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I. Roviditések jegyzéke

I-MT: 1-metil-triptofan

4T1: egér emlOkarcindma sejtvonal

Angptl: angiopoietin-1

Bglap: bone gla protein (csont Gla fehérje)

cAMP: ciklikus adenozin-3'-5-monofoszfat

CD: cluster of differentiation (csoportdeterminans fehérjék)

cDNS: copy (masolati) DNS

CFSE: karboxifluoreszcein-diacetat-szukcimidilészter

ConA: concanavalin A

Ct: threshold cycle (attorési ciklus)

CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand (kemokin (C-X-C motivumot tartalmazd) ligand)
DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium (Dulbecco altal médositott Eagle-féle
meédium)

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

DTH: delayed type hypersensitivity (késoi tipusu tulérzékenységi reakcio)
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FBS: fetal bovine serum (magzati borjuszérum)

Gal-1: galektin-1

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GFP: green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens fehérje)

GOI: vizsgaland6 gén (gene of interest)

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

HS5V: egér sziv kapillaris endotél sejtvonal

HGF: hepatocyte growth factor (méajsejt ndvekedési faktor)

HLA-G: human leukocita antigén-G

HSC: hematopoietic stem cell (hematopoietikus dssejt)

HUVEC: human umbilical vein endothelial cell (human k6ldokzsinér véna eredetii
endotélsejt)

IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz enzim

IFB: immunfluoreszcencia puffer

IFN-y: interferon-gamma



IGF-1: insulin-like growth factor-1 (inzulinszeri novekedési faktor-1)

IL: interleukin

L-NMMA: NG-metil-L-arginin-acetat

MHC: major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitdsi komplex)
mRNS: messenger ribonukleinsav (hirvivo ribonukleinsav)

MSC: mesenchymal stem cell (mesenchymalis dssejt)

NK-sejt: natural killer sejt (természetes 610sejt)

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid-szintdz enzim

PBS: phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt fiziol6gias s6oldat)
PCR: polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcio)

PD-1: programmed cell death 1 (programozott sejthalal-1)

PD-L: programmed cell death ligand (programozott sejthalal ligand)

PDT: population doubling time (populaci6 kétszerezddési idd)

PE: fikoeritrin

PGE2: prosztaglandin E2

PI: propidium-jodid

PLP: proteolipid protein

PTGS2: prosztaglandin-endoperoxid szintaz 2

qRT-PCR: quantitative real-time polymerase chain reaction (kvantitativ valos ideji
polimeraz lancreakcio)

Runx2: Runt related factor 2 (Runt-szerli transzkripcios faktor-2)

SD: standard deviance (standard deviacio)

Sca-1: stem cell antigen 1 (Ossejt antigén-1)

SEM: standard error of the mean (az atlag standard hibaja)

Spp1: secreted phosphoprotein 1 (szekretalt foszfoprotein-1)

Stro-1: sztroma sejtantigén- 1

Th: T helper cell (segité T-sejt)

TNF-a: tumor necrosis factor alpha (tumor nekrozis faktor-alfa)

TGF-B: transforming growth factor beta (transzformald novekedési faktor-béta)
VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1 (vascularis sejtadhézios molekula-1)
VEGEF: vascular endothelial growth factor (ér-endotél novekedési faktor)
vWEF: von Willebrand faktor



I1. Bevezeto

I1.1. A mesenchymalis 6ssejtek (MSC) definialasa

A feln6tt csontveldben elkiilonithetiink egy alaktanilag fibroblasztokra emlékeztetd
sztromalis sejtpopulaciot. Ezek a sejtek in vitro kultardban a tenyésztéedény aljahoz
tapadnak (1), in vivo mezodermalis eredetli szoveteket, mint csont-, porc-, zsir- €s
vérképzest segitd sztroma hoznak Iétre (2), és onmegujitasra képesek. Ennek kisérletes
bizonyitékaul szolgél, hogy egyetlen sejtbdl létrejové kolonia is immunhidnyos egerek
bore ald iiltetve aprd, csonttal koriilvett csontveld ,,szervecskét” képez, melyet a recipiens
szervezetének hematopoietikus dssejtjei (HSC) benépesitenek (3). A fent emlitett
jellemzék  tiikkrében ezeket a sejteket mesenchymalis Ossejteknek (4) vagy
sztromasejteknek nevezziik.

Koloniaképz6, multipotens sejtek nem csak a csontvelében fordulnak eld, hanem
minden szovetiinkben és szerviinkben, mint példaul az agy, 1ép, maj, vese, tiido,
csecsemOmirigy, hasnyalmirigy, izom-, zsir-, porc- €s inszovet, iziileti belhartya, fogak
gyokérhartyaja, nagy erek, mint az aorta és végezetiil periférids vér, koldokzsinor vér és
magzatviz (5-13). Ezekben a tanulmanyokban a szerzOk nem egységes protokoll és
kritériumrendszer alapjan izolaltdk az MSC-szerti sejteket, mivel az MSC-knek sajat, csak
rajuk jellemzd sejtfelszini antigénjiik nincsen. Az MSC-k felszinén meglévd
markermolekuldk fajonként (14,15), allattérzsenként (16) és szovetenként (13,17) is eltérd
mintazatot mutatnak. A human MSC meghatarozasara a Nemzekozi Sejtterapiads Tarsasag
(ISCT: International Society for Cellular Therapy) a kovetkezd kritériumrendszert
fogalmazta meg (18): az MSC

e kitapad a tenyésztéedény aljahoz (adherens)

e specidlis sejtfelszini antigénprofil jellemzi:
o >95% pozitiv CD90, CD105 ¢s CD73 molekulakra
o <2% pozitiv CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 és MHC

IT vérsejtfejlodési sorokra jellemz6é molekuldkra
e multipotens: in vitro differencidltathatdé csontképzd, porc- ¢és zsirsejt
iranyba.
Az egér MSC definialasanal alkalmazhatjuk az adherenciat és multipotencidt, azonban az

ISCT sejtfelszini markerekre vonatkozd javaslatainal figyelembe kell venniink, hogy az



egér MSC sejtfelszini markerprofilja nem teljesen egyezik az emberével (1. tablazat).

P¢ldaul a CD90 kifejezddését egér MSC-n ellentmondasok 6vezik (14,15).

Sejtfelszini antigén Fehérje Ember| Egér

CD13 alanin-aminopeptidaz ++ +/-

CD29 B 1-integrinlinc ++ ++

CD44 hialuronsav receptor ++ ++

CDA49%¢ a5-integrinlanc ++ ++

CD73 ekto-5'-nukleotidaz + +

CD90 Thy-1 antigén ++ +/-

CD105 endoglin ++ ++

CD106 VCAM- 1.: vascular cell adhesion molecule 1 (vascularis | it
sejtadhéziés molekula 1)

CD146 MCAM: Fflelanoma cell adhesion molecule (melanoma i .
sejtadhézids molekula)

CD166 ALCA,;M: actlvgted lleukoclzy.t,e cell adhesion molecule ++ n
(aktivalt leukocita sejtadhéziés molekula)

CD271 LNG.F,R:’ 19W af"ﬁmty n,erye growth factor receptor (kis i na.
affinitast idegndvekedési faktor receptor)

Sca-1 stem cell antigen 1 (Gssejt antigén-1) ++ -
stage-specific embrionic antigen-4 (stadium-specifikus

SSEA-4 L . ++ ++
embrionalis antigén-4)

STRO-1 stromal precursor antigen 1 (sztromalis el6alak antigén-1) ++ n.a.
mesenchymal stem cell antigen 1 (mesenchymalis 6ssejt-

MSCA-1 Sonenyma gen 1 ( v Bl s+ | na
antigén-1)

1. tablazat. Az ember és az egér MSC sejtfelszini marker antigénjei. A +/— jelek azt jelzik,
hogy a populacio hany szdzaléka fejezi ki az adott antigént: ++ (50-100%), + (< 50%) és
— (0%). Tovabbi jelolések: +/- (ellentmondo adatok); n.a. (nincs adat); * (TNF-a kezelés
hatasara fejezodik ki). A tablazat osszedllitasahoz a kévetkezo kozleményeket hasznaltuk
fel: (15,19).

I1.2. Az MSC-k funkcioi és jelentosége

Az MSC-k amellett, hogy szdmos sejttipussd képesek differencialodni, szamos
biolégiailag aktiv faktort is termelnek (20), ¢és ezen képességeik alapjan a sériilést,
szovetpusztulast kovetd regeneracioban vehetnek részt. A regenerdcid soran sziikség van
az elhalt szovetek potldsara és az Gjonnan képzddott szovetben 1) erek kialakuldsara,

illetve a sériilést kovetd gyulladdsos folyamatok csillapitdsara (1. abra). Az MSC-k

crcr



iranyaba differencialédnak, vagy apoptozis- €s hegképzddésgatld anyagokat szabaditanak
fel, valamint trofikus faktorokkal stimuldljak a nyugvd szoveti progenitor sejtek osztddasat
(21). Masrészt a sériilés helyén tamogatjak az 0j erek képzddését proangiogén faktorok
termelésével (22), és pericitaként funkciondlva tamaszthatjak az jonnan képzddd ereket
(23). Harmadrészt a szovetpusztulds soran fellépd gyulladast €s immunvalaszt gatolhatjak
(24). Az MSC-k kiilonbozo folyamatokban betoltott szerepét kiilon taglaljuk

differencialddasi és faktortermelési szempontbol.

DIFFERENCIACIO FAKTORTERMELES

Mesenchymalis 6ssejt

REGENERACIO
DIFFERENCIACIO - IMMUNMODULACIO

© ©

makrofag T seJt
porcképzd sejt zsirsejt <‘:
{ % B SC_]t
s
@ neutrofil

granulocita
csontképzd sejt @ dendritikus sejt

természetes 616sejt
+ Dbeépiilés, szovetiranya  * proangiogén faktorok * immunszuppressziv
differenciacio termelése faktorok termelése

* trofikus,apoptézist,heg- * pericitadifferenciacio
képzodést gatld faktorok
termelése

1.dbra. Az MSC-k kettés tulajdonsdaganak megnyilvanulisa a szoveti regenerdcio
folyamataban.

A fent emlitett funkcidikat kiakndzva az MSC-k a hematopoietikus dssejtekhez
hasonldéan sejtterapids eszkozként alkalmazhatdak, felhasznaldsi moédjuk azonban
rendkiviil sokféle lehet a sejtek kozvetlen vénaba oltasatol, az ésvényhordozéra
bejuttatasaig. A klinikumban vald megjelenést a betegségmodellekben kapott biztatd
eredmények alapoztak meg. Az MSC-k klinikai kiprobalasa 1995-ben kezdddott (25) és
napjainkban nagyon intenziven zajlik. Az egyesiilt allamokbeli Nemzeti Egészségiigyi

Intézet (National Institutes of Health, NIH) 4&ltal létrehozott ClinicalTrials.gov honlap



adatbazisaba eddig tobb mint 650 olyan tesztet regisztraltak (2015. oktdber), amelyben
mesenchymalis dssejteket vagy sztromasejteket hasznaltak terapias célbol. A honlap adatai
szerint mar 39 orszagban folynak klinikai vizsgalatok MSC-kel, és a klinikai tesztek fele 2-
es klinikai fazisba Iépett (26). Az MSC terapidval kezelni kivant betegségek kore rendkiviil
szerteagazo, ¢s vannak olyan teriiletek, melyeknél tobb biztatd eredmény is Osszegytlt:
reumas iziileti gyulladas, artrézis (27,28), szisztémds lupus erythematosus (29-31),
miokardialis infarktus (32-36), Crohn-, ¢és graft-versus-host betegség (GVHD) (37,38).
Mivel az MSC-k a szervezetben a meglévé tumorokba vandorolnak, ez a tulajdonsaguk
felvetette annak a lehetdségét, hogy a sejtold faktorok termelésére genetikailag méddositott
MSC-k a daganatban hatékonyan pusztitsik a rakos sejteket. Citokinek, elédrogokat
atalakitd enzimek, érképzddést gatlo és apoptozist eldsegitd anyagok termelésére
modositott MSC-k hatékonynak bizonyultak kiilonb6zé in vivo tumormodellekben.
Ugyanakkor a genetikailag modositott MSC-k hasznalata nem ismert kockazatot jelenthet,

épp ezért daganatterapiara nem hasznalnak médositott MSC-ket (39).

I1.3. Az MSC-k differencialodasa, szerepe a sériilt szovetek tjraképzodésében

Mint mar emlitettiik, az MSC-k a szdvetek wjraképzddése soran kozvetleniil
beépiilhetnek az adott szovetbe kiilonféle sejtekké torténd differenciacid utdn. Az MSC-k
in vitro differencialtathatéak mezodermalis (csont-, porc-, zsir-, in- €s izomszovet)
iranyokba (40,41). A késobbiekben a felsorolt iranyokba az MSC in vivo differenciacioja is
igazolast nyert, tobb kisérletes allatmodellben és human regenerativ terapidban sikeriilt
bizonyitani az MSC-k differenciaci6 utani kozvetlen beépiilését a sériilt szovetbe. A human
csontvelobdl izolalt, kitapadd MSC-k egér szivizomba oltva beépiiltek, szivizomma
differencialodtak, ezekre a sejtekre jellemzd fehérjéket (dezmin, B-miozin nehéz lanc, o-
aktinin, troponin T) fejeztek ki, és a sejtekben szarkomer struktirdk is felfedezhetdek
voltak (42). Kecske csontveldi, kitapadd, multipotens, zold fluoreszcens fehérjével (GFP)
jelolt MSC-k kecskék térdiziiletében sebészi uton kialakitott artrozis modellben
voltak az ujonnan képzddd porcszovetben (43). Patkdny csontveldi, fluoreszcensen jeldlt,
CD31, CD34, CD45, CD29', CD90" MSC-k kisérletes patkany szivizomelhalas
modellben szivizomba oltva szivizomsejtekké differencidlodtak, ¢és az 1Uj erek
képzddésében is részt vettek dezmin, troponin T, illetve von Willebrand faktor (VWF)

festédés alapjan (44). Egér csonttdrés modellben egér csontveldi CD11b, CD45, CD73",



CD44", CD29" MSC-k az eltort csontvégeknél képzddé 1ij csontszdvetben, a kalluszban
csontképzo sejtekké €s csontsejtekké differencialodtak (45).

Az MSC-k teréapias hatékonysagat tobb kisérletes modellben és klinikai tesztben
igazoltak, de a legtobb esetben nem volt kimutathaté az MSC-k beépiilése a regeneralodod
szovetbe, amibdl az kovetkezik, hogy az MSC-k a szoveti differenciaciot serkenthetik egy
masik mechanizmus altal is, mégpedig az apoptozist gatlo €s a nyugvo szoveti dssejtek
osztodasat stimuldldé novekedési faktorok termelésével (46). A mar emlitett patkdny
szivizomelhalas modellben az MSC-k in vitro szovettenyé€szetben proangiogén ér-endotél
novekedési faktort (vascular endothelial growth factor, VEGF), apoptédzist gatlo
adrenomedullint, mitogén €s proangiogén majsejt (hepatocita) novekedési faktort (HGF) €s
mitogén inzulinszerli novekedési faktor-1-et (IGF-1) termeltek, melyek szintje az MSC-vel
kezelt allatok vérében megndtt, ellenben azt nem bizonyitottdk, hogy ezeket a faktorokat
valéban az MSC-k termelték in vivo (44). A mar szintén korabban emlitett csonttorés
modellben a kallusz endostealis részén csontképzo sejtekké differencialodott MSC a torott
csont Osszeforrasaban alapvetd szereppel bird csont morfogenetikus fehérje-2-t (bone
morphogenetic protein 2, BMP-2) szekretalt, amely irdnyitja a csontképzd sejtek
differenciacidjat a sériilés helyén (45,47). Természetesen léteznek olyan vizsgalatok is,
ahol az MSC-k differencidcidja a regeneracioban kizarhato volt a kisérleti elrendezés miatt.
Példanak okaért, ha az MSC-k kondicionalt médiumat hasznaljuk fel terapias eszkdzként,
akkor az MSC-k altal termelt parakrin faktorok vagy mikrovezikulak vizsgalatara nyilik
lehetéség. Az MSC szekrétum szamos citokin, novekedési faktor, extracellularis
matrixfehérje és szovetmegujuladsban részt vevd enzim egyvelege (48), mig az 50-1000
nm-es mikrovezikuldk fehérjék mellett mRNS, mikroRNS és lipidmolekuldkat is
tartalmaznak (49). Az MSC-k kondicionalt médiuma és az abbol kinyert mikrovezikulak
gyogyaszatilag hatékonynak bizonyultak tobb kisérletes allatmodellben is mint példaul

szivinfarktus, maj-, vese-, tiido-, €s agykarosodas (50-55).

I1.4. Az MSC-k szerepe az érképzédésben

Vannak olyan esetek, amikor a szoveti regeneraciohoz fokozottan sziikség van 1j
erek képzddésére is pl. széliitést vagy infarktust kovetOen, illetve kronikus sebek,
szervkarosodasok, vagy csonttorések gyogyuldsanal, esetleg szdvettranszplantacid utén.

Tobb kisérleti adat is aldtdmasztja, hogy az MSC-k serkentik az érképzdédést, mely
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folyamatban mind az eret alkot6 sejtek iranyaba torténd differencidcid, mind a proangiogén
faktorok termelése szereppel bir (56).

Az MSC-k endotélsejt iranyba torténd differenciaciojat ellentmondéasok ovezik,
ugyanis az MSC-k az in vitro differenciaci6 soran kifejezik az endotélsejtekre jellemzd
molekuldkat (CD31, CD34, VEGF receptor 1 ¢és 2, vascularis sejtadhéziés molekula-1
(VCAM-1), vWF) (57,58), ez azonban még nem elegendd, hogy ezeket a differencialodott
MSC-ket endotélsejteknek nevezhessiik. Az endotélsejt differenciaciét funkcionalis
tesztekkel is igazolni kell. Az egyik lehetdség erre az érszerti Un. prevascularis struktura
teszt, melyben az MSC-k VEGF jelenlétében specialis matrixon prevascularis strukturakat
képeznek (57,58). Ez a specialis matrix a Matrigél, amely az Engelbreth-Holm-Swarm egér
szarkdma sejtek altal termelt, alapmembranhoz hasonld Gsszetételii extracellularis matrix.
VEGF hatasara nem minden esetben fejezddtek ki az emlitett endotélsejt markerek (59).
Ezen tulmenden csak egyetlen tanulmany van, melyben elektronmikroszkopos
felvételekkel tdmasztottak ala, hogy a differencialtatott MSC-k endotélsejtekre jellemzd
morfologiaval, Weibel-Palade testekkel, szoros kapcsolatokkal ¢és caveolakkal
rendelkeznek (60). Emellett kevés adatot talalhatunk a szakirodalomban, mely az MSC-k
emlitett kisérletes patkdny szivizomelhalds modellbdl szdrmazik, amikor szivizomba adva
az MSC-ket, azok szivizomsejteken kiviil endotélsejtekké is differencidlodtak vWF
elmult években sokkal inkabb teret hdoditott az a nézet, hogy az MSC-k a csontveldben,
mas szervekben és szovetekben is erek kozelében helyezkednek el és gyakorlatilag
pericitaként funkcionalnak (21). Ennek az elméletnek az alapjat az a munka képezte,
melyben human vazizombol, méhlepénybdl, hasnyalmirigybdl és zsirszovetbdl pericitakat
izolaltak, melyek pozitivak voltak MSC markerekre (CD44, CD90, CD73 ¢és CD105),
negativak endotélsejt, hematopoietikus sejt €s vazizom markerekre (CD34, CD45, CD56),
¢s differencialtathatoak voltak zsir, csont, porc és izom iranyba (61). Az erek kozelében
elhelyezked6 MSC-ket CD146 kifejezddésiik alapjan lehetett megkiilonbdztetni a tobbi
MSC-t8l. A CD146" MSC-k a csontveléi MSC-knek az az alpopulacidja, mely képes volt
megujitani onmagat €s létrehozni azt a niche-t, melybdl szdrmazott vagyis hidroxiapatit
kristallyal egyiitt bOr ala beiiltetve paranyi csontveldszervet alakitott ki, melyben HSC-k
jelentek meg (3). Egy friss kozlemény szerint a CDI146 csontveldi multipotens

sztromasejtek in vitro angiogenezis modellben kevésbé hatékonyak, mint az erek
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kozelében elhelyezkedd CD146", CD34 MSC-k (62). A fenti adatok arra utalnak, hogy a
kiilonboz6 szovetekben 1évo pericitak is MSC-k, de nem minden MSC helyezkedik el erek
kozelében, és az eltérd lokalizacio funkcionalisan eltérd jellegeket von maga utan. MSC-k
forrasdul nem csak pericitdk, de a nagy artéridk kiilsé rétege is szolgalhat (63). Masrészt
pedig az in vitro angiogenezis modellben az MSC mint tamasztosejt, pericita vesz részt
(23). Ebben az in vitro modellben a human MSC-k és a human koldokzsinor véna eredetli
endotélsejtek (human umbilical cord vein endothelial cell, HUVEC) az egyiittenyésztés
soran Matrigél vagy mas extracellularis matrix komponens nélkiil is epidermalis
novekedési faktor jelenlétében prevascularis strukturakat képeztek. A HUVEC-ek altal in
vivo alkotott ereket az MSC pericitaként koriilvette és ¢lettartamukat meghosszabitotta
(64).

