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Roviditésjegyzék

AD-MSC, BM-MSC: (adipose-derived stem/stromal/progenitor cell) zsirszovet eredetii
Os-/stroma-/progenitorsejt; (bone marrow stromal cell) csontveldi eredetli s-/stromase;jt
CD206: manndz receptor

CFU-F: (colony forming unit fibroblast) fibroblaszt-szerii koléniaképzd sejt

DC: (dendritic cell) dendritikus sejt

DMEM: Dulbecco-altal mddositott Eagle-féle médium

EGF: (Epidermal Growth Factor) epidermisz novekedési faktor

FCS: (Fetal Calf Serum) f6talis borjd savo

FGF: (Fibroblast Growth Factor) fibroblaszt novekedési faktor

FITC: fluoreszcein izotiocianat

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

HGF: (hepatocyte growth-factor) hepatocyta novekedési faktor

HLA: (human leukocyte antigen) humdan leukocyta antigén

IGF: (Insulin-like Growth Factor) inzulin-szerti novekedési faktor

IL-10: interleukin-10

IMT: indometacin

IFNYy: gamma interferon

LPS: lipopoliszacharid

M1, M2: klasszikus, ill. alternativ tton aktivalt (makrofag)

M-CSF: (macrophage colony-stimulating factor) makrofdg kolénia-stimulalé faktor
Mf: makrofag

MHC LII: (main histocompatibility complex I) {6 hisztokompatibilitdsi génkomplex I, II
MSC: (mesenchymal stem cell) mesenchymalis 6ssejt

NK-sejt: (natural killer cell) természetes 6ldsejt

PBS: (phosphate buffered saline) foszfattal pufferelt s6oldat

PGE2: prosztaglandin-E2

SDS: (sodium dodecyl sulphate) natrium-dodecil-szulfat

TGF-B1: (transforming growth factor 31) transzformal6 novekedési faktor-61

Th1, Th2: 1-es/2-es tipusu helper T-sejt

TLR: Toll-like receptor

TNFa: tumor-nekrozis faktor alfa



Bevezetés

Jelen munkankban a szoveti Ossejtek egy tipusdval, a mesenchymalis Ossejtekkel
(MSC-k) végeztiink vizsgalatokat. Ezek a multipotens sejtek — mint minden széveti dssejt
— hosszi ideig képesek aszimmetrikus osztédds révén Onmaguk fenntartdsdra, és
ugyanakkor meghatarozott (fiziol6gids vagy kisérleti) koriilmények kozott specidlis
funkciét ellatd, differencidlodott lednysejtek létrehozasara. Szdmos szervben illetve
szovetben fellelhetOk, mint példaul a csontveld, az izom, a bél, a zsirszovet, a 1ép stb., ahol
szovetfenntartd, regenerald, stromaképz6, immunmoduldlé és vérképzést tdmogatd
tulajdonsagaik révén jarulnak hozzd a szervezet miikodéséhez'. Mivel MSC-specifikus
sejtfeliileti markerek maig nem ismertek, meghatdrozasuk harom szempont szerint torténik,
melyeknek egyiittes fennéllasa sziikséges az MSC-k definidlasahoz:

1. Plasztik-adherencia: standard kultdrdban tenyésztve a sejteknek ki kell tapadniuk

a tenyésztdedény faldra megnyult, fibroblaszt-szerli morfol6gidt mutatva;

2. Sejtfeliileti markerek: a kovetkezO markereknek jelen kell lenniiik: CD105,

CD73, CD90, valamint vérfejlodési sorokra jellemzé markerekre feltétleniil
negativaknak kell lenniiik: CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79a, CD19 és HLA-
DR;

3. Differencidlédds: képesnek kell lenniiik osteoblast, chondrocyta és adipocyta

irdnyba differencidlédni in vitro koriilmények kozott .

Egyes vizsgdlatok szerint az MSC-k nem csak a mesodermélis eredetii sejttipusok
létrehozasdra lehetnek képesek (transzdifferencidcié), ha specidlis tenyésztési
koriilményeket biztositanak szamukra. Igy nem csak csont-, porc-, in- és zsirsejtek, vz- és
szivizomsejtek, hanem neuronok, madjsejtek, hasnydlmirigy szigetsejtek, stb. is
létrehozhatdk beldliik’.

Az MSC-kkel valé munkdt nagyban segiti, hogy konnyen izoldlhatok, és
viszonylag egyszeri a beloliikk 1étrehozott sejttenyészeteket fenntartani. A szdvetek
fenntartdsaban €s regenerdldsaban, valamint a gyulladdsos és immunfolyamatok gatlasaban
betoltott szerepiiknek koszonhetéen fontos szerepet kapnak a kiillonb6z6 autoimmun
betegségek kezelésében, transzplanticids technikdk fejlesztésében, és a szovetregenerdciot

igénybe vevo kutatdsokban.



Irodalmi attekintés

1. A csontvelobol izolalt mesenchymalis ossejtek és immunszupressziv

aktivitasuk

Els6ként Friedenstein és mtsai* (1968) izolaltak a csontvel3bdl olyan koléniaképzé
sejteket, melyek fibroblaszt-szerli morfoldgiat mutattak, és in vitro a tenyésztéedény
falahoz kitapadva novekedtek (adherencia). Ezek alapjan a sejteket CFU-F-nek (colony
forming unit fibroblast) nevezték el. Specidlis induktorok segitségével a sejteket csont- €s
porc irdnyba tudtdk differencidltatni. Vizsgalataikbdl kideriilt tovabbd, hogy a CFU-F-ek
olyan specidlis mikrokornyezet kialakitdsara képesek, amely alkalmas a vérképzd Os- és
elddsejtek fejlodésének biztositdsdara. Ma mar a szakirodalom az ilyen tulajdonsdgokkal
rendelkezd sejteket mesenchymalis Ossejtekként, mesenchymalis stroma sejtekként vagy
multipotens stroma sejtekként (MSC-k) definidlja.

