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I. Roviditések jegyzéke

4T1: egér emlOkarcindma sejtvonal

a-SMA: alpha Smooth Muscle Actin (alfa-simaizom aktin)
Angl,2: Angiopoietin 1,2

B16F10: egér melandma sejtvonal

CD: Cluster of Differentiation (csoportdeterminans fehérjék)
CFSE: Carboxyfluorescein diacetate Succinimidyl Ester

CM-Dil: Chlorometil-1,1'-dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianin perchlorate
CRD: Carbohydrate Recognition Domain (szénhidrat-k6t6 domén)
CTL: Cytotoxic T Lymfocyte (citotoxikus T limfocita)

DMEM: Dulbecco's modified Eagle's médium

DMSO: dimetil-szulfoxid

EC: Endothelial Cell (endotél sejt)

EPC: Endothelial Progenitor Cell (endotél el6dsejt)

ECM: Extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

F9: egér teratokarcinéma sejtvonal

FCS: Fetal Calf Serum (magzati borju szérum)

FSP1: Fibroblast Specific protein 1 (fibroblaszt specifikus fehérje 1)



Gal-1: galektin-1

GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (Granulocita makrofag

koloénia-stimulélo faktor)

HS5V: egér sziv kapillaris endotél sejtvonal
HMGB: High-Mobility Group Box fehérje

HSC: Hematopoietic Stem Cell (Vérképzé Osseit)

HUVEC: Human Umbilical Vascular Endothelial Cell (emberi koldokzsinor ér endotél
sejt)

IFB: Immunfluoreszcencia puffer

IgG: Immunglobulin G

IL-8: Interleukin-8

IFN-y: Interferon-gamma

LIF: Leukemia Inhibitory Factor (Leukémia gatl6 faktor)

M-CSF: Macrophage Colony-Stimulating Factor (Makrofag kolonia-stimulalé faktor)
MIP-2: Macrophage Inflammatory Protein 2 (Makrofag gyulladasos fehérje 2)
MMC: Mitomycin C

MSC: Mesenchymal Stem Cell (mezenhimalis Ossejt)

MSC®¥1" galektin-1 hidnyos mezenhimalis Gssejt

MSCY: vad tipusti mezenhimalis 3ssejt

NO: nitrogén monoxid


http://en.wikipedia.org/wiki/Leukemia_inhibitory_factor

PBS: Foszfattal pufferelt fiziologias sdoldat
PC: Pericyte Cell (pericita sejt)

PECAM-1: Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule (Vérlemezke endotél sejt

adhézids molekula)

PI: propidium jodid

RPMI: RPMI 1640 Médium

SCID: Severe Combined Immunodeficiency (sulyos, kombinalt immunhiany)
TAF: Tumor-associated Fibroblast (tumorhoz tarsul6 fibroblaszt)

TCl1: egér tiidokarcinoma sejtvonal

TDG: tiodiglaktozid vagy (D-Galaktopiranozil)-b-D-tiogalaktopiranozid
Th: T helper Cell (segitd T sejt)

TNF-a: Tumor Necrosis Factor alpha (Tumor nekrozis faktor alfa)

Treg: Regulatory T Cell (szabalyozo T sejt)

VE-cadherin: vascular endothelial- cadherin (ér endotél kadherin)

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (ér endotél novekedési faktor)

VSMC: Vascular Smooth Muscle Cell (vaszkularis simaizom sejt)



I1. Bevezetés

A tumorigenezis sordn az egészséges sejtek novekedést szabalyozo génjeiben
mutaciokat halmoznak fel, melynek kovetkeztében kikeriilnek a szigoru kontroll alol, és
korlatlan osztodasnak indulnak. A tumorsejtek dnmagukban azonban nem lennének
képesek az egész szervezetet érinté megbetegedés kialakitasara, ehhez sziikség van arra,
hogy a fennmaradasukat tamogaté kotOszovettel, tumor-asszocialt sztromaval
rendelkezzen, mely extracellularis matrixbol, valamint kiilonféle sejttipusokbol, példaul
fibroblasztokbol, endotél sejtekbdl, pericitakbol/ér simaizom sejtekbdl, immunsejtekbdl
tevodik Ossze. A tumorsejtek és a sztroma komponensek egymasra gyakorolt hatdsanak
eredményeként alakulnak ki a sokszor lekiizdhetetlennek bizonyuldé daganatos

megbetegedések.

A daganat kotOszoveti sejtjeinek eredete nem teljesen ismert. Egyik forrdsa a
csontveldi mezenhimalis &ssejtek (MSC-k) lehetnek. A mezenhimalis &ssejtek - mas
néven felnétt szoveti Ossejtek — olyan multipotens sejtek, melyek kis szazalékban
valamennyi szdvetben megtalalhatok, fiziologids feladatuk a szervek kotdszovetének
megujitdsa. Az MSC-k a tumorsejtekbdl felszabaduld faktorok hatasara a tumorba
vandorolnak. A daganatszovethez érve heterotipusos kapcsolataik, szekretalt molekulaik
vagy fibroblaszttd ¢és ereket tamogatd pericitdkka/ér simaizom sejtekké torténd
differencidcié révén tdmogatjdk a tumor fejlodését. Az MSC-k nagy mennyiségben
termelik a galektin-1 (Gal-1) szénhidrat koté fehérjét, melynek funkcidja a
daganatfejlodés szepomtjabol kevéssé ismert. Munkdnk sordn ezért arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy az MSC-eredetli Gal-1 milyen szerepet jatszik a mezenhimalis

Ossejtek tumorndvekedést befolyasolo hatasaban.



I11. Irodalmi attekintés

Fiziologias érképzodés

Embrionalis érképzodés

A keringési rendszer fontos szerepet tolt be a tapanyagok ¢és az oxigén
szovetekhez, az anyagcseretermékek szovetektol valo elszallitasaban, a tavoli szervek
hormonalis kommunikacidjanak biztositdsaban, valamint a gyors immunvalasz
kialakitasaban." Az embrionalis fejlddés soran a mezodermalis eredetii angioblasztok in
primitiv vaszkularis labirintussd rendezddnek Ossze. Ezt a folyamatot nevezziik
vaszkulogenezisnek." Mar ebben a fejlédési allapotban kimutathatd, hogy mely endotél
sejtek helyezkednek el artéridkban, melyek vénaban, vagyis ez a jelleg genetikailag
meghatarozott.”® A vaszkulogenezissel ellentétben az angiogenezis alapjat nem
plasztikus 6ssejtek, hanem a mar kialakult erek jelentik. Az embrid novekedésével a
primitiv érhaldzat novekszik tovabb és rendezddik 1jja, hogy egy komplex haldzatot
alkosson.* Ez a folyamat egésziil ki az intusszuszceptiv angiogenezissel, mely soran az
endotél sejtek az ér lumene felé novekednek, majd az EC-k kozti kapcsolatok

atrendez6désével a lumen megkettézodik.”

Posztnatalis érképzodés

Felndtt szervezetben az Uj erek képzddése szigortian szabalyozott, csak ritkan
regeneraciohoz, valamint sebgydgyuldshoz kapcsolhat(’),6 illetve ndi reproduktiv
miikodés sordn tapasztalhatd: menstrudcios ciklus alatt az endometriumban, a terhesség
soran a méhlepényben és az emlében.” A hosszi ideig tartd, megerdltetd fizikai
igénybevételnek kitett szivben és a vazizomban is megfigyelhetd, mely soran az izmok

tomeggyarapodasa az angiogenezis beindulasaval valdsulhat meg.8

Az embriondlis érképzddéshez hasonloan posztnatalisan a vaszkulogenezis -
melyet a keringd, csontveldi-eredetii endotél progenitor sejtek (EPC, endothelial

progenitor cell) biztositanak, - valamint az angiogenezis €s az intusszuszceptiv



angiogenezis folyamata is megfigyelhets.” Mivel az angiogenezisrél all rendelkezésre a

legtobb informacid, igy annak 1épéseit részletezziik a kdvetkezd fejezetben.

Angiogenezis mechanizmusa

Az angiogenezis kezdeti [épései

Az angiogenikus hajtasok megjelenését az érképzddést serkentd (pro-angiogén)
és gatlo (anti-angiogén) faktorok egyensulya hatarozza meg. A szervezet ndovekedését
kisérd hipoxias allapot hatasara ez a finoman hangolt egyensulyi allapot megbomlik, és
szdmos pro-angiogén faktor [VEGF (vaszkularis endotelidlis novekedési faktor), Ang2
(Angiopoietin 2), NO (nitrogén-monoxid), IL-8 (Interleukin-8) stb.] kezd termelédni.*
Ezen faktorok hatasara beinduld folyamatokat, amelyek az alabbiakban részletezésre
keriilnek, Carmeliet foglalta Gssze (1l. 1. 4bra).'" A VEGF szekrécioja, valamint a
sejteket 0sszekapcsolo PECAM-1 (Vérlemezke és endotél sejt adhézios molekula) és
VE-cadherin  (Vaszkularis endotelidlis-cadherin) adhéziéos molekuldk  kozotti
kolcsonhatasok atrendezddése noveli az erek permeabilitasat, igy a plazmaproteinek
erek stabilitdsdnak meg kell bomlania. Ez a folyamat a homotipusos endotél-endotél
sejtek, heterotipusos endotél — periendotelidlis sejtek [vaszkularis simaizom sejtek,
(VSMC-Kk) és pericitak (PC-k)], valamint az endotél sejtek bazalis membrannal kialakult
kapcsolatainak fellazuldsaval valik lehetévé. Ebben a folyamatban jatszik szerepet a
Tie2 receptorhoz kapcsolodo gatld ligandum, az Ang2, mely hatasara az EC-k adhézios
kolcsonhatasainak felbomlasa fokozodik. Az EC-k altal termelt proteindzok, matrix
az extracellularis matrixba (ECM) véandoroljanak. Ezen feliil tovabbi, matrixban kotott
novekedési faktorok szabadulnak fel [pl. VEGF, bFGF (bazikus fibroblaszt ndvekedési
faktor), IGF-1 (Inzulin-szeri novekedési faktor-1)], melyek tovabb serkentik az
angiogenezist folyamatat. Amikor a fizikai akadaly elharult a sejtek vandorlésa eldl, az
EC-k osztodni kezdenek és nagy tavolsagokra is képesek eljutni, melynek irdnyat a pro-
angiogén novekedési faktorok koncentracié gradiense hatarozza meg. Azutan az EC-kK

eldszor tomor harra kapcesolodnak dssze, melyben végiil kialakul a lumen.
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Kapillaris Kapillaris
destabilizacio bimbézas

Kapillaris

bazalis
membran

pericita

angiogén
faktorok
proteazok

endotél sejt

Il 1. abra. A7 angiogenezis folyamata. A kapillarisokat nyugvo endotél sejtek bélelik,
melyek pro-angiogén stimulusra aktivdalodnak. Protedzok termelésével megbontjak a
bazalis membrant, majd a pericitak levaldsat kévetden vandorolni és osztodni kezdenek.
Az EC-k osztodasuk utan sszerendezodnek, majd a pericitik kapcsolodasat kovetéen az
ujonnan kialakult erek nyugalmi fazisba keriilnek. (Clapp és mtsai nyoman) 12

Erési és nyugalmi fazis

Ugy tiinhet, hogy az érképz6dés soran az endotél sejtek jatsszak a 6 szerepet,
azonban az érett, funkciondlis erek kialakuldsdhoz periendotelidlis sejtek
kapcsolodasara is sziikség van. Bar VSMC-ket és pericitakat molekularis markerek
alapjan nem lehet megkiilonboztetni egymastol, miikodésiikben azonban eltérdek:
VSMC-k a nagy erek stabilitasat biztositjak €s a véraramlas szabalyozasaban vesznek
részt, mig a pericitdk kapillarisoknal taldlhatok és az erek bimbozasat irdnyitjak,

valamint a terminaciot segitik el6.*®

A csupasz ereket alkoto EC-kbdl kemoattraktansok [VEGF, PDGF-BB
(vérlemezke-eredetli ndvekedési faktor), Angl] szabadulnak fel, melyek a
periendotelidlis sejtek kapillarisok felé vandorldsat inditjak be* A tamasztosejtekkel
nem boritott erek rovidebb ideig miikodnek,™ azonban a heterotipusos sejtkapcsolatok

kialakulasat, a tAmasztosejtek ECM termelését €s az altaluk szekretalt érképzodésgatld
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crer

nyugalmi fazisa koveti, ez esetben a talélésiik években mérhetd.™

Modellrendszerek az érképzodés in vitro tanulmanyozasara

Szamos in vitro kisérleti rendszer 1étezik, melyek alkalmasak az angiogenezis
folyamatadnak vizsgdlatara. Az angiogén stimulusra beinduld érképzddés egy-egy
1épésének tanulmanyozasara szolgdlnak tobbek kozott a kovetkezd rendszerek: a) a
metalloproteinaz préba - ahol az aktivalt EC-k altal termelt matrixbontd enzimek
szekrécigjarol kaphatunk informéciot; b) az endotél sejtek osztddasanak kovetése; c) az
EC sejtvandorlds (wound healing préba), valamint d) a kemotaxis teszt, mely a pro-
angiogén faktorok ¢és egyéb kemoattraktdnsok felé torténd migraciordl nyujt

informaciot.t’

Azokban a kisérleti rendszerekben, melyekben prevaszkularis struktirak
kialakuldsat indukdljak, az angiogenezis késobbi fazisa, a differencidcid
tanulmanyozhato.'” Tobbféle rendszer is létezik, melyek az EC-k ilyen jellegli
morfoldgiai valtozasat indukdljadk. A f6 kiilonbség koztik az, hogy a struktirdk
haromdimenzios (3D) ECM-en/ben, vagy kétdimenzios (2D) tenyészetben jonnek létre.
Az elsé esetben kollagént, fibrint, vagy Engelbreth-Holm-Swarm szarkémasejtek altal
termelt ECM fehérje keveréket (Matrigel-t) alkalmaznak a leggyakrabban.’® A 3D-s
Matrigel-en azonban nem csak endotél sejtek képesek érszeri struktrakat létrehozni,
hanem fibroblasztok, valamint kiilonbozd tumorsejtek is, igy ez a modell nem alkalmas
kialakulasahoz sziikséges ECM azonban ugy is biztosithatdo, hogy az EC-ket
periendotelidlis sejtekkel novesztik egyiitt, igy a tubulusok 2D-s tenyészést kovetden
rendezOdnek Ossze. A pre-vaszkularis halozatok létrejottéhez sziikséges extracellularis
matrixfehérjéket, ebben a kisérleti rendszerben, a simaizom sejtek vagy pericitak
biztositjak.?® Ezt a folyamatot serkentik, vagy gatoljak a sejtekhez adott pro- ill. anti-
angiogén faktorok, igy ez a modell rendszer alkalmas arra, hogy kiilonb6zé molekuldk
érképzddésre gyakorolt hatasat ‘[anulmémyozzuk.21 Az igy nyert eredmények
kozvetleniil természetesen nem fordithatok le az ¢€l6 szervezetben végbemend

érképzo6désre, ezek in vivo koriilmények kozott megerdsitést igényelnek.
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Tumor angiogenezis

Hanahan ¢és Weinberg nyolc bioldgiai folyamatot nevezett meg, melyek
jellemezoek a rosszindulatt daganatképzodésre: az apoptodzis elkeriilése, a novekedést
serkentd ill. gatld faktoroktol valo fiiggetlenedés, a korlatlan osztodas, a szoveti invazio
€s metasztazis, az angiogenezis, az immunszuppresszid, az aerob glikolizis és a tumor
ssejtek szimmetrikus Gnmeg@jito képessége.”>*® A tumorsejtek Snmagukban nem
képesek a szervezetben tulélni és szaporodni, sziikségiikk van arra, hogy egészséges
sejteket a daganatszovet fejlédésének tamogatasara alakitsak at. Igy jon 1étre a tumor
kotdszovete, vagyis a tumor-asszociadlt sztréma, mely foként endotél sejtekbdl,
fibroblasztokbol, immunsejtekbol, extracellularis matrixbol tevodik 0Ossze. A
tumorsejtek és mikrokornyezetiik dinamikus kdlcsonhatasa parakrin faktorok termelése
altal valosul meg, mely a tumorszdvet folyamatos valtozasat és fejlodését segiti, és

végsd soron halalos betegséghez vezet.?