Az érképzidés serkentésének masik aspektusa az, hogy az MSC-k proangiogén ¢€s
mitogén faktorokat termelnek. Az MSC-k VEGF-et, HGF-et, IGF-1-et, transzformald
novekedési faktor-pf-t (TGF-B), fibroblaszt novekedési faktor-2-t (FGF-2), angiopoietin-1-
et, monocita kemoattraktans protein-1-et, interleukin(IL)-6-ot, placenta-eredeti novekedési
faktort és még szamos mdas proangiogén funkcidju faktort szekretdlnak (22,50,65-67).
Ezeknek a faktoroknak a hatasa az endotélsejtek angiogenzisének egyes Iépéseire
(endotélsejtek osztddasa, vandorlasa, extracellularis matrix bontésa, prevascularis struktura
képzése) in vitro rendszerekben ol tetten érhetd. A proangiogén faktorok termelése altal az
MSC-k, vagy az MSC sejtkultra kondiciondlt médiuma fokozta az endotélsejtek
osztodasat és vandorlasat egy specialis tenyésztéedény felsd kamrajabol az also kamrajaba
szérum mentes kornyezetben, illetve csokkentette az endotélsejtek apoptozisat (50,68,69).
S6t, az MSC-k kondiciondlt médiuma serkentette az endotélsejtek extracellularis matrix
bontasat is (69). Ezen tilmenden 6nmagaban az MSC-k kondicionalt médiuma is kivaltotta
az endotélsejtek prevascularis struktirakba rendezddését Matrigélen vagy fibringélen
(65,70). Sajat kisérleteink alapjan tudjuk, hogy az MSC-k altal termelt galektin-1 (Gal-1)
fontos szereppel bir az MSC-k érképzddést eldsegitd szerepében mind in vitro, mind in
vivo, ugyanis galektin-1 hidnyos egérbdl szarmazd6 MSC-k endotélsejtekkel kevesebb
prevascularis struktirat képeztek, és a 4T1 emlétumor mikroerzettségét is a vad tipusa

MSC-khez képest kevésbé noveltek (71).
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I1.5. Az MSC-k szerepe az immunvalasz szabalyozasaban és a gyulladas
csokkentésében

1I.5.a. Az MSC-k immunmodulald képességének fizioldgias eredete

Az ezredforduld felfedezései kozé tartozik, hogy az MSC-k gatoljadk az
immunvalaszt (72), mely a kutatok figyelmét az MSC-k immunrendszerrel valo
kapcsolatdra iranyitotta. A csontvel6i MSC-k immunmoduldld képességét abbol
eredeztetik, hogy az MSC-k elsddleges szerepe a csontveldben a hematopoietikus niche
fenntartasa és védelme a gyulladasos folyamatoktdl. Kisérleti adatok arra utalnak, hogy a
hematopoietikus niche kialakitdsa nem minden csontveldi MSC alpopuldcio sajatsaga, csak
a CD146", vagy nestin” MSC-kre jellemz6. Ezt bizonyitja, hogy a CD146" MSC-k bér ala
oltva kis csontveld szervet, hematopoietikus niche-t alakitanak ki, melybe hematopoietikus
sejtek telepednek meg (3). Mas megtfigyelések szerint az intermedier filamentum nestint
kifejez6 MSC-k szamos, a hematopoiezis fenntartasahoz sziikséges faktort termelnek,
példaul az angiopoietin-1-et, osteopontint, IL-7-et, VCAM-1-et és kemokin (C-X-C)
motivumot tartalmazo ligand-12-t (CXCL-12). A nestin® MSC-k vérképzés tamogatasaban
betoltott szerepét in vivo is igazotak, mivel a nestint kifejez6 sejtek szelektiv elpusztitasat a
HSC-k szamanak csokkenése kovette, illetve a letalisan besugarzott egereknél a HSC-k a
csontveld benépesitésekor a nestin'® MSC-k kozelében telepedtek meg (73). Egyéb
szovetekben eléforduld MSC-k immunmodulédlo képességének eredetére két elképzelés all
fenn. Az egyik szerint a szoveti sériilés esetén kisebb erek is karosodhatnak, mialtal a
pericitdk nyugalmi allapota megbomlik, aktivalddnak és trofikus, illetve immunmodulalo
sejtekké valnak, amelyek azonosak a szoveti MSC-kkel (20). A masik elmélet szerint az
immunszabalyozasban a kiilonb6z6 szovetek sztromajanak van szerepe, ugyanis nem csak
a szoveti MSC-k, de mas sztromalis sejtek, mint pl. kiillonb6z6 szovetekbdl szdrmazd
fibroblasztok is immunszuppresszivek (74). Példanak okaért az artrozisban vagy reumas
izlileti gyulladasban szenvedd betegek iziileti belhartyajabol izolalt fibroblasztok is
miikodést iziileti belhartya fibroblasztjai aktiv modon kézremiikodnek a reumads iziileti

gyulladas fenntartasadban és feltehetdleg kialakuldsaban is (76).
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11.5.b. Az MSC-k és a veleszuletett immunitas

Az MSC-k a velesziiletett immunitasban résztvevd sejttipusok miikodését
befolyasoljak, igy az immunvalasz sordn a koérokozok elleni elsé védelmi vonalat is
szabalyozzak.

A makrofagoknak kétféle altipusa alakulhat ki a korokozok molekularis mintazata
¢s kiilonboz6 immunsejtek altal kibocsatott medidtorok hatasara. Az M1-es gyulladasos
makrofdgok nagy mennyiségli gyulladasos citokint (tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),
IL-1B, IL-12), kiilonbozé kemokineket ¢€s sejtpusztitd hatdsu reaktiv oxigén- €s
nitrogéngyokoket (pl. NO) termelnek, ezaltal képesek a korokozokat elpusztitani és a
gyulladast, illetve a Thl-fliggd immunvalaszt fokozni. Az M2-es makrofagok ezzel
szemben gyulladasgatld hatdstak, immunszuppresszivek, és szerepiik van a szovetek
regeneraciojaban (77). Az MSC-k képesek a makrofdgok polarizaciojat M2-es iranyba
eltolni, amit a gyulladasgatld hatast IL-10 emelkedett szintli termelése €s a gyulladdsos
citokin csokkentett felszabaditasa jellemez (78). Az MSC-k immunszupressziv hatasat tobb
in vivo szdvetregeneracidos allatmodellben is Osszefliggésbe hoztdk a makrofagok M2
iranyba torténd polarizaciojaval. Példaul az MSC-k segitették a kisérletesen eldidezett
MSC-k maguk koré toboroztak az M2-es makrofagokat (79). Az MSC-k makrofagokkal in
vitro egylitt-tenyésztve polarizadltak a makrofagokat M2-es altipus irdnyaba, mely
emelkedett M2-es, csokkent Ml-es altipusra jellemzd citokintermelésben ¢s
enzimaktivitasban tiikr6z0dott. FeltehetOleg a szivizomba juttatott MSC-k is hasonld
modon befolyasoljdk a magukhoz toborzott M2-es makrofagok citokin- ¢€s
enzimaktivitasat, erre vonatkozoan azonban az in vivo modellben a szerzok kozvetlen
bizonyitékkal nem szolgaltak (79).

A neutrofil granulocitdk is a természetes immunitds fontos elemei. A neutrofil
granulocitak  altal bekebelezett baktériumok elpusztitasinak egyik elfogadott
mechanizmusa a szabadgyoktermelés, ugyanakkor a szabadgyoktermelés nem megfeleld
szabalyozasa koros allapotokat, sulyos szdvetkarosodast is eldidézhet a szervezetben (80).
Az MSC-vel eléinkubalt neutrofil granulocitdk kevesebb szabadgyokot termelnek, de a
kisérletes (opszonizalt zimozan) fagocitald képességiik nem valtozik (81). Mi tobb, egy
tanulmany arrdl szamolt be, hogy az MSC-k segitik a neutrofilok baktérium bekebelezését
(82). Emellett az MSC-k csokkentik a neutrofil granulocitak apoptozisat kokultira

rendszerben (81).
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A természetes 0losejtek (natural killer, NK) szerepe a fertdzott €és daganatsejtek
elpusztitdsa ¢és gyulladasos citokinek termelése. Az MSC-k gatoljdk az NK-sejtek
osztodasat, aktivacids receptor kifejezOdését ¢€s sejtold  aktivitdsat  kiilonbozo
tumorsejtvonalakkal szemben (83,84), ellenben az MSC-k hatdsa az NK-sejtek gyulladasos
citokintermelésére nem egyértelmii (85).

A dendritikus sejtek legfontosabb feladata a feldolgozott antigének bemutatasa a T-
sejteknek, mely folyamat hidat képez a velesziiletett és a szerzett immunitas kozott. Az
MSC-k gatoljak a dendritikus sejtek in vivo érését, citokintermelését és nyirokcsomokba

room

torténd vandorlasat (86). Majkarosodas in vivo modelljében az MSC kezelés eldidézi a

dendritikus sejteldalakok regulalo tipussa torténd differenciaciojat, mely sejtek segithetik a

regulald T-sejtek differencidciojat (87).

makrofagok: T-sejtek:
1 differenciacio | CD4+ és CD8+ T-sejtek
gyulladascsokkentd osztodasa
(M2) iranyba, IL-10 { Thl iranyba
termelés d.1ffer.en01é016'és Thl-es
| differencidcié : ;‘}tl‘;ki‘r“éf;mmfles (IEN-)
gyulladéasserkentd differenciaci6 és
(M1) iranyba, NO — citokintermelés (IL-4)
termelés / 1 regulald T-sejt
differenciacio

| Thl7 iranyba
differenciacio és
citokintermelés (IL-17)

neutrofil
granulocitak:

| apoptozis

| szabadgyok MSC B-sejtek:
termelés \ | osztodas
1 fagocitozis | immunglobulin
termelés
természetes olosejtek:
| osztddas — g
| aktivacios receptor dendrlqkus sejtek: .
kifejezddés | érés, citokintermelés és nyirokcsomoba vandorlas
| sejtold folyamatok 1 regulalo tipusu sejtté differenciaco

2. abra. Az MSC-k hatdsa az immunsejtekre
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11.5.c. Az MSC-k és a szerzett immunitas

A szerzett immunitas részeként a B- és T-sejtek klonjai receptoraikkal a patogének
specifikus molekulait (antigénjeit) ismerik fel lehetdvé téve az adott korokozd elleni
hatékony védelmet (2. abra). A T-sejtek miutan receptorukkal felismerték az antigént,
osztodasba kezdenek ¢s kiilonbozd effektor funkciokat latnak el (citokintermelés, sejtdlés).
A B-sejtek az antigéneket felismerd ellenanyagok termelésére specializalodtak. A
kovetkezOkben bemutatjuk, hogy az MSC-k hogyan befolyasoljak ezeknek a sejteknek a
mitkodését.

Az MSC-k szovettenyészetben gatoljak a B-sejtek osztodasat megrekesztvén a
sejtciklusukat GO/G1 fazisban, €s csokkentik a B-sejtek immunglobulin termelését is (88).
Az MSC-k gatld hatasa kiilonb6zd korképekre jellemzO antitestek termelésére is tetten
érhetd. A szisztémas lupus erythematosus in vivo egér modelljében a ciklofoszfamiddal
kombinalt human MSC adasa jelentdsen mérsékli a betegségre jellemzod kettds-szala DNS
molekuldk elleni antitestek mennyiségét az allatok széruméban (89). A sclerosis multiplex
egér modelljében az autoantigénként hasznalt proteolipid protein (PLP) fehérjével reagald
autoantitestek mennyiségét az MSC kezelés csokkenti (90).

Az MSC-k a humoralis valasz effektor sejtjein kiviil gatoljak a gyulladasos T-sejtek
(Thl, Th17) funkcioit is (91). Ilyen vonatkozasban az elsé megfigyelések egyike az volt,
hogy az allogén vagy az autolog human MSC-k egyarant gatoljak a PHA-stimulalt CD4"
és a CD8" T-sejtek osztodasat (92). Az MSC-k a CD4" T-sejtek citokinszekrécidjat Th2
iranyba toljak el, ugyanis a human MSC-k csokkentik a Thl iranyba differencidltatott T-
sejtek IFN-y termelését, ¢és fokozzdk a Th2 irdnyba differencialtatott T-sejtek IL-4
szekrécidjat. Megfigyelték azt is, hogy az MSC-k ¢és az IL-2-vel kezelt periféridlis vér
mononuklearis sejtjeinek (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) kokultarajaban
magasabb a CD4" CD25" reguldldé T-sejtek szama az MSC nélkiili PBMC kultiirahoz
képest (93). Az MSC-k in vitro kokulturdban T-sejtekkel csokkentik a Thl7-sejt
differenciacionak kedvezd citokinek mennyiségét, a Thl7-sejtek aranyat ¢s IL-17
termelését (94). Az MSC-k kiilonboz6é in vivo allatkisérletes betegségmodellekben is
gatoljak a T-sejtek altal kifejtett patologias, gyulladdsos folyamatokat. Egerekben
streptozotocinnal kivaltott 1-es tipust cukorbetegségben az inzulintermeld B-sejtek elleni

T-sejtes immunvalaszt a csontveldi MSC-k visszaszoritottdk, igy segitették a

crcr
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11.5.d. Az MSC-k immunszuppressziv faktorai

Az MSC-k immunszuppressziv hatdsanak mechanizmusat sok tanulmany
igyekezett feltdrni, melyek ramutattak, hogy az MSC-k immunregulacidja egy Osszetett,
tobbfaktoros, fajspecifikus folyamat. A kovetkezd fejezet a human és egér MSC-k
legfontosabb immunszuppressziv faktorairol fog attekintést adni (3. &bra). Mivel a
vizsgalatok tobbsége az MSC-k T-sejtekre gyakorolt hatasdra iranyult, igy ebben a
fejezetben az ebben a folyamatban részt vevd faktorokrol lesz szd a felfedezés idérendi
sorrendjében.

A human MSC-k szdmos, az immunvalasz szabdlyozasidban szereppel bird
mediatort termelnek. A TGF-B1 az immuntolerancia kialakitdsaban vesz részt a T- és B-
HGF-et kezdetben mint méjsejtekre ¢s kiilonb6zd epitélsejtekre mitogén hatasu fehérjét
tartottak szamon. Immunregulald szerepére eldszor az a GVHD modellel végzett
tanulmany vilagitott rd, melyben igazoltdk, hogy azon egerek bélepitéliuma, melyek
vazizmaba HGF-et transzfektaltak, kevésbeé karsosodott, €s parhuzamosan a T-sejtek majba
torténd infiltracioja csokkent (97). A human MSC-k altal termelt TGF-B1 és HGF szerepe
ellentmondasos, ugyanis ezeket a fehérjéket neutralizdlo ellenanyagok enyhitették az
MSC-k gatlo hatasat a kevert limfocita reakciora (92), mig mas csoportok altal végzett
vizsgélatokban a neutralizdlo ellenanyagok nem befolyasoltak az MSC-k osztdédasgatlo
hatasat aktivalt T-sejtekre (98,99). A nem klasszikus MHC I molekuldk kozé tartozo
humadn leukocita antigén-G (HLA-G) immunszuppresszidban betdltott szerepe a magzattal
szembeni anyai tolerancia kialakitdsanal valt nyilvanvalova. Egyik szolubilis izoformdja, a
HLA-GS kevert limfocita reakcidhoz adva részlegesen gatolja a T-sejtek osztodasat (100).
A HLA-G5 funkciojat az MSC-k T-sejt osztdédasgatlasdban tobb tanulmany is
egyértelmlien bizonyitotta neutralizald ellenanyagok segitségével (101-103). A
prosztaglandin E2 (PGE2) szerepe azért meriilt fel, mert a T-sejtekben az EP2/EP4
receptorokon keresztiil, cAMP-medialt ton a kiilonboz6 jelatviteli folyamatok végiil a T-
sejtek osztodasanak gatlasat eredményezik (104). Az eddigi adatok ellentmondasosak:
egyes tanulmanyok arrél szamolnak be, hogy az MSC-kben a PGE2 szintézisének gatlasa
részlegesen vagy teljesen visszaforditja az MSC-k T-sejt osztodast gatldo hatasat
(93,99,105,106), mig masok szerint a PGE2 szintézis gatlasa nem befolyasolja az MSC-k
ilyen funkciojat (74,105,107). Nemcsak a human MSC-k, hanem szamos sejtféleség termel

IL-10-et, egy olyan citokint, melynek meghatarozo szerepet tulajdonitanak a gyulladdsos
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¢és autoimmun korképek kialakuldsanak megel6zésében (108). Az MSC-eredeti IL-10
mégsem jarul hozza az MSC-k T-sejtekre kifejtett osztodasgatlo hatasahoz (105). A human
MSC-k legfontosabb immunmodulalé faktora az indolamin-2,3-dioxigendz (IDO), egy
triptofdn lebomlast katalizdlo enzim, ami melléktermékként kinurenint és mas
anyagcseretermékeket eredményez. IDO-t tobbféle sejt is termel, pl. makrofagok,
dendritikus sejtek ¢€s fibroblasztok (74,109). Az IDO triptofanszegény kornyezetet
teremtve vagy a kinurenin Ut anyagcseretermékeinek proapoptotikus hatasan keresztiil
gatolja a T-sejtek osztddasat (109). A human MSC-k altal termelt IDO szerepét azok
triptofdn analoggal torténd kezelésével tobb tanulmany is igazolja, mivel az IDO
enzimmiikddésének gatlasa az MSC-k T-sejt osztodasanak gatlasat megsziinteti
(74,99,106,107,110-112). A triptofan potldsa MSC-T-sejt kokulturaban megsziinteti az
MSC gatlo hatasat a T-sejtek osztddasara, mely azt tdmasztja ald, hogy az IDO a triptofan
megvonasan keresztiil hat (110), mig mas kisérletben a kinurenin is szignifikansan

csokkenti a T-sejtek osztodasat (106).

A
q UV

human MSC egér MSC

Immunszuppressziv faktorok Immunszuppressziv faktorok
szerepe: szerepe:

HGF ® ] [ @ HGF
TGF-B1 v 8 % R RKR TGF-pI
HLA-G3 @ HLA-G5
PGE2 RNARKX x PGE2
IL-10 &% xR IL-10
IDO b 2 & ¢ IDO
NO b 4 T-sejt osztodas NO
PD-1ésPD-L12 @ 8/ PD-1ésPD-LI2
L6 O J L IL-6

3. dbra. A human és az egér MSC-k immunmodulalo faktorai. A zold pipajelek és piros
X-ek az adott immunszuppressziv faktor szerepét megerdsito vagy cafolo kozlemények
szamat jelzik. A O azt jelzi, hogy nem talaltunk erre a faktorra vonatkozo adatot T-sejt
osztodas gatlast illetéen.

