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Roviditések jegyzéke

A0-MSC = aorta fal eredetit MSC (14 napos allatbol);

APC = antigén-bemutat6 sejt (antigen-presenting cell);

a-SMA = a-simaizom aktin (a.-smooth muscle actin);

BDNF = agyi-eredetili neutrofikus faktor (brain derived neutrophic factor);

BFU-E = erythroid koléniaképz6 sejt (burst-forming unit-erythroid);

BMC = csontveldi magvas sejt (nucleated bone marrow cell)

BMP = csont morfogenetikus fehérje (bone morphogenetic protein);

BMT = csontveld transzplantacié (bone marrow transplantation);

CAFC = ,,macskakd” koloniat képzo sejt (cobblestone area-forming cell);

CAR sejtek = CXCL12-ben gazdag retikularis sejtek (CXCL12-abundant reticular cells);

CFU-F = fibroblast koloniaképzd sejt (colony-forming unit fibroblast);

CFU-GEMM = granulocyta-erythrocyta-megakaryocyta-macrophag koloniaképzo sejt
(colony-forming unit-granulocyte, erythrocyte, megakaryocyte, macrophage);

CFU-GM = granulocyta-macrophag koloniaképzo sejt (colony-forming unit-granulocyte,
macrophage);

CLP = koz06s lymphoid elddsejt (common lymphoid progenitor cell);

CMP = koz6s myeloid elddsejt (common myeloid progenitor cell);

ConA = concanavalin A;

COX = ciklooxigendz enzim;

CsA = cyclosporin A;

Cux1 = cut-like homeobox 1 gén;

Cy = ciklofoszfamid;

Cs-MSC = csontvel6i MSC (felndtt — 10-12 hetes - allatbol);

DAPI = diamidino-2-phenylindol;

DC = dendritikus sejt (dendritic cell);

DIx1 = distal-less homeobox 1 gén;

DM = diabetes mellitus;

DMEM = Dulbecco altal modositott Eagle-féle médium (Dulbecco’s Modified Eagle
Media);

EAE = kisérletes autoimmun encephalomyelitis (experimental autoimmune
encephalomyelitis);

EGF = epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor);
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EGFP = fokozottan vilagito zold fluoreszkalo fehérje (enhanced green fluorescent
proteine);

ELISA = enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent
assay);

En2 = engrailed homeobox 2 gén;

FCS = foetalis borjusavo (foetal calf sera);

FCs-MSC = csontveldi MSC (14 napos allatbol);

FGF = fibroblast novekedési faktor (fibroblast growth factor);

FISH = fluoreszcens in situ hibridizacio (fluorescent in situ hybridization);,

FITC = fluoreszcein-izotiocianat;

FL = Flk-2/FIt-3 ligandum;

Gal-1 = galektin-1;

G-CSF = granulocyta koldnia-stimuldlo faktor (granulocyte colony stimulating factor);

GDF = novekedési és differencialodasi faktor (growth differentiation factor);

GFP = z06ld fluoreszkalo fehérje (green fluorescent protein);

GM-CSF = granulocyta-macrophag koldnia-stimuldl6 faktor (granulocyte macrophage
colony stimulating factor);

GMP = granulocyta-macrophag elddsejt (granulocyta-macrophag progenitor cell);

GVHD = graft versus host betegség (graft versus host disease);

HBSS = Hanks-f¢éle oldat (Hanks’ Balanced Salt Solution);

HE = Hematoxylin—eosin;

HGF = hepatocyta novekedési faktor (hepatocyte growth factor);

Hh = silindiszn6 (Hedgehog);

Hox gének = homeotikus szelektor (homeotic selector) gének;

HSC = hematopoetikus 6ssejt (hematopoietic stem cell);

IBMX = 3-izobutil-1-metilxanthin:

ICAM-1 = intracelluléris adhézios molekula 1 (intracellular adhesion molecule);

IDO = indolamin-2,3-dioxigenaz enzim,;

IGF-1 = inzulin-szerii novekedési faktor 1 (insulin-like growth factor 1);

IFN-y = interferon gamma;

IL = interleukin;

Indo = indometacin;

IPS = indukalt pluripotens sejt;

Lin" = vérsejtfejlodési sorokra jellemz6 markerekre negativ (lineage negative);
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LMPP = lympho-myeloid multipotens elddsejt (lymphoid-primed multipotential
progenitors);

LNGFR = kis affinitdsu idegnovekedési faktor receptor (low-affinity nerve growth factor
receptor, vagy p75);

L-NMA = N-metil-L-arginin-acetat;

Lp-MSC = Iép eredetli MSC (14 napos allatbol);

LTRA = tart6s repopuléciora képes (long-term repopulating ability) vérképzd dssejtek;

MCAM = melanoma sejt adhéziés molekula (melanoma cell adhesion molecule);

MCP-1 = monocyta kemotaktikus fehérje 1 (monocyte chemoattractant protein 1);

M-CSF = macrophag kolénia-stimuléalo faktor (macrophage colony stimulating factor);

MDS = myelodysplasia;

MEP = megakaryocyta-erythrocyta elédsejt (megakaryocyte-erythroid progenitor cell);

MHC = 6 hisztokompatibilitasi komplex (major histocompatibility complex);

Mkx = mohawk homeobox gén;

MLR = kevert lymphocyta kultura (mixed lymphocyte culture);

MNC = mononukledris sejtek (mononuclear cell);

MPP = multipotens elddsejt (multipotent progenitor cell);

MSC = mesenchymalis 6s-, vagy stroma sejt (mesenchymal stem/stromal cell);

1-MT = metil-triptofan;

M® = macrophag;

NOD/SCID egér = elhizassal nem jar6 diabetesben (non-obese diabetic) és stilyos
kombinalt immundefinciencia szindroméban (severe combined immunodeficiency)
szenvedd egér;

NOS = nitrogén-oxid-szintdz enzim,;

OA = osteoarthrosis;

OVA = ovalbumin;

PBS = foszfattal-pufferelt fizioldgias sdoldat (phosphate-buffered saline);

PCR = polimeréz lancreakcid (polymerase chain reaction);

PDGF = vérlemezke eredetli novekedési faktor (platelet-derived growth factor)

PE = fikoeritrin;

PGE2 = prosztaglandin E2;

PI = propidium jodid;

PIGF = placenta-eredetli novekedési faktor (placental growth factor);

Pitx1 = paired-like homeodomain transcription factor 1 gén;
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RA = rheumatoid arthritis;

Sca-1 = 8ssejt-antigén-1 (stem cell antigen 1);

SCF = 6ssejt-faktor (stem cell factor);

SDF-1 = stroma-eredetii faktor 1 (stromal derived factor 1), vagy CXCL12;

Six4 = sine oculis-related homeobox 4 gén,

sJG15P = szolublis Jagged-1 fehérje extracellularis része;

STRA = atmeneti repopulaciora képes (short-term repopulating ability) vérképzd Ossejtek;

STZ = streptozotocin;

SVF = stroma vascularis frakcio (stroma vascular fraction);

TBI = egésztest besugarzas (total body irradiation);

Tbx5 = T-box 5 (Brachyury) gén;

TGF-B = transzformal6 ndvekedési faktor B (transforming growth factor beta);

Th-MSC = thymus eredetti MSC (14 napos allatbol);

TIx1 = T-cell leukemia homeobox 1 gén;

TNF-a = tumor-nekrézis faktor alfa (tumor necrosis factor alpha);

TPO = trombopoietin;

Treg = regulator T-sejt;

VCAM-1 = vaszkularis sejt adhézids molekula 1 (vascular cell adhesion molecule 1);

VEGF-A = vaszkularis endothelialis novekedési faktor A (vascular endothelial growth
factor);

Wnt = a ,,szarny nélkiili” és az ,,integracios hely” angol megfeleldibdl képzett mozaikszo
(Wingless (Wg)/Integration (Int);

Zs-MSC = zsirszovet eredetii MSC (felnétt allatbol);
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wKorunk sok ismeretet kivan, s ez jo oldalai kozé tartozik;
de sok ismeret utan kapkodas kénnyen oda viszen, hogy
cimmel és szinnel elégedjiink meg; s e hibara hajlas a kor
rossz oldalai kozt talan a legrosszabb.”

Kolcsey Ferenc: Parainesis (18347)

1. Bevezetés

Ossejtnek neveziink minden olyan klonogén sejtet, amely Onfenntartisra és egy
vagy tobb differencidlodott sejttipus, illetve sejtfejlodési sor létrehozasara képes. Az
Ossejtek — legalabbis populécios szinten — valtozatlan formaban torténd fenntartdsat és
egyidejii differencidlodasat aszimmetrikus sejtosztodas(ok) biztositjak. (Az Ossejt -
»Stammzelle” — kifejezést elészor Ernst Haeckel hasznélta; Haeckel E: Natiirliche
Schopfungsgeschichte, Berlin, Georg Reimer, 1868). A megtermékenyitett petesejt, a
zigdta elsé lednysejtjei (a blastomérak) totipotens Ossejtek, beldlik az intra- és az
extraembrionalis szdvetek (embridtest és embrionalis burkok) egyarant kialakulhatnak. A
beagyazddas eldtti blastocysta belsd sejttomegébdl (embrioblast) izoldlhatdé embrionalis
Ossejtek (ES sejtek, illetve sejtvonalak) pluripotensek, tehdt az embridtest minden — ecto-,
endo-, és mesodermalis eredetii - szovete és szerve kifejlddhet beldliik, de extraembrionalis
szovetek létrehozasara mar nem képesek. A felndtt szervezetben taldlhato szoveti Ossejtek
differencidlodési képessége még korlatozottabb, dltaldban csak a nekik otthont add szdvet
jellemzd sejttipusait tudjak létrehozni, azaz multipotensek. Fiziologias koriilmények kozott
ezek az Ossejtek biztositjak az adott szovet folyamatos megujulasat, potoljak az elpusztult

crcr

(Eckfeldt CE et al, 2005; Slack JIMW, 2008).

1.1. A szoveti Ossejtek

Egy-egy szoveti Ossejtnek nagyon sokféle dontést kell hoznia a szervezetben. Az
elsd és legfontosabb, hogy ¢életben maradjon-e (sziikség van-e rd) vagy elpusztuljon? Ha
¢letben marad, milyen életutat valasszon? Osztdédas vagy differencialodés, helyben
maradas vagy elvandorlas? Mi legyen az osztédas sordan keletkezd leanysejtek sorsa?
Tovabblépjenek-e a fejlodésben (differencialédas), vagy Orizzék meg a ,,fiatalsdgukat”
(onfenntartds)? A dontéseket az dssejtek hozzak, de mindenképpen meg kell felelniiik az
adott szovet és az egész szervezet igényeinek - biztositaniuk kell a homeosztazis
fenntartasat (1. abra). Ez az igény - legalabbis mennyiségileg - nagyon eltér6 feladatokat 16

a kiilonboz6 szoveti dssejtpopuldciokra. A folyamatosan megujuld szovetek, példaul a vér
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fiziologias miikodése naponta néhanyszor 10" uj vorosvérsejtet és granulocytat igényel.
Réadasul a vérképzd Ossejteknek (HSC) a szervezetet érd stresszhelyzetekre - fert6zés,
sériilés, tartds oxigénhidny stb. - is rugalmasan kell reagdlniuk, ndvelve (vagy néha
csokkentve) az érett vérsejtek szamat a keringésben (Doulatov S et al. 2012). Ugyanakkor -
és ez a masik véglet - a kozponti idegrendszerben taldlhato idegi Ossejtek fizioldgids
koriilmények kozott szinte észrevehetetlenek. Felndtt korban 0j idegsejtek csak kis
szamban, ¢és valosziniileg csak az agy bizonyos teriiletein - példaul a subventricularis
zonaban (SVZ) és a hippocampus subgranularis zonajaban (SGZ) (Ming GL and Song H,
2011) keletkeznek.

A fentiek alapjan az Ossejtbiologia kulcskérdése: hogyan valaszt maganak
»eletpalyat” egy Ossejt tigy, hogy kdzben - legalabbis a populacid szintjén — dnfenntartd
képességét is megdrizze? A valasz részben az dssejtek genomjanak miikodésében, részben
a sejtek mikrokornyezetében (,,niche”) keresendd. A 2000-es évek elején még ugy
gondoltuk, hogy a tobb tizezer gén kifejezédésének egyidejii meghatarozasara alkalmas
»DNS-chip” technika segitségével hamarosan sikeriil azonositani az Jssejt létet
meghatdroz6 néhany tucat, esetleg néhany szaz gént. Azaz talalunk egy olyan, viszonylag
egyszerl ,,genetikai ujjlenyomatot”, ami a legkiilonb6z6bb Gssejtek esetén biztositja az
Ossejt-populacid valtozatlan forméaban torténd fenntartasat, és — egyidejlleg — kiilonb6z6
sejtfejlédési sorok irdnyaba torténd differencidlodasukat, azaz plaszticitdsukat. Sikeriilt is
mintegy kétszaz-kétszazotven olyan DNS-szekvenciat azonositani, amelyek tobbféle
(embrionalis, vérképzd és idegi) Ossejtben egyarant kifejezddnek (Fortunel NO et al,
2003). Valamilyen ,,0ssejt-program” tehat valdsziniileg 1étezik. A szoveti Ossejtek legfobb
»titka” azonban valami egészen mas. Kiilonleges képességeik elsdsorban epigenetikai
allapotukra — a génkifejez6dés szabalyozasara - vezethetdk vissza. Orokitd anyaguk,
vagyis a kiilonb6z6 — elsdsorban hiszton — fehérjékkel komplexet képezé DNS-iik ugyanis
a testi sejtekéhez képest rendkiviil laza szerkezetli, azaz nyitott. Igy az 8ssejtekben még
joval tobb gén hozzaférhetd a hirvivd RNS (mRNS) molekuldk atirdsat végzd apparatus
szamara, mint a véglegesen differencidlodott sejtekben. Ezért szamos kiillonb6zé — mas-
mas fejlodési irany, illetve sejtfejlodési sor meghatarozasara képes, Un. mester
Htranszkripcids faktort” kodold gént tudnak egyidejiileg kifejezni. Potencidlisan tehat egy
szoveti Ossejt sokféle genetikai program megvalositdsara képes. A jelenséget ,,genetikai
promiszkuitasnak™ is nevezik (2. dbra) (Hu M et al, 1997; Collas P, 2009). A dontés, hogy
e lehetdségek koziil adott esetben melyik realizalodik — azaz milyen iranyba kezd

differencidlodni a sejt — részben valdsziniiségi alapon, részben kornyezeti tényezok
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hatdsara torténik. A valészinliség szerepét legkonnyebben a Waddington-féle
»epigenetikus tajkép” (3. dbra) (Waddington, CH, 1957) hasonlat segitségével érthetjiik
meg, ami az Ossejtben kifejez6dd gének bonyolult halozatat szemlélteti. Ha egy
hegycsucsrdl leguritunk egy golyot, az szamos kisebb-nagyobb volgy felé gurulhat, utjat
azonban igen nehéz kiszamitani. A legvaloszinlibb, hogy a legmélyebb volgy felé veszi az
iranyt, de ettdl nagyon sok, akar egészen apro tényezd — példaul egy utjaba keriild kavics —
is eltéritheti. Raadasul a volgyek elagazhatnak, szakadékban vagy ujabb emelkeddben is
végzddhetnek. Ugyanigy sohasem tudjuk biztosan megmondani, hogy egy
differencialodasnak indult 6ssejtben végiil is milyen gén — és ennek megfeleld fehérje —
kombinacid, azaz milyen fenotipus stabilizalodik. A szoveti Ossejtek kozvetlen
kornyezetébdl (a ,,niche”-bdl) érkezd jelzések azonban alaposan megvaltoztatjak a
jatékszabalyokat. Igyekeznek az ,,0ssejtgolyot” egy vagy néhany kivalasztott volgy, azaz
meghatarozott sejtfejlodési sor irdnyaba terelni. Ezeket a jelzéseket az Ossejt feldolgozza,
integralja, majd meghozza a lehetséges dontés(eke)t. Az egyik, aszimmetrikus osztodassal
1étrej6itt, vagy mindkét, szimmetrikus osztodassal 1étrejott leanysejtje elkotelezetté valik, és
ennek megfelelden kezd differencidlodni (Halley JD et al., 2008; Mohn F and Schiibeler D,
2009) azaz legurulni az epigenetikai tajkép valamelyik volgyébe. A kozvetlen
mikrokornyezetnek — a ,,niche”’-nek — tehat meghatarozo szerepe van a szoveti Ossejtek
sorsanak alakulasaban. Az Gssejt szamara ez a niche maga az ,,Edenkert” (Watt FM and
Hogan B, 2000), innen kiszakitva rovid idé — altaldban néhany nap - alatt elvesziti
onfenntartd képességét, azaz megsziinik dssejtként funkcionalni.

Az 0Ossejt-niche koncepcioja kézel harminc évvel ezelétt a hematoldgidban alakult
ki (Schofield R, 1983). Létrehozasaban az dssejttel kozvetlen kapcsolatba keriild sejtek, az
altaluk termelt szolubilis mediatorok és az extracellularis matrix egyarant szerepet
jatszanak. A ,niche”-t alkotd, elsdsorban mesenchymalis és endothel sejtek részben
kozvetlen sejt-sejt kolcsonhatasok, részben parakrin faktorok révén befolyasoljdk az
Ossejtek miikodését. Kiemelkedd szerepet jatszanak ebben a folyamatban a Notch
jeltovabbitd rendszer elemei, valamint a kiilonb6z6 morfogén csaladok tagjai. A
morfogének pleiotrop hatast fehérjék. Kiilonb6zé kombinaciokban més-mas fejlodési
programokat képesek aktivalni a fogékony, azaz a megfeleld receptorokat hordozo
sejtekben. Az evolucid sordn erdsen konzervalodott €s a kiilonbozd Ossejt niche-ekben is
kulcsszerepet jatszd 6t morfogén csalad a Wingless/Integration (Wnt), a Hedgehog (Hh), a
csont morfogenetikus fehérje/transzformalé novekedési faktor-f (BMP/TGFp), az
epidermalis novekedési faktor (EGF) és a fibroblast ndvekedési faktor (FGF) csalad. Mig a
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Notch-rendszer és a morfogének elsOsorban az dssejtek sorsat, illetve fejlédési iranyat
szabjak meg, addig a sejtek fokozott osztddasra késztetése €s sejthalal (apoptozis) elleni
védelme elsGsorban a - szintén a niche-t alkotd sejtek altal termelt - novekedési faktorok
feladata. Ezek gyakran csak az extracellularis matrixhoz kotott, azaz multivalens formaban
igazan aktivak. Raadasul az extracellularis matrix komponensek maguk is ligandumai
szamos sejtadhézids molekuldnak, amelyek nagy szdmban fordulnak eld az dssejtek
felszinén. A legfontosabbak koziiliikk az integrinek, amelyeknek a szerepe nem mertil ki az
Ossejtek helyhez kotésével, hiszen jelzéseket is eljuttatnak a sejtek belsejébe, amelyek
végll szamos kiillonb6zé - példaul nodvekedési faktor receptorokat kodold - gén
kifejez0dését befolyasolhatjak (Morrison SJ and Spradling AC, 2008).

Ez a komplex és adaptiv szabalyozo6 rendszer — amelyben viszonylag kis valtozasok
is tobb szaz vagy inkabb ezer gén kifejez0dését érinthetik — biztositja a szdveti Ossejtek
rendkiviili plaszticitasat. Ez teszi lehetové, hogy az 6ssejtek mindkét alapvetd feladatuknak
megfeleljenek. Fiziologias koriilmények kozott fenntartsak az adott szovet homeosztazisat,
vagyis potoljak az oregedd, pusztuld sejteket, illetve sériilés esetén biztositsdk az érintett

ey

patolégias kovetkezményekkel jarhat.

Differencialodas

Programozott sejthalal
(apoptozis)

S

O

Elvandorlas
(migracio)

Onfenntartas

Transzdifferencialéodas?

1. dbra. Amit egy szoveti dssejtnek tudnia kell. A részletes magyarazatot lasd a
szovegben.
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2. abra. A genetikai promiszkuitas vazlatos dbrazolasa. A részletes magyarazatot lasd a
szovegben.

3. abra. (A) Az ,,epigenetikus tajkép” Conrad Hal Waddington (1957) nyoman. (B) A
golyo utja — azaz a differencialodas valdszini iranya — a tajképbe illesztve.
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1.2. Mesenchymalis 0s-, vagy stroma sejtek

A mesenchymalis 8s-, vagy stroma sejtek (MSC) multipotens szdveti Ossejtek,
amelyek viszonylag konnyen izolalhatok, in vitro kultirdban jol szaporithatok €s rendkiviil
plasztikusak. Els6ként Friedenstein és mtsai (Friedenstein AJ et al, 1976) irtak le dket,
mint a csontveloben talalhatd, in vitro kultardban a tenyésztéedény faldhoz tapadva
novekedd (azaz adherens), fibroblast-szerli morfologiat mutatd koloniaképzd sejteket,
amelyeket CFU-F-nek (= colony-forming unit fibroblast) neveztek el. Megallapitottak,
hogy ezek a koloniaképzd sejtek megfelelé induktorok hatdsara mind csont, mind porc
iranyba képesek differencialddni, €s a bor ala oltva is olyan specialis mikrokdrnyezetet
(ektopikus csontot) tudnak kialakitani, amely biztositja a vérképzd Os- és elddsejtek
fejlodéséhez sziikséges minimalis feltételeket (Pittenger MF et al, 1999). A mesenchymalis
Ossejt elnevezést Caplan (Caplan Al 1991) javasolta 1991-ben. Maéra az is kidertilt, hogy
MSC-k nem csak a csontveloben taldlhatok. Gyakorlatilag minden eddig vizsgalt
szovetlinkben, szerviinkben el6fordulnak (da Silva Meirelles L et al, 2006; Beltrami A P et
al, 2007). Emberben példaul a csontveldnél joval konnyebben hozzaférhetd forrasuk lehet
a zsirszovet (Zuk P et al, 2001) vagy a koldokzsinor (Wharton-kocsonya) (Erices A et al,
2000).

Izolalasuk specifikus — csak az MSC-k felszinén eléforduld — marker(ek) hianyaban
(1. tablazat) (da Silva Meirelles L et al, 2008; Chamberlain G et al, 2007) ma is jorészt
adherencidjukon alapul. A csontvel6bdl, vagy kollagenaz enzimmel emésztett egyéb
szovetmintakbdl kitapasztott stroma sejtek tobbszori atoltas utan egy morfoldgiailag tobbé-
kevésbé homogénnek tiind, exponencidlisan novekedd sejttenyészetet alkotnak, amelyet —
ha mar nem tartalmaz vérképzé elemeket — mesenchymalis sejtkultiranak tekinthetiink.
Mivel az ilyen tenyészetekben a sejtosztodassal egyidejiileg mindig torténik spontan
differencialodas is, valdjaban mindig egy heterogén, MSC-kbdl és a beldliikk képzodott,
kiilonbozé mértékben elkotelezett - tri-, bi- €s unipotens - elddsejtek keverékébol allo
sejtkultarardl beszélhetiink (4. dbra) (Baksh D et al, 2004). Igen nehéz tehat pontosan
meghatdrozni, hogy milyen sejteket nevezziink/nevezhetiink MSC-knek, és hogyan tudjuk
egyértelmilen  megkiilonboztetni  6ket a  beldlik  szarmazé  fibroblastoktol,
myofibroblastoktol, vagy akar a pericytaktol (da Silva Meirelles L et al, 2008). Ezért 2006-
ban az ISCT (= International Society for Cellular Therapy) a kovetkezd javaslatot tette:
nevezzilk mesenchymalis 0s-, vagy helyesebben stromasejteknek (tekintettel a
mesenchymalis sejttenyészetek fent emlitett heterogén voltdra) mindazokat a sejteket,

amelyek:
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e a tenyésztéedény aljahoz kitapadva ndvekednek (adherensek) és fibroblast-szerii
morfoldgiat mutatnak;

e (D44, CD73, CD90 és CD105 pozitivok, de nem hordoznak semmilyen, vérképzo
Os- és elddsejtekre, a kiillonbozo vérsejtfejlédési sorokra, illetve az endothel sejtekre
jellemzo felszini markereket (azaz CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CDI19, és
CD31 negativak), valamint

e csont-, porc- ¢és zsirsejtekké egyarant képesek differencialddni in vitro (Dominici M

et al, 2007).

1. tablazat. A huméan és egér mesenchymalis 6ssejtek legfontosabb sejtfelszini

markerei
Marker Ember Egér
CDI10 (CALLA) - +/-
CD11b (amP2, Mac-1, C3 complement receptor) - -
CD13 (aminopeptidaz N) + +/-
CD29 (B1 integrin-lanc) +t +t
CD31 (PECAM-1) - -
CD34 (HPCA1) - -
CD44 (hyaluronate receptor) ++ ++
CD45 (LCA, T200, B220, Ly5) - -
CD73 (ekto-5’-nukleotidaz) ++ ++
CD90 (Thy-1) ++ +/-
CD105 (endoglin) ++ +
CD106 (VCAM-1) ++ +
CD117 (c- Kit) +/- -
CD146 (MCAM) ++ ++
CD271 (LNGFR) ++ ++
Stro-1 (stroma sejt antigén-1) ++ -
Sca-1 (6ssejt-antigén-1) - ++

Flk-1 (vaszkularis endothelialis novekedési

faktor receptor 2, KDR, CD309) +/- -

(+) pozitiv, (-) negativ, (+/-) ellentmondo adatok.
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4. dbra. Egy stroma sejt tenyészet heterogenitasa

Az emberi MSC-k — més szdveti Ossejtekhez hasonléan - nem halhatatlanok. Bar
sok millio utoédsejtet képesek létrehozni in vitro, az osztddadsok sordn Oregszenek is,
plaszticitasuk fokozatosan csokken, ¢és végiil szeneszcenssé valnak. Amig plasztikusak,
addig elsdsorban kiillonb6zd mesodermalis eredetli sejtekké/szovetekké (myelosupportiv
stroma, csont, porc, zsirszovet, inak, simaizom) képesek differencialdédni (Pittenger MF et
al, 1999), de specidlis tenyésztési feltételek mellett talan ecto- (neuron, glia) és endo-
dermaélis (B-sejtek, hepatocytdk) irdnyu differencialodasra is kényszerithetok. Ez utdbbi,
un. nem-ortodox plaszticitas lehetdsége — és kiilondsen in vivo jelentdsége - erdsen vitatott
(5. abra) (Bianco P et al, 2008). Az egér MSC-k viszont — human megfeleldiktdl eltérden -
spontan immortalizdlodnak in vitro kultirdban. Atlagosan 15-20 4toltas utdn azonban az 6
plaszticitasuk is csokken (da Silva Meirelles L et al, 2003; Peister A et al, 2004), 40-50
atoltas utan pedig neoplasztikusséa valnak (Tolar J et al, 2007).
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5. abra. A mesenchymalis 6ssejtek plaszticitasa

Az adherencidjuk alapjan izolalt és sorozatos atoltdsokkal in vitro kultirdban
fenntartott MSC-k sajatsagai természetesen jelentdsen eltérhetnek attol, amire ezek a sejtek
valgjaban képesek in situ. Ezért komoly erdfeszitések torténtek, hogy egy vagy néhany
sejtfelszini marker ¢és kiilonbozé in vivo jelolési technikdk segitségével legalabb a
csontveldben azonositsék, ill. amennyiben lehetséges, primer sejtkultiraban is jellemezzék
Oket. Ennek érdekében Aslan és mtsai (Aslan H et al, 2006) friss emberi csontvel6bol
izolaltdk a CD105" sejteket és megallapitottak, hogy ez a magas CFU-F aktivitast mutatd
sejtfrakcid jorészt osteoblast, adipocyta €s chondrocyta iranyba egyarant differencialoni
képes, adherens sejtekbél 4ll. Méasok a csontveldi magvas sejtek CD271'CD45
frakciojaban vélték megtalalni az MSC-ket (Jones EA et al, 2002). Kideriilt ugyanis, hogy
ezek a sejtek joval magasabb transzkripcids aktivitast mutatnak, mint sejttenyészetben
nevelt tarsaik, vagy a bor eredetli fibroblastok. A kiilonbség foként az osteogenezisben
szerepet jatszo és a Wnt csaladba tartozd gének esetében volt jelentds (Churchman SM et

al, 2012). Raadasul a CFU-F aktivitas is a CD271'CD45 frakcioban koncentralédott. In
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vivo — immundeficiens egerekbe oltva - pedig komplett hematopoetikus mikrokérnyezetet
tudtak létrehozni a kis affinitdsi idegndvekedési faktor receptort (LNGRF) hordozo,
(Sacchetti B et al, 2007) a friss emberi csontvelobol magneses gyongyok segitségével
izolalt CD146'CD45  sejtekbdl tudtak hematopoézist tdmogatd csontkezdeményeket
létrehozni in vivo. Egér csontveldi stroma sejtek egy kis, nesztint kifejez populacidjabol
sikeriilt in vitro kulturaban klonogén, Onfenntartd6 osztodasokra, valamint osteoblast,
adipocyta és chondrocyta iranyu differencidlodasra képes sejteket izolalni (Méndez-Ferrer
S et al, 2010). Ezek a nesztin' sejtek in vivo képesek voltak potolni a rovid életii
osteoblastokat, fenntartani a csont homeosztazist, és a sériilés helyére vandorolva potolni a
sériilt csontokat (Park D et al, 2012). In vivo differencidlodasi képességiik azonban joval
korlatozottabb volt, mint in vitro plaszticitasuk. Jorészt a nesztin, a CD146" és a CD271"
stroma sejtek in situ lokalizacidjan alapul az a - ma tobbé-kevésbé altalanosan elfogadott -
feltételezés, hogy az MSC-k in vivo perivaszkuléris elhelyezkedéstiek, ,,nich”-iik az erek —
els@sorban a kapillarisok és kisebb artéridk — faldban talalhat6 (Shi S and Gronthos S,
2003; Sacchetti B et al, 2007). Néhanyan egyenesen a pericytakkal, vagy legaldbbis azok
egy részével azonositjdk a mesenchymalis 6ssejteket (da Silva Meirelles L et al, 2008).
Hangstlyozni kell azonban, hogy igazan meggydz0 bizonyiték sem az MSC-k identitasara,
sem anatomiai lokalizaciojukra nincs. Lehetséges, hogy a fent leirt - CD146", illetve
nesztin' - sejtpopulaciok is csak MSC eredetii, de mar tobbé-kevésbé elkotelezett

elédsejtek (1d: az 1.3.-ban).

1.3. A hematopoézis szabalyozasa — a vérképzé ossejt ,,niche”

A legjobban ismert, csontvel6i eredetli MSC-k elsddleges funkcidja a vérképzés
tamogatasa. A vérképzo rendszer egy olyan — sziiletés utan a csontveldben elhelyezked? -
sejtmegujulasi rendszer, amelyben a sejtszdm 4llanddsagdnak fenntartisahoz a rovid
¢letidejli, érett sejtek pusztulasanak és potlasanak szigort egyensulydra van sziikség. A
rendszer alapjat a HSC-k képezik. A tartos, in vivo lympho-hematopoetikus repopulaciora
képes, definitiv vérképzo Ossejtek (LTRA HSC) a felndtt szervezetben altaldban
viszonylag ritkan, és akkor is tobbnyire aszimmetrikusan osztdédnak. Egyik lednysejtjiik
nem differencidlodik, tehat az &ssejt kompartment fenntartidsaban vesz részt, madsik
leanysejtjiikbdl atmeneti repopulaciora képes, részben még Onfenntartdé Ossejtek (STRA
HSC), majd multipotens elddsejtek (MPP) keletkeznek. Bizonyos esetekben eléfordulhat

szimmetrikus osztodas is. Igy a csontveld karosodasa és regeneracidja soran, példaul
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csontveld-transzplantacio utan, az LTRA HSC-k szimmetrikus, onfenntartd osztodasokra is
képesek, ilyenkor minden Ossejt két tjabb dssejtet hoz 1étre. A multipotens elddsejtek mar
gyorsan osztodnak (az un. expanzids kompartmentbe tartoznak) és — legalabbis a vérképzés
hagyoményos modellje szerint - lymphoid vagy myeloid iranyba elkdtelezett elddsejteket
(CLP, ill. CMP) hoznak létre. Elobbiekbdl alakulnak ki a T-, B- és NK-sejtek prekurzorai,
amelyek a csontvel6bdl a periférids nyirokszervekbe vandorolnak. Utobbiakbol pedig a
granulocyta-macrophag elddsejtek (GMP) — a kétféle fagocitasejt-fejlddési sor prekurzorai
— ¢és a megakaryocyta-vorosvérsejt progenitorok (MEP) keletkeznek (Domen J and
Weissman IL, 1999; Orkin SH and Zon LI, 2008). Erésen leegyszertsitve tehat a vérképzo
rendszer harom nagy részbdl all: dssejt kompartmentbdl, amelyben a megtartas, expanzids
kompartmentbdl, ahol a megsokszorozodéds, és érd kompartmentbdl, amelyben a
differencialodds domindl. Minden vérsejt végighalad e harom kompartmenten, mikdzben
differencialodasi képessége folyamatos szikiil, azaz egyre -elkotelezettebbé valik
valamelyik vérsejtfejlodési sor irdnyaba.

Az utobbi években azonban kideriilt, hogy létezik egy lympho-myeloid (vagy
lymphoid irdnyba eltolodott) multipotens elddsejt (LMPP), aminek nincs erythromyeloid
potencialja, viszont — a lymphoid sejtek mellett - granulocytdk és macrophagok is
keletkezhetnek beldle (6. &bra) (Adolfsson J et al, 2005; Lai AZ et al, 2005). A
hematopoézis ,,faja” tehadt nem olyan szimmetrikus, ahogy ezt kordbban gondoltuk. Az
erythrocyta-megakaryocyta fejlédési vonal jobban elvalik a tobbi myeloid sejt fejlodésétdl,
ugyanakkor a lymphoid sejtek és a fagocitasejtek kdzott sokkal kozelebbi a rokonsag, mint
a ,,klasszikus” hematopoézis modell(ek)ben. Ennél is fontosabb, hogy még az LTRA HSC
kompartment sem egységes. Az egér Ossejtek egy része — az un. ,aktiv’ HSC-k -
koriilbeliil 5 hetenként, mig a masik — ,,nyugvo”, vagy ,tartalék” (dormant) — populacio
sejtjei csak atlagosan 21 hetenként osztodnak (Wilson A et al, 2008). Raadasul az egyes
HSC-k differencialddasi képessége sem azonos. Vannak myeloid irdnyba eltolodott (My-bi
— myeloid-biased), kiegyenstlyozott (Bala — balanced), és lymphoid irdanyba eltolodott
(Ly-bi) dssejtek, amelyekbdl elsésorban myeloid, myeloid és lymphoid, illetve inkabb
lymphoid sejtek keletkezhetnek. Koziilik a myeloid iranyba eltolédott HSC-k a
leghosszabb ¢letlick, id0s korban ezek jutnak talstlyba a vérképzd rendszerben és
feltehetden ezért tolddik el a vérkép myeloid iranyba az 6regedés soran (Dykstra B et al

2011; Miiller-Sieburg C et al, 2012).
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6. abra. A hematopoézis sematikus abrazolasa a tartés, illetve atmeneti repopulaciora
képes egér vérképzo ossejtek legfontosabb sejtfelszini markereinek feltiintetésével

E bonyolult rendszer mitkddését a vérképzo Ossejt ,,niche” biztositja, ami két - un.
endosztealis és vaszkularis - kompartmentbdl all (7. abra) (Yin T and Li L, 2006). Az
endosztedlis ,,niche” legjobban karakterizalt, kanonikus alkoto elemei a fiatal, orsé alaku
osteoblastok. Szamuk ndvekedésével a HSC-k mennyisége is n6 a csontveldben (Calvi LM
et al, 2003), ablaciojuk viszont a vérképzo Ossejtek szamanak csokkenésével jar (Visnjic D
et al, 2004). Az osteoblastok egyrészt a HSC-k és a kiilonb6zé vérsejtfejlodési sorok
iranyaba elkotelezett elddsejtek osztodasahoz és differencialéodasdhoz nélkiilozhetetlen
mediatorokat termelnek , ugymint Wnt fehérjéket (Fleming H et al, 2008), stroma-eredetli
faktor 1-et (SDF-1/CXCL12) (Jung Y et al, 2006), osteopontint (Stier S et al, 2005),
angiopoetint, trombopoetint, granulocyta kolonia-stimulélé faktort (G-CSF), granulocyta-
macrophag koldnia-stimuldlo faktort (GM-CSF), és IL-6-ot (Taichman RS et al, 1996) —.
Masrészt szamos olyan adhézidés molekulat - N-kadherint, vaszkularis sejt adhézios
molekula 1-et (VCAM-1), intracellularis adhézids molekula 1-et (ICAM-1), melanoma sejt
adhézidés molekulat (MCAM, CD146), ¢és CD44-et - fejeznek ki a felsziniikon, amik
elengedhetetlenek a HSC-k megfeleld ,kihorgonyzasahoz” (Haug J et al, 2008; Kiel MJ
and Morrison SJ, 2008). Ugyancsak nagy slirliségben talalhatok a felsziniikon Notch
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ligandumok (részletesen Id: az 1.3.1.-ben) (Bigas A and Espinosa L, 2012). In vitro
kultirdban az endosztedlis sejtekkel egyiitt tenyésztett HSC-k osztddas utan is megdrzik
onfenntartd képességiiket (Chitteti BR et al, 2010). A kozelmultban az endosztedlis sejtek
¢s a HSC-k szoros fizikai kapcsolatdit harom-dimenzidés képalkotasra alkalmas
modszerekkel in vivo is sikeriilt megerdsiteni (Lo Celso C et al, 2009). Igazoltak, hogy a
frissen transzplantalt LTRT HSC-k igen gyorsan az endoszteumhoz vandorolnak, mig a
kiilonboz6 fejlettségli elddsejtek inkdbb elszortan helyezkednek el a csontveldben (Takaku

T et al, 2010).
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7. abra. A vérképzé ossejt ,,niche” sematikus abrazolasa
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A vaszkuléris ,,niche” endothel sejtjei vaszkularis endothelialis novekedési faktor
receptor 2 (VEGFR-2) ¢és CD31 pozitivok, de O&ssejt-antigén 1-et (Sca-1) nem
expresszalnak (Hooper AT et al, 2009). Az osteoblastokhoz hasonldéan szamos citokint és
kemokint termelnek, igymint Flk-2/FIt-3 ligandumot (FL), SDF-1/CXCL12-t, G-CSF-et,
GM-CSF-et, M-CSF-et, 0ssejt-faktort (SCF, vagy c-kit ligand), és IL-6-ot (Rafii S et al,
1997). Felsziniikon nagy mennyiségli Jagged-1 (egy Notch ligandum) és szamos adhézios
molekula - E-szelektin, P-szelektin, VCAM-1, ICAM-1 (Mazo IB et al, 1998; Butler JM et
al, 2010) - talalhato. A tobbi, a vaszkuléris ,niche” kialakitdsaban résztvevd sejt mar
jorészt mesenchymalis eredetii. Ezek az SDF-1/CXCL12-ben gazdag retikularis (CAR)
sejtek (Sugiyama T et al, 2006), amelyek az emberi csontveldben CD146 pozitivok
(Sacchetti B et al, 2007), elsdsorban SDF-1/CXCL12-t, SCF-et, és angiopoetin 1-et
termelnek. Az egér csontvelOben taldlhatd nesztin pozitiv sejtek szintén sok SCF-et és
SDF-1/CXCL12-t szekretalnak. A CXCL12 lokuszba beépiild, diftéria toxin receptort és
egy GFP fehérjét kodold transzgénnel 1étrehozott CXCL12-DTR-GFP egértorzs felnott
egyedeiben, diftéria toxin adéasaval, szelektiven elpusztithatd a nesztin pozitiv stroma
sejtek jorésze. Ilyenkor a HSC-k mintegy 50%-a szintén elpusztult (Omatsu Y et al, 2010).
Sajnos nem tudjuk biztosan, hogy a CAR sejtek és nesztin pozitiv — egyarant MSC eredetii
- sejtek kozott van-e atfedés, vagy netdn azonosak-e. Igaz, CAR sejteket nem csak a
perivaszkularis régidban, hanem az endosztealis felszin kdzelében is taldltak, mig nesztin
pozitiv MSC-ket csak az erek kdzelében sikeriilt kimutatni (Méndez-Ferrer S et al, 2010).
Valojaban azonban az erek mind a lapockéban, mind a cséves csontokban oly kozel futnak
az endoszteumhoz (Lo Celso C et al, 2009), hogy kérdéses, anatomiailag ténylegesen
elkiiloniil-e egymastdl az endosztedlis €s a vaszkularis ,,niche”. Lehetséges, hogy csak
funkcionalis kiilonbségrél van sz6, amennyiben az endosztedlis ,,niche” elsésorban a
,»nyugvo”, vagy ,tartalék” HSC-k, a vaszkularis ,,niche” pedig az ,aktiv’ vérképzo
Ossejtek otthona (Kiel MJ and Morrison SJ, 2008; Wang et al, 2011).