A mesenchymalis ,,stromasejt” elnevezés jelzi, hogy ezek az MSC-k valdjdban nem
alkotnak homogén kultirdkat, ugyanis a tenyészetekben mindig taldlhaték a multipotens,
osztodo sejtek mellett spontdn differencialodé alakok is, melyek az elddjeiktdl eltérden
mar kisebb-nagyobb mértékben elkdtelezédott tri-, bi- vagy unipotens elddsejtek’. Ezeknek
a sejteknek és a ,,valédi” MSC-knek a morfoldgidja kozott alig, vagy egyéltalin nem
figyelhetd meg szdmottevd kiillonbség, de még sejtfeliileti markereik alapjan sem
kiilonithetdk el jol egymadstdl, tekintve, hogy csak multipotens Jssejtekre jellemzd
sejtfeliileti marker(ek) egyelére nem ismert(ek). Ezek miatt az elkiilonitési nehézségek
miatt heterogén mesenchymalis sejtkultirdkon zajlanak a kiilonbozé vizsgalatok, melyet
figyelembe kell venni az eredmények értelmezése, illetve Osszehasonlitds sordn — a
vizsgalatok megismétlésével novelhetd az eredmények megbizhatdsiga.

A regenerativ orvosldsban torténd felhaszndlds sordn részben dllatkisérletek,
részben klinikai kiprobalas alatt figyeltek fel a mesenchymalis Ossejtek két — addig még
nem ismert — fontos tulajdonsdgara. A donor eredeti MSC-k allogén (ugyanazon faj
genetikailag eltéré egyede), de néha még xenogén (méas faj egyede) recipiensben sem
valtanak ki erdteljes immunvalaszt (hipoimmunogenitds), valamint hogy in vitro €s in vivo
koriilmények kozott egyarant megfigyelheté immunszupressziv aktivitassal birnak®. Ezek a

tulajdonsagok kiemelkedd fontossdguak lehetnek a sejtterapids alkalmazas sordn, ugyanis



siirgds esetben — ha a pédciens sajat MSC-graftjdnak elkészitése nem lehetséges, vagy arra
nem 4ll rendelkezésre elegendd id6 — barmilyen allogén donor MSC-i felhasznalhatok a
kezelés soran, példaul egy allogén csontveld-transzplantaciét kovetden kialakult akut graft
versus host betegség (GVHD) esetén, amikor a donor eredetli vérképz6 sejtekbdl kialakuld
lymphocytdk megtdmadjédk a recipiens szdmukra idegeként felismert szerveit/szoveteit.

Hipoimmunogenitdsuk oka mdig sem tisztdzott pontosan. Az MSC-k valosziniileg
annak koOszonhetéen tudnak ,ldthatatlanok™ maradni az immunrendszer effektorsejtjei
elott, hogy az MHC I-es antigéneket csak kis mértékben expresszaljak, valamint hogy az
MHC II-es antigének és a kostimuldtor molekuldk hidnyoznak (CD40, CD80, CD86) a
felsziniikr8l, igy még az alloreaktiv lymphocytdkat sem képesek stimuldlni’. Ugyanakkor
egyes vizsgdlatokban az MSC-k meghatirozott kornyezeti feltételek hatdsara képessé
valtak antigén-prezentdcidra is, ami éppen az immunvalasz aktivacidjat segiti eld. Inoue et
al. (2006) gyenge CD80 expressziot mutattak ki MSC-ken, ami felveti az antigén-
prezentdcid lehetdségét, in vivo®. T6bb munka is allitja, hogy a mesenchymalis Ossejtek kis
mennyiségli interferon-gamma (IFNYy) hatdsara megkezdik az MHC II-es antigének
expressziéjét9. Stagg et al. egyenesen azt feltételezik, hogy az MSC-k az antigén-
prezentdld sejtek (APC) egy nem hematopoietikus csoportja. Vizsgédlatukban az IFNy-val
kezelt MSC-k sikeresen aktivaltdk az antigén-specifikus CD8 pozitiv citotoxikus T-
sejteket'’. Ezek az eredmények megkérddjelezik az MSC-k hipoimmunogenitdsat. Chan et
al. azt is lefrtdk, hogy antigén hozzdaddsara az MSC-k képesek voltak antigén-
prezenticidra, vagyis stimuldltdk az antigén-specifikus CD4 pozitiv T-sejtek
proliferaciéjat'’. Ezek az eredmények azonban mégsem zéarjak ki az MSC-k
immunszupressziv képessé€gét, ugyanis a fent emlitett immunvalaszt serkentd hatds csak
egy sziik és alacsony IFNY koncentracié-tartomanyban jelentkezik, az IFNY szintjének
emelkedésével egyiitt egyre inkdbb az immunszupressziv hatds érvényesiil'>.

A mesenchymalis éssejtek direkt immunszupressziv aktivitdsat elészor emberi'” és
egér14 MSC-kkel végzett kisérletekben igazoltdk. Ezekben a kisérletekben az Ossejtek
altaldban a T-sejtek osztddasat is gatoltdk in vitro. A megfigyelt hatds MHC-fiiggetlennek
bizonyult, mivel sem autolég-, sem allogén-eredetli MSC-k hasznélatanél nem jelentkezett
szamottevd kiillonbség a mitogén-, illetve az alloantigén indukdlt T-sejt proliferacié
ga’ltlésébanls. A vizsgélatokbdl arra is fény deriilt, hogy a géitl6 hatdsért elsdsorban
szolubilis faktorok feleldsek, ugyanis az MSC-ket a T-sejtektdl féligateresztd hartyaval

elvdlasztva a gatlds szintén bekovetkezett. A folyamatban szerepet jatszé fontosabb



