Transzplantalt neuroektodermalis és indukalt
pluripotens dssejtek tamogatjak a kontuzios
gerincvelo-sérilést koveto felépiilést: a sérilés

mikrokdrnyezetének modositasa

Ph.D. tézis

Bellak Tamas, M.Sc.




A tézis alapjaul szolgald kdzlemenyek:

l. Pajer K, Bellak T, Redl H, Nogradi A. Neuroectodermal Stem Cells Grafted into the
Injured Spinal Cord Induce Both Axonal Regeneration and Morphological Restoration
via Multiple Mechanisms.

J Neurotrauma. 2019 Nov 1;36(21):2977-2990.
Impakt faktor: 4,056 (Q1)

. Bellak T, Fekécs Z, Torok D, Tancos Z, Nemes C, Tézsla Z, Gal L, Polgari S, Koboléak
J, Dinnyés A, Nogradi A, Pajer K. Grafted human induced pluripotent stem cells
improve the outcome of spinal cord injury: modulation of the lesion microenvironment.
Sci Rep. 2020 Dec 29;10(1):22414.

Impakt faktor: 3.998 (2019, D1)

Bevezetés

A gerincveld sériilése visszafordithatatlan szovetkarosodéast okoz, mely altaldban nagyon kis
mértékii morfoldgiai és funkcionalis felépuléssel jar egydtt. A sérilés kovetkeztében motoros,
szenzoros és vegetativ funkcidvesztés kdvetkezik be, mely mind a beteg, mind a csaladja szamara
drasztikus ¢életmindség romlast eredményez. A gerincveld-serilés hatéssal van a tarsadalomra is a
munkabdl vald kiesés és az allando orvosi ellatas koltségei kdvetkeztében. Szamitasok szerint
mindennek mértéke 1,5-3 millié dollarra tehetd sériiltenként. A gerincvel6-sériilés gyakorisaga 30-

70/milli6 f6/év, igy tobb mint fél milli6 ) esettel szdmolhatunk minden évben vilagszinten.

A gerincveld sériiléseit traumds és nem traumas tipusokra lehet felosztani. A sériilések kortilbeliil
90%-a a traumas csoportba sorolhaté és minddssze a fennmaradd 10%-ot okoznak szuletéskor,
illetve késobb kialakulo kdrképek (daganatok, a csigolyakdzti porckorong degeneracioja, artritisz,
mitét kovetkezteben 1étrejové oxigénhianyos allapotok). A traumas sériilések elsésorban
kozlekedési balesetekhez vagy sportsériilésekhez kothetdek, de er8szakos cselekmények is

kivalthatjak (pl. 16vési sériilések).

A gerincvel6 sérléseit kiterjedés alapjan teljes vagy részleges sertlésekre oszthatjuk. A komplett

sériilés a motoros és szenzoros funkciok teljes hianyat jelenti a sériilés szintje alatt. Inkomplett



sériilés esetén a motoros, illetve szenzoros funkciok részlegesen megmaradnak vagy helyreallnak

a séruléstdl disztalisan.

A sejttranszplantacio az egyik legelterjedtebb és legigéretesebb lehet6ség a morfologiai és
funkcionalis felépiilés elsegitésére a gerincveld sériilését kovetden. Szamos multipotens vagy
pluripotens sejttipust, illetve azok szarmazékait vizsgaltdk mar a gerincvelG-serilés kisérleti
modelljeiben. A terdpias hatas a sejtek gazdaszovetben torténd viselkedésétol, talélésétol és
osztodasi képességétdl, valamint az egyedi differenciacios képességétol fiigg. A transzplantaciotol
azt varjuk, hogy a beliltetett sejtek és szdrmazékaik képesek integralédni a gazdaszovetbe vagy
modositani a sérulés mikrokdrnyezetét, ugy valtoztatva azt, hogy az axonok regeneracidjanak
kedvezébb feltételeket teremtsenek. A transzplantalt sejtek ezen Kivil képesek részt venni a
mielinhively boritasukat vesztett idegrostok Ujboli behiivelyezésében, illetve kiilonb6z6 faktorok

termelésével tAmogatést nydjtani a sériilt szdvetnek.