A tumor erek kialakulasa tobblépéses, Osszetett folyamat. Folkman-t6l
szarmazik az a felimerés, miszerint a szilard daganatok 11j erek képzése nélkiil csak
néhany mm®-es nagysagig tudnak névekedni.** A szilard daganatokban hipoxiés
tertiletek alakulnak ki novekedésiik sordn, ez serkenti az érképzddési kaszkad
beinditasaért felelés faktorok termel6dését.”> A tumorok esetén is tobbféle érképzési
stratégia érhetd tetten, de koziliik is az angiogenezis folyamatarol all birtokunkban a
legtobb informdacid. Ennek 1épései a korabban részletezett fiziologids angiogenezishez
hasonloak.?® Ugyanakkor a tumor erek szerkezetileg, és ebbél kifolyolag miikddésben is
jelentdsen eltérnek az egészségesektdl. A jellemzo eltérések a kovetkezok (I1. 2. abra):
(1) gyakran mozaikosak felépitésiiek, vagyis az EC-ek mellett tumorsejtek is bélelhetik
az erek falat, melyet a tumorsejtek vaszkulogén mimikrijének neveziink;? (2) a tumor
erek gyakran kitagultak, tekervényesek, melyekben a kaotikus és lassu véraramlas nem
biztositja a zavartalan anyagcseréhez sziikséges feltételeket;?’ (3) a pericitak és az EC-k
kozotti gyengébb kapcsolat és a tumor erek periendotelidlis sejtek altali részleges
boritottsaga kontrollalatlan permeabilitast eredményez;?® (4) a bazalis membran sem
boritja teljesen az endotél sejteket, mely hozzdjarul a metasztazis képzés

r rmr 7 o o 13
valdszintiségének novekedéséhez.

13



hagas tumorsejt
0, 7::,\?/ a !
\)
tumor ér

RO ice T s 0

alacsony
0,

endotél sejt

II. 2. dbra. Egészséges és tumor erek morfologidja és szerkezete. A: Az egészséges erek
egyenletesen halozzak be a szdveteket, endotél sejtjei Szoros kapcsolatban vannak
egymdassal, ablumindlis felsziniiket egységesen fedi a bazalis membrdan, melyhez
pericitik asszocialodnak. B: A tumor erek tekervényes lefutasuak, ezen erek sejtes és
bazalis membran boritasa nem homogén, a tumorsejtek konnyebben bejuthatnak a

, ., . . . . . , 113,29
vérkeringésbe. (Carmeliet és mtsai, valamint Jain és mtsai nyoman)

Mezenhimalis 0ssejtek szerepe a daganatfejlodésben

A mezenhimalis 6ssejtek és a tumor sztroma kapcsolata

A tumor sztroma elengedhetetlen a daganat ndvekedése szempontjabol. Ahogy
az elobbi fejezetben olvashattuk, a sztromat kiilonbdzo, a tumor sejtek altal termelt
faktorok hatasara, a normalistol eltéréen miikodé sejtféleség épitik fel. Az endotél sejtek
az endotelialis progenitor sejtekbdl, ill. a kornyezd szovetek endotél sejtjeibdl
szarmaznak,”® mig a tumor-asszocialt fibroblasztok (TAF-0k), valamint a
periendotelidlis sejtek (pericitak, vaszkularis simaizom sejtek) egy k6zos prekurzorbol,

a mezenhimalis 6ssejtekbdl eredeztetheték.??

A mezenhimalis 6ssejtek (MSC-K)- mas néven felnétt szoveti 6ssejtek — olyan

multipotens sejtek, melyek kis szazalékban valamennyi szdvetben megtaldlhatok,
14



fiziologias feladatuk a szervek kotészovetének megujitasa.® Specifikus, csak az MSC-
re jellemzd molekularis markerek hidnyaban a kovetkezd kritériumok alapjan neveznek

egy sejttipust MSC-nek:*!
1) a tenyésztéedényhez tapado, adherens sejt

2) sztroma sejtekre jellemzO markereket fejez ki, mint példaul CD73, CD105,
CD44, CD29, CD90, de vérképzo sejt (hematopoetikus) markereket CD34, CD45,
CD14, valamint endotél sejtre jellemzé molekulakat (CD31, von Willebrand

faktor) nem termel.

3) multipotens sejtek révén, megfeleld tenyésztési koriilmények kozott,

mezodermalis irdnyba - tehat csont-, zsir-, porc-, sejtekké - differencialtathatok. >

Az MSC-k nem csak az egészséges szovetek 6nmegujito komponensei, de a tumor
mikrokdrnyezetben is megtalalhatok. Ezek az un. tumor-asszocialt MSC-k a kérnyez6
szovetekbOl, példaul zsirszovetbdl szarmazhatnak, de jelentés mennyiségiik a
csontvelébdl mobilizalodik.®® A tumorba keriild MSC-k kisebb hanyada megtartja
differencidlodéasi  képességét, mig jelentdés résziik tumor sztroma sejtekké
differencialodik,® és kiilonbozé modokon befolyésolja a tumor névekedését. Quante €s
kutatocsoportja kimutatta, hogy a tumorban megtalalhaté TAF-ok tobb mint 20%-a
csontvelSi-eredetii MSC-bél alakul ki.*® A tumor kétszovet mas sejtjei, mint az a-
SMA-t, vimentint ¢s FSP1-et (fibroblaszt specifikus fehérje 1) termelé miofibroblasztok

is csontveldi MSC-kbé] szarmaznak.>®

Az MSC-k egészséges kisérleti allatba juttatva par napig mutathatéoak csak ki a
tiidobol, vesébdl, majd rovid idén beliil eltiinnek a szervekb8l.®” Abban az esetben, ha a
szervezetben daganat taldlhatd, a tumor teriiletén halmozodnak fel, ahol még hosszu
ideig jelen maradnak.*” Tébb modon tamogatjak a tumor fejlédését, melyek koziil

bdvebben az immunszuppressziv €s az érképzddés serkentd hatasukat részletezziik.

A tumor sztroma szerepe az immunszuppresszio kialakitasaban

A szilard daganatok soha nem gyogyuld sebként definidlhatoak, éppen ezért a
kronikus gyulladésra jellemz6 folyamatok zajlanak ké')rnyezetiikben.38 Jellemz6 rajuk,

hogy a folyamatos térfogat ndvekedés hatasara a daganat belsejében elhelyezkedd
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tumorsejtek oxigén ¢és tapanyaghiany kovetkeztében nekrotizalodnak, melynek
kovetkeztében gyulladaskelté faktorok, példaul Interleukin-1 (IL-1) és HMGB (High-
Mobility Group Box) fehérje szabadul fel.** A pro-inflammatérikus faktorok két f6
modon jarulnak a tumor mikrokdrnyezet atalakulasdhoz: egyrészt az angiogenezis
beinditdsaval, mely eldsegiti a megfeleld tdpanyag és oxigénellatast, masrészt az
immunsejtek tumorszévethez torténé vandorlasanak timogatasaval.”’ Ez utobbi jelenség
ellentmondasa, hogy bar kiilonféle immunsejtek vandorolnak a tumorszdvethez, ezek
mégsem akadalyozzdk meg a betegség elorehaladasat, melynek hatterében az

immunvélaszt gatlo sejtek és faktorok tilsulyba keriilése all.**

A tumoros kornyezetben kialakulé immunszuppressziv folyamatok egyik fo
szerepl6jének a tumorhoz vandorl6 MSC-ket tartjak, amelyek a gyulladasos citokinek
hatasara TGF-B-t kezdenek termelni, ezaltal gatoljak a daganatsejtek elpusztitasara
képes immunsejtek funkcioj at.*? Ezt erésiti egy tovabbi eredmény, miszerint melanéma-
eredetli gyulladasos citokinek, tigy mit az Interferon-gamma (IFN-y) és a Tumor
nekrozis faktor-alfa (TNF-o) hatdsara az MSC-kben megndé az indukalhatd nitrogén
oxid szintaz (iNOS) szintje, mely a T sejtek osztodasat gatld NO-t biztositja.*® Leirtak
tovabba, hogy az MSC immunszuppresszivitdsdhoz az emlitett faktorok mellett IL-10

(Interleukin-10), az indolamin-oxidaz (IDO)*, és a prosztaglandin E," is hozzajarul.

Kawakami ¢és munkatarsai Kimutattdk, hogy egy masik sztroma alkotd
sejtféleség, a részben MSC-bdl kialakulo TAF-ok is befolyasoljadk a tumor ellen
iranyul6 immunologiai folyamatokat. A tumor-asszocialt fibroblasztok in vivo
specifikus elpusztitdsaval bizonyitottdk, hogy a TAF-ok hatdsdra a mikrokornyezetiik
citokin profiljaTh1 feldl Th2 felé tolodik. Megallapitottak, hogy a TAF-ok altal termelt
IL-4 és IL-6 fontos szerepet jatszik ebben a folyamatban. Az IL-4 receptorat tobb tumor
monocitakbol IL-6 jelenlétében pedig elsdsorban makrofag differencialodik dendritikus
sejt helyett,*” melyek az MSC-vel valo koézvetlen kapcsolodas hatasara IL-10-et
termelnek.”® A TAF-ok mas tipusi immunszuppressziv sejtek, a Treg-ek
tumorsztromaba torténd vandorldsat is eldsegitik, melyek kozvetleniil gatoljak a tumor

specifikus T sejtek aktivacidjat, osztodasat és effektor mitkodését.*®
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A tumorsejtek maguk is termelhetnek immunszuppressziv faktorokat, amelyek a
sztromalis sejtekkel kardltve gatoljdk a potencialis tumorellenes immunsejtek

miikodését és tamogatjak a daganat fejlodését.

Galektin-1

A galektin-1 jellemzése

A mezenhimalis 6ssejtek nagy mennyiségben termelik a galektin-1 (Gal-1) lektint,
mely a 15 tagh galektin csalad els6ként leirt tagja. A galektin-1 egy 135 aminosav
hosszlisagu konzervalt szénhidrat-koté doménbdl (CRD) all, mellyel B-galaktozidok
tartalmt glikokonjugatumokhoz kapcsolodik.® A Gal-1-t az LGALS1 gén négy exonja
kodolja, mely a 22-es kromoszoma rovid karjan helyezkedik el.>* Monomerként és nem-
kovalens homodimerként is el6fordul (II. 3. dbra), mindkét formaban képes szénhidratot
kotni, melyet van der Waals kolcsonhatas és hidrogénkotések stabilizalnak.>® Oxidalt

formaban is eléfordul, de ilyen forméban nem kot szénhidratot.

Il. 3. dbra: A dimer galektin-1 szerkezete. A homodimer Gal-1 globuldris szerkezetét
eqgy 6-szdlu és egy 5-szalu anti-parallel lefutasu [-lemez hozza létre. N- és C-
termindlisa a dimerizacios rész felé tekintenek, a CRD domének cukor-kotohelyeiben a
kapcsolédo laktéz van feltiintetve. (Camby és mtsai nyomdn)>

A Gal-1 citoplazmatikus fehérjékre jellemz6 tulajdonsagokkal rendelkezik, vagyis
nem hordoz szignal szekvenciat, nem glikozildlt és N-termindlisa acetilalt.”® Ennek
ellenére a Gal-1 mind sejten beliil (sejtmagban és sejtplazmaban), mind sejten kiviil

(sejtfelszinen, extracellularis matrixhoz kotédve) kimutathato.® Szignal szekvencia
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hianyaban a Gal-1 nem az endoplazmatikus retikulum/Golgi konvencionalis szekréciods
utvonalon keresztiil szekretdlodik, hanem a bFGF-hez hasonloan, eddig még
részleteiben nem ismert modon keriil a sejteken kiviil.>" Kisérleti adatok alapjan
feltételezhetjiik, hogy a szekrécidban szerepet jatszanak a Gal-1-kotd glikozilalt
struktarak, mivel ezek hidnyaban a Gal-1 transzport nem torténik meg. Ennek a

. . . .58
folyamatnak a mechanizmusa még feltarasra var.