Tovabbi, a vérképzés szabalyozasdban résztvevd sejtek az ugyancsak MSC eredetii
adipocytdk, amelyek gatoljak a HSC-k miikddését (Naveiras O et al, 2009), valamint a
hematopoetikus eredetii macrophagok. A csontvel6i macrophagok deplécidja altalaban
vérképzO Os- €és elddsejt mobilizacidt okoz (Chow A et al, 2011). A ,,niche” mikodése
azonban nem csak az Ot alkoto sejtek és az ezek 4ltal termelt medidtorok fiiggvénye. A
kalcium-ion koncentracio, a csontveldben uralkodo parcialis oxigén-nyomas (hypoxia), az
oxidativ gyokok koncentracidja, és kiilonboz0 mechanikai hatdsok is befolyasoljak a

vérképzést (Wang LD and Wagers AJ, 2011). A szimpatikus idegi szabalyozast a
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csontvelOben talalhaté idegvégzddések, illetve az MSC-k B2-es és [3-as, valamint az
osteoblastok [3-as adrenerg receptorai biztositjak. Stressz hatisara csokken az SDF-
1/CXCL12 expresszidja a stroma sejtekben, ami HSC mobilizaciot okoz. A mobilizacio
cirkadian ritmusa (egérben reggel, emberben az esti érdkban maximalis) szintén idegi

szabalyozas alatt 4ll (Mendez-Ferrer S et al, 2008).

1.3.1. A Notch-jeltovabbito rendszer szerepe a vérképzés szabdlyozdsaban

A Notch egy filogenetikailag 6si jeltovabbité ut, amelyet eldszér Thomas H.
Morgan és mtsai (Morgan TH, 1917) irtak le Drosophila mutdnsokban. A Notch receptorok
¢s ligandumaik transzmembran doménnel rendelkez0 sejtfelszini glikoproteinek. Emberben
¢és egérben 4 Notch receptor és legalabb 5 ligandum 1étezik: Notchl1-4, illetve Jagged-1, -2
¢s Delta-1, -3, -4 (2. tablazat). A receptor molekuldk egy ~300 kD tomegl
polipeptidlancként szintetizdlodnak, majd a poszt-Golgi kompartmentben a furin nevi
proteaz elhasitja (S1) dket (8. abra). Az igy 1étrejott heterodimer fehérjéket nem-kovalens
kotések tartjak Ossze. A sejtfelszinre kikeriilt receptor molekuldk — amennyiben
ligandummal talalkoznak - tovabb hasadnak. Egy membranhoz kozeli és egy intramembran
proteolizis (S2 és S3) eredményeként a molekula intracellularis része levalik, és a
sejtmagba jut. A magban ez a polipeptid kapcsolatba 1ép a CSL transzkripcios faktorral. (A
CSL név a mas-mas fajokban jellemz6, de nagyfoki homologiat mutatd, konzervativ
CBF1/RBP-Jx (Centromere promoter factor 1/Recombination-signal Binding Protein,
emldsok); a Su(H) (Suppressor of Hairless, Drosophila); és a LAG-1 (Longevity Assurance
Gene 1, C. elegans) transzkripcids faktorok nevének kezddbetiiibdl tevodik 6ssze). A CSL
transzkripcidés faktor egy korepresszor komplex részeként gatolja az ugyancsak
transzkripcids faktorokat kodolé HES és HEY gének (a Drosophila Hairy és Enhancer of
Split, En(spl), emlds homologjai) atirasat. A sejtmagba bejutd, a CSL-hez kapcsolodo
Notch intracelluldris polipeptid a represszor fehérjék helyére 1ép a komplexben, igy az
koaktivator komplex¢ alakul és megkezdddik a HES és HEY gének atirasa mRNS-re, majd
fehérjére. E fehérjék szadmos kiilonbozo differencidlodasi ut — tobbek kozott a
hematopoézis — soran nélkiilozhetetlen, sejtfejlddési sor-specifikus gén atirasat gatoljak. A
Notch-jelzés sordn tehat lényegében a HES és HEY génekrdl atirdodd transzkripcios
faktorok fejtik ki hatasukat, gatolva bizonyos differenciacids utakat. gy a Notch-jelet fogo
sejt altaladban tartésan megorzi differencidcids potencidljat, azaz fiatalsdgat, sorsa tobb
sejtfejlédési sor irdnyaba is nyitott marad (Artavanis-Tsakonas S et al, 1999; Liu J et al,

2010).
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2. tablazat. A Notch jeltovabbito rendszer legfontosabb elemei

Drosophila Emlésok
Receptorok: Notch Notchl, 2, 3, 4
Ligandumok: Delta Delta(-like) 1, 3, 4
Serrate Jagged-1, 2
Intracellularis effektorok: Su(H) CSL (CBF1/RBP-Jk)
Szabalyozo fehérjék: Fringe Lunatic, Radical és Manic Fringe
Numb Numb, Numb-like
Deltex Deltex-1, 2, 3
Mastermind Mastermind-like-1, 2, 3
Célgének: Hairy, En(spl) HESI, 5, Heyl

A Notch rendszer ¢és a hematopoézis kapcsolata a t(7;9) kromszoma
transzlokacioval jaré T-sejtes akut leukaemidk (T-ALL) kapcsan meriilt fel eldszor.
Kideriilt, hogy a neoplasztikus sejtekben expresszalodo TANI1 onkogén valdjaban a
Notchl receptor csonka formajat kodolja, ami lényegében a receptor szabad intracellularis
doménjének felel meg. Igy a sejtek Notch rendszere folyamatosan aktivalt allapotban van
akkor is, ha nem taldlkoznak Notch ligandummal (Ellisen LW et al, 1991). Amikor egér
HSC-ket transzdukaltak hasonld - szolubilis Notchl intracelluldris domént kodoldo —
génnel, immortalizalt vérképzd Ossejt vonalakat nyertek (Varnum-Finney B et al, 2000).
Stier és mtsai (Stier S et al, 2002) igazoltdk, hogy a folyamatosan aktiv Notchl mind in
vitro, mind in vivo géatolja a HSC-k differencidlodasat. Az egésztest besugarzas utan ilyen
sejtekkel transzplantalt egerek csontveldjében a vad tipusu sejtekkel oltott kontroll
allatokéhoz képest noétt az LTRA HSC-k ¢€s csokkent a kiilonb6zé mértékben elkotelezett
elddsejtek ardnya. GFP transzgenikus riporter egerek - amelyekben a fluoreszcens fehérje
expresszidjat a Notch rendszer aktivaléddsa inditja el - csontveld graftjat vad tipusu
recipiensekbe iiltetve a GFP™ HSC-k repopulacios képessége joval nagyobb volt, mint a
GFP" 6ssejteké (Duncan AWE et al, 2005). Késobb ugyanez a csoport igazolta, hogy in
vitro elsOsorban a zolden fluoreszkalé HSC-k képesek szimmetrikus (Onfenntarto)
osztodasra (Wu M et al, 2007). A Notch aktivitas tehat gatolja a vérképzd Ossejtek
differencialodésat, segiti az dssejt kompartment valtozatlan forméban térténd fenntartasat.
Ezzel 6sszhangban a HSC ,nich”-t alkotd csontveldi stroma sejtek (Karanau FN et al,

2000), osteoblastok (Weber JM et al, 2006), endothel ¢s CAR sejtek (Sacchetti B et al,
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2007) nagy mennyiségli Notch ligandumot, elsésorban Jaggedl-et fejeznek ki.
Konstitutiven aktiv parathyroid hormon (PTH) receptort expresszald transzgenikus
egereket PTH-val oltva, a csontveldben megnd az osteoblastok szdma, és — foként - az
egyes osteoblastokon kifejez6d6 Jaggedl mennyisége. Ezzel parhuzamosan né az LT-
HSC-k mennyisége a hormonkezelt allatokban (Calvi LM et al, 2003). In vitro kultiraban
a tenyésztdtalca aljadhoz kotott — inszolubilizalt — Delta ligandumok mind az egér, mind a

human HSC-k osztodasat fokoztak (Karanau FN et al, 2001; Varnum-Finney B et al, 2003;
Ohishi K et al, 2002).
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8. dbra. A Notch jeltovabbito rendszer felépitése és miikodése
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Ugyanakkor, ha Jagged-1 floxed (Jagged-lﬂ/ ﬂ) egereket Mx1 Cre allatokkal
kereszteztek, majd az utédokban interferon addséval aktivaltak a rekombindz enzimet, a
Jaggedl kiesése semmiféle zavart nem okozott a vérképzd rendszer miikddésében.
Megismételve a kisérleteket Notch1™ ¢és Jagged-1"" /Notch1™" egerekkel, hasonld
eredményre jutottak (Mancini SJ et al, 2005). Figyelembe véve azonban a Notch rendszer
nagyfoktl redundanciajat felmertilt, hogy a Notchl és Jaggedl kiesését mas Notch
receptorok ¢és ligandumok kompenzalhattdk a génkiiitott allatokban. Ezért Maillard és
mtsai (Maillard I et al, 2008) domindns-negativ Mastermind-likel (dnMAML) mutdns
egereket allitottak el6. (A MAML egy olyan szabalyozé fehérje, ami mind a négy Notch
receptor intracellularis doménjéhez kotddik, gatolva a receptorokrol torténd jelatvitelt).
Mivel a mutans egerek csontveldjét sikerrel transzplantaltdk myeloablatalt recipiensekbe,
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a HSC-k repopulacios képességének fenntartasahoz
nincs sziikség Notch szignalra. Egy masik, a Notch ligandumok endocitoézisdhoz és a
receptorok aktivitasahoz sziikséges szabalyozo fehérje, a Midbomb-1 (Mibl) inaktivalasa
viszont egészen mas, meglepd eredményre vezetett. Az allatokban sulyos myeloproliferativ
betegség (MPD) alakult ki. Raadasul, ha vad tipustt HSC-ket transzplantaltak Mib1 negativ
mikrokdrnyezetbe, az egerek akkor is megbetegedtek. Konstitutiven aktiv Notchl-et,
pontosabban annak intracellularis doménjét expresszal6 HSC-ket oltva a Mibl”
recipiensekbe az MPD szintén kialakult, de progresszidja sokkal lassabb volt, mint a vad
tipust graft beiiltetése utan (Kim YW et al, 2008). A Notch jelatviteli utak gatlasa a
vérképzo 6ssejt ,,niche”-ben tehat igenis megzavarhatja a hematopoézist.

A ma altalanosan elfogadott hipotézis szerint a Notch jeltovabbitd rendszer
normalis mikodésének foként a vérképzd rendszer kialakuldsdban és a csontveld
karosodast okoz6 stresszhelyzetek (besugarzas, mérgezés) elharitdsdban van meghatarozo
szerepe. Az egyensulyi vérképzés soran mas ,niche” komponensek esetleg részben

helyettesithetik a Notch aktivitast (Weber JM and Calvi LM, 2010).

1.3.2. Egy lektin — szamos funkcio

A galektinek evoluciésan 06si, allati és emberi sejtekben egyarant el6forduld
lektinek, amelyek  szénhidratk6td  doménjik révén  elsésorban  sejtfelszini
glikokonjugatumokhoz  koétédnek. Eddig tizendt kiilonb6zé — galektin - molekulat
azonositottak, koziilik a legkorabban felfedezett és ma is a legjobban ismert a galektin-1
(Gal-1). Ez a 14 kDa molekulatomegi, egy szénhidratk6té doménnel rendelkezo,

globuldris fehérje megtalalhatdé az ideg- ¢és izomszovetben, vesében, tiidoben,
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méhlepényben, az elsddleges (thymus, csontveld) és masodlagos nyirokszervekben (1ép,
nyirokcsomok). Tipikusan a citoszolban helyezkedik el, de — megfeleld szignal szekvencia
nélkil, an. nem klasszikus tuton - szekretalodik is. A szekretalt Gal-1 molekulak
homodiméreket alkotnak és a sejtfelszini, valamint extracellularis matrix fehérjék
glikozilalt oldallancaihoz kotddve autokrin és/vagy parakrin modon fejtik ki hatasukat
(Barondes SH et al, 1994; Yang RY et al, 2008).

A Gal-1 - az adott feltételektdl fliggden - akar pozitiv, akar negativ iranyba képes
befolyasolni a sejt-sejt, sejt-bazalis lamina, €s sejt-extracellularis matrix kolcsonhatasokat
(Hughes RC, 2001). Ezzel fiigghet 6ssze az izomrostok differencialoédasaban (Chan J et al,
a kiilonbozo sejttipusok in vitro kultrdban torténd proliferacidja soran megfigyelt
bifazisos hatdsa is (Adams L, et al, 1996). Legfontosabb ismert funkcidja azonban a
gyulladasos- és immunfolyamatok gatlasa. A Gal-1 apoptodzist indukal az aktivalt T és B
sejtekben (Perillo NL et al, 1995, Fajka-Boja R et al, 2002). A Th1/Th2 sejtek egyensulyat
Th2 irdnyba tolja el (Rabinovich et al, GA et al, 2004), csokkenti a Th1l eredetii citokinek
(TNF-a, IFN-y, IL-2), ugyanakkor fokozza a Th2-es medidtorok (IL-4, IL-5, IL-10)
termelését (Cedeno-Laurent F. et al. 2012). Az immunvalasz szabalyozasaban
kulcsfontossagu regulator T-sejtek (Treg) — legalabbis részben — szintén Gal-1-en keresztiil
fejtik ki hatasukat (Garin MI et al, 2007). A placentdban expresszalodd Gal-1 részt vesz a
magzat anyai immunrendszerrel szembeni védelmében. A Gal-1-/- ndstény egerek joval
kevesebb életképes utddot tudnak vilagra hozni, ha az apadllat MHC haplotipusa eltér az
anyaétol, mint amikor a két sziil6 ugyanabbodl a beltenyésztett torzsbol szarmazik (Blois
SM et al, 2007). A Gal-1 fehérje gatolja a neutrofil és eozinofil granulocytdk
(Rabinovich G et al, 2000). Allatkisérletekben rekombinans Gal-1 adasaval mérsékelhet6 a
kollagén indukalta arthritis (Rabinovich G et al, 1999), a kisérletes autoimmun
encephalomyelitis (EAE) (Offner H et al, 1990), az 1-es tipust diabetes (Perone MJ et al,
2009), a myasthenia gravis (Levi G et al, 1983), ¢€s a graft versus host betegség (GVHD)
(Baum LG et al, 2003) progresszidja. Nagyon keveset tudunk a Gal-1-nek a
hematopoézisre gyakorolt esetleges hatdsarél, annak ellenére, hogy a csontveldi stroma
sejtek — MSC-k, CAR sejtek — valamint a vérképz6 Ossejt ,niche” kialakitdsaban
ugyancsak érintett endothel sejtek és macrophagok (1d: az 1.3.-ban), kivétel nélkiil, nagy

mennyiségli Gal-1-et expresszalnak (Rabinovich G and Vidal M, 2011). Ugyanakkor az
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MSC-kben kifejez6d6 Gal-1-nek az dssejtek immunszuppressziv aktivitasdban (Id: az 1.5.-

ben) betdltott szerepét mar leirtak (Gieseke F et al, 2010; Lepelletier Y et al, 2010).

1.4. MSC ,,homing” és szovetregeneracio

Tisztazatlan, hogy az MSC-k normalis fiziologias koriilmények kozott kijuthatnak-
e a keringésbe? Néhany szerzd taldlt ugyan minimalis mennyiségli MSC-t a vérben, de
masoknak ezt nem sikeriilt megerdsiteniiik (He Q et al, 2007). Minimalis — igaz
szignifikans - MSC mobilizaciét indukéalhatd G-CSF kezeléssel (Tondreau T et al, 2005),
hypoxiaban, vagy szovetsériiléssel (Wang C et al, 2008). Sikeres csontveld transzplantacio
(BMT) utan a beteg stroma allomanya recipiens eredetli marad, legfeljebb kozvetleniil a
beavatkozas utan, és akkor is csak atmenetileg lehet 1-2% donor eredetli stroma sejtet
kimutatni a regeneralodd csontveldben (Galotto M et al, 1999). gy tulajdonképpen
meglepd, hogy allatkisérletekben nagyon sokféle sejt, illetve szOvetpusztuldssal jard
betegséget sikeriilt gyogyitani- vagy legalabbis a betegség progressziojat lassitani-
szisztémas MSC kezeléssel. Kozéjiik tartozik a szivinfarktus, a vese- és tiidokarosodas,
valamint kiilonb6z6 traumas agy- és gerincsériilések (Hong HS et al, 2012). A terdpias
hatas annak ellenére megfigyelhetd, hogy a beadott MSC-knek altaldban csak egy toredéke
jut el a sériilés helyére. Infarktuson atesett patkdnyok szivének bal kamréjaba juttatott
MSC-k megoszlasat vizsgalva példaul kideriilt, hogy a karosodast kdvetd 2. napon adott
MSC-k alig 1%-a talalhat6 a szivben 4 oraval az infizi6 utdn. Még rosszabb eredményt
kaptak, ha az Ossejteket csak az infarktus utani 10., vagy 14. napon, illetve intravéndsan
adtak az allatoknak. Utobbi esetben a bevitt sejtek zome a tiidoben, a majban, €s a Iépben
koncentralodott (Barbash IM et al, 2003). Ischaemids, illetve traumas agysériilés utan
intravénasan adott allogén, vagy emberi (xenogén) MSC-kkel kezelt patkanyokban — a
neurologiai funkcidk javuldsa ellenére — igen kevés donor eredetd, ill. emberi sejtet talaltak
az allatok agyaban (Chen J et al, 2001; Mahmood A et al, 2003). Bleomycinnel kezelt
egerek tiidejében allogén MSC-k intravénas adasaval sikeriilt mérsékelni a gyulladast és
csokkenteni a kollagén lerakodast (Ortiz LA et al, 2003). Kisérletes autoimmun
encephalomyelitises (EAE) egerekben az intravénasan adott EGFP pozitiv MSC-k szintén
gyulladasgatld hatastiak voltak és a remyelinizaciot is segitették, annak ellenére, hogy a
kozponti idegrendszerben nem talaltak szdmottevd mennyiségii EGFP" sejtet (Zappia E et
al, 2005). Wu és mtsai (Wu J et al, 2008) azt is igazoltak, hogy egy hataron til a sejtszam

emelésével sem novelheto a sériilt szovetekbe bevandorld6 MSC-k mennyisége.
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Az ischaemias vagy sériilt szovetek tehat bizonyos mértékig ,,vonzzak™ az MSC-
ket, in vivo azonban a szisztémasan bevitt sejtek jO része elakad a sok kapillarissal
rendelkez6 szervekben, elsGsorban a tiidoben. Ennek vélhet6en els6sorban fizikai okai
vannak: a sejttenyészetben novekedett MSC-k nagymérettieck és konnyen aggregalodnak,
igy nehezen jutnak at a kapillarisokon ¢és — altaldban a posztkapillaris venulakban —
elakadnak (Sackstein R et al, 2008; Walczak P et al, 2008). Fischer és mtsai szerint
(Fischer UM et al, 2009) példaul 38 oraval az infuzidé utan a beadott allogén MSC-k tobb
mint 90%-a a ,tid6 csapdaban” talalhatd, de kimutathatd mennyiségli Ossejt keriil a
majba, a lépbe és a vesékbe is. A szivinfarktuson atesett egerekbe oltott human MSC-k
sorsat az emberi Alu-szekvencidkra specifikus real-time PCR segitségével tudtak kovetni a
kezelt allatokban. A sejtek 99%-a 5 perccel a beadas utan eltlint a keringésbdl. Tovabbi 20-
30 perc elteltével 2-3%-uk ismét megjelent a vérben, az emberi DNS 83%-a azonban az
egerek tiidejében koncentralodott (Lee RH et al, 2009). Mas szervekben gyakorlatilag nem
talaltak emberi DNS-t. Megjegyzendd azonban, hogy ez a PCR alapu modszer egy
nagysagrenddel kevésbé érzékeny, mint a korabban alkalmazott radiokativ jelolés(ek). Az
¢l allatba szisztémasan bevitt, luciferdz enzimmel jelolt (biolumineszcens) MSC-k
vizsgalatakor kideriilt, hogy egészséges allatokban az MSC-k atmenetileg megjelennek
ugyan a tiidoben, de egy nap mulva onnét is eltinnek (Wang H et al, 2009). Ugyanakkor
beteg allatokban a tiidon kiviil a gyulladdsos vagy daganatos teriilet(ek)en is jol lathatok a
jelolt MSC-k (Spaeth E et al, 2008).

Bar a ,,tid6” vagy ,kapillaris csapda” a szisztémasan szervezetbe juttatott MSC-k
jorészét valdban kisziiri, az ssejtek ,,homing”-ja — legalabbis sériilt vagy beteg allatokban
— részben specifikus, aktiv folyamat. Amikor szubletdlisan besugérzott, illetve kezeletlen
kontroll NOD/SCID egerekbe human MSC-ket oltottak intravénasan, majd 15 nap mulva
megvizsgaltdk az MSC-k eléfordulasat a kiillonbozo szervekben, kideriilt, hogy a
sugarsériilésnek kitett allatok agyaban 2,8-szer, szivében 3-szor, majadban 2,5-szer,
csontveldjében 2,6-szer annyi emberi sejtet taldltak, mint a kontroll egerek azonos
szerveiben. Egyediil a tiidébe keriilt MSC-k mennyiségében nem volt szignifikans
kiilonbség a két kisérleti csoport kozott, ami arra utal, hogy a tiid6 valdban csak passziv
sejtcsapdaként mikodik az MSC kezelések soran (Francois S et al, 2006). Ha olyan MSC-
ket adtak infarktuson atesett egereknek, amelyeknek 1 integrinjét specifikus
ellenanyaggal blokkoltak, jelentdsen romlott a sejtek terapids hatasa és kevesebb MSC-t
lehetett kimutatni az allatok szivében (Ip JE et al, 2007). Sackstein és mtsai (Sackstein R et
al, 2008) az MSC-k sejtfelszini CD44 molekuldit kémiailag E-szelektin kotévé alakitottak,
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amivel jelentésen fokozni tudtdk az intravénasan adott sejtek csontvelobe véandorlésat.
Intravitalis mikroszkdppal végzett vizsgalatok pedig azt igazoltak, hogy P-szelektin gén-
kititott egerekben kevesebb intravénasan adott MSC akad el a posztkapillaris venuldkban,
mint a vad tipust allatokban (Ruster B et al, 2006). A kiilonbozo sejtadhézios
molekuldknak tehat fontos szerepiik van az MSC-k homingjaban.

A kovetkezd kérdés természetesen az, mi vonzza az ischaemids vagy sériilt
teriiletek felé az MSC-ket? Mivel a kiilonbozd sejtek — leukocytak, hematopoetikus 6s- és
elddsejtek — mozgasat altaldban kemokin gradiensek iranyitjdk, nem meglepd, hogy az
MSC-k migracidjaban is ezek a mediatorok jatsszak a fészerepet. Igy példaul mar a
hematopoézis soran megismert CXCR4 — SDF-1(CXCL12) ,tengely” képes arra is, hogy
vagy a cukorbeteg allatok pancreasa fel¢ (Sordi V et al, 2005). A kemotaxis elinditdja,
hogy a karosodott szovetekbol nagy mennyiségti CXCL12 szabadul fel, az MSC-k — vagy
legalabbis egy résziikk — pedig CXCR4 receptorokat expresszal a felszinén. A daganatok
kozil a glioméak szintén szekretdlnak SDF-1-et, valamint monocyta kemotaktikus fehérje
l-et (MCP-1), mely kemokinekkel hatékonyan csalogatjdk a daganat teriiletére az
Ossejteket (Xu F et al, 2010). Tekintettel arra, hogy az ismert kemokin receptorok jo része
megtalalhato az MSC-k felszinén, rdadasul maguk az &ssejtek is sokféle kemokint
termelnek (3. téblazat), a CXCR4 — SDF-1(CXCL12) tengelyhez hasonlé lehetséges
parakrin - vagy sokszor akar autokrin -  kolcsonhatdsok szdma szinte végtelen
(Honczarenko M et al, 2006; Ringe J et al, 2007; Chamberlain G et al, 2007).

Terapias szempontbol az sem lényegtelen, hogy mennyi ideig ¢éInek egyaltalan az in
vitro kultiraban nevelt, majd a szervezetbe visszajuttatott MSC-k. Az eddig idézett
munkak jorészében csak néhany napig, legfeljebb par hétig tudtak kimutatni a beadott
Ossejtek nyomat a kezelt allatokban. Hasonldo a helyzet a BMT-t kovetd, szteroid
rezisztens, akut GVHD miatt MSC-vel kezelt betegekben is. Bahr ¢s mtasi (Bahr L et al,
2012) 15 ilyen betegbdl szdrmazd, 0sszesen 108 szdvetmintdban vizsgaltdk a donor sejtek
eléfordulasat a tiidében, a nyirokcsomokban, ¢€s a vékonybélben. Megallapitottak, hogy
MSC eredetli DNS maximum 1/100 és 1/1000 kozti aranyban fordul el a betegek egy,
vagy gyakran tobb szOvetmintdjaban, ¢s mennyisége az idovel gyorsan csokken. Azok
kozott, akik 50 napnal rovidebb ideje kaptdk az MSC infuzidt, 13 betegbdl 9-ben talaltak
pozitiv mintat, vagy mintdkat. Azokndl viszont, akik ennél régebben részesiiltek a

kezelésben, ez az arany mar csak 8/2 volt. Az is igaz viszont, hogy nem taldltak
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Osszefiiggést a betegekben kimutathatd donor eredeti DNS mennyisége és a terapia

hatékonyséaga kozott.

3. tablazat. A mesenchymalis dssejtek felszinén kifejezodo kemokin receptorok és

ligandumaik

Ligandumok

MSC-k altal is szekretalt

Receptorok Egyéb, MSC-k altal nem termelt
(potencidlisan autokrin/parakrin) kemokinek
kemokinek
CCR1 CCL3 (MIP-1a), CCL5 (RANTES), CCL9/10, 14, 15, 16, 23
CCL7 (MCP-3)

CCR2 CCL2 (MCP-1), CCL7 CCL13, 16
CCR3 CCLS5, CCL7, CCL26 (eotaxin-3) CCL8, 11, 13, 15, 24, 28
CCR4 CCL17, 22
CCRS5 CCL3, CCL4 (MIP-1pB), CCL5 CCLS, 14, 15
CCR7 CCLI19, 21
CCRY CCL25

CX;CRI1 CX3CLI1 (fraktalkin)

CXCR3 CXCL10 (IP-10), CXCL11 (i-TAC) CXCL9

CXCR4 CXCL12 (SDF-1)

CXCR5 CXCL13

CXCR6 CXCL16

IP-10, interferon-indukalt fehérje 10; i-TAC, interferon-indukalt T-sejt kemoattraktans-a;
MCP-1, macrophag kemoattraktans fehérje 1; MIP, macrophag gyulladasos fehérje; és
SDF-1, stroma-eredeti faktor 1.

A szisztémasan a szervezetbe juttatott MSC-knek tehat csak viszonylag kis része éri

el a megcélzott szervet, beépiilésiik a karosodott szovetekbe altalaban minimalis, raadasul

r6vid id6n beliil el is pusztulnak in vivo (Karp JM and Teo GS, 2009). igy nem valoszinii,

hogy helytalloak azok a korai elképzelések, miszerint az MSC-k a sériilt, illetve elpusztult

sejtek helyére beépiilve, transzdifferencidlodés utjan fejtik ki a hatdsukat, ahogy ezt tobbek

kozott a sziv (Toma C et al, 2002) és a pancreas (lanus A et al, 2003) regeneracioja
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kapcsan is leirtdk. Bar a transzdifferenciacio kétségteleniil 1étezd jelenség, in vivo
egyértelmiien igen ritka, azaz olyan kevés MSC-t érinthet, aminek nem lehet terdpias
hatasa (Graf T, 2011). Az a lehetdség is felvetddott, hogy az dssejtek képesek fuziondlni
testi sejtekkel, kiilondsen olyanokkal (Purkinje-sejtek, hepatocytdk, szivizom rostok),
amelyek amugy is hajlamosak tobbmagvt képletekbe rendezddni, és igy regeneraljak a
karosodott idegsejteket, méjat, vagy szivet (Alvarez-Dolado M et al, 2003). A spontan
sejtflizidé azonban legalabb olyan ritka esemény in vivo, mint a transzdifferencidlodas, és
szerepe a regeneracios folyamatokban nem igazolhaté (Noiseux N et al, 2006).
Ugyanakkor jol tudjuk, hogy az MSC-k szamtalan olyan, bioldgiailag aktiv mediatort
termelnek, amelyek direkt vagy indirekt Gton segithetik a regeneracids folyamatokat. A
legfontosabb ilyen, Caplan ¢és Dennis (Caplan Al and Dennis JE, 2006) altal
Osszefoglaloan ,trofikus faktoroknak™ nevezett anyagokat a 4. tablazatban (Gnecchi M et
al, 2008 és Williams AR and Hare JM, 2011 nyoman) soroltuk fel. Ezek kozott vannak
angiogenezist és az extracellularis matrix atrendezddését indukald, apoptdzist és/vagy
fibrosist gatlo, valamint az endogén szoveti Ossejtek osztodasat és differencidlodasat segitd
faktorok. A szisztémasan adott MSC-k endogén regeneracidt indukald hatdsat a sziv
(Hatzistergos KE et al, 2010), a m4j (Parekkadan B et al, 2007; van Poll D et al, 2008) a
pancreas (Bell GI et al, 2012) és a vese (Morigi M et al, 2010) esetében egyarant igazoltak.
Az Ossejt kezelést kovetden kialakuld 0j kapillarisokat példdul a sziv koszortér
rendszerében (Li H et al, 2010) és a hasnyalmirigy szigetekben (Hess D et al, 2003; Bell
GI et al, 2012a) mutattak ki. A cukorbetegség kovetkeztében karosodott pancreas MSC-
(HGF) (Izumida Y et al, 2005; Mellado-Gil J et al, 2011; Flaquer M et al, 2012), az
inzulin-szerli novekedési faktor 1 (IGF-1) (Agudo J et al, 2008), a vérlemezke eredetii
novekedési faktor (PDGF) (Chen H et al, 2011), és a prosztaglandin E2 (PGE2)
(Vennemann A et al, 2012) szerepét igazoltdk. A fenti — parakrin és trofikus -
hatdsmechanizmus egyértelmii magyarazatot ad arra, hogy a keringésbe juttatott, jorészt a
tiidoben felhalmozodo, valdszinlileg néhany napon beliil elpusztul6 MSC-k hogyan
képesek mégis kifejteni terapias hatasukat a legkiilonbdz6bb okokra visszavezethetd sejt,
illetve szovetpusztulassal jard betegségekben. Az MSC-k kozvetett hatasara utal az is,
hogy a kdzelmultban leirtak, az MSC-k embolizacidja a tiidoben kifejezetten fokozza az

sejtek mediator termelését (Bartosh TJ et al, 2010).
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4. tablazat. A mesenchymalis dssejtek altal termelt legfontosabb autokrin/parakrin

faktorok

Faktor

Funkcio

Angiogén faktorok:

Fibroblast novekedési faktor-2 (FGF-2)
Fibroblast novekedési faktor-7 (FGF-7)
Monocyta kemotaktikus fehérje 1 (MCP-1)
Vérlemezke eredetli novekedési faktor
(PDGF)

Placenta-eredetli novekedési faktor (PIGF)
Transzformald novekedési faktor B (TGFp)
Vaszkularis endothelialis novekedési faktor

(VEGF)

Endothel és simaizom sejtek proliferacidjaT
Endothel sejtek proliferacidjaT

AngiogenezisT, monocytak migracidja

Simaizom sejtek proliferacioja®
AngiogenezisT

Erek érése?

Endothel sejtek osztdédasa, migracidja, és

érése?l

Extracellularis matrix dtrendezodést indukdlo faktorok:

Metalloproteinaz-1 (MMP1)
Metalloproteinaz-2 (MMP2)

Metalloproteinaz-9 (MMP9)
Plazminogén aktivator (PA)

Tumor-nekrézis faktor alfa (TNF-a)

Matrix fellazulasa, tubulus képzddés
Matrix fellazulasa, tubulus képzddés

Matrix fellazulasa
Mitrix degradacioja

Matrix degradacioja, sejtosztodasT

Ossejtek tilélését, osztoddsdt és migrdcidjdt segitd faktorok:

Fibroblast ndvekedési faktor 2 (FGF-2)
Granulocyta koldnia-stimulalo faktor (G-
CSF)

Hepatocyta novekedési faktor (HGF)
Inzulin-szerti novekedési faktor 1 (IGF-1)
Macrophag kolénia-stimuléalo faktor (M-
CSF)

Thymozin-4 (TB4)

Stroma-eredetii faktor 1 (SDF-1)

Endothel és simaizom sejtek proliferacidjat

Granulocytak osztodasa és érése?

SejtosztodasT, regeneracio T, apoptozisd
SejtosztodasT, apoptozisi
Monocytadk/macrophagok osztodasa és
differencialodasa?®

Sejtmigracio ™

Os- és elddsejtek homingja®
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1.5. Immunszuppresszio és gyulladasgatlas

Nincs olyan, a természetes és/vagy az adaptiv immunvélaszban résztvevd sejt, aminek
miikddését az MSC-k ne befolyasolndk (Shi Y et al, 2010). Terapids hatékonysaguk
szempontjabol ez meghataroz6 lehet, hiszen minden sejtpusztulassal jard folyamat —
legyen az mechanikai sériilés, fert6zés, vagy éppen autoimmun folyamat kovetkezménye —

védekezo reakcidt indit el a szervezetben (Medzhitov R, 2008).

1.5.1. Immunszuppresszio in vitro

Az MSC-k in vitro kultiraban gatoljak a monocytadk és a hematopoetikus 6s-,
illetve elddsejtek dendritikus sejt (DC) iranyt differencidlodasat és érését. Csokkentik a
DC-k feliiletén expresszalodo MHC-II-es antigének és kostimulator molekulak (CD40,
CD80 ¢és CD86) expresszidjat. Gatoljak a gyulladasos citokinek (IL-12 és TNF-a)
termelését, ugyanakkor a gyulladasgatlo mediatorok (IL-10, TGF-B) termelését fokozzak.
MSC-k jelenlétében tehat a DC-k antigén-bemutaté ¢és gyulladaskeltd képessége
erdteljesen csokken, illetve az immunvalaszt gatld, un. ,tolerogén” DC-k szdma megnd
(Jiang X et al, 2005; Ramasamy R et al, 2007). Ugyancsak gatoljak a mitogénnel (ConA,
PHA), anti-CD3- ¢és anti-CD28-ellenanyaggal, vagy alloantigénnel aktivalt T-sejtek
proliferacigjat (Di Nicola M et al, 2002). A hatds MHC-fiiggetlen, autolog és allogén
MSC-k gyakorlatilag azonos mértékben gatoljak az aktivalt T lymphocyték osztodasat (Le
Blanc K et al, 2003). Az érintett T-sejtek altalaban nem pusztulnak el, csak anergiassa
valnak. Citokin termelésiik megvaltozik, az IFN-y, TNF-a, IL-6 és az IL-17 mennyisége
jelendsen csokken a sejtek feliiliszojaban, mig az 1L-4 és az IL-10 koncentracioja nd. Az
MSC-k tehat a sejtosztodas gatlasa mellett valoszinlileg megvaltoztatjadk a Th1/Th2 sejtek
aranyat is a kultirdkban (Glennie S et al, 2005). Ugyanakkor — mas szerzok szerint - az
MSC-k az aktivalt T lymphocytak pusztuldsat (apoptdzisat) is okozhatjak (Akiyama K et
al, 2012). Az immunvalaszt segitd (helper) és citotoxikus T-sejtektdl eltérden a Treg sejtek
proliferacidja és citokin termelése (TGF-B, IL-10, IL-35) viszont fokozdédik MSC-k
jelenlétében (Di lanni M et al, 2008). A frissen szeparalt természetes 6losejtek (NK-sejtek)
IL-2- és IL-15-indukalt proliferaciojat szintén gatoljak az MSC-k, de a preaktivalt NK-
sejtek osztodasat mar alig lassitjak. Magat a citotoxikus reakcidt — ha példaul allogén
célsejteket akarunk elpusztitani frissen szeparalt NK-sejtek segitségével — az dssejtek nem

befolyésoljak. Ha viszont MSC-k jelenlétében IL-2-vel 4-5 napig eldaktivaljuk az NK-
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sejteket, akkor a célsejtek hozzaadasa utan mar csokkent citotoxikus aktivitast tapasztalunk
¢és — egyidejiileg — kevesebb gyulladdsos citokint (IFN-y ¢és TNF-o) termelnek a
természetes 0l6sejtek (Spaggiari GM et al, 2006). Joval kevesebbet tudunk az MSC-k és B-
lymphocytdk kozti kdlesonhatas funkcionalis kdvetkezményeirdl. Egyes munkacsoportok
szerint az MSC-k gatoljdk az emberi B-sejtek osztddasat és ellenanyag-termeld
plazmasejtekké torténd differencialédasat (Corcione A et al, 2006). Masok szerint viszont
a B-sejt-aktivacio erdsségétol fiigg, hogy az MSC-k gatoljak, vagy éppen fokozzak az
ellenanyag-termelést in vitro kultirdban (Traggiai E et al, 2008).

Az MSC-k macrophagokra (M®) gyakorolt hatdsat csak a kozelmultban kezdték
vizsgélni. Az eddigi — minddssze néhany kézleményen alapuld - eredmények szerint ezek a
rendkiviil plasztikus sejtek MSC-k jelenlétében inkabb M2-es (alternariv tton aktivalt)
fenotipust mutatnak, azaz elsdsorban gyulladasgatlo citokineket (IL-10, IL-4, IL-13, TGF-
B), és a szovetregeneracid soran nélkiilozhetetlen VEGF-et, valamint epidermalis
novekedési faktort (EGF) termelnek. Fagocitdld képességiik is nagyobb, mint a
»gyulladdsos” (M1-es) macrophagoké. Az MSC- M® koélcsonhatas sordn tehat foként
gyulladasgatlo, a pusztuld (apoptotikus) sejteket — példaul neutrofil granulocytakat -
hatékonyan fagocitald és a sebgyogyulast elosegitd sejtek alakulnak ki (Maggini J et al,
2010; Cutler AJ et al, 2010).

1.5.2. Immunszuppresszio in vivo

Elséként pavianokon figyelték meg, hogy MSC-k szisztémas adasaval
megnovelhetd az atiiltetett allogén boérgraftok tulélése (Bartholomew A et al, 2002). BMT
soran az MSC-k képesek eldsegiteni a szemiallogén ¢és allogén graftok megtapadasat,
gatoljak az akut GVHD kialakulasat, illetve mérséklik a betegség sulyossagat (Le Blanc K
et al, 2004; Le Blanc K and Mougiakakos D, 2012). EAE-ben, az emberi sclerosis
multiplex egy egérmodelljében, az intravénasan, vagy intraperitonealisan beadott MSC-k
elsésorban a szekunder nyirokszervekben telepednek meg, és — ha a betegség kezdeti
stadiumaban adjak oket — hatékonyan gatoljak az autoreaktiv T- és B-sejtek miikodését. Az
allatok keringésében csokken a gyulladdsos citokinek mennyisége, a kdzponti
idegrendszerben kevésbé kifejezett a leukocyta besziirddés és a demyelinisatio (Zappia E
et al, 2005; Gerdoni E et al, 2007; Oh DY et al, 2012). MSC-vel kezelt NOD, BXSB ¢és
MRL/lpr egerekben nem, vagy csak a vartnal joval késobb alakul ki az 1-es tipust
diabetes, illetve az emberi SLE-re emlékeztetd autoimmun betegség (Madec AM et al,

2009). Kollagén-idukalt arthritises allatokban az MSC kezelés csokkenti a gyulladasos
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citokinek termelését és megelézi a csont- €s porckarosodast (Augello A et al, 2007).
Ugyancsak gatoljak az endotoxinnal (LPS) kivaltott lokalis és szisztémas gyulladast, s6t
részben a sepsist is (Németh K et al, 2009; Gonzalez-Rey E et al, 2009). A bleomycinnel
indukalt tiidokarosodds szintén megelozhetd MSC-k adéasaval. Az Ossejtek
megakadalyozzak a gyulladds és a fibrosis kialakulasat a bleomycinnel kezelt egerek
tiildejében és csokkentik szérum-TNF-a és IL-1a szintjét (Rojas M et al, 2005).

Az MSC-k tehat szamos, esetenként nagyon kiilonbozd in vitro és in vivo kisérleti
rendszerben képesek kifejteni gyulladdsgatld és/vagy immunszuppressziv hatasukat. igy
nem meglepd, hogy a jelenség mechanizmusat maig sem sikeriilt egyértelmiien tisztazni. A
kiilonb6zé munkacsoportok mas-mas, részben az dssejtek felszinén expresszalodo, részben
az altaluk szekretalt molekula szerepét hangsulyozzak (5. tablazat, Gebler A et al, 2012;
Shi Y et al, 2012 nyoman). A kevés dolog egyike, amiben teljes az egyetértés, hogy az
MSC-k csak IFN-y, illetve IFN-y és valamilyen gyulladdsos citokin (TNF-a vagy IL-1)
egyidejii jelenlétében valnak immunszuppresszivvé. Ennek kdvetkeztében viszont gatoljak
az aktivalt T-sejtek IFN-y termelését, vagyis negativ visszacsatolas jon létre az MSC-k és a

T lymphocytak kozott (Krampera M et al, 2006; Ryan JM et al, 2007).

