniil, jelentdsen csokkent a velik egyiitt tenyésztett
aktivalt T sejtek osztodasa a kontroll aktivalt T sejt mintdkhoz képest. A Gal-1 hianyaban
tehat mas immunszuppressziv faktor lehet felelés az MSC anti-proliferativ hatasaért.

e Az MSC Altal termelt IDO, TGF-B, PGE2 szolubilisek, mig a Gal-1 szekrécidja
utdn azonnal visszakotddik a termeld sejtek glikozilalt strukturdihoz, vagy az
extracellularis méatrixhoz, nem mutathatd ki a sejtek feluliszojaban, kozvetlen sejt-sejt
interakcidban hat. A vad tipusi MSC esetében a szolubilis faktorok és a sejtfelszinhez
kotott faktorok egyittesen vezetnek az osztodas-gatlashoz, mert a kdzvetlen sejt-sejt
kapcsoldédast megakadalyozé  Transwell rendszerben kisebb  mértékii  gatlast
tapasztaltunk, mint a sejt-sejt kdlcsdnhatast megengedé ko-kultdraban. Ennek
megfeleléen a Gal-1 KO MSC esetében nem volt kilénbség a kokultdraban vagy
Transwell rendszerben tapasztalt osztodas-gatlas kdzott, vagyis ez esetben a gatlast csak a
szolibilis faktorok kozvetitik. A PD-L1 ugyan membranfehérje, de gatld ellenanyaggal
fedve nem csokkent az eMSC antiproliferativ hatdsa, szerepe ebben a rendszerben
kizarhato. A szolubilis faktorok kozil a PGE2, NO és IDO inhibitorait alkalmaztuk,
azonban nem forditottdk vissza az MSC kivaltotta gatlast, igy nem kaptunk egyértelmii
eredményt arra vonatkozoan, melyik jatszik f0 szerepet az MSC antiproliferativ
hatasaban.

B) Citotoxikus hatas:

e Az MSC, és az altala termelt Gal-1 citotoxikus hatasat ConA aktivalt Iépsejteken
(eMSC-vel) vagy human periférias vérbol izolalt PHA stimuldlt T sejteken és Jurkat
lymphoma sejteken (hMSC-vel) vizsgaltuk ko-kultara rendszerben. Kisérleteink alapjan




mar 16 ora elteltével egyértelmiien detektalhatd az apoptdzis egyik jellemzd markerének,
a foszfatidil-szerinnek megjelenése a T sejteken. Ezt a rendszert eredetileg tumor sejtek
és aktivalt T sejtek kozotti kolcsonhatas vizsgalatara dolgozta ki munkacsoportunk (F.
Kovéacs-Sélyom, A. Blaskd, R. Fajka-Boja et al. Immunology Letters 127 (2010) 108-
118).

e Transwell Kisérleink azt bizonyitjak, hogy a Jurkat sejtekben csak akkor indul el
az apoptozis, ha a hMSC-vel kodzvetlen sejt-sejt kapcsolatot létesitenek. Ebben a
folyamatban tehat nem a szolubilis, hanem membran-kétott faktorok, mint a Gal-1,
vesznek részt. A Gal-1 laktdzzal ,lemoshatd” az 6t termeld sejtek felszinérél, ezaltal
jelentdsen csokkent a hMSC Jurkat sejtekre gyakorolt, valamint az eMSC ConA aktivalt
egér lépsejtekre kifejtett apoptotikus hatasa. Ez arra utal, hogy az MSC altal termelt Gal-
1 jelent6és mértékben hozzajarul az MSC citotoxikus funkcidjahoz.