Szekrécid utan a Gal-1 a termeld, vagy a szomszédos sejtek Gal-1-kotd
glikokonjugatumaihoz, illetve extracellularis matrix komponensekhez™ (laminin,
fibronektin, thrombospondin, vitronektin, oszteopontin) kapcsolodik. Szamos
sejtfelszini glikoprotein Gal-1-kotd  aktivititasat azonositottak®®®
integrinek (o7B1, asPi) és T sejt felszini receptorok (CD2, CD3, CD4, CD7, CD43,

CD45) is talalhatok.

melyek kozott

A Gal-1 fiziologias hatasa

A Gal-1-nek szamos funkcigjat leirtak, amely eltérhet a kiilonb6z6 sejttipusok

------

¢és apoptozisat is. Az els6ként leirt funkcio az izomsejtekkel kapcsolatos: a mioblasztok

.....

differenciaciojakor az addig kizarolag sejten beliilli Gal-1 szekretalodik és
megakadalyozza a laminin és az integrin kapcsolodasat, azaz a sejtek adhézidjat az
extracellularis matrixhoz, igy lehetdvé valik az egyes mioblasztok miotubulusokka
olvadasa.”? A Gal-1 az idegrendszer fejlddésében is szerepet jatszik, serkenti a dorzalis
ganglionok, valamint a szagldo idegek novekedését, eldsegiti a Schwann sejtek

vandorlasat, valamint az érz6 €és a motoros neuronok regenere’tci(’)jét.e3

Az immunhomeosztazis fenntartasaban kiemelt feladatot tulajdonitanak a Gal-1-nek
a gyulladéas csokkentd, immunszuppressziv hatasa miatt.®* Erre a szerepére utal, hogy
fiziologiasan elsdsorban az immunprivilégizalt teriileteken mutat fokozott expressziot,
példaul a méhlepényben® és az ivarszervekben.®® A Gal-1-nek szerepe van az anyai
magzat-tolerancia kialakitasaban is, ugyanis allogén apatdl szarmazo utodok nagyobb

aranyban abortalodtak Gal-1 knockout anyékban, mint vad tipustiban.®®

Munkank sordn azt is megallapitottuk, hogy a funkcionalis immunvalasz

------
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befolyasolja. Hatdsat bifazikusan fejti ki: kis koncentracidban (10 ng/ml) serkenti a
HSC-k osztodasat és talélését, mig nagy mennyiségben (10 pg/ml) gatld hatdstnak
bizonyult.®’

A Gal-1 tumor novekedésre gyakorolt hatasa

A Gal-1 szamos szolid tumorban fokozottan fejezédik ki: példaul tid8rak®®,
prosztata karcinoma®®, asztrocitoma, pajzsmirigy-, vastagbél- ¢&s petefészekrak,
melanéma és neuroblasztoma.”®" A hipoxia a tumorfejlédés korai szakaszatol jellemzi
a szilard tumorokat, mely a Gal-1 expresszié egyik stimulatora.” A fehérje kifejez6dése
korrelaciot mutat a tumor agresszivitasaval €s metasztazis képzéssel, vagyis a Gal-1

magas szintje a betegség rossz progn(')ziséval pa’1rosu1.73’74 A patolc')giés folyamatot tobb

rrrrrrrr

crer

m1grac101at , citoszkeleton atrendezédését’® , az angiogenezist , a tumort infiltralé T
sejtek apoptozisat™, és igy hozzajarul immunprivilégizalt kérnyezet81 kialakitasahoz (Il.
4. 4bra). Ezen folyamatok koziil bovebben a Gal-1 immunvalasz gétlasdra és az

angiogenezisre gyakorolt hatasat részletezziik.

érképzodés
tumorsejt
osztodas
T sejt apoptozis
migracio

metasztazis
adhézid

Il. 4. dbra. Gal-1 funkcioi, melyek dltal tamogatja a tumor névekedését. Reszletes
magyardzat a szo6vegben olvashato.

A Gal-1 immunszuppressziv hatasa

A daganatok immunrendszer altali elpusztitdsanak hidnya abban rejlik, hogy a
daganat mikrokornyezetében a tumor-specifikus T sejtek miikkodésének zavara all fenn.

Ehhez a folyamathoz jarul hozza a tumorsejtek €s/vagy sztromalis elemek altal termelt
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Gal-1, mely tobb ponton is befolyasolja a tumor-cllenes immunvalasz lefolyasat.
Egyrészt a tumor szovetben az aktivalt endotél sejtek Gal-1-et termelnek,® ezaltal
alcim alatt kifejtve). Masrészt azok a tumor-specifikus citotoxikus (CTL) ill. T helper
(Th) sejtek, amelyek mégis atjutottak az endotél sejtek rétegén, Gal-1 hatasara
apoptdzissal elpusztulnak, vagy valaszképtelenné valnak. A lektin altal kivaltott
sejthalal mechanizmuséanak részleteit csoportunk is tanulméanyozta.®*®® A Th1 sejtekkel
ellentétben a Th2 sejtek nem érzékenyek a Gal-1 altal kivaltott apoptdzisra, mert
sejtfelszini molekulaikra szialsav oldallancok kapcsolodnak, melyek gatoljak a Gal-1
kotédését.®® A magas Gal-1 termelés hatdsara a daganat mikrokdrnyezetében a
tumorsejtek elpusztitdsara alkalmas Thl feldl a tumort segité Th2 felé tolodik a T sejt
alpopulaciok mintézata.®” A Gal-1 tumor-ellenes immunvalasz-gitld szerepét erdsen
alatamasztja az az eredmény, mely szerint Gal-1 knockout egérben tumor-specifikus
Thl immunvalasz valthaté ki melanoma ellen, mely a daganat csokkent
progresszidjaval tarsul.? Tovabbi akadaly a tumorsejtek elpusztitasaban a CTL-ek
vélaszképtelensége, amely hatterében a Ty (CD25", CD4%, FoxP3") sejtek
dominanciaja all. A Ty sejtek - amellett, hogy a CTL-ekre citotoxikus Gal-1-et is
expresszalnak - immunszuppressziv citokineket (példaul TGF-f, IL-10) termelve

crer

hatékony elpusztitétsélt.88

A Gal-1 hatasa az érképzodésre

A Gal-1 nyugvo EC-kben nem fejezddik ki, mig in vitro tenyésztett aorta endotél
sejtben és HUVEC-ben lipopoliszacharid, kis stiriségli lipoprotein (LDL) vagy
tumorsejtek altal kondicionalt médium hatasara, illetve szovetregeneracio soran fellépd
angiogeneziskor expresszioja gyorsan megnd. A Gal-1 tehat az endotél sejtek

aktivacigjanak korai markerének tekinthet.®

Tumorsejtekkel asszocialt EC-kben magas Gal-1 expressziot mutattak ki
tobbféle  daganattipusban, példaul Ewing szarkomaban®, fej-nyaki rakban,
tiidérakban.*® Kiilonbsz paciensek prosztatarakbol szarmazd mintait sszehasonlitva a

magasabb Gal-1 expresszio pozitiv korrelaciét mutatott a tumor sirlibb erezettségével.*®
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A Gal-1 az érképzddés folyamatanak tobb 1épését is befolyasolja. In vitro a Gal-
1 csendesitésével csokken az EC-k proliferacioja és vandorlasa.®® Kemoattraktansként is
hat az EC-kre, és noveli a sejtek életképességét.” A Gal-1 a heterotipusos sejt-sejt
kolcsonhatasokat is befolyasolja. Egyrészt serkenti a tumorsejtek EC-hez torténd
esetén, elésegitve a metasztazis kialakulasat.”® Masrészt az EC-eredetii Gal-1 gatolja a
fehérvérsejtek (neutrofil granulocitdk €s T sejtek) €s az endotél sejtek kozotti adhéziot
és a transzendotelidlis migraciot.®® Ezt bizonyitja, hogy az EC-k anti-Gal-1
ellenanyaggal torténé kezelése helyreallitia a transzendotelidlis migraciot.®®
kizarolagosan a Gal-1, hiszen Gal-1 hianyos egér tumorszovetében ugyanannyi

leukocita mutathato ki, mint vad tipusu e:gérében.89

A Gal-1 tumor erezettségét serkentd hatasat bizonyitja az az adat is, miszerint
Gal-1 knockout egérben a daganat nem novekedik tovabb egy bizonyos méret utan,
ellentétben a vad tipusa egérbe oltott tumorral.® Mikroér siirtiségét tekintve négyszer
erezettebb a vad tipust egérbe oltott daganatszovet. Ha a Gal-1 knockout egereket Gal-
1-et expresszald tumorsejtekkel kezelik, a tumor erezetebbé valik és jobban novekszik,
mivel a tumor-eredetti Gal-1 aktivalja az EC sejteket, igy biztositva az a.ngiogenezist.79
Ezt Ggy igazoltak, hogy 6sszehasonlitottdk a tumor novekedését €s erezettségét egy Gal-
1-et nagy mennyiségben kifejezé tumor sejt, a TC-1 és Gal-1-et gyengén expresszalod
kovetden. Az eredmények alatdmasztottak, hogy a Gal-1 termeld tumorsejt tumorképzd

képessége sokkal nagyobb, mint a Gal-1-et kismértékben kifejezd tumorsejté.”

A Gal-1 tehat szamos moédon hozzajarul a daganatok fejlodéséhez, kivalo
célpontot szolgaltatva daganatellenes terapidknak. A tumor-eredetli Gal-1 gatlasaval
stimuldlni lehetne a szervezet immunologiai védekezését, valamint csokkenthetd a
szilard daganatok érképzddése, mely a metasztazis kialakuldsanak kockazatat is

redukalja.
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V. Célkituzések

A szilard daganatok ndvekedése szempontjabol kulcsfontossagu, hogy a
daganatsejtek sztromalis elemeket toborozzanak magukhoz, és azokat atprogramozva
rabirjak, hogy szolubilis faktoraikkal, heterotipusos kapcsolataikkal, valamint
angiogenezis stimulalasaval és tumor ellenes immunvalasz gétldsaval tdmogassak a
tumor fejlédését. A multipotens, minden szovetben fellelhetd mesechymalis Ossejtek
(MSC-k) a sztromalis elemek forrasaul szolgalhatnak. Tumoros kérnyezetben az MSC-
kbdl tumor-asszocialt fibroblasztok mellett vaszkularis simaizom sejtek és pericitak is
differencidlodhatnak, melyek a tumorszovet érdenzitasat fokozzak, és hozzajarulnak a
daganat kontrollalatlan ndvekedéséhez. Az MSC-k nagy mennyiségben termelik a Gal-1
fehérjét. Szamos tanulméanyban bizonyitottak, hogy a Gal-1 immunsejtekre gatlo,
endotél sejtekre viszont serkentd hatassal bir, az azonban, hogy az MSC-eredetti Gal-1-
nek mely hatasa érvényesiil a daganat fejléddése szempontjabol, nem ismert. Ennek

feltarasahoz a kovetkezd kérdéseket fogalmaztuk meg:

1) Hogyan valtoznak a mezenhimalis Jssejtek és endotél sejtek kiilonbozo

tulajdonsagai egyiitt tenyésztés hatasara:

a. Hogyan hatnak az endotél sejtek az MSC-k osztodaséra, és forditva? Az
MSC-k endotél sejtekre gyakorolt hatasa Gal-1 fliggd modon érvényesiil-

e?

b. Sziikséges-e kozvetlen sejtkapcsolat kialakuldsa, vagy elegendd a
szolubilis faktorok  jelenléte a pre-vaszkularis halézat

differencialédasahoz?

C. A pre-vaszkularis struktarak kialakitdsdban szerepet jatszik-e az MSC-
eredeti Gal-1?
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2.) Szerepet jatszik-e a mezenhimalis Ossejtek altal termelt Gal-1 az MSC-kK in vivo

tumorfejlodést tamogatd funkciojaban?

a. Az MSC-eredetli Gal-1 befolyassal van-e a kisérleti allat szervezetében

meglevo tumor névekedésére?

b. Az MSC-eredetii Gal-1 immunszuppressziv vagy pro-angiogén hatasa

érvényesiil-e a tumor ndvekedés in vivo tamogatasaban?
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V. Anyagok és modszerek

Emlos sejtkultirak fenntartasa

A vad tipusa csontveldi mezenhimalis 6ssejt (MSCY), valamint a galektin-1
knockout mezenhimalis 8ssejt (MSC®*") alapkultarat Dr. Uher Ferenctdl (Orszagos
Vérellatdo Szolgalat, Ossejtbiologiai Laboratorium) kaptuk. Izolalasuk vad (C57BL/6)
ill. Gal-1 knockout egerek (B6.Cg-Lgals1™"R/) Gal-17) femurjainak és tibidinak
velOliregébdl tortént Peister és mtsai. altal leirt moédon.*> MSC mivoltuk bizonyitasahoz
zsirsejt ill. csontsejt irdnyba differencidltattuk oket (Fliggelék, XII. 1. 4bra), valamint
megvizsgaltuk, hogy hordozzak-e a CD44, CD73, CD90 és Sca-1 (Fuggelék, XII. 2.
abra). Az egér HSV sziv kapillaris endotél sejteket (melyet Dr. Vizler Csaba
ajandékozott nekiink, MTA SZBK, Biokémiai Intézet), ill. az MSC-ket
penicillin/streptomycinnel (100 1U/ml és 100 ug/ml, PAA), L-glutaminnal (2 mM,
Sigma-Aldrich) és 10% hdinaktivalt magzati borju szérummal (FCS, Gibco) kiegészitett
DMEM (Gibco) szdvettenyészté médiumban novesztettiik. A 4T1 egér emlékarcindma
¢s a B16F10 egér melandma sejteket RPMI (Gibco) 10% FCS-t tartalmaz6 tapoldatban
tenyésztettiik. Valamennyi sejtet 5% CO; koncentracidju, 37°C-os, parasitott

inkubatorban novesztettik.

Pre-vaszkularis struktura teszt

H5V endotél sejteket MSCY vagy Mscea-- sejtekkel tartottunk kozos
tenyészetben (ko-kulturaban) 24-lyuki tenyésztdlemezen. Kontrollként monokultaraban
novesztett sejteket hasznaltunk. Két nap inkubaciot kovetden ot, véletlenszerlien
kivélasztott, nem atfedd latomezot Olympus [X81mikroszkoppal figyeltiink meg 40x-es
nagyitas mellett és F-View II (Olympus) kameraval fényképeztiik le, majd a CellR

Imaging szoftver segitségével mértiik a pre-vaszkularis struktardk hosszat.