5. tablazat. A mesenchymalis 0ssejtek gyulladasgatlé és immunszuppressziv

aktivitasaért felelos fontosabb molekulak

Sejt-sejt kolcsonhatasokat Szolubilis faktorok:

kozvetité molekulak: Prosztaglandin E2 (PGE2)

B7-H1 (PDL1) Indolamin-2,3-dioxigenaz enzim (IDO)

B7-H4 Nitrogén-monoxid (NO)

Jaggedl TNF-a-indukalt gén 6 altal kodolt fehérje (TSG-6)
Notch receptor(ok)? TGF-B, HGF, IL-10

Galektin-1 Hem-oxigenaz-1 enzim (HO-1)

IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra)
Egyéb sejtfelszini molekulak: Szerin-protedz inhibitor-6 fehérje (SPI6)
HLA-G Adenozin
H-faktor HLA-G
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A gyulladdsos kornyezetben ,,aktivalt” (licensed) MSC-k immunszuppressziv
hatdsa aztdn részben sejt-sejt kolcsonhatas(ok), részben szolubilis medidtorok révén
valosul meg. Ezek — az adott kisérleti rendszertdl fiiggden — kiilonbézoek lehetnek, vagyis
tobb parhuzamos, részben redunddns molekularis mechanizmus felelds a gatlas(ok)
kialakulasaért. A folyamat legfontosabb lépéseit — egy ,,minimalis modell” formajaban — a
9. é4bran foglaltuk Ossze. Eszerint a T-sejtek és MSC-k kozott, az elébbiek PDI1
(Programmed cell death 1, CD279) és Notch receptor, illetve az utoébbiak PD-LI
(Programmed cell death 1 ligand 1, CD274) és Jagged-1 molekuldinak kézvetitésével johet
1étre kozvetlen sejt-sejt kapcesolat. (Augello A et al, 2005; Liotta F et al, 2008; Shi D et al,
2011). Az érintett T-sejtek altal termelt IFN-y, valamint a részben T lymphocyta, részben
M® eredetli TNF-a egylittesen indukaljak a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim expressziojat
az MSC-kben. A keletkezd PGE2 kozvetleniil is képes gatolni az aktivalt T-sejtek
osztddasat, de — ami ennél valdsziniileg joval fontosabb - a M®-ok EP2-es és 4-es
receptoraihoz kotédve nagy mennyiségii gyulladasgatlo citokin, IL-10 (és talan TGF-f3)
termelését indukalja (Németh K et al, 2009), tehat az M2 fenotipus iranyaba tolja el a
sejteket (Maggini J et al, 2010). Az MSC-k PGE2 szintézisét az IFN-y azzal is fokozza,
hogy az iNOS (indukélt nitrogén-oxid szintdz) enzim expresszidjat is elinditja az
dssejtekben, a termelddé NO pedig ugyancsak noveli a COX2 aktivitast. (Emellett az NO-
nak — ha nagy mennyiségben keriil a kérnyezetbe — szintén van kozvetlen T-sejt géatld
hatasa (Ren G et al, 2008). Raadasul az MSC-k folyamatosan termelnek IL-6-ot,
felsziniikon pedig IL-6 receptorokat expresszalnak. Ez egy ujabb pozitiv, autokrin/parakrin
visszacsatolasi lehetdség, mivel az IL-6 is képes fokozni a Cox2 gén expressziojat (Boufti
C et al, 2010). (A dendritikus sejtek valdszinilileg a M®-okhoz hasonléan viselkednek
ebben a rendszerben). A T lymphocytdk, MSC-k és M®-ok (vagy DC-k) egyiittmiikddése
soran alakulhat ki olyan mikrokdrnyezet, ami eldsegiti a Treg sejtek aktivalodasat és
osztodasat (Shi Y et al, 2012). Modelliinkben természetesen nem minden, az 5. tdblazatban
felsorolt, MSC-k altal termelt immunszuppressziv hatasu anyag szerepel. Ko6zéjiik tartozik
az indolamin-2,3-dioxigendz (IDO) enzim, aminek expressziojat szintén az IFN-y
indukélja. Ez az enzim a triptofant, a sejtek kornyezetében legkisebb mennyiségben
eléforduld esszencialis aminosavat kynureninen keresztiil pikolén- és kinolénsavra bontja
le. Igy az IDO-t expresszalé sejt kornyezetében csokken az aminosav kiindulasi
koncentracidja, lokalisan Un. ,triptofan sivatag” alakul ki. A triptofan hidny és a

bomlastermékek valosziniileg egyiittesen gatoljak a lymphocytak (elsésorban a Thl-es ¢€s
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modelliinkbe (Meisel R et al, 2004; Jones BJ et al, 2007). Hasonlé a helyzet a TSG-6
(TNF-a-indukélt gén 6 altal kodolt) fehérje esetén, aminek expresszidjat ugyancsak
gyulladasos citokinek indukaljak, és a 35 kD tomegii molekula gyulladasgatld hatisa —
legalabbis részben — a COX-2 aktivaciojan alapul (Lee RH et al, 2009; Oh JY et al, 2010).
A tobbi — az 5. tablazatban szerepl6 - gatld faktor hatdsmehanizmusarol viszont til keveset
tudunk ahhoz, hogy modelliinkben elhelyezhessiik dket, pedig feltehetéen ezek biztositjak
az MSC-kozvetitett immunszuppresszid kétségteleniil 1étezd alternativ Utjait, azaz a
rendszer redundanciajat (Prockop DJ and Oh JY, 2012; Gebler A et al, 2012; Shi Y et al,
2012).

Aktivalt T-sejt & EP2/4
J TNFR-1

PD1 - PD-L1

¥

Notch - Jagged1
YFR-1= TNF-a

Macrophag
(M1 = M2)

v
IL-6 NO? TGFp PGE2 IL-10

9. abra. Mesenchymalis dssejtek, T-lymphocytak és macrophagok kolcsonhatasa. A
részletes magyarazatot lasd a szovegben.
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Azt sem zarhatjuk ki, hogy bizonyos koriilmények kozott az MSC-k miikddése
megvaltozhat és a gyulladasi folyamatokat, valamint az immunvalaszt — nem antigén-
specifikus uton - segitd sejtekké alakulhatnak (Waterman RS et al, 2010). Waterman és
mtsai feltételezik, hogy az M1-es és M2-es M®-okhoz hasonléan az MSC-knek is kétféle,
eltérd citokin/kemokin profillal jellemezhetd aktivacios allapota 1étezik. Az ,,M1-es” sejtek
els@sorban IL-6-ot és IL-8-at szekretdlnak, felsziniikon sok Jaggedl-t (Notch ligandumot)
expresszalnak, tehat gyulladaskelt és Thl-sejt aktivald hatasuk van. Az ,,M2-es” jellegii
MSC-k viszont inkabb IL-4-et, [L-10-et, és CCL5-6t (RANTES) termelnek, felsziniikon
pedig csokken a Jaggedl molekuldk mennyisége, igy gatoljak a gyulladasos- és immun-
folyamatokat. A feltételezett ,,polarizacid™ kialakulasat azzal magyarazzak, hogy az MSC-
k aktivacios allapotanak jellegét a T-sejtekkel (illetve gyulladasos citokinekkel) vald
talalkozas soran az hatirozza meg, hogy egyidejlileg milyen Toll-ligandum(ok) fordulnak
el6 az Ossejt kozvetlen kornyezetében. (Az MSC-ken gyakorlatilag az 9sszes ismert Toll-
receptor (TLR) megtaldlhato). Eszerint a TLR4-es receptorok ligandumai (BCG, LPS,
HSP-k, HMGB1) az M1-es, a TLR3-as receptoroké (ssRNS, dsRNS) viszont inkabb az
M2-es iranyba viszik a sejteket (DelaRosa O and Lombardo E, 2010). E szellemes
elképzelés legfobb gyengéje az, hogy (i) a kiilonb6z6 Toll-ligandumokkal stimulalt MSC-k
muikodésének in vitro vizsgélata soran kapott eredmények rendkiviil ellentmondéasosak
(Liotta F et al, 2008; Lombardo E et al, 2009; Opitz CA et al, 2009); (ii) in vivo pedig —
mint ezt mar lattuk - az Ossejtek gatoljak az LPS-el kivaltott lokalis és szisztémas
gyulladast, s6t részben a sepsist is (Németh K et al, 2009; Gonzalez-Rey E et al, 2009). Az
MSC-k ¢és az immunrendszer viszonya tehat még korantsem tekinthetd végérvényesen

tisztazottnak.

1.6. A diabetes mellitus éssejtterapiaja — a pancreas regeneracioja

A diabetes mellitus a vilag népességét sujtd vezetd korokok és haldlokok egyike.
Mig az l-es tipust cukorbetegség az inzulin-termeld B-sejtek teljes, autoimmun eredetli
pusztulasanak a kovetkezménye, addig a 2-es tipusi diabetes hatterében a csokkent
inzulinérzékenységre visszavezethetd relativ inzulinhiany 4all. Mindkét esetben a
miikodoképes B-sejtek szamanak csokkenése a fellépd hyperglycaemia 6 oka. Az
Ossejtterapia altal kinalt egyik lehetdség, hogy embrionalis, vagy szdveti Gssejtekbdl
eléallitott inzulin termeld sejtek beiiltetésével potoljuk az elpusztult B-sejteket. Emellett

vilagszerte folynak a beteg sajat B-sejtjeinek tdmogatasat és szamuk ndvelését célzo
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kutatasok is, melyek az endogén vagy exogén elddsejtek vagy dssejtek esetleges szerepét

vizsgaljak a pancreas regeneracioja soran (Aguayo-Mazzucato C et al, 2010).

1.6.1. B-sejtek eloallitasa embriondlis és szoveti dssejtekbol

Az ES sejtek, illetve a beldliik 1étrehozott, korlatlan élettartamu sejtvonalak elvben
idedlis kiindulasi anyagot jelentenének nagy mennyiségii B-sejt eldallitdsdhoz. Valojaban
azonban, ha az emberi ES sejtek izolalasaval és felhasznalasaval kapcsolatos sulyos etikai
aggalyokat félre is tessziik, sok technikai probléma var még megoldasra veliik
kapcsolatban (Murry CE and Keller G, 2008). Leghatékonyabb [B-sejt iranyta
differencialtatasuk a pancreas organogenesisének ,lemasoldsan” alapul. Az ES sejt
tenyészeteket aktivin A és Wnt egyidejii jelenlétében mesoderma, majd a Wnt
elhagyasaval definitiv endoderma irdnyaba differencidltatjadk. Az endodermalis sejtekbdl
cyclopamin, egy a Hedgehog morfogén rendszer miikodését gatld ndvényi alkaloida, és
FGF10 segitségével a primitiv elobélre jellemzd sejteket hoznak 1étre. Ezek a sejtek
retinsav hatasara tovabb differencidlodnak a pancreasra jellemzd endoderméava, illetve
végiil endokrin sejtekké. Az utolsé differencialtatasi 1épések sikeréhez azonban sziikség
van a Notch rendszer gatlasara is, ellenkezd esetben nem az endokrin, hanem az exokrin
pancreasra jellemzd sejtek keletkeznek a tenyészetekben. A végsé differencialtatas
hatékonysaga kiilonboz6 novekedési faktorok — példaul exendin-4, IGF-1 és/vagy HGF -
hozzéadasaval tovabb javithato. Ezzel a modszerrel D'Amour és mtsai (D'Amour KA et al,
2006) olyan sejttenyészeteket tudtak 1étrehozni, amelyekben — mas endokrin sejtek mellett
— 7-12% volt az inzulin-termeld sejtek aranya. Az in vitro eldallitott, ES sejt eredetii -
sejtek inzulin szekrécidja azonban fiiggetlen az aktualis gliikoz koncentraciotol, tehat
inkabb foetalis, mint érett B-sejtekként viselkednek. Immundeficiens egérbe oltva viszont
érésiik befejezddik, és képessé valnak a streptozotocinnal (STZ)-indukalt diabetes
gyogyitasara (Kroon E et al, 2008). Sajnos e differencialtatasi protokoll végeredménye is
csak egy kevert sejtpopulacio, amin beliil kisebbségben vannak az inzulin-termeld sejtek.
A nem kell6en differencialoédott ES sejtek pedig teratomat képezhetnek in vivo. Raadasul,
mivel gyakorlatilag nulla az esélye annak, hogy az ES sejtek €s a beteg testi sejtjei azonos
MHC antigéneket hordozzanak, az ES sejtekbdl in vitro eldallitott B-sejtek is idegenek
lesznek a beteg immunrendszere szamara, tehat kilokddési reakciot valtanak ki. fgy a
recipiensek — a szerv- ¢és sziget-transzplantalt beteghez hasonléan — folyamatos

immunszuppressziv  kezelésre szorulnak (Best M et al, 2008). A ,szdveti
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Osszeférhetetlenség” az IPS technika segitségével elvben kikiiszobolhetd lenne, de ez a
modszer jelenleg még csak kisérleti célokra alkalmas, terdpias alkalmazadsira a
kozeljovében biztosan nem keriilhet sor (Cherry AB and Daley GQ, 2012; Puri MC and
Nagy A, 2012).

Alternativ lehet0ség a pancreas sajat Ossejtjeinek izolalasa és in vitro tenyésztése.
Ilyen, vagy inkabb ilyennek vélt, ,,pancreas-specifikus” Ossejteket azonban csak néhany
laboratoriumban sikeriilt kimutatni. Sejttenyészetben rendkiviil nehéz Oket életben tartani
¢s egyeldre karakterizalasuk sem megoldott (Yalniz M et al, 2005). A legtobben ugy vélik,
hogy a sziiletés utdn valojaban mar csak un. ,fakultativ Ossejtek” taladlhatok a
hasnyalmirigyben. Ezek olyan — feltehetden exokrin - sejtek, amelyek csak sériilés, vagy
betegség esetén aktivalodnak. Eldszor dedifferencidlodnak, majd osztédnak és végiil
potoljak az elpusztult endokrin sejteket (Seymour PA and Sander M, 2011; Yanger K and
Stanger BZ, 2011). Ilyen fakultativ éssejtek mind a ductusokban, mind az acinusokban
eléfordulnak. A ductalis sejtek esetében nem tudjuk, hogy minden epithel sejt, vagy csak
egy résziik az, amely exendin-4, aktivin A, és HGF egyidejii jelenlétében képes endokrin —
tobbek kozott inzulin-termeld — sejtekké alakulni. Az NGN3 gén fokozott expresszidja
szintén aktivalja az endokrin differencialédasi programot a ductus sejtekben. Az acinus
sejteket mar transzdifferencialtatni kell ahhoz, hogy p-sejteket kapjunk. A
transzdifferenciacié harom gén, a PDXI, NGN3, és MAFA egyideji transzdukciojaval
érhetd el. A kapott endokrin sejtek szaporitasa és végsd differencidltatasa ilyenkor EGF és
nikotinamid tartalma tépfolyadékban torténik (Baeyens L and Bouwens L, 2008). A
pancreas fejlodésében kulcsszerepet jatszd transzkripcids faktorokat kodold gének
bevitelével mas, nem a pancreasbdl szdrmazd szoveti Ossejtek is differencidltathatok
sziget-sejtek iranyaba. Legkonnyebben a mdj hasnyalmiriggyel kozos eredetli, ovalis
sejtjeibdl lehet inzulin-termeld sejteket eldallitani a PDXI, NGN3, és NEURODI gének
segitségével in vitro kulturdban. Az eljarast iranyitott differencidcionak nevezziik, és
kisebb moédositasokkal, sikerrel alkalmaztadk mar mas, nem endodermalis eredetli szoveti
Ossejtek (példaul HSC-k és MSC-k) esetén is (Yechoor V and Chan L, 2010). Az iranyitott
differenciacioval létrehozott, inzulin és C-peptid pozitiv sejtek azonban, ES sejtekbdl
eldallitott tarsaikhoz hasonldan, altalaban éretlen B-sejtek és in vivo sem mindegyikiik
valik teljes értékil, az aktudlis gliikoz szintnek megfeleld mennyiségii inzulint a keringésbe

juttatni képes endokrin sejtté.
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1.6.2. A Langerhans-szigetek regenerdcidja in vivo

Az eddigi allatkisérletek alapjan egyértelmi, hogy egerekben és patkdnyokban — az
altalaban streptozotocin (STZ) segitségével eldidézett, vagy az adott beltenyésztett
torzsben (példaul a NOD egerekben) 6roklodo - diabetes BMT-vel, legalabbis iddlegesen,
de néha véglegesen is, gyogyithatd (Ciceri F and Piemonti L, 2010). A gyogyulds, vagy
atmeneti javulas okat, a csontveldi sejtek kedvezd hatdsdnak mechanizmusat illetéen
azonban mar er0sen megoszlanak a vélemények. lanus és mtsai (Ianus A et al, 2003)
szerint példaul egyes, a beteg allatokba intravénasan bejuttatott csontveldi Ossejtek a
hasnyalmirigyben inzulin-termeld B-sejtekké transzdifferencialédnak. Masoknak azonban,
hasonlo kisérleti feltételek mellett, ezeket az eredményeket nem sikeriilt megerdsiteni.
Hess ¢és mtsai (Hess D et al, 2003) példdul NOD/SCID egerekben STZ kezeléssel
indukéltak diabetest, majd szubletalis besugdrzas utan csontvel6i magvas sejtekkel, vagy a
csontveldbdl izolalt HSC-kkel oltottak a beteg allatokat. A kovetkezd négy hétben mind a
teljes csontveldvel, mind a szeparalt HSC-kkel transzplantalt egerekben jelentdsen
csokkent a vércukorszint. Az allatok hasnyalmirigyének Ossztomege €s inzulin termelése
novekedett, a Langerhans-szigetekben azonban nem tudtak kimutatni donor eredetii
intenziv osztddasa biztositotta. Ma mar a legtobb kutaté tigy véli (Lee RH et al, 20006),
hogy a csontveldi Ossejt(ek) (HSC-k és/vagy MSC-k) transzplantaciojuk utan olyan
trofikus faktor(oka)t termelnek a beteg allatok szervezetében (1d: az 1.4.-ben), amely(ek)
biztositjadk az endogén B-sejtek, vagy prekurzoraik osztodasat és a Langerhans-szigetek
(Izumida Y et al, 2005; Mellado-Gil J et al, 2011; Flaquer M et al, 2012), az IGF-1 (Agudo
J et al, 2008), a PDGF (Chen H et al, 2011), és a PGE2 (Vennemann A et al, 2012). A
regeneraciohoz sziikséges fokozott sejtosztodds ¢és differencidlodds egyik fontos
elofeltétele az érintett teriilet oxigén- és tapanyagellatdsanak javitdsa, 0j kapillarisok
képzddése. A csontveldi - els6sorban a mesenchymalis — Ossejtek ezt a folyamatot is
segitik (Hess D et al, 2003; Bell GI et al, 2012a; 2012b). A donor eredetii szoveti Ossejtek
tehat elsdsorban ilyen, kozvetett mod(ok)on vesznek részt a Langerhans-szigetek

A kérdés az, hogy honnan erednek az Ossejt kezelés hatdsadra megjelend 0j B-sejtek.
Az egyik forrds a még életképes B-sejtek osztddasa lehet. Ennek koszonhetden fiatal

ragcsalokban rovid id6 alatt akar harmincszorosara is néhet az inzulin-szekretalod sejtek



dc_404 12 44

szama a hasnyalmirigyben. Idés (>1 éves) egerekben viszont 1400 B-sejtbdl mar csak egy
osztodik minden 24 oOrdban, vagyis a [-sejtek proliferacios képessége az életkor
elérehaladtaval csokken. Emberben azonban fiatal korban sem szdmolhatunk jelentés [3-
sejt osztodassal. Bar a (-sejt massza fiziologias koriilmények kozott (példaul terhesség
alatt, vagy elhizaskor) ndéhet, de ennek maximalis mértéke csak 30-40%-os és vitatott,
hogy ebben van-e egyaltalan szerepe a sejtosztddasnak, vagy inkabb hipertr6fiarol van szo.
(Egy 5 éves gyermek pancreasaban az osztdodod B-sejtek aranya kevesebb mint 0,2%,
felndttek hasnyalmirigy szigeteiben pedig mar nem is lehet 0sztodo B-sejteket kimutatni)
(Bonner-Weir S et al, 2010; Rieck S and Kaestner KH, 2010). Emberben tehat a pancreas
regeneracidja elsdsorban az inzulin-termeld sejtek neogenezisén, nem pedig az érett [3-
sejtek osztodasan alapulhat (Gianani R, 2011). A neogenezis a kordbban mar emlitett
»fakultativ dssejtekbdl” - elsdsorban ductalis epithel sejtekbdl és esetleg acinus sejtekbdl —
indulhat ki (Puri S and Hebrok M, 2010). Azonban barmi is a HSC-k és/vagy MSC-k 4altal
elinditott pancreas regeneracié konkrét mechanizmusa, a jelenlegi terdpias probalkozasok
jorészt ezen a jelenségen alapulnak.

Az l-es tipusu diabetes gyogyitasdhoz azonban nem elég az elpusztult B-sejtek
potlasa. Ha nem sikeriil egyidejlileg az autoimmun folyamatot is megallitani, a hibasan
miik6dé immunrendszer az Ujonnan keletkezett inzulin-termeld sejteket is elpusztitja.
Eppen ezért kiilondsen igéretes az MSC-k alkalmazasa ezen a teriileten, hiszen nem csak a
aktivitasuk (Id: 1.5.) révén a tovabbi karosodastol is megvédhetik a pancreast. Madec ¢és
mtsi (Madec AM et al, 2009) példaul kimutattak, hogy allogén csontvel6i MSC-k adasa
utan fiatal NOD egerekben megné a Treg sejtek mennyisége, ami jelentdsen késlelteti a
diabetes kialakulasat. Egyidejiileg az immunvélaszt segité, CD4 T lymphocytak
aranyanak a Th2-es sejtek iranyaba torténd eltolodasat is megfigyelték (Fiorina P et al,
2009). Hasonl6 eredményt kaptak, amikor zsirszovet eredeti MSC-kkel kezeltek mar
cukorbeteg, felnétt allatokat. Atmenetileg csokkent a vércukor szint, a pancreasban
kevesebb infiltradld gyulladasos sejtet lehetett kimutatni, a szigetek kornyékén és a vérben
mérséklodott az IFN-y, viszont ndtt a TGF-P koncentracidja (Montane J et al, 2011; Bassi
EJ et al, 2012). Kongenikus csontvel6i MSC-kkel kezelt NOD éllatokban az autoreaktiv T-
sejtek proliferacidos képességének ¢és az autoantigéneket bemutatd DC-k szdmanak

csokkenését figyelték meg (Jurewicz M et al, 2010).
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1.7. A mesenchymalis Ossejtek terapias alkalmazasanak lehetéségei és korlatai -
kitekintés

Szamos — a disszertacioban is targyalt munka igazolta, hogy az MSC-k allogén, sot
néha xenogén recipiensbe oltva sem valtanak ki erdteljes, a sejtek kilokddésével jard
immunvalaszt, azaz hipoimmunogének. Egy beteg kezeléséhez tehat nincs sziikség
feltétlentil autolog Ossejtekre, elvben barmely egészséges donor MSC-je felhasznalhato
anélkiil, hogy gyodgyszerekkel gatolnank a recipiens immunrendszerének miikodését. Ha ez
valdban igy van, akkor létre lehet hozni olyan ,,MSC-bankokat”, amelyekbdl barmikor
hozzéajuthatunk azonnal felhasznalhatd, lefagyasztott sejtekhez. Nincs tehat sziikség
hosszadalmas és draga donorkeresésre akkor sem, ha valamiért nem juthatunk autolog
sejtekhez, vagy ezek alkalmatlanok terapias célra (példaul a betegséget éppen az MSC-k
elégtelen, vagy hibas miitkodése okozza). Az MSC-k és az immunrendszer viszonya tehat
kiilonleges, ami valdsziniileg a kovetkezd okokra vezethetd vissza: (i) az in vitro
kultrdban tenyésztett MSC-k viszonylag kevés elsé osztalyba tartoz6 MHC-antigént
hordoznak a felsziniikon, MHC-II-es antigéneket és kostimuladtor molekuldkat (CD40,
CD80, CD86) pedig egyaltalan nem expresszalnak; (ii) az IFN-y-val stimulalt MSC-k
felszinén megné ugyan az MHC-I-es molekuldk szama, sot MHC-II-es antigének is
kifejezOdnek rajtuk, kostimulator molekuldkat azonban ilyenkor sem expresszalnak; tehat
(ii1) valosziniileg professziondlis antigén-bemutat6 sejtként sem funkcionalhatnak, bar ez —
mint kordbban mar emlitettiik — nem feltétleniil igaz (Chamberlain G et al, 2007; Ben-Ami
E etal, 2011).

2004-ben Le Blanc ¢s mtsai (Le Blanc K et al, 2004) a , The Lancet” cimi
folydiratban szamoltak be az elsd, az MSC-k in vivo gyulladasgatlo és immunszuppressziv
hatasan alapul6 sikeres terapias beavatkozasrol. Egy 9 éves, akut lymphoid leukaemiaja
miatt allogén csontveld-transzplantacioval kezelt kisfiiban rendkiviil sulyos (IV. stadium),
a bort, az emésztorendszert és a majat is €rintd — steroid rezisztens — akut graft versus host
betegség (aGVHD) alakult ki. Ezt sikeriilt lekiizdeni a gyermek édesanyjabol
(haploidentikus donor) szdrmazo MSC-k ismételt intravénas adasaval. 2012 tavaszan a
ClinicalTrials.gov honlapon mar tobb mint 200, jorészt allogén MSC-k felhasznalasan
alapul6 klinikai ,trial” adatait lehetett megtaldlni. Mint a 10. dbra mutatja, elsdsorban
olyan betegségek kezelése soran probalkoznak MSC-k adéséaval, amelyekben egyidejiileg
van sziikség az elpusztult sejtek/szovetek potlasara, valamint a karosodast kivaltd (vagy
kisérd) gyulladas és autoimmun folyamatok gatlasara. Hangstlyozni kell azonban, hogy a

vizsgalatok dont6é zome még csak az I-es, legfeljebb I/II-es fazisban van, célja tehat nem
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elsésorban a gydgyitas, hanem a kezelés biztonsagos voltanak igazolasa. Alig néhany — az
aGVHD megeldzését és a mar kialakult betegség visszaszoritdsat, valamint néhany
autoimmun betegség (Crohn-betegség, rheumatoid arthritis) kezelését célzo — ,.trial” jutott
el a III. fazisba. Néhany biztatdé eredménytdl eltekintve tehat az eddigi vizsgalatok
elsésorban azt igazoljak, hogy az MSC kezelésnek (legalabbis rovidtdvon) nincs karos

mellékhatdsa (Dazzi F and Krampera M, 2011; Hao L et al, 2012).

Egyéb Autoimmun
11% betegségek

Rak 24%

Sziv- és
érrendszeri 19%
betegségek Gastro-
18% intestinalis
betegségek
Csont/porc 23% M%
bEtEgSégEk 12% Diabetes
Neurodegenerativ

betegségek

10. dbra. A mesenchymalis dssejtek terapias alkalmazasat célzé klinikai kisérletek
szazalékos megoszlasa kiilonb6z6 betegcsoportok kozott (2012 junius, a
,»ClinicalTrials.gov” honlap alapjan).

A pozitiv eredmények ellenére sem feledkezhetiink meg arrél, hogy szamos,
potencidlisan a betegek egészségét, st akar életkilatdsait is érintd kérdést kell még
tisztazni, miel6tt az ,,MSC-terapia” széles korli alkalmazasara sor keriilhet.

A legfontosabb kérdések, amiknek a megvalaszolasa tulmutat nemcsak e dolgozat, de
egyeldre az orvostudomany hatarain is, a kovetkezok:

e Valoban olyan alacsony az MSC-k immunogenitdsa, hogy barmilyen beavatkozas

elvégezhetd allogén dssejtekkel is? Mas szoval redlis egy minden beteg szamara

rendelkezésre allo MSC bank létrehozasa?
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e Okozhatnak-e a mesenchymalis 0ssejtek daganatot a szervezetben, vagy
gyorsithatjak-e a recipiensben esetleg mar kialakult, de még nem diagnosztizalt
tumorok novekedését és metastasis képzését?

e Kiilonosen lokalis adasuk utdn nem képeznek-e ektopikus — az érintett szerv
muikdodését megzavaro - szoveteket?

e Indukélhatnak-e fibrosist olyan életfontossdgli szervekben, mint a tiid6 vagy a
vese?

Amig a fenti kérdésekre nem tudunk valaszt adni, addig nem vérhatd komoly eldrelépés az
MSC-k terapids alkalmazasaban (Ankrum J and Karp JM, 2010; De Migual MP et al,
2012).
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2. Célkitiizések helyett — ,,in medias res”

A bevezetdben vazlatos attekintést szerettem volna nyujtani mindarrdl, amit ma az
MSC-krél tudunk. (A feldolgozéds hatérait jelzi, hogy a ,mesenchymal stem cells”
kifejezésre 2012 juliusaban a PubMed adatbazis 18 114 talalatot jelzett). Az olvasdban
mégis joggal tamadhat komoly hianyérzet. Felmeriil a kérdés, hogy mit is tudunk valdjaban
ezeknek a - szinte minden szerviink stroma-allomanyaban eléfordul6 - multipotens szdveti
Os- vagy elddsejteknek a biologiajarol? Tisztazasra var példaul, hogy:

e honnan erednek, vagyis az egyedfejlddés soran mikor, hol és milyen
sejttipus(ok)bol alakulnak ki az MSC-k;
e miaz MSC-k tényleges funkcioja in situ;
e celtéré-e a kiilonbozd szervekben/szovetekben taldlhato MSC-k regenerativ és
immunmodulalé képessége;
e befolyasoljadk-e — és ha igen, akkor hogyan és milyen mértékben - a gyulladasos
folyamatok az MSC-k regenerativ képességét?
Az elmult kozel tiz évben ezeknek a kérdéseknek néhany aspektusat vizsgaltuk
laboratoriumunkban. Eredményeinket — erdsen roviditett forméban - a kdvetkezd
fejezetekben foglalom Ossze. Jelentdségiiket elsésorban abban latom, hogy az el6z6, 1.7.
fejezet végén felvetett, inkdbb gyakorlati kérdések mellett, az MSC-k eredetének ¢és
tényleges biologiai szerepének megismerése is nagyban hozzajarulhat célzottabb, és igy

eredményesebb terdpias eljarasok kidolgozasahoz.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleti allataink mindkét nembeli, 14 napos és fiatal felndtt (8-12 hetes) C57Bl/6
(H-2%), Balb/c (H-2%), (C57Bl/6xDBA/2)F1 (Orszagos Onkologiai Intézet, Budapest),
valamit CD1 (Charles River Laboratories, Wilmington, MA, USA) egerek voltak. Az
EGFP transzgenikus CD1 allatokat (Hadjantonakis AK et al, 1998) Nagy Andras (Mount

Sinai Hospital, Toronto, ON, Kanada) bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.2. In vitro modszerek
3.2.1. Egér mesenchymalis stroma sejtek szepardldsa és tenyésztése

Az MSC-k izolalasat a Peister és mtsai (Peister A et al, 2004) altal leirt médszerrel
végeztiik. A egerek femurjainak és tibiainak a vel6irét hideg Hanks-féle oldattal (HBSS,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) atmostuk, majd — egy tovabbi mosés utan - komplett
tenyésztofolyadékban felszuszpendaltuk oket. A hasi és lagyéki tdjékrol szarmazod
zsirszovet mintdkat hideg foszfattal-pufferelt sooldatban (PBS) mostuk, daraboltuk, és
0.1% kollagendz (Sigma-Aldrich, St.Louis, Mo, USA) tartalmia PBS-ben, 37°C-on
emésztettiik 30 percen at. Az érett zsirsejteket €s a kotdszoveti elemeket 8 perces (600
rpm) centrifugalassal tavolitottuk el, majd a kapott iiledéket (in. SVF = stroma vascularis
frakcio) komplett médiumban reszuszpendaltuk. A 14 napos allatok thymusat, 1€pét és
aortajat mechanikailag tartuk fel, a kinyert sejteket HBSS-ben mostuk, majd ezeket is
komplett tenyésztéfolyadékban vettiik fel. A — tenyésztéshez is hasznalt - komplett
tapfolyadék a Dulbecco altal modositott Eagle-féle médium (DMEM) és Ham-féle F-12
médium 1:1 aranya keveréke volt, 10% (v/v) foetalis borju savéval (FCS), 5% (v/v)
losavoval (HS), 2 mM L-glutaminnal (mind Invitrogen), 50 U/ml penicillinnel, és 50 pg/ml
streptomycinnel (Sigma-Aldrich) kiegészitve. A kiilonbdzé eredetii sejteket 10°-2x10°
sejt/cm’® siirtiségben 25 cm’-es (T25) tenyésztéedényekbe (BD Falcon, Bedford, MA,
USA) szélesztettiik. A kulturdkat 37°C-os CO,—termosztatban tartottuk. A le nem tapadt
sejteket a médium heti kétszeri cseréjével tavolitottuk el. 2-4 hét utan a kozel 6sszefiiggo,
adherens sejtréteget hideg HBSS oldattal mostuk, majd 0.25%-os tipszin/EDTA (Sigma-
Aldrich) oldattal valasztottuk el a tenyésztdedény falatol. Ujabb mosas (HBSS) utan 75
cm’-es (T75) flaskdban (BD Falcon), heti kétszeri tapfolyadék cserével folytattuk a stroma
sejtek tenyésztését. A tovabbi atoltasok ugyanigy torténtek. Kisérleteinket 8-15-szor
atoltott MSC-kkel végeztiik.
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3.2.2. Egér vérképz os- és elodsejtek dusitdsa és tenyésztése
Az egér comb- ¢s labszarcsontokbdl nyert (l1d. fent) sejtszuszpenziot HBSS-ben

mostuk, centrifugaltuk (8 perc, 1200 rpm), majd az iiledékhez 5 ml, 0,01 M TRIS (tris-
hydroxymethyl-amino-metan) és 8,3 g/l ammodnium-klorid oldatat adtuk. Ot perces,
szobah6n tortént inkubalas ¢és Ujabb mosas utdn az immar vOrdsvérsejtmentes
leukocytdkhoz biotinnal jeldlt monoklonélis anti-CD3g, anti-CD45R/B220, anti-CD11b,
anti-Ly-6G, ¢és anti-TER-119 ellenanyagok keverékét (Mouse Lineage Panel, BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA) adtuk. Fél oras, 4°C-on tortént inkubdlds utan a
felesleges — nem kotott — ellenanyagokat kétszeri mosassal eltavolitottuk és a sejteket
streptavidinnal fedett magneses gyongyokkel (BioSource, Camarillo, CA, USA) kevertiik
ossze. Ujabb fél oras, 4°C-on tortént inkubalas utdn a szabad gyongyoket, valamint azokat
a sejteket, amelyeknek felszinéhez a kiilonbozd vérsejtfejlodési markerekre specifikus
ellenanyagokkal fedett gyongyok kitapadtak, egy erés magnes (Polar Bear Magnet,
BioSource) segitségével eltavolitottuk a rendszerbdl. A magneses depléciot megismételtiik
¢s 1igy nyertiik a kisérleteink soran felhasznalt, Lin" sejtfrakciot, amely 4&ramlési
cytometrias vizsgalatok szerint <5% Lin" sejtet tartalmazott.

A nem szeparalt, illetve a Lin" vérképzd sejtekbdl stromasejtmentes kulturakat
készitettiink 96-lyuku, ,,U”-alji tenyésztétalcakon (BD Falcon). A tapfolyadék 10% (v/v)
FCS-t, 2 mM L-glutamint és antibiotikumokat tartalmazé aMEM (Invitrogen) volt, 100
ng/ml rekombinans SCF-el, 100 ng/ml Flk-2/FIt-3 ligandummal ¢és 50 ng/ml TPO-val
(mind R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) kiegészitve. A tovabbi vizsgalatra
szant sejteket a tenyésztés 7. és 14. napjan arattuk le. Utdbbi esetben a 7. napon fél

médium csere tortént a citokinek eredeti koncentracidban vald pétlasaval.

3.2.3. Emberi mononukledris sejtek és mesenchymalis stroma sejtek szepardldsa és
tenyésztése

Az emberi csontveld mintakat (2-10 ml mennyiségben) ortopédsebészeti miitéten
atesett, balesetet szenvedett, illetve kronikus betegek combfejébdl nyertek az SE
Ortopédiai Klinikdjan ¢és a Budai Irgalmasrendi Korhdz Ortopédiai Osztalyan. Az
myelodysplasias (MDS) betegek esetében a cytogenetikai vizsgalat céljabol végzett
sternum punkciobol szarmazo sejtek egy részét bocsatottak a rendelkezésiinkre (SE, II1. sz.
Belgyogyaszati Klinika). A zsirszovet mintdk (20-50 ml) az Orszagos Onkoldgiai
Intézetben — rekonstrukcids sebészeti célbdl leszivott és a beavatkozas soran fel nem

hasznalt — zsirszovet maradékokbol szarmaztak (az etikai engedély szama: 12988-60/2003-
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1018EKU). A betegek a mintavételhez a Helsinki deklaracionak megfeleléen beleegyez6
nyilatkozatukat adtak.

A csontveld mintadkbol Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norvégia) siirliség
(1,077 g/ml) gradiensen szeparaltuk a mononuklearis sejteket, majd T25-0s
tenyésztdflaskaban (BD Falcon) inkubdltuk dket 37°C-on, CO;-termosztatban, 10% (v/v)
FCS-t (Invitrogen), 2 mM L-glutamint, 50 U/ml penicillint és 50 pg/ml streptomycint
(Sigma-Aldrich) tartalmaz6 DMEM (Invitrogen) médiumban. A le nem tapadt (non-
adherens) sejteket harom nap mulva eltavolitottuk az edényekbdl és a tenyészeteket heti
két alkalommal friss tapfolyadékkal lattuk el. A stroma sejt réteg kb. 2-4 hét alatt valt
Osszefliggdve, ekkor hideg HBSS-el tortént mosas utdn 0.25%-os tipszin/EDTA (Sigma-
Aldrich) oldattal felszedtiik a tenyésztdedény faldhoz tapadt (adherens) sejteket, majd 1:2 -
1:5 ardnyban higitva atoltottuk dket egy nagyobb, T75-0s tenyésztéflaskakba (BD Falcon).
Az emberi stroma sejt kulturdk a harmadik &toltas utan vérképzd elemeket mar nem
tartalmaznak, igy tiszta MSC kulturanak tekinthetok. Kisérleteinket 3-7-szer atoltott MSC-
kkel végeztiik.

A leszivott zsirszovet mintakbol — a 3.2.-ben egér MSC-kkel kapcsolatban
leirtakhoz hasonléan - 0.1% kollagendaz enzimmel végzett emésztés utan nyertiik ki a
magvas sejteket tartalmazo un. stroma vascularis frakciot (SVF). Az SVF-ben taldlhato
MSC-ket a tovabbiakban az emberi csontveldbdl izolalt adherens sejtekkel azonos mdédon
¢s koriilmények kozott — 10% (v/v) FCS-t tartalamzé DMEM-ben — izolaltuk és
tenyésztettiik.

A human csontveld mintak 15, ismert gyulladasos, vagy hematologiai betegségben
nem szenvedo (8 nd, 7 férfi, kor: 28-79 év), 7 RA-s (5 nd, 2 férfi, kor: 48-71 év), 7 OA-s (4
nod, 3 férfi, kor: 41-69 év), és 10 MDS (3 nd, 7 férfi, kor: 51-90 év) betegbdl szarmaztak.
Emellett 28 paciens (26 nd, 2 férfi, kor: 17-75 év) zsirszovetébdl izolaltunk MSC-ket.

3.2.4. A mesenchymalis Jssejtek adipocyta, osteoblast, és chondrocyta irdanyu
differencidltatdasa

Az egér és a human MSC-k adipocyta és osteoblast irdnyu differencialtatasat
egyarant Pittenger ¢s mtsai (Pittenger MF et al. 1999) modszerével végeztiik. A konfluens
sejttenyészeteket egér eredetii sejtek esetén 7, illetve humén eredetii sejtek esetén 14 napig
inkubaltuk 10% (v/v) FCS-t (Invitrogen), 107 M dexamethazont, 0,5 mM 3-izobutil-1-
metilxanthint (IBMX), 100 IU penicillint és 50 pg/ml streptomycint (mind Sigma-Aldrich)
tartalmaz6 DMEM/F12 (Invitrogen) médiumban, majd a zsirsejtekben felhalmozddott



dc_404 12 52

lipidcseppeket olajvoros festéssel (Oil REd O, Sigma-Aldrich) tettilk lathatova. Az
osteogén médium 10% (v/v) FCS-t, 2mM L-glutamint, 10®* M hydrocortisont, 10mM B-
glycerophosphatot, 50 pg/ml aszkorbinsavat (Sigma-Aldrich), 100 IU penicillint és
50ug/ml streptomycint tartalmazé DMEM volt. Két hét elteltével az extracellularis
matrixban lerakodott kalciumot alizarinvords (Alizarin Red S, Sigma-Aldrich) festéssel
mutattuk ki.