e Az siRNS-sel csendesitett vagy Gal-1 KO MSC-vel végzett kisérleteink alapjan
tovabbi bizonyitast nyert, hogy a kokulttras rendszerben valéban az MSC altal termelt
Gal-1 a felel6s az aktivalt T-sejtek apoptoziséért.
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Kisérleteink azt mutatjak, hogy a Gal-1 ugyan hozzgjarul az MSC antiproliferativ
hatasahoz, de hianydban mas immunszuppressziv faktorok hasonléan gatoljdk a T sejtek
mitogén-indukalta osztodasat. Eredményeink alapjan sem a Gal-1, sem a PGE2, NO vagy
IDO szerepe nem Kizdrdlagos, egyiittes miikodésiik ereddje vezet a T sejtek
szuppresszidjahoz. Emellett az egér vagy human MSC kozvetlen sejt-sejt kapcsolatban az
aktivalt T sejtek apoptézisat indukélja, és ezt az MSC altal termelt Gal-1 valtja ki. Az
MSC antiproliferativ és citotoxikus hatasat kimutatd6 munkankat hazai konferencidkon
mutattuk be. Az MSC altal kivaltott Gal-/ fiiggd apoptozis egy szabadalmi eljaras része
(Monostori E; Szebeni GJ; Blaské A; Gercsé AT; Kovacs-Solyom F; Fajka-Boja R; Uher
F; Krenacs L; Jo6 G; Tubak V; Martinek T: Preparations for delivery of agents to solid
tumours, Magyar Szabadalmi Hivatal P0900502, 2009).

3/ A rekombindns és az MSC A&ltal termelt Gal-1 &ltal indukalt T sejt
apoptotdzis mechanizmusanak dsszehasonlitasa.

Az MSC altal termelt Gal-1 abban az esetben tolti be apoptotikus funkcidjat,
amennyiben szekretalodik és visszakotddik az 6t termel6 sejtek felszinéhez. Az apoptozis
Kivaltasahoz sziikséges Gal-1 koncentracié ebben a rendszerben gyakorlatilag nem
mérhetd. Szamtalan tanulmany foglalkozik a szolubilis formdban a T sejtekhez
hozzaadott rekombinans Gal-1 &ltal kivaltott apoptézis mechanizmusaval, azonban az



alkalmazott koncentraciok és az apoptotikus Iépések is eltérnek, és nem adnak vélaszt
arra, hogy mi zajlik in vivo korilmények kozott. Erre a kovetkezd szisztematikus
Kisérletsorozatot végeztik:

e A rekombinans Gal-1-et  kilonb6z6  koncentraciokban  hasznalva
Osszehasonlitottuk a Jurkat T sejtekben indukalt sejthaldl mechanizmusat, és azt
tapasztaltuk, hogy alacsony koncentracidban (1.8uM) alkalmazva kaszpaz-fiiggd, mig
egy nagysagrenddel magasabb dozisban (18uM) kaszpaz-fliggetlen utvonalon megy
végbe (kapcsolédd publikacio: Blaskd A, Fajka-Boja R et al. Acta Biologica Hungarica
62(1), pp. 114-119 (2011)). Az alacsony koncentraciéju Gal-1 kotédése a T sejtekhez
raft-atrendezodést indukal, az Lck és ZAP70 tirozin kindzok aktivacidjat igényeli a
tovabbi apoptotikus lépésekhez, amelyekben ceramid szabadul fel, csokken a
mitokondrialis membran potencial, végul a kaszpaz-9 és kaszpaz-3 aktivacidjaval
bekdvetkezik a DNS degradacio.

e Az MSC-termelte Gal-1 altal kivaltott apoptozis 1épéseit az el6z6 feladatnal
bemutatott kokultdra rendszerben vizsgaltuk. Aktivalt egér Iépsejteket vad tipusd vagy
Gal-1 KO MSC-vel tenyészteésztettlk egyutt és detektaltuk a foszfatidil-szerin expoziciot,
az intracellularis ceramid mennyiségének novekedését, a mitokondrialis membran
potencial csokkenését, a kaszpaz 3 aktivaciot, és a DNS fragmentéciot. Megéllapitottuk,
hogy az MSC Altal kivaltott, Gal-1 fliggé T-sejt apoptozis azonos mechanizmussal zajlik,
mint az alacsony koncentracioju szolubilis rekombinans Gal-1 altal indukalt.