szolubilis mediatorok lehetnek: a hepatocyta novekedési faktor (HGF), a transzformélé
novekedési faktor -1 (TGF-81), az indolamin-2,3-dioxigendz enzim (IDO), a nitrogén-
monoxid (NO), a prosztaglandin-E2 (PGE2) és az interleukin-10 (IL-10). Kisérleti
koriilményektdl fiiggden azonban mds-mads faktor(ok) kaphatnak szerepet a gatlé hatasban:
kevert lymphocyta-kultiraban példaul a HGF és a TGF-81, mig mitogén indukalt T-sejt
proliferdci-gétlasban szerepiik kizdrhat6'®. Ezek az adatok felhivjak a figyelmet arra,
hogy a kiilonb6zd faktorok szerepe stimulustdl fiiggben véltozhat. Az itt felsorolt
medidtorok pontos szerepe maig sem tisztazott, sok az egymasnak ellentmondé adat, amely
val6szintlileg a sokszor igen eltérd kisérleti koriilményekre vezethetd vissza. Az viszont
mar nagy biztonsdggal kijelenthetd, hogy az MSC-k és T-sejtek kolcsondsen befolydsoljdk
egymas folyamatait. Az aktivalt T lymphocytdk (és szintén jelen 1évé monocytdk,
makrofagok, NK-sejtek) gyulladdsos citokineket termelnek — példdul IFNy-t, TNF-o —t
és/vagy IL-1B-t'. Ezek hatdsira a mesenchymalis Ossejtek tobb, a T-sejt osztédds
gdtldsaért felelés faktort szekretdlnak'®. Mdra mér az is egyértelmii, hogy az MSC-k mind
a naiv és memoria T—sejteket19, mind a CD4 és CD8 pozitiv T-sejtek osztédasat™ képesek
gatolni.

Az elébb emlitett direkt gatldson tdl a mesenchymalis Ossejtek indirekt médon is
meg tudjdk akaddlyozni a citotoxikus és helper T-sejtek proliferaciéjat: az MSC-k
fokozzak a reguldtor T-sejtek (Treg) osztdddsat, azonban Uj Treg sejtek képzddését nem
képesek el6idézni*'. Emellett indirekt médon hatnak a dendritikus sejtek (DC)
differencidléddsdnak és érésének gétldsan keresztiil’>. Ennek eredményeképpen a DC-
elddsejt/érett-DC ardny az elddsejtek javara tolodik el, a felhalmozddott éretlen DC-k
pedig természetiiknél fogva immunszupressziv, tolerogén hatasiak: csokkentik a segitd €s
effektor T-sejtek reakcioképességét €s timogatjak a Treg sejtek osztddasat. A folyamatban
feltételezetten résztvevo szolubilis faktorok a HGF, TGF-8, PGE2, IL-10, valamint az IL-6
€s a makrofdg koldnia-stimuldlé faktor (M-CSF) szerepe is felvetddott, a medidtorok
szerepe €s a pontos hatdsmechanizmus azonban itt sem tisztazott.

Az MSC-k és B lyphocytak egymadsra hatdsat eddig kevés munkacsoport vizsgalta.
Glennie et al. (2006) in vitro egér 1€psejteken végzett vizsgédlatai soran kimutattdk, hogy az
MSC-k hasonlé6 mértékben gatoljadk az aktivalt B lymphocytdk proliferaciojat (és igy
ellenanyag-termel$ plazmasejtté torténd érését is), mint aktivalt T-sejtek esetében™.
Corcione et al. (2006) emberi MSC-kkel is megerdsitették Glennie és mtsai eredményét24.

Ugyanakkor Rasmusson et al. (2007) eredményei azt mutatjdk, hogy a B-sejtek



aktivaciojatol fiiggéen az MSC-k ellenanyag-termelést gatld, vagy serkentd hatdssal is
rendelkezhetnek, in vitro®>,

A mesenchymalis Ossejtek tobbféle modon is képesek hatni a természetes
olosejtekre (NK-sejtek): az IL-2-vel vagy IL-5-tel stimuldlt NK-sejtek osztoddsa, valamint
IFNY-termelése egyardnt gdtolt MSC-k jelenlétében®®, az aktivalt”’ NK-sejtek
proliferdcidja azonban mar alig lassul az Ossejtek hatdsara. A citotoxikus reakciét szintén
nem képesek befolydsolni az MSC-k*®, hacsak par napig el6 nem inkubdljdk velik az
olésejteket. Ekkor az NK-sejteknél csokkent aktivitds figyelhetd meg”. Az MSC-k
immunszupressziv hatdsanak feltételezett mechanizmusat 6sszefoglalva (a teljesség igénye
nélkiil) az 1. dbra’® szemlélteti.
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1. abra: A mesenchymalis éssejtek immunszupressziv hatasanak osszefoglalasa

Nem szerepelnek az dbran a makrofagok (Mf), mivel a mesenchymalis Ossejtek és a
Mf-ok egymadsra hatdsar6l nagyon keveset tudunk. A kozelmultban publikalt kisszamu
vizsgélat alapjan feltételezik, hogy az MSC-k képesek a Mf ugynevezett gyulladdsgatlo
(,,alternativ”’ tton aktivilt) M2-es vagy regulator Mf-profilba torténd polarizicidjat
eldidézni. Maggie et al. (2010) egér eredetli, tioglikolattal eldaktivéalt (un. ,.elicitdlt”)
makrofagokat kezeltek bakteridlis endotoxinnal (LPS-sel), majd egyidejlileg csontveldi



MSC-ket (BM-MSC) adtak a kultirdkhoz. Eredményeik szerint az ilyen médon eldzetesen
gyulladaskeltd  (,klasszikus” tton aktivdlt) Ml-es éallapotba juttatott Mf-ok
citokintermelése az MSC-k hatdsdra az M2-es Mf-ok citokintermeléséhez valt hasonléva —
vagyis a gyulladasos mediatorok (TNFo, IL-6, IL-12p70, IFNY) szintje csokkent, mig a
gyulladasgatlé IL-10, illetve IL-12p40 mennyisége emelkedett a kultirdk feliiliszéiban.
Azt is leirtdk tovabba, hogy a kizarlag MSC-ket tartalmazé kultdrdk feliiliszoi is
hasonldéan képesek kivéltani a Mf-ok M2-es irdnyu polarizdacidjit, amely az MSC-k 4ltal
szekretalt faktorok szerepét feltételezi. A prosztaglandin-E2 (PGE2) szerepét is kimutattak,
mint a Mf-ok gyulladdsos citokintermelésének gatlasaért felelds medidtorét®’. Qun-Zhou
Zhang et al. (2010) hasonlé eredményekre jutottak foginybdl izolalt emberi MSC-kkel, in
vitro illetve in vivo kisérletek sordn: az MSC-k megnovelték a Mf-ok feliiletén a manndz-
receptorok (CD206) szamat, gétoltdk TNFo szekrécidjukat, illetve novelték IL-10
termelésiiket, amely szintén gyulladasgatlo tulajdonsagokkal biré Mf-ok kialakulésat jelzi.
Erdekes kiilonbség azonban, hogy in vitro koriilmények kozott az MSC-k a kultira-
feliiliszokban mért IL-10 mennyiségének novelése mellett a Mf-ok IL-6 (egy gyulladdsos

citokin)-produkcidjt is fokoztdk™.