Az in vitro chondrogenesis tanulmdnyozasira egy 1) ,,micromass” kultirat
fejlesztettiink ki, amely hasonld, de nem azonos a 2005-ben leirt Penick-féle modszerrel
(Penick KJ et al, 2005). A sejteket 96-lyuku, ,,U”-alji tenyésztétalcakon (BD Falcon)
szélesztettik (2x10° sejt/lyuk/200pl végtérfogat), 1200 rpm-el 10 percig centrifugaltuk
(,,micromass pellet”), majd 14 napig 10% (v/v) FCS-t, 5 ng/ml rekombinans TGF-f3-at
(R&D Systems), 6 pg/ml inzulint és 107 M dexamethasont (Sigma-Aldrich) tartalmazo
DMEM/F12 médiumban inkubaltuk o6ket. Az extracellularis matrixban felhalmozodott
szulfatalt gliikozaminoglikanokat 1%-os 1,9-dimetil-metilénkék (Sigma-Aldrich) festéssel
tettiik lathatova.

A készitményekrdl Olympus CK2-es inverz mikroszkdpban (Olympus Optical Co.,
Toki6, Japan), Nikon Coolpix 4500 digitalis kamera segitségével (Nikon GmbH,

Diisseldorf, Németorszag) készitettiink felvételeket.

3.2.5.Koloniaképzo sejtek vizsgalata lagy-gél kulturaban

Az egér és a human granulocyta-macrophag (CFU-GM), erythroid (BFU-E),
valamint granulocyta-erythrocyta-megakaryocyta-macrophag (CFU-GEMM) koloniaképzo
sejtek gyakorisagat metilcellul6z alapu lagy-gél kultirdkban hataroztuk meg. A megfeleld
citokineket tartalmazé MethoCult GF M3434 (egér) és MethoCult GF H4434 (human) Kit-
eket a Stem Cell Technologies cégtdl (Vancouver, Kanada) vasaroltuk és a gyartod
utasitasainak megfelelden alkalmaztuk 6ket. A koldnidkat 9, illetve 14 naposos tenyésztés

utan Olympus CK2-es inverz mikroszkopban szamoltuk.

3.2.6. ,Macskako” koloniat képzo sejtek tenyésztése

Friss egér és human csontveld mintakbol 96-lyuku, lapos fenekii tenyésztotalcakon
(BD Falcon) vérképzést tamogato stroma réteget hoztunk 1étre 12,5% (v/v) FCS-t, 12,5%
(v/v) HS-t, 3,5 mM HEPES-t, 2 mM glutamint, 10* M B-merkaptoetanolt, 106 M
hidrokortizont és antibiotikumokat tartalmazé un. CAFC médiumban. Amikor a stroma

réteg elérte a konfluenciat, akkor — megakadalyozand6 a stroma sejtek tovabbi osztodasat -
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15 Gy-vel besugaroztuk a talcakat. A vizsgalandd sejtek kiilonbozé — eldkiséreltekben
meghatarozott - higitasait 24-36 lyukba pipettaztuk (limitalt higitas), majd 33°C-os CO;-
termosztatban inkubaltuk a mintdkat. A stroma réteg alatt novekedd ,,macskakd”
kolonidkat nem tartalmazé lyukakat minden héten leszadmoltuk Olympus CK2-es inverz
mikroszkopban. A CAFC gyakorisagokat €s a szignifikancia értékeket (p<0,05) az L-Calc

szoftver (Stem Cell Technologies) segitségével szamitottuk ki.

3.2.7. A kemotaxis és transzendothelidlis migrdcio vizsgalata

A vérképzO Os- és elddsejtek kemotaxisanak és transzendothelidlis migracios
képességének vizsgalatat 24 lyuku, lapos feneki tenyésztotalcakon (BD Falcon) végeztiik,
12 mm atmérdjli, 3 pum-es porusokkal ellatott Millicell-betétek (un. insert-ek) (Millicell-
PCF, Millipore Co., Cork, Irorszdg) segitségével. A transzendothelidlis migracios
kisérletekben a sziikséges 0sszefliggd endothel réteget KS-IMM sejtekbdl (egy Kaposi-
szarkoma eredetii, CD31, CD34, vWF és c-Kit pozitiv sejtvonal, amit Dr. Tovari Jozsef,
OOI, Budapest, bocsatott a rendelkezésiinkre) alakitottuk ki. A kisérlet napjan 10° frissen
preparalt csontveldi magvas sejtet helyeztiink a betétekbe 400 ul, 10% (v/v) FCS-t
tartalmaz6 DMEM médiumban, Gal-1-gyel vagy anélkiil, a lyukakba pedig 600 ul, 100
ng/ml rekombinans SDF-1-et (R&D Systems) tartalmazo6 tapfolyadék kertilt. 4 - 6 6ra, 37
C’-on, CO,—termosztatban toérténé inkubalas utdn az tires (kemotaxis), illetve endothel
sejtekkel boritott (transzmigracid) sziirokon keresztiil vandorolt sejteket megszamoltuk,

mostuk, és lagy-gél kultaraban (1d. 3.2.5.) meghataroztuk koldniaképzé képességiiket.

3.2.8. T-sejt proliferacio és gatldasa

A mitogén- ¢és alloantigén-indukalt T sejt osztodas gatlasat 96-lyuka, lapos fenekii
tenyésztdtalcakon (BD Falcon) vizsgaltuk. Az MSC-ket az ,,Eredmények” cimili részben
feltiintetett szamban, 100ul komplett médiumban tapasztottuk ki a talcak feliiletéhez. 24
ora elteltével a nem adherens sejteket lemostuk és minden lyukhoz 2x10° Iépsejtet, vagy a
1épbdl izolalt T-sejtet adtunk 200 pl végtérfogatban, 5 pg/ml concanavalin A (ConA)
(Sigma-Aldrich) egyidejl jelenlétében, vagy ConA nélkill. A T-sejtek tisztitdsat SpinSep
Mouse T Cell Enrichment Kit-el (StemCell Technologies Inc), a cég utasitasait kdvetve
végeztiik. A kevert lymphocyta kulturakat (MLR) hasonlo kériilmények kozott, 2x10°
responder” (C57Bl/6) és 2x10° ,stimultor” (30 Gy-jel besugarzott Balb/c) lépsejt

Osszemérésével, szintén az ,Eredmények” cimii részben feltlintetett szami MSC
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jelenlétében készitettiik. A mitogénnel stimulalt kultarak esetében két, a kevert lymphocyta
kultarak esetében négy nap elteltével 1 pCi *H-timidint (Amersham Pharmacia Biotech
Export GmbH, Bécs, Ausztria) adtunk a kultirdkhoz. 6-12 o6ras jelolddés utan a talcakat
learattuk ¢és folyadékszcintillatorban mértiik a percenkénti beiitésszadmot (cpm).

Az antigén specifikus T-sejt proliferaciot Horowitz és mtsai (Horwitz MS et al,
2002) modszerével mértiikk. Az antigén-bemutd sejteket (APC) kezeletlen kontroll és STZ
kezelt ndstény C57Bl/6 egerek 1épébdl nyertiik (az STZ kezelt egereknél a kezelés
megkezdése utani 8. napon). A vordsvérsejt-mentesitett (1d. 3.3.2.), majd 10% (v/v) FCS-t
tartalmaz6 DMEM médiumban reszuszpendalt 1épsejteket (107 sejt/ml) 12 cm atméréji
Petri-csészékben (BD Falcon) 37°C-on inkubaltuk. Négy o6ra elteltével a le nem tapadt
sejteket tobbszori hideg PBS-es mosassal eltavolitottuk, a letapadt sejteket pedig kapardval
(Cell Scraper, BD Falcon) felszedtiik. 15 Gy-jel tortént besugdrzds utan ezeket az
»adherens” sejteket hasznaltuk APC-kként. A T-lymphocytdkat STZ kezelt &llatok
hasnyalmirigyébdl, ill. ovalbuminnal (OVA) immunizalt egerek (allatonként 100 ng OVA
Al(OH);-ban, ip) 1€pébdl a SpinSep Mouse T Cell Enrichment Kit (1d. fent) segitségével
szeparaltuk. Az APC-ket (5 x 10* sejt/lyuk) és a T-sejteket (2 x 10° sejt/lyuk) 96 lyuka,
lapos fenekli tenyésztétalcakon, szolubilis antigének (hasnyalmirigy szdvet extraktum,
vagy OVA) jelenlétében, illetve hidnyaban, 72 o6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd
lyukanként 1 uCi *H-timidint adtunk a kulturikhoz. Tovabbi 18 6ras inkubalas utan

learattuk a talcékat és folyadékszcintillatorban lemértiik a mintékat.

3.3. In vivo modszerek
3.3.1. Csontvelo transzplantdcio

Feln6tt (10-12 hetes) C57Bl/6, vagy (C57Bl/6xDBA/2)F1 egereket 900 cGy, 80
cGy/perc intenzitasi, >’ Cs-forrasbol szarmazé y-sugarzassal (Orszagos Frédéric Joliot-
Curie Sugarbioldgiai és Sugaregészségiigyi Kutatd Intézet, Budapest) tortént egésztest
besugarzast kovetéen intravénasan oltottunk 10° frissen szeparalt csonveléi magvas sejttel,
vagy 50, ill. 100 pl - mobilizacion atesett allatokbol szarmazo6 - alvadasgatolt vérrel.

Az in vitro tenyésztet HSC-k tartds repopulacios képességének vizsgalatakor a
besugarzott ndstény recipienseket 800, illetve 4000, him donorbol szarmazé vizsgalandd
sejttel és — egyidejiileg - 2x10°, néstény egerekbél izolalt ,,legyengitett” csontvelsi magvas

sejttel transzplantaltuk. A ,,legyengitett” csontveldi sejteket ugyanazon graft sorozatos (2-
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crer

alakuldsat a BMT utan 3-6 honapig kisértiik figyelemmel.

3.3.2. A vérképzo os- és elddsejtek mobilizdcidja

A mobilizacios eljaras 1ényegét az 11. dbran foglaltuk 6ssze. Az egerek a 0. és 2.
napon 200 mg/testsuly kg (allatonként ~ 3-4 mg) ciklofoszfamidot (Cy) (Cytoxan, Bristol-
Meyers Squibb, Baar, Svéjc) kaptak intraperitonedlisan (ip), majd minden ezt kdvetd
napon 250 pg/kg (~5 pg/egér) human rekombinans G-CSF-et (Neupogen, F Hoffman-La
Roche, Basel, Svéjc) subcutan (sc) injekcidoban. A Gal-1-el végzett kisérletek soran a
lektint 250 uM B-merkaptoetanolt (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 PBS-sel higitottuk a kivant

koncentraciora és a Cy-dal, illetve G-CSF-fel parhuzamosan, naponta adtuk az allatoknak.

cY cY G-CSF
(200 mg/kg) (250 pg/kg)

NapOk W

L1

(250 ug/kg)

11. abra. A vérképzé 6s- és elédsejtek mobilizaciéja. A mobilizaciot gatld galektin-1
adagolasat az dbran pirossal jeloltiik.

3.4. Analitikai és preparativ modszerek
3.4.1. Aramldsi citometria

Az egér és human vérképzo sejtek, valamint MSC-k sejtfelszini markereit FITC-el,
vagy PE-el jelzett, illetve biotinnal konjugaltatott monoklonélis ellenanyagok segitségével
mutattuk ki. A felhasznalt antitesteket — amiknek listajat a 6. tdblazatban foglaltuk 6ssze - a
BD Pharmingen cégt6l vasaroltuk. Mintankét 2-5x10° sejtet jeldltiink a megfeleld
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monoklonalis ellenanyaggal, majd a 20 perces, 4°C-on tortént inkubalas és haromszori

mosas utan a biotinalt antitestekkel jelolt sejtekhez méasodik reagensként PE-nel

konjugéltatott streptavidint (Sigma-Aldrich) adtunk. Ezt (ijabb 20 perces inkubalas és

mosas kovette 4°C-on. A méréseket FACScan aramlési citométerrel végeztiik és az

eredményeket a Cell Quest szoftver (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA)

segitségével értékeltiik.

6. tablazat. Az aramlasi citometrias mérések soran felhasznalt monoklonalis antitestek

Anti-egér ellenanyagok Anti-human ellenanyagok
Jelolés Izotipus Antigén Jelolés Izotipus Antigén
PE Patkany IgG2a Sca-1 FITC Egér IgG2b CD44
PE Patkany IgG2b CD44 PE Egér 1gGl CD73
PE Patkany IgG2a CD73 PE Egér IgGl CD90
FITC Patkany IgG2b CD90.2 FITC Egér IgM CD105
FITC Patkany IgG2a CD34 PE Egér IgGl CD34
PE Patkany IgG2a Flk-1 FITC Egér 1gGl CD45

PE Patkany IgG2a CD31
Biotin Patkany IgG2b CD117
Biotin Patkany IgG2b CD119
Biotin Horcsog 1gG1 CD3e
Biotin Patkany [gG2b  CD45/B220
Biotin Patkany IgG2b CDI11b
Biotin Patkany IgG2b Ly-6G
Biotin Patkany IgG2b TER-119
Biotin Patkany IgG2b I-A/I-E

3.4.2. Rekombinans Jagged-1 fehérje és galektin-1 elodllitisa

A Jagged-1 fehérje extracellularis doménjének (sJG

15°P) megfeleld cDNS szakaszt

tartalmazé pUSEamp plazmidot az Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA) cégtdl

vasaroltuk. A vektort LipofectAmine™ Plus reagens (Invitrogen) segitségével juttattuk be

10% (v/v) FCS-t tartalmaz6 DMEM médiumban tenyésztett COS7 sejtekbe. Harom ora
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elteltével lecseréltiik a médiumot €s a 3., 5., és 7. napon lefagyasztottuk a transzfektalt
sejtek feliiluszoit. Az Osszegyljtott feliiluszokbol poliklonalis nyul anti-Jagged-1
ellenanyaggal (Sigma-Aldrich) fedett Sepharose-4B (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Svédorszag) affinitis-oszlopon izolaltuk a rekombinans sJG1P fehérjét,
amelynek tisztasdgat Western-bloton ellendriztilk. Multivalens Jagged-1 ligandumot ugy
allitottunk eld, hogy bromciannal aktivalt Sepharose-4B gyongydket fedtiink a tisztitott,
rekombinans fehérjével.

A rekombinans galektin-1-et Dr. Monostori Eva és mtsai (MTA, SZBK, Genetikai
Intézet) allitottak elé (Fajka-Boja R et al, 2002). A Gal-1 fehérje ¢cDNS-ét a Teikyo
egyetemen (Japan) Dr. Jun Hirabayashi ¢és Ken-Ichi Kasai izolaltdk. A szegedi
laboratériumban a pQE-60 expresszios vektorba (Qiagen, Valencia, CA, USA) klonozték,
¢s ezt Escherichia Coli torzsbe transzformaltdk. A baktérium-lizatumbol laktéz-agaroz
oszlopon izolaltdk a rekombinans fehérjét, amelynek tisztasagat SDS-polyacrilamide

gélelektroforézissel és reverz-fazisu HPLC segitségével igazoltak.

3.4.3. Citokin szintek meghatdarozdsa

A kiilonb6z0 kultara feliillaszokban €s szérum mintdkban talalhato citokinek
mennyiségét minden esetben az R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA) altal
gyartott, az adott citokinre specifikus ParameterTM ELISA Kit-ek segitségével, a cég

utasitasait kovetve hataroztuk meg.

3.4.4. Polimeraz lancreakcion alapulo modszerek

A 80-90%-ban konfluens MSC kulturdk sejtjeit, PBS-el torténd mosast kdvetden
TRI REAGENT™ (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval lizaltuk. A mintdkban taldlhaté6 RNS-t
az RT?> ¢qPCR-Grade RNA Isolation Kit (SA Biosciences, Frederick, MD, USA)
segitségével, a gyartd utasitasait kovetve izolaltuk. Az RNS-ek tisztasdgat a Nano Drop
2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) spektrofotométerrel ellendriztiik.

A PCR Array vizsgalatokhoz minden mintabol 1.5 pg-nyi teljes RNS kivonatot
irtunk a4t cDNS-re az RT? First Strand Kit (SA Biosciences) segitségével. Ezek a cDNS-ek
szolgaltak aztan kiindulasul a SYBR® Green felhasznalasan alapuld, RT? SYBR Green
gPCR Master Mix-el (SA Biosciences) végzett, valos idejii (real-time) PCR reakcidkhoz.
A cDNS-ek amplifikacidjat Roche Light Cycler 480 késziilékkel (F. Hoffmann-La Roche
Ltd., Basel, Svajc) végeztiik, ugy, hogy a 10 perces 95°C-on végzett aktivalast 40, 15

masodpercig tartd, 95°C-os denaturalési és 1 perces, 60°C-os amplifikacioés ciklus valtotta
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egymast. Az RT? Profiler PCR Array System, Mouse Mesenchymal Stem Cell PCR Array
és Mouse Homeobox Genes PCR Array (SA Biosciences) segitségével, a gyarto utasitasait
kovetve, egyidejliileg 84-84 gén kifejez6dését tudtuk meghatarozni. A kontrollnak
valasztott, 14 napos allatokbol szarmazdé Cs-MSC-k és a tobbi MSC populacio
génkifejezOdési adatainak Osszehasonlitd elemzése soran a AACt modszert alkalmaztuk
ugy, hogy az egyes gének Ct értékeit eldszor mindig a Hprt haztartasi génre normalizaltuk

az SA Biosciences altal felkinalt weboldal - (http://sabiosciences.com/pcrarraydata

analysis.php) — segitségével. A relative mRNS szintek atlagértékeit harom fiiggetlen
biologiai minta adatai alapjan szamitottuk ki. Az eredmények statisztikai analizisét
Kruskal-Wallis probaval, az SPSS 13.0 program felhasznaladsaval végeztiik. Az eredményt
0,05-nél kisebb P érték esetén tekintetiik szignifikdnsnak.

A kiilonb6zé MSC populaciok Pousfl, Nanog, Zfp42, Brachyury (T), Kif4, Acta2,
Gata4, Gata6 és Nkx2.5 génjeinek kifejezddését kvantitativ Real-Time (valos idejii)) PCR
(qRT-PCR) moédszerrel hataroztuk meg. Ebben az esetben a transzkriptumok menyiségét a
Gapdh génr6l atirédott mRNS-ére normalizaltuk (TagMan Gene Expression Assays,
Applied Biosystems). Az egyes génekre specifikus primerek katalogusszdmait a 7.

tablazatban mutatjuk.

7. tablazat. A kvantitativ Real-Time PCR (qQRT_PCR) sordn alkalmazott primerek

katalogusszamai
GAPDH Applied Biosystems Mm99999915-g1
Nanog Applied Biosystems Mm02384862-g1
Pou5f1 (Oct4) Applied Biosystems MmO00658129-gH
Zfp42 (Rex1) Applied Biosystems MmO01194090-g1
Brachyury (T) Applied Biosystems MmO01318252-m1
Klf4 Applied Biosystems Mm00516105-g1
Acta2 Applied Biosystems Mm01204962-gH
Gata4 Applied Biosystems Mm00484689-m1
Gata6 Applied Biosystems Mm00802636-m1

Nkx2.5 Applied Biosystems Mm00657783-m1
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A csontveld transzplantdcid utan kialakuld kimerizmus vizsgéalatahoz az egér
csontveldi magvas sejtekbdl Puregene DNS izolaldé Kit (Gentra Systems, Minneapolis,
MN, USA) segitségével izolaltuk a nukleinsavat. A polimerdz lancreakcidét a Byrne és
mtsai (Byrne P et al. 2002) altal leirt, az Y kromoszéman talalhato zfy gén egy szakaszara
specifikus primerekkel (sense: TGG AGA GCC ACA TAA CCA; antisense: TCC CAG
CAT GAG AAA GAT TCT TC; Genodia Molekularis Diagnosztikai Kft., Budapest)
végeztiik. A kapott PCR terméket elektroforézissel mutattuk ki, ehhez 1,5%-o0s agardz gélt

¢s etidium-bromidos (Sigma-Aldrich) festést alkalmaztunk.

3.4.5. Western blot

Az MSC-ket feltripszineztiik, centrifugaltuk, és a hideg PBS-sel mosott iiledékhez
(2)(107 sejt) 1 ml, 25 mM HEPES-t, 1% Triton X-100-at, 5 mM KCl-ot, 0.5 mM MgCl,-ot,
ImM DTT-t, ¢s 1 mM PMSF-et (phenylmethanesulfonylfluorid) tartalmazo lizis puffert
adtunk. A citoplazmatikus fehérjéket €s az intakt sejtmagokat 15 perces, 13 000 g-n
végzett centrifugalassal elvalasztottuk egymdstdl, majd a nuklearis iiledéket redukald
loading pufferben reszuszpendaltuk és felforraltuk. A magi fehérjéket 7.5-12% SDS-PAGE
gélen megfutattuk, atvittiikk nitrocelluléz membranra (GE Healthcare, Little Chalfont,
Egyesiilt Kiralysag), és azonnal blokkoltuk TBS-Tween-ben oldott zsirmentes tejporral.
Ezutan a membrant kecskében termelt anti-TBX5-IgG-vel (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, USA), majd torma peroxidazzal jelolt szamar anti-kecske IgG
ellenanyaggal (Santa Cruz Biotechnology) kezeltiik. A specifikus kotédést Amersham ECL

Plus reagenssel (GE Healthcare), a gyart6 utasitasait kovetve mutattuk ki.

3.4.6. Szovettan, immunhisztokémia és immunfluoreszcencia

A hasnyalmirigybdl, a majbol és a tiidobol szdrmazd szovetmintakat 4%-os,
semleges kémhatastura pufferelt formalinban régzitettiik. Ezutan paraffinba agyaztuk és 5
um vastagra metszettilk dket. Végiil a készitményeket haematoxylin-eozinnal festettiik
(HE, Sigma-Aldrich).

A formalinban fixalt szovetekbdl késziilt metszeteken immunhisztokémiai
vizsgalatokat is végeztiink. Ehhez eldszor eltavolitottuk a paraffint és rehidrataltuk a
szoveteket, majd hidrogén-peroxid oldatban végzett inkubécioval gatoltuk az endogén
peroxidaz enzimek aktivitdsat. Ezt kovetéen monoklonalis egér anti-inzulin IgG
ellenanyagot cseppentettiink a metszetekre (1:1000-es higitasban). 15 perc elteltével
biotinnal konjugélt nyul anti-egér IgG-t (1:200), majd peroxiddz enzimmel jelolt
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streptavidint  (1:500) adtunk (mind Sigma-Aldrich) a mintdkhoz. Végil a
diaminobenzidinnel (Peroxidase Kit; Dako, Glostrup, Dania) kezelt metszeteket HE-nal is
megfestettiik. Kontrollként anti-inzulin ellenanyaggal nem kezelt készitményeket
alkalmaztunk.

Az a-SMA, Mkx, Pitx1, Tbx5, En2, és Hox11/Tlx1 fehérjék kimutatasdhoz az
MSC-ket 8 kamras targylemezen (CultureSlides, BD Falcon) novesztettiik, hideg PBS-el
mostuk, 2%-o0s — PBS-ben oldott — paraformaldehidben fixaltuk, Triton X-100-al (Sigma-
Aldrich) permeabilizaltuk, és 1%-o0s BSA-val (Sigma-Aldrich) blokkoltuk. Az a-SMA-t
Cy3-mal (sarga-zold cianfesték) konjugéltatott monoklonalis egér anti-aSMA (Sigma-
Aldrich) ellenanyag (1:100) segitségével mutattuk ki. A kecske anti-Mkx, anti-Pitx1, anti-
Tbx5, anti-En2 és nyul anti-Hox11/Tlx1 (Santa Cruz Biotechnology) poliklonalis IgG-kkel
(1:50) 4°C-on inkubalt mintdkhoz masodik ellenanyagként NorthernLights™ 557-tel jelolt
szamar anti-kecske IgG-t (R&D Systems), illetve Alexa488-cal konjugaltatott kecske anti-
nyual IgG-t (Invitrogen) (1:200) adtunk. A mintdkat Olympus BXS51 epifluoreszcens
mikroszkép (Olympus Europa, Hamburg, Németorszag) alatt vizsgaltuk és Fview II

digitalis kameraval (Olympus) fotoztuk.

3.4.7.Fluoreszcens in situ hibridizdcio

A transzplantacios kisérletek sordn kialakuld kimerizmus vizsgalatat, vagyis a
néstény recipiensek szoveteiben (csontveld, pancreas, vér) megjelend, a himnemi
donorokbdl szarmazo sejtek kimutatasat, Y kromoszoma specifikus fluoreszcens in situ
hibridizacioval (FISH) végeztiik (Albera C et al, 2005). A formalinnal fixalt, paraffinba
agyazott hasnyalmirigy metszeteket viasztalanitottuk, rehidraltuk, majd 1 oran at
blokkoltuk Tris-pufferben (TBS) oldott zsirszegény tejporral. A FITC-cel jeldlt Y-
kromoszoma specifikus probat (StarFish 1189-YMF-01, Cambio, Cambridge, UK) a
gyartd ajanlasa szerint alkalmaztunk. A metszeteket desztillalt vizben mostuk, 10 percig
inkubéltuk 80°C-on Na-tiocianatban, majd 0.1 M-os s6savban oldott 0.4% pepszinnel
(Sigma-Aldrich) 10 percig emésztettiik 0ket. Ezutan 4%-os parafolmaldehidben fixaltuk a
mintakat, felszallo alkoholsorban dehidrataltuk, ¢és végiil levegdn szaritottuk. Az igy
eldkészitett metszetekre cseppentettiik a StarFish Y probat, lefedtiik 6ket, gumicementtel
lezartuk, és 10 percig 60°C-on denaturaltuk a készitményeket. Egy éjszakas 37C°-on
tortént inkubalas utan a fedOlemezeket eltavolitottuk, a metszeteket atoblitettiik
formamiddal, 2-szeres, majd 1-szeres toménységli SSC-vel (standard saline citrat), és

végiil PBS-el. Diamidino-2-phenylindollal (DAPI) tortént festés utdn a metszeteket
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Vectashield oldatban ujra lefedtilkk (Vector Lab. Burlingame, CA, USA). A reakcio
specificitasat egészséges kontroll him ¢és ndstény egerek hasnyalmirigyébdl késziilt
metszeteken ellendriztiik. Végiil a preparatumokat egy Fview II digitalis fényképezogéppel
ellatott, Olympus BXS51 epifluoreszcencia mikroszkopban (Olympus Europa, Hamburg,
Németorszag) értékeltiik. A képeket 40-szeres nagyitassal, 0,75 NA lencsékkel készitettiik
¢és az AnalySIS Pro programmal dolgoztuk fel. Kettds jelolésnél a TBS-es mosas utan — de
még a FISH el6tt - egér monoklonalis anti-inzulin IgG-t, majd egy ora inkubalas és TBS-es
mosas utan, alkalikus foszfatdz enzimmel konjugaltatott nytl anti-egér IgG antitestet
(mindkettd Sigma-Aldrich) cseppentettiink a metszetekre. Az enzim aktivitasat Fast Red
(Sigma-Aldrich) festék hozzaadasaval mutattuk ki.

A csontveldi és a vérsejtek FISH analizisét a szokasos citogenetikai modszerekkel
végeztiik, beleértve a hipotonids KCl oldattal 37C°-on, 20 percig tartd inkubaciot és a
fixacios lépéseket (ecetsav/metanol 1:3). Ebben az esetben egy rodaminnal jeldlt Y
kromoszoma specifikus DNS probat (QBIOgene, Irvine, CA, USA), vagy a mar fent
emlitett StarFish 1189-YMF-01 probat alkalmaztunk a gyartd Utmutatdsait kovetve. A
hibridizaciot kovetden a mosasi 1épéseket a formamidos eljarassal végeztiikk. Mintanként

legalabb 50 magot szamoltunk meg.

3.5. A diabetes modell

3.5.1. A betegség indukcidja és kovetése

Fiatal felndtt (8-10 hetes) néstény C57Bl/6 egerek 5 egymadst kdvetd napon 50-50
mg/testsuly kg streptozotocint (STZ, Sigma-Aldrich) kaptak intraperitoneélisan (ip). Az
STZ-t minden oltas elott frissen oldottuk natrium-citrat (pH=4,5) pufferben. Az allatok
testsulyat laboratoriumi mérlegen, vércukorszintjiiket glilkométerrel (Accu-Chek Active
vércukorszintmérd, F. Hoffmann-La Roche, Basel, Svajc) hetente két alkalommal mértiik.

A szérum inzulinszinteket patkdny €s egér inzulinra specifikus ELISA Kit (Linco
Research, St. Charles, MO, USA) segitségével hataroztuk meg. Azokat az allatokat
tekintettiik cukorbetegnek, amelyek ¢hezés utdni vércukorszintje az STZ kezelés
megkezdését kovetd 14. és a 15. napon meghaladta a 10 mmol/I-t. (Az egészséges kontroll
C56BIl/6 egerek vércukorszintje 4-5 mmol/l volt). Az allatkisérletek az Orszagos
Gyogyintézeti Kozpont Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga altal eldirt szabalyoknak
megfelelden folytak.
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3.5.2. Gliikoz tolerancia teszt
Négy oras ¢hezést kdvetden 2 g/testsuly kg gliikozt adtunk az allatoknak ip. A

cukor feldolgozasat a vércukorszint 30 percenkénti mérésével kovettiik nyomon.

3.5.3. A cukorbeteg egerek transzplantdcidja

A beavatkozast a 3.3.1.-ben leirtak szerint végeztiik, annyi mddositassal, hogy a
csontveldhalalt okozo6 (900 cGy) besugarzas mellett egyes kisérleti csoportokban csak
szubletalis (450, 250, vagy 150 cGy) eldkészitd kezelést alkalmaztunk. A frissen szeparalt
szingén csontveldi magvas sejteket és az in vitro kultaraban felszaporitott, szingén
(C57Bl/6), szemiallogén ((C57B1/6xDBA/2)F1), vagy allogén (CD1, illetve EGFP-Tg
CDI1) MSC-ket az STZ kezelés megkezdése utani 15. napon intravénédsan adtuk a
cukorbeteg és az STZ-vel nem kezelt, kontroll allatoknak.

3.6. Statisztikai analizis

Eredményeink statisztikai analizisét — ahol ez lehetséges volt - Student-féle #-
probaval végeztiik, az eredményeket 0,05-nél kisebb P érték esetén tekintetiik
szignifikansnak. A tulélési gorbéket a Kaplan-Meier-féle analizis segitségével jelenitettiik
meg. Két talélési gorbe dsszehasonlitdsa sordn a szignifikanciat a Mann-Whitney-féle U
proba segitségével hatdroztuk meg. A PCR array-k statisztikai analizisét Kruskal-Wallis
probaval végeztiik (1d. még 3.4.4.-ben).
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4. Eredmények
4.1. Kiilonb6z6 eredetii adherens stroma sejtek izolalasa és jellemzése

4.1.1. Az egér csontvelobdl, zsirszovetbol, 1épbdl, aorta falbol és thymusbol szarmazo
stroma sejtek felszini markerei és differencialodasi képessége

Fiatal (14 napos) és feln6tt (10-12 hetes) C57Bl/6-o0s egerek kiilonb6zd szerveibdl
¢s szoveteibdl stroma tenyészeteket készitettiink a 3.2.1. fejezetben leirtak szerint.
Kisérleteinket minden esetben 8-15-szor atoltott sejtekkel végeztilk, mivel korabbi
tapasztalataink €s irodalmi adatok szerint is (Peister A et al, 2004) - a csontveldi (és
részben a zsirszovet eredetil) stroma tenyészetek a 7-8. atoltasig vérképzd elemeket —
elsdsorban macrophagokat - is tartalmaznak. A 8. atoltds utdn minden tenyészetiink
homogén, adherens, fibroblast-szerli morfologiat mutatd sejtekbol all (12 abra), amelyek
Sca-1 ¢és CD44 pozitivak, CD73-at azonban valtoz6 mennyiségben fejeznek ki. Csak az
aorta falabol izolalt (Ao-MSC) sejtek fluoreszkalnak intenziven PE-nel konjugaltatott anti-
CD73 ellenanyag jelenlétében, mig a fiatal allatok 1€pébdl (Lp-MSC) és thymusabol (Th-
MSC) szarmaz6 sejtek CD73 negativak. CD90.2 antigént pedig kizardlag a zsirszovet
eredetli (Zs-MSC) stroma sejtek — igaz ezek nagy mennyiségben — expresszalnak (13A
abra). Ugyanakkor egyik tenyészet sem tartalmaz hematopoetikus (CD34, CD45, CD11b,
Gr-1, Ter-119) vagy endothel (CD31) markereket (13B abra, ill. nem mutatjuk) hordozo
sejteket és lagy gélben nem képeznek hematopoetikus (BFU-E és CFU-GM) koldnia(ka)t
(nem mutatjuk).

Mind a hat vizsgdlt mintaban kifejez6dnek az osteogén ¢és adipogén
differencidlodéas soran nélkiilozhetetlen ,,mester” transzkripcids faktorok génjei (Runx2,
Bglapl, ill. Pparg), igaz a Bgalpl (osteokalcin) expresszidja a kontroll — 14 napos
csontvel6i eredetli (FCs-MSC) sejtekéhez képest — az sszes tobbi mintaban szignifikansan
csokken (14A ébra). Ezzel 6sszhangban, megfelelé induktorok jelenlétében, az Osszes
sejttenyészetben megfigyelhetd a sejtek osteoblast, illetve adipocyta irdnya
differencialodéasa (14B abra). Vagyis a csontveldn és a zsirszoveten kiviil a thymusban, a
Iépben ¢és az aorta falaban is taldlhatok mesenchymalis Os- vagy stroma sejtek. Ez
Osszhangban van azokkal a korabbi irodalmi adatokkal, amelyek szerint MSC-k val6jaban

minden szerviinkben eléfordulnak (da Silva Meirelles L et al, 2006).
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Itt kell megjegyezni, hogy a 7-8-szor atoltott egér MSC-k a tenyésztés soran kivétel
nélkiil spontan immortalizalédnak, tehat a tovabbiakban mar korlatlan ideig fenntarthatok
in vitro kultiraban. Fenotipusukat és plaszticitdsukat azonban legalabb a 20-25. atoltasig

megérzik, nem veszitik el kontakt-gatlasukat, és nem képeznek tumort in vivo (>2x10°

sejt/allat).
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12. abra. A sejttenyészetben novekedo - kiilonbozé egér szervekbol/szovetekbdl izolalt
- adherens stroma sejtek morfologidja. Reprezentativ képek (Giemsa festés; az eredeti
nagyitas 10x-es).
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13. abra. A Kkiilonb6zé anatéomiai eredetii egér MSC populiciokat alkoto sejtek
jellemzése felszini markereik alapjan. A sejtek fenotipusat aramlasi citometria
segitségével hataroztuk meg. A sziirke hisztogramok a kontroll, a szines gdérbék a
(A) feltételezett
,MSC markerek”, (B) hematopoetikus markerek. Otbél egy reprezentativ kisérlet

specifikus ellenanyaggal jeldlt sejtek fluoreszcencia intenzitdsat jelzik.

eredménye.
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14. abra. Az egér MSC-k plaszticitasa. (A) Az osteogenezisben (Bglapl, Runx2) és az
adipogenezisben (Pparg) kulcsszerepet jatszo gének kifejezddése a kiilonb6z6 MSC
populacidkban. A kontrollnak valasztott, 14 napos allatokbol szarmazé FCs-MSC-k és a
tobbi MSC populacié génkifejez6dési adatainak Osszehasonlitd elemzése soran a AACt
modszert alkalmaztuk gy, hogy az egyes gének Ct értékeit eldszor mindig a Hprt
haztartasi génre normalizaltuk. A bal oldali, kisebb diagram mutatja a harom gén
kifejezddését (a jellemzd Ct értékeket) az FCs-MSC-kben, a jobb oldali, nagyobb keretben
pedig ugyanezen mRNS-eknek a tobbi sejtpopulacioban kimutathato — a kontroll FCs-
MSC-kben mértekhez viszonyitott - relativ mennyiségét abrazoltuk. A relativ mRNS
szintek atlagértékeit mindig harom fiiggetlen bioldgiai minta adatai alapjan szamitottuk ki.
Az eredmények statisztikai analizisét Kruskal-Wallis probaval végeztiik. Szignifikdnsnak a
0,05-nél kisebb P értékeket tekintettiik. (B) A sejtek osteoblast és adipocyta iranyu
differencidlodésa in vitro kultaraban. Az extracellularis matrixban lerakddott kalciumot
alizarinvoros, a zsirsejtekben felhalmozodott lipideseppeket olajvords festéssel mutattuk
ki. Reprezentativ képek (az eredeti nagyitas 10, illetve 20x-0s).
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4.1.2. Az emberi csontvelobol és zsirszovetbol izoldlt stroma sejtek oOsszehasonlito
vizsgalata

Az emberi csontveld6 mononukledris sejtfrakciojabol €és a zsirszovet SVF
frakci6jabol inditott adherens sejttenyészetek mar 2-3 atoltas utan homogének és vérképzo
elemektd]l mentesek. Kizarolag CD44, CD73 és CD90 pozitiv, de CD34 és CD45 negativ
sejtekbdl allnak (15. abra), amelyek a megfelelé induktorok jelenlétében osteoblast,
adipocyta és chondrocyta irdnyba egyarant képesek differencialodni (16. abra). Az emberi
MSC-k, az egér Ossejtektdl eltéréen nem immortalizdlodnak a tenyésztés soran. A
csontveldi MSC-k altaldban 6-12, a zsirszovet eredetii sejtek 8-16 atoltas utan
szeneszcenssé valnak, osztodasuk megall. Oregedésiik sebessége azonban nagyban fiigg a

donor koratdl és egészségi allapotatol.
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15. dbra. Emberi csontvelobol és zsirszovetbol szarmazo MSC-k jellemzése felszini
markereik alapjan. A sejtek fenotipusat aramlasi citometria segitségével hataroztuk meg.
A sziirke hisztogramok a kontroll, a szines gorbék a specifikus ellenanyaggal jelolt sejtek
fluoreszcencia intenzitasat jelzik. (A) ,,MSC markerek”, (B) hematopoetikus markerek.
Otbdl egy reprezentativ kisérlet eredménye.
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16. dbra. Emberi MSC-k osteoblast, adipocyta és chondrocyta iranyu differencial-
tatdsa in vitro kultiraban. Az extracellularis matrixban lerakédott kalciumot
alizarinvoros, a zsirsejtekben felhalmozodott lipidcseppeket olajvords festéssel mutattuk
ki. A porckezdeményeket nativ formdjukban fotéztuk. Reprezentativ képek (az eredeti
nagyitas 10, 20, illetve 4x-es).

4.2. Az egér mesenchymalis éssejtpopulaciok kozos ,,genetikai ujjlenyomata”

A hat kiilonb6z6 egér MSC populacio sejtjeiben dsszesen 176 gén kifejezddését
vizsgaltuk kvantitativ RT-PCR modszerrel. Két, kereskedelmi forgalomban kaphat6 array
(Mouse Mesenchymal Stem Cell és Mouse Homeobox (HOX) Genes PCR array)
segitségével 84-84 génrdl, egyedileg tervezett primerek felhasznalasaval pedig tovabbi 8
modszerrel ugy, hogy a viszonyitasi alap minden esetben a 14 napos egerek csontvel6i
MSC-iben mért ACt érték volt. 16 gén expresszidjat — dramlasi cytometrids, ELISA,

Western blot, és/vagy immunfluoreszcens — mddszerrel fehérje szinten is igazoltuk.
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Megallapitottuk, hogy IL-6-ot és GM-CSF-et (Csf2) kédol6 mRNS-ek az Gsszes
MSC populacioban kimutathatok (17A éabra), és ezeknek a citokineknek a jelenléte a sejtek
feliiluszoiban is igazolhatdé ELISA modszerrel (nem mutatjuk). A Csf3- és 1/10-specifikus
transzkriptumok szintje viszont - az FCs-MSC-kben mértekhez képest - szignifikansan
(P=0,034, ill. P=0,026) magasabb a tobbi mintdban. A Cs-MSC-k pedig — a tobbi MSC
populacidhoz képest — kiemelkedden sok Csf3, 1116 (P=0,007), Ifng (P=0,013), és Tnfa
(P=0,007) specifikus mRNS-t tartalmaznak (17A ébra), ezek a citokinek azonban — fehérje
szinten - nem mutathatok ki a sejtek feliiluszoiban (nem mutatjuk).