Szolubilis faktorok vizsgalata Transwell® rendszerben

H5V endotél sejteket 24-lyukt szovettenyésztd lemezre szélesztettiik, majd
rahelyeztik a 0,4 pm poérus méretli Transwell® inszert (Corning) elemet, melybe
elézéleg MSCY-t, MSC®7-t, vagy H5V és MSC" ko-kulturat, illetve H5V és
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MSC® ko-kultarat novesztettiink. fgy a sejtek fizikailag elvalasztva, de mégis
azonos tenyésztOmédiumban ndvekedhettek. Kontrollként az inszert elembe HS5V-t
helyeztiink, valamint inszert alkalmazasa nélkiili, kozvetleniil érintkezé ko-kultirakat
(H5V és MSC" ill. H5V és MSC®*") hasznaltunk. Két nap utdn a tenyésztdlemezen
levé H5V sejtek pre-vaszkuléris struktaraképzé aktivitasat elemeztilk a kialakulo

struktirdk hosszanak mérésével (Isd. Pre-vaszkularis struktira teszt fejezet).

Extracellularis matrix bevonatu lemez készitése

A MSC™t és a MSC®t 24-lyuku tenyésztélemezen konfluenciaig
novesztettiink, majd PBS-sel torténd mosast kovetden 10 mM EDTA-val tavolitottuk el

a sejteket a szovettenyésztd edény aljatol.

Kondicionalt médium készités

A MSC" -t ill. a MSC®*t 3 cm atmérdjii miianyag Petri csészében 2% FCS
tartalmia DMEM tapoldatban tenyésztettiik. Hirom nap inkubéciot kovetden a feliiluszot

20 percig centrifugéltuk (3000 x g) szobahdmérsékleten.

Sejtosztodas gatlas Mitomycin C-vel

Az osztéddsukban blokkolni kivant sejteket tenyésztéedénybe tettiik, majd
kitapadas utan 4 pug/ml koncentracioban hozzaadtuk a Mitomycin C-t (MMC) (Sigma-
Aldrich) és 16 6ran keresztiil inkubaltuk 37°C-on. A kezelési id6 elteltével, a gatolt
sejtekrdl (jelolésiik a tovabbiakban: sejtvonal nevemmc) eltavolitottuk a médiumot, majd

PBS-sel mostuk.

Sejtek osztodasanak analizise aramlasi citometriaval

A H5V sejtek osztodasanak meérésehez CellTrace™ CFSE (Carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester, Invitrogen) fluoreszcens festéket hasznaltunk: a sejteket
PBS-sel mostuk, majd az 5% FCS-t tartalmazé PBS-ben higitott 10° sejt/ml
5 percig. A jelolés utan a sejteket PBS-sel mostuk, majd kiilonb6z6 ardnyban vad tipusu
illetve Gal-1 knockout MSC-vel 24-lyuku szdvettenyész6é lemezre tettiik ki Gigy, hogy a

teljes sejtszam minden esetben 5x10* volt. Kontrollként haromféle mintat hasznaltunk:
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1) jeloletlen sejteket (H5V-t illetve MSC-ket); 2) CFSE jelolt, megfeleld sejtszamban
inkubalt H5V-t; ill. 3) CFSE jelolt HSVymc-t. Két nap tenyésztés utdn a feliiliszot
begyljtottik, a ko-kultarat tripszin tartalmi médiummal (0,05% tripszin-EDTA, Gibco)
elvalasztottuk a tenyésztéedény aljatol, majd a sejteket immunfluoreszcencia pufferben
(IFB) szuszpendaltuk. A sejtek (10.000 sejt/minta) fluoreszcencia intenzitdsat
FACSCalibur (Becton Dickinson) daramlasi citométerrel mértiik, 1024 csatornas
felbontassal. Az ¢l6 sejtek elkiilonitéséhez a mintdkhoz kozvetleniil a mérés elott 10
png/ml propidium-jodidot (PI) adtunk. A statisztikai szamitasokat a CellQuest™ (Becton
Dickinson) szoftver segitségével végeztik, a jel/zaj aranyt pedig a kovetkezd képlettel

szamitottuk ki:

) . L, inta — 1)/2
relativ fluoreszcencia intenzitas = 10¥(Ch minta - Chv# kontrol)/256}

ahol a ,,Ch# minta” a kérdéses minta, ,,Ch# kontroll” pedig a jeloletlen minta
fluoreszcencia intenzitas atlaga csatornaszamban kifejezve. Végiil a H5Vpmc minta és a

ko-kultiraban mért értékek hanyadosat abrazoltuk.

A mezenhimalis Ossejtek osztoddsanak kovetése a fent leirtak alapjan tortént
azzal a kiilonbséggel, hogy a CFSE jelolt MSC-ket festetlen H5V endotél sejtekkel
inkubaltuk egyiitt, valamint kontrollként egyediil inkubalt CFSE jel6lt MSC-ket és jelolt
MSCumc- ket hasznaltunk.

Sejtfelszini ill. 6sszes galektin-1 kimutatasa aramlasi citométerrel

A sejtfelszini ill. az 6sszes (sejtfelszini és citoplazmatikus) Gal-1 kimutatashoz a
kisérleteink soran felhasznalt sejttipusokat 4 percig szobahOmérsékleten kezeltiink
fixalo pufferrel (Isd. Pufferek, oldatok). Az 6sszes Gal-1 kimutatdsdhoz a mintdk egy
részét 100 pl permeabilizald pufferrel szobahdmérsékleten permeabilizaltuk 10 percig.
Ezt kdovetden valamennyi mintat egységesen kezeltiik: elsddleges ellenanyagként kecske

anti-egér galektin-1 immunglobulint (R&D Systems) (1 o¢ra inkubacié jégen),
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masodlagos ellenanyagként szamar anti-kecske 1gG NL493-t (R&D Systems) (30 perc

jégen) hasznaltunk. A fluoreszcencia intenzitast aramlasi citofluoriméterrel detektaltuk.

Tiodigalaktozid kezelés

A sejtfelszini Gal-1 eltavolitasahoz a MCS"'-t 100 mM (D-Galaktopiranozil)-p-
D-tiogalaktopiranoziddal (TDG) (Carbosynth) inkubaltuk 4°C-on 30 percig, majd TDG
eltavolitasat kovetéen HSV endotél sejtekkel ndvesztettik egyiitt. Kontrollként
szachardzzal kezelt MCS"-t, ill. egyediil tenyésztett H5V-t, valamint H5V és
MSC® ko-kultarat hasznaltunk.

Egy masik kisérleti rendszerben a H5V és MSCY ko-kultirat 30 mM TDG
jelenlétében tartottuk, majd naponta cseréltiik a TDG-t tartalmazé médiumot a hadrom
napos inkubacid sordn. Mindkét kisérlettipusndl az inkubaciét kovetden 6t,
véletlenszertien kivalasztott, nem atfeddé latomezét Olympus IX81 mikroszkoppal
figyeltiink meg és F-View II (Olympus) kameraval fényképeztiik le, majd a CellR

Imaging szoftver segitségével mértilk meg a pre-vaszkuléris strukturak hosszat.

MSC-k jelolése CellTracker™ CM-Dil fluoreszcens festékkel

Az MSC-ket a kovetkezd modon festettiik meg: a sejt pelletet PBS-ben
felszuszpendaltuk, majd DMSO-ban oldott CellTracker™ CM-Dil (Invitrogen) lipofil
piros fluoreszcens festéket (20 pM) adtunk hozza. A jeldlést 37°C-on 5 percig végeztiik,

a sejteket végiil PBS-sel mostuk.

Venus fluoreszcens fehérjét kifejezo HSV sejtek eloallitasa

H5V sejteket (1,5x10% sejt/minta) 24-lyuka  szovettenyésztd lemezen
novesztettiink 24 oraig, majd 0,5 pg pT2/Venus fluoreszcens fehérjét, ill. 0,5 pg
pCMV(CAT)T7SB100 Sleeping Beauty transzpozazt kifejezé plazmidokkal (melyeket
dr. Matés Lajostol kaptunk, MTA SZBK, Genetikai Intézet) transzfektaltuk a sejteket 2
ul Turbofect (Fermentas) reagens jelenlétében. 24 ora elteltével aramlasi citométerrel
ellendriztiik a tranziensen transzfektalt sejtek aranyat, majd 0,3 sejt/lyuk
koncentracioban 96-lyuku szovettenyésztd lemezre szélesztettiik ki. A fluoreszcens

fehérje kifejezodését Olympus IX81 Cell-R mikroszkoppal végeztiik: egy sejtbol
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kiinduld6 Venus pozitiv klonokat izolaltuk, majd felszaporitottuk. Az egyedi klonokat
Pre-vaszkularis struktira tesztben jellemeztiik abbol a szempontbol, hogy a vad
tipusu H5V sejtekhez hasonléoan mely klon vesz részt a pre-vaszkuléris struktira

képzésében. A valasztott klont H5VV*"*-ként jeld1om a tovabbiakban.

Ko-kultura vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

Az emlds sejtek kitapadasanak, ¢és iivegfelilleten torténd novekedésének
elésegitésére a feddlemezeket 2 oOran 4at 37°C-on 100 pl Spg/ml koncentracioji
fibronektin (PromoCell) oldattal kezeltiik. Az eldkezelt fedélemezen Venus zold
fluoreszcens festéket expresszalo H5V (H5VV®™) sejteket CM-Dil lipofil festékkel
jellt MCS“vel, ill. MSC®¥"_vel tenyésztettiik egyiitt. A pre-vaszkularis strukturak
kialakulasat kovetden a ko-kultirakat szobahémérsékleten fixaltuk4 percig, majd PBS-
sel torténd mosas utan a sejtmagokat 100 ng/ml Hoechst33342 (Sigma-Aldrich) kék
fluoreszcens festékkel 37°C-on 30 percig festettik. A mintakrol - Fluoromount G

(Southern Biotech) oldattal torténd lefedését kovetden - konfokalis mikroszkoppal

(Olympus FV 1000) készitettiink felvételeket.

Egér tumor modellek

Kétféle egér-tumor modell rendszerben vizsgaltuk a MSCY ill. a MSC®
daganatndvekedésre gyakorolt hatasat. Az elsd, ko-transzplanticids kisérleti
rendszerben 10° 4T1 egér emlékarcinoma sejtet 10° vad ill. a Gal-1 hianyos MSC-vel
kevertiink 0Ossze, majd a sejtkeverékeket az egerek emldszovetébe juttattuk
(n=5/csoport). A masik esetben valamennyi allatot ortotopikusan injektaltuk 10° 4T1
sejttel, majd a tapinthato tumor kialakulasakor kezdtiik meg az egerek MSC-kel torténd
kezelését (n=3/csoport). A daganatos egerekbe eldszor egy alkalommal 10° MSC-t
oltottunk, azonban ez a sejtmennyiség, az MSC-k viszonylag nagy sejtmérete miatt, a
kezelt allatokban emboliat valtott ki. Ezért a kovetkezd a kisérletben megvaltoztattuk a
transzplantacios stratégiat és alacsonyabb sejtszamot, 3x10° MSC-t injektaltunk

intravénasan és az oltast két nap mulva megismételtiik.

A tumorndvekedés immunoldgiai vonatkozasanak vizsgalatdhoz nyolc-tiz hetes
X-SCID (torzs: B6;129S7-117r tm1Imx/J, Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) (az

egereket Dr. Katona Roébert bocsijtotta rendelkezésiinkre, MTA SZBK, Genetikai
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Intézet) egerek horpaszaba 5x10° B16F10 melanoma sejtet oltottunk, melyhez semmit
vagy 10° MSC"-t illetveMSC®" "t kevertiink. Kontrollként az egereket PBS-sel vagy
MSC"-vel illetve MSC®*"-vel kezeltiink (n=4/csoport). A kisérleti allatokat egyediil,
vagy azonos neml alomtarsaikkal egyiitt tartottuk, vizhez ¢és taphoz szabadon
hozzafértek. Az allatkisérleteket a hatdlyos jogszabalyoknak megfelelden, allatkisérleti

engedé¢ly birtokdban végeztiik.

A tumorokat egy toloméré segitségével legalabb hetente kétszer mértiik,
térfogatukat (cmg) a kovetkezo képlet szerint szadmoltuk ki: d>x D x 0.5, ahol d és D a

tumor kisebb, ill. a nagyobb étmérc'ije.81

Szovettani vizsgalatok

Az allatokbdl kipreparalt tumorszovetet paraffinba agyaztuk, metszettiik és
hematoxilin-eozinnal festettiik (Sigma-Aldrich). A mintakat Carl Zeiss Axio Imager.Z1

mikroszkoppal vizsgaltuk és Carl Zeiss AxioCam MRc5 kameraval fényképeztiik le.

A tumorszovet mikroér denzitasat morfoldgiai alapon hataroztuk meg, harom
fiiggetlen minta 10 véletlenszeriien kivalasztott, nem atfedd 1atdmezdjében AxioVision
(AxioVs40 V 4.6.3.0 Carl Zeiss Imaging Solutions) szoftver segitségével. Ennek
megallapitdsdhoz lemértiik az erezett teriiletek nagysagat, melyet elosztottunk a
latomez0 alapteriiletével. A relativ mikroér denzitast a kovetkezoképp szamoltuk: a 4T1
és MSC ko-transzplantalt allatokbdl szarmaz¢d daganat érdenzitds értékét elosztottuk a
4T1-gyel egyediil oltott egyedekbdl szarmazdé tumor érdenzitas értékével. Harom

figgetlen minta relativ mikroér denzitasanak atlagat grafikusan abrazoltuk.

Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat Microsoft Office Excel (2010) programmal végeztiik
el, kétszeli, kétmintds, egyenld varianciaji Student-féle t-teszt formajaban. A
szignifikancia szintet az aldbbiak alapjan allapitottuk meg: * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001.
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V1. Eredmények

Ko-kulturaban tartott MSC és HSV sejtek modositjaAk egymas
osztodasat és életképességét

Ko-kulturas rendszerben a kiilonb6z6 sejttipusok kolcsonhatasban  allnak
egymassal. Az altaluk termelt faktorok, illetve a 1étrejovo kozvetlen sejtkapcsolatok
befolyasolhatjdk az osztodasi ¢és  életképességiiket, valamint  funkcionalis

kovetkezményekkel is jarhatnak.