2. A zsirszovet-eredetii mesenchymalis 6ssejtek

A csontveldi Ossejtek (BM-MSC-k) felfedezése utdn szdmos mads szovetbdl is
izoléltak a csontveldihez hasonlé morfol6gidju, kiilonbozd sejttipusokka differencidlédni
képes sejteket. A zsirszovetben elhelyezkedd sejtek (adipocytdk, ereket alkotd
endothelidlis sejtek, pericytdk, fibroblasztok, makrofagok) kozott taldlhatok azok a szoveti
Os-/stroma- vagy progenitor sejtek (AD-MSC-k), melyek — a BM-MSC-khez hasonléan —
fibroblaszt-szerli morfoldgidval rendelkeznek, in vitro plasztik-adherens kolonidkat
képeznek, valamint képesek szamos mesodermalis sejttipussa differencidlédni: adipocyta,
osteoblast, chondrocyta, fibroblast, myocyta®™. Egyes vizsgélatok eredményei szerint
transzdifferencidcié révén akér idegsejtekké is alakulhatnak®®, Tovabbi kutatdsok folynak
az AD-MSC-k mds, nem mesodermdlis eredetli sejttipusok - hasnydlmirigy szigetsejtek,
majsejtek, endothel sejtek €s cardiomyocytdk — irdnydba torténd differencidltatdsanak
lehetdségével kapcsolatban.

A csontvel6i Ossejtekhez hasonléan ennél a sejttipusndl sem beszélhetiink

homogenitdsrol az eldbbiekben mar targyalt okok miatt. A szervezetben ezek a sejtek az

10



adipocytdk kozott, valdsziniileg a vérerek koriill vagy az extracelluldris madtrixban
helyezkednek el. A zsirsejtek és az erek faldt alkoté pericytdk/simaizom sejtek
progenitoraiként® miikédve hozzdjarulnak a szovetek megijuldsdhoz*®. Hangstlyoznunk
kell azonban, hogy a csontveldi-, illetve zsirszovet eredetli Ossejtek kozos eredete, bar
valészintinek tiinik’’, kordntsem bizonyitott. A hasonld sejtfelszini markermintdzat és
funkci6 ezt nem feltétleniil tdmasztja alé.

Az AD-MSC-k immunszupressziv aktivitisa a BM-MSC-khez viszonyitva joval
kevésbé kutatott — tekintve hogy sokkal késobb fedezték fel Oket csontveldi tarsaiknal —,
ezért a jovobeli esetleges immunterdpids alkalmazhatosaguk felderitésére tovabbi, feltard
kutatdsokra van sziikség. Ha mind in vitro, mind in vivo kutatdsok sordn bebizonyosodna,
hogy az AD-MSC-k alkalmasak lehetnek a csontveldi MSC-k immunszupresszidt igényld
terapidk sordn valo helyettesitésére, akkor 1ényegében egy olyan sejtforrast nyernénk, ami
szinte korldtlan mennyiségben rendelkezésre 4ll, tekintve a napjainkban igen gyakran
végzett zsirleszivasokat, mig a megfeleld mennyiségli és mindségii csontveld csak nagyon

korlatozott mennyiségben férhetd hozza.

3. A makrofagok

A makrofagok (Mf) a fehérvérsejtek kozé tartoznak és a keringésbdl a testiiregekbe,
illetve szovetekbe kilépd monocytakbol alakulnak ki — a monocyta eredetii mononuklearis
fagocitarendszer (MPS) részei. Minden szervben és kotdszovetben megtaldlhatok, ennek
alapjan kiilonbozé elnevezést kaptak: a méjban Kupffer-sejteknek, a kozponti
idegrendszerben mikrogliasejteknek, a tiidoben alveoldris makrofagoknak nevezik Oket, de
megtaldlhatok még a csontokban mint osteoclastok, a pleurdban és a peritoneumban mint
pleuralis, illetve peritonealis makrofagok stb. A Mf-ok velesziiletett immunvalasz kdzponti
alakjai: fagocitézis révén kiillonbozé patogének (gomba, baktérium), sériilt vagy
apoptotizal6 sejtek és sejttormelékek eltakaritdsdban jitszanak szerepet; bioldgiailag aktiv
molekuldkat (pl. citokineket, novekedési faktorokat, komplementfehérjéket) termelnek,
valamint antigénbemutaté képességiiknek koszonhetdéen kapcsolatot hoznak létre az
adaptiv immunrendszerrel. Szerepiik kiemelkedd mind az akut, mind a krénikus gyulladas
kialakitdsaban, szabalyozdsaban, és gétléséban38.