A kiilonb6z6 novekedési faktorokat kodold gének kifejezddésében szintén vannak
kiilonbségek az eltérd eredeti MSC populaciok kozott (17B abra). A fiatal allatok Cs-
MSC-i a hepatocyta novekedési faktort (Hgf), az inzulin-szerli novekedési faktor 1-et
(Igfl), a vaszkulédris endothelialis novekedési faktor A-t (Vegfa), az agyi-eredetii
neutrofikus faktort (Bdnf), a fibroblast novekedési faktor 2-t és 10-et (Figf2, Fgf10), és az
epidermalis ndvekedési faktort (Egf) kodold géneket expresszaljak. Ehhez képest a Zs-
MSC-kben a Hgf és Igfl, az Ao- és Lp-MSC-kben pedig az Igfl és a Vegfa gének
kifejez6dése csokkent szignifikdnsan (P=0,017, ill. P=0,013). A csont morfogenetikus
fehérje (BMP) csaladba tartoz6 mediatorokat kdédold gének koziil a Bmp4, Tefbl, és Tgfb3
fejez6dik ki hasonld mértékben az 0Osszes vizsgalt MSC populdcioban (17C 4bra).
Ugyanakkor a Gdf15 gén expresszidja alacsonyabb (P=0,017), mig a Gdf6 (BMP-13) és
Bmp6 géneké magasabb (P=0,036, ill. P=0,033) az Ao- és a Zs-MSC-kben, mint a tobbi
mintaban. A Bmp13 gén fokozott expresszioja az Ao- és a Zs-MSC-kben valdsziniileg nem
véletlen, hiszen a BMP-13 fehérje az osteogén differencialodés egyik leghatékonyabb
természetes gatloszere (Shen B et al, 2009).

17. é4bra. Citokineket, novekedési és differencialodasi faktorokat kodolé gének
kifejezodése a Kiilonbozo egér MSC populaciokban. Az adatok feldolgozasa és
abrazolasi médja megegyezik 14.A abranal leirtakkal. (A) citokinek (Csf2, Csf3, Ifng, 1110,
111b, 116, Tnf), (B) novekedési faktorok (Bdnf, Egf, Fgfl10, Fgf2, Hgf, Igfl, Ins2, Vegfa); és
a (C) BMP morfogén csaldd tagjai (Bmp2, Bmp4, Bmp6, Bmp7, Gdf15, Gdf5, Gdf6, Gdf7,
Tgfbl, Tgfb3).
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A sejtadhézios molekulakat kodold gének kozil a cd44 (CD44), Ctnnbl (B-
catenin), Collal (l-es tipusu kollagén a-lanca), és Eng (endoglin, CD105) hasonlo
mértékben fejezodik ki az 6sszes MSC populacidoban. Az Alcam (aktivalt leukocyta
adhézids molekula, CD166) gén expresszioja kiilondsen a Cs-, Ao-, Zs-, ¢s Lp-MSC-kben
magas az FCs-MSC-khez képest (P=0,010). Az Icaml génrdl (intracellularis adhéziods
molekula 1, CD54) atir6dott mRNS nem mutathatd ki az FCs-MSC-kben és a Th-MSC-
kben, de ndvekvé mennyiségben jelen van a kovetkezé mintakban: Lp-MSC < Cs-MSC <
Ao-MSC < Zs-MSC. Némileg valtoz6 az Mcam (melanoma sejt adhézidés molekula,
CD146) és a Vcaml (vaszkularis sejt adhézids molekula 1, CD106) gének expresszidja is,
elébbié foként a Zs- és Lp-MSC-kben (P=0,043), mig az utdbbié kiilondsen az Lp-MSC-
kben magas (P=0.037) a tobbi MSC populdcidhoz képest (18A éabra). A kiilonbdzd
integrin lancokat kodolo gének koziil kettd, az Itgax (CD1lc, integrin ox lanc) és az Itgav
(CD51, integrin awv lanc) gyakorlatilag azonos mértékben fejezddik ki az 6sszes mintaban,
mig az Itgbl (CD29, integrin B1 lanc) expresszidja a Cs-, Zs-, és Lp-MSC-kben, az Itva6
(CD49f, integrin a6 lanc) kifejezddése pedig a Zs- és Ao-MSC-ben reprodukalhato, de
nem szignifikans mértékben magasabb, mint a tobbi mintdban (18B é&bra).

Osszességében tehat megallapithatd, hogy a kiilonbdzdé szervekbdl/szdvetekbol
izolalt MSC-k eltéré mértékben ugyan, de jorészt azonos bioaktiv faktorokat (citokineket,
novekedési faktorokat, morfogéneket), adhéziés molekulakat és integrineket kodolo
géneket fejeznek ki. Tovabbi hasonlosag a kiilonb6z6 MSC populdciok kozott, hogy
egyikben sem expresszalddnak a pluripotens dssejtekre jellemzdé gének (Poudf1/Oct4,
Nanog, vagy Rexl/ Zfp-42), kivéve a Klf4-et (19A abra). A Klf4 transzkripcios faktornak
azonban — azon kiviil, hogy szerepet jatszik a pluripotencia fenntartasaban — szamos egy¢éb
funkcidja is van (Evans PM and Liu C, 2008). A korai mesoderma marker 7 gén
(Brachyury) mRNS-e is legfeljebb csak nyomokban fordul el6 az MSC-kben (19B abra).
Ugyanakkor a Collal, a Vim, és az Acta2, a kollagén 1 molekula a-lancat, a vimentint,
illetve az a-simaizom aktint kodolo — a mesenchymalis sejtekre jellemzo - gének az Gsszes
mintaban kifejezddnek (20A abra). Igaz, az Acta2 mRNS mennyisége valtozo, a Zs- €s Lp-
MSC-kben egy nagysagrenddel magasabb (P=0,024), az Ao-MSC-kben viszont kissé
alacsonyabb, mint az FCs-MSC-kben. Immunfluoreszcens vizsgéalatok szerint az a-SMA
fehérje viszonylag kis mennyiségben minden Ao-MSC-ben jelen van, mig a tobbi MSC

populacié sejtjeinek csak 40-60%-a jelolddik anti-a-SMA ellenanyaggal. Utobbiaknal
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azonban az egyes sejtek jelolédése sokkal intenzivebb, mint az Ao-MSC-k esetében (20C
abra).

Harom olyan transzkripcios faktort kodold gén kifejez6dését is vizsgaltuk, amelyek
Koziliik a Gata6 az 6sszes mintdban erdteljesen expresszalodik. Gata4 és Nkx2.5
specifikus mRNS viszont csak minimalis mennyiségben van jelen a két csontveldi eredetii
MSC populacidban. Joval magasabb (800-10000-szeres) Gata4 expresszid mérhetd a Zs-,
Th-, Lp-, és Ao-MSC populacidkban (P=0,011), mig az Nkx2.5 kifejez6dése a zsirszovet
¢s 1ép eredetit MSC-kben emelkedett jelentdsen a tobbi mintdhoz képest (P=0,049) (20B
abra). Az altalunk vizsgalt, kiilonb6z0o szervekbdl és szovetekbdl szdrmazod adherens
sejtpopulaciok tehat feltehetden olyan mesodermalis eredetli, mesenchymalis markereket

hordozo sejtekbdl allnak, amelyek genetikai ujjlenyomata jelentdsen atfed.

4.3. A kiilonboz6 eredetii mesenchymalis dssejtek regionalis identitasa és eredete
Mivel nem ismeriink olyan gént, amely csak az MSC-kben, illetve a beldliik

szarmazo kiilonb6z6 stroma sejtekben fejezOdne ki, ezen Ossejtek eredete és fejlodése a

hagyomanyos ,lineage tracing” moddszerekkel kozvetleniil nem, csak kozvetett uton

vizsgalhato.

4.3.1. A Hox-kod

A homeotikus szelektor komplex génjei olyan, evolicidsan konzervalddott
transzkripcids faktorokat kodolnak, amelyek az egyedfejlodés soran biztositjdk az éldlény
hosszanti (antero-posterior) tengelyének (majd késébb a masodlagos tengelyeknek) a
kialakuldsat, poziciondlis informdaciot biztositva az egyes embriondlis testszegmensek
1étrejottéhez. A késObbiekben a testi sejtek Hox-gén expresszids mintdzata az egyed egész
¢lete soran egyfajta ,,pozicionalis memoriat” biztosit a sejteknek (Wang KC et al, 2009).
Kovetkezd kérdésiink tehat az volt, vajon a kiilonb6z6 MSC populacidk Hox-gén
expresszids mintazata azonos, vagy markansan kiilonbozé-e. Az egér Homeobox (HOX)
Genes PCR Array segitségével kimutathatd 24 Hox-gén koziil 6tnek (Hoxal, 7, Hoxb3, 4,
¢s Hoxd9) a kifejezddése az 6sszes mintdban egyértelmii, mig masik hatnak (Hoxbl, 9, és
Hoxdl, 3, 12, 13) az mRNS-e egyaltalan nem detektalhaté (21A-D é4bra). Tovabbi 13 Hox-
gén (Hoxa9, Hoxb2, 7, 8, Hoxco6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, és Hoxd4, 8) kifejez6dése azonban
egyedi mintazatot mutat, ami arra utal, hogy a kiilonb6z6 anatdmiai teriiletekrél szarmazo

MSC-k eltérd ,,Hox-gén expresszids ujjlenyomattal” rendelkeznek.
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18. 4abra. Sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix kolcsonhatasokban résztvevé
molekulakat kodolo gének kifejezodése a kiilonb6zo egér MSC populaciokban. Az
adatok feldolgozasa és dbrazolasi modja megegyezik 14.A 4brandl leirtakkal. (A) adhézios
molekulak (4lcam, Cd44, Collal, Ctnnbl, Eng, Icaml, Mcam, Vcaml), (B) integrinek
(Itghl, Itvao, Itgav, Itgax).
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19. 4bra. Pluripotencia gének és a korai mesoderma marker 7 gén kifejezodése a
kiilonb6z6 MSC populaciokban. A relativ mRNS szinteket ebben az esetben az R1 egér
ES sejtvonalon mért értékekhez képest hataroztuk meg. (A) Egyik MSC populédcié sem
expresszal kimutathatdé mennyiségli Oct4, Nanog, vagy RexI (Zfp42) specifikus mRNS-t,
ugyanakkor a K/f4 gén minden MSC populdcioban markansan kifejezédik. (B) A
Brachyury (T) génrdl atirddott mRNS mennyisége is csak minimalis — a kimutathatdsag
hataran van - a sejtekben.
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20. abra. Mesenchymalis és mesodermalis markerek kifejezédése a kiillonbozé6 MSC
populaciékban. A Collal, Vim és Acta? (A), valamint a Gata6, Gata4 és Nkx2.5 (B)
gének expresszidjara vonatkozo adatok feldolgozasa és abrazolasi modja megegyezik 14.A
abranal leirtakkal. (C) Az a-simaizom aktin fehérje kimutatdsa immunfluoreszcens
modszerrel, Cy3-mal konjugaltatott anti-aSMA ellenanyag segitségével tortént. A
sejtmagokat DAPI-val jeldltiik (eredeti nagyitas 20x-0s).



dc_404_12 7

A B
Ct érték (FCs-MSC) Ct érték (FCs-MSC) —
Hoxa1| Hoxa7 | Hoxa9 Hoxb1| Hoxb2 | Hoxb3 | Hoxb4 | Hoxb7 | Hoxb8 | Hoxb9
29.94 | 26.65 | 27.54 40.00 | 31.89 | 31.20 | 30.30 | 36.59 | 38.02 | 40.00
10,00 10000,00
@ Cs-MSC
' 1000,00
100 1 [ Zs-MSC
' 100,00
Ao-MSC
0,10  Thmsc | %]
' 1,00 -
B Lp-MSC
0,01 % 0,10
N (] N A0 5 '0“ A ‘& S
> > > he i~ ) heJ
'2‘°+ Q‘°+ Q‘O-‘- ¢°+ ‘z‘o-‘- QO-‘- ¢°+ \Z‘O*' ‘z,.o"' ¢0+
c D
Ct érték (FCs-MSC) Ct érték (FCs-MSC) —

Hoxc6 | Hoxc8 | Hoxcd Hoxt:1IJ|Hoxc11 Hoxc12 | Hoxc13 Hoxd1|Hoxd3 | Hoxd4 | HoxdB8 | Hoxd9 | Hoxd12|Hoxd13
24,62 | 28,93 | 26.78 | 27.94 | 33.27 | 27.40 | 25.57 40.00 | 40.00 | 36.82 | 28.61 | 38.29 | 40.00 | 40.00

100,00 1000,00
100,00

10,00
10,00

1,00 - ' H
1,00 1

10 4
0 0,10 I
0,01 5 0,01
O O S 00 NS XD o WD
& & & RN o"'b o"'b o*'b 0+b & & &
3R I S QR T W PP

21. abra. Hox gének kifejezddése a kiilonb6zé MSC populaciokban. Az ,,a”° (Hoxal,7,9)
(A), a,b” (Hoxbl,2,3,4,7,8,9) (B), a,.c” (Hoxc6,8,9,10,11,12,13) (C) és a ,,d” (Hoxdl,3,4,
8,9,12,13) klaszterek tagjainak expressziojara vonatkozo adatok feldolgozasa és abrazolasi
modja megegyezik 14.A abranal leirtakkal.
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4.3.2. Egyéb, homeodomén-tartalmu transzkripcios faktorok kifejezodése az dssejtekben

Az egér Homeobox (HOX) Genes PCR Array segitségével kimutathatd egyéb
homeodomén tartalmt transzkripcios faktorok koziil 21 (4Arx, Barxi, Cdxl, 2, 4, Dmbx/,
Emxl1, Hopx, Lbx1, Lmxla, 1b, Nkx3-1, Otx2, Pdxl, Phox2b, Pitx3, Propl, Six3, Vaxl, és
VsxI) nem fejezddik ki az MSC-kben. Tovabbi 30, a test mintazatdnak kialakitdsban, a
morfogenezisben, és mas fejlddési folyamatokban kulcsszerepet jatszé transzkripcids
faktor (Alx1, 3, 4, DIx2, 3,4, 5, 6, Emx2, Enl, Hhex, Isll, Isl2, Lbx2, Lhx1, Meisl, Meox],
Mixll, Msx1, 2, Otp, Otxl, Pax3, Pitx2, Proxl, Shox2, Sixl, 2, 6, és Vax2) expresszioja
valtozo a kiilonbozo eredetii MSC populacidokban. Az agynak, a craniofacialis teriilet egyes
csontjainak, és a labaknak a kialakitdsaban — de legféképpen a chondrocyta fejlddésben —
érintett Alx/ gén (Beverdam A and Meijlink F, 2001) példaul joval magasabb szinten
fejezédik ki a Cs- és Th-MSC-kben (100x, P=0,014, ill. 1000x, P=0,003), mint a FCs-
MSC-kben. A fejlodo veldesoben és a somitakban egyarant el6forduld Pax3 (Buckingham
M and Relaix F, 2007) expresszidja viszont az Ao-, Cs-, és Lp-MSC-kben magasabb
(100x, P=0,006), mint a tobbi mintaban (nem mutatjuk).

Négy olyan homeodomén tartalmu transzkripcios faktort talaltunk, amelyeknek a
génje minden vizsgalt MSC populéacioban erdteljesen kifejez6dott. Ezek a citoszkeleton
atrendezddésében, a sejt-sejt €s sejt-matrix kolcsonhatasok, valamint az epithelialis-
mesenchymalis tranzici6 (EMT) szabalyozéasaban (Sansregret L and Nepveu A, 2008) részt
vevo cut-like homeobox 1 (Cuxl), a vazrendszer kialakitasaban érintett (Kraus P and
Lufkin T, 2006) distal-less homeobox 1 (DIxI), a somitadkban és a végtag bimbdkban
expresszalodd (Kumar JP, 2009) sine oculisrelated homeobox 4 (Six4), és a mohawk
homeobox (Mkx) gének voltak (22A 4bra). Az eldszor a somitdkban megjelend, majd a
felndtt szervezetben elsdsorban az inakban kifejez6dé (Anderson DM et al, 2006; Ho Y et
al, 2010) Mkx gén altal kodolt fehérje jelenlétét immunhisztokémiai moddszerrel is
igazoltuk a kiilonb6z6 MSC populacidokban (nem mutatjuk).

Talan a legfontosabb azonban, hogy minden mintdban kifejezédnek olyan
transzkripcids faktorok is, amelyek jellemzden egy-egy testtdj, illetve testszelvény
kialakulasaban jatszanak meghataroz6 szerepet. A T-box 5 (Thx5, Brachyury) gén, aminek
a mellsé végtagok (ill. karok) és a sziv fejlodésében van meghatarozo szerepe (Chapman
DL, 1996; Wardle FC and Papaioannou VE, 2008), a Th-MSC-kben joval erdteljesebben
expresszalodik, mint a tobbi mintaban (P=0,037). Hasonloan, az Engrailed homeobox 2
(En2) gén expresszdja az Ao-MSC-kre, a 1ép primordium kialakuldsaban kulcsszerepet

jatsz6 T-cell leukemia homeobox 1 (Tlx1) géné (Brendolan A et al, 2007) pedig a Lp-MSC-
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kre jellemzd (a tobbi mintdhoz viszonyitva P=0,028, ill. P=0,017). A hats6 végtagok
fejlédésének szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo (Duboc V and Logan MP, 2011)
paired-like homeodomain transcription factor 1 (Pitx]) gén mRNS-e pedig csak a
combcsontbdl izolalt FCs-és Cs-MSC-kben mutathatd ki szignifikdns mennyiségben
(P=0,024) (22B abra). E négy transzkripcids faktor expresszidjat az MSC-kben fehérje
szinten is igazoltuk (22C &bra). Mindezek alapjan tehat megéllapithatjuk, hogy a
kiilonbozd szervekbdl és szovetekbdl szarmazd MSC-k lehetnek ugyan kozos eredetiiek,
fejlodésiik (érésiik) egy meghatirozd szakasza mindenképpen ahhoz a testszelvényhez
(somitahoz?) kothetd, amelybdl izolaltuk oket. Génexpresszids mintdzatuk — amit in vitro
kultirdban is hosszu ideig (a 10-15. atoltasig) meglriznek - egyértelmiien tiikrozi

regionalis identitasukat.

4.4. A mesenchymalis 6ssejtek funkcidoja

Az MSC-k szdmos — részben csak feltételezett — funkcioja kozil elsdsorban a
vérképzés tamogatdsdban betoltott szerepiiket, gyulladisgétld és immunszuppressziv
aktivitasukat, valamint in vivo regenerativ képességiiket vizsgaltuk kiilonbozo in vitro és in

vivo modell rendszerekben.

4.4.1. A hematopoézis tamogatdsa — a vérképzo ossejt ,,niche” kialakitisa

A vérképzd Ossejtek csontveldi mikrokdrnyezetének — a hematopoetikus &ssejt
,hiche”-nek — a kialakitasaban résztvevo sejtek tetemes része (a CXCL12-ben gazdag
retikularis (CAR) sejtek, osteoblastok, adipocytdk, fibroblastok) MSC eredetii. Ezek a
stroma sejtek részben kozvetlen sejt-sejt kolcsonhatdsok, részben az altaluk termelt
szolubilis és/vagy az extracellularis matrixhoz kotott mediatorok —segitségével
befolyasoljak - vagy inkabb irdnyitjak — a vérképzd 6s- és elddsejtek sorsat (Morrison SJ

and Spradling AC, 2008).

22. abra. Egyéb, homeodomén-tartalmu transzkripciés faktorokat koédolé gének
kifejezodése a kiilonb6zé MSC populaciokban. A Cuxli, Dix1, Mkx és Six4 (A), valamint
a Thx5, En2, TlxI és Pitx] (B) gének expressziojara vonatkoz6 adatok feldolgozasa és
abrazolasi modja megegyezik 14.A abranal leirtakkal. (C) A Tbx5, Tlx-1, Pitxl és En2
fehérjék jelenlétét a thymus, 1ép, csontveld, illetve aorta fal eredeti MSC-kben
immunfluoreszcens moddszerrel is igazoltuk. Az adott transzkripcios faktorra specifikus
els6 — kecske vagy nyul - ellenanyagokat NL557-el jelolt szamdr anti-kecske, illetve
Alexa488-al konjugaltatott kecske anti-nyul ellenanyagok segitségével tettiik lathatova
(eredeti nagyitas 20x-0s).
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4.4.1.1. A Jaggedl Notch-ligandum szerepe a vérképzé os- és elddsejtek osztodasanak és
differencialodosanak szabalyozasaban

Az egyik legfontosabb, a stroma sejtek ¢s a vérképzé elemek kozti kozvetlen
kolcsonhatast biztositd jeltovabbitd rendszer a Notch. Mivel a csontveldi stroma sejtek
felszinén a Notch ligandumok koziil legnagyobb mennyiségben a Jagged 1 molekulak
fejezddnek ki, és mivel ezeknek a szerepét a vérképzés szabalyozasaban in vivo is sikeriilt
igazolni (Weber JM and Calvi LM, 2010), részletesen megvizsgaltuk a szolubilis és a
Sepharose-4B gyongyok feliiletén inszolubilizalt Jagged 1 fehérjének — pontosabban a

ligandum extracellularis doménjének (sJG15P)

- a hematopoetikus 6s- és elddsejtek
osztodasara ¢€s differencialodasara gyakorolt hatasat.

Elsdként a szolubilis (monovalens) és az inszolubilizalt (multivalens) ligandumnak
a friss csontvelében talalhatd elkotelezett elddsejtek koloniaképzésére gyakorolt hatdsat
tanulmanyoztuk. Mint a 8. tablazat mutatja, a megfelelé induktorokat (citokineket)
tartalmazo lagy gél kultirdkban a ligandum mindkét formaban szignifikansan megnovelte
a CFU-GEMM, CFU-GM, ¢s BFU-E szamot. Ugyanakkor citokineket nem tartalmazo

gélben a rekombinans sJGIFCP

jelenlétében sem tortént koloniaképzés, azaz a JG1 fehérje
egy gyenge novekedési faktor, vagy inkabb kofaktor, a kiilonb6zd sejtfejlodési sorok

iranyaba elkotelezett elddsejtek szamara.

8. tablazat. A Jagged-1 mono- és mutivalens formaban egyarant fokozza a vérképzo

elédsejtek koloniaképzését lagy gél kultiraban®

Koléniaszam /10° csontvel6i magvas sejt

Notch ligandum
CFU-GEMM CFU-GM BFU-E
- 33,3+3,0 104,0 = 6,0 71,7+4,1
sJGI*P (ng/ml)
10,0 56,7+ 5,0* 152,7+6,1%* 85,0 £5,.2*
5,0 58,3 +3,5* 145,3 + 12,8%* 80,0 £ 3,6*
2,5 55,0 + 3,4* 124,7+ 122 66,7 £ 6,4
0,625 50,0 + 3,4* 106,7+ 5,0 68,3 +4,5
0,156 350+5.2 99,3+5,5 70,0 +5,2
sJGIEP —Sepharose-4B
(10 000 gyongy/kultira) 51,7+ 4,9* 134,7 +£ 5,0* 81,7 +4,6*

Ot kisérlet atlaga + szoras; * p < 0,05.
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,Macskakd” kultiraban viszont, ami a vérképzd dssejt rendszer korstruktirajanak a
vizsgélatara (is) alkalmas, a szolubilis ligandumnak részben bifazisos hatdsa van. Ha
magas (5-10 pg/ml) koncentracioban adtuk az sIG1"“P—t a tenyészetekhez, akkor a 7-
napos CAFC frekvencia — ami tulajdonképpen a lagy gél kulturdban is kimutathato
elkotelezett elddsejtek gyakorisdgaval azonos — szignifikdnsan nétt, a 35-napos CAFC
frekvencia viszont - ami mar inkdbb a HSC-k gyakorisagat mutatja - erésen csokkent.

10j1 15® azonban szignifikansan novelte a 35. napon
»macskakd” koloniat képzo sejtek aranyat. A 21-napos CAFC gyakorisdgot a szolubilis
ligandum egyik koncentracidban sem befolyasolta (23. dbra). Hasonl6 eredményt kaptunk,
amikor megismételtiik a kisérletet a csontveléi magvas sejtek Lin™ frakcidjaval. Ebben a
35. napon ,,macskakd” koloniat képzd fiatal sejtek aranya joval magasabb volt, mint a nem
szeparalt csontveloben. Itt 1 koloniaképzd sejt jutott 400-1000 Lin™ sejtre, mig a nem
szeparalt csontvelében ez az arany 1:80 000-100 000 volt. Az sJGI®® magas
koncentracioban csdkkentette, alacsony koncentracidban viszont novelte a 35-napos CAFC
frekvenciat (24A 4abra). A kovetkezd 1épésben a besugarzott stroma réteget csak
tenyésztdtalcakat, és csak ezutan szélesztettiik a Lin™ csontveldi sejteket. Ilyenkor a 35-
napos CAFC gyakorisag a kezeletlen kontroll mintdkhoz képest mintegy a kétszeresére
nétt a kultirakban (24B abra). Feltehet6 tehat, hogy a sIG1"“" fehérje kis mennyiségben
képes kotédni a stroma sejtek felszinéhez, és a stroma sejtek altal kifejezett JGI
molekulakkal egyiitt — multivalens forméban — képes fokozni a vérképzd Ossejtek
osztodasat. Ezzel szemben a nagy mennyiségii sIG1"P fehérje gatolhatja a multivalens
forma altal indukalt sejtosztodast.

Ennek igazolasara olyan, stromasejtmentes kultardkat allitottunk 6ssze, amelyekben
a Lin" vérképzd sejteket rekombindns Ossejt faktor (SCF), Flk-2/Flt-3 ligandum (FL), és
trombopoetin (TPO), valamint szolubilis, vagy Sepharose-4B gyongyok feliiletén

inszolubilizalt JG15P

jelenlétében, illetve hianydban tenyésztettiik. A kontroll —
novekedési faktort nem tartalmazo — kulturakban folyamatos sejtpusztulast tapasztaltunk,
mig az SCF, FL, és TPO egyidejii jelenlétében a magvas sejtek szdma — atmeneti
csokkenés (7. nap) utan — a masodik hét végére jelentdsen emelkedett. A legnagyobb
mértékii sejtszam ndvekedést azokban a kulturdkban kaptuk, amelyekben a harom
ndvekedési faktoron kiviil sJG1“°—Sepharose-4B gyongyok is jelen voltak (9. tablazat). A

35-napos CAFC koloniat képzo sejtek gyakorisdganak vizsgalata viszont azt mutatta, hogy
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a csak harom névekedési faktort, vagy a harom rekombinans citokin mellett sJG15P—t is
tartalmazé kultirakbol kikeriilt sejtek kozott a koloniaképzd sejtek gyakorisdga jelentésen
csokkent a kiindulasi értékhez képest (1:996-2455 vs. 1:418). Ugyanakkor az SCF, FL,
TPO, ¢és sIG15“P—Sepharose-4B jelenlétében tenyésztett sejtpopulacidban két hét utan sem
tapasztaltunk hasonld, szignifikans csokkenést a 35-napos CAFC koldniat képzd sejtek
frekvencidjaban (1:356 vs. 1:418). Mivel az utdbbi kultardkban a magvas sejtek abszolut
szama is jelentésen megndtt, dsszességében elmondhatjuk, hogy mutivalens JG1 ligandum
jelenlétében a harom novekedési faktor indukalta sejtosztodas soran mintegy 16-szorosara
nétt az in vitro kulturdban kimutathato legfiatalabb vérképzd (0s)sejtek mennyisége. A
multivalens JG1 ligandumnak ezt a kedvez0 hatasat az sIGIECD doézisfliggden gatolta (10.
tablazat).

Természetesen felvetddott a kérdés, hogy az SCF, FL, TPO, és sIGIECD-
Sepharose-4B egyidejii jelenlétében valoban keletkeznek-e 1j, ,,j6 mindségl”, in vivo tartods
repopulaciora képes HSC-k (LTRA sejtek) is a tenyészetekben. Ennek kideritésére
letalisan besugarzott (9Gy) ndstény egereket 800, illetve 4000, him allatok csontvel§jébol
szarmazé és 14 napig kultiraban tartott Lin sejttel, valamint 2x10° legyengitett”
(korabban mar haromszor atoltott), ndstény egerekbol vett friss csontveldi sejttel oltottunk
intravéndsan. Tiz honappal a transzplantacié utan az elsddleges recipienseket felaldoztuk,
és 10° csontvel8i magvas sejtjiiket ujabb, myeloablatalt néstény allatokba oltottuk. Hat
honapos regeneracio utan PCR modszerrel — a zfy szekvencidra specifikus primer
segitségével - vizsgaltuk az Y kromoszémat hordozo vérképzé sejtek jelenlétét e
masodlagos recipiensekben. Mint a 25. 4bra mutatja, ha SCF, FL, TPO, és sJG1"“’—
Sepharose-4B egyidejli jelenlétében 14 napig kultirdban tartott Lin™ sejtekkel oltottuk az
ulsé allatokat, akkor a masodlagos recipiensek csontvel§jében is kimutathatok voltak Y
kromoszémat hordozo vérképzé sejtek (800 sejt esetén 5 egérbdl 4, 4000 sejt esetén 5
egérbl 5 volt pozitiv). A csak a harom névekedési faktort, vagy a citokineket és sJG1°“P—t
tartalmazd tenyészetekbdl szdrmazd sejteket transzplantdlva viszont csak egy-egy
masodlagos recipiens csontveldje bizonyult pozitivnak. A kimerizmust Y kromoszdéma
specifikus FISH-el is igazoltuk (nem mutatjuk). A JG1 tehat multivalens formaban — és
megfeleld novekedési faktorok egyidejii jelenlétében — képes Onfenntartdé osztodasra

késztetni a legfiatalabb, tartds repopulaciora képes HSC-ket is.
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7 napos 21 napos 35 napos
CAFC CAFC CAFC
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— Kontroll — 5 ug/ml sJG1ECD e 50 ng/ml sJG1ECP

23. 4bra. Az sJG1*“P hatésa az egér csontveldi magvas sejtek CAFC koloniaképzésére.
96-lyuku, lapos fenekii tenyésztétalcakon Iétrehozott konfluens stroma rétegre a
vizsgéalando sejtek kiilonbozd — eldkiséreltekben meghatarozott - higitasait pipettaztuk,
majd 33°C-os CO,-termosztatban inkubdltuk a talcakat. A stroma réteg alatt CAFC
médiumban, illetve a tenyésztéfolyadék és 50 ng/ml, vagy 5 pg/ml sIG1EP egyidejii
jelenlétében novekedd ,,macskakd” kolonidkat nem tartalmazo lyukakat minden héten
inverz mikroszkopban leszamoltuk. A CAFC gyakorisdgokat és a szignifikancia értékeket
az L-Calc szoftver segitségével szamitottuk ki. Harombol egy reprezentativ kisérlet
eredménye.
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24. dbra. Az sJG1*“" hatisa az egér csontvelsi Lin™ sejtek CAFC Kkoloniaképzésére.
(A) 96-lyuku, lapos fenekii tenyészttalcakon létrehozott konfluens stroma rétegre a
vizsgéalando csontveldi Lin” sejtek kiillonbozo — eldkiséreltekben meghatarozott - higitasait
pipettaztuk, majd 33°C-os CO,-termosztatban inkubaltuk a talcakat. A stroma réteg alatt
CAFC médiumban, illetve a tenyésztéfolyadék és 50 ng/ml, vagy 5 pg/ml sJIG15P
egyideji jelenlétében novekedd ,,macskakd” kolonidkat nem tartalmazéd lyukakat minden
héten inverz mikroszkdpban leszamoltuk. (B) Ugyanezt a kisérletet megismételtiik ugy,
CAFC gyakorisagokat és a szignifikancia értékeket az L-Calc szoftver segitségével
szamitottuk ki. Harombol egy reprezentativ kisérlet eredménye.



dc_404 12

85

9. tablazat. A mutivalens Jagged-1 hatasa a korai (Lin) vérképzo 6s- és elodsejtek

osztédasara in vitro kultaraban®

Kultira koriilmények

1d6 Eredmények . S(;I;;H SCF+FL+ SCF+FL+
(nap) TPO+ TPO
IGI"P— o kep
Seph-4B
Sejtszam/kultura 5000
35-napos CAFC gyakorisag 1:418
35-napos CAFC kolonia/
0 kultira 12,0
Az (0s)sejtek relativ
mennyisége 1.00
Sejtszam/kultira 2750 1900 3460 2900
35-napos CAFC gyakorisag 1:2455 1:198 1:996 1:842
35-napos CAFC kolonia/
7 kultara 1.1 9.6 3.5 2.4
Az (0s)sejtek relativ
mennyisége 0,09 0,80 0,29 0,28
Sejtszam/kultira 68 600 42 500 43 000
35-napos CAFC gyakorisag Nem 1:356 1:4642 1:4314
35-napos CAFC koloénia/ vizsgal-
14 kulttra hato 192.7 9.2 10,0
Az (0s)sejtek relativ
mennyisége 16,06 0,77 0,83

“Egy reprezentativ kisérlet eredménye (n=3).
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10. tablazat. A vérképzo ossejtek multivalens Jagged-1 jelenlétében bekiovetkezo

onfenntartét osztédasa a ligandum szolubilis formajaval gatolhat6®

Notch ligandum(ok)
SJGIECD—Sepharose-4B ECD 35-napos CAFC
(aydngyok sJGI gyakorisag
(ng/ml)
szama/kultara)

- - 1:5236
10 000 - 1:449
10 000 18,0 1:1490*
10 000 9,0 1:934
10 000 4,5 1:527
2000 - 1:694
2000 18,0 1:3130%*
2000 9,0 1:1321%*
2000 4,5 1:810

- 18,0 1:6905

“Harom kisérlet atlaga + szorés.
*p <0,05.

4.4.1.2. A Notch-rendszer miikodeési zavara myelodysplasias betegekben

Amikor myelodysplasias (MDS) betegek (11. tablazat) csontveld mintaibol izolalt
MSC-k tenyészetét hasonlitottuk 0ssze egészséges csontveld donorokéval, megallapitottuk,
hogy a MDS betegekbdl szarmazo6 stroma tenyészetek, az egészséges emberek MSC-1bol
kialakitott stroma rétegekhez képest morfoldgiailag kevésbé egységes képet mutatnak,
lassabban novekednek, erdsen apoptotikusak és altalaban nem, vagy legalabbis nehezen
érik el a konfluenciat. A betegekbdl szdrmazd MSC-k plaszticitasa is korlatozott, felszini

markereik azonban nem kiilonboéznek a kontroll sejtekétdl (nem mutatjuk).
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A
Masodlagos recipiensek/
’ ) Y pozitiv receipiensek
Primer kultara
800 4000
Teszt sejt/allat
Kontroll (friss BMC) 4/2 5/4
SCF + FL + TPO + sJG1E°P-Seph-4B 5/4 4/4
SCF + FL + TPO + sJG1E¢P 4/0 3/1
SCF + FL + TPO 3/0 5/1
B _
>0 - 3 I% A = - |
100 - —
M SCF+FL+TPO +
by entol sJG1ESD_Sepharose-4B

100 —— .

M SCF +FL + TPO +

(bp) sJG1ECD SCF +FL + TPO

25. 4dbra. A multivalens Jagged-1 ligandum el6segiti a tartés repopulaciora képes
vérképzo ossejtek (LTRA-HSC) onfenntarté osztodasat. A vizsgilando, him egerek
csontveldjébol izolalt Lin™ sejteket korai citokinek (SCF, FL és TPO), valamint szolubilis
(sJG15P), illetve inszolubilizalt (sJG1"“" -Sepharose-4B) Jagged-1 jelenlétében két hétig
tenyésztettiik in vitro kultirdban, majd myeloablatalt ndstény recipiensekbe oltottuk Oket.
A csontveld regeneracidja utan (3 honap) 800, illetve 4000 csontveldi magvas sejtet
tovabboltottunk masodlagos — ugyancsak néstény - recipiensekbe. Ujabb 3 honap elteltével
vizsgaltuk, hogy megjelennek-e Y kromoszomat hordozo, azaz donor eredetli sejtek az
allatok vérképzo rendszerében. A him eredetii vérképzo sejteket Y kromoszoma specifikus
FISH (A), valamint Zfy gén specifikus PCR (B) segitségével mutattuk ki a csontveld
mintakban.
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11. tablazat. Az MDS paciensek legfontosabb adatai

Paciens Kor Nem WHO besorolas
MDS-1 71 Férfi RA
MDS-2 80 Férfi RARS
MDS-3 90 Férfi RAEB II.
MDS-5 84 No6 RA
MDS-7 68 N6 RA
MDS-11 78 Férfi RARS
MDS-12 51 Férfi RAEB L.
MDS-24 66 No6 RAEB I.
MDS-25 58 Feérfi Post-MDS-AML
MDS-26 68 Férfi RARS

AML, akut myeloid leukaemia; RA, refrakter anaemia; RAEB, refrakter anaemia blast
szaporulattal; RARS, refrakter anaemia gytiriis sideroblastokkal.

Vérképzést tdmogatd képességiik Osszehasonlitisit CAFC modszerrel végeztiik.
(Emberben — az egért6l némiképp eltérden - az elkotelezett vérképzo elddsejtek 7-14 nap
utan képeznek koloniat (7-14 napos CAFC), mig a fiatalabb 6s- és korai elddsejtek csak 5-
6 hét utan kezdenek osztodni (35-42 napos CAFC). A kovetkezd kultarakat mértiik 6ssze:
normal kontroll mononuklearis sejtek (MNC) normal stroma rétegen (kontroll), MDS-es
csontvelobol szarmazé6 MNC-k normal stroman, normal MNC-k MDS-es stroman, és
MDS-es MNC-k beteg stroman szélesztve. Amikor az MDS-MNC-ket normal MSC
rétegen tenyésztettiik, akkor 8-bol 4 betegnél mind a korai, mind a kés6éi CAFC gyakorisag
szignifikansan csokkent a kontroll értékekhez képest (26A. abra). Forditott esetben 6-bol 5
mintanal (ebbdl négynél igen jelentdsen) csokkentek a CAFC gyakorisagok a kontrollhoz
képest (26B. abra). Ha MDS-MNC-ket MDS-stromaval inkubaltunk, a 7 és 14 napos
CAFC gyakorisag minimalisra csokkent, a 24-42 napos tenyészetekben pedig altalaban
egyaltalan nem tudtunk koloniaképzd sejteket kimutatni (az adatokat nem mutatjuk).
Mindez azt mutatja, hogy az MDS korlefolydsaban — a vérképzd sejtek klonalis
megbetegedése mellett - a hematopoetikus mikrokdrnyezet, illetve az ezt 1étrehoz6 MSC-k

karosodasa is szerepet jatszik.
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26. abra. Egészséges donorok és MDS betegek csontveldi sejtjeinek CAFC
koloniaképzése. (A) MDS betegek csontveldi mononukledris sejtjeinek nodvekedése
egészséges csontveld mintabol eldallitott stroma rétegen (n=8); és megforditva, (B)
egészséges csontveldi mononuklearis sejtek koloniaképzése MDS stroman (n=6). A sziirke
arnyalata teriilet a normalis kontroll (egészséges MNC + egészséges stroma) tartomanyt
mutatja. A piros gorbék egy-egy, a szammal jelzett beteg adatait mutatjak.

A szolubilis JG1®P fehérjének — az egér macskaké kulturakban megfigyeltekhez
hasonléan — a human rendszerben is bifazisos hatasa van, legalabbis a normal kontroll
MNC-ket és stroma sejteket tartalmazod kultardkban. Ezekben a tenyészetekben a 7-14-
napos CAFC gyakorisdg szignifikdnsan emelkedett, a 35-42-napos CAFC frekvencia

viszont csokkent 5,0 pg/ml sJG1FP

jelenlétében. A 7-napos CAFC koloniaképz6 sejtek
gyakorisdga az MDS betegekbdl izolalt sejteket tartalmazd kultirdkban is emelkedik a
szolubilis ligandum jelenlétében, kivéve azokat a betegmintakat, amelyekben eleve igen
alacsony (<9 CAFC/10° MNC) volt a koloniaképzé sejtek gyakorisaga (12. és 13.
tablazat). A 42-nap utan CAFC koloniat képz6 sejtek frekvencidjat viszont az MDS-MNC-

ket és normal MSC-ket tartalmazo kultirdkban az sJG15°P

nem gatolja (s6t enyhén, nem
szignifikansan fokozza) (12. tabazat), mig a kontroll MNC-ket és MDS-stromat tartalmazo
kultardkban a gétlas ismét jelentkezik (13. tdblazat). A szlubilis Notch ligandum tehat (i)
novekedési (ko)faktor mind az egészséges donorokbol, mind az MDS betegekbdl izolalt

elkotelezett vérképzo elddsejtek (7-14-napos CAFC) szamadra, (ii) gatolja viszont az
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egészséges verképzd Os- €s korai elddsejtek (35-42-napos CAFC) osztodasat normal és
MDS-stroman, de (iii) nem tudja csokkenteni az MDS-MNC-kbdl 42 nap utan, preformalt
stroma rétegen kifejlddd kolonidk gyakorisagat. Utobbi megallapitasunk igazoldsara harom
MDS betegbdl és egy egészséges csontveld donorbol izolalt MNC-ket normal stroma
rétegen szélesztettiink kiilonbz mennyiségli sJIG1 jelenlétében, majd a 35. napon
meghataroztuk a CAFC koloniaképz6 sejtek frekvenciajat a tenyészetekben. Mint a 3. abra
mutatja, a rekombinans fehérje az egészséges donorbdl szarmazdo MNC-k koloniaképzését
dozisfiiggden gatolja, de a betegek MNC-inek koloniaképzését nem befolyasolja. Az MDS
betegek csontveldjében tehat a stroma sejtek és a vérképzo elemek kozti, Notch-Jagged-1
kozvetitett kolcsonhatds zavart szenved, ami feltehetden hozzajarul a betegség

kialakulasahoz.