A ragcsalo MSC-k immunszuppressziv faktorai részben egyezéek a human MSC-

ével, ugyanakkor lényeges kiilonbségeket is talalhatunk. Az egér MSC-k konstitutivan
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kifejezik a TGF-B1-et, és a TGF-B1 gatolja a T-sejt osztddast (91), ugyanakkor a TGF-1
semlegesitése  specifikus  ellenanyaggal nem  okoz  valtozast az  MSC
immunszuppresszidjaban, ami a TGF-B1 szerepét cafolja (113-115). Két masik faktor, a
HGF ¢és IL-10 nem gatolja az egér T-sejtek osztodasat (91), amit megerdsitenek az MSC-
T-sejt kokulturaban IL-10-et semlegesitd ellenanyaggal kapott eredmények (113,115). Az
egér MSC-k is konstitutivan szintetizdljak a PGE2-t (91), de annak fontossaga az
immunszuppresszidban még vitatott. Specifikus gatldszerekkel tobb fiiggetlen csoport is
igazolta a PGE2 részleges szerepét az MSC-k altal T-sejtekre kifejtett osztodasgatlasban
(91,114,116), mig masok kisérleteiben a PGE2 szintézis gatlasa nem 4llitotta helyre a T-
sejtek osztodasat (115). A T-limfocitdk B7 kostimulacios molekulakkal homologiat mutato
receptor membranfehérjéje, a programmed cell death 1 (programozott sejthalal-1, PD-1) és
az antigént prezentald sejtek felszinén 1évd ligandmolekuldi (PD-L-ek) kozott kialakulod
kolcsonhatasaként a T-sejt receptoron €s kostimuldcids molekulakon keresztiili T-sejt
aktivacio gatlast szenved (117). A limfocitakkal egyiitt tartott MSC-k felszinén a PD-1
ligandmolekulainak (PD-L1 és PD-L2) kifejezddése indukalodik. A limfocitdk PD-1
molekuldja és az MSC-k sejtfelszinén 1évé PD-L1 ¢és PD-L2 kolcsonhatdsaként mind a T-
sejtek, mind a B-sejtek osztdodasa csokken, ugyanis az ezeket a molekuldkat semlegesitd
ellenanyagok részben megsziintetik az MSC gatld hatasat a T-sejtekre és B-sejtekre (118).
A PD-1 siRNS-sel torténd csendesitése szignifikansan csokkenti az MSC-k in vitro
immunszuppressziojat (119), mig English és kollégai szerint a PD-1 és ligandjainak
blokkolasa nem allitja helyre az MSC-k altal gatolt T-sejt osztodast (91). Az 1L-6-hoz
mind gyulladés-serkentd, mind gyulladasgatld funkciok kapcsolhatok (120). Az egér MSC-
k altal termelt IL-6 immunszuppressziv szerepét két kozlemény hangsulyozza. Az IL-6-ot
semlegesitd ellenanyag részben feloldja az MSC-k gatlo hatasat (116), és az IL-6-deficiens
MSC a vad tipust MSC-hez képest kevésbé gatolja a T-sejtek proliferaciojat (121). Az
IDO részleges szerepét egér MSC T-sejtekre gyakorolt osztodasgatld hatasaban eddig csak
egyetlen kozleményben mutattdk ki (91), mas kutatoknak ezt nem sikeriilt megismételni
(99,114,115). A ragesalo MSC-k f6 immunszuppressziv faktora a nitrogén-monoxid (NO).
A NO magas koncentracioban kiilonboz6 hatadsmechanizmusok révén gatolja a
mitokondridlis 1égzést, a fehérjeszintézist €¢s DNS-, sejt-, illetve szovetkarosodast okoz
(122). A NO-ot a kiilonbozé NO szintazok (endothelialis; neuronalis és indukalhatdo NOS)
allitjak eld (114). Ragcsalokban a makrofdgok az L-arginin L-citrullinnd atalakitasa soran

nagy mennyiségli NO-t termelnek (123). MSC-kben az indukalhat6 NOS (iNOS vagy
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NOS2) gyulladasos citokin stimulusra termeli a NO-t, mely gatolja a T-sejtek osztodasat
(114,115). Az MSC-k altal termelt NO in vivo funkcidjat igazolja, hogy egér GVHD ¢és
izlileti gyulladds modellben az iNOS-hianyos egérbdl szdrmaz6 MSC-k csekélyebb
terapias hatékonysaguak, mint a vad tipust egérbdl izolalt MSC-k (115,121). Rendkiviil
izgalmas, hogy az emberbdl, kecskébdl ¢€s nyalbdl szdrmazé makrofagok nem
rendelkeznek iINOS aktivitassal (124). A human-, sertés- ¢s majomeredetii MSC-kben sem
figyelhetd meg iINOS aktivitas, €és specifikus gatloszerrel nem igazolhat6 a NO szerepe a
T-sejt osztddas gatlasaban, mig ragcsaldo MSC-kben magasabb az iNOS aktivitas €s az
INOS gatlasaval az MSC-k osztodasgatld képessége jelentdsen csokken (112,125).
Osszegzésként megallapithatjuk, hogy mind a human, mind a rigcsaldé MSC
immunszuppresszidjaban a PGE2 részleges szereppel bir, az IDO a human, a NO pedig a
ragcsalo.  MSC-k  meghataroz6  immunmodulalé  faktora. A  humédn MSC
immunszuppressziojaban a HLA-G szerepét is tobb tanulmany megerdsiti. A tobbi faktor
esetében az eredmények meglehetdsen ellentmondédsosak, vagy a szerepiiket illetéen

mindeddig csak kevés vizsgalat tortént (3. abra).

I1.6. Az MSC-k funkcioit befolyasolé tényezok: mikrokornyezet és heterogenitas

1I.6.a. A gyulladasos mikrokdrnyezet hatdsa az MSC-k funkcidira

Egyre gylilik azoknak az irodalmi adatoknak a sokasaga, melyek azt tdmasztjak ala,
hogy az MSC-ket koriilvevd mikrokornyezet, legfOképpen a gyulladasos sejtkozeg
erdteljesen befolyasolja az MSC-k biologiai funkciojat. A gyulladdsos kornyezet eltéréen
hat az MSC-k differenciacidjara, proangiogén funkcidjara €s immunmodulacidjara. A
gyulladasos szovet, illetve az aktivalt T-sejtek feliilluszoja gazdag gyulladéaskeltd
citokinekben (IFN-y és TNF-a) (126). Az immunsejtek altal kibocsatott gyulladaskeltd
citokinek (115,127) hatasat az MSC-k funkcioira a kovetkezd két alfejezetben targyaljuk.

11.6.a.1. Differenciacio és proangiogén hatds

A gyulladasoskeltd citokinek hatdsat az MSC differenciaciojara ellentmondasok
ovezik. Az eddigi tanulményokban leginkabb a TNF-a szerepét vizsgaltdk a csont
differenciacidban. Mig egyes szerzok szerint a TNF-a gatolja a csont differenciaciot (129-
132), masok szerint fokozza azt (133). Ha az MSC-t TNF-a és 1L-17 kombinaciojaval

kezeljiik, a csont differenciacid szintén erdsebb lesz (134). A harmadik allaspont szerint a
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TNF-a hatasa koncentraciofiiggd: alacsony koncentracioban (0,01 ng/mL) serkenti, magas
koncentraciéban (100 ng/mL) azonban gétolja a csont irdnyu differenciaciot (135). A TNF-
o gatolja a zsir €s porc iranyu differenciaciot is, mint ahogy egy masik gyulladasos citokin,
az IL-1B 1s (130,136). Az IFN-y hatasar6l az MSC differenciaciora eddig csak egy
tanulmany szamolt be, mely szerint IFN-y magas koncentracioban (200 ng/mL) gatolja az
(131). A gyulladasos kornyezet differencidciot gatldo hatasdra egy masik bizonyiték az,
hogy vad tipust egérbe oltva feltehetdleg az immunrendszer miikodésének kdszonhetden

az MSC nem differencidlodik csont irdnyba, mig timuszhidnyos (nude) egérben igen.

rrrrrr

rrrrrr

Eddig csak egy kozleményben talalhatunk informdaciot arrdl, hogy a gyulladasos
kornyezet hogyan befolydsolja az MSC-k proangiogén funkciojat. Az IFN-y/TNF-o-
elokezelt MSC-kben megnd a VEGF ¢és hipoxia indukalta faktor-la szekrécidja, mely
hozzajarulhat ahhoz, hogy a citokinekkel eldstimulalt MSC-k jobban eldsegitik a tumor

novekedését és az érképzddését (137).

11.6.a.2. Immunszuppressziv funkcio

Az MSC-k immunmodulélé funkcidja a. ,,licensing” révén aktivalodik. Mivel erre a
kifejezésre megfeleld magyar szakszo nem taldlhatd a hazai szakirodalomban, a
dolgozatban bevezettilk a citokinavatds fogalmat. A citokinavatas folyamata soran az
MSC-k gyulladasos citokinekkel taldlkoznak, mint az IFN-y, TNF-a és IL-1a/B, melyek az
MSC-ket immunmodulacio tekintetében aktivaljak, vagyis gyulladascsokkentd fenotipus
iranyaba toljak el. Ez utobbi fligg a felhasznalt faktor tipusatol, koncentraciojatol €s a
kezelés idOtartamatol (128). Egy masik tényezd az, hogy a gyulladasos citokinek altal
kozvetitett immunszuppressziv tulajdonsagot serkentd jelek mellett az MSC-k milyen
aranyban kapnak a gatld fenotipust elfojté, immunstimulaléd jeleket, mint példaul a Toll-
like receptor (TLR) aktivacio. A TLR3 és TLR4 aktivacio csokkentette az MSC-k Jagged1
fehérje expressziojat, ezaltal gatolva a Notchl-fiiggd T-sejt proliferacio gatlast (138).
Emellett a TLR3 és TLR4 aktivacioé indukalta az IL-1p, IL-6, IL-8, a TNF-szer(i apoptozis
indukald ligand (TRAIL) gyulladasos citokinek €s kemokin (C-C motivum) ligand 5
(CCLS5) expresszidjat (139). Kovetkezésképp a TLR3/4 aktivacid az MSC-ket
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gyulladasserkentd iranyba tolja el. Harmadrészt az MSC-k citokinavatdsa in vivo a
lokéalisan jelen 1évo, egyéni, a patologias folyamatok soran valtozo citokinkoncetracioknak
koszonhetden nehezen szabalyozhatd. Kovetkezésképp a kiilonb6zd betegségmodellekben
az MSC-k eltérd idépontokban torténd oltasa kiilonbdzé mértékben volt hatasos (140-142).
Tehat in vivo kdrnyezetben a citokinavatas megfeleld végbemeneteléhez azt is figyelembe
kell venniink, hogy a betegség mely fazisaban torténik az MSC oltés. Az IFN-y és a TNF-a
serkentd hatdsat az MSC-k immunszuppresszids képességére szamos kisérlet igazolja
(106,107,111). Ha az MSC-T-sejt kokultirakban az MSC-k kozel 100%-ban gatoljak a T-
sejtek osztddasat, akkor az MSC-k citokinavatasdnak nincs tovabbi gatlasnoveld hatdsa
(91). Polchert és kollégai az in vitro eredményeket in vivo kisérletben is igazolni tudtak: a
GVHD egér modelljében az IFN-y-val eldaktivalt MSC-k oltdsa hatdsosabbnak bizonyult a
betegség kialakulasdnak megeldzésében, mint a kezeletlen MSC-kkel valo oltas (143). Az
IFN-y dontd szerepét az MSC-k immunszuppressziv aktivitdsdnak a fokozasdban
tobbféleképpen is igazoltdk. Az MSC-k szuppressziv hatasat az aktivalt T-sejtek
osztodasara az IFN-y receptor specifikus blokkolod antitest megsziinteti (144). Az IFN-y-
sejteket, ellenben a kokultirdhoz 1,25 ng/mL koncetracioban adott IFN-y jelentdésen noveli
az MSC-k gatl6 hatasat IFN-y hianyos T-sejtekre (119). Az IFN-y receptor hianyos egérbdl
izolalt MSC-k sem gatoljdk az aktivalt T-sejtek osztdédasat, és a vad tipusa MSC-vel
ellentétben nem segitik elé6 a GVHD-s egerek tulélését (115). Ren és munkatarsai azt is
kimutattdk, hogy az MSC-k immunszupressziv aktivitasdnak fokozasara az IFN-y és TNF-
a vagy IL-1a/p kombinéacidja hatasosabb, mint az egyes citokinek dnmagukban (115). A
citokinavatds MSC immunszuppressziot serkentd hatdsa azon alapulhat, hogy az MSC-k
IFN-y-val és TNF-a-val torténd kezelése immunszuppressziv faktorok mint az IL-6, IL-10,
HGF, PD-L1, TGF-B1, PGE2, NO ¢s IDOI1, ¢és immunsejteket toborzé kemokinek mint
CXCL-9 ¢s CXCL-10 fokozott termelését valtja ki (91,115,145). Ezek a mediatorok MSC
kultaraban, aktivalt T-sejtekkel vagy gyulladasos citokinekkel torténd talalkozas hianyaban
nem, vagy csak nagyon alacsony szinten szekretdlodnak. Az egér MSC-ben
stimulalatlanul, normal tenyésztési koriilmények kozott az IDO, PD-L1 és PD-L2
kifejez6dés hidnyzik, a HGF kifejezddés pedig alacsony. Citokinkezelés nélkiil a human és
egér MSC iINOS ¢s IDO sem mRNS, sem pedig fehérje szinten nem fejezddik ki
(99,110,115,125).
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Ezekbdl az adatokbdl latszik, hogy mig a gyulladdsos kdrnyezet egyértelmiien
fokozza az MSC-k immunszuppressziv aktivitasat, addig kevés adat all rendelkezésiinkre
azzal kapcsolatban, hogy a gyulladdsos kornyezet hogyan befolyasolja az MSC-k
proangiogén funkcidjat, masrészt a gyulladasos citokinek a tanulmanyok tobbségében
gatoljak az MSC-k differenciacidjat. Ez utobbi megallapitasok alatdmasztasa azonban még

tovabbi vizsgalatokat igényel.

11.6.b. Az MSC funkcidk inter- és intrapopulacidos heterogenitasa

Az MSC kulturak heterogenitasa kétféleképpen értelmezhetd: egyrészt az egyedek
kozott megfigyelt, azaz MSC populaciok kozti (interpopulacids), masrészt az MSC
populacion beliili (intrapopulacios), tehat az egy egyedbdl izolalt MSC kultura
heterogenitdsat jelenti. A heterogenitds vagy sokféleség tiikrozodhet a sejtek
differenciacidés potencidljadban és kiillonb6zd biologiailag aktiv faktorok termelésében
(146). A populacidk kozti heterogenitas egyik példaja, hogy 17 donor csontvel6jébol
szarmaz6 MSC-k novekedési liteme, alkalikus foszfatdz aktivitasa, illetve csont iranyba
differencialtatva a csontspecifikus gének kifejezédése eltérd volt (147). Egy masik példa,
hogy 5 kiilonbozd egértdrzsbol izolalt csontveldor MSC-k eltérd Sca-1, CD34 ¢s CD106
kifejez6dést mutattak €s kiilonb6zé mértékben differencidlodtak csont, porc és zsir iranyba
(16).

A populacion beliili heterogenitast klonalis heterogenitasnak is nevezziikk. A
klonalis heterogenitds vizsgéalata visszanyulik egészen az MSC kutatds gydkereihez,
Alexander J. Fridenstein és kollégdinak munkassdgahoz, akik megfigyelték, hogy a
csontveldi sztromalis sejtek egy sejtbdl kialakuld kolonidinak egy része difftizios kamraban
in vivo csont- €s porcszovetet formalt, mig mas kolonidk megdrizték fibroblasztszera
morfologiajukat (1). Ezt kovetden Pittenger €és munkatérsai bizonyitottak elsdként, hogy a
human csontvel61 MSC klonok kozott vannak olyanok, melyek csont, porc €s zsir iranyba
is differencidltathatdak. Ezeket tekintették a kozlemény szerzéi valodi MSC-nek. A
korlatozottabb differencidcios képességgel rendelkezé klonokrdl feltételezték, hogy a
fenntartds folyaman elveszitették differenciacios képességiiket, vagy valamilyen
differenciacios utvonal irdnyaba elkotelezett progenitorsejtekrdl van szo (148). A klonalis
heterogenitds vizsgdlatat Muraglia ¢és kollégai 185 human csontveldi MSC klonra

terjesztettek ki. A klonok egynegyede mindhiarom irdnyba képes volt differencialodni, a
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legtobbjiik pedig csont €s porc iranyba differencidlodott csak. Olyan klont nem taldltak,
amely csont-zsir, porc-zsir, kizarolag porc vagy kizarolag zsir irdnyba differencidlodott
volna (149). Mivel a fenntartas sordn a klonok elveszitettek el6szor a zsir, majd a porc
iranyt differencidlodasi képességiiket, feltételezték, hogy a tapasztalt kiindulasi
heterogenitds hatterében egy csont iranyba torténd fokozatos elkdtelezddés all. Egy
késobbi tanulmany ellentmond ennek a hipotézisnek, ugyanis itt a vizsgalt 96 human
csontveldi MSC klon kozott a csont, pore €s zsir iranya differenciacié mind a 8 lehetséges
kombinacidja eldfordult. A két donorbdl izolalt klonok kozel fele tripotens volt, és a nem
differencial6do klonok arénya elenyészd volt (150). Ezzel szemben az Okamoto €s kollégai
altal vizsgalt telomerdzzal immortalizalt human klonok tobbsége elveszitette
differencialédasi képességét, és a tripotens klonok szdma is csekély volt (151). Mas
szovetbdl, mint példaul a zsirszovetbdl izolalt MSC populéacio is kiilonb6zd potenciali
kloénokat tartalmaz, legfOképpen csont-porc €s porc-zsir irdnyba differencidloddkat (152).
A fenti adatok ravilagitanak az MSC populaciok differencialodési heterogenitdsara, mely
lehet az intenziv sejttenyésztés, a specidlis in vitro differencialtatasi protokollok
kovetkezménye, vagy tiikkrozheti az MSC populaciok természetes modon eléforduld
kiilonb6zo iranyokba elkotelezett sejtek sokféleségét is.

Az immunszuppressziv funkciot érintd heterogenitast illetben nem rajzolodott ki
egységes kép az MSC biologidban, mivel az ilyen iranya vizsgélatok szama csekély és
eredményeik ellentmondasosak. Mig egy meglehetdsen kevés, specifikusan az egyes
klonokra vonatkozd adatot tartalmazod tanulmany szerint az MSC  klonok
immunmodulacidja egyontetii (113), mas csoportok szembeotld kiilonbségekre hivjak fel a

figyelmet (115,153,154).
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IT1. Célkituzések

A mesenchymalis dssejtek sejtterapids felhaszndlasi kore rendkiviil széles, melyek
kozill az immunologiai korképek kezelése, illetve a regenerativ medicindban valo
alkalmazasuk a legigéretesebb teriiletek. Az MSC-k segitik a koros immunologiai
gyulladascsokkentd ¢és immunvalaszt befolydsold hatasuk. Az ilyen célbdl torténd
felhasznalas soran az MSC-k gyulladasos kornyezetbe keriilnek, mely befolyasolhatja az
MSC-k terapids hatékonysagat. A gyulladasos kornyezetben jelen 1évo gyulladaskeltd
citokinek mint az IFN-y és TNF-a serkentik szdmos MSC immunszuppressziv faktor
termelését, ezaltal fokozva az MSC-k immunszuppressziv hatékonysagat, ugyanakkor
csokkentik differencialodasi potencialjukat. Az MSC-k felhasznaldsanak sikerességét még
egy masik tényezd is befolyasolhatja a gyulladdsos mikrokornyezeten feliil, ez pedig az
MSC-k heterogenitasa. Régdta ismert, hogy az MSC-k morfologiailag, ndvekedési és
differencialédasi képességiiket tekintve egymashoz viszonyitva heterogén populaciok.
Ugyanakkor kevés adat all rendelkezésiinkre abban a vonatkozasban, hogy az MSC egy
adott populdciojanak egyedi sejtjei kiilonboznek-e immunreguldld  képességiik
szempontjabol, illetve egy sejt szinten a gyulladasos mikrokornyezet hogyan befolyasolja a
differencialodédsi €és immunszabalyoz6 funkciokat. Ennek megértéséhez a kovetkezd

kérdéseket fogalmaztuk meg:

1) Milyen paraméterekkel jellemezhetéek az egy sejtbol kiindulo MSC

kultarék eltérései, vagyis az MSC populacid heterogenitasa?

2) Annak Osszehasonlitasa, hogy a monoklonalis MSC sejtkulturak milyen
faktorokon keresztiil ¢s milyen mértékben fejtik ki T-sejt proliferaciot gatlo

hatasukat.

3) Hogyan befolyasolja a gyulladasos kornyezet az egyedi MSC klonok

immunszuppressziv aktivitasat és differencialodasi képességét?
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IV. Anyagok és modszerek

IV.1. Az MSC kultura izolalasa, fenntartasa és klonozasa

Az altalunk hasznalt MSC-ket Dr. Uher Ferenc (Orszagos Vérellaté Szolgélat,
Ossejtbiolégiai Laboratorium) izolalta egy vad tipusa C57BL/6 egér combcesontjabol és
sipcsontjabdl Peister ¢és munkatarsai altal leirt modszerrel (16).