A makrofagok kiillonbozé stimulusoktél vagy stimuluskombindcioktol fiiggden

kiilonbozé aktivacids éllapotokba keriilhetnek, amelyek részben fenotipusuk alapjan is
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megkiilonboztethetdk egymastdl. Leggyakrabban kétféle: Ml1-es, un. ,klasszikus tuton
aktivalt”, illetve M2-es, un. ,.alternativ dton aktivalt” Mf-okat szoktak megkiilonboztetni.
Az elkiilonités természetesen nem é€les, a populéacidk sokszor dtfednek, a két csoport kozott
ugyanis folytonos az dtmenet. Az M1-es Mf-ok LPS (és egyéb Toll-like receptor (TLR)-
antagonistdk), illetve Thl-sejt eredetli citokinek (TNFo és/vagy IFNY) jelenlétében
kialakuld, gyulladaskeltd sejtek. Az ilyen Mf-ok IL-12 és IL-23 termelése megno, ezzel
parhuzamosan nagy mennyiségli reaktiv oxigén-, illetve nitrogén-gyokot termelnek, illetve
a felszinikon megnd az MHCIl-es és a kostimuldtor (CD80, CD86) molekuldk
mennyisége. Ezdltal megnd a sejtek antigénprezentald képessége, valamint mikrobaellenes
€s tumorellenes aktivitdsa. Az Ml-es Mf-ok 4ltal termelt lipidmediatorok, gyulladdsos
citokinek és kemokinek visszahatva a Thl-sejtekre, felerdsitik azok vélaszat. Tehat az
ilyen moédon aktivdlt Mf-ok immuneffektor sejtekként funkciondlnak, feladatuk a
gyulladéskeltés és az intracelluldris patogénekkel szembeni védelem biztositdsa™. Az M1-
es Mf-ok tulzott vagy hosszantarté aktivicidja azonban koéros, nem kivant szoveti
karosodashoz vezethet. Ilyenkor az M2-es Mf-ok szerepe kiemelkedd fontossdggal bir a
gyulladasos éllapot felolddsaban.

Az M2-es Mf-ok dltaldban Th2-sejtek altal termelt IL-4, illetve IL-13 hatdséara
jonnek 1étre, és IL-10, IL-1 receptor antagonista, argindz enzim, valamint kiilonb6z6
fagocitozist segité receptorok (mannéz receptor, galaktéz receptor, ,.scavenger”
receptorok) expresszidjanak fokozasdval immunreguldtor funkcidkat latnak el. Az arginaz-
aktivitds novekedésének koszonhetden a sejtekben taldlhat6 L-argininb6l NO helyett (mely
egy gyulladdsos medidtor) ornitin és hugysav keletkezik, a folyamat igy hozzajarul az M2-
es Mf-ok gyulladasgatld képességéhez, az ornitinszintézis (kollagén-prekurzor) révén
pedig hozzdjarulnak az extracellularis matrix (ECM) termeléséhez. Az M2-es Mf-ok {6
feladata a szovetregeneracid, sebgydgyulds és a parazitaeliminicié segitése, de szerepiik
van a magzati placenta vascularizdcidjanak, valamint a placenta immunszupressziv
mikrokornyezetének  kialakitdsdban (€s a  tumorfejlédés  tdmogatdsiban) is.
Leegyszertsitve, a Mf-ok polarizacidja IL-12/IL-10 termelésiik ardnyaval is jellemezheto:
mig ,klasszikus” aktivacié esetén az IL-12 termelés tulsilya figyelhetd meg, addig
1,

Fonn bl

»alternativ’” aktivacio esetén ennek ellenkezdje, az ardny az IL-10 javara tolédik e

Mis megitélések szerint nem elég pontos a Mf-ok fentebb emlitett kétpolusu
elkiilonitése. Edwards et al. (2006) egy harmadik tipusi Mf-populéciét is megnevez (un.
II-es tipusu aktivalt Mf). Ezek a sejtek immunkomplexek hatdsara aktivdlodnak, az M2-es

Mf-okhoz hasonléan magas IL-10 termelés jellemzi Oket, azonban argizndz aktivitds nem
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észlelhetd benniik. Nagy mennyiségli kostimuldtor molekuldt képesek kifejezni
sejtfelsziniikon, és antigénprezentacios képességiik igen jO, mellyel a naiv T-sejtek Th2-es
irdnyu expanzidjat tdmogatjdk. Ezen tulajdonsdgaik alapjan sokkal inkdbb a klasszikus
uton aktivalt Mf-okra hasonlitanak. Szerepet jatszanak a T-sejtes valasz kostimulacidjaban
és a Thl-sejtek citokintermelésének (IL-2, TNFa, IFNY) kontrolldldsban*'. Biswas és
Mantovani (2010) ugyancsak megnevez egy madsik, tumormintdkbdl kimutatott Mf-
populéciét, melyet tumor-asszocidlt Mf-oknak (TAM) nevez. Ezek a sejtek M2-szerli Mf-
fenotipust mutatnak*”. M4s munkdk megint mds felosztdst haszndlnak: a klasszikus dton
aktivalt Mf-ok mellett az alternativ uton aktivalt Mf-okat sebgyégyité Mf-okként emlitik,
valamint megneveznek egy harmadik, un. reguldtor Mf-populdciét. Elészor TLR-
agonistdkkal és IgG immunkomplexekkel valé egyiittes stimuldcié utdn figyelték meg a
reguldtor Mf-ok kialakuldsit, majd szdmos mds stimulus is hatékonynak bizonyult a
tranzicio kivaltasdban, ilyenek a prosztaglandinok (PG), az apoptotikus sejtek, az IL-10 és
néhany G-protein-kapcsolt receptorligand, az adenozin, a dopamin, a hisztamin (a teljesség
igénye nélkiil). A regulator Mf-ok egyik {6 jellemzdje, hogy két stimulus egyiittes hatdsara
van sziikség gyulladdsgatl6 tulajdonsagaik kialakuldsédhoz: példdul az immunkomplexek, a
PG-ok, az adenozin vagy az apoptotikus sejtek mint elsd stimulus, valamint egy TLR
ligand mint mdsodik stimulus mar képesek kivdltani a Mf-ok IL-10 termelését. A
sebgyogyité Mf-oktdl eltérden ezek a reguldtorsejtek nem képesek hozzdjarulni az ECM
termeléséhez, valamint nagy mennyiségben képesek kostimuldtor molekuldk (CD8O és
CD86) kifejezésére, és ezaltal antigén-bemutatasra a T-sejtek felé. A TAM-ok egy része is
osztozik a reguldtor Mf-ok tulajdonsdgaiban®.