Laboratériumunk kordbban leirta, hogy az immortalizalt, egér eldagyi-eredetli neuroektodermalis
6ssejtek (NE-GFP-4C  sejtvonal) képesek megakadalyozni a karosodott motorneuronok
pusztulasat a gerincveld avulzios sériilését kovetden. Bizonyitast nyert, hogy a beiiltetett sejtek
bioaktiv anyagokat (szekretom) termelnek, mely jotékony hatdsd volt a motoneuronok tulélésére
nézve. Jelen tanulmanyunkban célul tiiztiik ki a sejtek hatasanak felderitését a gerincvel6 kontzios

(zGz06dasos) sériilését kovetden.

Tovébbi kisérleteinkben huméan eredetti indukalt pluripotens &ssejteket (SB5 sejtvonal)
vizsgaltunk a gerincveld kontazios serulése utdn. Az SB5 sejtek in vitro kortlmények kdzott
képesek voltak mindharom csiralemez iranyaba differencidlodni, mely alkalmassa tette 6ket a

sériilt kozponti idegrendszeri kornyezetbe torténd beiiltetésre.

Célkitiizések
Célul tiiztiik ki, hogy
1. felderitsik a beultetett NE-GFP-4C egér neuroektodermalis és SB5 human
differencidlatlan dssejtek hatdsat a funkcionalis felépiilésre nézve.
2. nyomon kovessik a sejtek sorsat és differenciacios tulajdonsagait, valamint a sérilés

mikrokornyezetére kifejtett hatasaikat.



3. meghatarozzuk a transzplantalt sejtek altal termelt faktorokat, melyek felel6sek lehetnek a

morfologiai és funkcionalis javulasért.

Anyagok és modszerek

A gerincvel6 kontuzios sériilésmodellje

Osszesen 90 ndstény Sprague-Dawley (Animal Research Laboratories, Bécs, Ausztria; 180-220
gramm teststily) és 80 ndstény Fischer 344 patkanyt (Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged,
Magyarorszag; 180-220 gramm testsuly) hasznaltunk kisérleteink soran.

A laminektomiat a 11-es hatcsigolya szintjében végeztik el, majd Infinity Horizon impaktorral
(IH-0400, PSI Services LLC, USA), 150 kdyn er6hatast alkalmazva kontizios sériilést valtottunk
ki. Ezt kdvetden 2, 3 vagy 8 hét (Sprague-Dawley patkanyok), illetve 2, 3, 5 vagy 9 hét (Fischer
344 patkanyok) talélési id6t biztositottunk.

Az NE-GFP-4C neuroektodermalis és a SBS human indukalt pluripotens dssejtek kontiizids
sériilést koveto transzplantacidja

Azonnal vagy egy héttel a sériilés kivaltasat kovetden intravénasan, vagy intraspinalisan (a
kisérleti csoporttol fiiggben) NE-GFP-4C sejteket Ultettink be Sprague-Dawley néstény
patkanyokba (specialisan kialakitott Hamilton fecskendével). Intravénasan 1x10° (250 pL
tenyésztémédiumban), instrapinalisan 5x10° (2 pL tenyésztémédiumban) Sssejtet injektaltunk az
allatok farokvéndjaba vagy a lézios iiregbe. Kiilon kisérleti csoportban az dssejteket human
fibrinnel (Baxter Healthcare Corporation, USA, 500 1.U./mL) juttatunk be intraspinalisan. A
kontroll allatok tenyésztdmédiumot vagy fibrint kaptak egy héttel a sériilés kivaltasat kovet6en
intraspindlisan (2 pL), illetve tenyésztémédiumot intravenasan (250 pL) azonnal a sértés utan vagy

egy héttel késdbb.

Egy héttel a kontuziot kdvetéen SB5 human indukalt pluripotens Ossejteket iltettiink be
intravéndsan vagy intraspindlisan (a kisérleti csoporttol fiiggden) Fischer 344 ndstény
patkanyokba. Intravénas alkalmazas soran 1x10° &ssejtet (250 pL tenyésztémédiumban)
injektaltunk a farokvénaba, mig az intraspinalis transzplantacié soran 5x10° sejtet (2 uL
tenyésztdomédiumban) juttattunk be a 1ézids Uregbe. A kontroll allatok tenyésztémédiumot kaptak

intravénasan (250 pL) vagy intraspinalisan (2 puL).