e Hasonl6 a mechanizmusa a pathologias tumorsejtek termelte Gal-1 altal okozott
T-sejt apoptdzisnak is, tehat a Gal-1 mind fiziologids (MSC), mind patholdgiés (tumor)
esetben is azonos szerepet tolt be: kivaltja a veliik sejt-sejt kapcsolatba 1ép6 aktivalt T-
sejtek pusztulasat (kozlemény: F. Kovacs-Sélyom, A. Blaskd, R. Fajka-Boja et al.
Immunology Letters 127 (2010) 108-118). Fontos megjegyezni, hogy a tumor sejtek
szamos mas faktort termelhetnek, amelyek apoptoOzist valthatnak ki az aktivalt T
sejtekben, ennek ellenére a Gal-1 SiRNS csendesitett tumorsejtek jelenlétében egyik
apoptotikus Iépés sem ment végbe a vizsgalt korilmények kozott.

Osszefoglalva az apoptozissal

PS kapcsolatos eredményeinket elmondhatjuk,
hogy az MSC a Gal-1 révén a kdzvetlen sejt-
Raftok ,) sejt kapcsolatba 1épé6 aktivalt T sejtekben
sejthalalt valt ki, amelynek Iépései
/ megegyeznek az alacsony dozishan

alkalmazott rekombinans Gal-1 apoptotikus
mechanizmusaval.
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4/ A Gal-1 szerepének vizsgdlata az MSC indukélt szdvetregeneracioban és
immunszuppresszioban diabéteszes egerekben.

Az in vitro eredmények arra utalnak, hogy az MSC A&ltal termelt Gal-1
befolyasolja az aktivalt T sejtek életképességét, és ezaltal az immunvalasz kimenetelét.
Ennek in vivo bizonyitasdhoz a pélydzat benyujtdsakor a streptozotocinnal (STZ)-
indukalt diabéteszes egérmodellt valaszottuk, amelyben a betegség Klinikai tuneteit
meggétolja, a betegséget visszaforditja az egerek csontveldi sejtekkel és MSC-vel vald
injektalasa. Ennek ellenére nem tapasztaltunk kilonbséget a Gal-1 termel6 és hianyos
MSC hatésa kozott: mindketté a normalis szintre csokkentette az allatok vércukorszintjét
és segitette az allatok életben maradasat.

Az MSC in vivo immunregulalé hatasat méas allatmodellben is vizsgaltuk. C57BI6
egereket ovalbuminnal (OVA) érzékenyitettiink, ezzel egy idében vad tipust vagy Gal-1
KO MSC-vel oltottunk, majd a talpparndban anafilaxids reakciot valtottunk ki. A vad
tipusi MSC-vel kezelt allatok reakcidja szignifikdnsan csokkent a csak ovalbuminnal
oltottakéhoz képest, ezzel szemben a Gal-1 hianyos MSC nem csokkentette jelentdsen a
talpparna 6démajat. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az MSC in vivo gatolja az
OVA-ra adott valaszt, ezt masodlagos immunizalas utani in vitro tesztekben sikerdilt
megerdsiteniink: a vad tipusi MSC, de nem a Gal-1 hidnyos MSC gétolta a Iépsejtek
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specifikus szintjét.

Ezek az eredmények valoszinisitik, hogy az MSC nem csak a T sejtek
sejteken keresztil, amint ezt a csokkent ellenanyag-termelésbdl latjuk. A tovabbiakban
részletesen kivanjuk vizsgalni az MSC B sejtek életképességére, aktivacidjara és
ellenanyag-termelésére gyakorolt hatasat, erre a munkdra (j OTKA palyazatot
nydjtottunk be (K105817). Mivel az G allatmodell bevezetése késéshez vezetett a
munkatervben, ezeket az eredményeket Osszefoglald kéziratot 2012 masodik felében
tervezzik kozolni. Elézetes eredményeinket hazai konferenciakon mutattuk be.