Az MSC-k fenntartasa komplett médiumban (KM) tortént, mely DMEM (Gibco®)
médium kiegészitve 10% héinaktivalt magzati borju szérummal (FBS, Gibco®), 2 mM L-
glutaminnal (Gibco®) és 100-100 pg/mL penicillin-sztreptomicinnel (PAA). Az MSC-ket
37°C-os, 5% CO; koncentracidju parasitott inkubatorban novesztettiik.

A monoklonalis kultarak alapitasdhoz az egy C57BL/6 egérbdl szarmazdé MSC
alapkulturabol a 10. passzazst kovetden 0,05% tripszin-EDTA (Gibco®™) tartalmi
médiummal eltdvolitottuk az MSC-ket a tenyésztdedény aljardl, és médiummal higitottuk
annyira, hogy 96-lyukt szovettenyésztd lemezre (Orange Scientific) szétosztva minden
egyes lyukba statisztikailag 1 sejt keriijon. CKX41 inverz fénymikroszkopot (Olympus
Holding Europa GmbH) hasznaltunk a valoban 1 sejt eredetii klonok kivalogatasara. A
monoklonalis kulturakat 10% FBS-t és 5% l6szérumot (Gibco®) tartalmazé DMEM/F-12
médiumban (Gibco™) novesztettiik fel, és az 6sszes MSC morfologiat megtarté klon koziil

random moddon 6t6t (MSC2-MSC6) valasztottunk ki tovabbi vizsgalatra.

IV.2. Sejtfelszini markerek vizsgalata aramlasi citometriaval

Az MSC kritériumoknak megfeleléen meghataroztuk az MSC kulttra sejtfelszini
markermolekula profiljat. 5 x 10° sejtszuszpenzidba vitt MSC-t jeloltiink fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) konjugalt anti-CD34 ¢és fikoeritrinnel (PE) konjugalt anti-CD44,
CD73, CD90 ¢és Sca-1 monoklonalis ellenanyagokkal (2. tablazat) fél oraig, 4°C-on ¢s
sotétben. A CD3, CDI11b, CD45R, Ly6G ¢s TER119 markereket biotinilalt elsédleges
ellenanyaggal (2. tablazat) jeloltiik, majd ezt kovetéen PE-konjugdlt sztreptavidinnel
(Dako) tovabbi 30 percig, 4°C-on ¢€s sotétben. A 2. tdblazatban szerepld ellenanyagok mind
patkdnyban termeltetett, BD Pharmingen 4&ltal gyartott immunoglobulinok. A jelolést
kovetden a mintak fluoreszcencia intenzitasait FACSCalibur aramlasi citométerrel (Becton
Dickinson) mértiik. Az adatok kiértékelését CellQuest™ (Becton Dickinson) szoftverrel

végeztik.
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Ellenanyag Jelolés tipusa
anti-egér Sca-1 PE-konjugalt
anti-egér CD3 biotinilalt
anti-egér CD11b biotinilalt
antiregér CD34 | FITC-konjugalt
anti-egér CD44 PE-konjugalt
anti-egér CD45R biotnilalt
anti-egér CD73 PE-konjugalt
anti-egér CD90 PE-konjugalt
anti-egér Ly6G biotnilalt
ant-egér TER119 biotinilalt

2. tablazat

Az MSC klonok sejtfelszini markereinek vizsgalatahoz az MSC-ket
sejtszuszpenzioba vittiikk, és a megfeleld antitestekkel (3. tablazat) inkubaltuk fél oraig,
sotétben és 4°C-on (5 x 10° sejt/minta). A 3. tablazatban felsorolt elsédleges antitestek
szintén patkanyban termeltett, BD Pharmingen altal gyartott ellenanyagok. A jel6lés utan
mostuk a sejteket immunfluoreszcencia pufferrel (IFB). A konjugalatlan elsddleges
ellenanyaggal (anti-CD11b,-CD29,-CD45 ¢és —CDI106) jelolt mintdkat kecskében
termeltetett FITC-konjugélt masodlagos ellenanyaggal, a biotinilalt anti-CD119-el jelolt
mintakat PE- vagy FITC-konjugalt sztreptavidinnel (Dako) inkubaltuk fél oraig, sotétben
és 4°C-on. A mintakat mostuk, felvettiik IFB-ben, és fluoreszcencia intenzitasukat
FACSCalibur aramlasi citométerrel (Becton Dickinson) mértiik. Az adatok kiértékelését
CellQuest™ (Becton Dickinson) szoftverrel végeztiik. A konjugalatlan ellenanyagokkal és
a biotin-konjugalt ellenanyaggal jelolt mintdkhoz elsddleges ellenyanyag nélkiili kontrollt,

a PE-konjugalt ellenanyaggal jelolt mintdkhoz festés nélkiili kontrollt hasznaltunk.

Ellenanyag Jelolés tipusa
anti-egér Sca-1 PE-konjugalt
anti-egér CD11b konjugalatlan
anti-egér CD29 konjugalatlan
anti-egér CD44 PE-konjugalt
anti-egér CD45 konjugalatlan
anti-egér CD73 PE-konjugalt
anti-egér CD106 konjugalatlan
anti-egér CD119 biotinilalt
anti-patkany [gG | FITC-konjugalt

3. tablazat
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IV.3. In vitro zsirsejt és csontképz6 sejt iranyu differenciacio

Az MSC-k zsirsejt irdnyba torténd differencidltatasahoz a kovetkez6 médiumot
allitottuk 6ssze: DMEM/F-12 (Gibco™), 10% FBS (Gibco™), 100-100 pg/mL penicillin-
sztreptomicin (PAA), 0,5 mM 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX, Sigma-Aldrich), 66 uM
indometacin (Sigma-Aldrich), 2 uL/mL inzulin (inzulin lispro injekcio, 100 U/mL,
Humalog®) (148). A sejteket 3 napig tartottuk zsirsejt differencialtaté médiumban, majd
0,05% tripszin-EDTA tartalmu médiummal eltavolitottuk a tenyésztéedény aljarol és 8%-
os paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk Oket. A zsirsejt differenciaciot jelzod
lipidcseppeket Oil Red O (Sigma-Aldrich) festéssel tettiik lathatova metilénkék (Sigma-
Aldrich)  hattérfestés  mellett. A zsirsejt  differenciaciorol CKX41  inverz
fénymikroszkophoz csatlakoztatott Camedia C-5060 kameraval fényképeket készitettiink
(Olympus Holding Europa GmbH).

Az csontképzd sejt iranyba differencidltatdé médium KM-en alapult, melyet
kiegészitettiink 10 mM B-glicerofoszfattal (Sigma-Aldrich), 50 pg/mL L-aszkorbinsav-2-
fosztattal (Sigma-Aldrich) és 0,1 uM hidrokortizonnal (Sigma-Aldrich) (17). Az MSC-ket
14 napig tartottuk ebben a médiumban, majd 0,05% tripszin-EDTA tartalm(i médiummal
eltavolitottuk a tenyésztéedény aljardl, 8% formaldehiddel fixaltuk dket, és Alizarin Red S
festék (Sigma-Aldrich) oldattal (pH 4,1) tettiik lathatova a csontosodasi gocokban
felhalmozodd kalciumot. A  csontképzd sejt differenciaciorol CKX41 inverz

fénymikroszkophoz csatlakoztatott Camedia C-5060 kameraval fényképeket készitettiink.

IV.4. Zsirsejt differenciacio vizsgalata AdipoRed™ reagenssel és citofluorimetriaval

Az MSC-ket 3 napig tartottuk zsirsejt differencidltatd médiumban, majd
szuszpenzidoba vittiik és 4%-os paraformaldehiddel (Sigma-Aldrich) fixaltuk oket. A
zsirsejt differenciaciot jelzé lipideseppeket fluoreszcensen jeloltiik AdipoRed™ reagenssel
a gyartd altal javasolt koriilmények mellett (Lonza). A fluoreszcens lipideseppekrdl
Axioskop 2 Mot fluoreszcens mikroszkdppal (Carl Zeiss) EC Plan-Neofluar 20x/0.5
objektivvel (Carl Zeiss) készitettiink felvételeket. A zsirsejtekben felhalmozddo lipidek
mennyiségi meghatarozasahoz a fent leirt modon jeldltiik a sejteket AdipoRed™-del
(5% 10° sejt/minta). A sejtek fluoreszcencia intenzitisat FACSCalibur 4ramlasi

citométerrel mértiik, az adatok kiértékelését CellQuest™ szoftverrel veégeztiik.
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IV.5. A novekedés vizsgalata

2 x 10" MSC-t iiltettink ki 35 mm atmérdjii sejttenyészt csészébe (Greiner),
minden szdmolasi napra 2-2 parhuzamossal. A kiiiltetést kovetd 2-6. napon 0,05% tripszin-
EDTA tartalmii médiummal tavolitottuk el a sejteket a tenyésztéedényrdl, az €16 sejtek
elkiilonitésére a sejteket tripankék festékoldattal festettiik és Biirker kamraban szdmoltuk.
Az MSC klénok populacid kétszerezddési idejét (population doubling time, PDT) a

kovetkezd képlet alapjan szamoltuk ki:

PDT=t2-t1+[(log n2-log n1)x3.32]

ahol t1 és t2 a kiiiltetéstdl eltelt 1d6 (6ra) két kiilon szamoléasi idépontban, melyek kozott a
sejtek novekedése linearis fazisban volt, nl és n2 pedig a sejtszam t1, illetve t2 idépontban.
A PDT tehat megadja, hogy az adott sejtpopuldcid sejtszama mennyi 1d6 alatt duplazodik

meg.

IV.6. In vitro prevascularis struktura teszt

A prevascularis teszt soran az MSC-ket ¢és a H5V (155) egér sziv endotélsejteket
(mely utobbit Dr. Vizler Csaba ajandékozott csoportunknak, MTA SZBK, Biokémiai
Intézet) 24-lyukl sejttenyésztd lemezen egylitt-tenyésztésbe (kokulturaba) vontunk. A
kokulturaban a sejtek ardnya 1:1 volt, a sejtszam pedig kilon-kiilon 2 x 10%/lyuk.
Kontrollként egyezd szdmul, monokulturaban tartott sejteket hasznaltunk. A kokultira 3.
napjan 5 véletlenszertien kivalasztott, nem atfedd latomezot lefényképeztink Olympus
Cell-R fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus Holding Europa GmbH), melyhez
UPlanSApo 4x/0.16 objektivet hasznaltunk. A fényképeken a prevascularis strukturak
hosszat CellR Imaging szoftver segitségével becsiiltik meg (Olympus Holding Europa
GmbH).

IV.7. In vitro T-sejt proliferacios teszt

Kilencvenhat-lyuka lemezre lyukanként 1,25 x 10°-2 x 10* MSC-t szélesztettiink
100 uL KM-ben, az MSC sejtszamot az egyes kisérletekhez tartozo abraalairasban
tiintettiik fel. Balb/C egérbdl izolaltuk a mesenterialis, inguinalis ¢és brachialis

nyirokcsomokat, melyeket hibridoma lapattal RPMI  (Gibco®™) médiumban
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szétnyomkodtunk, ezaltal a benniik 1év0 leukocitdkat felszabaditottuk a médiumba. Egyes
kisérletekhez az igy nyert leukocitdkbol T-sejteket szeparaltunk. A leukocitakat vagy
szeparalt T-sejteket centrifugdldssal Osszegytijtottik, 5% FBS-t tartalmazo foszfattal
pufferelt fiziologias sdoldatban (PBS) szuszpendaltuk tigy, hogy a sejtkoncentracio 2 x 10°
sejt/mL volt. A leukocitdkhoz 2,5 uM koncentracidban karboxifluoreszcein-diacetat-
szukcimidilésztert (CFSE, CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, Life Technologies)
adtunk, és a sejteket szobahdmérsékleten, sététben 5 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden a
sejteket RPMI-vel kétszer mostuk, és a mar kiiiltetett MSC-hez lyukanként 2 x 10’
leukocitat adtunk 100 pL 10% FBS-t, 50 uM B-merkaptoetanolt (Sigma-Aldrich)
tartalmazd RPMI médiumban. igy a kokultara dssztérfogata 200 uL volt. A leukocitak
aktivaciojat a kokultrahoz adott 5 pg/mL Concanavalin A (ConA, Sigma-Aldrich)
novényi lektinnel, a szepardlt T-sejtek aktivacidjat anti-CD3/CD28 ellenanyaggal
(Dynabeads, Invitrogen) végeztiik. Specifikus inhibitorokkal végzett kisérletekben a
nitrogén-monoxid szintdz 2 (NOS2), a prosztaglandin-endoperoxid szintdz 2 (PTGS2)
vagy az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO) enzim mikodését 1 mM NG-metil-L-arginin-
acetattal (L-NMMA, Sigma-Aldrich), 10 uM indometacinnal (Sigma-Aldrich), illetve
I mM 1-metil-triptofannal (1-MT, Sigma-Aldrich) gatoltuk. Hetvenkét ora elteltével a le
nem tapado leukocitdkat PBS-sel mostuk, és felvettiik 6ket 10 pg/mL propidium-jodiddal
(Sigma-Aldrich) kiegészitett IFB-ben. A sejtek fluoreszcencia intenzitdsat FACSCalibur
aramlasi citométerrel mértik, az adatok kiértékelését ModFit LT™ Version 2.0. szoftverrel
(Verity Software House, Inc) végeztiik.

Egyes kisérletekben az MSC-ket 24 6raig 100 ng/mL egér rekombindns [FN-y-val
(R&D Systems) és 50 ng/mL TNF-o-val elokezeletiik (melyet Dr. Vizler Csabatol, az
MTA SZBK Biokémiai Intézetébdl kaptunk) (156). A kezelést kdovetden a sejteket kétszer

KM-mel mostuk, majd a T-sejt proliferacios tesztet a fent leirtak alapjan vittiik véghez.

IV.8. T-sejt szeparacio és aktivalas

Balb/C egérbdl a fennt leirt modon izolaltuk a mesenterialis, inguinalis és brachialis
nyirokcsomékat. Az igy nyert leukocitakbol T-sejteket szeparaltunk BD IMag™ T
lymphocyte Enrichment Set DM kit és IMagnet™ késziilék segitségével (BD Biosciences).
Ehhez elészor a sejteket (2 x 10°/mL) PBS-ben szuszpendaltuk, és hozzaadtuk a biotinilalt
monoklonalis ellenanyag koktélt (5 pL/10° leukocita), mely a T-sejtektd] kiilonbdzd

leukocitakat ismeri fel. A sejteket 15 percig, sotétben és jégen inkubaltuk. A jelolés utan a
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sejteket mostuk, centrifugdlassal iilepitettiik, és hozzdadtuk a gyartd altal biztositott
sztreptavidinnel boritott magneses részecskéket (5 pL/10° leukocita). Erdteljes keverés
utan a sejteket fél oraig 4°C-on tartottuk. A sejteket tartalmazd Falcon csdvet 8 percre a
BD [Magnet™ magneses késziilékre helyeztilk. A T-sejteket tartalmazo feliiluszot
Osszegyljtottiik, és a magneses részecskékhez ) médiumot adtunk. Megismételtiik még
egyszer a magneses szeparalast, és a feliiliszot az el6z6hoz hozzaadtuk.

A szeparalt T-sejtek aktivaciojahoz a sejteket (2 x 10°/lyuk) kitettiik 96-lyukd
sejtteny€sztd lemezre, ¢és hozzaadtunk 2 pl/lyuk anti-CD3/CD28 ellenanyaggal boritott

magneses gyongyot (Dynabeads, Invitrogen).

1V.9. Citokinmeérés feliiliszobol

Balb/C egérbdl a fennt leirt modon izolaltuk a mesenterialis, inguinalis és brachialis
nyirokcsomokat. Az igy nyert leukocitakbol T-sejteket szeparaltunk és a sejteket a fent
leirt moédon 72 o6ran keresztiil anti-CD3/CD28 ellenanyagokkal aktivaltuk. Hetvenkét ora
mulva a T-sejtek feliiluszojat 6sszegytijtottiik.

Az IL-2,4,5, IFN-y és a TNF-a fehérjék detektalasat a Cytometric Bead Array és
Mouse Th1/Th2 Cytokine kit (BD Biosciences) segitségével végeztiik mintanként 50 pL
feliiluszobol. Az 50 pL feliiliszohoz hozziadtuk a gyongyokhoz kovalensen kotott, PE-
konjugalt anti-IL-2, -IL-4, -IL-5, -IFN-y és anti-TNF-a ellenanyagokat tartalmazo oldatot
¢s a detektacidos reagenst. Két oran keresztiil inkubdltuk sotétben és szobahdn. Ezt
kovetden a gyongyoket mostuk, centrifugalassal ilepitettiik, mosopufferben felvettiik, és
fluoreszcencia intenzitasukat FACSCalibur aramlési citométerrel mértiik. Az adatok
kiértékelését CellQuest™ szoftverrel végeztiik. A feliiluszokban a citokinek mennyiségét a

gyarto altal biztositott sztenderd sor alapjan kalibraltuk.

1V.10. Western blot analizis

Az MSC-ket RIPA pufferben lizaltuk (10’ MSC/mL puffer). A lizatumot 10%-os
SDS-poliakrilamid gélen Page Ruler™ elére festett fehérje molekulasuly marker mellett
(Fermentas) futtattuk, majd az elvalasztott fehérjéket elektromos drammal (20V
fesziiltséggel, 16 6ran at és 4°C-on) nitrocelluléz membranra (Whatman® Protran®)
transzferaltuk. A membrant 1 o6ran keresztiil 3% zselatint (Sigma-Aldrich) és 0,05%
Tween” 20-at tartalmazd (Sigma-Aldrich) Tris pufferelt séoldatban (TBST) szobahdn

telitettiik. A membran szabad kotéhelyeinek telitése utan 4°C-on 1-1 6rdn keresztiil a
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laborunkban eldallitott 2500x higitott nytl anti-Gal-1 ellenanyaggal (71), majd 3x TBST
mosas utan 3000x higitott HRP-konjugalt anti-nytl immunoglobulinnal (Dako) inkubaltuk
a membrant. Felviteli kontrollként 10000x higitott nyul anti-B-aktin ellenanyagot
hasznaltunk (Abcam). Az immunreaktiv fehérjéket kemilumineszcens Amersham™ ECL
Prime reagenssel (GE Healthcare Life Sciences) hivtuk eld, és CCD Chemi 410 kameraval
felszerelt EC3 Imaging System munkadllomas segitségével készitettiink rola felvételt
(Ultra-Violet Products). A felvételen a savok denzitasat VisionWorks®LS Image

Acquisition and Analysis szoftverrel (Ultra-Violet Products) analizaltuk.

IV.11. Kvantitativ valos idejii (real-time) polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

Az MSC-t (10°/minta) 35 mm atmér6jli sejttenyésztd csészébe KM médiumba
iiltettiik ki. Masnap a médiumot 100 ng/mL IFN-y-val és 50 ng/mL TNF-a-val kiegészitett
friss KM-re cseréltiik, és a sejteket tovabbi 24 o6raig inkubdltuk. Kontrollként azonos
id6ében kiiiltetett, KM médiumban tartott sejteket hasznaltunk. Az inkubacids 1d6 leteltével
totdl RNS-t izolaltunk az MSC-b6l Nucleospin RNA II kittel (MACHEREY-NAGEL
GmbH) a gyart6 utasitasai szerint. A mdsolati DNS (¢cDNS) atirasat RevertAid H Minus
cDNS szintézis kittel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik 2 ug total RNS-bdl kiindulva a
gyartd utasitdsai szerint. A gRT-PCR-t Rotor Gene3000 késziilékben (Corbett Life
Science) végeztik. A PCR reakcidhoz a Ptgs2, Nos2 és Idol gének esetén TagMan®
univerzalis génexpresszios master mixet (Life Technologies), az angiopoietin-1 (4ngptl),
Vegfa, Tgfbl, galektin-1 (Lgalsl), Runt-szerli transzkripcios faktor-2 (Runx2), csont Gla
fehérje (bone gla protein, Bglap) ¢és szekretdlt foszfoprotein-1 (Sppl) gének esetén
AccuPower” 2X Greenstar qgPCR master mixet (Bioneer) hasznaltunk. A vizsgalt gén
(GOI) expressziojat a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Gapdh) referencia gén
kifejez6déséhez viszonyitottuk oly modon, hogy a vizsgalt gén relativ expresszidjat a
referencia génhez képesti attorési ciklusaik (Ct) kiilonbségeként (ACt) abrazoltuk:
ACt = Ctgapan - Ctoor. A relativ. mRNS kiilonbségeket a 2°°“" képlet alkalmazasaval
kaptuk, ahol a AACt = (Ctgapan - Ctor)egyik Msc kion — (Ctaapan - Cteonmasik Msc kisn @ klonok
génexpresszios szintjének meghatarozasa esetén, vagy AACt= (Ctgapan - Ctokezelt —
(CtGapan - Ctoonkonron @ génexpresszios valtozds kornyezeti vizsgalatakor. A Ptgs?2
(Mm00478374 ml), Nos2 (Mm01309902 ml), Idol (Mm00492586 ml*) ¢és Gapdh
(Mm99999915 gl) gének vizsgalatdhoz kereskedelmi forgalomban 1évé TaqMan®
génexpresszios probakat vasaroltunk, mig az Angptl, Bglap, Gapdh, Lgalsl, Runx2, Sppl,
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Tgfbl és Vegfa génekhez a Roche altal ingyenesen hozzaférhetdvé tett Universal Probe
Library Assay Design program alapjan terveztiink primereket (4. tablazat).