Annak vizsgalatara, hogy vajon a ko-kulturaban tenyésztett sejtek befolyasoljak-
e a masik sejtféleség proliferacios aktivitasat, az alabb részletezett kisérletet végeztiik
el. A H5V sziv kapillaris endotél sejteket (V. 1. A abra), vagy az MSC""t ill. az MSC®*"
It (V. 1. B abra) festettiik CFSE festékkel és a jelolt sejteket jeloletlen MSC, illetve
H5V sejtekkel tenyésztettik egyiitt két napig. A citoplazmatikus fehérjékhez
kovalensen kapcsoléd6 CFSE mennyisége osztodaskor lefelezddik, s ez alkalmassa
teszi a festéket a proliferacio nyomon kovetésére. Kisérletiinkben aramlasi citométerrel
detektaltuk a jeldlt sejtek fluoreszcencia intenzitas valtozasat, és megallapitottuk, hogy
a kontrollként hasznalt H5V a kiindulasi sejtszamtol fliggetleniil egyforma mértékben
tenyésztés, addig MsceaH " jelenléte dozisfiiggden gatolta az endotél sejtek
szaporodasat (V. 1. A abra). Ezzel ellentétben a HS5V kis mértékben, de szignifikansan
serkentette MSC" ill. MSC®* nvekedését (V. 1. B abra). Az is megfigyelhetd, hogy
a MSC"' hozzavetolegesen kétszer gyorsabban osztodott, mint a MsCeaF (V.1.B
abra).

A késoi apoptotikus ill. nekrotikus sejteket megfestd propidium jodid (PI)
haszndlatdval a ko-kultirdban tenyésztett sejtek ¢életképességérdl kaphattunk
informaciot. Azt tapasztaltuk, hogy az egyediil novesztett H5V, valamint H5V és MSC"
ko-kultaraban a PI pozitiv sejtek aranya hasonld, mig Gal-1 hidnyos MSC jelenlétében

szignifikdnsan megnd az PI pozitiv elpusztult sejtek mennyisége (V. 1. C abra).
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V. 1. dbra: MSC és H5V sejtek egymdsra gyakorolt hatasa osztodds és életképesség
szempontjabol. A.) H5V sejtek osztodisa MSC jelenlétében. H5V sejteket CFSE
fluoreszcens molekulaval festettiik meg, majd az abran jelolt aranyokban jeloletlen
MSC" -vel ill. MSCC®*Y-vel tenyésztettiik egyiitt. Kontrollként a jelélt H5V-t egyediil
tartottuk a sejtkulturaban. B.) MSC-k osztoddsa HSV jelenlétében. MSC-ket CFSE
festékkel jeloltiik meg és 1:1 aranyban novesztettiik egyiitt festetlen HSV sejtekkel.
Kontrollként egyediil inkubalt MSC-k szolgaltak. A. és B.) A két napos inkubdcio
elteltével a sejtek fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citométerrel mértiik, majd
CellQuest szoftver segitségével kiszamoltuk a mintak relativ fluoreszcencia intenzitdsat
(RFI), majd az wugyancsak kontrollként hasznalt Mitomycin C-vel (MMC)
értéket (¥* p<0,01;** p<0,001) a Student-féle t-proba segitségével szamoltuk ki. C.)
MSCC jelenlétében megné a propidium jodid pozitiv sejtek ardnya. Az dbran jelilt
aranyokban ésszekevertiink H5V sejteket MSC™ -vel ill. MSC®*™-vel. Kontrollként
egyediil tenyésztettiik a H5V-t. A két napos inkubdcio elteltével begyiijtottiik a feliiluszot,
majd a sejteket tripszin tartalmu médiummal elvalasztottuk a tenyésztolemez aljatol.
Merés elott kozvetleniil 10 ug/ml propidium-jodidot adtunk a sejtekhez és dramldsi
citométerrel mértiik a fluoreszcens sejtek aranyat. A p-értéket (** p<0,01) a Student-
féle t-proba segitségével szamoltuk ki.
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Az MSC-k Gal-1 termelése befolyasolja a HSV-MSC ko-kultiraban
kialakulo pre-vaszkularis sejtcsoportosulasok hosszat

Az endotelidlis és periendotelialis sejtek kolcsonhatdsanak funkcionalis
vizsgalatahoz un. pre-vaszkularis struktura tesztet allitottunk be, amelynek lényege,
hogy a két napon keresztill tenyésztett ko-kultiraban sajatos sejtrendezodések
figyelhetok meg. A kisérletben H5V egér sziv kapillaris endotél sejteket és Gal-1-et
termelé vad tipust MSC-ket ill. Gal-1 hidnyos MSC-ket hasznaltunk, melyek a
periendotelialis sejtek egyik eléalakjanak tekintheték.?2. A legtdbb struktirat a H5V és
MSC" ko-kulturaban, annak is 1:1 aranyi tenyészetében lattunk, mig a H5V és MSCe
- egylitt novesztésekor kevesebb struktara alakult ki (V. 2. abra).

H5V + MSC" H5V + MSC*""

5:1

H5V : MSC

V. 2. dbra: Kapillaris-szerii struktiurak H5V és MSC ko-kulturaban. H5V sejteket
egyiitt tenyésztettiink MSC™ -vel ill. MSC®® " —vel a képen feltiintetett ardnyokban.
Kontrollként egyediil tartottuk a H5V sejteket. A két napos inkubdcio elteltével a
kulturakat Olympus IX81 mikroszkoppal fényképeztiik. Az dbran reprezentativ képeket
mutatunk be. Mérce: 500 um.
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A pre-vaszkularis csoportok hosszat CellR szoftver segitségével mértiik, majd
abrazoltuk (V. 3. abra). Kontrollként monokultaraban tenyésztettiik a H5V-t (V. 2. abra,
jobb panel), valamint az MSC"-t és az MSC®""t (nem bemutatott adat), de egyik

esetben sem talaltunk ilyen specifikus sejtrendezddést.
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V. 3. dbra: A pre-vaszkularis halozatot alkoto strukturak hossza a H5V/MSC ko-
kulturaban. Kiilonbozo aranyban névesztettiik a H5V és MSC ko-kulturdkat ugy, hogy a
teljes sejtszam 5x10° volt. A két napos inkubdciot kévetéen CellR szoftverrel analizaltuk
a kialakulo hdlozat sejtcsoportosulasainak hosszdat. A p-értéket (*** p<0,001) a
Student-féle t-proba segitségével szamoltuk ki.

Az V. 1. B 4bra mutatja, hogy az MSC" és a MSC®"" 0szt6dasi iiteme eltérd.
Fontos annak bizonyitasa, hogy a Gal-1 deficiens és vad tipusa MSC-k pro-angiogén
aktivitasbeli kiilonbségét valoban a Gal-1 expresszid és nem a sejtek osztodasi
sebessége hatdrozza meg az in vitro tesztben. Ennek bizonyitasara a sejtosztodast gatld
Mitomycin C (MMC)-vel kezeltik az Ossejteket, a gatlas meglétét pedig aramlasi
citometriaval ellendriztiik (V. 4. A-B abra). A proliferaciojukban blokkolt MSC-ket
ezutan egylitt novesztettiik H5V sejtekkel, és vizsgaltuk, hogy azonos sejtszamt MSC-k
hogyan befolyasoljadk a strukturak hosszat. Megtfigyeltiikk, hogy a MMC kezelt vad
tipusa MSC jelenlétében nagyobb mértékii a sejtek dsszerendezddése, mint MMC kezelt
Gal-1 knockout MSC esetében (V. 4. C abra), mely egybecseng azokkal az
eredményekkel, ahol az MSC-ket nem gatoltuk (V. 2. abra).
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V. 4. dbra: H5V és MMC kezelt MSC-K ko-kultiurdjiban kialakulo struktirdk.
MSC"-t (A.) és MSC®¥Y"t (B.) CFSE festékkel jeliltiink, majd 16 éran keresztiil 8
ug/ml Mitomycin C-vel inkubaltuk (sziirke vonal). PBS-sel térténd mosast kévetoen két
napig inkubdltuk a sejtek, majd aramldsi citometriaval mértiik a sejtek fluoreszcencia
intenzitas-valtozasat. Kontrollkent jeloletlen MSC (sziirke teriiletii hisztogram) és CFSE
jelolt, de osztéodasaban nem gatolt MSC (fekete vonal) szolgalt. C.) MMC-vel kezelt
MSC" -t ill. MSC®®™Y tenyésztettiink egyiitt H5V-vel, majd két nap inkubdcié elteltével
mértiik a strukturdk hosszat. A p-értéket (** p<0,01) a Student-féle t-proba segitségével
szamoltuk ki.

A pre-vaszkularis strukturak Kkialakulasahoz kozvetlen sejt-sejt
kapcsolatra van sziikség

Az  endotél sejtek in  vitro  pre-vaszkularis  halozattd  torténd
Osszekapcsolodasanak — hatterében  szolubilis  faktorok  és/vagy  heterotipusos
sejtkapcsolatok altal kivaltott morfogenezis allhat. Kétféle megkozelitést alkalmaztunk
annak vizsgalatara, hogy a ko-kulturakban megfigyelheté morfologiai valtozasokhoz
sziikség van-e kozvetlen sejtkapcsolatra: 1) Transwell rendszerben novesztettiik a HSV
és az MSC sejteket (V. 5. A abra), vagy 2) MSC-eredetli extracellularis matrixra
szélesztettiik az endotél sejteket (V. 4. B abra). Ez utobbi vizsgalat soran MSC-k altal
kondicionalt médiumot is adtunk a tenyészethez. Kozvetlen sejtkapcsolat kialakulasat

biztositd ko-kulturak szolgaltak kontrollként.
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V. 5. dbra: A sejtek kizvetlen heterotipusos kapcsolatinak hianyiban nem alakulnak
Ki pre-vaszkularis struktiurdak. A) H5V sejteket 24-lyukii tenyésztélemezre szélesztettiik
(b-h) MSC" (b) vagy MSC®" (c)-vel egyiitt, vagy nmagdban (d-h). A 0,4 um pérusi
Transwell inszert elembe MSC" (e), MSC®*"(f), H5V/MSC" (g), H5V/MSC®-t (h)
helyeztiink. B) Az MSC"'-t és az MSC®"Yt 29 FCS tartalmii médiumban névesztettiik
3 napig és a feliiluszot hasznaltuk kondicionalt médiumként (S/N). Az extracellularis
matrix bevonathoz a MSC"-t és a MSC®*"-¢ konfluenciaig szaporitottuk, majd EDTA-
val eltavolitottuk a tenyésztoedeny aljatol. A H5V sejteket erre a rétegre szélesztettiik,
majd miutan kitapadtak, normal médiumban vagy kondicionalt médiumban névesztettiik
tovabb. Harom nap tenyésztés utan Olympus IX81 mikroszkoppal készitettiink képeket.
Meérce: 500 um.

Sem a Transwell rendszerben egymastol fizikailag elvalasztott (V. 5. A abra),
sem a kondicionalt médiummal kiegészitett extracellularis matrixon ndvesztett HSV

endotél sejtek (V. 5. B abra) nem alakitottak ki pre-vaszkularis struktarakat. Ezek a
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kisérletek alatamasztjak, hogy a pre-vaszkularis strukturak formalodasahoz nem
elegendéek a szolubilis faktorok és/vagy extracellularis matrix fehérjék, hanem az

MSC-vel kialakitott sejt-sejt kapcsolatokra is sziikség van.

A strukturak létrehozasaban mind a H5V, mind az MSC részt vesz

A struktarak felépitésében részt vevd sejttipusok azonositasara a H5V endotél
sejteket Venus zold fluoreszeens fehérjét kodold plazmiddal transzfektaltuk (H5VV™)
¢és a sejtek fluoreszcencidjat citofluoriméter segitségével vizsgaltuk (V. 6. A abra). A
H5VVe"s sejteket CM-Dil piros fluoreszcens festékkel jelslt MSCY-vel tenyésztettiik
egyiitt, ¢és konfokalis mikroszkép segitségével megallapitottuk, hogy a sejt-
sszerendez6désben mind a H5V, mind a MSC" részt vett (V. 6. B abra).

B

—

20

Sejtszam

10" 10' 10° 10°

Fluoreszcencia Intenzitas
Venus

V. 6. dbra: Az endotél sejtek és az MSC-k egyardnt részt vesznek a pre-vaszkuldris
struktiirdk létrehozdsdban. A) A kivdlasztott H5V'"™™ kion fluoreszcencia intenzitdsdt
dramldsi citométerrel detektaltuk. B) H5V'®™ (z6ld) sejteket és CM-Dil (piros)
Sfluorokrémmal jelolt MSC-ket novesztettiink egyiitt  fibronektin  oldattal bevont
fedolemezen. Két napos inkubacio elteltével a ko-kulturdkat paraformaldehiddel
fixaltuk, majd Fluoromount G oldattal fedtiik, és konfokalis mikroszkoppal készitettiink
felvételeket.
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Az MSC-eredetii Gal-1 meghatarozo faktor a pre-vaszkularis
struktarak kialakulasaban

Az eddigi kisérleteink ramutatnak, hogy a Gal-1 deficiens MSC sejtek
szignifikansan kisebb mértékben tamogatjdk H5V/MSC ko-kultirdban kialakulo pre-
vaszkularis strukturak képzodését (V. 2-4. abrak). Annak tovabbi alatdmasztasara, hogy
a Gal-1 pre-vaszkularis képzédmények kialakitasaban fontos szerepet tolt be,
tiodigalaktoziddal (TDG), a Gal-1 minimalis ligandjanak optimalizalt analogjaval
gatoltuk a Gal-1 és fiziologids ligandjai (B-galaktozid tartalmu glikokonjugatumok)
kozotti kolesonhatast a vad tipusu MSC-t és a H5V sejteket a tartalmazo ko-kultiraban.
Az V. 7. abra mutatja, hogy a gatloszer jelenlétében, illetve MSC-eredetii Gal-1
hianyéban szignifikansan kevesebb pre-vaszkularis struktura alakul ki, mint a gatld szert
nem tartalmazd, vagy azonos koncentracioju indifferens cukrot, szachar6zt tartalmazo

kultaraban.
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V. 7. dbra: Gatlé diszacharid, TDG jelenléte a H5V/MSC" Ko-kultirdban
szignifikdnsan gdtolja a pre-vaszkuldris struktirdk létrejottét. H5VIMSCY ko-kultiirdt
tenyésztettiink szacharoz ill. TDG jelenlétében, vagy tavollétében. Negativ kontrollként
vad tipusii MSC helyett Gal-1 hidnyos MSC-t (HSVIMSC®**") alkalmaztunk. Harom
nap tenyésztést kovetéen reprezentativ felvételeket készitettiink és CellR szoftver
segitségével mértiik a strukturak hosszat. A p-értéket (** p<0,01; *** p<0,001) a
Student-féle t-proba segitségével szamoltuk ki.
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Az MSC Gal-1 fiiggé modon serkenti a tumor novekedést mind Kko-
transzplantacios, mind meglévé tumor intravénas kezelése esetében