Az itt felsorolt Mf-csoportok szdmos helyen atfedhetnek, és a mar leirt
populdcidkon beliil is 1éteznek tobbé-kevésbé kiilonbozd alpopuldcidk, melybdl jol latszik

a Mf-ok heterogenitdsa. A kiilonb6z6 Mf-populdcidkat 6sszefoglalva a 2. dbra mutatja be.
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2. abra: A makrofagok heterogenitasanak bemutatasa.

M1: , klasszikus uton aktivalt” vagy gyulladdskeltd makrofdg, M2: ,.alternativ tton
aktivalt” vagy gyulladdsgétlé makrofag, TAM: tumor-asszocialt makrofdg. Narancssirga
keretbenes makrofdagok IL-12-produkcidjnak tilsulya; Zold keretben: a reggulétor
makrofagok IL-10-produkcidjanak tdlsilya; Kék keretben: a regenerativ makrofagok IL-
10/IL-12-produkcidjdnak egyensilya
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Célkituzések

Munkénkban a kovetkez6 kérdések megvalaszolasa volt a célunk:

1.

Képesek-e a csontveldbdl izoldlt mesenchymalis dssejtek a makrofagok M2-es

(gyulladdsgatlo) profilba torténd polarizicidjat el6idézni? Azaz befolyasoljék-e:

1.1. a peritonedlis Mf-ok éleszt6 €s apoptotizdld thymocyta fagocitdzisit;

1.2. a fagocitézis kovetkeztében €s/vagy endotoxin (LPS) hatdsara megvaltozik-
e a Mf-ok citokin termelése MSC-k egyidejii jelenlétében; illetve

1.3. fokozodik-e a CD206 (manndz receptor) kifejezédése MSC-k hatdsara a
Mf-ok felszinén?

Milyen szerepet jatszik a PGE2 a Mf-ok és az MSC-k kolcsonhatdsaban?

Hasonl6 modon hatnak-e a zsirszoveti eredett MSC-k a Mf-okra, mint

csontvelOi eredett tarsaik?
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Anyagok és modszerek

1. Kisérleti allatok

Kisérleti éllataink felndtt (10-12 hetes) C57Bl/6-o0s egereket voltak. Az allatokat az

Orszagos Onkologiai Intézettd]l (Budapest) szereztiik be.

2. Mesenchymalis 6s-/stromasejtek izolalasa és tenyésztése

A csontvel6i MSC-k izoldlasdt a laboratériumunkban mér kordbban leirt
mddszerrel végeztﬁk44. A C57Bl/6-0s egerekbdl prepardlt combcsontok epifiziseit
eltavolitottuk, majd fecskenddbe felszivott médiummal fajtuk ki beldle a csontvelot. Az
igy kapott sejteket Hanks-féle oldattal mostuk (Invitrogen, Carlsbad, CA), majd 25 cm’-es
tenyésztdedényekbe szélesztettiik (BD Falcon, Bedford, MA).

A zsirszovet eredetli MSC-k kinyeréséhez a C57Bl/6-0s egerek bor alatti €s hasi
(viscerdlis) zsirszovetét hasznaltuk. A kivett szovetet feldarabolds utdn hideg foszfattal
pufferelt séoldattal (PBS-sel) dtmostuk, 25 cm’-es tenyésztdedénybe tettiik, majd 0,1%
kollagenéz (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) jelenlétében 30 percig emésztettiik dket 37°C-
on. A sejtszuszpenziot 15 ml-es milanyagesobe szivtuk at, iigyelve arra, hogy ne keriiljon
at nagy mennyiségli zsirdarabka. A szuszpenzidban 1évo sejteket (jbol dtmostuk PBS-sel
€s borjisavot adtunk hozzajuk, ami ledllitja az emésztéenzimet. A sejteket ezutdn 5-10
percre 1200-1500-as percenkénti fordulatszamon centrifugéltuk. A leiilepedett sejtekrol
leontottiik a folyadékot, a csében maradt sejteket felraztuk, Hanks-féle oldatot adtunk
hozzajuk, majd megismételtiik a centrifugélast.

Innent6l mind a csontveldi, mind a zsirszovet eredetli sejteket hasonlé mddon
kezeltiikk. A sejtszuszpenzidébol 10 pl-t festve szdmléldba tettiink, majd a sejtszamot 2-
5x10°%ml-re 4llitottuk be. A tenyésztéshez Dulbecco-dltal médositott Eagle-féle médium
(DMEM) és Ham-féle F-12 médium 1:1 ardnyu keverékét hasznaltuk, kiegészitve azt 10
v/v%-os foetalis borjisavéoval (FCS), 5 v/v% lésavéval (HS), 2 mM L-glutaminnal (mind
Invitrogen), 50 U/ml penicillinnel és 50 pg/ml Streptomycinnel (Sigma-Aldrich, St.Louis,
Mo) (komplett médium). A tenyészeteket 37°C-on CO,-termosztitban inkubdltuk. A

tenyésztdedény faldhoz nem tapadd (non-adherens) sejteket a tdpfolyadék heti kétszeri
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cseréjével tavolitottuk el. 2-4 hét elteltével az Osszefiiggd réteget alkotd adherens sejteket a
médium leszivdsa utdn hideg Hanks-féle oldattal mostuk. Ezt kovetden 0,25%-os
tripszin/EDTA oldattal felszedtiik a sejteket, és tjabb Hanks-féle oldatos mosas utdn egy,
az el6z6nél nagyobb, 75 cm’-es tenyésztdedénybe (BD Falcon) oltottuk 4t, igy folytatva a

tenyésztést.