Gén  Primer Szekvencia
Angptl  forward 5'-cggatttctcttcccagaaac-3'
reverz 5'-tccgacttcatattttccacaa-3'
Bglap forward 5'-agactccggegetacctt-3'

reverz 5'-ctcgtcacaagcagggttaag-3'
Gapdh  forward 5'-tttgatgttagtggggtetcg-3'

reverz 5'-agcttgtcatcaacgggaag-3'
Lgalsl  forward 5'-ctctcgggtggagtcttetg-3'
reverz 5'-ggtttgagattcaggttgctg-3'

Runx?2 forward  5'-agtagccaggttcaacgatctga-3'
reverz  5'-gactgttatggtcaaggtgaaactctt-3'
Spp1 forward 5'-ggaggaaaccagccaagg-3'

reverz 5'-tgccagaatcagtcactttcac-3'
Tgfbl forward 5'-tggagcaacatgtggaact-3'

reverz 5'-cagcagccggttaccaag-3'
Vegfa forward 5'-aaaaacgaaagcgcaagaaa-3'

reverz 5'-tttetecgetctgaacaagg-3'

4. tablazat

IV.12. Késé6i tipusa tilérzékenységi reakcio kivaltasa

A késoi tipusu tulérzékenységi reakcid (Delayed Type Hypersensitivity, DTH)
kivaltasdhoz antigénként csirke tojasfehérje albumint, un. ovalbumint (OVA, Sigma-
Aldrich) hasznaltunk. A kisérlet menetét a 4. abra szemlélteti. A szenzibilizdciohoz
I mg/mL koncentracioban oldottunk OVA-t PBS-ben, és komplett Freund-adjuvanssal
(CFA, Sigma-Aldrich) 1 : 1 ardnyban emulziot készitettiink. Hat-nyolc hetes him C57BL/6
egereket immunizaltunk allatonként 100 pg OVA-t tartalmazé emulziot oltva az allatok
bére ala. Kontrollként CFA-val emulzionalt PBS-t oltottunk. Ezt kévetéen allatonként 10°
MSC-t 200 pL. PBS-ben oltottunk az allatok hasiiregébe. Az MSC-vel nem oltott allatokba
200 uL PBS-t oltottunk. Négy nap mulva a DTH reakcid kivaltdsdhoz az allatok jobb hatso
talpparndjaba 12,5 pL PBS-ben oldott 250 pg hdaggregalt ovalbumint oltottunk, a kontroll
bal hatso talparnajaba pedig 12,5 uL PBS-t. A talpparnak oltasat kozvetleniil megel6zden,
illetve 48 oOraval az oltds utdn mértiik a talpparnak vastagsagat mindkét hats6 labon. Az

ovalbumin atal kivaltott DTH reakcid soran fellépd talpparna relativ duzzanatat (RD) a
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kovetkezd képlet alapjan szamitottuk: RD = (148 ¢ra - Bag ¢ra) - (Jo 6ra - Bo ¢ra), @ahol J az OV A-
val oltott jobb hatsod talpparna vastagsagat, B a PBS-sel oltott bal hatso talpparna

vastagsagat jelenti mm-ben megadva.

&

1. Ovalbumin oltés a bor 3. Atalppara 5. Mindkét oldali
ala vastagsaganak mérése labon a talppérna
2. MSC oltas a 4. A jobb talpparnéba vastagsig mérése
hastiregbe héaggregalt ovalbumin

oltasa, a bal talpparnaba

PBS oltasa

4. abra. A DTH kisérlet menete

I1V.13. Statisztikai elemzés

Az eremények statisztikai elemzéséhez a GraphPad Prism 6.03 (GraphPad
Software) szoftvert hasznaltuk. Azoknal a kisérleteknél (az Osszes, kivéve 24. abra),
melyek tobb kisérleti csoportbdl alltak, az adatokon egyutas varianciaanalizist végeztiink
(Analysis of Variance, ANOVA). Abban az esetben, ha az ANOVA szignifikans
kiilonbséget mutatott (p <0,05), akkor az egyes kisérleti csoportok kozotti kiilonbségek
tobbszords Osszehasonlitdsdhoz a Fisher-féle Legkissebb Szignifikdns Kiilonbség (least
significant difference, LSD) post hoc tesztet végeztiink. A 24. dbranal, mely csak két
kiséleti csoportot tartalmazott a Student-féle T-tesztet alkalmaztuk. Egy kiilonbséget
statisztikailag akkor tekintettiink szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt mint 0,05
(*: p<0,05; **:p<0,01; ***: p<0,001). Az abrdkon tobb kisérletben nyert adatok
atlagat jelenitettiik meg, és megadtuk az adatok standard eltérését (standard deviacio, SD)

vagy az atlag standard hibajat (standard error of the mean, SEM).
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V. Eredmények

V.1. Az MSC-K jellemzése

V.1.a. Sejtfelszini markerek vizsgalata

A klénozatlan, heterogén MSC kultura nem rendelkezik vérsejtfejlédési sorokra

jellemzé CD3, CDI11b, CD34, CD45R, Ly6G és TER119 és mas sejtvonalakra jellemzo

specifikus sejtfelszini markermolekuldkkal, ellenben hordozza az MSC-kre jellemzd

CD44, CD73, CD90 és Sca-1 molekuldkat (5. abra). Az eredmények értelmében a kultara

sejtfelszini markerek alapjan MSC-nek nevezhetd.
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Fluoreszcencia intenzitas

5. dabra. Az MSC kultura sejtfelszini markermolekulai. Az MSC-t anti-CD3, CDI11b,
CD45R, Ly6G, TERI19, CD44, CD73, CD90 és anti-Sca-1 ellenanyagokkal (sétét vonal)
jeloltiik, és aramlasi citometriaval mértiik a sejtek fluoreszcencia intenzitasat. A CD34,
CD44, CD73, CD90 és Sca-1 jelolés negativ kontrolljaként nem festett sejteket hasznaltunk
(sziirke hisztogram), mig a CD3, CDII1b, CD45R, Ly6G és TERII9 jelolés negativ
kontrollja az elsddleges ellenanyag nélkiil adott PE-konjugdlt sztreptavidin volt (sziirke

hisztogram).
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Az MSC kultarabol higitdsos modszerrel egy sejt eredetii kldnokat hoztunk Iétre
(MSC2-6). A kiindulasi MSC kultirdhoz hasonléan egyik MSC klon sem hordozta a
vérsejtfejlodési sorokra jellemzé CD11b és CD45 markereket, mindazonaltal mindegyik
klon 100%-ban kifejezte az MSC-kre jellemzé CD73, Sca-1, CD29, CD44, CD106 és
CD119 markereket. A CD73 alacsonyan, mig a Sca-1, CD29, CD44, CD106 ¢s CD119

magasan fejezddott ki a sejtek felszinén (6. dbra).
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6. abra. A monoklonadlis MSC vonalak sejtfelszini markermolekulai. Az MSC2-6 klonokat
anti-CD11b, -CD45 -CD73, -Sca-1, -CD29, -CD44, -CDI106 és anti-CDII19
ellenanyagokkal (fekete vonal) jeloltiik, és aramlasi citometriaval analizaltuk a sejteket. A
CD73, Sca-1, CD44 és CDI19 jelolés negativ kontrolljaként nem festett sejteket
hasznaltunk (sziirke hisztogram), mig a CDI11b, CD45, CD29 és CDI106 jelolés negativ
kontrollja az elsédleges ellenanyag nélkiil adott mdsodlagos ellenanyag volt (sziirke
hisztogram).



V.1.b. Morfologia és ndvekedési tulajdonsagok

Az MSC2-MSC6 klonok az MSC-kre jellemz6 100% sejtdenzitast (konfluenciaji)
kultaraban fibroblaszt-szert, kitapad6, megnyult, ors6 alaku sejtek (nincs bemutatott adat),
alacsonyabb sejtdenzitas esetén kiteriild, hosszii nytlvanyokat képezd sejtek (7./A abra).
Az MSC kloénok atlagos populacié kétszerezddési ideje 16 és 21 ora kozott valtozott
(7/B. é4bra).

30 -

PDT (6ra)
S & 8
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MSC2 MSC3 MSC4 MSC5 MSC6

S W
!

7. dbra. Az MSC klénok morfologidja és névekedése. A.) 2 x 10° MSC-t iiltettiink ki 24-
lyuku lemezre, és 2 napig KM médiumban novesztettiik oket, majd a sejteket Olympus Cell-
R fluoreszcens mikroszkophoz csatlakoztatott kameraval fényképeztiik. Mérce = 50 uM. B.)
2 x 10" MSC-t iiltettiink ki 35 mm dtmérdjii Petri-csészébe. A kiiiltetést kovetd 2.-6. napon
felszedtiik és szamoltuk a sejteket. A névekedési gorbe linearis fazisaban mert
sejtszamokbol a az Anyagok és modszerek IV.5. alfejezetében szereplo képlet alapjan
szamitottuk a sejtek PDT-jét (t1 = 48 ora, t2 =96 ora). A grafikon 2-2 parhuzamossal
vegzett 2 fiiggetlen kisérlet atlagat (+SD) mutatja be.
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V.1.c. In vitro csontképz0 és zsirseit iranyu differencialédas

A klénozatlan heterogén MSC kultara in vitro csontképz0 sejt iranyl
differencialédasat specialis faktorokkal indukaltuk. A sejtek csontosodasi goécokba
tomoriiltek és kalciumban gazdag un. mineralizalt extracellularis matrixproteineket
termeltek. A 14 nap alatt kialakuld csontosodasi gocok Alisarin Red S-sel barnasvorésen
festédnek (8. abra).

A zsirsejt iranyt differencialodast stimuldlod faktorok jelenlétében az MSC kultura
3 nap alatt kerekded, lipidecseppekkel teli sejtekké alakult. A lipidcseppeket Oil Red O
festéssel tettiik lathatova (8. abra).

MSC kultara
csontképzd sejt zsirsejt

Mo £

8. abra. Az MSC kultira in vitro csontképzd sejt és zsirsejt iranyu differencidcioja. Az in
vitro csontképzé sejt iranyba differencialtatott MSC kulturdkban a differenciacio 14.
napjan a csontosodasi gocokban felhalmozodo kalciumot Alisarin Red S-sel megfestettiik
(bal oldali kép). A zsirsejt iranyba differencialtatott MSC-ben a kialakulo lipidcseppeket a
3. napon Oil Red O festékkel lathatova tettiik (jobb oldali kép). A csontképzo sejt és zsirsejt
differenciaciorol CKX41 mikroszkophoz kapcsolt Olympus Camedia C-5060 kameraval
készitettiink fényképeket. Mérce = 50 uM

.....

indukalhat6 volt, az indukcidot koveté 14. napon Alisarin Red S festés alapjan a
csontosodasi gocok mindegyik klon esetén megjelentek, az MSC2, MSC4 és MSCS5
erbteljes, mig az MSC3 és MSC6 gyenge in vitro csontképzo sejt differencidciot mutatott

(9/A. abra).
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Az MSC klonok mindegyike differencidltathatd volt zsirsejt iranyba (9/B. abra). A
klonok differencialédasi képességét a specifikus AdipoRed™ lipidcsepp festéssel
mennyiségileg 6sszevethetdve tettiik. A festés alapjan a klonok differencialodasi képessége
egyforma volt, mivel a fluoreszcensen festett zsirsejtekben felhalmoz6doé lipidek aramlasi
citométerrel torténd detektalasa azt mutatta, hogy az egyes klonok koézel azonos

mennyiségl neutralis lipidet halmoztak fel a differencidcid folyaman (9/C. abra).
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9. dabra. Az MSC klonok in vitro csontképzo sejt és zsirsejt iranyu differencidcidja. A.) Az
in vitro csontképzo sejt iranyba differencialtatott MSC kionokban a differenciacio 14.
napjan Alisarin Red S-sel megfestettiik a csontosodasi gocokban felhalmozodo kalciumot.
A gocokrol CKX41 mikroszkophoz kapcsolt Olympus Camedia C-5060 kameraval
keszitettiink fényképeket. B.) A zsirsejt iranyba differencialtatott MSC-ben a 3. napon
AdipoRed™ fluoreszcens festékkel lathatova tettiik a kialakulo lipidcseppeket és Axioskop
2 Mot fluoreszcens mikroszkoppal lefényképeztiik a sejteket. Mérce = 50 uM. C.) A
fluoreszcensen jelolt zsirsejtekben felhalmozott lipidek mennyiségét aramldsi citometriaval
(FACSCalibur) hasonlitottuk ossze. A grafikon 5 fiiggetlen kisérlet atlagat (+SD) jeleniti
meg.
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V.1. d. In vitro proangiogén hatas

Az MSC-k az endotélsejtekkel kapcsolatban 1évé periendotelialis sejtek
eléalakjanak tekinthetok (21). Az endotél- és periendotelialis sejtek kolcsonhatasanak
vizsgalatara laborunkban egy olyan modszert allitottunk be, mely soran a vad tipusu
klénozatlan, heterogén MSC-t és HS5V egér sziv endotélsejteket egyiitt-tenyésztiink
(kokultura). Kiilonb6z6 sejtaranyok (MSC : endotélsejt=5:1, 1:1, 1:5) kozil az 1: 1
arany bizonyult a legoptimalisabbnak. A kokultira soran az 1 : 1 aranyban 1évé MSC és
endotélsejtek 3 nap alatt spontdn modon sajatos halozatokba, un. prevascularis
strukturakba rendezodtek 0ssze (10. abra). A struktirak létrehozasaban mindkét sejttipus
egyarant részt vett, ugyanakkor dnmagaban az MSC kultira és a H5V nem képzett
strukturakat (10. abra). Kimutattuk, hogy az MSC-k altal termelt proangiogén lektin, a Gal-
1 meghatarozo6 faktor a prevascularis strukturak kialakulasaban, ugyanis a Gal-1-deficiens

MSC szignifikdnsan kisebb mértékben tdmogatja a H5V-vel alkotott struktirak képzodését
(71).

H5V MSC kultara MS kultara + H5V

10. dbra. Az MSC—k timogatjdk a prevascularis struktirdk képzédését. 2 x 10° MSC-t és
2 x 10" H5V-t 3 napig tenyésztettink egyiitt. A kokultirdban képzédS presvascularis
strukturakat Olympus Cell-R fluoreszcens mikroszkoppal 4x-es UplanSApo objektivvel
lefényképeztiik. Az abran reprezentativ képek lathatoak. Meérce = 500 uM

Ennek alapjan az MSC klénokat HSV/MSC kokultura rendszerben vizsgaltuk
annak eldontésére, hogy az MSC klondlis szinten is rendelkezik-e proangiogén
tulajdonsaggal. Onmagéaban sem a H5V, sem az MSC klonok nem képeztek prevascularis

strukturakat. Kokultira rendszerben viszont mindegyik MSC klon elésegitette a
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prevascularis strukturak kialakuldsat (11. abra), és a képz6dd struktirak hossza hasonld

volt a kiilonbozé MSC klont tartalmazo kokultirakban (12. abra).

MSC2 MSC3

H5V

MSC4 MSC5 MSC6

H5V

11. dbra. Az MSC klonok tamogatjak a prevascularis strukturdak képzodését. A 3 napos
kokultirdkban (2 x 10" MSC és 2 x 10° H5V) képz4dd presvascularis struktirdkat 5
random modon kivalasztott nem dtfedé latomezoben fenyképeztiik (lasd 10. abra).
Meérce = 500 uM
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12. dbra. Az MSC klon/HSV kokulturaban képzodo presvascularis strukturak hossza
hasonlo. Az MSC/HS5V kokultura 3. napjan készitett 5 random modon kivalasztott, nem
atfedo latomezorol készitett foton CellR imaging szoftver segitségével megmeértiik a
strukturdk hosszat. Az dabran a 3 fiiggetlen kisérletben mért osszstrukturahossz atlagat
Jjelenitettiik meg (+SD).

Az MSC klonok proangiogén faktorokat kodold génjeinek kifejezddését qRT-PCR-
rel vizsgaltuk ¢és megallapitottuk, hogy az egyes gének expresszidjat Osszevetve a
klonokban az Angptl, Vegfa és Lgalsl gének mRNS kifejez6dése hasonld volt (13/A-
C. ébra). Az utdbbi faktor, a Gal-1 expresszidjat fehérje szinten is analizaltuk. A 13/D ¢és

E abra mutatja, hogy az egyes klonokban a Gal-1 szint hasonlo.
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13. abra. A vizsgalt proangiogén faktorokat kodolo gének expresszioja hasonlo az egyes
MSC klonokban. A.)-C.) A vizsgalt gének expressziojat qRT-PCR segitségével vizsgaltuk.
Az egyes gének kifejezodeését (GOI) a Gapdh gén kifejezédéséhez viszonyitottuk a kovetkezo
modon: ACt = Ctgupan - Ctgor. A.) Angptl, B.) Vegfa, C.) Lgalsl. A ACt értékek 3 fiiggetlen
kisérlet atlagai (+SD). D.) Gal-1 fehérje expressziojat Western blottal analizaltuk. A
reakcio soran a Gal-1-et nyul anti-Gal-1 és HRP-konjugalt anti-nyul ellenanyaggal
jeloltiik, és Amersham™ ECL Prime reagenssel elohivtuk. E.) A Gal-1 mennyiségek
osszehasonlitasat a Western blot denzitometralasaval végeztiik. A felvételen a detektalt
savok denzitasat VisionWorks®LS Image Acquisition and Analysis szoftverrel analizéltuk.
A grafikonon 2 fiiggetlen kisérlet eredményének az atlaga (+SD) szerepel.
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V. 2. Immunszuppressziv aktivitas és immunszuppressziv faktorok; T-sejt osztodas
gatlasa in vitro

V.2.a. Az MSC-K in vitro T-sejt osztddast gatld hatasa

A klénozatlan, heterogén MSC kultura hatasdt a ConA-val aktivalt T-sejtek
osztodasara T-sejt/MSC kokultiras rendszerben vizsgaltuk eltér6 MSC-T-sejt aranyoknal
(1:160; 1:80;1:40;1:20¢s1:10). AzMSC-k 1:160 ¢és 1:80 MSC/T-sejt aranyban
nem szignifikdnsan, mig 1 :40, 1 :20 és 1 :10 aranyban szignifikansan gatoltak a T-sejtek
proliferaciojat (14/A. 4bra).

Az egér MSC immunszuppressziv hatasdban a szakirodalom szerint a
legjelentdsebb faktorok az NO és a PGE2 (91,114,115). Az NO ¢s a PGE2 szerepét az
MSC éltali T-sejt osztodas gatlasdban specifikus inhibitorokkal vizsgaltuk. Az NO, illetve
a PGE2 gitloszerét, az L-NMMA-t, illetve indometacint az MSC-T-sejt kokulturahoz
adtuk. Mindkét gatloszer teljesen megsziintette a klonozatlan MSC kultara gatlé hatdsat a

ConA-aktivalt T-sejtek osztddasara (14/B. és C. dbra).
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14. abra. Az MSC kultura T-sejt proliferdacio gatlo hatisa és az NO, illetve a PGE?2
szerepe ebben a folyamatban. A.) A CFSE-vel jelolt nyirokcsomo sejteket és az MSC-ket

crer

stimuladltuk, és a kokultura 3. napjan a T-sejt proliferdaciot aramlasi citométerrel mértiik.
B.) és C.) CFSE-vel jelolt nyirokcsomo sejteket MSC-vel 1 : 40 aranyban tartottunk
kokulturaban 50 uM L-NMMA (B), vagy 10 uM indometacin (C) jelenlétében, illetve
inhibitorok nélkiil. A T-sejt osztodast a kokultura 3. napjan aramlasi citométerrel
vizsgadltuk. A citofluorimetrids adatokat ModFit LT™ szoftver segitségével értékeltiik ki. Az
A.) és C.) abrak 2-2 fiiggetlen kisérlet eredményének az atlagat (+SD). jelenitik meg, a B.)
kiserlet pedig 3 fiiggetlen, triplikatumokkal végzett kisérlet koziil a reprezentativat jeleniti
meg.