A tovabbi kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy Szerepet jatszik-e a
mezenhimalis Ossejtek altal termelt Gal-1 az MSC-k in vivo tumorfejlédést timogato
funkciojaban. Kétféle egér-tumor modell rendszerben vizsgaltuk a MSC" ill. a MSC®"
1 daganatnovekedésre gyakorolt hatdsat. Az els6 kisérleti rendszerben 4T1 egér
emlOkarcindma sejteket elézetesen dsszekevertiink vad tipusu ill. a Gal-1 hianyos MSC-
vel, majd a sejtkeveréket az egerek emlbészovetéhez juttattuk (V. 8. A abra). A masik
esetben valamennyi éllatot ortotopikusan injektaltuk 4T1 sejtekkel, majd tapinthaté
tumor kialakuldsat kovetéen az allatokat intravénasan kezeltiik a kiilonb6zo tipusa
MSC-kel (V. 8. B abra). A daganatos egerekbe els6 esetben egy alkalommal oltottunk
10° MSC-t, azonban az MSC-k nagy sejtméretiik miatt t5bb kezelt allatban emboliat
valtottak Kki. Ezért a kisérlet megismétléséhez lecsokkentettik a véraramba jutatott
dssejtek mennyiségét, és kétszer injektaltunk 3x10° MSC-t a daganatos 4llatokba (V. 8.
B abra). Kontrollként egyediil oltottunk a sejteket, 4T1-et, illetve MSC"'-t, MSC®"+t.
A két utobbi sejttipus nem okozott tumort, vagy mas észlelhetd elvaltozast az allatokban

(adatok nincsenek abrazolva).

A Gal-1-et kifejez6 MSC-k mind a két kisérleti rendszerben szignifikansan
serkentették az emlékarcindma novekedését (V. 8. abra). A 4T1 sejteket egyediil, ill. a
MSC®¥"_vel egyszerre injektalva a tumorok a 25. nap koriil valtak megfigyelhetdvé.
Azonban, amikor a 4T1-et vad tipusi MSC-vel egyiitt oltottuk, a tumorok mar a 13.
napon tapinthatoak voltak, jelentdsen felgyorsult a tumornévekedés (V. 8. A). A masik
kisérleti rendszerben hasonld hatéast figyelhettink meg, vagyis a vad tipusa MSC
szignifikans tumorndvekedést indukalt (V. 8. B abra). Ebben az esetben az elsé MSC
kezeléstdl szamitott 20. napon a vad tipusi MSC jelentdsen serkentette a 4Tl
ndvekedését, mig a kontroll csoport és az MSC®™” kezelt egerek daganata hasonlo

méretet mutatott.
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V. 8. dbra: Az MSC-k Gal-1 fiiggd modon serkentik a daganat novekedését. A.)
Néstény Balb/C egereket oltottunk 10° 4TI sejttel egyediil, vagy MSC", illetve
MSCC¥ kiséretében. B.) Az egereket ortotopikusan oltottuk 10° 471 emidkarcindma
sejttel, majd tapinthaté tumor kialakulasat kivetden egy alkalommal 10° (iires kor) ill.
két egymdst kovetd alkalommal 3x10° (fekete kor) MSC"-vel vagy MSC®¥ 7 _vel
intravéndsan kezeltiik az egereket; kontrollként PBS-t injektdaltunk a vérdaramba. A
tumor méretét tolomeéro segitségével minden 3. napon megmértiik, majd a kovetkezo
keéplettel szamoltuk ki a térfogatdt: D x d x 0,5, ahol D a tumor nagyobb, d a kisebb
atmeérdje. A B.) dabran az elsé MSC kezeléstdl eltelt 20. napon mért adatokat abrazoltuk.
A diagramokon az dtlag értékeket tiintettiik fel + szorassal, a p-értékeket a Student-féle
t-proba segitségével szamoltuk ki. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). A kisérleti
egerek szama: A: n=10, B: n=3.

MSC" nem a tumor ellenes immunvalasz gatlasaval serkenti a tumor
novekedést

Az MSC és a Gal-1 fehérje erds immunszuppressziv aktivitassal rendelkezik,
ezért felvetddott a kérdés, hogy az MSC, illetve az MSC-eredetli Gal-1 a tumor-
specifikus immunvalasz modositasaval fejti-e ki hatdsat. Ennek tanulmanyozéasidhoz
B16F10 egér melanoma sejteket oltottunk MSC"-vel ill. MSC®**"-vel IL-7 receptor
hianyos B16 egerekbe. A karosodott IL-7 jelatvitel kdvetkeztében jelentésen lecsokken
az egerek T és B sejt szama, mely hasonlo fenotipust eredményez, mint a human X-
SCID (X-linked severe combined immunodeficiency, X kromoszoémahoz kotott stulyos
immunhianyos megbetegedés, mely az IL-2 receptor gamma lancat érinti)
megbetegedés.93 Kontrollként 6nmagéaban oltott daganatsejtek szolgaltak. A tumor
novekedése hasonldo kinetikat mutatott X-SCID egerekben, mint egészséges
immunrendszerrel rendelkezékben, vagyis a vad tipusu MSC serkentette, mig a Gal-1
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knockout MSC nem befolyasolta a tumor névekedést (V. 9. abra). Igy megallapithattuk,
hogy az MSC-eredetii Gal-1 nem a tumor-ellenes immunfolyamatok gatlasaval gyakorol

hatast a daganatprogressziora.
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V. 9. dbra: Vad tipusu MSC, illetve az MSC-eredetii Gal-1 nem a tumor-specifikus
immunvdlasz modositasaval serkenti a tumornovekedést. Him egerek horpaszaba, bor
ald BI6F10 melanéma sejtet (500 sejt/allat) oltottunk egyediil, vagy 10° MSC" illetve
MSCCa el egylitt (n=4). A tumor méretét tolomérovel mértiik kétnaponként, a tumor
térfogatat pedig az aldbbi képlettel szamoltuk ki: D x d x 0,5, ahol D a tumor nagyobb,
d a tumor kisebb datmérdje.

Az MSC-eredetii Gal-1 szerepet jatszik a daganatszovet
vaszkularizaciojaban

Mivel az X-SCID egereken végzett kisérletek alapjan kimondhatjuk, hogy az
MSC-eredetii Gal-1 nem a tumor-ellenes immunvalasz gatlasaval tamogatja a
daganatnovekedést, ezért megvizsgaltuk, hogy az MSC-eredetii Gal-1 hatassal van-e a
tumor-asszocialt erek stirliségére. Ehhez a korabban emlitett ko-transzplantalt egerek
daganatszovetét hisztokémiailag elemeztiik. A csak 4Tl-gyel egyedil, illetve
MSC®¥"_vel Kko-transzplantalt allatokban fejlddd tumorok kapillaris erezettsége
hasonlé mértéket mutatott. Ezzel szemben a vad tipust MSC" és 4T1 kombinécidja

esetén szignifikansan erezettebb tumorszovet alakult ki (V. 10. abra).
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V. 10. dabra: MSC galektin-1 fiiggé modon tamogatjia a gazdagabb érhdlozattal
rendelkezd tumorszivet kialakuldsdt. Néstény Balb/C egereket oltottunk 10° 4T1
emlékarcindma sejttel egyediil, vagy 10° MSC", illetve MSC®""-vel egyiitt. A fixalt,
paraffinba agyazott tumorokbol metszeteket készitettiink, majd hematoxilin-eozinnal
festettiik. Az erezettség mértékének megallapitasahoz a dokumentalt latomezo teriiletét
elosztottuk a vaszkularizalt teriilettel. A p-értéket (* p<0,05) a Student-féle t-proba
segitségevel szamoltuk ki. Mérce: 100 um.
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VII. Kovetkeztetések

A szilard daganatok nem értelmezhetéek pusztan osztodd daganatsejtek
tomegeként, ugyanis az egész szervezetre kiterjed0 betegség kialakitasdhoz a tumor
fejlodését tdmogatd kotdszovet jelenlétére is van sziikség. Az utdbbi években egyre
tobb kutatocsoport figyelme fordult a tumor-asszocialt kotészovet, mas néven tumor
sztroma daganatfejlodésben betdltott szerepének tisztazasa felé. A tumor kotészoveti
sejtjeinek eredete nem teljesen tisztazott, egyik forrdsa a csontveléi mezenhimalis
ssejtek lehetnek, melyek gyulladdsos folyamatok hatasara mobilizalodnak.®*** Az
MSC-k els6sorban a gyulladasok, sériilések helyére toborzodnak, és mivel a daganatok
soha nem gyogyulod sebnek tekinthetdk, az MSC-k a tumorsejtekhez vandorolnak és a
sztromaba épiilve befolyasoljak a daganat novekedését. A daganatsejtek altal toborzott
egészséges sejtek mikodése modosul a tumor sejtekbdl felszabaduld faktorok hatasara,
és a daganatsejtekkel egyiitt olyan sajatos mikrokornyezetet alakitanak ki, amely
hozzajarul a tumor korlatlan novekedéséhez. Az egyik ilyen faktor a Gal-1, melynek
kifejezddését szamos szilard daganatban leirtdk, egy évtizede pedig azt is ismert, hogy
az MSC-k is nagy mennyiségben termelik.”®"* Tébb kutatocsoport bizonyitotta, hogy
mind az MSC-nek, mind a Gal-1-nek érképzdédést serkentd ill. immunrendszert gatld
hatdsa is van. Mivel a Gal-1 ¢és az MSC kiilon-kiilon pro-angiogén és
immunszuppressziv funkcioval is rendelkezik, igy kisérleteink soran azt szerettiik volna
tisztazni, hogy az MSC altal termelt Gal-1 hozzajarul-e az MSC-k angiogén és/vagy
immunszuppressziv hatasahoz a daganatfejlodés soran. Ennek tisztdzdsara el6szor az
endotél sejtek ill. Gal-1-et termeld, valamint Gal-1 hianyos MSC-k egymasra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk in vitro ko-kultiraban, majd in vivo tumor allatmodellben analizaltuk,
hogy az MSC eredetli Gal-1 szerepet jatszik-e a tumor-érképzdédésben, ill. a tumor ellen

iranyulé immunfolyamatok szabéalyozasaban.

Az endotelialis és periendotelidlis sejtek kolcsonhatdsanak vizsgalatahoz H5V
egér sziv kapillaris endotél sejteket Gal-1-et termel6 vad tipusi MSC-ket hasznaltunk,
melyek a periendotelidlis sejtek egyik eldalakjanak tekintheték.?? A kétféle sejttipus
pre-vaszkuléris halozatokat képezett, melyek kiterjedése fiiggott a sejtek egymashoz
viszonyitott aranyatol. Egyenlé mennyiségii MSC ¢és HS5V esetén, illetve a H5V-t

Otszoros mennyiségben alkalmazva a sejtek pre-vaszkularis strukturakkd rendezddtek
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Ossze, mig az MSC-t 6tszoros feleslegben alkalmazva csak rovid strukturak alakultak ki.
A struktarak formalddasanak alapfeltétele, hogy az endotél sejtek és az MSC-k kozott
kozvetlen sejtkapcsolat 1étesiiljon, ugyanis sem Transwell rendszerben - amikor a sejtek
fizikailag elvalasztva, de k6zos tenyésztdoldatban novekedhettek-, sem az MSC-k altal
termelt ECM és MSC-rdl ill. ko-kultirarél szdrmazo kondicionalt médium jelenlétében
nem figyeltiink meg struktiraképzddést. A struktarak kialakitdsdban mindkét sejttipus
részt vett, amit a fluoreszcens festékkel jelol MSC és Venus zold fluoreszcens
fehérjével transzfektalt HSV ko-kultarajaval igazoltunk. Az irodalmi adatok alapjan ugy
értelmezhetjiik a fenti eredményt, hogy az MSC-k és EC-k egyiitt tenyésztésiik soran
vaszkularis endotelialis kadherin ill. az integrin a6 alegység kozremiikodésével
heterotipusos kapcsolatokat alakitanak ki egymadssal. E kapcsolatoknak a kialakitasa
nem csak a sejtek kozotti adhézid létrehozdsa miatt lehet fontos. Hirschi és mitsi
igazoltdk, hogy az EC/MSC interakci6 az endotél sejtekben TGF- termelést
eredményezd jelatviteli 1épésekhez vezet.* Az endotél sejt-eredetii TGF-P, a sziv és a
simaizom sejtek specifikus koaktivatora, a miokardin expresszidjat valtja ki az MSC-
kben, mely az MSC-k vaszkularis simaizom sejtté torténd differencialodasat jelzi.®>%
Kombindlva az irodalmi adatokat és sajat eredményeinket, azt feltételezziik, hogy az
MSC az MSC/H5V ko-kultaraban vaszkularis simaizom sejtté differencialodik. Ezt a
nézetet tAmogatja az az eredmény is, hogy a HSV:MSC 1:5 aranyu ko-kulturajaban csak
kismértékli strukturaképzést tapasztalunk, melynek oka lehet, hogy az alacsony
szamban jelen lévé HSV sejtek az MSC differencialédasahoz sziikséges TGF-B
mennyiséget nem tudjak biztositani. Au és mtsai kimutattak, hogy az MSC-k csupasz
endotél tubulusokhoz asszocialdédnak in vivo, és periendotelialis sejtként meggatoljak a
kapillarisok korai regresszi6jat.’” Burns és mtsai leirtak, hogy kisérleteikben az MSC
sejtkultira altal kivalasztott extracellularis matrix, bar tartalmaz pro-angiogén
faktorokat is, de nem elegend6 az EC-k struktarava fejlodéséhez, vagyis a pre-
vaszkularis struktira képzodéséhez kozvetlen kapcsolat kialakuldsara van sziikség az
endotél sejtek és MSC-k kozott.®