Retrograd jeldles



8 héttel a sériilés kivaltasat kovetéen mély altatasban a Th13-L1 csigolyak szintjében (L2-L4-es
gerincvelGi szelvények) laminektomiat végeztink. Az L3-as gerincel6i szelvény jobb oldalan
kialakitott hemiszekcios résbe Fast Blue (FB; Dr. llling Plastics GmbH, Grof3-Umstadt,
Németorszag) kristalyokat helyeztink, majd egy hetet biztositottunk a fluoreszcens festék

retrograd transzportjara.

BBB nyilt mezés, tobbparaméteres, pontozasos teszt

A Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) tesztet alkalmaztunk a funkciondlis valtozdsok nyomon
kovetésére a harmadik posztoperativ napon, majd azt kovetéen heti gyakorisaggal a 8. hétig. A
hats6 végtag és a torzs lokomotoros javulasat, valamint a mellsé és hatsé végtagok koordinacidjat

kovettik nyomon. Az allatok megfigyelését és értékelését két fliggetlen vizsgaloszemély vegezte.

Lokomotoros funkciok az NE-GFP-4C tanulmanyban — CatWalk lépésanalizis

A mozgasparaméterek vizsgalatat a CatWalk automatikus Iépésanalizis rendszerrel végeztiik
(Noldus, Wageningen, Hollandia), 8 héttel a sériilés kivaltasat kovetéen. Az aldbbi paramétereket
elemeztik: talplenyomat tertilete, talplenyomat szélessége, talplenyomat hosszusaga, 1épés hossza,

hatsé végtagok kozotti tavolsdg. Az eredményeket a CatWalk programmal értékeltik ki.

Kinematikai analizis az SB5 tanulméanyban

Kiilonbozo kisérleti csoportokba tartozé allatokat a sériilés kivaltasa utan négy héttel, majd azt
kovetden hetente vizsgaltuk a laboratoriumunk altal kifejlesztett videodalapti mozgasanalizis
rendszerrel. A rendszer alapja egy plexiiivegbdl all6 futopad, egy tiikdrrendszer, valamint két nagy
felbontasu kamera (GoPro Hero 3+ Black Edition, GoPro; San Mateo, USA; DFK 22AUCO03, The
Imaging Source, Brema, Németorszag) egyittes alkalmazasa. A maodszer segitségével tobb

kilonb6z6 mozgasparamétert vizsgalhattunk egyszerre, melyek a metatarsus-talaj szdg, a tibia-

.....

a bokaflexié voltak.

Eredmények

Az NE-GFP-4C sejtek alkalmazasa elésegitette a funkcionalis és morfologiai
felépulést

A funkcionalis tesztek (BBB, Catwalk) eredmenyei



Rendszeres idokozonként BBB nyiltmezds tesztet alkalmaztunk a lokomotoros javulas nyomon
kovetésére. A kontlzios sérilés kovetkeztében minden allat erds motoros karosodast mutatott.
Négy héttel a sériilés utan az intraspinalis és intravénas (NE4C-immed-iv, NE4C-1w-iv és NE4C-
1w-isp) allatok hasonld értékekkel rendelkeztek, majd a 4. és 8. hét kozott szignifikdnsan jobban
teljesitettek, mint kontrolljaik. Az 6ssejtek intraspinalis alkalmazasa platé fazist okozott a
javulasban, ami a transzplantalasi mod invaziv jellegével allhatott kapcsolatban. Erdekes modon
azon allatnal, melyek esetén az Ossejteket fibrinnel egyiitt juttattuk be (NE4C-fibrin) a kontroll
allatokéinal (fibrin-1w-isp) is alacsonyabb értékeket tapasztaltunk.

A CatWalk automatikus lépésanalizis megerésitette a BBB teszt eredményeit. A funkcionalis
felépilés mértéke szignifikdnsan kedvez6bb volt az intravénasan vagy intraspinalisan &ssejttel
kezelt csoportokban (NE4C-immed-iv, NE4C-1w-iv and NE4C-1w-isp) a kontroll allatok

eredményeivel 6sszevetve.