Az MSC klonok in vitro immunszuppressziv képességének vizsgélatara is az MSC-
T-sejt kokultaras rendszert alkalmaztuk. Az MSC klonok kozotti kiilonbségek eldzetes
kisérletek alapjan az 1 : 40 aranyt MSC-T-sejt kokulturaban jelentek meg, igy a tovabbi
kisérletekhez ezt az aranyt valasztottuk. Mindegyik MSC klon szignifikdnsan (p < 0,001)
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osztodo T-sejtek aranya az MSC nélkiili kontrollhoz képest alacsonyabb volt (15/B. abra).
Az MSC2, MSC4 ¢és MSCS5 klon erdteljesen gatolta a ConA-aktivalt T-sejtek
proliferaciojat, mig az MSC3 ¢és MSC6 gyenge gatld hatast fejtett ki (15/A-B. dbra). Az
MSC klonok kozott gatloképesség alapjan a kovetkezd sorrendet allithatjuk fel:
MSC2 > MSC5 > MSC4 > MSC3 >> MSC6.

A ConA-aktivalt T-sejt proliferaciod

kontroll + MSC2 + MSC3
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15. dabra. Az MSC klonok gatlasa a ConA-aktivalt T-sejtek proliferaciojara. A kokulturdas
kisérlet a 14. abran leirtak szerint tortént. Az A.) abran az MSC2-6-T-sejt kokulturdk
reprezentativ citofluorimetrids profilja lathato. A citofluorimetrids adatokat ModFit LT™
szoftver segitségeével értékeltiik ki. A B.) abra 5 fiiggetlen, triplikatumokkal elvégzett

kisérlet eredményét mutatja.
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V.2.b. Az immunszuppressziv faktorok génkifejez6dése az MSC klonokban

Annak eldontésére, hogy az MSC klonok kozotti kiilonbség a T-sejt proliferacio
gatlasaban abbdl adddik, hogy a klonok immunmodulalé génjeinek kifejezOdése eltérd,
qRT-PCR-rel megallapitottuk az NO ¢és a PGE2 szintézisért felelds Nos2, Ptgs2, illetve a
triptofan hidnyos kornyezetet kialakitdé enzimet kodolo gén, az Ido! relativ mRNS szintjét.
A Nos2 alap éallapoti kifejezddése tiikrozte az MSC klonok T-sejt proliferacid gatlo
keépességét. Az MSC2 és MSCS klonok esetén mintegy 3 nagysagrenddel (a relativ mRNS
kiilonbség: 3338, illetve 1991), az MSC4 klonban pedig 2 nagysagrenddel (a relativ mRNS
kiilonbség 127) magasabban fejez0dott ki a Nos2, mint az MSC3-ban. Az MSC6-ban a
Nos2 mRNS expresszio egyaltalan nem volt detektalhatd (16/A. abra).
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16. abra. Az MSC klonok immunszuppressziv faktorait kodolo gének kifejezodése. Az
MSC-k kiiiltetését kovetoen 24 ora mulva RNS-t izolaltunk. A Nos2 (A) és Ptgs2 (B) gének
kifejezodeését gqRT-PCR soran a Gapdh haztartasi gén kifejezodéséhez viszonyitottuk. Az
abran 2 fiiggetlen kisérlet atlagat jelenitettiik meg (+SEM).

A Ptgs2 alapallapotban minden klonban magasabban fejez0dott ki, mint a Nos2, és
a Ptgs2 mRNS expresszioban nem volt szignifikdns kiilonbség a klonok kozott
(16/B. abra). Az Idol mRNS alapallapotban qRT-PCR-rel nem volt kimutathato egyik
MSC klonban sem (21/C. abra).

V.2.c. Az in vitro T-sejt osztddas gatlasanak hatdsmechanizmusa

A hatdsmechanizmus vizsgalatdhoz a legerdsebb és leggyengébb T-sejt proliferacio

gatlast mutato MSC2 és MSC6 klont valasztottuk. Az immunszuppressziv faktorok, az

47



NO, a PGE2 ¢s az IDO1 szerepének tisztazasara az MSC-T-sejt kokultirdkban specifikus
inhibitorokat, L-NMMA-t, indometacint ¢s 1-MT-t alkalmaztunk. Az L-NMMA teljesen,
mig az indometacin részlegesen forditotta vissza az MSC2 T-sejt proliferacio gatlo hatasat
(17/A. dbra). Ezzel szemben a gatloszerek jelenléte nem befolyasolta az MSC6 gatld
hatésat (17/A. abra). Az 1-MT, nem meglep6 mddon hatéstalan volt a két MSC klon
aktivitasadra (17/B. dbra), hiszen az IDO kifejez6dése nem mutathaté ki a klonokban

(21/C. abra).
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17. abra. Az NO, a PGE?2 és az IDO1 szerepe az MSC2 és MSC6 klon T-sejt proliferdacio
gatlo hatasaban. A 14. abran leirtak szerint létesitett kokulturahoz 1 mM L-NMMA-t (A),
10 uM indometacint (A), illetve 1 mM 1-MT-t (B) adtunk vagy gatloszer nélkiil inkubaltuk.
adatokat a ModFit LT™ szoftver segitségével értékeltiik ki. Az A.) és B.) dbra egy
triplikatumokkal végzett reprezentativ kisérlet eredményét mutatja.
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V.3. Gyulladasos faktorok hatasa az MSC-k funkcio6ira

V.3.a. Differenciacio

A gyulladasos kornyezet befolyasolja az MSC-k differencialédasat (129-134,136).
Kérdésiink az volt, hogy vajon a kiilonb6z6 differencialédasi készséget mutato, egy sejtbdl
kialakuld6 MSC kloénok hasonlé modon valtoznak-e gyulladdsos mikrokdrnyezetben. Az
MSC2 ¢és MSC6 klonokat IFN-y-val és TNF-a-val kezeltiik és vizsgaltuk csont iranyu
differencialédéasukat. A citokinavatas megsziintette a stimulalas nélkiil jol differencialodé
differencialéd6 MSC6 klont (18/A. abra).

A fenti eredményekkel 6sszhangban a 24 6ras IFN-y és TNF-a kezelés csokkentette
az MSC2 és MSC6 klon csont iranyu differencialddasat szabalyozo és jelz6 markergének,

a Runx2, Bglap ¢és Spp1 kifejezddését (18/B. abra).
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18. dabra. A citokinavatdis hatisa az MSC2 és MSC6 in vitro csontképzd sejt iranyu
differencidaloddsdra és a differenciacios markergének kifejezodésére. A.) A 100 ng/mL
IFN-y-val és 50 ng/mL TNF-o-val elokezelt MSC2 és MSC6 kulturdkat 14 napra csont
differencialtato médiumba helyeztiik. A csontosoddsi gocokban felhalmozodo kalcium
festése Alisarin Red S-sel tortéent. A csontképzo sejt differenciaciorol CKX41
mikroszkophoz kapcsolt Olympus Camedia C-5060 kameraval készitettiink fényképeket.
Meérce = 50 uM. B.) A nem stimulalt (fekete oszlopok) vagy citokinekkel stimulalt (sziirke
oszlopok) MSC2 és MSC6 klonokbol izolalt RNS-bol qRT-PCR-rel vizsgaltuk a Runx2,
Bglap és Sppl gének kifejezodését, melyeket a Gapdh haztartasi gén kifejezédéséhez
viszonyitottuk. A grafikon 2 fiiggetlen kisérlet eredményét (+SEM) jeleniti meg.
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V.3.b. Proangiogén hatas

A neoangiogenezis fontos 1épése a szovetregeneracionak. A szovetek sériilése sok
esetben a kronikus gyulladasoknak tudhatd be, ezért a gyulladdsos kdrnyezet hatdsa az
MSC altal tamogatott érképzésre fontos szempontja volt a vizsgalatunknak. A 19. abra
mutatja, hogy a citokinek, IFN-y és TNF-a jelenlétében az MSC klonok HS5V
endotélsejtekkel egyiitt tenyésztve nem, vagy csak nagyon csekély mértékben képeztek
prevascularis strukturakat a citokin nélkiili MSC-HS5V kokultarakhoz képest (19/A és
B. abra).
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19. dbra. Gyulladasos citokinek hatasa az MSC-k proangiogén funkciojara. A.) MSC-t
(2 x 10" sejt) és H5V-t (2 x 10 sejt) 3 napig egyiitt-tenyésztettiink 24-lyukii lemezen
20 ng/mL IFN-y és 10ng/mL TNF-o hozzdaadasaval vagy anélkiil (kontroll). A
kokulturaban kepzéddo presvascularis strukturakat 5 random modon kivalasztott nem
atfedo latomezében Olympus Cell-R  fluoreszcens mikroszkoppal, 4x-es UplanSApo
objektivvel fénykepeztiik. Az abran reprezentativ képek lathatoak. Mérce = 500 uM. B.)
CellR imaging szoftver segitségével mertiik a strukturdk hosszat. Az abran az 5
latomezoben mért dsszesitett strukturahosszat jelenitettiik meg, mely 3 fiiggetlen kisérlet
eredményének az atlaga (+SD).
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V.3.c. T-sejt proliferacid gatlas in vitro modellrendszerben

Az MSC-k a sejttranszplantaciok soran sok esetben kronikus gyulladasos
kornyezetbe keriilnek, melyben a gyulladdsos citokinek koncentracidja magas. A
kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy a gyulladdsos mikrokdrnyezet hogyan befolyéasolja az
MSC-k T-sejt osztdédast gatld tulajdonsagat. A kronikus gyulladas fenntartasaban a Thl-
sejtek €és a makrofagok altal termelt IFN-y-nak és TNF-a-nak van szerepe. A kronikus
gyulladdsos mikrokdrnyezet modellezésére T-sejteket aktivaltunk anti-CD3/CD28
ellenanyaggal. A T-sejt receptoron keresztiil ilyen modon aktivalt T-sejtek feliiluszojaban
az IFN-y és a TNF-a mennyisége volt a legmagasabb (20/A. abra). Ezt a feliiliszot adtuk a
klonozatlan, heterogén MSC kulturahoz, és mértiik az MSC-ben az immunmodulalo
citokinek vagy az eldallitasukért felelés enzimeket kddold gének (Nos2, Ptgs2 ¢és Idol)
expresszidos valtozasat. Az aktivalt T-sejtek feliilisz6ja magasabb szintre novelte a
stimuldlatlan MSC kultaraban alacsonyan kifejez6dé Nos2 mRNS szintjét (relativ mRNS
valtozas: 27,66), indukalta az eddig nem kifejez6d6 Idol expressziot, €s a Ptgs2 mRNS
szintjében pedig nem okozott valtozast (20/B. abra). A T-sejt feliiliszoban aktivalas
hatdsara nagy mennyiségben megjelend IFN-y ¢és TNF-a szerepét tisztitott citokinekkel
vizsgaltuk tovabb. A Nos2 mRNS kifejezOdését a két citokin kiilon-kiilon is fokozta
(QAACUENT = 7 36, pAACTNE— 18 64), 4m a két citokin egyiitt sokkal erbteljesebben
(QAACHENTINEY = 4705) novelte az MSC kultura Nos2 mRNS kifejez6dését (20/C. abra). A
Ptgs2 mRNS kifejezédésére az IFN-y nem volt hatassal (2°“""™7=1,12), a TNF-o
viszont novelte (24°“™F* = 6,1) (20/C. abra). Az Idol mRNS kifejezédést az IFN-y és a
két citokin kombinacidja jelentdsen novelte, mig a TNF-o 6nmagdban nem volt ra hatassal
(20/C. abra). Ezeket az eredményeket figyelembe véve az MSC klonok kezelésére a két
citokint egyiittesen hasznaltuk.

Annak vizsgalatara, hogy az IFN-y és TNF-a kezelés hatdsara megemelkedett Nos2
mRNS szint befolydsolja-e a klonozatlan, heterogén MSC kultara T-sejt proliferacio gatld
képességét, az aktivalt T-sejt proliferacidé mértékét az IFN-y-val és TNF-a-val elokezelt
MSC-k jelenlétében vizsgaltuk. A citokinnel eldkezelt MSC kultara szignifikdnsan
(p <0,01) jobban gatolta a ConA-aktivalt T-sejtek osztodasat (20/D. abra).
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20. abra. Gyulladasos citokinek hatasa az MSC kultiura immunszuppressziv faktorainak
termelodéséért felelos gének kifejezodésére és az MSC-k in vitro T-sejt proliferdcio
gatlasara. A.) Az izoldlt T-sejteket 72 oran at anti-CD3/CD28 ellenanyaggal aktivaltuk,
majd mértiik a sejtek altal termelt IL-2, -4 -5, IFN-y és TNF-o mennyiségét Cytometric
Bead Array és Mouse Thil/Th2 Cytokine kit segitségével. B.) Az MSC kulturan a masodik
napon a médium feléet 72 oran at anti-CD3/CD28-cal aktivalt T-sejtek feliiluszojara
cseréltiik, ezt kovetoen 24 oraval RNS-t izolaltunk, és qRT-PCR-rel mértiik a jelolt gének
kifejezodeéset. A génexpressziot a Gapdh haztartasi gén kifejezodéséhez viszonyitottuk. C.)
Az MSC-ket nem kezeltiik (sotét oszlopok) vagy 100 ng/mL IFN-y-val (sziirke oszlopok),
50 ng/mL TNF-o-val (sziirke oszlopok), vagy a két citokinnel egyiittesen 24 oraig kezeltiik
(vilagos oszlopok), majd RNS izolas utan gRT-PCR-rel mértiik a jelolt gének expressziojat.
D.) Az MSC-ket nem kezeltiik (sétét oszlopok) vagy 100 ng/mL IFN-y-val és 50 ng/mL
T'NF-a-val egyiitt (vilagos oszlopok) 24 oraig stimulaltuk a kokulturaba helyezés elott. A T-
sejt osztodast az MSC/T-sejt kokulturaban a 13. abran leirtak szerint mértiik. A D.) abra 2
fiiggetlen, triplikatumokkal elvégzett kisérlet eredményét (+SD) mutatja.

Az MSC klonok gyulladasos citokinekkel (IFN-y és TNF-a) torténd kezelése
mindegyik klonban nagy mértékben megnovelte a Nos2 (relativ mRNS valtozas 8 x 10* -
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1,08 x 10%) (21/A. 4bra) és Idol (21/C.4bra) expresszidjat, mig a Pigs2 (21/B. abra)
kifejezddésére kisebb hatassal volt (atlagos mRNS valtozas 9,2). Az MSC3 és MSC6
klonban alacsonyan vagy nem kifejez6d6 Nos2 mRNS (21/A. abra) a citokinkezelés
hatésara a tobbi kloénhoz hasonldéan magas szintre emelkedett (21/A. 4dbra) kiegyenlitve a

stimulalatlan klonok kozott tapasztalt kiilonbségeket.
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21. abra. Gyulladaskelto citokinek hatasa az MSC klonok immunszuppressziv faktorait
kodolo gének kifejezodésére. Az MSC-ket stimulalatlanul hagytuk (fekete oszlopok), vagy
24 oraig 100 ng/mL IFN-y-val és 50 ng/mL TNF-a-val kezeltiik (fehér oszlopok), majd a
sejtekbol RNS-t tisztitottunk. A Nos2 (A), a Ptgs2 (B) és az Idol (C) gének kifejezodését
qRT-PCR-rel vizsgaltuk. A vizsgalt gén expressziojanak mértékét a Gapdh haztartdsi gén
kifejezodéséehez viszonyitottuk. Az dbran 2 fiiggetlen kisérlet dtlagat jelenitettiik meg
(+SEM).

Az MSC kloénok immunszupressziv faktorainak expresszi6 novekedése (21. abra)
Osszhangban volt a T-sejt proliferacid gatld hatasukban bekovetkezd valtozasokkal. A

gyulladaskeltd citokinekkel (IFN-y és TNF-a) torténd eldokezelés fokozta az MSC klénok
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immunszuppressziv sajatsagat (22/A. abra). A T-sejt osztddast gatlo hatas fokozodasa a
gyengén gatlo klonoknal, az MSC3-nal ¢s MSC6-ndl érvényesiilt legjobban, mig a
stimuldlatlanul is er6sen gatlo klonok hatasa (MSC4 és MSCS) csekély mértékben
er6sodott, €s a legerdsebben gatlo klon (MSC2) gatld hatdsa nem valtozott (22/B. abra).
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22. abra. A IFN-y és TNF-a kezelés kiilonbozo mértékben serkenti az MSC klonok T-
sejtek proliferdcio gatlo hatasat. A T-sejt proliferacios kokulturas kisérlet a 14. abra alatt
leirtak szerint tortént. A.) Az MSC-T-sejt kokulturak reprezentativ citofluorimetrids
profilia. B.) Az A.) dbran bemutatott citofluorimetrias adatokat 5 fiiggetlen,
triplikatumokkal végzett kisérlet esetében ModFit LT™ szoftver segitségével értékeltiik ki.
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Az el6z6 kisérletek bizonyitjak, hogy a gyulladasos citokinek jelenléte fokozza az
MSC-k immunszuppressziv faktorainak expresszidjat (21. abra) €s T-sejt proliferacid gatld
hatasat (22. abra). A kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy mely(ek) az(ok) az MSC-eredetli
faktor(ok), melyek részt vesznek a T-sejt osztddas szabdlyozasaban gyulladasos
mikrokornyezetben. Specifikus inhibitorokkal gatoltuk az NO (L-NMMA) és a PGE2
(indometacin) szintézisét és az IDO (1-MT) aktivitdsat az [FN-y-val €s TNF-a-val stimulalt
legerdteljesebb MSC2 ¢és leggyengébb gatlast mutato MSC6 klonban. Az L-NMMA teljes
mértékben megsziintette mindkét citokinekkel kezelt klon T-sejt proliferacid gatlasat
(23/A. 4bra), mely igazolja, hogy az NO az MSC klonok {6 faktora a T-sejt proliferacio
gatlasban. Ezzel szemben a PTGS2-gitlo indometacin csak részben csokkentette a
citokinekkel kezelt MSC6 osztodasgatld hatdsat, a citokinekkel kezelt MSC2 esetében
pedig hatastalan volt (23/A. dbra). Az IDO1 inhibitor 1-MT nem befolyasolta sem az
MSC2, sem az MSC6 gatlo hatasat a T-sejtek osztodasara (23/B. abra) annak ellenére,
hogy a gyulladéskeltd citokinkezelés erdteljesen indukalta az MSC klonokban az Idol
mRNS kifejezodését (21/C. abra).
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23. dbra. Az NO, a PGE2 és az IDOI szerepe a gyulladaskelto citokinekkel elokezelt
MSC2 és MSC6 klon T-sejt proliferdcio gatlo hatasaban. Az MSC-T-sejt kokulturat a 14.
abranal leirt modon allitottuk ossze A.) 1 mM L-NMMA, 10 uM indometacin és B.) 1 mM

crer

mértiik 72 ords kokultirdban, és az adatokat a ModFit LT™ szoftver segitségével
ertékeltiik ki. Az A.) és B.) abra egy triplikatumokkal elvégzett reprezentativ kisérlet
eredményét (+SD) mutatja.