A fent ismertetett sajat és masok kisérletei igazoljak, hogy a pre-vaszkularis struktira
teszt alkalmas vizsgalati modszer arra, hogy in vitro tanulmanyozzuk az angiogenezis
terminalis 1épését. Annak a kérdésnek a megvalaszoldsara, hogy ebben a stadiumban az

MSC-eredetii Gal-1 milyen szerepet tolt be, Gal-1 knockout egér csontvel$jébdl izolalt
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Gal-1 deficiens MSC-ket alkalmaztunk. A Gal-1 hianyos MSC-k H5V endotél sejtekkel
egylitt tenyésztve a vad tipusi MSC-khez képest kevésbé tdmogattak a pre-vaszkularis
halozat kialakuldsat. A kiilonb6zd aranyt ko-kulturak koziil csak abban az esetben
figyelhettilk meg a struktarak megjelenését, ahol a H5V nagyobb mennyiségben volt
jelen az MSC-hez képest, de kiterjedésiik még igy is jelentdsen elmaradt a Gal-1
termelé MSC-nél megfigyeltnél. Az MSC eredetii Gal-1 vaszkularizacidoban, valamint
az MSC simaizom sejtté vagy pericitava torténd differencidlodasban betoltott szerepe
kevéssé ismert. A VSMC-t és a pericitat markerek alapjan nem lehet megkiilonbdztetni,
mikodésiikben azonban eltéré: a VSMC-k a nagy ereket tdmogatjak ¢és a véraramlas
szabalyozasban vesznek részt, mig a pericitdk a kapillarisoknal taldlhatok meg és az
erek bimbdzasat irdnyitjdk valamint a terminacidt segitik el6.™ 1zomsejt differenciacio
vonatkozédsadban kimutattak, hogy a vad tipushoz képest a Gal-1 knockout egérbdl
izolalt mioblasztok kevésbé voltak képesek differencialodni mind in vitro, mind in vivo
kisérleti rendszerben.”® Oka abban rejlik, hogy a Gal-1 befolyasolja a mioblaszt
adhézioés receptora, az a7B1 integrin és ligandja, a laminin, kozti kdlcsonhatast, mely
altal gatolja a migraciot, ugyanakkor eldsegiti a mioblasztok miotubulussa torténd
fuzidjat'® A VSMC eredetii Gal-1 funkcidjara utal az az eredmény, miszerint
pulmonalis hipertensio esetén Gal-1 knockout egérben csokken a vaszkularis ellenallas,
ami azzal magyarazhato, hogy az VSMC-k differencidlodasi képessége csokken Gal-1
hianyaban, minek kovetkeztében kevéssé képesek kontrakciora.'®™ Aktivalt endotél sejt
modellként a H5V is termeli a Gal-1 fehérjét, melynek jelenléte a sejtfelszinrdl is
kimutathato (Fiiggelék, XI1. 3. bra).’®® Az MSC és H5V sejtek 4ltal szekretalt Gal-1 az
angiogenezis in vitro modelljében betoltott szerepét tovabb erdsiti, hogy a vad tipust
MSC ¢és H5V ko-kultaraban a Gal-1 TDG-vel val6 gatlasakor szignifikansan lecsokkent

a pre-vaszkularis struktarak hossza.

Az MSC és endotél sejtek egyiitt tenyésztése nem csak a sejtek pre-vaszkularis
Osszerendezddését, hanem azok osztodasi litemét is befolyasolja. Az MSC-k osztodasi
sebessége Gal-1 expresszidjuktol fiiggetleniil megnd H5V hatasara. Ezzel ellentétben az
MSC-k Gal-1 termelésiiktol fliiggden befolyasoljak az endotél sejtek osztodasat; a vad
MSC-vel, mely dozisfliggden gatolja az endotél sejtek osztéodasat. VSMC-k két

fenotipusa ismert: a szintetikus és egyben 0szt6do, valamint a differencialt, kontrakciora
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képes forma. Korabbi feltételezések szerint a két fenotipus egymadst kizar6 allapotokat
mutat, azonban késdbb bebizonyitottdk, hogy a VSMC-k differencidlt formaban is
képesek osztodni.'® Feltételezhetd, hogy hasonlé mechanizmus alapjan, az endotél

crer

vaszkularis struktardk formalodésa is végbemegy. Mills és mtsai beszamoltak arrol,

hogy a pericitdk gatoljak az EC-k osztodasat,'®

melyet mi is megfigyeltiink Gal-1
hianyos MSC esetén. A MSC"' azonban nem gyakorolt gatlo hatast az endotél sejtek
osztodasara. A jelenség hatterében feltételezhetden az MSC-k altal termelt Gal-1 pro-
angiogén hatasa allhat, mely az EC-k osztodasat nem befolydsolja, de jelentdsen

hozzajarul az in vitro pre-vaszkularis struktirak kialakulasahoz.

Megtigyeltiik, hogy mig a vad tipusu MSC-k jelenlétében a ko-kultura sejtjeinek
¢letképessége nem valtozott, addig a Gal-1 knockout MSC-vel egyiitt tenyésztett HSV
kultaraban szignifikdnsan megndtt az elpusztult sejtek ardnya. Hipotézisiink szerint az
MSC eredetli Gal-1 egyik szerepe lehet, hogy védelmet nyljt az endotél sejteknek a
kornyezeti stressz altal indukalt sejthaldllal szemben. Ezt latszik alatdmasztani Ito és
mtsai kozleménye, melyben kimutattdk, hogy a Gal-1 csendesitése oxidativ stresszre

érzékenyiti az EC-k, mely végiil apoptdzishoz vezet.!®

Az MSC-eredetli Gal-1 hatasa in vivo tumoros allatmodellben is vizsgalhato.
Ebben a vonatkozéasban azonban figyelembe kell venni mind az MSC, mind az MSC-
eredeti Gal-1 tumorfejlédésre gyakorolt hatasdnak két eltérd lehetséges funkciojat, a
pro-angiogén €s a tumor immunprivilégiumot biztositd immunszuppressziv szerepet,
tovabba azt a tényt, hogy maguk a tumorsejtek is expresszalhatnak Gal-1-et. A
tumorszovet nem csak az endogén MSC-ket képes magahoz toborozni, hanem az
exogén uton bejuttatott sejtek is a daganatszovetben halmozodnak fel, hatdsukat
tekintve azonban az irodalmi adatok ellentmondasosak. Lu és munkatarsai az MSC

tumor gatld hatasat tapasztaltak hepatdmaban és limfomaban.*®

Masok hepatocellularis
karcinéma, valamint emlékarcindéma esetén tumor ndvekedés serkentd hatést jegyeztek
fel. 1919 | chetséges magyarazatul az szolgalhat, hogy a kiilonboz6 kisérletekben az
MSC-k eltéré szoveti eredetiick és kiilonbdzé kortt donorokbdl szarmaztak, valamint

109

eltérd sejtszamban és modon végezték veliik a kezeléseket.™ Munkank soran kétféle

rendszerben vizsgaltuk az MSC-eredetti Gal-1 tumorfejlédésre gyakorolt hatasat:
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egyrészt 4T1 emlékarcindmat mar hordozod egereket kezeltink kétféle MSC-vel
intravénasan, masrészt 4T1 tumorsejtet injektaltuk egyiitt vad ill. Gal-1 knockout MSC-
vel egyidében. Mindkét altalunk hasznalt kisérleti rendszerben azt tapasztaltunk, hogy a
vad tipust, Gal-1-et kifejez6 MSC tamogatta az emldkarcindma fejlodését, mig a Gal-1
hianyos MSC-k nem befolyasoltdk a daganat novekedését. A tumorszovet
érdenzitasanak Osszehasonlitasa a Gal-1 expresszald és Gal-1 deficiens MSC ko-
transzplantaciéjakor azt mutatta, hogy az MSC"! kezelt egerek daganata szignifikansan
vaszkularizaltabb volt, mint a Gal-1 hianyos MSC-vel kezelteké. Ez az eredmény
Osszhangban van Zhang ¢és mtsai azon kozlésével, hogy az MSC-k jelentésen
serkentetik az eml6karcinoma érképzO6dését és  ezaltal a tumorndvekedést.'®®
Eredményeinket az is alatamasztja, hogy az EC-k kisebb mértékben vandorolnak Gal-1
csendesitett, telomeraz transzformalt és ezaltal tumorigénné valo MSC altal kialakitott
tumorba.®® A sztromalis Gal-1 kiemelkedd szerepére utal az is, hogy a vad tipust
egerekhez képest a Gal-1 knockout egerekben a kismértékii tumor-erezettség miatt
szignifikansan gatolt a Gal-1 nem termelé daganatsejtek novekedése.® A tumorsejtek
altal termelt Gal-1, bar csokkenti a vad tipust és Gal-1 knockout egér tumormérete
kozti kiilonbséget, de a sztromalis Gal-1 hidnyt nem képes helyreallitani.'® Sajat
kisérleteink is jelezték a sztromalis Gal-1 fontossagat, mivel a Gal-1 termelé melanoma
sejtek novekedése Gal-1 knockout egérben elmaradt a vad tipusti egérben kialakuld

tumorhoz képest.'*°

A daganat novekedéséhez az érképzddés mellett az immunszuppressziv tumor
mikrokornyezet kialakitasa is hozzajarul. A tumorsejt-eredetli Gal-1 szerepe elsdsorban
az immunvalasz gatlasaban nyilvanul meg, melyet Rubinstein és mtsai igazoltak.
Kisérleteikben a Gal-1 csendesitett melanéma sejtek ellen kialakuldo hatékony
immunvalasz a daganat kilokddését eredményezte.81 Azt a kérdést, hogy vajon az MSC-
eredetli Gal-1 hozzajarul-e a tumor-specifikus immunvalasz kivédéséhez in vivo, X-
SCID-modell egerek alkalmazasaval valaszoltuk meg. Az X-SCID egerek nem

L' igy nem tud benniik kialakulni tumor-ellenes

rendelkeznek érett T sejtekke
specifikus immunvaélasz, mely idealis modellé teszik ket arra, hogy az immunrendszer
tumorfejlédésben betoltott szerepét kovetni lehessen. A melandmaszdvet hasonlod
novekedési kinetikat mutatott X-SCID egerekben, mint egészséges immunrendszerrel
rendelkez6 egerekben, valamint a Gal-1 termeld MSV"' ez esetben is serkentette a
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tumorndvekedést, mig a Gal-1 hidanyos MSC nem. Ez az eredményarra utal, hogy az
MSC-eredetii  Gal-1 els6sorban nem az immunszuppresszio altal tamogatja a
daganatfejlodést. Az MSC-k altal termelt Gal-1 immunologiai szerepét sajat, nem

k, 2113 ygyanakkor

publikalt, és mas laboratoriumok in vitro eredményei is alatimasztja
sajat in vitro kisérleteink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az MSC-k altal
termelt Gal-1 csak kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas esetén gatolja a T-sejt proliferaciot
¢s indukal apoptdzist (Blasko és mtsi, nem publikalt eredmény). Ezzel 6sszhangban all
az a megfigyelés, hogy az MSC-k immunszuppressziv funkciojuk kovetkeztében ugyan
terapias hatést gyakorolnak autoimmun diabetes egérmodellben,™* de ez a hatasuk nem
figg a Gal-1 termelésiiktél (Uher Ferenc és mtsi, nem publikalt adat). Feltételezheto,
hogy az in vivo kisérleteinkben az MSC-k immunszuppressziv funkcidja egyéb,

szolubilis faktorok Utjan valosul meg, amennyiben az MSC-k nem keriilnek kozvetlen

kapcsolatba az immunsejtekkel, ami a Gal-1 hatasmechanizmusanak feltétele.

Osszességében megallapithatjuk, hogy az in vitro pre-vaszkularis hilozatképzés
megfeleld indikaciot adott az MSC-eredetii Gal-1 angiogenezisben betdltott szerepére,
melyet in vivo is igazoltunk. Munkank soran alatamasztottuk, hogy az MSC altal termelt
immunszuppressziv €s pro-angiogén hatasu Gal-1 elsdsorban nem a tumorsejtek ellen
iranyuld immunvalasz gatlasdval, hanem a tumor angiogenezisének serkentésével

tamogatja a daganatszovet gyorsabb ndvekedését.

Az akut Graft versus host betegség, miocardialis infarctus, multiplex sclerosis ¢és
még szamos betegség esetén az MSC-k elérték az I-es, egyes esetekben a Il-es klinikai

fazisu vizsgalatot. ™

Munkank soran mas kutatocsoporttal dsszhangban bebizonyitottuk,
hogy az MSC-k jelentdsen hozzajarulnak a daganatfejlodés felgyorsitasahoz.
Eredményeink azonban felhivjak a figyelmet arra, hogy egyetlen molekula, a Gal-1
kiiktatasaval egy olyan sejtterapids eszk6zhéz juthatunk, mely biztonsdgosan

alkalmazhat6 lappango6 tumoros megbetegedést hordoz6 paciensek esetén is.
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X. Osszefoglalas

A tumorigenezis soran az egészséges sejtek novekedést szabalyozo génjeiben
mutéciokat halmoznak fel, melynek kovetkeztében kikeriilnek a szigora kontroll alol, és
korlatlan osztédasnak indulnak. A tumorsejtek onmagukban azonban nem lennének
képesek az egész szervezetet érinté megbetegedés kialakitasara, ehhez sziikség van arra,
hogy a fennmaradasukat tdmogatdé kotOszovettel, tumor-asszocialt sztromaval
rendelkezzen, mely extracellularis matrixbol, valamint kiilonféle sejttipusokbol, példaul
fibroblasztokbdl, endotél sejtekbdl, pericitakbol/ér simaizom sejtekbdl, immunsejtekbol
tevddik Ossze. A tumorsejtek €s a sztroma komponensek egymasra gyakorolt hatdsanak
eredményeként alakulnak ki a sokszor lekiizdhetetlennek bizonyuldé daganatos

megbetegedések.