4.4.1.3. A galektin-1 szerepe a hematopoézisben és a vérképzo sejtek mobilizacidjaban
Mivel a galektin-1 (Gal-1) fehérje erdteljes immunszuppressziv és gyulladasgatlo
aktivitassal rendelkezik, rdaddsul nagy mennyiségben termeldédik az MSC-kben és a
beloliik szarmazé egyéb csontveldi stroma sejtekben (Rabinovich G and Vidal M, 2011),
megvizsgaltuk, hogy befolydsolja-e a vérképzd 6s- ¢és elddsejtek osztodasat,
differencialodésat, illetve mobilizacidjat. Mint a 27A, B dbra mutatja, a rekombinans Gal-1
jol kotédik az egér csontveldi magvas sejtek tobb mint 70, sét, a Lin frakcid esetében
kozel 100 szazalékahoz. A Gal-1 molekuldk a cukorkotd helyiikon keresztiil kapcsolddnak
Lagy gél kultarakban a Gal-1, legalabbis alacsony (10-10 ng/ml) koncentracidban, fokozta
az elkotelezett vérképzo elddsejtek osztdédasat, mig magas (10 pg/ml) lektin koncentracio
esetén koloniaképzést (CFU-GM és BFU-E) egyaltalan nem tapasztaltunk (14. tablazat). A
lektinnek tehat dozisfiiggd, bifazisos hatdsa van a granulocyta-macrophag- és erythroid-
koloniaképzd sejtekre. ,,Macskakd”-kulturaban vizsgalva a kiilonb6z6 kora vérképzo
sejtek osztddasat, hasonldo eredményt kaptunk. A Gal-1 — alacsony (20 ng/ml)
koncentracidban — fokozta a 7-napos, de nem befolyasolta a 35-napos CAFC koloniaképzd
sejtek gyakorisagat. A 21-napos CAFC frekvencia viszont csokkent a lektin jelenlétében
(28. 4bra). A 35-napos CAFC frekvenciat a kevés Gal-1 akkor sem novelte szignifikansan,
amikor a kisérletet megismételtiik Lin™ sejtekkel. Magas (10 pg/ml) Gal-1 koncentraciot
alkalmazva egyik idOpontban sem tapasztaltunk értékelhetd6 CAFC koloniaképzddést.
(Ugyanezeket a vizsgalatokat emberi csontvel6bdl izolalt sejtekkel is elvégeztik, és

hasonl6 eredményeket kaptunk (nem mutatjuk)).



dc_404 12

12. tablazat. Szolubilis Jagged-1 hatisa az MDS paciensek csontveldi mononuklearis

sejtjeinek CAFC koloniaképzése normal stroma rétegen”

7-napos CAFC/ 42-napos CAFC/
10° csontvel6i MNC 10° csontvel6i MNC
Paciens
sJGI*?P sJGI*?P
Médium (5 pg/ml) Médium (5 pg/ml)
MDS-7 17 25 15 12
MDS-1 16 33 13 21
MDS-11 29 41 7 11
MDS-12 14 29 5 9
MDS-26 12 22 5 9
MDS-5 3 1 4 5
MDS-3 0 1 0 1
MDS-2 3 1 0 2

“Egy reprezentativ kisérlet eredménye (n=3).

13. tdblazat. Szolubilis Jagged-1 hatiasa normal donorokbol szarmazé csontveldi

mononuklearis sejtek CAFC koloniaképzésére MDS stroma rétegen”

7-napos CAFC/ 35-napos CAFC/
10° csontvel6i MNC 10° csontvel6i MNC
Paciens
sJGI*?P sJGI*?P
Médium (5 pg/ml) Médium (5 pg/ml)
MDS-7 79 142 12 6
MDS-11 71 123 10 2
MDS-12 91 134 4 1
MDS-24 11 22 2 0
MDS-26 9 15 1 0
MDS-25 2 1 0 0

“Egy reprezentativ kisérlet eredménye (n=3).
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27. 4bra. Egér csontveléi magvas sejtek galektin-1 kotésének aramlasi citometrias
vizsgalata. (A) Nem szeparalt; illetve (B) Lin™ sejtekhez rekombinans Gal-1-et adtunk 100
mM laktoz egyidejli jelenlétében, vagy hidnydban. A sejtekhez kotddott lektint indirekt
uton, nyul anti-galektin-1 F(ab), és FITC-el jelzett kecske anti-nyul IgG ellenanyagok

segitségével mutattuk ki. Harombol egy reprezentativ kisérlet eredménye.

7 napos 21 napos 35 napos

CAFC CAFC CAFC
S Sejt/lyuk Sejt/lyuk Sejt/lyuk
“T“j 100 400 800 5 20 80 20 80 160
x 100 100-
2 . 1:132000
_ﬁ 7 - . S— o T, S P 37 fssionssscnsenss
ﬂ . 1:41500 1:116500
% 10 4 . 104 104
= 1999 1:19000
=
®
o 1 1:215  q- 1-
Z

— Kontroll —Galektin-1 (20 ng/ml)

28. abra. Galektin-1 hatasa az egér csontveldi magvas sejtek CAFC koloniaképzésére.
96-lyuku, lapos fenekii tenyésztotalcakon létrehozott konfluens stroma rétegre frissen
szeparalt csontveldi magvas sejtek kiillonbozo — eldkiséreltekben meghatarozott - higitasait
pipettaztuk, majd 33°C-os CO,-termosztatban inkubaltuk a talcdkat. A stroma réteg alatt
CAFC médiumban, illetve a tenyésztdfolyadék és 20 ng/ml Gal-1 egyidejii jelenlétében
novekedd ,,macskakd” kolonidkat nem tartalmazo lyukakat minden héten inverz
mikroszkopban leszamoltuk. A 7., 21. és 35. napi CAFC gyakorisagokat ¢és a
szignifikancia értékeket az L-Calc szoftver segitségével szamitottuk ki. Harombol egy
reprezentativ kisérlet eredménye.
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14. tdblazat. Egér csontvel6i mononuklearis sejtek koloniaképzése rekombinans

galektin-1 jelenlétében®

Galektin-1 Koléniaszam / 10° csontvel6i magvas sejt
koncentracio
(ug/ml) CFU-GM BFU-E

- 142,54+ 3,5 61,5+6,4

0,001 157,5 = 10,6* 55,5+ 5.4
0,01 230,0 + 7,1* 85,5 + 6,4*

0,1 160,0 = 7,1* 82,5+ 6,4*

1,0 117,5+ 10,6 72,0 +42

10,0 0,0 0,0

“Harom kisérlet atlaga + szorés.
*p < 0,05.

Ezt kovetden a csontveldi magvas sejteket kiillonb6zod ideig inkubaltuk 37°C-on, 10
ug/ml Gal-1 jelenlétében, majd propidium jodiddal (PI), vagy FITC-annexin-V-tel jeldltiik
Oket. Mint a 29A. dbra mutatja, a nagy mennyiségli lektinnel végzett 4 oOras kezelést
kovetden a PI-dal jelolt mintakban a sejtek dontd zome atcstiszott a sub-G0/G1 zoénaba,
vagyis DNS-iik fragmentalodott. Az annexin-V-tel jelolddd sejtek ardnyanak gyors
novekedése a mintdkban szintén megerdsiti (29B. é4bra), hogy a Gal-1 magas
koncentracioban nem csak gatolja a vérképzd sejtek osztdodasat, hanem apoptodzisra is
kényszeriti Oket. A kiilonbdz6 kort (azaz kiillonbozd érettségll) vérképzo sejtek azonban
nem egyforman érzékenyek a Gal-1-indukélt apoptozisra. Ha az egér csontveldi magvas
sejteket, illetve Lin™ frakciojukat csak eldinkubaltuk Gal-1-gyel (5 és 10 pg/ml) és ezutan
szélesztettiik 6ket preformalt stroma rétegre, a legnagyobb CAFC frekvencia csokkenést a
7 nap utan szamolt kolonidknal tapasztaltuk. A fiatalabb sejtek (14 < 21 < 28 < 35-napos
1-gyel végzett elokezelés utan is (15. tablazat). Minél fiatalabb tehat egy vérképzo sejt,

annal ellenallobb a lektin-indukalt apoptozissal szemben.
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29. 4dbra. A csontveléi magvas sejtek galektin-1-indukalt apoptoézisa. (A) a 4 oran
keresztiil 10 pg/ml Gal-1 jelenlétében inkubélt sejtek jelélése propidium jodiddal a DNS

crer

30, 40, illetve 60 perccel a lektin kezelés megkezdese utan szintén eroteljes apopt021sra
utal. Harombol egy reprezentativ kisérlet eredménye.

15. tablazat. A legfiatalabb (35 napos CAFC koloniat képzé sejtek) a legkevésbé

érzékenyek a galektin-1 indukalt apoptozisra®

CAFC gyakorisag

Ido
Sejt Galektin-1 koncentrdcio (Lg/ml)
(nap) Médium
5 10

7 1:425 <1:10° NT
Csontveldi 14 1:1655 <1:10° NT
magvas sejtek 21 1:9548 1:951 566 NT
28 1:32 252 1:695 200 NT
35 1:125 450 1:765 351 NT

Lin” sejtek 28 1:332 1:6966 15 642
35 1:496 1:3158 9951

“Egy reprezentativ kisérlet eredménye (n=3).
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A Gal-1-nek a vérképz0 0Os- ¢és elddsejtek mobilizaciojara gyakorolt hatasat
C57Bl/6  egerekben vizsgéltuk. A mobilizaciét a klinikumban is alkalmazott
ciklofoszfamid (Cy) — rekombindns granulocyta kolonia-stimulaloé faktor (G-CSF)
kezeléssel indukaltuk. A lektint a Cy-al és a G-CSF-el parhuzamosan, subcutan adtuk az
allatoknak (250 pg/testsuly kg/nap). El6szor a fehérvérsejt szamot és a CFU-GM
gyakorisagot hataroztuk meg a kisérleti allatok vér- és csontveld mintaiban. Mint a 30.
abra mutatja, a mobilizacio hatasara 6t nap alatt a fehérvérsejt szam mintegy 3-szorosara, a
CFU-GM gyakorisag pedig 40-szeresére nétt az allatok keringésében. A Gal-1 és a Cy/G-
csontvel6bol a perifériara, a gatlds azonban nem volt teljes. (Ez valoszinilileg azzal (is)
magyarazhatd, hogy a lektin Oonmagaban kis, de szignifikans mértékii fehérvérsejt-
mobilizaciot okozott). A csontvelében ugyanakkor a CFU-GM gyakorisag tobb mint 2-
szeresére emelkedett a Cy/G-CSF kezelés hatasara, melyet a Gal-1 egyidejii adasa jorészt
meggatolt. Az Osszes magvas sejtek szama viszont a mobilizaciot kovetden csokkent a
csontveldben, és a Gal-1 ezt a valtozast nem befolyasolta. Kétségtelen, hogy a CFU-GM
gyakorisag csokkent a csontveldben, amikor a Cy-dal és G-CSF-fel egyidejlileg Gal-1-et is
adtunk, azonban - ha a magvas sejtek szamanak egyidejli valtozasat is figyelembe vessziik
- az elkotelezett elodsejtek abszolut szama valdjaban nem valtozott szignifikansan egy-egy
combcsontban. A csontveldi sejtek mobilizacidjanak gatlasa tehat valoszintileg nem a Gal-
1 toxikus hatdsdnak kovetkezménye. Ezt igazolando, PI vs. FITC-annexin-V, illetve PE-
anti-Scal ellenanyag vs. FITC-annexin-V festés segitségével is megvizsgaltuk a pusztuld
sejtek aranyat a csontvel6i magvas sejt, valamint a csontvel8i Sca-1" sejtpopulacioban.
Mint a 31. dbra mutatja, a Gal-1 — legaldbbis az in vivo kisérletek soran alkalmazott
mennyiségben - valoban nem indukal sem apoptozist, sem nekrozist ezekben a sejtekben.

A kering6 fehérvérsejtek szamanak a mobilizacid soran bekovetkezd emelkedését a
vérkép jelentds valtozasa (is) kiséri (15. tablazat). A granulocytdk és monocytdk aranya
megnott (22% vs. 33%, ill. 1% vs. 19%), a lymphocytaké viszont csokkent (78% vs. 48%) a
Cy-dal és G-CSF-fel kezelt allatok vérében a csak fizioldgias sooldattal oltott kontroll
egerekéhez képest. A mobilizacio tehat foleg a csontveldi granulocyta/monocyta populaciot
érintette, azaz periférids granulofilidt és monocytoézist okozott. A Gal-1 meggatolta a
granulofilia, és részben csokkentette a monocytozis kialakulasat. Kozben a csontveldben a
fiatal (Sca-17) és a granulocyta/macrophag iranyba elkdtelezett (Gr-1- és CDI11b)
elddsejtek szama emelkedett szignifikdnsan a mobilizdcid6 5. napjara, ami intenziv

csontveldi regeneraciora utal. Ha a Cy-dal és G-CSF-fel egyiitt Gal-1 is adtunk az
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allatoknak, akkor az Sca-1*, Gr-1, és CDI1b* sejtek aranya tovabb emelkedett a
csontveldben. A CD3" T lymphocytak ardnya nem valtozott, a B-sejt fejlédési vonalba
tartozo (B220") sejtek aranya viszont csokkent (28% vs. 6%) a mobilizalt csontvelében, és
ezt a Gal-1 nem befolyasolta. A lektin mobilizaciot gatlé hatasa tehat a fiatal vérképzo

sejteket, valamint a granulocytakat és monocytakat érinti.
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30. 4&bra. A galektin-1 hatidsa a granulocyta-macrophag koloniaképzé sejtek
mobilizaciéjara. A kontroll, a Cy-dal és G-CSF-fel, a Cy-dal, G- CSF-fel ¢és Gal-1-gyel,
illetve a csak Gal-1-gyel kezelt egerek vérében (A, B) és csontveld mintaiban (C, D)
meghataroztuk a fehérvérsejt szdmot (B), illetve a magvas sejtek szamat (D), valamint a
CFU-GM gyakorisagot (A, C). A lektin nagymértékben csokkentette a progenitor sejtek

crer

de szignifikdns mértékii mobilizacidt okozott. Hirom kisérlet atlaga + szoras.
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31. 4bra. A galektin-1 citotoxicitasanak vizsgalata. Az esetlegesen pusztuld sejtek
aranyat a kiilonbozé kisérleti csoportokbol szarmazo, nem szeparalt (A), illetve Sca-1" (B)
sejtekbdl allé csontveld mintadkban propidium jodid (PI) és annexin-V jelolés segitségével
vizsgaltuk. A lektin kezelés sem a csontveldi magvas sejteket, sem ezek Sca-1"
szubpopulacidjat nem karositotta, fokozott apoptozisra vagy nekrdzisra utald jelet nem
tapasztaltunk. Harombdl egy reprezentativ kisérlet eredménye.
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15. tablazat. A kiilonbozé fehérvérsejt populaciok és szubpopuliciék megoszlasa a vérben és

a csontvelében®

Kisérleti csoportok

CY + G-CSF
Kontroll CY + G-CSF + Gal-1 Gal-1

Vérkép Lymphocyta 76,7 +4,5 47,6 £5,3* 65,4 +5,9* 79,8 £5,7
(% sejt) Granulocyta 22,1 +1,3 33,1 £4,3* 232+1,3 19,1 £1,8

Monocyta 1,2+0,2 193+ 1,5 11,4+14* 1,1 +£0,1

Sca-1 6,9 +0,5 11,7+ 1,1* 30,8 £2,9* 5,5+0,7

Csontvelo CD3 1,8+0,2 1,9+0,2 1,6 0,5 1,9+0,3
(% pozitiv.  B220 27,6 + 1,8 5,8 +0,6% 59+0,4 199+2,1*

sejt) Ter-119 10,7+0,8 16,2+0,9* 151+ 1,1* 9,6 +1,1
Gr-1 51,1£29 54,8 £3,7 73,9 +£5,4* 52,7+3.2

CDI11b 499+44 55,1 +4.5*% 70,1 +3.9*% 51,6 £2,8

*Héarom kisérlet atlaga + szoras.
*p <0,05.

A mobilizalt, fiatal (Sca-1") sejtekbdl 4llo (szub)populaci6 LTRA potencidla
vérképzd elemeket is tartalmaz. Ezt csontveld transzplanticios kisérletekkel igazoltuk.
Myeloablatalt (9 Gy egésztest besugarzas) recipiens allatokat kontroll, mobilizalt, Cy-dal,
G-CSF-fel ¢és Gal-1-gyel oltott, valamint csak Gal-1-gyel kezelt egerek vérével
transzplantaltunk. A recipiensek kozil a 100, vagy 50 ul, Cy-dal és G-CSF-fel kezelt
donor allatbol szarmazé vérrel torténd transzplantaciot 7 allatbol 5, illetve 7-bdl 4 élte tul
tartosan (>90 nap). Ezzel szemben, ha a mobilizacid alatt Gal-1-gyel is kezelt egerek
vérével transzplantaltunk, akkor az 6sszes allat elpusztult a besugarzast koveto 5-22. napon
beliil. Azok koziil a recipiensek koziil, amelyeket kezeletlen kontroll allatok vérével
oltottunk, egy sem €It 14 napnal tovabb (csontveld halal) (32. abra). A Gal-1 tehat képes
volt meggatolni a tartés repopulaciora képes (LTRA) HSC-k Cy- és G-CSF-indukalt
mobilizaciojat is.

Maga a mobilizacid tobb 1€épésbdl allo folyamat. Koziiliik az egyik legfontosabb,
amikor a leukocyta az érfal (ill. sinusoid) endothel sejtjei kozott atlépve kijut a keringésbe.
»Trans-well” kisérleteink azt mutattdk, hogy a Gal-1 sem a csontvel6i magvas sejtek, sem

pedig a CFU-GM sejtek stroma-eredetli faktor-1 (SDF-1, vagy CXCL12) indukalt
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kemotaxisat nem befolyasolja. Ha viszont a két kultira kompartmentet elvalaszto

membranra eldzetesen endothel sejtekbdl allo osszefiiggd réteget novesztiink, akkor a Gal-

crer

cres

0sszhangban van a Gal-1 mobilizaciot és gyulladast gatld aktivitasaval.

)
STt
s ] : 100 pl, CY+G-CSF
‘TU 6- [ === I ,;/
» 1 !
S 5= e offe-
g1 ‘ : 50 pul, CY+G-CSF
E a4 | L heeeeeeee-
(1
3 -
100 pl, galektin-1
27 100
kontroll
1+
1 1 1 // ] 1
10 20 30 60 90

Tulélés (napok)

32. abra. A galektin-1 hatasa az in vivo tartés repopulaciora képes vérképzo ossejtek
(LTRA-HSC) mobilizaciojara. BDF1 egereket 900 cGy egésztest besugarzas utan
transzplantaltunk a kiilonb6z6 eldkezelésen atesett, szingén donor allatoktdl szarmazé (50,
vagy 100 ul) vérrel. Lathato, hogy a myeloablatalt egerek vérképzését csak a Cy-dal és G-
CSF-fel mobilizalt donorokbdl szarmazo vér volt képes helyredllitani. A mobilizaci6 soran
Gal-1-gyel is kezelt egerek vére nem tartalmazott elegendd 6s- és elddsejtet ahhoz, hogy
tartdsan helyredllitsa a recipiens allatok vérképzését, a Gal-1 tehat gatolta ezen sejtek
mobilizaciojat.

4.4.2. Immunszuppresszio és gyulladas-gatlas
A mesenchymalis 0&ssejtek egyik legmeglepdbb és terdpias szempontbol
legigéretesebb sajatsaga az in vitro kultirdkban és in vivo kisérleti rendszerekben is

megnyilvanuld erdteljes immunszuppressziv és gyulladasgatlo aktivitdsa Gebler A et al,

2012.

4.4.2.1. A mitogén és alloantigén-indukalt T-sejt proliferacio gatldsa in vitro kulturaban
Elsd kérdésiink tehat az volt, hogy az altalunk kiilonb6z6 szervekbdl izolalt MSC-k

rendelkeznek-e a csontveldi tarsaikéhoz hasonld, az aktivalt T-sejtek osztodasat gatlo

aktivitassal. Mint a 34. dbra mutatja, a 1épbdl és a zsirszovetbdl izolalt MSC-k - a fiatal és

a felno6tt allatok csontveldjébdl szarmazo Gssejtekhez hasonldan — maximum 70-80%-o0s
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33. abra. A galektin-1 hatasa a csontveldi magvas sejtek és a vérképzo elodsejtek

erevr

crer

100 ng/ml rekombinans egér SDF-1-et tettiink (A-D), majd 6 6raval kés6bb meghataroztuk
a membranon keresztiil a lyukak alsé részébe atvandorolt csontveldi magvas (A, C) és
GM-CSF sejtek (B, D) szdmat. A migracios index kiszamitdsdhoz az SDF-1 hatdsara
migralo sejtek szamat elosztottuk a spontdn vandorlod sejtek szamdval. Harom kisérlet
atlaga + szoras.
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34, 4bra. A kiilonb6z6 szervekbdl izolalt mesenchymalis Ossejtek hatasa a lép T
lymphocytik mitogén (ConA) és alloantigén indukalt proliferaciéjara. (A) 96 lyuku
tenyésztdtalcak lyukaiban az abran jelzett szamu FCs-, Cs-, Zs-, Th-, Lp-, ¢s Ao-MSC-ket
2x10° 1ép T-sejttel egyiitt inkubaltunk 5 ug/ml ConA jelenlétében. Két nap utan 1 pCi *H-
timidint adtunk a kulturdkhoz, majd tovabbi 8 ora elteltével learattuk a sejteket. (B) 96
lyukti tenyésztétalcdk lyukaiban 2x10° C57BI/6 lépsejtet (responder sejtek) és 2x10°,
besugarzott (30 Gy) Balb/c 1épsejtet (stimulator sejtek) inkubaltunk 107, kiilsnbozd eredetii
MSC egyidejii jelenlétében. A tenyészeteket 4 nap elteltével jeldltik 1 uCi *H-timidinnel
¢s tovabbi 8 o6ra mulva arattuk le a sejteket. A belitésszamokat (cpm)
folyadékszcintillatorban mértiik. Harom kisérlet atlaga + sz6rés.
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crer

kisebb (40-50%-o0s), de ugyancsak szignifikans gatlo aktivitassal rendelkeznek, mig a Th-
MSC-k nem befolyésoljak a 1ép T-sejtek osztodasat. Hasonld eredményt kaptunk, amikor a
1ép T-sejtek alloantigénre adott valaszanak gatlasat vizsgaltuk C57Bl/6 (H-2b) responder
¢s besugarzott Balb/c (H-2d) stimulator Iépsejtekbdl Osszeallitott kevert lymphocyta
kultirdkban (MLR) a kiilonb6z6 eredetli MSC-k egyidejii jelenlétében.

A szuppresszié mechanizmusat az MSC-kbdl felszabaduld — és az irodalmi adatok
alapjan szoba joheté (Ben-Ami E et al, 2011) - kiilonb6zd szolubilis mediatorok
szintéziséért felelds enzimek aktivitdsanak gatldsa alapjan probaltuk feltarni. ConA-val
stimulalt 1ép T-sejtekbdl és Cs-, vagy Zs-MSC-kbol allé tenyészetekhez enzimgatlokat
adtunk a lehetd legmagasabb, sejtpusztulast még nem okozd koncentracidban.
Megallapitottuk, hogy a ciklooxigenaz enzimeket (COX-1, COX-2) gatldé indometacin
(Indo, 10 uM), valamint a nitrogén-oxid-szintdz (NOS) gatlo N-metil-L-arginin-acetat (L-
NMA, 1 mM) részben képes feloldani mind a Cs-, mind a Zs-MSC-k T-sejt osztodast gatld
hatasat. Az Indo és L-NMA egyiittes alkalmazésa esetén azonban a két enzimgatlo hatdsa
nem volt additiv. Az indolamin-2,3-dioxigendz enzim (IDO) miikodését gatldé metil-
triptofan (1-MT, 1 mM) adasa egyaltalan nem befolyésolta az eredményeket (35.. abra).
Mivel kevert lymphocyta kulturaban ugyanezt tapasztaltuk (36. abra), elmondhatjuk, hogy
a mitogén- ¢és alloantigén-indukalt T-sejt proliferaci6 MSC-k altali gatlasdban a
posztaglandin(ok)nak ¢és NO-nak is szerepe van, mig az IDO enzim nem érintett a
folyamatban. Ugyanakkor tény, hogy ,.frans-well” kultrakban, amikor a T-sejtek és MSC-
k félig ateresztd hartyaval vannak elvalasztva egymastol, az dssejtek nem képesek gatolni a
T lymphocytdk osztodasat (nem mutatjuk). Ebbol kovetkezik, hogy kozvetlen sejt-sejt

(MSC-aktivalt T-sejt) kdlcsonhatésra is szlikség van a gatlas soran.

4.4.2.2. A gyulladasos kérnyezet szerepe a mesenchymalis Ossejtek prosztaglandin E2
termelésének szabalyozasaban

Részben a fenti eredmények, részben irodalmi adatok alapjan (Németh K et al,
2009; De Miguel MP et al, 2012) a tovabbiakban a Cs- és Zs-MSC-k prosztaglandin E2
(PGE2) termelésének szabalyozasara koncentraltunk. Amikor ConA-aktivalt 1ép T-
sejtekkel egyiitt tenyésztettiik az MSC-ket, akkor mind a csontveldi, mind a zsirszovet
eredetii 6ssejtek PGE2 termelése megnétt (~12-14x10° pg/ml) a kontroll - csak Csv-, vagy
csak Zs-MSC-ket tartalmazo - kulturak feliiliszéiban mérhetd értékekhez (1857 + 365, ill.
3897 £ 415 pg/ml) képest (37A, B ébra).
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35. é4bra. A mesenchymalis 6ssejteknek a mitogén-indukalt T lymphocyta
proliferaciora gyakorolt gatldé hatasa COX és NOS enzim gatlokkal részben
feloldhat6. 96 lyuku tenyésztotalcak lyukaiban - az abran feltiintetett kombinacidkban -
2x10° 1ép T-sejtet, 2x10* csontveldi (A), illetve zsirszovet eredetii (B) MSC-t, 5 pg/ml
ConA-t, valamint kiilonb6z6 enzimgatlokat (Indo, 1-MT, és L-NMA) inkubaltunk. Két nap
elteltével 1 uCi *H-timidint adtunk a kultarakhoz, majd tovabbi 8 6ra mulva learattuk a
sejteket. A beiitésszamokat (cpm) folyadékszcintillatorban mértiik. Harom kisérlet atlaga +
szOras.
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36. 4dbra. A mesenchymalis 6ssejteknek az alloantigén-indukalt T lymphocyta
proliferaciora gyakorolt gatld hatasa COX és NOS enzimgatlokkal részben
feloldhat6. 96 lyuku tenyésztotalcak lyukaiban - az dbran feltiintetett kombinacidkban -
2x10° C57Bl/6 1épsejtet (responder sejtek), 2x10°, besugarzott (30 Gy) Balb/c 1épsejtet
(stimulator sejtek), 2x10* csontveldi (A), illetve zsirszovet eredetii (B) MSC-t, valamint
kiilonboz6é enzimgatlokat (Indo, 1-MT, és L-NMA) inkubaltunk. A tenyészeteket 4 nap
elteltével jeldltik 1 pCi *H-timidinnel és tovabbi 8 6ra mulva arattuk le a sejteket. A
belitésszamokat (cpm) folyadékszcintillatorban mértiikk. Harom kisérlet atlaga + szoras.
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37. abra. Az aktivalt T lymphocytak erételjesen fokozzik a mesenchymalis dssejtek
prosztaglandin E2 termelését. 24 lIyuku tenyésztétalcak lyukaiban - az abran feltiintetett
kombinaciokban - 2x10° 1ép T-sejtet, 2x10° csontvelsi (A), illetve zsirszovet eredetii (B)
MSC-t, 5 pg/ml ConA-t, valamint ConA aktivalt T sejtek feliiluszéjat (T-sejt SN)
inkubaltunk. Két nap utan a tenyészetek feliiliszoiban ELISA technikaval meghataroztuk a
PGE2 mennyiségét. Harom kisérlet atlaga + szoras. TW =, transwell” kultara.
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A nem aktivalt T lymphocytak hatasa hasonlo, csak sokkal kisebb mértékii volt. Ha viszont
fizikailag elvalasztottuk egymastél a T-sejteket és az MSC-ket, vagy az intakt T
lymphocyték helyett a ConA-aktivalt T-sejtek feliiluszojat adtuk az MSC kulturdkhoz, az
Ossejtek PGE2 szekrécidja soha nem haladta meg a kontroll értékeket. Az aktivalt T-sejt
indukalt PGE2 termelés Indo jelenlétében gyakorlatilag megsziint, az L-NMA azonban —
ebben a kisérleti rendszerben - nem befolyasolta a medidtor termelését (38. dbra).
Némiképp eltérd eredményeket kaptunk, amikor az MSC-ket gyulladaskeltd
citokinekkel kezeltik. A TNF-o magas (50 ng/ml) koncentracioban jelentés PGE2
szekréciot indukalt az MSC tenyészetekben, de 10 ng/ml koncentrdcidban mar
hatastalannak bizonyult. Az IFN-y viszont — Onmagéban - mindkét vizsgalt
koncentracioban (100 és 20 ng/ml) hatastalan volt. Ugyanakkor, ha a két citokint egytitt
alkalmaztuk, akkor alacsony koncentraciok (10 ng/ml TNF-a és 20 ng/ml IFN-y) esetén is
igen jelentds PGE2 termelést mértiink mind a Cs-, mind a Zs-MSC kultarak feliiluszoiban
(39. ébra). A két citokinnek az MSC-k PGE2 termelésére gyakorolt hatdsa tehat erdsen
szinergisztikus. Réaadasul, a TNF-a és az IFN-y egyidejii jelenlétében indukalt PGE2
termelés az Indo mellett - legalabbis részlegesen (60-70%) — L-NMA-val is gatolhatd, mig
NO, pontosabban a nitrit koncentracidja ugyanezekben az MSC feliiliszokban legfeljebb
2-3-szorosara nétt a kezeletlen kontrollhoz (8,1 + 4,2 uM) képest, fliggetleniil attél, hogy
milyen citokin koncentracidt, illetve kombinaciét alkalmaztunk (nem mutatjuk).
Feltételezziik tehat, hogy a NO-nak els6ésorban az MSC-ken beliili jeltovabbitasban lehet

szerepe a PGE2 termelés szabalyozésa soran.

4.4.2.3. A mesenchymalis dssejtek és a mononukleadris fagocitasejtek kolcsonhatisa — a
macrophagok polarizaciojanak valtozasa az ossejtek jelenlétében

Az MSC-k PGE2 termelésének vizsgalata azért (is) fontos, mert — mint erre
irodalmi adatok is utalnak (Németh K et al, 2009) - ez lehet az dssejtek és a mononuklearis
fagocitasejtek kozotti kdlesonhatas(ok) soran felszabadulod egyik legfontosabb szolubilis
mediator. A laboratorimunkban az értekezés megirasakor folyod kisérletek még nem
publikalt eredményei arra utalnak, hogy az MSC-k képesek befolyasolni a szoveti
macrophagok (M®) polarizacidjat. Mind a Csv-MSC-k, mind a Zs-MSC-k képesek
fokozni példaul a peritonedlis M®-ok fagocitaldo képességét és egyidejlileg jelentdsen
megvaltoztatni a fagocita sejtek altal szekretalt citokinek aranyat a kultira-feliilluszokban.

Bar a TNF-a abszolut mennyiségét altalaban nem befolyasoljak, a gyulladasgatlo hatasu
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38. abra. A mesenchymalis dssejtek T-sejt indukalt prosztaglandin E2 termelése
indometacinnal gatolhaté. 24 lyuku tenyésztotalcak lyukaiban - az &bran feltiintetett
kombinaciokban - 2x10° 1ép T-sejtet, 2x10° csontveldi (A), illetve zsirszovet eredetii (B)
MSC-t, 5 pg/ml ConA-t, valamint COX és NOS enzimgatlokat (Indo, ill. L-NMA)
inkubaltunk. Két nap utan a tenyészetek feliiliszoéiban ELISA technikaval meghataroztuk a
PGE2 mennyiségét. Harom kisérlet atlaga + szoras.
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39. ébra. A mesenchymalis 0ssejtek gyulladdsos citokinek jelenlétében is nagy
mennyiségii prosztaglandin E2-t termelhetnek. 24 lyuku tenyésztétalcak lyukaiban - az
abran feltiintetett kombinaciokban - 2x10° csontvel8i (A), illetve zsirszovet eredetii (B)
MSC-t inkubdltunk rekombinans TNF-o és/vagy IFN-y jelenlétében. Két nap utan a
tenyészetek feliiliszoiban ELISA technikdval meghataroztuk a PGE2 mennyiségét. Hairom
kisérlet atlaga + szoras.
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40. dbra. A mesenchymalis dssejtek gyulladasos citokin-indukalt prosztaglandin E2
termelésének gatlasa. 24 lyukt tenyésztotalcak lyukaiban - az &bran feltiintetett
kombinaciokban - 2x10° csontvelSi eredetli MSC-t, kiilonbéz6 mennyiségii TNF-o-t
és/vagy IFN-y-t, valamint COX és NOS enzimgatlokat (Indo, ill. L-NMA) inkubéltunk.
Két nap utan a tenyészetek feliiliszoiban ELISA technikaval meghataroztuk a PGE2
mennyiségét. Harom kisérlet atlaga + szoras.
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41. abra. A mesenchymalis 6ssejtek hatasa a fagocitalo macrophagok citokin és
prosztaglandin E2 termelésére. 24 lyuku tenyésztdtalcak lyukaiban - az dbran feltlintetett
kombinaciokban — 2x10° peritonealis M®-ot, élesztd sejteket, apoptotizald thymocytakat
¢s csontveldi eredetli MSC-ket inkubaltunk. Két nap utdn a tenyészetek feliiluszoiban
ELISA technikdval mértiikk a TNF-a, az IL-10 és a PGE2 koncentraciojat. Harom kisérlet
atlaga + szoras.
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crer

parhuzamosan - erdteljesen fokozzak (41. abra). Az LPS-el in vitro aktivalt M®-ok M1
iranyl polarizacigjat szintén gatoljak a stroma sejtek. Raadasul, olyan kisérleti
elrendezésben, ahol M®-ok, MSC-k ¢és in vivo aktivalt, antigén-specifikus T-sejtek
egyidejiileg vannak jelen, n6 a regulator T-sejtek ¢és csokken a gyulladdsos folyamatokban
aktivald szerepet jatszo Thl7 sejtek aranya (nem mutatjuk). Mindezek alapjan MSC-k
jelenlétében a M®-ok sokkal inkdbb gyulladdsgatld (M2-es, pontosabban M2b vagy
»regulator”), semmint ,,klasszikus” gyulladaskelté (M1-es) fenotipust mutatnak. Az MSC -
M® koélcsonhatasnak tehdt meghatdrozd szerepe lehet az Ossejtek in vivo megfigyelhetd

er6teljes immunszuppressziv és gyulladasgatld aktivitdsaban, valamint a sériilt szovetek

crer

4.4.3. Szovet-regenerdcio és sejtterdpia - a streptozotocin-indukdlt diabetes
ossejtterdpidja

Az MSC-k esetleges terapias felhaszndlasdnak eldkészitésére kiilondsen alkalmasak
azok a preklinikai allatmodellek, amelyekben a betegség (példaul az 1-es tipusu diabetes)

crer

karosité gyulladds, vagy autoimmun folyamat géatlasan alapul.

4.4.3.1. Az streptozotocin-indukalt I-es tipusu diabetes friss csontvelosejtek és in vitro
felszaporitott mesenchymalis Ossejtek egyidejii addasaval gyogyithato

A diabetest kis mennyiségli — 50 mg/testsuly kg/nap — streptozotocin (STZ) ismételt
intraperitonedlis adéasaval idéztiikk eld felndtt, C57B1/6 ndstény egerekben. A betegség
progressziojat a vércukorszint emelkedésének, valamint a szérum inzulinszint és a testsuly
csokkenésének mérésével kovettik nyomon. A [-sejtek pusztulasidt szovettani ¢&s
immunhisztokémiai moddszerekkel igazoltuk. A vércukorszint emelkedése a kezelés
megkezdésétdl szamitott 7. napon mar mérhetd volt, és a 35. napra elérte a 24,91+3,93 mM
értéket, azaz a kezeletlen kontroll allatok vércukorszintjének (5,71+0,42 mM) 4-5-sz6rosét
(42A. abra). Ezzel parhuzamosan csokkent a kisérleti allatok szérum inzulin szintje (42B.
abra) ¢és testsulya is (42C. abra). A kisérletek 21. napjan felaldozott allatok pancreasaban,
az egészséges kontroll egerekéhez képest jelentdsen csokkent a Langerhans-szigetek
mérete és a még megmaradt szigetsejtek is erdsen karosodtak (42D. abra). A B-sejtek

tomeges pusztuldsat az inzulinra specifikus immunhisztokémiai jelolés is igazolta (42E.
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abra). A beteg allatok - a szénhidrat-anyagcsere sulyos zavara kovetkeztében — 4-6 hét utan

elpusztultak.
A B C
Vércukorszint Szérum inzulinszint  Testsuly
(mmol/l) (ng/ml) (9)
n>10 n>10 n>10
301sT1Z !
I = 1:5 20'
20 - 1,0 1 151
- 104 =
10 1 0,5 1 -
5 .
| [ N N N B | — 1 T 1 T T T 11
0 14 28 0 14 28 42 0 14 28
1d6 (napok) 1dé (napok) 1dé (napok)

42. abra. A streptozotocin-indukalt diabetes progresszidja. Az STZ kezelést kdvetden
az allatok vércukorszintje jelentdsen megndtt (A), aminek hatterében a szérum
inzulinszintjének csokkenése (B) allt. Ezzel parhuzamosan a kisérleti allatok testsulya (C)
is jelentdsen csokkent. A hematoxylin-eosin festéssel késziilt pancreas metszeteken (D) jol
latszik a kontroll allat (bal oldali kép) és az STZ kezelésen atesett allat (jobb oldali kép)
Langerhans-szigetei kozotti markans méret-, szerkezet-, és festodésbeli kiilonbség. Az
inzulintermeld sejtek pusztuldsat a — parhuzamos metszeteken - peroxidaz enzimmel jelolt
anti-inzulin ellenanyaggal végzett immunhisztokémia vizsgalat mutatja (D).
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Elsé kérdésiink az volt, hogy csontveld transzplantacidval lassithato-e az STZ-
indukalt diabetes progresszidja, illetve gyogyithatdo-e a betegség. A transzplanticiohoz
szlikséges egésztest besugarzast (TBI) és magat az atiiltetést az STZ kezelés megkezdése
utani 15. napon végeztiik azokon az allatokon, amelyeknek a vércukorszintje két egymas
utani napon (14. és 15. nap) elérte, vagy meghaladta a 10 mM értéket. A TBI mértékét a
teljes myeloablatiot kivalto 900 cGy-rél fokozatosan 450, 250, illetve 150 cGy-re
csokkentettiik a kiilonbozd kisérleti csoportokban. Az igy eldkészitett allatok — a
besugarzas utan 4 oraval — 10°, him C57BI/6 egerekbdl frissen szeparalt csontveléi magvas
sejtet (BMC) kaptak intravénasan (43. dbra). A maximalis (900 cGy) ddzissal besugarzott
cukorbeteg allatok az azonnali csontveld transzplantaci6 ellenére hamarosan elpusztultak,
mig a kontroll — STZ-vel nem kezelt — egerek talélték (>6 honap) a beavatkozast (44.
abra). Az STZ és a 900 cGy dozisu TBI egyiittes toxikus hatasat tehat csontveld
transzplantacioval nem lehetett kivédeni. A legalacsonyabb TBI-t (150cGy) kovetd
transzplantacionak sem a cukorbeteg allatok tulélésére (44. abra), sem vércukorszintjiik
emelkedésére nem volt szignifikdns hatasa (45. abra). Ha viszont kdzepes (250 vagy 450
cGy) dozisu TBI utan kaptak csontveld grafiot a beteg allatok, akkor vércukor szintjiik
emelkedése atmenetileg megallt, vagy lelassult, de 2-3 hét utan ujra gyors emelkedésnek
indult és 8-10 hét elteltével valamennyi egér elpusztult. Ebben az esetben tehat a diabetes
progresszidja némiképp lelassult, de komoly terapids hatast nem értiink el.