V4. In vivo DTH egérmodell alkalmazasa az MSC-k és MSC klonok
gyulladascsokkento hatasanak igazolasara

Az in vivo immunszuppressziv aktivitds vizsgadlatahoz a csirke tojasfehérje, az
ovalbumin altal kivaltott késoi tipusu tulérzékenységi reakciot (DTH) valasztottuk. A

kisérlet soran ovalbumint oltottunk az egerek bore ala és 4 nap utan megismételve az oltast
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az egerek talpparndjaba kivaltottuk a DTH reakciot, melyet a talpparndk erdteljes
duzzanata jelzett. A reakci6 az ujraoltast kovetd 2. napon a legmarkansabb, igy a talpak
vastagodasat ebben az idépontban tiintettiik fel. Ha az els6 ovalbumin oltds idépontjaban
kloénozatlan, heterogén MSC kulturat oltottunk az egerek hasiiregébe, akkor az MSC-k
szignifikansan (p =0,0146) csokkentették a talpparndk 6démajat a csak ovalbuminnal

oltott kontrollhoz képest (24. abra).
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24. dabra. Az MSC kultura immunszuppressziv hatasa az ovalbumin indukalta késoi
tipusu tulérzékenységi reakcioban. Him C57BL/6 egerek bore ald ovalbumint oltottunk,
egyidejlileg a hasiiregbe PBS-t vagy 10° MSC-t oltottunk. Négy nap milva héaggregalt
ovalbumint oltottunk az egerek jobb oldali hatso talpparnajaba (J) és PBS-t a bal oldali
hatso talpparndjaba (B). Negyvennyolc ora utan mértiik az egerek talpparnajanak
vastagodasat (mm). Az abra 6 fiiggetlen kisérlet adatait tartalmazza (n = 17, n = 14).

Az MSC2 ¢és MSC6 klonok in vivo immunszuppressziv aktivitasat az ovalbumin
altal kivaltott DTH reakci6 gatlasaban vizsgaltuk. Az MSC2-vel torténd oltas
szignifikansan csokkentette az ovalbumin altal kivaltott talpparna duzzanatot (p <0,01),
mig az MSC6-tal torténd oltas nem befolyasolta a talpddémat. Ha azonban az MSC6 klont
a beoltast megelézden 24 oraig kezeltiik IFN-y-val és TNF-a-val, az MSC6 az MSC2-hoz
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hasonléan szignifikdnsan (p <0,05) csillapitotta a talpparndk duzzanatat (25. dbra). Az
erésen immunszuppressziv MSC2 hatdsa nem valtozott citokin el6kezelés hatasara (nem

bemutatott adat).
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25. dbra. Az MSC2 és MSC6 hatdsa az ovalbumin dltal kivaltott DTH reakciora. Him
C57BL/6 egerek bére ald ovalbumint oltottunk, egyidejiileg a hasiiregbe PBS-t vagy 10°
MSC2-t, MSC6-ot, illetve 24 ordaig 100 ng/mL IFN-y-val és 50 ng/mL TNF-a-val elokezelt
MSC6-ot oltottunk. Négy nap mulva héaggregalt ovalbumint oltottunk az egerek jobb
oldali hatso talppdarnajaba (J) és PBS-t a bal oldali hatso talpparnajaba (B).
Negyvennyolc ora utan mértiik az egerek talpparndjanak vastagodasat (mm). Az abra 2
fiiggetlen kisérlet adatait tartalmazza (n = 5-6).
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VI. Kovetkeztetések

A mesenchymalis dssejteket ezidaig tobb szaz kiilonbozo célu klinikai vizsgalatba
vontdk be, melyek kimenetele meglehetdsen valtozatos képet mutatott (46). Egyik
feltételezett tényezd ennek hatterében az MSC-k heterogenitasa (157). Tobb, egy sejt
eredetii MSC klonnal végzett tanulmany kimutatta, hogy az MSC klénok mesenchymalis
iranyokba torténd differencialodasi képessége eltéré (146). Mas tulajdonsagok, mint
példaul a klonok proangiogén funkcidja kevésbé keriilt a heterogenitasi vizsgélatok
latomezdjébe, tovabba az immunszuppressziv funkciot érintd heterogenitast illetéen sincs
egyetértés a teriileten, mivel az ilyen irdnyu vizsgalatok szama csekély és eredményeik
ellentmondasosak. Mig Xu ¢és kollégdi szerint az MSC klonok immunmodulacios
képessége hasonldo (113), mas csoportok jelentds eltérést mutattak ki a klonok ilyen
funkcidja kozott (115,153,154).

A jelen értekezés targya az egér csontveldi eredetli MSC populacid egysejtszintii
diverzitasanak vizsgalata, melyben els6sorban az MSC klonok nem gyulladasos és
gyulladdasos kornyezet 4altal befolyasolt in vitro ¢és in vivo immunszuppressziv
tulajdonsagéra Osszpontositottunk. Emellett a jellemzés részeként vizsgaltuk, hogy a
gyulladasos citokinek hogyan modositjdk a klonok csontképzd- ¢€s zsirsejt iranyt

differenciacidjat, valamint a proangiogén (érképzd) hatasat.

Az MSC-k a szdveti regeneraciot részben ugy segithetik, ha kézvetleniil a sériilt
szovet iranyaba differencidlodnak. Vajon egy MSC populdcid egyes sejtjeibdl kialakuld

kolonidk hasonlo, vagy kiilonb6z6 mértékben képesek differencialodni? Az altalunk

.....

rrrrrr

érintd eredményekkel (115,149,150,158). Zsirsejt iranyba mindegyik MSC klon hasonléan
differencialodott. A terapias felhasznalds soran az MSC beépiilésnek €s szovetirany
differencialédasnak sok esetben olyan szdvetben kell megvalosulnia, mely erdteljes
gyulladasban van. fgy a differencialodasi képesség vizsgalata gyulladasos
mikrokornyezetben alapvetd fontossagl. A vizsgalt MSC klonok gyulladasos citokinekkel
(IFN-y és TNF-a) torténd elokezelés utan nem differencialodtak csont irdnyba, €s a

gyulladdsos citokinek csokkentették a csont differenciaciot szabalyozo és jelzd gének
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(Runx2, Bglap, Sppl) kifejez6dését is. Ez az eredmény Osszhangban van azokkal a
tanulmanyokkal, melyek szerint a TNF-a gatolja az in vitro csont iranyu differencialodast
(129-132), viszont ellentmond azoknak az eredményeknek, melyek szerint a TNF-a
onmagaban vagy IL-17-el kombinalva fokozza a csont iranya differenciaciot (133,134). A
fenti ellentmondasra magyardzatul szolgéalhat, hogy a szerzék eltérd citokinkoncentraciot
alkalmaztak. Az alacsony citokinkoncentraci6é ugyanis serkentd, mig a magas gétld hatast
(131,135). In vivo allatmodellben, vad tipust egérben az IFN-y-t ¢s TNF-o-t semlegesitd

......

eredményt tamasztja ala.

VI1.2. Az MSC-k proangiogén funkcioja

A sériilt szovetek megtjulasanal sok esetben sziikség van 10j erek képzddésére is.
Az elmult években bebizonyosodott, hogy az MSC-k 4altal termelt faktorok palettaja
rendkiviil széles, melyek kozott talalhatunk endotélsejtek novekedésére és érképzo
folyamataira haté molekulakat is (159). Ezaltal in vitro modellrendszerben az MSC-k
eldidézik az endotélsejtek rendezddését kapillaris-szerti struktardkba (23,65). Ezzel
0sszhangban mi magunk is kimutattuk, hogy az MSC-k H5V endotélsejtekkel spontan
modon, Osszefliggd prevascularis halozatot alakitanak ki, melynek kiterjedtsége fligg attol,
hogy az MSC termel-e galektin-1 fehérjét (71). Kérdés, hogy az MSC sejtpopulacidban az
egyes sejtek hasonléan vagy eltéréen tamogatjdk-e az angiogenezist az in vitro
prevascularis modellben. A klonozés soran nyert monoklonalis MSC (MSC2-MSC6) sejtek
hasonldé mértékben képeznek prevascularis strukturakat a HSV endotélsejtekkel, és ennek
megfelelden a klonokban a proangiogén faktorok, Vegfa, Angptl ¢és Lgals] mRNS
kifejez6dése is hasonld. Az MSC-k terapids alkalmazédsa folyaman a sériilés helyére juto
MSC proangiogén hat4dsat mddosithatja a gyulladdsos mikrokdrnyezet. Az altalunk vizsgélt
klonok gyulladaskeltd citokinek (IFN-y és TNF-a) jelenlétében nem, vagy nagyon csekély
szam prevascularis strukturdt képeztek endotélsejtekkel egyiitt tenyésztve. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek annak megértésére, hogy a gyulladasos citokinek hogyan
befolyasoljdk az MSC-k érképzddést serkentd faktortermelését. Egy tanulmany arrdl
szamol be, hogy az IFN-y/TNF-a-elokezelt MSC-kben megné a VEGF és hipoxia
indukalta faktor-1a szekrécioja, mely hozzéjarulhat ahhoz, hogy a citokinekkel elokezelt

MSC-k jobban eldsegitik a tumorndvekedést és -érképzddést (137).
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Eredményeinkbdl az latszik, hogy a gyulladasos kornyezet gatolja az MSC-k
differencialdédasi €s proangiogén hatdsat. Ezek alapjan felmeriil a kérdés, hogy azoknal a
terapiaknal, melyeknél feltételezziik, hogy az MSC differencidcidja vagy proangiogén
hatdsa fontos szereppel bir, javasolt lehet-e a gyulladas csokkentése az MSC
transzplantaciot megel6zden? Véleményiink szerint fontos lenne ennek a kérdésnek a

megvalaszolasa allatkisérletes betegségmodellek segitségével.

VI.3. Az MSC-k immunszuppressziv funkcioja

A Ph.D. dolgozatomban leirt munkéanak a f6 irdnyvonala az MSC immunmodulalé
képességének egysejtszintli (klonalis) vizsgélata. Az izolalt MSC klonok kiilonb6z6
mértékben gatoltak a ConA-aktivalt T-sejtek osztodasat, ahol a gatldas mérteke 30%-t61
70%-1g terjedt. Az MSC2, MSC4 és MSCS5 klonok nagy mértékig gatoltak a T-sejtek
proliferaciojat, mig az MSC3 és MSC6 klonok altali gatlas szignifikdnsan gyengébb volt.
Ez az eredmény illeszkedik a masok altal publikalt adatok soraba (115,153,154), melyek az
egy sejt eredeti MSC klonok immunszuppressziv képességének kiilonbségeirdl adnak
szamot. A T-sejt proliferaci6 gatlasdban megfigyelt sokféleség a Nos2 immunmodulacids
gén klononként valtozd szintl kifejezédésével magyardzhatd. A Nos2 altal kodolt enzim
funkcidja a NO eldallitasa. Az erds gatlast mutatd MSC2 és MSCS klonok esetén mintegy
3 nagysagrenddel (a relativ mRNS kiilonbség: 3338, illetve 1991), az MSC4 klonban pedig
2 nagysagrenddel (a relativ mRNS kiilonbség 127) magasabban fejez0dott ki a Nos2, mint
a csekély gatlast mutato MSC3-ban. A Nos2 expresszio nem volt detektalhato a legkevésbé
gatld MSC6-ban. A klonokban mért kiilonb6z8 Nos2 mRNS expresszio hatterében sok
tényezo allhat. Egyrészt a Nos2 gén atirdsat szamos aktivalo és gatld hatasu transzkripcids
faktor szabalyozza, melyek eltéré milkddése az egyes MSC klonokban kiilonb6zé Nos2
transzkripciohoz  vezethet (160). A  kiilonbség a Nos2 mRNS molekula
poszttranszkripciondlis szabalyozasdbol is fakadhat, az mRNS stabilitdst szabalyozo
faktorok mint a heterogén nukleéris ribonukleoprotein I és L (hnRNPI/L) komplex eltérd
kotdédésével is magyarazhatod lehet (161). A NO T-sejt proliferacid gatlasban betdltott
kozponti szerepét a NOS2 gatloszer, az L-NMMA hasznalataval megerdsitettiik, mely
visszaforditotta a legkifejezettebben gatlo MSC2 klon hatdsat. Ennek a kisérletnek az
eredménye egyezik a masok altal, a teljes MSC populacidval kapcsolatban leirtakkal
(114,115,153). A PGE2 szintézisben részt vevd enzimet kodolo Prgs2 gén kifejezOdésében
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a klonok kozott. Az egér MSC
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immunszuppresszidjanak mechanizmusaban a PGE2 szerepét ellentmondé adatok dvezik,
melyek értelmében a PGE2-nek fontos (91) vagy mellékes (114) szerep jut, mig masok
szerint egyaltalan nem jarul hozz4 a folyamathoz (113,115,153). A PTGS2 gatloszer, az
indometacin a mi kisérleteink szerint részben gatolta a T-sejt proliferaciot, ezzel
alatdmasztva a PGE2 bizonyos fokl szerepét.

Egyre nd azoknak az irodalmi adatoknak a szama, melyek azt tdmasztjak ala, hogy
az MSC-ket 0vezd gyulladdsos mikrokornyezet erdteljesen befolyasolja az MSC-k
biologiai funkciojat. A gyulladds helyén az immunsejtek altal termelt gyulladasos
citokinek (115,127) altali aktivaciot idegen szdval ,,licensing”-nek nevezziik (128), mely a
dolgozatban az altalunk alkotott citokinavatas kifejezésként szerepel. A citokinavatas az
MSC-ket gyulladdscsokkentd fenotipus irdnyaba tolja el, mely fligg a felhasznalt faktor
tipusatol, koncentracidjatol és a kezelés idOtartamatol (128). A gyulladasos kornyezet
modellezésére €s ezaltal az MSC-k gatldo hatasanak serkentésére az IFN-y és a TNF-a
citokinek kombinacidjat valasztottuk. Az MSC kultara elokezelése IFN-y-val és TNF-a-val
egyiittesen szamottevéen megemelte a Nos2 (2°4CFNTINECY = 4705), illetve indukalta az
Idol gének kifejezOdését, €és a citokinavatds kis mértékben novelte a Prgs2 gén
kifejez6dését (224CHFNYINE = 7 69 is. Kovetkezésképpen a citokinavatott MSC kultara T-
sejt proliferacio gatld képessége szignifikansan megnoétt a kezeletlen MSC-¢éhez képest. Az
MSC klonok IFN-y és TNF-a kezelése is serkentd hatasi volt, és ilyen modon
kiegyenlitette a klonok kozti kiilonbségeket, melyek a T-sejt osztédas gatlasaban
mutatkoztak, igy a gyengén gatlo MSC3 és MSC6 klonok elérték a kiemelkedéen gatlo
MSC2, MSC4 ¢s MSCS5 klonok szintjét T-sejt osztédas gatlast illetden. Ez az eredmény
arra mutat ra, hogy az [FN-y és TNF-a kezelés stimulalja a funkcioképtelen MSC klonok
immunvalaszt gatld képességét. Az MSC kultaranal megfigyeltekhez hasonl6 modon a
citokinavatds az MSC klonokban is markansan ndvelte a Nos2 és az Idol és kozepesen
fokozta a Prgs2 gének kifejez6dését. Az a megfigyelésiink, hogy a citokinavatas minden
klénban egyontetiien indukalja a Nos2 mRNS expressziot, arra enged kovetkeztetni, hogy a
stimuldlatlan klénok kozotti Nos2 mRNS expresszios kiilonbségek nem a Nos2 génben
torténd mutaciobol fakadnak.

A citokinek altal erételjesen indukalt Nos2 valoban szerepet jatszik az MSC klonok
altal T-sejtekre kifejtett osztodasgatlasban, ugyanis specifikus gatloszerével, az L-NMMA-
val a citokinavatott MSC2 ¢és MSC6 miikddése gatolhatd volt. A PTGS2 indometacinnal

torténd gatlasa részben megsziintette az MSC6 immunszuppressziv képességét, az MSC2-
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ére azonban a gatloszer hatastalannak bizonyult. Ebbdl azt a kdvetkeztetést vonhattuk le,
hogy az MSC populéacion beliil nem egységes az immunszuppressziot szolgald kiillonbozo
faktorok, mint a PTGS2 szerepe.

Az Idol mRNS kifejez6désének indukcidja volt a legszembetiindbb valtozas,
amelyet a gyulladasos koriilmények kozt tapasztaltunk, hiszen a stimulalatlan MSC kultara
¢s az MSC klonok ezt a gént egyaltalan nem fejezték ki. Ugyanakkor az IFN-y és az IFN-y
¢s TNF-a kombinacioja indukalta az Idol mRNS kifejez6dését az MSC kultaraban, illetve
a klonokban. A magas Idol expresszid ellenére az IDOI specifikus gatloszere, az 1-MT
nem volt hatassal a citokinavatott MSC klénok immunszuppressziv képességére. Jollehet a
human MSC egyik legfontosabb immunmodulalé faktora az IDO1 (99,110), egér MSC-ben
a szerepe nem egyertelmii. Még ha a gyulladasos citokinek el6idézték is az Ido/ mRNS
kifejez6dését, az IDO1 fehérje egér MSC-ben nem volt kimutathaté (125). Ennek
megfelelden az IDO1 termelés gatldsa nem oldotta fel az egér MSC T-sejt osztodas gatld
hatasat (99,114,115). Erre talan magyarazatot nyjthat az a megfigyelés, hogy egy epitél
karcinoma sejtvonalban az NO felszabadulasa eldidézte az IDO1 gyors proteaszomas
lebomlasat (162). Elképzelhetd, hogy az IDO1 az NO hatdsira az egér MSC-ben is
lebontésra keriil, ennek igazolasara azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.

Az MSC-k in vitro T-sejt proliferacidt gatlo és igy immunszuppressziv hatasat az in
vivo éallatmodellek is alatdmasztjak (72,95,118,142,143), mely felveti annak a lehetdségét,
hogy az MSC sejtterapia alkalmas lehet kiilonb6z6 immunoldgiai korképek kezelésére. Az
MSC-k in vivo immunmodulalé hatdsat mi is igazoltuk egy ovalbumin altal kivaltott kés6i
tipusu talérzékenységi reakcioban. Az MSC kultira eredményesen csokkentette az egerek
ovalbumin oltés 4ltal eldidézett talpparna duzzanatat. Ugyanebben az in vivo rendszerben
azt is kimutattuk, hogy az in vitro T-sejt osztodast a legerOsebben és legkevésbé gatld
MSC2, illetve MSC6 klon sikeresen (MSC2), illetve gyengén (MSC6) gatolta a DTH
reakciot. Az in vitro eredményeket igazolta az is, hogy IFN-y-val és TNF-a-val el6kezelt
MSC6 az MSC2-klonhoz hasonldan csillapitotta a talpak 6démajat jelezvén, hogy a gyenge
hatasu stimulalatlan MSC6 klon immunszuppressziv képessége a citokinavatas révén
megndtt. Eredményeink aldtamasztjdk azokat a GVHD egérmodelljével végzett
kisérleteket, melyekben a betegség kialakuldsanak megelézésében az IFN-y-val eldaktivalt

MSC oltasa hatasosabbnak bizonyult, mint a kezeletlen MSC-vel valo oltas (143).
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VI.3. Osszefoglalas

Munkank oOsszegzéseként megallapithatjuk, hogy az egér csontveldi MSC
populacion beliil az immunmoduldloé képességet illetden sokféleség uralkodik az egy sejt
eredetli klonok kozott. Az MSC klonok kozotti kiilonbségek részben az immunregulativ
faktorok eloallitasaért felelés enzimeket kodoldo gének eltérd kifejezddésével
magyarazhatoéak. Ebben a tekintetben, az NO a meghatarozo szerepii faktor, a PGE2 részt
vesz a klonok altal kifejtett immunszuppresszidban, mig az IDO1-nek nincs szerepe benne.
Ennek a munkéanak az egyik fontos iizenete az, hogy a gyulladdsos kornyezetben talalhato
citokinek ugy mint az IFN-y és a TNF-a eltoljak, polarizaljak az MSC-ket egy erdteljesen
immunszuppressziv fenotipus iranyaba, mig differencidlodasi képességiik €s érképzddést
elosegitd hatasuk gyengiil, vagy teljesen meg is sziinik (26. abra). Gyulladasos
citokinekkel vald kezeléssel, Un. citokinavatassal, az MSC klonok kozotti immunfunkciodt
illetd kiilonbségek eltiintethetéek. Erdemes megfontolni ennek a vizsgalatnak az
eredményeit az immunologiai terapids felhasznaldst megeldzden, illetve felvetddik a
kérdés, hogy regenerativ orvoslasban az MSC-k szdvetregeneraciot eldsegité hatasat

lehetne-e fokozni a sériilés helyén fellépd gyulladas enyhitése altal.