Az 6ssejtek eldsegitették az eredeti szovetallomany megorzését

A sériilés teriiletén nagyméretli, kozépponti helyzetli lireg alakult ki, mely sejttormeléket
tartalmazott. A morfoldgiai kiértékelés sordn megmertik a megmaradt sziirke- és fehérallomany
nagysagat 8 héttel a sériilés kivaltasat kovetéen. Mind az 6ssejtek intravénas, mind az intraspinalis
alkalmazasa (NE4C-immed-iv, NE4C-1w-iv, NE4C-1w-isp) szignifikansan nagyobb mértékii
szovetmegmaradast eredményezett. A legnagyobb mértékii éppen maradt szovetallomanyt az
intraspindlis csoportban (NE4C-1w-isp) mértik. Ezzel ellentétben az Ossejtek fibrinnel egytt
torténd alkalmazasa (NE4C-fibrin) esetén a megmaradt sziirke- és fehérallomany nagysaga még a

kontroll allatoknal is alacsonyabb értékeket mutatott.

Az Ureg paraméterei (Iézids teriilet nagysaga, lireg hossza) az dssejttel kezelt allatokban (NE4C-
immed-iv, NE4C-1w-iv, NE4C-1w-isp) kedvezébb értékeket mutattak, mint a nekik megfeleld
kontrollok esetében. Az NE4C-finrin kisérleti csoport a kontroll allatokhoz hasonlé értékekkel

rendelkezett.

A retrogradan jelolt sejtek szamanak meghatarozasa, valamint a szerotonerg innervacio
mertéke

Ezt kovetden felderitettiik a beultetett sejtek axonalis regeneraciora, illetve megdérzésére Kifejtett
hatasat is. A retrograd jel6lési eredmények szignifikansan tobb Fast Blue-pozitiv propriospinalis

idegsejtet mutattak a Th5, Th2, C6 and C2 gerincveldi szelvényekben a kizarolag Ossejttel kezelt



allatok (NE4C-immed-iv, NE4C-1w-iv and NE4C-1w-isp) esetében, mint a kontrollokban. Az
6ssejteket fibrinnel egyitt alkalmazva nem volt szignifikans eltérés a kontroll allatok sejtszamaival
Osszevetve.

Az agytorzsben, illetve kitlintetett agyi régiokban (formatio reticularis, nucleus vestibularis
lateralis, nucleus oliva inferior) szignifikansan tobb jel6lt sejtet jegyeztlink le a kezelt allatokban,
mint a kontrollokban. Hasonlé volt a helyzet az agykéreg jelolt sejtjeit tekintve, bar itt az
intraspindlisan kezelt allatok (NE4C-1w-isp) kiugréan magas értéket mutattak az intravénésan
transzplantlt, illetve kontroll allatokhoz viszonyitva.

A fentiekkel ellentétben a raphe magokban szignifikdnsan tébb jel6lt sejtet irtunk le az
intraspinalisan Gssejttel kezelt allatokban, mint az intravénasan Ossejttel kezelt (NE4C-immed-iv,

NE4C-1w-iv) vagy kontroll csoportokban.

A szerotonerg rostok bizonyitottan nagy szerepet jatszanak a mozgads szupraspinlis
szabalyozésaban, ezért meghataroztuk a rostok denzitdsat a kontuzids sériiléstol disztalisan.
Eredményeink szerint az dssejttel kezelt csoportokban szignifikansan kisebb mértékii volt a rostok
burjanzésa az intravénésan kezelt, illetve kontroll &llatokkal 6sszevetve, mely 6sszhangban allt a
funkcionalis tesztek eredményeivel.

A sérilés mikrokdrnyezetének médositasa

Kovetkezo 1épésként felderitettiik azt, hogy a beiiltetett sejtek képesek-e modositani a 1€zios
mikrokdrnyezetet, igy téve kedvezObbé azt a sériilt axonok regenerécidjahoz. Két és harom héttel
a sérilést kovetéen megmértilk az asztrocitozis €s a mikroglia/makrofag aktivacio mértékét,
valamint meghataroztuk a Eph-A4 and ehprin-B2 molekuldk és a kondroitin-szulfat
proteoglikanok (CSPQG) kifejezddését.

Az 6ssejtek intravénds és intraspindlis alkalmazasa szignifikansan csokkentette az asztrocitdzis
mértékét, mely a kondroitin-szulfat (CS-56) csokkent kifejez6désével parosult. Az Gssejtek
fibrinnel egyltt torténé alkalmazasa (NE4C-fibrin) erés asztrocita reakciot és kifejezett
kondroitin-szulfat (CS-56) lerakddasokat okozott. A mikroglia/makrofag aktivacio meértéke

hasonlé tendenciat mutatott.