3. Sejtfeliileti markerek vizsgalata

Mindkét MSC-tipus sejtfeliileti markereinek, valamint a Mf-ok mann6z receptor-
expresszidjdnak vizsgdlata dramldsi citometridval tortént. Mind csontvel6i, mind
zsirszovet-eredetli (5-10-szer 4toltott tenyészetbdl felvett) MSC-kbdl 2-5%10° sejtet —
valamint Mf-okbdl az ,,Eredméynek” fejezetben leirtak szerint kezelt sejteket — tartalmazé
mintdkat készitettiink, amelyekbdl 1-1 a kezeletlen kontroll szerepét toltotte be, a tovabbi
csOvekben 1év0 sejtekhez pedig az altalunk vizsgalt sejtfeliileti markerekhez specifikusan
kotddo ellenanyagot tettiink. A jelolést csovenként kiilon-kiilon fluoreszcein izotiocianéttal
(FITC) (anti-CD34, anti-CD90.2 és anti-CD206), fikoeritrinnel (PE) (anti-Sca-1, anti-
CD73, anti-CD44) (direkt jelolés), vagy biotinnal konjugéltatott (anti-CD3, anti-
CD45R/B220, anti-CD11b, anti-Ly-6G és anti-TER-119) egér monoklondlis
ellenanyagokkal (BD Pharmingen, San Diego, CA) végeztiik. A biotinnal konjugaltatott
ellenanyagokkal fedett sejtekhez masodik reagensként PE-nel konjugdltatott Streptavidint
(Sigma-Aldrich) adtunk (indirekt jelolés). A sejteket 20 percig 4°C-on inkubaltuk, majd
kétszer mostuk Sket PBS-sel. Ujabb 20 perces 4°C-on t6rténé inkubalds és PBS-sel torténd
mosas utdn a mérést FACScan dramldsi citométerrel (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ) végeztiilk. Eredményeinket a CellQuest nevii szoftver segitségével

kaptuk meg (Becton, Dickinson and Company).

4. A mesenchymalis 6ssejtek differencialtatasa

Az MSC-k osteoblast- és adipocyta (zsirsejt) iranyu differencidltatasét a Pittenger et
al.” dltal kifejlesztett médszer alapjan végeztiik. Csont irdnyd differencidltatishoz a
sejteket B-glicerofoszfit (10 mM), dexametazon (10-8 M) és aszkorbinsav (50 pg/ml)
tartalmu, 10% FCS-sel kiegészitett DMEM médiumban 2 hétig inkubéltuk. A csont irdnyu

differencidc6 sordn a sejtek altal termelt, majd lerakddott extracellularis kalciumot
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alizarinvoros festékkel mutattuk ki. A zsirsejt irdnyd differencidltatdshoz az elobb leirt
DMEM/FCS médiumhoz dexametazont (10'7 M) és izobutil-1-metilxanthint (0,5 mM)
adtunk, a sejteket a médiumban 7 napig inkubaltuk, majd olajvoros festékkel (mind Sigma-
Aldrich) mutattuk ki az intracelluldrisan felhalmozddott lipidcseppeket. A kontroll, nem
differencialtatott MSC-ket Giemsa festéssel tettiikk 1dthatéva. A festési eljarasok sordn a
sejteket — a médium leszivadsa utdn — 3-szor mostuk PBS-sel, majd ezt kovetéen PBS-sel
pufferelt 8%-os formalinnal 10 percig fixdltuk &ket. Ujabb 3-szori PBS-sel torténé mosas
utdn a festékoldatok hozzdadasa kovetkezett, melyben 1 6ran keresztiil festodtek a sejtek.
Utols6 3-szori PBS-sel torténd mosds utdn az eredményeket digitdlis fényképeken
rogzitettiik. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkdpra (Olympus, Tokio, Japan)
csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitdlis kamerdaval (Nikon GmbH, Diisseldorf,

Németorszag) készitettiik.

5. A makrofagok izolalasa

A makrofagokat C57B1/6-0s egerek peritonedlis iiregébdl nyertiik. A peritonedlis
tireget 5 ml fecskenddébe felszivott heparintartalmi (10 NE) PBS-sel tobbszor dtmostuk,
majd az igy kinyert peritonedlis exudatumot (PEC: peritoneal exudate cells) Hanks-féle
oldattal mostuk. A sejtszuszpenziot 8-10 percig 1200-1500-as percenkénti fordulatszdmon
centrifugdltuk, majd a csO aljan Osszegyiilt sejtekrdl pipettdval Ovatosan leszivtuk a
folyadékot. Az iiledéket felraztuk és kis mennyiségli komplett médiumban higitottuk. Az
igy kapott szuszpenziobol 10 pl megfestése utdn megszamoltuk a sejteket, a
milliliterenkénti sejtszdmot 10%-ra 4llitottuk be, melybdl 1-1 ml-t mértiink ki 24-lyukd,
lapos fenekii tenyésztétalcakra (BD Falcon). A sejteket 1 6rdn keresztiil inkubéltunk 37
°C-on. A nem adherens sejteket (vorosvérsejtek, granulocytdk) a médium leszivasaval,

majd egyszeri Hanks-féle oldattal torténé mosdéssal tavolitottuk el a kultirakbol.

6. A makrofagok fagocitozis-intenzitasanak vizsgalata

A 24-lyuku tenyésztotdlcakra kitapasztott makrofagokhoz az ,.Eredmények” cimii
fejezetben leirtak szerint lyukanként 210* MSC-t (csontvel6i vagy zsirszoveti eredetii), 10
pg/ml LPS-t és/vagy 10 uM indometacint adtunk. 48 6ra 37°C-on torténd inkubécid utan

5%10° élesztosejtet vagy 5*10° dexametazonnal elékezelt (12-18 6ra 37°C-on) thymocytt
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adtunk a kultirdkhoz, majd egy o6rat inkubaltuk dket 37°C-on. Ez utdn a sejteket — a
médium leszivasat kovetden — 3-szor mostuk PBS-sel, majd PBS-sel pufferelt 8%-os
formalinnal 10 percig fixdltuk éket. Ujabb 3-szori PBS-sel torténé mosds utin Giemsa
festékoldatot adtunk a lyukakhoz, melyben 1 6ran keresztiil festodtek a sejtek. Egy végso,
3-szori PBS-sel tortén6é mosas utan az eredményeket digitalis fényképeken rogzitettiik,
majd megszamoltuk a fagocitdlt élesztOsejtek mennyiségét (éleszté/makrofag)
kezelésenként 100-100 makrofagban. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszképra
(Olympus, Tokid, Japan) csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitdlis kamerdval (Nikon
GmbH, Diisseldorf, Németorszag) készitettiik.