Nem stimulalt IFN-y/TNF-a-stimulalt
MSC2  MSC6 MSC2  MSce rexinkezclos
hatasa
A o 4+ + - -

Cs‘ontkepz.o s.e t ' ‘
differenciacio kiilonboz6 hasonlo

Prevascularis I -+ = _ ‘
struktura teszt hasonld hasonlo

T-sejt p,rolrlferaCIO 4+ + — HEHE AR f
gatlas kiilonboz6 hasonlo

DTH reakcio +++++ + +++++ g B o e .

gatlas kulonbozé hasonlo

26. abra. A gyulladasos kornyezet hatdsa az MSC2 és MSC6 klonok funkcioira. A + jelek
szama arra utal, hogy az MSC-k az adott funkcot milyen mértékben képesek véghez vinni. A
— jel a funkcio hianyat jelzi. A nyilak szine és iranya a citokinkezelés hatasat jelzi az adott
MSC funciora: piros, lefelé mutato nyil — funkcio csokkenés, zold, felfelée mutato nyil —
funkcio novekedes.
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IX. Osszefoglalas

A mesenchymalis dssejtek (MSC) multipotens felndtt szoveti dssejtek. Megfeleld
induktiv kdrnyezetben mezodermalis irdnyba differencidlodva zsir-, csont- és porcsejtekké
alakulnak. Differencidlodasi képességiik és biologiailag aktiv faktorok altal kifejtett
immunszuppressziv hatdsuk miatt a regenerativ €s immunszuppressziv medicina egyik
fontos eszkdzei lehetnek. Igy az MSC-k segitik a sériilést, szovetpusztuldst kovetd
szovetmegujulast, érképzodést, illetve mérsékelhetik a sériilés helyén kialakuld
gyulladdsos immunvélaszt. A huméan orvoslasban betdltott szerepe miatt az MSC
heterogenitds megismerése fontos teendd. A heterogenitas kiilonb6z6 szinteken vizsgalhatod
¢s vizsgalando: 1) a kiilonbozé egyedekbdl izolalt MSC populaciok eltérdek; 2) adott
egyed kiilonbozd szoveteibdl kivont MSC-k  morfologiailag, novekedési ¢€s
differencialodasi képességiiket tekintve eltérdek; 3) Adott egyed adott szovetébdl izolalt
MSC egyes sejtjel szintén eltéréek lehetnek (klonalis heterogenitas). Munkank soran az
egér csontveld1 MSC populécio egyedi sejtjeinek klondlis kiilonbségeit vizsgaltuk.

Ebbdl a célbol egér csontveléi MSC kulturabol higitdsos moddszerrel egy sejt
eredetli klonokat izolaltunk, és ezek koziil 6t (MSC2-6) klon tulajdonsagait hasonlitottuk
0ssze kiilonboz6 szempontok alapjan. A vizsgdlt MSC klonok morfologiaja, osztdédasi
képessége hasonlo, és az MSC kritériumoknak megfeleld sejtfelszini markerprofillal
rendelkeznek: CD45", CD11b, CD29', CD44", CD73", CD106", CD119" és Sca-1".
Specifikus faktorok jelenlétében csontképzd sejt és zsirsejt iranyba differencidlodnak. A
hisztokémiai festések alapjan az MSC2, MSC4 és MSC5 klonok erdteljesebben, mig az
MSC3 és MSC6 klonok gyengébben differencidlodnak csontképzd sejt iranyba. A klonok
alkalmas aramlasi citometrids méréssel igazoltunk. /n vitro angiogenezis modellben az
MSC klénok endotélsejtekkel egylitt tenyésztve prevascularis strukturakat képeznek. A
struktirdk hossza ¢és a klonok proangiogén faktor (ér-endotél ndvekedési faktor,
angiopoietin-1, galektin-1) mRNS kifejez6dése mindegyik klon esetében hasonld.

Az MSC klonok immunszabalyozé tulajdonsagat in vitro ¢és in vivo
modellrendszerben vizsgaltuk. Az in vitro MSC-T-sejt kokultira rendszerben mindegyik
klon szignifikansan gatolja a nyirokcsomobol izolalt, aktivalt T-sejtek osztodasat, de a
gatlas mértéke a kiilonbozo klonok kozott nagy kiilonbségeket mutat. Az MSC2, MSC4 és
MSCS5 erdsen, az MSC3 és MSC6 gyengén gatolja a T-sejtek osztodasat, tehat a klonok
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gatloképesség szerint a kovetkezd sorrendbe allithatdak:
MSC2 > MSCS5 > MSC4 > MSC3 >>MSC6. E  kiilonbség  okanak  feltdrasara
meghataroztuk az MSC klénok immunszuppresszioért felelds faktorait kodold gének
expresszidjat kvantitativ valos idejii PCR-rel (QRT-PCR). A prosztaglandin-endoperoxid
szintaz 2-t kodolo gén (Prgs2) mindegyik klonban magasan fejezddik ki, az indolamin-2,3-
dioxigenaz 1-et kodolo gén (Idol) kifejez6dése pedig egyik klonban sem mutathatd ki.
Jelentds a kiilonbség a nitrogén-monoxid (NO) szintdz 2 (Nos2) génexpresszidjaban: az
erdsen gatlo MSC2, MSC4 és MSCS5 klonban magasan, a gyengén gatlo MSC3 klénban
alacsonyan, a leggyengébben gatlo MSC6 klonban pedig egyaltalan nem fejezédik ki. Ezek
az eredmények azt jelzik, hogy a NO a T-sejt proliferacid gatlasdban alapvetd szerepet
jatszik. A NO szerepének igazolasara az MSC2 ¢s MSC6 klont vizsgaltuk, specifikus
NOS2 gatloszert, az L-NMMA-t alkalmazva. A NOS2 inhibitor teljes mértékben gatolta az
er6sen gatld, nagy mennyiségli Nos2 mRNS-t expresszald6 MSC2, mig nem befolyasolta a
gyengén gatld, Nos2-t nem expresszald MSC6 T-sejt proliferacid gatlo hatasat. A PGE2
termelés €és az IDO1 enzimaktivitds gatlasa alapjan a PGE2 szerepe részleges az MSC2,
mig nem befolyasolja az MSC6 T-sejt osztddas gatlasat.

Az MSC klonok in vivo immunmoduldld képességének tanulméanyozasara
ovalbuminnal egerekben kivaltott késé1 tipusu tulérzékenységi reakciot (DTH)
alkalmaztunk. Az in vivo modell alatdmasztja és igazolja az in vitro rendszerben kapott
eredményeket, mivel a T-sejt proliferacio gatlasaban leghatékonyabb MSC2 szignifikansan
gatolja a DTH reakciot, mig a legkevésbé gatlo MSC6 klon nem befolydsolja az
ovalbuminnal kivaltott tilérzékenységi valaszt.

Az MSC-k differencidlodasi ¢€s gyulladascsokkentd képességét igyekeznek
kiakndzni az egyre sokoldalibb sejtterapias felhasznalds sordn. Az MSC terapia
legigéretesebb teriiletei a csontveld Aatiiltetés utan gyakran sulyos tiinetekkel fellépd
immunoldgiai korkép, a graft-versus-host betegség kezelése, illetve a regenerativ medicina.
A terapia soran a szervezetbe oltott MSC-k gyakran gyulladdsos kornyezetbe jutnak, ahol
gyulladasos citokinek (IFN-y ¢és TNF-a) befolydsolhatjdk az MSC-k funkcionalis
tulajdonsagait.

Az IFN-y-val és TNF-a-val torténd elokezelés gatolja az MSC-k csont iranyt
differencialédéasat ¢€s a folyamatot jelzd gének (Runx2, Bglap, Sppl) kitejezddését. A

gyulladaskeltd citokinek az MSC klonok proangiogén tulajdonsagat is megsziintetik, mivel
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az in vitro MSC-endotélsejt kokultirdkban IFN-y és TNF-a jelenlétében a prevascularis
strukturak nem alakulnak ki.

Az MSC klonok immunszuppressziv hatasanak vizsgalata sordn az eredmények azt
tamasztottak ala, hogy az IFN-y-val és TNF-a-val torténd el6kezelés serkenti az MSC
klonok T-sejt osztddasgatlo aktivitasat. A gatloképesség fokozodasa a gyengén gatlo
MSC3 és MSC6 klonokban a legkifejezettebb. Ezzel 6sszhangban az IFN-y és TNF-a
kezelés indukalja az immunszuppresszioért felelds faktorokat kodold gének (Nos2, Ptgs2,
Ildol) kifejez6dését. Az immunszuppressziv faktorok szerepét a T-sejt proliferacio
gatlasban specifikus gatloszerek segitségével igazoltuk, hasonldoan, mint a nem stimulalt
klonok esetében. A NOS2 enzim inhibitora, az L-NMMA blokkolja az MSC2 és MSC6
(melyek gatlo hatasa hasonldva valik a citokin el6kezelés utan) T-sejt proliferacid gatlasat,
alatdmasztva a NO szerepét. A PGE2 termelés gatlasa indometacinnal a PGE2 részleges
szerepét igazolja, mig az IDOI1 inhibitordnak, az 1-metil-triptofAnnak a jelenléte nem
befolyasolja az MSC klonok aktivitasat kizarva ennek a faktornak a kdozremiikodését.

Az in vitro adatokat az in vivo eredmények is alatamasztjak. A gyulladasos
citokinekkel torténd elokezelés megsziinteti a stimulalatlan MSC2 és MSC6 klonok kozott
tapasztalt kiilonbséget, mivel az eldkezelés hatasadra az MSC2 és MSC6 hasonloan gétolja
a DTH reakciot.

Eredményeink 0Osszefoglalasa: a csontveldi MSC populacio funkciondlisan
heterogén, ami a csont iranyu differencidlodasban és még erdteljesebben az immunvalasz
gatlasaban érvényesiil. A gyulladasos kornyezetben jelenlevd citokinek, az IFN-y és TNF-
a polarizaljak az MSC-k funkcioit azaltal, hogy csokken a differencialodasi képességiik €s
angiogenezisben betoltott szerepiilk, mig jelentésen megnd az immunszuppressziv
aktivitdsuk. Ezért érdemes lehet megfontolni ennek a vizsgalatnak az eredményeit az
immunoldgiai €s regenerativ terapids felhasznalast megelézden, vagyis az immunoldgiai
felhasznalas soran az MSC-k gyulladasos citokinekkel vald eldkezelését, regenerativ

terapiaban a terapiat megel6z6 gyulladas csokkentést.
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X. Summary

Mesenchymal stem cells (MSCs) are resident in many adult tissues. These cells are
capable to differentiate into mesodermal lineages such as adipocytes, osteoblasts and
chondrocytes, moreover they produce a plethora of bioactive molecules. Due to their
differentiation into various cell types, production of a plethora of soluble factors including
those with immunoregulatory functions and pro-angionic activity, MSCs have been
implicated in medical applications such as regenerative medicine and treating
immunological disorders. Hence the importance of mastery of heterogeneity of MSC
population has emerged. Different levels of heterogeneity could be and has to be
investigated: 1) MSCs from different individuals can be distinguished; 2) MSCs from
various tissues of one individual are different regarding the cell morphology, growth and
differentiation abilities; 3) MSCs from a given tissue of one animal may exert clonal
heterogeneity. Our work aimed to examine the clonal heterogeneity of mouse bone marrow
MSC.

To approach clonal heterogeneity, single cell MSC clones were generated from
mouse bone marrow-derived MSC culture using limiting dilution cloning technique. The
functional properties of five of these MSC clones (MSC2-MSC6) were further
characterized. Morphology, proliferation rate of the MSC clones were similar and all
clones were CD457, CD11b, CD29", CD44", CD73", CD106", CD119" and Sca-1"
fulfilling MSC criteria. In the presence of inducing factors, MSC clones differentiated in
vitro into osteoblasts and adipocytes. Based on histochemical staining, MSC2, MSC4 and
MSCS5 exhibited strong, while MSC3 and MSC6 weak osteoblast differentiation.
Cytofluorimetric lipid quantification showed similar lipid accumulation in MSC clones
during adipogeneic differentiation. Pro-angiogenic effect of MSC clones was examined in
an in vitro angiogenesis test where MSC clones pre-seeded with endothelial cells
assembled into pre-vascular structures to a similar extent. Analysis of pro-angiogenic
factor expression by qRT-PCR showed that all clones expressed similar level of
angiopoietin-1 (Angptl), vascular endothelial growth factor A (Vegfa) and galectin-1
mRNAs.

Immunomodulatory properties of MSC clones were assessed both in vitro and in
vivo model systems. In in vitro MSC-T-cell co-culture experiments all MSC clones

exhibited significant proliferation inhibition of ConA-activated T-cells. Nevertheless, the
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degree of inhibition remarkably differed between the clones. Hence, proliferation of T-
cells was robustfully diminished in the presence of MSC2, MSC4, and MSC5 while it was
poorly inhibited by MSC3 and MSC6 resulting in the following order:
MSC2>MSC5>MSC4>MSC3 >> MSC6. To explore the background of the clonal
variability, the expression levels of genes encoding immunomodulatory factors or enzymes
involved in factor synthesis have been determined using qRT-PCR. Prostaglandin
endoperoxide synthase 2 (Ptgs2) mRNA was equally high in all clones while indolamine-
2,3-dioxygenase 1 (Idol) mRNA were not detected in either clones. Nevertheless, mRNA
encoding nitric oxide (NO) synthase 2 (Nos2), an enzyme responsible for generation of
anti-inflammatory mediator, NO showed substantial difference between the MSC clones: it
was expressed at higher levels in MSC2, MSC5 and MSC4 than in MSC3 and was
undetectable in MSC6 indicating a pivotal role of NO. To verify the essential role of NO in
inhibition of T-cell proliferation, NOS2 activity was blocked by a specific inhibitor, L-
NMMA. This drug impeded the function of MSC2 and as it was expected, did not affect
the non-inhibitory clone, MSC6 which did not expressed NOS2. Blocking PTGS2 with
indometacin resulted in partial inhibition of MSC2 and no inhibition of anti-proliferative
effect of MSC6.

To investigate in vivo immunomodulation, the effects of the most and least
immunosuppressive MSC2 and MSC6 clones, respectively, were tested in ovalbumin-
induced delayed type hypersensitivity (DTH) response in mice. The results obtained in the
in vivo model supported those of in vitro findings as MSC2 significantly prevented, while
MSC6 did not affect the hypersensitivity response.

Cell therapies, incessantly increasing in number, represent a possibility to benefit
from MSCs’ property of differentiation, anti-inflammatory effect. Treatment of acute graft
versus host disease, which is common but severe complication after allogeneic bone
marrow transplantation, is one of the most promising targets of MSC therapies besides
regenerative medicine e.g. in orthopedics. During application as cell therapy, MSCs
frequently get into an inflammatory environment where inflammatory cytokines, such as
IFN-y and TNF-a occur abundantly. Hence, it is of special interest how the inflammatory
environment affects the MSC functions.

We have shown that pre-treatment of MSC clones with IFN-y and TNF-a, a
process, called “licensing”, diminishes the osteoblast differentiation and accordingly the

expression of specific marker genes (Runx2, Bglap, Sppl). In addition, pro-inflammatory
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cytokines abolished the pro-angiogenic function of MSC clones as well. Complete lack of
pre-vascular structures was observed in co-cultures of MSC clones and endothelial cells.

Licensing by IFN-y and TNF-a enhanced the anti-proliferative activity of MSC
clones in MSC-T-cell co-cultures. This effect was the most prominent in MSC3 and MSC6
clones, which exerted poor inhibitory activity without cytokine treatment. In good
agreement with triggered proliferation inhibitory effect of the MSC clones, expression of
Nos2, Ptgs2 and Idol involved in immunosuppression by MSCs were upregulated.
Specific inhibitor of NOS2, L-NMMA blocked the immunosuppressive activity supporting
the important role of NO. Inhibition of production of PGE2 with indometacin and activity
of IDO1 with 1-MT resulted in partial and no retardation of anti-proliferative effect of
MSC clones indicating a partial or no role of PGE2 and IDO1, respectively.

In vitro results were validated in vivo DTH response. Pre-stimulation with pro-
inflammatory cytokines abrogated the difference observed between unstimulated MSC2
and MSC6 since licensing MSC6 by IFN-y and TNF-a prior to injection resulted in similar
effective inhibition of hypersensitivity reaction to that of MSC2.

Summary of the presented results: bone marrow MSC population is heterogeneous
regarding osteogenic differentiation, pro-angiogenic properties and more explicitly
immunosuppressive activity. Anti-inflammatory cytokines, IFN-y and TNF-a polarize
MSC functions since they shift MSC clones from differentiation to anti-inflammatory
activity. Licensing MSC clones by the above cytokines abolishes osteogenic differentiation
and pro-angiogenic activity meanwhile the immunosuppressive function is remarkably
elevated. Based on these results it may be reasonable to consider that licensing of MSCs
prior to therapy of immunological disorders and contrarily, reduction of inflammation
using anti-inflammatory drugs systemically prior to usage of MSCs in regenerative

medicine could enhance the effectiveness of MSC therapy.
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XI. Koszonetnyilvanitas

Eloszor is szeretném megkdszonni témavezetdimnek, Prof. Dr. Monostori
Evanak és Dr. Czibula Agnesnek, hogy megismertették velem, hogy hogyan kell
tudomanyosan megkozeliteni egy kérdést, véghez vinni a kisérleteket, kiértékelni,
kovetkeztetést levonni az eredményekbdl. Tovabba abban is rengeteget segitettek, hogyan
kell az eredményeket tudomanyos forumokon eldadni és beldlilk tudomanyos cikket irni.
Ezeket a tapasztalatokat nem csak a kutatdi palydn, de az élet mas teriiletein is alkalmazni
tudom. K6szono6m Monosnak, hogy személyével kivalo példat allitott arrdl, hogy milyen
egy jo csoportvezetd, aki torddik a kollégaival és kelld szigorral segiti Oket palyajukon az
elérehaladasban.  Agi segitségnyujtasaval, gyakorlatias tandcsaival és  rugalmas
hozzaallasaval élvezetessé varazsolta szamomra a molekularis bioldgiai munkat.

A csoportban eltoltott 5 év alatt értékes és kedves emberekkel dolgozhattam egyiitt,
akik tiirelmesek és segitOkészek voltak velem, és amiért halaval tartozom mindegyikiiknek.
Szeretném megkoszonni Dr. Fajka-Boja Robertanak az in vitro és in vivo immunologiai
kisérletek beallitasat, tapasztalatainak ataddsat, valamint az dramldsi citometriai adatok
kiértekelésében nyujtott segitséget. Gercs6 Andrasné Andinak nagyon halas vagyok az
MSC-k gondos fenntartasaért, novesztéséért. Hornung Akosnak koszondom a statisztikai
elemzésekkel kapcsolatos észrevételeket. Szeretnék koszonetet mondani Dr. Kriston-Pal
Evanak, hogy megtanitotta nekem a prevascularis struktura tesztet, egér nyirokcsomok
izolalasat, kiilonboz0 mikroszkopok haszndlatat és hogy segitett az allatkisérletek
elvégzésében. Szeretném megkdszonni Dr. Blaské Andreanak, Makra Ildikénak,
Novak Juliannanak és Dr. Szebeni Gabor Janosnak a vidam hangulatot.

Dr. Uher Ferenc szamos ponton segitette a munkamat. Tanar Ur izolalta az MSC-
ket, rendelkezésemre bocsatott in vitro differencidlodasi és hisztokémiai protokollokat. A
vezetésével miikodd laborban tortént az MSC-k egyes sejtfelszini markereinek vizsgalata
Kudlik Gyongyi segitségével. Emellett rengeteg hasznos észrevétele, tanacsa volt a
munkat illetéen. Mindezekért halas koszonettel tartozom neki és csoportjanak.

Dr. Katona Robertnek szeretném megkdszonni a rendelkezésemre bocsatott
allatokat és ellenanyagokat, Dr. Vizler Csabanak a H5V sejtvonalat és a TNF-a-at. Halas
vagyok Dr. Puskis Laszlénak ¢és Dr. Zvara Agnesnek a q-RT-PCR kisérletekben
nyujtott segitségért. Koszondm Fehér Noranak ¢s Kotogany Editnek, hogy segitettek az

aramlasi citometrias kisérletek elvégzésében.
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K6szonom Dr. Széll Martanak és Dr. Vizler Csabanak, hogy elvallaltdk doktori
dolgozatom biralatat és halas vagyok a gondos javitasért és a hasznos €szrevételekért.

Koszonom az SZBK Genetikai Intézetének, hogy lehetdséget kaptam PhD
munkam elvégzésére az Intézetben, és hogy részt vehetettem az Intézet altal szamos
konferencian, eldadason €s egy tanulmanytiton Svédorszagban.

Végiil szeretném megkoszonni csaladdomnak, paromnak ¢és barataimnak, hogy

PhD hallgat6i évek alatt végig mellettem alltak és szeretetiikkel tamogattak.
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