Korabbi tanulmanyok leirtdk az EphA receptor alcsoportok és a nekik megfeleld ligandok erdteljes
kifejez0dését a gerincveld sériilését kdvetden. Mindez hozzajarul az axonalis regeneraciot gatld

kornyezet kialakulasdhoz. Az EphA4-ephrinB2 kapcsolat a neurondlis ndvekedési kupok



karosodasat es reaktiv asztrocitdzist eredményez. Az EphA4 expresszidé nem mutatott szignifikans

kilénbséget a kezelt csoportokban, de az ephrinB2 szintje lecsdkkent az 6ssejtkezelés hatasara.

A beliltetett NE-GFP-4C sejtek differencialédasa
Immunhisztokémiai modszerrel deritettik fel sejtjeink sorsat és differencialodasat a

transzplantaciot kovetéen. Ehhez egér specifikus neurondlis és glialis markereket hasznaltunk.

Egy héttel az intravénas alkalmazast kovetéen (NE4C-immed-iv, NE4C-1w-iv) graft-eredetii (M2-
pozitiv) asztrocitdkat azonositottunk, melyek GFAP expressziot mutattak. Hosszu talélési id6
esetében mar nem tudtunk graft-eredetii sejteket kimutatni.

Ezzel ellentétben az intraspinalis alkalmazas (NE4C-1w-isp) graft-eredetii neuronok (M6+) és
asztrocitdk (M2+) megjelenését eredményezte egy héttel a beiiltetést kovetéen. Ebben az
id6épontban graft-eredetti oligodendrocitakat nem sikerlt azonositanunk. A graft-eredetii sejtek
tobbsége klasszikus neurondlis (beta(l11)-tubulin/TUBB3) és glialis (GFAP) markereket fejezett
ki. A belltetett sejtek és szarmazékaik elsdsorban az iireget toltotték ki vagy annak falaban
helyezkedtek el. Késobbi idépontban graft-eredetli neuronok, asztrocitak és oligodendrocitak
(MOGH+) voltak jelen. A MOG és NF200kD kettés festés eredményei arra utalnak, hogy a graft-
eredetii oligodendrocitdk részt vehettek a serult idegrostok mielinhivelyének ajboli

kialakitasaban.

Az intraspinalisan belltetett sejtek altal termelt bioaktiv molekulak

Az 6ssejtek intraspindlis alkalmazésa sorén is csak kis szamban talaltunk graft-eredetii sejteket az
ureg falaban vagy annak kozvetlen kdrnyezetében. Mindez arra engedett kdvetkeztetni, hogy
elsdsorban nem a graft-eredetii sejtek integralodasa allt a funkciondlis javulas hatterében, hanem
a sejtek altal termelt anyagok birhattak kedvez6 hatassal. Egy héttel a beiiltetést kovetden 10 faktor
kifejezdését vizsgaltuk meg (BDNF, GDNF, IL-1 alpha, IL-6, IL-10, TNF-alpha, MIP-1 alpha,
NT-4/5, VEGF, PDGF-A). Szakirodalmi adatokra és kordbbi tanulmanyainkra alapozva ugy
gondoltuk ezeknek szerepe lehet a javulasban. Eredményeink szerint egy neurotrofikus faktor
(GDNF) és harom citokin (IL-6, IL-10 és MIP-1 alfa) kifejez6dése kothetd sejtjeinkhez. A GDNF
erds immunreaktivitast mutatott a graftban és a gazdaszovetben is. Az IL-6 er6s kifejez6dését irtuk
le a graftban, de gyengébb expressziot mutatott a gazdaszovetben. IL-10 és MIP-1 alfa mintazata
a GDNF-hez volt hasonl6, de a gazdaszdvetben korlatozottabb volt a jelenléte. A kontroll allatok

(medium-1w-isp) esetében egyik faktor expresszidjat sem tudtuk bizonyitani.