A kovetkez6 1épésben a szubletalis dozisu (250 cGy) besugarzas utani csontveld
transzplantaciét in vitro kultiraban felszaporitott, szigén (C57Bl/6), szemiallogén
((C57Bl/6xDBA/2)F1), vagy allogén (CDI, ill. CD1-TgEGFP) him donorbdl szadrmazé
MSC-k egyidejli, intravénds adasaval egészitettik ki (46. éabra). Ebben a kisérleti
elrendezésben, 10° vagy 5x10° BMC, és 10° vagy 5x10* MSC egyiittes addsa utan a beteg
allatok vércukor szintje hamar visszatért a normalis kontroll szintre (47A-D abra), szérum
inzulin szintjiik normalizalddott (48A-C ébra), és a beavatkozast kovetd 16. héten is
¢letben voltak), gyogyulasuk tehat teljes és véglegesnek tekinthetd. Ugyanakkor az MSC-k
onmagukban — BMC-k nélkiil adva — nem befolyasoltak a betegség lefolyasat és az STZ-
vel kezelt allatok tulélését (47D és 48C abra). A kettds transzplanticid hatékonysagat,
illetve az igy kezelt diabeteses allatok végleges gyodgyulésat a gliikkdz tolerancia teszt (49A
abra) ¢és a hasnyalmirigy szigetek erdteljes (kozel 70%-os) regeneracidja (49B-D abra) is
igazolja. (Megjegyzendd, hogy inzulin pozitiv sejteket sem a méjban, sem a 1épben, sem a

tiidoben, vagy a csontvelében nem tudtunk kimutatni a sikeres transzplantaci6 utan).
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43. 4bra. A cukorbeteg allatok kezelése hagyomanyos csontvelé transzplantacioval
kiilonb6z6 dozisu egésztest besugarzas utan
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44. 4dbra. A streptozotocin-indukalt cukorbetegség hagyomanyos csontvel6 transz-
plantaciéval nem gyégyithaté. Az eltéré mértéki (150-900 cGy) egésztest besugarzasnak
kitett, majd transzplantalt kisérleti allatok talélése.
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45. 4bra. Az eltéré mértéki besugarzasnak Kitett, majd csontvelé transzplantalt
kisérleti allatok vércukorértékeinek alakulasa. (A) Csak STZ-vel kezelt egerek (n=6);
(B-E) Cukorbeteg (STZ kezelt) allatok, amelyeket a kezelés megkezdésétdl szamitott 15.
napon 10° BMC-vel transzplantaltunk (n=6). Az el6készitd kezelés rendre 900 cGy (B),
450 cGy (C), 250 cGy (D) és 150 cGy (E) TBI volt. (F) Egészséges kontroll allatok
vércukorértékeinek alakulasa 900 cGy TBI és BMT utan (n=3). Minden szimbo6lum egy-
egy allatot reprezental. A szimbdlum eltiinése a diagramrol az adott allat pusztulasat jelzi.
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FISH

46. abra. Friss csontveloi magvas sejtek és mesenchymalis dssejtek egyiittes transz-
plantacidja. Az éllatok az STZ kezelés megkezdését kdvetd 15. napon, 250 cGy TBI-t
kévetéen, 10° szingén BMC-t és in vitro kulturaban felszaporitott szingén, szemiallogén,
vagy allogén MSC-ket kaptak intravénasan.
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47. abra. Friss csontvel6i magvas sejtek és mesenchymalis dssejtek egyiittes adasaval a
diabetes gyogyithaté. Az STZ kezelés els6 napjatol szamitott 15. napon, 250 cGy TBI-t
kévetden beadott 10° szingén BMC és 10° (A), vagy 5x10* (B) MSC egyiittes
transzplantacioja normalizalja a kisérleti allatok vércukorszintjét, és végleges gyogyulast
eredményez. A 2,5x10* MSC-vel végzett kotranszplantici6 mar nem elegendé a
gyogyulashoz (C), mig 6nmagukban alkalmazva az MSC-k — legalabbis ebben a sejtszam
tartomdnyban - nincsenek hatdssal a vércukorszint alakuldsara (D) (n=6). Minden

szimbolum egy-egy allatot reprezental. A szimbolum eltiinése a diagramrol az adott allat
pusztulasat jelzi.
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48. abra. A cukorbeteg egerek szérum inzulin-szintje is normalizalodott friss
csontveldi magvas sejtek és mesenchymalis 6ssejtek kotranszplantacidjat kovetéen.
(A) 10° BMC-vel és 10° MSC-vel, illetve (B) csak 10° BMC-vel, vagy (C) 2x10° MSC-vel
oltott cukorbeteg egerek szérum inzulin szintjének alakulasa a kisérlet soran (atlag +
szoras, n =9).
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49. abra. Gliikoz tolerancia teszt és szovettani regeneracio. (A) Az egy ¢jszakan at
¢heztetett allatok 2g/teststly kg gliikozt kaptak intraperitonedlisan, majd a jelzett
idépontokban mértiikk a vércukorértékeket (atlag + szords, n=15). Az egészséges kontroll
(B), a cukorbeteg (C), és az STZ-vel kezelt, majd 10° BMC-vel és 10° MSC-vel
transzplantalt egerek (12 héttel a transzplanticid utan) pancreasdbodl késziilt metszetek
inzulinra tortént immunhisztokémiai jelolése jol mutatja a B-sejteknek az Ossejt kezelés

crer
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Az MSC-k MHC haplotipusa nem befolyasolta az eredményeket. Az allogén (CD1)
¢és szemiszingén ((C57B1/6xDBA/2)F1) MSC-k éppoly hatékonyak voltak a kezelés soran,
mint a szingén (C57Bl/6) dssejtek (nem mutatjuk). Kulcsfontossdgiinak bizonyult viszont
az MSC-k szoveti eredete. Mig a Cs-, FCs, Zs-, Ao-, és Lp-MSC-k egyforman alkalmasak
terapias célra, a thymusbol szarmazo6 dssejtek — legalabbis ebben a kisérleti rendszerben —
hatastalanok voltak. A BMC-kkel és Th-MSC-kkel végzett transzplantaciot kovetden —
eltérden az Osszes tobbi vizsgalt sejt-kombinaciotol - a cukorbeteg egerek nem gyogyultak
meg (50. abra). Szintén lényeges a transzplantacié idépontja. Ha az STZ kezelés
megkezdésétdl szamitott 8. napon végeztiik a beavatkozast, akkor 9-bdl 6 allat, a 15. napon
transzplantaltak egerek esetében 9-bdl 9 allat, mig a 29. napon kezelt cukorbeteg egerek
koziil egyetlen egy sem gyogyult meg. Az Ossejt kezelésnek tehat van egy optimalis

idépontja, ami mindenképpen a betegség viszonylag korai fazisara esik (nem mutatjuk).
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50. abra. Nem csak a csontveldi mesenchymalis 6ssejtek alkalmasak a diabetes
gyogyitasara. Cukorbeteg (STZ kezelt) allatok tulélése, amelyeket a kezelés
megkezdésétdl szamitott 15. napon, 250 ¢cGy TBI-t kovetéen 10° szingén BMC és 10°
csontveldi, zsirszovet, 1ép, thymus, vagy aorta fal eredetli MSC-vel transzplantaltunk. Jol
lathato, hogy a vizsgalt MSC-k koziil csak a thymus eredetii sejteknek nem volt terapias
hatasuk ebben a kisérleti rendszerben (n=6).



dc_404 12 121

4.4.3.2. A kezelés egy endogén regenerdcios folyamatot indit el a beteg allatokban

A gyogyult egerek 1Uj B-sejtjei elméletileg akdr endogén, akar donor eredetii
sejtekbol (MSC és/vagy HSC) is kialakulhattak. Ennek tisztazésdra az STZ kezelés
megkezdése utani 15. napon 250 c¢Gy TBI-nek kitett, majd 10® BMC-vel és 10° csontvel6i
MSC-vel transzplantalt, gyogyult allatok pancreasabol készitett metszeteken egy Y
kromoszoma-specifikus, fluoreszcens festékkel jelolt proba segitségével in situ
hibridizaciot (FISH) és inzulin specifikus immunfestést végeztiink. Mivel a graftot alkoto
sejtek mindegyike him allatbdl szarmazott, a recipiens egerek pedig ndstények voltak, a
kettos jelolés segitségével eldonthettiik, hogy a regeneracid soran keletkezett 1) B-sejtek
donor, vagy recipiens eredetiick-e. Kontrollként egészséges him allatok hasnyalmirigyébdl
szarmazo metszeteket hasznaltunk. Mint a 51A-C 4bra mutatja, az dssejtekkel kezelt
cukorbeteg egerek hasnyalmirigyében sem a transzplantaciot kovetd 2., sem pedig a 82. (a
szigetek regeneracidja utdni) napon nem talalhatok Y-kromoszémat hordozd, inzulin-
pozitiv sejtek. Donor eredetli MSC-kbdl szdrmazd — zolden fluoreszkalo - sejteket akkor
sem taldltunk a regeneralodott szigetekben, amikor a kisérletet CD1-TgEGFP egerek
csontveldjébodl izolalt MSC-kkel is megismételtiik. A pancreas regeneracidja soran
keletkezett 0j B-sejtek tehat recipiens eredetliek, vagyis az Ossejt kezelés egy endogén
regeneracios folyamatot inditott el a cukorbeteg allatok hasnyalmirigyében.

Kimerizmus csak a transzplantalt allatok csontveldjében alakult ki, és ott is csak
atmenetileg. A transzplantaciot kdvetd 10. napon mintegy 6-12% Y-kromoszoma pozitiv
magvas sejtet taldltunk a BMC-vel és MSC-vel oltott allatok csontvelé mintaiban, ezt
kovetden azonban a donor sejtek aranya a vérképzo rendszerben is gyorsan csokkent (51D,
E abra). A kimerizmust a friss csontveld grafiban taldlhatd hematopoetikus sejtek hoztak
létre, mivel zolden fluoreszkald stroma elemeket akkor sem tudtunk kimutatni a
recipiensekben, amikor CD1-TgEGFP egerek MSC-ivel végeztiik a beavatkozast. EGFP-t
expresszalo sejtek egyébként a gyogyult allatok mas szerveiben (maj, 1ép, tiid0) sem
fordultak elé ¢és daganat keletkezését sem tapasztaltuk kisérleti allatainkban (nem

mutatjuk).
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51. abra. A Langerhans-szigetek regeneracidja soran keletkezé j B-sejtek endogén
eredetiiek. (A) Egészséges him C57BIl/6 egér, (B) STZ kezelt ndstény C57Bl/6 egér (14
nappal a kezelés megkezdése utan), és (C) dssejtekkel kezelt, kordbban cukorbeteg allat (a
kisérlet 84. napjan) pancreas metszete. A sejtmagok kékek (DAPI jelolés), az inzulin vords
(immunhisztokémia), az Y kromoszomdk pedig z6lden fluoreszkdlnak (FISH). (D) A
magvas sejtek szdmanak alakuldsa a csontveldében a transzplantacid utan (atlag + szoras,
n=9), és (E) ezen beliil az Y kromoszéma pozitiv (donor eredetil) sejtek szazalékos aranya
(n=5).
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4.4.3.3. A mesenchymalis ossejtek a [-sejt specifikus T-sejt valaszt is gatoljak kiserleti
rendszertinkben

A B-sejtek STZ-vel indukalt tomeges pusztulasat gyulladasos ¢€s részben
autoimmun reakcio(k) kisérik a szervezetben (Paik SG et al, 1980). Kézenfekvonek tlint
tehat, hogy az MSC-k elsdsorban ezeket a folyamatokat gatolva jarulnak hozza a
cukorbeteg egerek gyogyulasahoz. Ezt tisztazando végeztiik el a 52. abran vazolt kisérletet.
T-sejteket izolaltunk a nem transzplantalt, a csak BMC-kkel, csak MSC-kkel, illetve a
kettd kombinéciojaval oltott cukorbeteg egerek hasnyalmirigyébdl. Antigén-bemutatd
sejtként (APC) ugyancsak STZ-vel kezelt egerek 1€pébdl szarmazé adherens sejteket
alkalmaztunk. Ezek az APC-k csak azokat a pancreasbdl szarmazo, autoreaktiv T-sejteket
késztették intenziv osztdodasra antigén (pancreas kivonat) jelenlétében, amelyek a nem
transzplantalt (53A abra), vagy a csak BMC-kkel oltott allatokbol szarmaztak (53C ébra).
Ugyanakkor a kizarolag MSC-kkel (53D abra), vagy BMC-kkel és MSC-kkel egyiitt oltott

(53B abra) egerek T-sejtjeinek proliferacioja egészen csekély mértéki volt.

S . Autoreaktiv T-sejtek
Szingén Allogén g proliferaciéja
BM MSC
% Htimidin
c57B16 I In vitro Kultara -
Transzplantacio ‘t 15 Gy
15. nap,
o o [T
T' e f LepapPc
-Sejiek a a 8. napon
E 4 pancreashal ( pon)
C57BI6 ¢ C57/BI6
STZ kezelés STZ kezelés

52. abra. A cukorbeteg allatok hasnyalmirigyében megjelené autoreaktiv T-sejtek
kimutatasara szolgalo kisérlet vazlata
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53. dbra. A mesenchymalis 6ssejtek gatoljak a B-sejt specifikus T-sejt valaszt. STZ-vel
kezelt, de nem transzplantélt (A), STZ-vel kezelt, majd BMC-vel ¢s MSC-vel oltott, (C)
STZ-vel kezelt és csak BMC-vel transzplantalt, illetve (D) STZ-vel kezelt és csak MSC-
vel oltott llatok pancreasabél izolalt T lymphocytakat (2 x 10° sejt/lyuk) egészséges, vagy
8 nappal korabban STZ-vel kezelt egerek 1épébél izolalt adherens sejtekkel (5 x 10°*
sejt/lyuk) kevertiink 6ssze 96 lyuku, lapos fenekli tenyésztétalcakon. A kulturakat 72 ora
elteltével 1 pCi *H-timidinnel jelsltiik és tovabbi 18 6ra mulva learattuk a sejteket. A
belitésszdmokat (cpm) folyadékszcintillatorban mértiik. Harom kisérlet atlaga + szoras
(n=3).
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A megfigyelt T-sejt valasz specificitasat ugy igazoltuk, hogy az STZ-vel kezelt
(cukorbeteg), vagy ovalbuminnal (OVA) oltott (de nem cukorbeteg) egerekbdl szarmazo T
lymphocytékat cukorbeteg, vagy kezeletlen kontroll allatok 1épébdl szarmazd APC-kkel
kevertiik 6ssze. Az autoimmun T-sejtek osztodasat csak a cukorbeteg egerekbdl szarmazo
APC-k tudtak kivaltani, mig a kontroll allatok APC-inek nem volt ilyen hatasa. Ha a
kontroll APC-khez in vitro pancreas kivonatot is adtunk, akkor azok is képessé valtak, az
autoreaktiv T-sejtek aktivalasara. Az OVA-specifikus T lymphocytdk viszont csak akkor
osztddtak a tenyészetekben, ha az APC-ken kiviil OVA-t is adtunk a kultirdkhoz (16.
tablazat).

16. tablazat. Az STZ-vel kezelt allatok 1épébdl nyert antigén bemutaté sejtek
pancreas eredetii sajat strukturakat mutatnak be, amiket az autoreaktiv T-sejtek

felismernek®
Antigén-bemutato . L *H-timidin
sejt T-sejt Antigén in vitro felvétel
T okorels STZ-kezelt - 3255 + 344%
5 eger Pancreas kivonat 8762 £ 744%*
egerek pancreasbél OVA 3420 + 320*
lépébaol
OVA-nal ] 598 + 52
immunizalt egér Pancreas kivonat 604 £ 59
nyirokcsomobol OVA 4472 £ 418*
Kezeletlen Stekeselt - 505 £ 33
¢ egér Pancreas kivonat 7010 £ 698*
kontroll pancreasbol OVA 511 + 64
egerek
1épébél OVA-nal - 523 + 69
immunizalt egér Pancreas kivonat 544 + 61
nyirokcsomobol OVA 8245 + 780*

“Harom kisérlet atlaga + szoras; * p < 0,05.

Mivel azt mar korabban kimutattuk (Id. 4.4.3.1.), hogy az MSC-k 6nmagukban
adva nem befolyasoljak a betegség lefolyasat, megallapithatjuk, hogy az MSC-k ad4sanak
koszonhetd immunszuppresszid sziikséges, de - onmagaban - nem elégséges feltétele a
adagoléasaval (10 mg/teststuly kg, a 10. 17. és a 19. napon) az MSC-k nem helyettesithetok

kisérleti rendszeriinkben (nem mutatjuk).
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5. Megbeszélés

5.1. A mesenchymalis 6s-, vagy stroma sejtek eredete és sokfélesége

tanulmanyozott teriilete ezen sejtek ontogenezise (Javazon EH et al, 2004; Pevsner-Fischer
M et al, 2011). Nem tudjuk, hogy honnan erednek, vagyis az egyedfejlédés soran mikor,
hol és milyen sejttipus(ok)bol alakulnak ki az MSC-k. Egyaltalan beszélhetiink-e egy
egységes MSC fejlodési vonalrol, vagy a kiillonbozo szervekbdl, illetve szovetekbdl izolalt
stroma sejtek részben eltérd felszini markerei és differencidlodasi képessége (1d: 4.1.-ben)
kiilonbozdé — esetleg eltérd eredetii - MSC populaciok (vagy szubpopulédciok) létezésére
utal? E kérdések megvalaszoldsa igen nehéz, mivel nem ismeriink olyan gént, vagy
géneket, amik csak az MSC-kben fejezOdnek ki, igy a hagyomanyos ,lineage tracing”
modszerek esetiikben nem alkalmazhatok. Az egyik lehetséges — indirekt — megkozelités a
kiilonbozé szoveti eredetit MSC-kben: (i) az Ossejtek esetleges pluripotenciajaval
Osszefliggésbe hozhato, (ii) a mar szdmos munkacsoport altal leirt, un. ,,klasszikus MSC”,
(i) a mesenchymalis sejtekre 4ltaldban jellemzd, valamint (iv) a mesoderma
Osszehasonlitd vizsgalata volt a csontvelObdl, zsirszovetbdl, thymusbol, 1€pbdl, és aorta
falbol izolalt MSC populaciokban (1d: 4.2. és 4.3.-ban).

Az elmult években szamos olyan publikacio jelent meg, amelyek mind az egér
(Anjos-Afonso F and Bonnet D, 2007), mind az emberi eredeti (Gang EJ et al, 2007)
stroma kultiradkon beliil egy olyan kisebb sejtpopulaciot véltek felismerni, mely bizonyos
pluripotencia géneket - elsdsorban a PouSf1/Oct-4-et — is expresszalja. Ezzel szemben
Lengner és mtsai (Lengner CJ et al, 2007) — szamos mas munkacsoporttal egyiitt - kizartak
egy pluripotens szubpopulaci6 jelenlétét az MSC kulturdkban. Sajat eredményeink is ezt
igazoljak, mivel egyik MSC tenyészetiinkben sem taldltunk kimutathatdé mennyiségl
Pou5f1/Oct-4, Nanog, vagy Rex-1/Zfp-42 mRNS-t, mig a kontroll ES sejtek nagy
mennyiségben fejezték ki ugyanezeket a géneket. Igy elvethetjiik azt a hipotézist, miszerint
a kiilonbozo in vitro tenyészetekben ndvekedd stroma populdcidkon beliil 1étezik egy
pluripotencia géneket (is) kifejezd sejtcsoport, ami a valddi — onfenntartd osztdodasokra is
képes — mesenchymalis Ossejtekkel azonos. A sziiletés utdn a szervezetben el6fordulo
MSC-k tehat semiképpen sem tekinthetdk valamiféle korai “embrionalis maradvanynak™.

Bar az altalunk vizsgalt, kiilonboz6 eredetti egér MSC populéciok - FCs-MSC, Cs-
MSC, Zs-MSC, Th-MSC, Lp-MSC, és Ao-MSC - felszini markereiket tekintve részben
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eltéronek bizonyultak (Id: 4.1.1.-ben), megfeleld induktorok jelenlétében mindegyikiik
képes volt adipocyta és osteoblast iranyu differencidlodéasra. Az ehhez sziikséges ,,mester
transzkripcids faktorokat” kodold gének (Bglal, Runx2 és Pparg) kifejezddése ugyancsak
egyértelmii volt az Osszes sejtpopulacioban. Ezen tilmenden - Menicanin és mtsai
(Menicanin D et al, 2009) korabbi eredményeivel O6sszhangban - valamennyi MSC
mintadban nagyszdmu, a mesenchymalis és/vagy mesodermalis eredetli sejtekre jellemzd
marker expresszalodott, mint példaul az a-simaizom aktin, kollagén I a-lanc, vimentin,
novekedési faktorok (BDNF, EGF, FGF2, HGF, IGF1, VEGFa), morfogének (BMP4,
TGF-B1, TGF-B3), citokinek (IL-6, GM-CSF), sejtadhéziés molekulak (CD44, B-catenin,
endoglin, MCAM, VCAMI1), ¢és integrinek (CD29, CD49f, CD51, CD1I1c). Komolyabb
mennyiségi eltéréseket is csak néhany szekretalt, illetve sejtfelszini molekula — példaul a
BMP6, az FGF10 és a HGF - génjének kifejezddésében talaltunk (1d: 4.2.-ben). Ennek a
kozos — minden Aalatlunk vizsgadlt MSC populdcidban kifejez6d6 — genetikai
ujjlenyomatnak tovabbi fontos alkotoi a Cuxl, Kif4, és Gata6 gének. Ezek az embrionalis
fejlédés sordn, az organogenezisben, valamint a sejtosztodds és differencialodas
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo transzkripcios faktorokat kodolnak (Sansregret L and
Nepveu A, 2008; Suzuki E et al, 1996). Osszecseng ezzel, hogy az emberi MSC-k
onfenntartd képessége erdteljesen csokken, ha a GATA6 gén mukodését kis gatlo RNS-el
csendesitik (Kubo H et al, 2009). A Gata4 transzkripcios faktor a csontveldi eredetli sejtek
kivételével valamennyi MSC populacioban kifejez6dott. A Gata4 gén expresszidjat
elsésorban olyan jelatviteli utak szabalyozzak, amelyek az endoderma és a mesoderma
korai specifikacidja, valamint a zsigeri szervek egy részének (sziv, bél, mdj, pancreas)
kialakuldsa soran nélkiilozhetetlenek (Watt AJ et al, 2007). Az Nkx2.5, ami az Ao-MSC-
kben és a Lp-MSC-kben fejez6dott ki egyértelmiien, ugyancsak képes fokozni a Gata4 gén
atirodasat (Riazi AM et al, 2009).

Figyelemre méltd, hogy a csontveld, a 1ép €s az aortafal eredeti MSC-kben Pax3
specifikus mRNS is kimutathat6. Morikawa és mtsai (Morikawa S et al, 2009) kordbban
leirtdk, hogy az ontogenezis soran megjelend MSC-k ,.els6 hullama” a duclécbdl ered, igy
felmeriilhet, hogy a sziiletés utani MSC készlet egy része is ectodermalis eredetii. Ennek
azonban ellentmond, hogy a Pax3 kifejezddése azokra a somita teriiletekre is jellemzo,
melyekbdl a késébbiekben az embriondlis vazizom elddsejtjei, illetve a fejlédo
végtagbimbok izomsejtjeinek progenitorai alakulnak ki (Lagha M et al, 2010). Raadésul

egyetlen mas altalunk vizsgalt, az idegrendszer fejlédésében szerepet jatszd transzkripciods
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faktort kodolo gén (Arx, Dmbxl1, LbxI, Otx2, Phox2b, Propl, és Six3) sem fejez0dott ki
MSC mintdinkban. Mindezek alapjan tehat a csontvel6bdl (femur), zsirszovetbdl,
thymusbol, 1épbdl és aorta falbol izolalt MSC populacidk mesodermalis eredetiiek és
részben kozos ,,genetikai ujjlenyomattal” rendelkeznek, ami (i) kozds eredetiikre, és/vagy
(11) parhuzamos fejlédésiikre utalhat (54. abra). (Meg kell azonban jegyezni, hogy a
craniofacidlis teriiletrél szdrmaz6 MSC-ket nem vizsgaltunk, igy ezek ectodermalis
eredetét nem vitathatjuk).

Folytatva a fenti gondolatmenetet, a Dix1, a Six4 és az Mkx gének minden MSC
tenyészetben = megfigyelhetd, erdteljes  kifejezodése  alapjan  kozelebbrél s
meghatarozhatjuk az ontogenezisnek azt a szakaszat, amikor ezek a sejtpopuldciok
kialakultak (Id: 4.3.2.-ben). A DIx gének az agy fejlédésében és az egyes agyteriiletek
elhatdrolodasaban, az arckoponya strukturdinak, valamint az axialis €s az appendikularis
csontvaz kialakitdsdban jatszanak szerepet (Kraus P and Lufkin T, 2006). A Six4 az
embrionalis élet 8. napjatol kezddédden idében atfedd jelleggel, egymas utan irodik at a
somitdkban, a végtagbimbokban, a gerincveld hatulsdo ducaiban és a kopoltytivekben,
végiil egyes belsé szervekben (Ando Z et al, 2005). Emellett a Six4 fehérje meghatarozé
szerepet jatszik a sejtciklus néhany ellenérzé pontjanak szabalyozasaban is (Ford HL,
1998). Az Mkx az embrionalis élet 9. napjatdl fejezddik ki a dermomyotom ventrolateralis
terliletein Uigy, hogy egy anterior posterior irdnyu gradienst hoz létre. A somitogenezis
késObbi szakaszdban az Mkx étirodik az inak kialakitdsaért felelés syndetomban és a
sclerotom eredetli, kondenzal6d6 mesenchymateriileteken, amelyek — tobbek kozott - a
proximalis bordédkat és csigolyatesteket hozzak majd 1étre (Anderson DM et al, 2006). Az
Mkx fehérje homeodoménje révén képes kotddni a megfeleld DNS szakaszokhoz
megakadalyozva az érintett embriondlis szovetek myogén irdnyu differencialédasat
(Anderson DM et al, 2009). A génkiiitott egerek inai testszerte alulfejlettek. Az inak
Ossztomegének csokkenése ellenére azonban, az Mkx-/~- éllatok farki inkotegeiben a
sejtszam nem nagyon tér el a vad tipust egerekétdl (Ito Y et al, 2010; Liu W et al, 2010). A
kiilonb6z6 MSC populacidok tehat mindenképpen a poszt-szegmentacios mesodermabdl,
azon beliil valésziniileg a somitak teriiletérdl eredeztetheték. E mellett szol az is, hogy a
mesoangioblastok, egy korai multipotens mesodermalis progenitor sejttipus (Esner M et al,
2006), ¢és a posztnatilis leszalld aorta simaizomsejtjei is a somitdkbdl szarmaznak
(Wasteson P et al, 2008). S6t, Pouget és mtsai (Pouget C et al, 2008) szerint a pericytak,
valamint a torzs és a végtagok vaszkularis simaizomsejtjei, illetve az aortafali sejtek egy

része szintén a sclerotombol szarmazik.
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Ugyanakkor azt is igazoltuk, hogy a kiilonb6z6 eredeti MSC populéciok egyedi
“Hox koddal” vagy “Hox gén expresszids ujjlenyomattal”, azaz egyértelmii ,,pozicionalis
memoriaval” rendelkeznek (1d: 4.3.1.-ben). Korabban Ackema és Charite (Ackema KB and
Charité J, 2008) mar leirtak, hogy az egerek kiilonbdz6 csontjaibol izolalt MSC-k Hox gén
mintdzata egymastol eltérd. Az emberi test szamos, jol koriilhatarolt anatomiai teriiletérol
szarmazo fibroblastok eredete HOX gén expresszids mintazatuk alapjan meghatarozhatd
(Chang HY et al, 2002). A simaizomsejtek (Chi JT et al, 2007) és a zsirsejtek (Gesta S et
al, 2006) Hox kodja szintén pontosan kijeldli azok eredeti poziciondlis identitdsat a
szervezeten beliil. A Hox gének tehat, amelyek az embrionalis fejlodés korai szakaszaban a
szegmentalddasi folyamatokat és a testtengelyek kialakulasat szabdlyozzak, a felndtt
szervezetben azt reprezentaljak, hol is helyezkedik el az adott sejt a soksejtii szervezeten
beliil (Wang KC et al, 2009). A ,klasszikus” Hox gének mellet néhany olyan, elsésorban
szintén homeodomén tartalmu transzkripcios faktort kodold gént is azonositottunk,
amelyek preferencidlisan csak egy-egy, meghatarozott eredeti MSC populaciéban
fejezOdnek ki erdteljesen (1d: 4.3.2.-ben). A Thx5 és az Fgfl10 génekrdl atirodott mRNS-ek
példaul kifejezetten a thymus eredeti MSC-kre jellemzdéek. Ez nem meglepd, hiszen
kozismert, hogy FGF10 hianyaban a thymus fejlodése korai embrionalis allapotban leall
(L1 QY et al, 1997), mivel a thymus epithel sejtek csak a Tbx5/FGF10 jelatviteli ut
hibatlan miikodése esetén képesek megfelelden osztddni és differencidlodni (Revest JM et
al, 2001). Ugyancsak bizonyitott, hogy a Tbx5 szdmos gerinces faj, koztiik az egér és az
ember mellsé/felsé végtagjainak kialakitdsdban is 1étfontossagu szerepet jatszik.
Olyannyira, hogy Tbx5 hidnyaban még a végtagbimbok sem alakulnak ki (Agarwal P et al,
2003). A Tbx5 ugyanis kozvetleniil aktivalja az Fgf10 gént, mig az FGF10 fehérje pozitiv
visszacsatolds utjan fokozza a Tbx5 expressziojat. A Thx5 mutacidja all az 6rokletes Holt-
Oram szindroma hatterében is (Li QY et al, 1997), ami az érintettekben a felsé végtagok és
a sziv fejlddési rendellenességeihez vezet. Szintén a Th-MSC-kre jellemzd a Pitx2
expresszidja. Ez a transzkripcids faktor is nélkiilozhetetlen a mellsé végtagok normadlis
fejlédése soran. Tultermeltetése sulyos in, izom és csont fejlédési rendellenességeket okoz
(Holmberg J et al, 2008). A TIxI mRNS kiilonésen nagy mennyiségben keletkezik a 1ép
eredeti MSC-kben. A TIx1 fehérje elengedhetetlen a 1ép kialakulasa és novekedése soran
(Roberts CW et al, 1994). A TixI-null mutans egerek életképesek de hidnyzik a Iépiik.
El6telepe az embriondlis élet 13.5 napjaig normalisan fejlédik, de azt kovetden -
feltehetden az elégtelen mesenchymalis proliferdcié okdn - mar nem nodvekszik tovabb

(Kanzler B and Dear TN, 2001; Brendolan A et al, 2007). A fejlédd 1€p mesenchymaja
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szoros kapcsolatban 4ll a dorsalisan fejlodé pancreastelep mesenchymaéjaval és mindkettd
kifejez egy masik, evolucios értelemben szintén konzervalt homeobox gént, az Nkx2.5-6t,
ami az Lp-MSC-kben is expresszalodik. Az Nkx2.5 fehérje — tobbek kozott — gatolja a
szoveti homeosztazis fenntartasdban (Hu B et al, 2010). Az sem meglepd, hogy a Pitx]
transzkripcidés faktor, amely a hatsovégtag elkiiloniilésének ¢és tovabbi struktirdinak
kialakitasaban jatszik szerepet (Meijlink F et al, 1999), kizardlag a 14 napos és a fiatal
feln6tt allatok — femurbol izolalt - csontvel6i MSC-iben jelenik meg. Més stroma sejt
tenyészetekbdl nem tudtuk kimutatni a Pitx] mRNS-t. Az Ao-MSC-kre az En2 és a Gdf6
gének kifejezddése a jellemzd. Az En2 transzkripcios faktor a mesencephalon és a
metenchephalon kialakitdsadban, a cerebellum helyének kijeldlésében, valamint a feji izmok
elhatarolodaséaban jatszik fontos szerepet (Sarnat HB et al, 2002; Herrup K et al, 2005). Az
Ao0-MSC-kben kifejez0dé En2 gén szerepét jelenleg nem ismerjiik. A masik, ugyanebben
az MSC populacioban erdteljesen expresszalodd gén, a Gdf6 viszont fontos lehet az
aortafal rugalmassaganak megdrzésében. A Gdf6 altal kodolt BMP-13-r6l tudjuk, hogy az
inak és porcok esetében gatolja a kalcifikdciot, azaz a csont irdnyu differencialodést
(Chang SC et al, 1994). Kotoszoveti sériilést kovetd gyogyulasi folyamatokban a BMP-13
Uj inak/inszalagok kialakitasat, és proteoglycanok — chondrocyta markerek — képzddését
indukélja (Bobacz K et al, 2002). Az orokletes Klippel-Feil szindroma hatterében a BMP-
jar (Tassabehji M et al, 2008). A génkilitétt egérmodellben ehhez az inak, porcok és az
iziiletek kialakuldsanak rendellenességei is tarsulnak (Settle SH Jr et al, 2003).
Osszefoglalasként tehat megallapithatjuk, hogy a kiilénbzé szervekben talalhato
mesenchymalis 0s-, vagy stroma sejt populacidk az ontogenezis sordn a mesoderma
szegmentalodasat (a somitdk kialakuldsat?) kovetéen jonnek Ilétre, az egyes
testszelvényekben  kiilon-kiilon meginduld, de parhuzamos fejlédési folyamat
eredményeként. Ezek a sejtpopulacidk hatarozott pozicionédlis memoriaval rendelkeznek,
ami részben eltéré Hox génexpresszids mintazatukon, részben néhany - elsésorban (vagy
kizardlag) az adott szervre, illetve testszelvényre jellemz6 - kulcsfontossagl transzkripcios
faktort kodolo gén kifejez0désén alapul. Ilyen gének példaul hatsd végtagok fejlodését
meghataroz6 Pitxl, a thymus kialakuldsa sordn nélkiilozhetetlen 7hx5, €s a normalis
1épfejlodéshez sziikséges TixI (54. abra). Mas szoval, a kiilonbozé MSC populaciok
részben eltéré génexpresszids profilja tiikrozi a sejtek eredeti (in sifu) anatdmiai

lokalizacigjat.
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Mivel ezt a — részben egyedi - génexpresszios profilt az MSC-k in vitro
tenyésztésiik sordn tartdésan (esetiinkben 10-15 atoltason keresztiil) megdrzik,
eredményeink a regenerativ orvoslds szamdra is fontosak lehetnek. Bar sejttenyészetben
valamennyi MSC képes osteoblast, adipocyta és chondrocyta iranyba differencialddni,
egyaltalan nem biztos, hogy in vivo regenerativ potencialjuk is azonos (Al-Nbaheen M et
al, 2012). A szdveti regeneracié soran esetenként meghatarozo jelentdséggel birhat, hogy
az MSC graft és a sériilt célszovet/szerv topografiai memoridja mennyire hasonld, vagy
eltérd. Leucht és mtsai példaul leirtdk, hogy csontsériilések regeneracidja soran a
kiilonbozo eredetii MSC-k nem feltétleniil helyettesithetik egymast. A mandibulabol izolalt
- Hoxall negativ - csontveldi MSC-k mind a tor6tt allkapocs, mind a sériilt tibia
Hoxall pozitiv - MSC-k viszont csak a tibia csontdllomanyaba tudtak megfeleléen
beépiilni, a sériilt allkapocsban inkabb hegesedést okoztak (Leucht P et al, 2008). A
kiilonbozé emberi MSC-k — szoveti eredetiikt]l fiiggben - eltéré mértékben képesek
eldsegiteni a sziv (Gaebel R et al, 2011), vagy a distr6fids izom (Vieira NM et al, 2010)
regeneracigjat. A tiidébdl szarmazé MSC-k néhany, a tiido fejléddése soran
nélkiilozhetetlen transzkripcios faktort kodold gént is expresszalnak (Bozyk PD et al,
2011) és a keringésbe juttatva Oket elsdsorban a 1égzdszervbe vandorolnak (Badri L et al,
2011). A szivbdl és a vesébdl szarmazdo MSC-kben szintén kifejezddnek az adott szervre
jellemzé gének (Pelakanos RA et al, 2011). Zanini és mtsai pedig elsdsorban a
hasnyalmirigybdl izolalt MSC-ket tudtak inzulin-termeld sejtekké differenciéltatni in vitro
kultaradban (Zanini C et al, 2011). Mindez természetesen nem jelenti azt, hogy a kiillénb6zo
eredetli MSC-k — mar csak a génexpresszids mintazatukban tapasztalt nagyfoka atfedés
miatt is — soha, semmilyen kisérleti rendszerben, vagy terdpias beavatkozas soran ne
helyettesithetnék egymast. Inkabb arr6l van szo, hogy érdemes megfontolni, milyen

eredetii MSC-kel lehet a legnagyobb valoszintiséggel elérni a kivant célt.

5.2. A vérképzo o6s- és elodsejtek osztodasanak, differencialodasanak és
mobilizaciéjanak szabalyozasa

Szamos, foként hematologiai eredeti betegség (leukemia, lymphoma, stb.) egyetlen
kurativ terapiaja a csontveld-, pontosabban hematopoetikus dssejt transzplantacid. Sajnos a
megfeleld, fiatal és egészséges donorok szdma erdsen korlatozott, igy a beavatkozas
nagyon sok beteg szamara elérhetelen. A donorhidnyt jelentdsen enyhitené, ha a

rendelkezésiinkre allo HSC-ket in vitro kulturaban is tudndnk szaporitani, ezt azonban
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mind a mai napig nem sikeriilt megvalositani (Dahlberg A et al, 2011). A HSC ,,niche”
rendkiviili Osszetettsége (Id: 1.3.-ban) a legfobb akadély, amit egyelére nem tudunk
tenyésztéedény(ek)ben reprodukdlni. Ezért fontos a HSC ,niche” felépitésében ¢és
miikodésében szerepet jatszo — foként MSC eredetti (Morrison SJ and Spradling AC, 2008;
Wang LD and Wagers AJ, 2011) - sejtek, valamint jeltovabbité utak minél részletesebb
vizsgalata. Mi a Notch rendszernek és egy, a stroma sejtek alatal nagy mennyiségben
termelt lektinnek, a galektin-1-nek a vérképzés szabdlyozdsdban betoltott szerepét
vizsgaltuk.