A daganat kotOszoveti sejtjeinek eredete nem teljesen ismert. Egyik forrdsa a
csontveldi mezenhimalis 6ssejtek (MSC-K) lehetnek, melyek a tumorsejtekbdl
felszabadulé faktorok hatasdra a tumorba vandorolnak. A daganatszovethez érve
heterotipusos kapcsolataik, szekretalt molekuldik vagy fibroblaszttd és ereket tdmogato
pericitdkka/ér simaizom sejtekké torténd differencidcid révén tdmogatjdk a tumor
fejlodését. A szilard daganat sejtjei és/vagy sztromalis elemei altal termelt szénhidrat-
kotd fehérje, a Gal-1, az egyik olyan faktor, mely a daganat immunprivilégiumanak
kialakitasaval segiti annak progresszidjat. Az MSC-k is nagy mennyiségben termelik ezt
a fehérjét, arrdl azonban kevés informacié all birtokunkban, hogy az 4ltaluk termelt
Gal-1-nek milyen szerepe lehet a daganatfejlédésben, igy kisérleteink ennek a

kérdésnek a megvalaszoldsara iranyultak.

Munkank sordn vad tipust ill. Gal-1 knockout egér csontveldjébdl nyert MSC-
ket hasznaltunk (MSC™ ill. MSC®¥*"). A H5V egér endotél sejtek és az MSC-k
egymasra gyakorolt hatasat el6szor in vitro modell rendszerben vizsgaltuk. Az egyiitt
inkubalt sejtek pre-vaszkularis halozatokat alakitottak ki, melyek kiterjedése jelentdsen
figgott az MSC-k altal termelt Gal-1 jelenlététdl, ugyanis MSC"' esetében Osszetettebb
halozatok alakultak ki, mint MSC®*" jelenlétében. Létrehozasukhoz kozvetlen
sejtkapcsolat kialakuldsara volt sziikség, valamint bebizonyitottuk, hogy mindkét

sejttipus részt vett a pre-vaszkularis struktardk formaldsaban. Kimutattuk, hogy a
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kétfele MSC  osztodasbeli  kiilonbsége nem befolyasolja a pre-vaszkularis
sejtkapcsolatok kialakuldsat. A sejtek altal termelt és szekretalt Gal-1 szerepét erdsiti az
a tény, hogy TDG-vel torténd eltavolitasaval csokkent mértékii heterotipusos sejt-
Osszerendezddést figyeltiink meg. A kétféle sejttipus osztédas szempontjabodl is hatést
gyakorolt egymasra. A H5V sejtek Gal-1 termeléstdl fliggetleniil serkentették mindkét
befolyéasolta, mig az MSC®™" jelentdsen gatolta. A MSC™ azonban nem gyakorolt
gatld hatast az endotél sejtek osztodasara. A jelenség hatterében feltételezhetéen az
MSC-k altal termelt Gal-1 pro-angiogén hatasa allhat, mely az EC-k osztédasat nem
befolyasolja, de jelentésen hozzajarul az in vitro pre-vaszkularis strukturak

kialakuldsédnak tdmogatasahoz.

Az in vitro eredmények azt sugalljak, hogy az MSC-eredetii Gal-1 részt vesz az
angiogenezis tamogatasaban. Ennek igazolasara kétféle in vivo tumor modell rendszert
hasznaltunk. Egyrészt az MSC-ket a 4T1 emldkarcinoma sejtekkel egyiitt juttattuk be az
egerek emlészovetbe, masrészt emldkarcinomat hordozé egereket kezeltink MSC-kel
intravénasan. Mindkét esetben azt tapasztaltuk, hogy a MSCY serkenti a tumor
fejlodését, mig Gal-1 hianyos MSC kezelésnél elmaradt ez a tumor tdmogatd hatés.
Annak kideritésére, hogy az MSC-eredetli Gal-1 az immunsejtek gatlasaval timogatja-e
a daganat fejlédését, immunhianyos SCID egereket oltottunk B16F10 melanoma
sejtekkel és MSC-kel. Mivel nem tapasztaltunk kiilonbséget az egészséges ¢&s
immunhidnyos egerek daganatndvekedési kinetikdjaban, igy megéllapitottuk, hogy az
MSC altal termelt Gal-1 nem az immunrendszer befolyasoldsdval tamogatja a
tumorfejlédést. Az MSC-eredetli Gal-1 immunvélasz gatlo hatasat kizarva szovettanilag
analizaltuk az eml6daganatokat, és megfigyeltiik, hogy vad tipusit MSC jelenlétében a
tumorerek stirisége szignifikansan megemelkedett. Az in vitro modellben és az in vivo
allat kisérletek soran kapott eredményeink aldtdmasztjak, hogy az MSC-eredetli Gal-1
nem az immunvalasz gatldsaval, hanem az angiogenezis tdmogatasaval szabalyozza a

daganatndvekedést.

Az MSC-eredetli Gal-1 szerepének tisztazasara az MSC klinikai hasznélata ad

okot, és eredményeink ramutatnak arra, hogy a Gal-1 kiiktatasaval olyan kisebb
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kockézattal alkalmazhato sejtterapias eszk6zhoz juthatunk, melynél mér nem &ll fenn az

esetleges lappang6 tumorok novekedésének serkentése.
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XI. Summary

The tumor cells can not survive in the host therefore they recruit healthy stromal
cells into the tumor mass which eventually form a special tumor-supporting tumor
associated stroma. Stroma consists of different components such as fibroblasts,
enothelial cells, pericytes, vascular smooth muscle cells, immun cells and extracellular
matrix. Impact of stromal cells and tumor cells on each other results in frequently

incurable cancer disease.

Origin of tumor stroma has not well known yet. One source can be the bone
marrow mesenchymal stem cells which can migrate and accumulate into the tumor
mass. Once reaching the tumor, MSCs can support the growth of tumor different ways,
(1) they can secrete immunsuppressive and/or pro-aniogenic factors, (2) they can
differentiate into periendothelial cells and (3) they are able to form heterotypic cell-cell
contacts with endothelial cells. Gal-1 is expressed by solid tumor cells and/or stromal
cells. Gal-1 secreted by the cancer cells is thought to have mainly immunsuppressive
effect in tumor progression but the function of MSC derived Gal-1 has not yet been
characterized. Therefore our research has focused on the analysis whether Gal-1
secreted by MSCs participates in establishment of the tumor immuniprivilage and/ or

tumor vascularization.

We used an in vitro pre-vascular co-culture system to study the role of MSC-
derived Gal-1 in angiogenesis. This system is presumed to model a late step of
angiogenesis when periendothelial cells, which can originate from MSCs and
endothelial cells get in an intimate contact and generate pre-vascular network. Wild type
MSC" and Gal-1 deficient MSC®®*" isolated from bone marrow of wild type and Gal-
1 knockout mice, respectively. Were co-cultured with H5V mouse heart capillary
endothelial cells and the evolved pre-vascular network was evaluated. The extent of the
pre-vascular structures greatly depended on the expression of Gal-1 by MSCs since Gal-
1 deficient MSCs supported significantly less the formation of the pre-vascular
structures than their wild type counterparts. Confocal microscopy analysis showed that
the structures consisted of both cell types, and direct contact between endothelial and

mesenchymal stem cells was essential to the developement of network. The role of
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secreted Gal-1 was also verified by cultivation of MSC"/H5V co-culture in the
prescence of TDG (the analogue of lactose, the minimal ligand of Gal-1. The length of
structures were notably decreased during TDG treatment compared to that of an
indifferent disacharide, saccharose. The two cell types affected each other’s
proliferation. HS5V cells could enchance MSCs’ growth independently on Gal-1
expression. Contrarily, MSC" did not have any effect on H5V’s proliferation, but
MSC®" significantly and dose dependently blocked it. The different effect of MSC""
and MSC®"" to endothel cell proliferation may derive from the function of Gal-1:
Gal-1 can support the formation of pre-vascular structures via its pro-angiogenic
function without affecting endothelial cell proliferation but supporting survival of
endothelial cells. To prove these finding in in vivo conditions, MSCs were injected with
mammary tumor cells subcutaneuosly or into tumor bearing mice intravenously. MSC"
supported tumor growth in both tumor model, while MSC®®*" failed to enchance the
enlargement of mammary carcinoma. Histologic examining of the tumor tissues

CC®Y" treated tumors were

revealed that the microvessel density of control and the MS
similar but it increased significantly in the precence of MSCY. Since immunsuppression
can be an other mechanism via tumor progression can be supported therefore impact of
MSC derived Gal-1 was also analysed in immunodeficient X-SCID mice. We found that
immunocompetent and immunodeficient mice served similar results when wild type and
Gal-1 knockout MSCs were co-injected with tumor cells. These data indicated that Gal-
1 expressed by MSCs did not control tumor growth via immunoregulation rather it

participated in the tumor vascularization.

Our results draw attention that knocking down Gal-1 expression in MSCs can
enhance the safety of a potential MSC-based cellular tumor therapy.
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Hornung Akosnak a statisztikai szamitdsokhoz adott tanacsait, és Gercsd Andrasnénak a
kivald munkavégzését. Halas vagyok az LSTL volt tagjainak: Végh Leanak, Dr Blasko

Andreanak és Novak Juliannanak a remek munkahelyi 1égkdrért.

Halas koszonettel tartozom Dr. Uher Ferencnek, aki biztositotta szdmomra a
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Ko6szondm Dr. Matés Lajosnak, hogy rendelkezésemre bocsatotta a Sleeping
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Ferhan Ayaydinnak ¢és Kosz6 Zsuzsannanak a konfokalis és fluoreszcens
mikroszkopiaban nyujtott segitségét, Veres Erikanak, valamint az SZBK Allathaz
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Halasan koszonom a lehetéséget Prof. Dr. Fekete Evanak és Dr. Bodi
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tamogattak a doktori tanulmanyaim soran.

A munkahoz nyujtott palyazati tdmogatasok: NKTH-OTKA CK 78188, OTKA PD
75938, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035
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X1, Fuiggeléek

A vad tipust és Gal-1 hianyos MSC egyarant differencialtathat6 adipocita
¢s oszteocita iranyba

Differenciacio

Adipogén Oszteogén
MSC" (S A e

MSC™*

XILI. 1. abra. MSC-k zsirsejt és csontsejt iranyu differencialtatdisa. Vad tipusu és Gal-1
knockout MSC-t adipogén (bal oldali panel) és oszteogén (jobb oldali panel)
médiumban novesztettiik. Az adipogén differencidldst dexametazonnal és 3-izobutil-1-
metilxantinnal (IBMX) (Sigma-Aldrich) kiegészitett médiumban végeztiik két hétig
(tapoldat dsszetétele: DMEM/F12, 10% FCS, 10-7 M dexametazon, 0,5 mM IBMX, 100
1U penicillin és 50 ug/ml streptomicin). A sejtekben képzodo zsircseppeket Oil Red O
(Sigma-Aldrich) festékkel mutattuk ki a hattérfestést Giemsa (Fluka Chemicals)
festékkel végeztiik. Az oszteogen differencialashoz hidrokortizonnal, p-glicerofoszfattal
és aszkorbinsavval (valamennyi a Sigma-Aldrichtol) kiegészitett tapoldatban
novesztettiik a sejteket ket hétig (a tapoldat ésszetetele: DMEM, 10% FCS, 10mM [-
glicerofoszfat, 50 ug/ml aszkorbinsav, 10-8 M hidrokortizon, 2mM L-glutamin, 100 U
penicillin  és 50ug/ml sztreptomicin). A csont iranyu differencialodast jelzo
extracellularis kdlcium lerakodast Alizarin Red S festéssel tettiik lathatova. A mintdkat
Olympus CKX41 inverz fénymikroszkoppal vizsgaltuk és Olympus Camedia C-5060
kameraval fényképeztiik. Mérce: 50 um.
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A vad tipusu és Gal-1 hianyos MSC-k egyarant hordozzak az MSC
kritériumnak megfeleld markereket
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Fluoreszcencia intenzitas

XII. 2 dbra. Az MSC-k pozitivak a CD44, CD73, CD90 és Sca-1 sejtfelszini
markerekre. Vad tipusu és Gal-1 knockout MSC-ket jeloltiink anti-CD44, CD73, CD90
és anti-Sca-1 phycoerithrinnel (PE) konjugadlt monoklonalis ellenanyagokkal és
daramlasi citofluorimetriaval analizaltuk. Hematopoetikus markereket, azaz CD3,
CD11b, CD34, CD45R, Ly6G, TER119 az MSC-k nem hordoztak (nem bemutatott
adatok).
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Az MSC" és a H5V endotél sejtek felszinérgl kimutathaté a Gal-1
jelenléte, mig a MSC® esetén nem detektalhato
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Fluoreszcencia Intenzitas
Gal-1
XII. 3. dbra. Sejtfelszini Gal-1 kimutatisa H5V és MSC-ken. A sejtfelszini Gal-1
kimutatasahoz 3x105 sejtet fixaltunk, majd a mintakhoz Gal-1-et felismerd kecske anti-
eger IgG ellenanyagot (R&D Systems) adtunk (50 ul 15ug/ml ellenanyag, jégen 45
perc). Masodlagos ellenanyagként NL493 kapcsolt anti-kecske 1gG ellenanyagot (R&D
Systems) alkalmaztunk (1:200 higitasban jégen 30 perc) és dramlasi citométerrel
detektaltuk a fluoreszcens jelet.
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Pufferek, oldatok

Tripankék oldat (sejtszamolashoz)
0,16% (w/v) tripankék (Reanal)

0.9% NaCl (Merck) desztillalt vizben

Foszfattal pufferelt fiziologias sooldat (PBS pH 7,4)
1,8 mM NaH,PO, (Reanal)
10 mM Na,HPO, (Reanal)
135 mM NaCl (Merck)

3 mM KCI (Reanal)

Immunfluoreszcencia puffer (IFB)

PBS

1% (v/v) FCS (Invitrogen)

0,1% Na-azid (Sigma-Aldrich)
Fixalo puffer

PBS

4% paraformaldehid (Sigma-Aldrich)

A paraformaldehidet 50-70°C-on  oldjuk 1 6ran  keresztiil, majd
szobahémérsékletre hiitve 7,2-re allitjuk a pH-t. Legfeljebb 1 hénapig 4°C-on,

sOtétben taroljuk.
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Propidium jodid
Img/ml propidium jodid (Sigma-Aldrich)

PBS-ben

Permeabilizal6 puffer
PBS

0,1% Triton X
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