Transzplantalt SB5 human indukalt pluripotens éssejtek elésegitik a gerincvelé

kontuzios sériilését koveto javulast

Az ossejtek intraspindlis alkalmazasa tamogatta a funkcionalis felépulést

A BBB teszt soran kezdetben hasonlé értékeket figyelhettiink meg a kisérleti csoportokban, majd
az 6ssejtkezelésben részesult allatok (SB5-iv, SB5-isp) eredményei emelkedésbe kezdtek és
elkilonultek a kontroll csoportokéitdél (medium-iv, medium-isp). A hatodik hétt6l kezdve
szignifikans kilonbséget figyelhettiink meg az intraspinalisan transzplantalt csoport (SB5-isp) és

kontrollja (medium-isp) kozott.

A kinematikai elemzés soran az 6todik hétig nem mértink szignifikéans kilénbséget a csoportok
kozott. A hatodik héttél kezdve az Ossejt kezelésben részesiilt csoportok (SB5-iv, SB5-isp) értékei
esetében folyamatos javulast figyelhettink meg. Az intraspinalisan transzplantalt (SB5-isp)
csoportba tartozé allatok értékei szignifikansan kedvezébbek voltak a kontroll allatokhoz
(medium-isp) viszonyitva, minden egyes vizsgalt paramétert tekintve. Az intravénas csoport és

kontrollja k6zo6tt nem allapitottunk meg szignifikans kulonbséget egyik paraméter esetében sem.

Az intraspinalisan beultetett SB5 sejtek hatdsa a megmaradt gazdaszévet nagysagara

A 9 hetes talélési id6 utdn meghataroztuk a megmaradt szovetallomany nagysagat a kiilonb6z6
kisérleti csoportokban. A legnagyobb mennyiségii intakt fehérallomany a gerincveld ventralis és
ventrolateralis részén helyezkedett el, minden egyes csoport esetében. A 1ézids terlilet nagysaga
kisebb volt az Ossejtkezelésben részesiilt allatoknal, a kontroll csoportok mért értékeivel
Osszehasonlitva. A megmaradt szdvetallomanyt szignifikansan nagyobbnak irtuk le az
instrapinalisan kezelt allatokban a kontrollokkal 6sszevetve (SB5-isp vs. medium-isp).

Retrograd jeldlési eredmények

A tovabbiakban meghataroztuk a retrogradan jelolt sejtek szamat a gerincvelé kivalasztott
szegmentumaiban, az agytorzsben, valamint a szomatomotoros kéreg teriiltén. Mindez a
propriospindlis, illetve szupraspinalis palyak megmaradasarol/regeneracidjarol adott tajékoztatast.
Szignifikdnsan tébb FB-pozitiv neuront irtunk le a gerincveld6 Th5, Thl, C6 és C2
szegmentumaiban az 6ssejttel kezelt allatokban (SB5-iv és SB5-isp) a kontroll csoportokkal
Osszevetve. Intraspinalis alkalmazés esetén szignifikdnsan nagyobb volt a jeldlt sejtek szama a
kiilonb6z6 agyi régiokban (agytorzs, szomatomotoros kéreg). A szisztémas beultetés (SB5-iv)

esetén is nagyobb szamu jel6lt sejtet talaltunk a kontroll allatokkal 6sszehasonlitva.



Az SB5 éssejtek alkalmazasa modositja a sérilés mikrokodrnyezetét

A talélési id6 (9 hét) utan felderitettiik az asztrocita és a mikroglia/makrofag reakcié mértékét,
valamint a kondrotin-szulfat proteoglikanok kifejezddését az egyes Kisérleti csoportokban. Az
6ssejtek intraspinalis vagy intravénas alkalmazésa (SB5-iv, SB5-isp) lecsokkentette az
asztrocitozis mértékeét a kontroll allatokkal Osszevetve. A CS-56 kifejez6dés, valamint a
mikroglia/makrofag reakcio esetében hasonlo valtozasokat figyeltiink meg. Az intraspinalisan
transzplantalt csoport (SB5-isp) szignifikansan alacsonyabb mikroglia/makrofag reakciot mutatott
az intravénas csoporthoz (SB5-iv) képest.

Az intraspinalisan belltetett SB5 sejtek neuronalis iranyba differencialédtak

A transzplanticiot kovetd elsd, masodik, negyedik és nyolcadik héten immunhisztokémiai
modszerrel deritettik fel a sejtek sorsat és differencicios tulajdonsdgait. A human indukalt
pluripotens 6ssejtek azonositasara anti-SC-121 (human citplazmatikus marker) és anti-SC-101

(human sejtmagi marker) antitesteket alkalmaztunk.