A Notch jeltovabbité rendszer szerepe a vérképzo 6s- és elddsejtek osztddasanak és
differencialodasanak szabalyozasaban mar az 1990-es évek végén felmeriilt. Jones és mtsai
(Jones P et al, 1998) leirtdk, hogy a Jagged-1 molekuldkat kifejezé stroma rétegen
tenyésztett egér vérképzoé sejtek lagy-gél kultiraban tobb kolonidt képeznek, mint a
Jagged-1 negativ stroman tenyésztett tarsaik. Hasonl6 eredményt kaptak, amikor emberi
koldokzsinor vérbol szarmazé CD34" sejteket inkubéltak Jagged-2-vel transzfektalt
fibroblastokon (Carlesso N et al, 1999). A Jagged és Delta-tipusu Notch ligandumok
szolubilis (Karanu FN et al, 2000; Han W et al, 2000), illetve a tenyésztéedények aljan
inszolubilizalt formaban is segitették a vérképzo elddsejtek koloniaképzését (Karanu FN et
al, 2001; Ohishi K et al, 2002; Varnum-Finney B et al, 2003). Révidesen azt is igazoltak,
hogy a folyamatosan aktiv Notchl mind in vitro, mind in vivo gatolja a HSC-k
differencialodasat (Stier S et al, 2002). Ezért kezdtiik el részletesen viszgalni, hogyan
befolyasolja a Jagged-1 extracellularis doménjének megfeleld rekombinans fehérje
(sJG1EP)  szolubilis (monovalens), illetve Sepharose-4B  gydngydk felszinén
inszolubilizalt (multivalens) formaja a HSC-k ¢és a bel6liik szarmazé elkotelezett elddsejtek
sorsat. Megallapitottuk, hogy az sJ G15P széles koncentracid tartoméanyban (50 ng/ml — 10
pug/ml) - mind mono-, mind mutivalens formaban - ndvekedési kofaktorként szerepel a
lagy-gélben koloniat képezé hematopoetikus elddsejtek (CFU-GEMM, CFU-GM, és BFU-
E) szamara (1d: 4.4.1.1.-ben). Ez azt jelenti, hogy a ligandum Onmagaban ugyan nem
készteti osztodasra a koloniaképzo sejteket, de megfeleld citokinek (GM-CSF, EPO, 1L3)
egyidejli jelenlétében fokozza a proliferacidjukat. Ugyanakkor az olyan ,macskakd”
kultirakban (CAFC), ahol Jagged-1" stroma sejt rétegen folyik a tenyésztés, az sJG1ECP-
nek részben bifazisos hatdsa volt. Magas koncentracidban fokozta a 7-napos, de
csokkentette a 35 napos CAFC frekvenciat, alacsony koncentracioban viszont
szignifikansan novelte a 35. napon a ,,macskakd” kolonidt képzé — azaz fiatal vérképzo

sejtek ardnyat. Amikor Lin  csontveldi sejteket két hétig tenyésztettiink citokinek (SCF,
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FL, TPO) és mono-, vagy multivalens sJG1"P egyidejii jelenlétében, kideriilt, hogy a
multivalens Notch ligandum hatdsara a kontrollokhoz képest mintegy 16-szorosara nét a
35 nap utan CAFC koloniat képz6 — azaz fiatal — hematopoetikus sejtek szama a
kultarakban. Sorozatos csontveld transzplanticioval azt is sikeriilt igazolnunk, hogy
ilyenkor a tartés in vivo repopuléciora képes HSC-k (LTRA sejtek) mennyisége (is) nott a
tenyészetekben. Elmondhatjuk tehat, hogy a Jagged-1 fehérje hatdsa nagymértékben fiigg a
prezentalds modjatol (55. éabra), és a jelfogd sejt érési stddiumatol. Az elkotelezett
elédsejtek Notch receptorai szolubilis ligandum k&tése soran is aktivalodnak és a sejtek
proliferacdja fokozodik. A korai vérképzo sejtek (HSC-k) viszont — kizarolag a multivalens
forma ¢s a megfeleld citokinek egyidejii jelenlétében - tobbszori Onfenntartd osztodasra is
képesek. A mutivalens Jagged-1 ligandum tehat eldsegitette a HSC kompartment
novekedését anélkiil, hogy kdzben romlott volna az dssejtek ,,mindsége”, azaz in vivo
repopulacios képessége. Eredményeinket, miszerint a Notch aktivitds gatolja a vérképzo
Ossejtek differencialodasat, és ezzel in vivo is eldsegiti a HSC kompartment fenntartasat,
az6ta tobb munkacsoport megerdsitette (Duncan AW et al, 2005; Wu M et al, 2007; Weber
JM and Calvi LM , 2010). Szintén szamos megfigyelés igazolja, hogy a vérképzd dssejt
,hiche”-t alkoto sejtek — osteoblastok, endothel és CAR sejtek - valoban nagy mennyiségii
Notch ligandumot, elsdsorban Jagged-1-et expresszalnak (Karanu FN et al, 2000; Weber
JM et al, 2006; Sacchetti B et al, 2007). Mint a bevezetdben részletesen kifejtettiik (1d:
1.3.1.-ben), az utobbi években - kiilonb6zd, kondiciondlt , knock out” egereken végzett
vizsgélatok alapjan - tobben kétségbe vontdk a Notch rendszer szerepét a vérképzés
szabalyozasaban (Mancini SJ et al, 2005; Maillard 1, et al, 2008). Megjegyzendd, hogy
ennek ellentmond6 eredmények is sziilettek (Kim YW et al, 2008). A jelenleg leginkabb
elfogadott hipotézis szerint a Notch jeltovabbitdé rendszer a korai hemato-
vaszkulogenezisben és az els6 definitiv HSC-k kialakuldsaban (Clements WK et al, 2012;
Laranjeiro R et al, 2012), valamint a csontvel0 karosodasat (besugarzast, mérgezést)
kovetd regenerdcioban jatszik meghatirozo szerepet. Mitkodésére tehat foként akkor van
sziikség, amikor az éssejt populacionak - elsdsorban szimmetrikus, dnfenntartd osztodasok
révén — novekednie kell (Weber JM and Calvi LM, 2010). Ez azonban nem zarja ki, hogy a
Notch-nak az egyensulyi (fizioldgids) vérképzés szabalyozasaban is van valamilyen
szerepe. Itt hivatkoznank Kim és mtsainak arra a megfigyelésére, miszerint a Midbomb-1 -
a Notch ligandumok endocitdzisdhoz és a receptorok aktivitdsahoz sziikséges szabalyozo

fehérje — génjének kiiitése stilyos myeloproliferativ betegséget okoz az egerekben (Kim
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YW et al, 2008), illetve utalnank a sajat, myelodysplasias (MDS) betegek vérképzo és

stroma sejtjeinek vizsgalata sordn kapott eredményeinkre (1d: 4.4.1.2.-ben).

2. AR
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Q sJG1E5P Sepharose-4B
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Sepharose-4B
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55. ébra. A Jagged-1 fehérje feltételezett hatismechanizmusa tenyészeteinkben. Az in
vitro kis mennyiségben adott sIG1"“" képes kotédni a stroma réteg extracellularis
matrixdhoz. Az ilyen mdédon immobilizalt Jagged-1 is hatékonyan indukdl onfenntart6
osztodast az Gssejtekben. Nagy mennyiségben a sJIG1°P viszont képes blokkolni a Notch
receptorokat (A). Az in vitro expanzios kultiraban az sJG1°“P-vel fedett gydngyok sokkal
er6sebb multivalens Notch ligandumnak bizonyultak, mint a stroma sejtek felszinén
bemutatott forma, de a sJG15P ebben az esetben is képes volt gatolni a Notch jelzést a
vérképzo dssejtekben (B).

A myelodysplasids szindroéma (MDS) hatterében a csontveldi dssejtek defektusa
kovetkeztében, leggyakrabban idés korban (70-80 év) kialakuld, klonalis megbetegedések
heterogén csoportja all. Jellemzdje az ineffektiv vérképzés: normalis vagy fokozott
cellularitasu csontveld ellenére a vérben egy vagy tobb sejtfejlodési sort (vordsvérsejt,

granulocyta-macrophag és/vagy thrombocyta) érintd cytopenia észlelhetd. A betegek kozel
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felében i1ddvel akut (elsésorban myeloid, ritkan lymphoid) leukaemia alakul ki (Steensma
DP and Tefferi A, 2003; Nimer SD, 2008). Az MDS érdekessége, hogy a betegség — bar
kétségteleniil egy vérképzd klonbol indul ki - minden jel szerint a csontveldi stromat is
érinti. A stromaallomanyban megndvekszik az apoptotikus sejtek és a réluk lefiiz6dd
fragmentumok, valamint az ezeket bekebelezd fagocitasejtek aranya (Shetty V et al, 2002).
Emelkedik a gyulladasos citokinek, els6sorban a TNF-a termelése (Tennant GB et al,
2000), ami valésziniileg hozzajarul a vérképzo sejtek fokozott pusztuldsahoz (Raaijmakers
MH, 2012). Flores-Figueroa ¢és mtsai (Flores-Figueroa E et al, 2005) pedig szamos
kromoszdma rendellenességet is talaltak az MDS-es betegek stromdjaban. Sajat mintdink
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az MDS betegek csontveléi mononuklearis sejtjei
(MNC) lagy gélben kevesebb hematopoetikus kolonidt képeznek, mint a kontroll
mintakbol izolalt MNC-k. A koros csontveld6 MSC-i lassabban novekednek, hamarabb
szeneszcenssé valnak ¢és kevésbé plasztikusak, mint az egészséges kontroll sejtek. Rdadasul
vérképzést tamogatd képességiik is jelentdsen csokkent. Mindezek alapjan feltételeztiik,
hogy a mikrokornyezet — a vérképzd Ossejt ,,niche” — karosodasa is felelés az MDS
kialakuldsaért, amit kés6bb tobb munkacsoport is megerdsitett (Aanei CM et al, 2012;
Flores-Figueroa E et al, 2012). Ami viszont a Notch rendszer miikddését illeti, ha MDS
beteg MNC-it egészséges, vagy MDS stroman inkubaltuk (,,macskakd” kultara), az
sJG1"® magas koncentracidban (5 pg/ml) sem gatolta a 35-42 napos CAFC kolénidk
kialakulasat. MDS betegekben tehat a Notch rendszer mikddése is zavart szenved, ami
meglepd parhuzamot mutat Kim €és mtsai fent mar emlitett (Midbomb-1 ,,knock out” egér)
eredményeivel (Kim YW et al, 2008). A Notch jeltovabbitd rendszer tehat valosziniileg a
normalis, egyensulyi vérképzés szabalyozasaban is szerepet jatszik, ami MDS-ben kérossa
valik és legalabbis részben felelds a korkép kialakitasaért.

A kovetkezd mediator, aminek a hematopoézis szabalyozasaban ¢és a vérképzo
sejtek mobilizacidjaban betoltott szerepét vizsgaltuk a galektin-1 (Gal-1), egy kis
molekulatomegii (14 kDa), szolubilis lektin volt (Barondes SH et al, 1994; Yang RY et al,
2008). Azért ezt a kozismerten immunszuppressziv és gyulladasgatld (Cooper D et al,
2010) anyagot valasztottuk, mert az MSC-kben az egyik legnagyobb mennyiségben
kifejez6d6 fehérje a Gal-1 (Silva WA et al, 2003; Kadri T et al, 2005). A rekombinans Gal-
1, koncentraciodjatol fliggden bifazisosan hat a vérképzo 6s- €s elddsejtek ndvekedésére (1d:
4.4.1.3.-ban). Alacsony koncentraciéban (10-20 ng/ml) ndveli a lagy gélben, illetve 7

napos ,,macskakd” kultaradban koldniat képzo sejtek gyakorisdgat. Magas koncentraciéban
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(5-10 pg/ml) viszont mind az elkotelezett elddsejtek (BFU-E és CFU-GM), mind a
fiatalabb (28-35 napos CAFC) vérképzo sejtek koloniaképzését gatolja. Utdbbi nem
egyszeriien a sejtosztodas gatlasat jelenti, hanem — legaldbbis részben — direkt
sejtpusztulast eredményez. A Gal-1 magas koncentracioban tehat apoptdzist indukal,
aminek mértéke Osszefiigg a sejtek érési stadiumaval. Az elkotelezett myeloid és erythroid
elodsejtek a legérzékenyebbek a Gal-1 indukalt apoptdzisra, mig a fiatalabb — 28 és 35 nap
utdn CAFC koldniat képzo sejtek - ellenallobbak a lektinnel szemben (56. abra). Ez
Osszhangban van azokkal a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a Gal-1 mas sejtek
proliferaciojat is hasonl6 - bifdzisos - modon befolyasolja in vitro kulturdban (Adams L, et
al, 1996), illeteve kiilonbozo sejtekben — példaul T lymphocytdkban — apoptdzist indukal
(Perillo NL et al, 1995, Fajka-Boja R et al, 2002).

LTRA
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Elkotelezett
elédsejtek

Alacsony Magas
galektin-1 galektin-1
koncentracié koncentracio

56. dbra. A rekombinans galektin-1 hatdsa a vérképzé os- és elédsejtek osztédasara és
pusztulasara

A hematopoetikus 0s- és elddsejtek egy része fiziologias koriilmények kozott is
folyamatosan kilép a csontveldbdl €s eljut a kiilonboz6 szévetekbe, majd — révid 1d6 utan -
visszatér a vérképzo ,,niche”-be. Ezeknek az ,,0rjaratozo” (recirkulald) sejteknek a szama
gyulladas, vagy fertézés kovetkezétben jelentdsen megnd, és egy részilk megtapad az
érintett szervekben, ahol érett myeloid — elsésorban DC ¢és fagocita - sejtekké

differencialodik (Mazo IB et al, 2011; Schroeder MA and DiPersio JF, 2012). Figyelembe



dc_404 12 138

véve a Gal-1 gyulladasgatld aktivitasat, megvizsgaltuk, hogy képes-e ennek a folyamatnak
a gatlasara. Nagyszami HSC ¢és elkotelezett elddsejt egyidejii  mobilizacidjat
cicklofoszfamid (Cy) és granulocyta kolonia-stimulalé faktor (G-CSF) segitségével idéztiik
el (Molineux G t al, 1990). Az intravénasan adott Gal-1 do6zis- és idofiiggd modon gatolta
a folyamatot. A csdkkent mobilizacié ellenére az Sca-17, Gr-17 és CDIIb" sejtek
gyakorisaga és abszolit szdma jelentdsen magasabbnak bizonyult a Cy-dal, G-CSF-fel és
Gal-1-el kezelt egerek csontveld mintaiban, mint a csak Cy és G-CSF kezelt allatokéban.
Réadasul, bar a csontveldi magvas sejtek szamat a Gal-1 dnmagéban nem befolyasolta, a
mobilizacio hatasara enyhén megnétt a CFU-GM gyakorisag a csontvelOben, fiiggetleniil
attol, hogy kapott-e az allat Gal-1-et is a Cy-al kombinalt G-CSF kezelés alatt. A Gal-1
tehat a mobilizaci6é soran nem gétolta, inkabb stimuldlta a vérképzd elddsejtek osztddasat
¢s felszaporodasat a csontvelében. Ez dsszhangban van az el6z6 bekezdésben mar emlitett
megfigyelésiinkkel, miszerint a Gal-1 alacsony koncentracidoban fokozza a granulocyta-
macrophag ¢és az erythroid progenitorok proliferaciojat in vitro kultaraban.

A Gal-1 in vivo hatdsmechanizmuséanak vizsgalatakor kizartuk, hogy a lektin a
mobilizacio egyik korai kulcslépését (Heissig B et al, 2002), a matrix metalloprotedzok
aktivalodasat gatolnd. Ugyanakkor megallapitottuk, hogy (i) a Gal-1 gatolja a vérképzo
elédsejtek CXCL12 (SDF-1) indukalt transzendothelialis migracidjat in vitro, (i1) ellentétes
hatassal van a csontveld és a vér cellularitidsara a Cy-dal kombinalt G-CSF kezelés alatt in
vivo, (iil) csak a mobilizdcid6 masodik szakaszaban — amikor a sejtek transzendothelialis
migracioja torténik - van feltétleniil sziikség a lektin jelenlétére a gatlas kialakulasahoz. A
Gal-1 tehat a vérképzd 6s- és elddsejteknek az érfalakon torténd atjutdsat akadalyozza.
Ezzel egybehangzo eredményeket kaptak, amikor a neutrofil granulocytdk hasiiregbe
torténd - IL-1B indukdlt - bedramlasat (La M et al, 2003), illetve a T lymphocytdk
érfalakon torténd atlépését (He J and Baum LG, 2006) tanulmanyoztak. A Gal-1

gyulladasgatlo aktivitdsa tehat — legalabbis részben — a leukocytdk transzendothelidlis

crer

5.3. Immunszuppresszio és gyulladasgatlas

Mint a bevezetOben mar részletesen kifejtettiik (1d: 1.5.-ben), az MSC-k egyik
legmeglepdbb ¢€s terdpias szempontbol legigéretesebb sajatsaga a mind in  vitro
kultirdkban, mind in vivo kisérleti rendszerekben megnyilvanulé erdteljes
immunszuppressziv és gyulladasgatlo aktivitds (Shi Y et al, 2010). Az altalunk kiilonb6zd

szervekbdl izolalt stroma sejtek koziil a csontveldi, zsirszovet és 1ép eredeti MSC-k
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crer

kultaraban (1d: 4.4.2.2.-ben). Az aorta fal eredeti MSC-k gatld aktivitisa mérsékeltebb,
mig a thymus erdetii sejtek sem a mitogén (ConA), sem az alloantigén (MLR) indukalt T-
sejt osztodast nem befolyasoljak (hasonlo jelenséget tapasztaltunk in vivo is, 1d: az 5.4.-
ben). A Cs- és Zs-MSC-knek a T lymphocytak osztodasara gyakorolt negativ hatasat a
ciklooxigenaz enzimeket gatldo indometacin (Indo), valamint a nitrogén-oxid-szintdz gétlo
N-metil-L-arginin-acetdit (L-NMA) — a kordbbi irodalmi adatokkal egybehangzoan
(Aggarwal S and Pittenger MF, 2005; Chen K et al, 2010; Yafiez R et al, 2010) - részben
képes feloldani, egyiittes alkalmazasukkor azonban a két enzimgétlé hatdsa nem additiv. A
T-sejt proliferacio MSC-k altali gatlasaban tehat a prosztaglandin(ok)nak és a nitrogén-
oxidnak (NO) is szerepe van. Kiilondsen a prosztaglandin E2 (PGE2) az a lipid mediator,
aminek mind in vitro (Aggarwal S and Pittenger MF, 2005), mind in vivo (Németh K et al,
2009; Esaki Y et al, 2010) meghatiroz6 szerepet tulajdonitanak az MSC-k
immunszuppressziv és gyulladasgatlo aktivitasdban.

Az MSC-k PGE2 termelésének szabalyozasaval kapcsolatban azonban részben
ellentmond6 eredmények sziilettek. Egyes szerzdk a kozvetlen T-sejt — MSC kdlcsonhatés
fontossagat (Sheng H et al, 2008), masok kiilonb6z6 citokinek szerepét (Yang SH et al
2009; Chen K et al 2010) hangsulyozzak a folyamatban. Az MSC-kben — sok mas sejthez
hasonléan - az arachidonsav PGE2-vé alakulasat a ciklooxigenadz enzim két izoformaja
(COX-1 ¢és COX-2, PGH szintaz-1 és -2) katalizalja. Fiziologias koriilmények kozott a
PGE2 termelést a konstitutiven expresszalodé COX-1 biztositja, gyulladasos kdrnyezetben
azonban ugrasszertien megnd az indukalhato COX-2 expresszioja, ami a PGE2 termelés
fokozodéasahoz vezet (Murakami M and Kudo I, 2004). Sikeriilt igazolnunk (1d: 4.4.2.2.-
ben), hogy az egér Csv- és Zs-MSC-k PGE2 szekrécioja aktivalt T-sejtek, és/vagy
gyulladasos citokinek megfeleld kombinacidjanak jelenlétében valdban erdteljesen
emelkedik. A mitogénnel (ConA) aktivalt T lymphocytakkal egyiitt tenyésztett MSC-k
fokozott PGE2 termelése azonban megszlinik, ha a sejteket félig ateresztd hartyaval
valasztjuk el egymastol. Réaadasul az aktivalt T-sejtek altal indukalt PGE2 termelés
indometacinnal gatolhat6, L-NMA-val viszont nem. Ez, masok megfigyeléseivel (Duffy
MM et al, 2011) egyiitt arra utal, hogy az MSC-k aktivalt T-sejtek altal indukalt fokozott
PGE2 termelésében kulcsszerepe van a kozvetlen sejt-sejt kontaktusnak, de a NO-nak
nincs jelentdsége. Ez természetesen nem zarja ki azt, hogy mas kisérleti koriilmények
kozott az MSC-k immunszuppressziv aktivitdsaban a NO is szerepet kaphat, ahogy ezt

tobben leirtdk (Sato K et al, 2007; Ren G et al 2008). A kozvetlen MSC — T-sejt
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kolcsonhatasban érintett, a COX-2 fokozott kifejezodéséért felelds szignalt, vagy
szignalokat nem vizsgaltuk, de a - masok (Sheng H et al, 2008) 4ltal javasolt - B7-H1
(PDL1) és B7-H4 molekulék fontos jeltovabbitok lehetnek ebben a kisérleti rendszerben.

Azt is megallapitottuk, hogy a TNF-o dozisfiiggéen képes PGE2 termelést
indukalni az MSC-kben. Ezt a hatdsat az IFN-y, ami énmagaban nem valtott ki PGE2
szekréciot, erésen fokozta. Hasonl6 szinergizmust a TNF-a és az IFN-y kdzott szamos mas
rendszerben is leirtak, példdul a RANTES specifikus mRNS termelés (Croitoru-Lamoury J
et al, 2003), a CXCL10 szekrécié (Clarke DL et al, 2010), és az intracellularis adhézios
molekula-1 expresszidja (Ren G et al, 2010) soran. Chen és mtasi (Chen K et al, 2010) az
emberi MSC-k PGE2 termelésének ¢és immunszuppressziv aktivitasdnak egyideji
fokozodasat tapasztaltak, amikor a sejteket IFN-y és valamilyen maés, gyulladasos citokin
(TNF-a, IL-1a, vagy IL-1B) egyidejii jelenlétében tenyésztették. A TNF-a indukalt PGE2
szekrécido L-NMA-val nem gatolhato, a két citokin altal egyiittesen kivaltott PGE2 termelés
viszont — legaldbbis részlegesen — igen. Az IFN-y PGE2 szekrécidt fokozo hatasa tehat
részben NO fiiggd. Tekintettel a kultara feliiliszokban mérhetd igen alacsony nitrit
koncentraciora, adataink arra utalnak, hogy a NO, ez a rendkiviil labilis oxidativ mediator
intracelluldrisan, vagy legalabbis az 6t termeld6 MSC kozvetlen kornyezetében hat,
valoszinlileg Ggy, ahogy ezt az 57. abra mutatja. Természetesen felmeriil a kérdés, hogy
miért van sziikség kozvetlen sejt-sejt kolcsonhatasra ahhoz, hogy jelentés PGE2 termelést
mérhessiink, amikor az MSC-ket aktivalt T-sejtekkel egyiitt tenyésztjiik. Lehetséges, hogy
amikor citokineket adunk a kultirdkhoz, akkor a COX-2 az MSC-kben gyorsan
aktivalodik, mig az MSC - T-sejt kétiranytl kolcsOnhatds soran bonyolultabb és
1doigényesebb folyamatok jatszodnak le. A masik lehetdség, hogy a T lymphocytdk tal
kevés citokint termelnek a kokulturdkban ahhoz, hogy tovabbi — a sejt-sejt kontaktuson
alapulé — szignal(ok) nélkiil is képesek legyenek fokozott PGE2 termelést kivaltani.
Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy az egér Csv- és Zs-MSC-k, aktivalt T-sejtek,
vagy gyulladdsos  citokinek  jelenlétében nagy  mennyiségli, potencidlisan
immunszuppressziv mediatort, PGE2-t termelnek. Az MSC-k PGE2 termelése azonban
tobb, részben atfedd jeltovabbitd ton at is kivalthato.

Az MSC-k altal termelt PGE2 jelentdségét tobbek kozott az adja, hogy ez lehet az
Ossejtek ¢és a mononuklearis fagocitasejtek kozti kolcsonhatas(ok) soran felszabadulo egyik
legfontosabb szolubilis mediator. Sajat, jelenleg foly¢ kutatdsaink (ld: 4.4.2.3.-ban) és
néhany, a kdzelmultban megjelent publikacié (Maggini J et al, 2010; Cutler AJ et al, 2010;
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Hof-Nahor I et al, 2012) arra utal, hogy részben a PGE2 felelés a fagocitasejtek MSC —
macrophag (M®) kolcsonhatas soran bekdvetkezd M2 iranyt polarizacidjaért. Az M2-es
M®-ok pedig nélkiilozhetelenek a gyulladdsos folyamatok fékentartasa, a sebgyogyulas €s
a szovetregeneracid soran (Murray PJ and Wynn TA, 2011; Sica A and Mantovani A,

2012).

TNF- IFN-y

o s NO ?

pce2t

Indometacin

57. dbra. A mesenchymalis dssejtek gyulladaskelté citokinek altal indukalt
prosztaglandin E2 szintézisének szabalyozasa
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5.4. A diabetes mellitus egy lehetséges Ossejtterapiaja

Az 1-es és a 2-es tipusu diabetes mellitusos esetek szdma vildgszerte gyorsan
novekszik (Lam DW and LeRoith D, 2012). Miéta tobbféle rekombindns inzulin is a
rendelkezésiinkre all, még a B-sejtek gyors és teljes pusztulasaval jard, autoimmun
eredetli 1-es tipusu cukorbetegség is jol kezelhet6. Ez azonban nem egyenlé a
gyogyuléssal, hiszen a legkorszeriibb ¢és leggondosabb kezelés mellett is fenyegetnek
- ritkdn az akut, de féleg - a kronikus szovédmények. A kiviilrél adagolt inzulin nem
képes annyira pontosan kdvetni a szervezet percrdl percre valtozd igényeit, mint
ahogy azt az egészséges emberek B-sejtjei teszik fiziologias koriilmények kozott.
Igazi, kurativ terdpia az lenne, ha egyidejlileg sikeriilne (i) pdétolni a beteg elveszett -
sejtjeit, és (i) megallitani a sejtpusztuldst okozo autoimmun folyamatot (1-es tipust
DM esetén), illetve (iii) feloldani a szdvetek inzulin rezisztencidjat (2-es tipusi DM
esetén) (Bluestone JA et al, 2010). Ezért kiséri vilagszerte rendkiviili figyelem a diabetes
mellitus gyodgyitasara iranyuld 1j, Ossejtek felhasznaldsan alapuld terapids eljarasok
kidolgozasat (Aguayo-Mazzucato C et al, 2010).

Laboratériumunkban mi is egy ilyen — a cukorbetegség gyogyitasara alkalmas —
Ossejtterapias eljarast, illetve annak preklinikai modelljét dolgoztuk ki. Kisérleteinket
ndstény C57Bl/6-0s egereken végeztiik, amelyekben kis dozisa STZ ismételt adasaval
idéztiik eld a betegséget (Like AA and Rossini AA, 1976). A méreg szelektiven
elpusztitotta a hasnyalmirigy szigetek inzulin-termeld B-sejtejeit, amit a vércukorszint
értékek gyors emelkedése, a szérum inzulinszintek csdkkenése, és a szdvettani
viszgéalatok egyértelmiien igazoltak (ld: 4.4.3.1.-ben). Az allatokat az STZ kezelés
megkezdése utan 15 nappal, amikor vércukorszintjik két egymadst koévetd napon is
meghaladta a 10 mmol/l értéket, friss csontveld grafttal oltottuk. A korabbi irodalmi
adatokkal (Ianus A et al, 2003; Banerjee M et al, 2005) ellentétben azonban a BMT
(10° BMC/egér) csak atmenetileg lassitotta a betegség progresszidjat és azt is csak
szubletalis (250-450 cGy) besugarzas utan. Letalis (900 cGy) TBI-t kovetden az STZ-
vel kezelt egerek a transzplantacio ellenére elpusztultak. (A méreg és az erds sugarzas
egylittes hatdsa tehdt mar elviselhetelen volt az 4llatok szdmadra). Amikor viszont
szubletalis (250 c¢Gy) TBI utan egyidejiileg 10° BMC-t és 10°, elézéleg in vitro
kultaraban tenyésztett szingén, szemiallogén, vagy allogén MSC-t adtunk
intravénasan a cukorbeteg egereknek, kisérleti allataink meggyogyultak. Vércukor ¢€s
szérum inzulin szintjiik 6-8 hét alatt normalizdlodott. Hasnyadlmirigylikben a

Langerhans-szigetek szdma ¢és mérete megkozelitette az egészséges pancreasban
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talalhatokét. Immunhisztokémiai vizsgéalatok szerint ezek a szigetek megteltek
miikdddképes, inzulin-termeld B-sejtekkel. A gyogyult allatok gliikéz tolerancia teszt
eredményei a kezeletlen kontroll allatokéval azonosak voltak. Kisérleti rendszeriinkben
az MSC-knek dnmagukban — friss csontveldi magvas sejtek egyidejii adasa nélkiil - nem
volt hatasuk a betegség lefolyasara. Annak ellenére sem, hogy tobb munkacsoport szerint
az MSC-k egyediil is képesek lassitani a diabetes progresszidjat (Lee RH et al 2006;
Madec AM et al, 2009; Jurewicz M et al, 2010; Bassi EJ et al, 2012; Bell GI et al, 2012a,
b). Ezeket a kisérleteket azonban - kivétel nélkiil - egészen mas genetikai hatterd,
autoimmun ¢és immundeficiens, NOD, vagy NOD/scid egereken végezték. Raadasul a
kezelések soran alkalmazott sejtszamok is jelentésen eltérnek egymastél, 50-150 x 10°
MSCltestsuly kg, szemben az altalunk alkalmazott — egy preklinikai modellben
gondolkodva joval realisabbnak itélt - 5 x 10° MSC/testsuly kg dozissal. Mindkét tényez6,
vagy esetleg a kettd egyiitt magyarazhatja az eltéré eredményeket. Hozza kell tenniink azt
is, hogy nem minden MSC bizonyult hatékonynak modelliinkben. A thymusbol izolalt
MSC-k, BMC-kkel egyiitt adva sem voltak alkalmasak a diabetes gydgyitdsara, ami
magyarazhato6 a thymus eredetii MSC-k fent leirt eltéré immunszuppressziv sajatsdgaival.

regeneralodott hasnyalmirigyében sem Y kromoszémat hordozo, sem EGFP', azaz
donor eredetli, netdn inzulinra is pozitiv sejtet nem taldltunk (Id: 4.4.3.2.-ben),
egyértelmil, hogy a kezelés hatasara megjelend 1) B-sejtek recipiens erdetiiek voltak.
A transzplantacid sordn a cukorbeteg allatok szervezetébe juttatott ds- és elddsejtek
tehat nem ¢épiiltek be a pancreasba, ¢s nem transzdifferencidlodtak P-sejtekké,
ellentétben Ianus és mtsai kordbbi elképzelésével (lanus A et al, 2003). (Y
kromoszéma pozitiv sejtek csak a recipiensek csontveldjében, de ott is csak
atmenetileg voltak kimutathatok). Vagyis a sejtterapia kedvezd hatdsa valdsziniileg
szolubilis faktorok kozvetitésével, indirekt iton érvényesiilt. 2008-ban, amikor ezeket
az eredményeinket publikaltuk (Urban VS et al, 2008), irodalmi adatok alapjan
elinditdé novekedési és differencialodasi faktor szerepe tiint meghatarozonak a
folyamatban. Azota kideriilt, hogy a HGF mellett (Mellado-Gil J et al, 2011; Flaquer M
et al, 2012) szdmos tovabbi - az Jssejtek, elsésorban az MSC-k 4altal termelt —
szolubilis mediator (IGF-1, PDGF ¢és PGE2) egyiittes hatdsara van sziikség a
hasnyalmirigy regeneracidja soran (Agudo J et al, 2008; Chen H et al, 2011; Vennemann

A et al, 2012). Ezek a faktorok részben a karosodott Langerhans szigetek oxigén- és
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tapanyagellatasanak javitasa, 1) kapillarisok képzodésének elinditasa révén is segitik uj B-
sejtek képzddését (Hess D et al, 2003; Bell GI et al, 2012a; 2012b), de az endothel
sejteknek az organogenezis soran a hasnyalmirigy kialakuldsaban jatszott szerepe is
kozismert (Lammert E et al, 2003). A kiilonb6zé — részben hematopoetikus (BMC),
részben nem vérképzd eredeti (MSC) sejtpopulacidk, illetve szubpopuldciok
egylittmitkddése biztositja, hogy a szdmos mediator megfeleld mennyiségben és aranyban
termelddjon a kezelés soran. Ezt ujabban Bell és mtsai is megerdsitették (Bell GI et al,
2012a).

A kovetkez6 kérdés az, hogy honnan erednek az Ossejt kezelés hatasara megjelend
uj B-sejtek. Mint a bevezetOben mar részletesen leirtuk (1d: 1.6.-ban) az egyik forras a még
¢letképes — az STZ kezelést talélt - B-sejtek osztddasa lehet (Dor Y, 2006; Bonner-Weir S
et al, 2010). Ugyanigy elképzelehetd az inzulin-termeld sejtek ,,fakultativ éssejtekbol” -
elsésorban ductalis epithel sejtekbdl, vagy esetleg acinus sejtekbdl — kiinduld neogenezise
(Puri S and Hebrok M, 2010; Gianani R, 2011; Seymour PA and Sander M, 2011). Végiil,
bar 1étezésiik vitatott, egy ,.hasnyalmirigy specifikus” dssejtpopulacio 1étezése sem zarhatd
ki teljesen (Yalniz M et al, 2005). A regeneracid sordn keletkezd 0j B-sejtek eredete
azonban — megfeleld kisérleti eredmények hianyaban - tovabbi vizsgalatokat igényel.

Mivel az STZ-indukalt gyors B-sejt pusztulas gyulladéassal, valamint a felszabaduld
sajat — pancreas, illetev B-sejt specifikus — antigének elleni autoimmun vélasszal is jar
(Like AA and Rossini AA, 1976; Paik SG et al, 1980), az inzulin-termeld sejtek az
antibiotikum (STZ) adasa utan egy ideig még folyamatos veszélynek vannak kitéve.
Kisérleti rendszeriinkben az MSC-k jelentdsen csokkentették ezt a [-sejt specifikus
autoimmun T-sejt valasz (Id: 4.4.3.3.-ban). Azoknak a cukorbeteg allatoknak a
pancreasabol, amelyeket BMC-kkel ¢s MSC-kkel kezeltiink, hidnyoznak a pancreas-
specifikus autoantigén(ek) jelenlétében in vitro kultirdban osztodd T-sejtek. A kizardlag
BMC-kkel oltott cukorbeteg allatok hasnyalmirigyében viszont kifejezetten nétt az
autoreaktiv T sejtek aktivitdsa a nem transzplantalt, de STZ-vel kezelt egerekéhez képest.
(Ennek oka az lehet, hogy a BMC transzplantacidé némileg lassitotta a betegség
progressziojat, kedvezObb lehetdséget teremtve az autoimmun valasz kialakuldsahoz és
éréséhez). A csak MSC-kkel oltott allatokban az autoantigén specifikus T lymphocyta
valasz gatolt ugyan, de pancreas regeneracid nem tortént. Meg kell jegyezni, hogy az
MSC-k imunszuppressziv gyogyszer, Cyclosporin A (CsA) adasaval nem helyettesithetok

modelliinkben. A gydgyszer immunszuppressziv hatasa érvényesiil, de hasnyalmirigy
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regeneracio BMC-k egyidejii adasa esetén sem kovetkezik be. Ez is azt igazolja, hogy az
MSC-k a BMC-kkel egyiitt részt vesznek magaban a regeneracids folyamatban is. E
mellett természetesen nem hagyhatjuk figyelmen kiviil a CsA mellékehatédsait — példaul
nephro- ¢és hepatotoxicitdsat — ami szintén nem kedvez a szdvetregeneracionak
(Rezzani R, 2004).

A kozelmultban publikalt eredmények szerint az MSC-k szamos lényeges
valtozast indukélnak az 1-es tipusi DM-ben szenvedé — NOD és NOD/scid - allatok
immunrendszerében in vivo. Tobbek kozott megvaltoztatjdk a Th sejtek aranyat a

Th2-es lymphocytédk javara (Bassi EJ et al, 2012; Ezquer F et al, 2012), csokkentik a

e

crer

Montane J et al, 2011). Nagy valésziniiséggel az STZ-indukalt DM esetében is hasonlo

in vivo valtozasok torténhetnek az MSC-kezelés hatasara.

STZ Transzplantacio
kezelés (BMC + MSC)

BMC + MSC
Diabetes

MSC

58. abra. A streptozotocin indukalt diabetes éssejtterapiajanak feltételezett
mechanizmusa
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Elmondhatjuk tehat, hogy laboratoriumunkban sikeriilt kidolgozni egy, az 1-es

tipusi DM gyogyitasara alkalmas preklinikai allatmodellt, amelyben szingén csontveld
graft (10° BMC/allat iv.) és szingén, szemiallogén vagy allogén mesenchymalis ssejtek
(10° MSC/allat iv.) egyidejii adasaval az STZ indukélta diabetes gyodgyithaté. A terdpia
csak minimalis, csontveld halalt nem okozo6 (250 cGy TBI) elokészito kezelést igényel.
A transzplantélt 6s- és elddsejtek kozvetett Giton, valdszintileg szolubilis mediatorok révén
fejtik ki terapids hatasukat, azaz egy endogén regeneracids folyamatot inditanak el a
hasnyalmirigyben. Ok maguk nem transzdifferencialodnak PB-sejtekké. A beteg allatok
gyogyulasa két parhuzamos, egymast kiegészité folyamat eredménye. Az in vitro
kultardban felszaporitott MSC-k — a tobbi csontvel6i magvas sejttel (BMC)
egylittmiikddve  biztositjdk a  Langerhans-szigetek regeneracidjat. Ugyanakkor,
immunszuppressziv hatasuk révén — megakadalyozzak a B-sejt specifikus autoreaktiv T-
sejt valaszt, lehetové téve ezzel az Gjonnan keletkezett inzulin-termeld sejtek tulélését, azaz
a regeneracios folyamat sikerét (58. abra).

Eredményeink szamos tovabbi — a gydgyulds pontos mechanizmusara vonatkozo -
kérdést is felvetnek. Tisztazandok még a kétféle graft egylittmiikodésének részletei. A
vérképzo sejtek melyik populécidja, illetve szubpopulacidja 1ép valdjaban kdlesonhatasba
az MSC-kkel? Milyen faktorokat termelnek ezek a sejtek €s milyeneket az MSC-k? Mi az
a kiilonbség a thymus eredetli és az Gsszes tobbi altalunk vizsgalt MSC populacio kozott,
amiért a Th-MSC-k — legalabbis ebben a modellrendszerben - nem alkalmasak terapias
célra? Milyen faktorokat termelnek a BMC-k és milyeneket az MSC-k? Milyen jelatviteli
mechanizmusokon keresztiil €s milyen sejtekre hatnak ezek a faktorok? Milyen sejttipusbol

indul ki az endokrin pancreas regeneracidja?
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6. Osszefoglalas

e A kiilonb6z6 szervekben (csontveld, zsirszovet, thymus, 1ép, €és aorta fal) talalhatod
mesenchymalis 0s-, vagy stroma sejt (MSC) populaciok az ontogenezis soran a
mesoderma szegmentalddasat (a somitdk kialakuldsat?) kovetéen jonnek létre, az
egyes testszelvényekben kiilon-kiilon meginduld, de parhuzamos fejlédési folyamat

eredményeként.

e Ezek a sejtpopulaciok hatarozott pozicionalis memoriaval rendelkeznek, mivel —
részben eltérd - génexpresszids profiljuk egyértelmiien tiikkrozi a sejtek eredeti (in
situ) anatomiai lokalizaciojat.

o Az clkételezett vérképzo elddsejtek szdmara a csontveldi stroma sejtek felszinén

nagy mennyiségben kifejez6dé Notch ligandum, a Jagged-1 mind mono (sJG15P)-
mind multivalens (Sepharose-4B gydngydk felszinén inszolubilizalt sJG15°P)

formaban novekedési kofaktor.

e A tartds in vivo repopulaciora képes vérképzo Ossejtek (LTRA HSC) multivalens

Jagged-1 ligandum (Sepharose-4B gyongydk felszinén inszolubilizalt sJTG15°P

) és
megfeleld citokinek (SCF, FIt3L és TPO) egyideji jelenlétében in vitro kulturaban

1s t0bbszori, Onfenntartd osztodasra késztethetok.

e Myelodysplasids betegekben a Notch jeltovabbité rendszer miikodése zavart
szenved, ami — tobbek kozott - e jelutnak a fiziologias vérképzésben betdltott

meghatarozo szerepére (is) utalhat.

e A galektin-1-nek bifazisos hatdsa van a vérképzo elddsejtek (BFU-E ¢és CFU-GM,
7 napos CAFC) novekedésére. Réadasul - magas koncentracidban - a lektin
apoptoézist (is) indukal a vérképzo rendszerben, amire a legfiatalabb — 28 ¢és 35 nap
utan CAFC koldéniat képz6 — hematopoetikus sejtek a legkevésbé, mig a
legérettebb, myeloid és az erythroid elddsejtek a leginkabb érzékenyek.

e A galektin-1 in vivo gyulladasgatlo aktivitdsa — legalabbis részben — a leukocytak

crer

e A csontveldi és a zsirszovet erdetli egér MSC-k aktivalt T-sejtek, vagy gyulladasos
citokinek jelenlétében nagy mennyiségli, potencidlisan immunszuppressziv
mediatort, PGE2-t termelnek. Az MSC-k PGE2 termelése azonban tobb, részben

atfedo jeltovabbitd ton at is kivalthato.
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Az immunvalaszban résztvevo sejtek és MSC-k kozti kdlcsonhatas(ok) mind az
MSC-k, mind az immunsejtek funkcidjat befolyasoljak a szovetekben, igy az
Ossejt-kezelés(ek) eredményét is jelentdsen modosit(hat)jak. Az MSC-k az
immunvalasz korai szakaszaban valosziniileg segitik a pathogének eliminéciojat,

ugyanakkor gatoljak a tul erds - a szervezet integritasat veszélyeztetd - gyulladas

crer

Sikeriilt kidolgoznunk egy, az 1-es tipusi DM gydgyitasara alkalmas preklinikai
allatmodellt, amelyben szingén csontveld graft és szingén, szemiallogén vagy
allogén mesenchymalis Ossejtek egyidejli adasaval az STZ indukalta diabetes
gyogyithatd. A terdpia csak minimalis, csontvel6haldlt nem okozd el6készitd

kezelést igényel.

A transzplantalt ds- és elddsejtek kdzvetett Giton, valosziniileg szolubilis mediatorok
révén fejtik ki terdpids hatdsukat, azaz egy endogén regeneracids folyamatot
inditanak el a hasnyalmirigyben. Ok maguk nem transzdifferencialodnak p-

sejtekkeé.

A beteg allatok gydgyuldsa két parhuzamos, egymast kiegészitd folyamat
eredménye. Az in vitro kultardban felszaporitott MSC-k — a tobbi csontveldi
Ugyanakkor, immunszuppressziv hatdsuk révén — megakadalyozzdk a [-sejt
specifikus autoreaktiv T-sejt valaszt, lehetové téve ezzel az ijonnan keletkezett

inzulintermeld sejtek tulélését, azaz a regeneracios folyamat sikerét.
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