Egy héttel a beiiltetést kovetden a sejtek erds SSEA-4 Kifejez6dést mutattak, valamint csoportokat
formaltak a sériilt gerincveldben. Mindezek mellett szamos sejt Ki-67-pozitivitassal rendelkezett,
mely mitotikus aktivitdsukat jelezte. Az SC-121 expresszi6 mertéke kifejezettebb volt a
csoportokon belll, mint azok kornyezetében. Az o0sztddo sejtek tobbsége elsésorban az dssejtek
altal képzett csoportok kozelében helyezkedtek el. A mennyiségi analizis szerint egy, illetve két
héttel a beiiltetést kovetden a sejtek kozel 30%-a o0sztodasi fazishan volt. A transzplantélt sejtek
tobbsége (60-70%) neuronalis iranyba differencidlédott, amit beta(lll)-tubulin/TUBB3
pozitivitasuk tAmasztott ald. Frdekes moédon a beiiltetett sejtek glidlis iranyba torténd

elkotelez6dését nem észleltik.

Négy héttel a betiltetést kovetden elszortan figyelhettiink meg SC-121+ vagy SC-101+ sejteket. A
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mikroglia/makrofag sejtekben.

Az SBS sejtek altal termelt biokativ molekulak egy héttel a beiiltetést kovetéen

Annak erdekében, hogy meghatarozzuk a belltetett sejtek altal esetlegesen termelt bioaktiv
anyagokat 10 faktor (BDNF, GDNF, IL-1 alpha, IL-6, IL-10, TNF-alpha, MIP-1 alpha, NT-4/5,
VEGF, PDGFA) kimutatasat végeztik el.



Egy héttel a betiltetést kovetden a neurotrofikus faktor GDNF és két citokin (IL-10 és MIP-1 alpha)

kifejez6dése volt kothetd a sejtekhez. Ezen faktorok koziil egyik sem volt jelen a gazdaszdvetben.

Megbeszélés

A tanulményban bizonyitast nyert, hogy a betltetett NE-GFP-4C neuroektodermalis, illetve SB5
differencidlatlan human indukalt pluripotens Ossejtek képesek eldsegiteni a morfologiai és
funckionalis helyreallast a gerincveld kontuzios sériilését kovetden. Ezen hatas els6sorban nem a

sejtek altal termelt bioaktiv anyagoknak.

Leirtuk, hogy a neurotrofikus faktor GDNF, illetve citokinek (IL-6, IL-10 és MIP-1 alfa)
szekrécidja kothetd a transzplantalt NE-GFP-4C és SB5 sejtekhez. Mindezen faktorok képesek a
sériilés kornyezetének modositadsara, igy biztositva kedvezdobb feltételeket a sériilt axonok

regeneraciojahoz.  Mindezek mellett hozzdjarulhatnak a maésodlagos szdvetvesztés
megakadalyozéaséhoz is.

Korabbi tanulmanyok mar bizonyitottak a GDNF axonalis ndvekedést eldsegitd hatasat, st az
akut fazisban tortén6 GDNF kezelés képes volt megmenteni a sérilt idegsejteket. Az IL-6
neuroprotektiv tulajdonsagu, de axonndvekedést indukalo hatasat is leirtak. Az IL-10 alkalmazasa
sz¢éleskorlien tanulmanyozott a gerincveld-sériilés kisérletes kivaltasat kovetden. ElsOsorban
gyulladascsokkenté hatassal rendelkezik, de neuroprotektiv szereppel is bir. A MIP-1 alfa
gyulladaskeltd citokin, igy szerepe ellentmondésos. Hatdsmechanizmuséanak felderitése tovabbi

kisérleteket igényel.

Eredményeink az &ssejtek beiiltetést koveté funkciondlis multipotencidjat bizonyitjak, mely
szerint a sejtek képesek a sertilésnek megfelelé valaszt adni a transzplantaciot kovetéen. Ezen
tulajdonsag szoros kapcsolatot tételez fel a belltetett sejtek és a serllt gazdaszovet kdzott, mely

végiil a ,,1ézi6-indukalt szekretom” megjelenéséhez vezet.
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