Egyes kisérletekben a fagocitozis utdn inkubdltuk a sejteket 48 oOrat és ezeket a

feliiluszokat vizsgéltuk.

7. A TNFa-, az IL-10 és a prosztaglandin-E2-termelés mérése

Az , Anyagok és modszerek” fejezet 6. pontjdban leirt vizsgdlati rendszer
kultdrdib6l korabban fagyasztoba eltett, majd fagybdl felvett feliilisz6kb6l Parameter ™
TNF-a ELISA Kit, IL-10 ELISA Kit, illetve PGE2 ELISA Kit (mind R & D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN) segitségével hatdroztuk meg a PGE2, az IL-10, és a TNFa

koncentracidjat.

8. Statisztikak

Az eredmények szignifikdns voltdt kétmintds Student-féle t-préba (nem egyenld
variancidkra) segitségével ellendriztiik, p<0,05 figyelembe vételével. Az dbrakat a mérési

pontok felrajzoldsaval készitettiik (atlag + SD).
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Eredmények

1. A mesenchymalis 6ssejtek karakterizalasa

Els¢ vizsgélatainkban a 10-12 hetes C57B1/6—0s egerek combcsontjabdl, illetve
bor alatti és viscerdlis zsirjabol izoldlt, majd tenyészetekben fenntartott sejtekrdl szerettiik
volna bizonyitani, hogy azok morfolégia, adherencia, immunfenotipus és differencidcids
képességek tekintetében mesenchymalis &s-/stromasejteknek tekinthetdk. A vizsgalatokat
8-15-szor passzdlt (4toltott) sejteken végeztiikk, ugyanis — a szakirodalom és sajat
tapasztalataink szerint — csontveld esetében az MSC tenyészetek még a 7-8. 4toltasig
tartalmazhatnak vérképzo elemeket*®. Az 4ltalunk izoldlt adherens sejtek fibroblaszt-szer(i
morfolégidt mutattak, valamint differencidlatlansdgukat a sorozatos passzaldsok (atoltasok)

soran nagyrészt megorizték (3. dbra).

3. abra: Csontveldi és zsirszovet eredetii adherens sejtek morfologiaja. A: Csontvel6i
eredetli sejtek (Giemsa-festés, eredeti nagyitas x10); B: Zsirszovet eredetli sejtek (Giemsa-

festés, eredeti nagyitds x10)

A sejtfelszini markerek vizsgédlatinak eredményei a 4. dbrdn lathatdk.

Vizsgdlatunkban mindkét sejttipus pozitiv volt Sca-1-re (stem cell antigen-1), CD44-re és

20



CD73-ra. CD90.2-re a csontveldi eredetll sejtek negativak, mig a zsirszovet-eredetiiek
pozitivak voltak. Szintén mindkét sejttipus negativ lett vérképzd sejtekre jellemzd
markerekre, dgymint: CD34 (kapillarisendotélre €s hematopoietikus &ssejtre jellemzo),
CD45R (pan-leukocyta, minden fehérvérsejtre jellemzd), CDI11b (monocytara,

granulocytdra jellemzd), Grl (granulocytidra jellemzd), Terl19 (erythroid sejtekre

jellemzd).
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4. abra: Csontvel6 és zsirszovet eredetii stromasejtek sejtfeliileti markereinek (Sca-1,
CD44, CD73, CDY0.2, CD34, CD45R, CD11b, Grl, Ter119) vizsgalata aramlasi

citométerrel. Zold hisztogram: fikoeritrines (PE) jel6lés; Piros hisztogram: fluoreszcein-

izotiocianatos (FITC) jelolés; Sziirke hisztogram: kontroll

21



Mind a csontveldi, mind a zsirszovet eredeti adherens sejtek képesek voltak
specidlis induktorok hatdsdra osteoblast és adipocyta irdnyba differencidlédni, kontroll
ellenében. Ilyen médon mindkét sejttipus multipotensnek, vagy legaldbbis bipotensnek
tekinthetd. A kontroll esetében differencidlatlan fibroblaszt-szer(i sejteket lathatunk. Az
adipocyta irdnyba tortént differencidcional az olajvords festék hatdsara lathatéak a
sejtekben felhalmozddott lipidcseppeket. Osteoblast irdnyd diferencidcié esetében az
alizarinvoros festés az extracelluldris kalcium felhalmozddasiat mutatja. Az 5. dbrdn a

zsirszoveti eredetli MSC-k differencidléddsat mutatjuk.

5. abra: Zsirszovet-eredetii stromasejtek differencialédasa specialis induktorok
hatasara. A: Kontroll, Giemsa festés, eredeti nagyitas x10; B: Adipocyta, Olajvoros,

eredeti nagyitas x20; C: Osteoblast, Alizarin voros, eredeti nagyitas x10.
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2. A mesenchymalis 6ssejtek hatasa a makrofagok éleszto-fagocitozisara

A Mf-ok éleszté-fagocitdzisdban bekovetkezd valtozdsokat mindkét tipusd
(csontveldi, zsirszoveti eredetlt) MSC jelenlétében vizsgéltuk. A 24-lyuki tenyésztotalcan
kitapasztott Mf-okhoz (dbrdkon: PEC) 10 uM indometacint, 10 pl/ml LPS-t (mind a
legmagasabb, hatdsos dozis, amelyet a sejtek még kdrosodds nélkiil elviselnek), valamint
2%10" AD- vagy BM-MSC-t (elékisérleteinkbdl igazolt legkisebb biztosan hatisos MSC-
mennyiség) adtunk kiilonb6z6 kombindcidkban (6. dbra szerint). 48 Ora inkubdlds utdn
5%10° élesztésejtet adtunk minden kultirdhoz, majd egy 6ra elteltével vizsgdltuk a Mf-ok
fagocitozisanak mértékét.

Eredményeink szerint a Mf-ok éleszt0-fagocitézisdnak intenzitdsa csokken LPS
jelenlétében, azonban specifikus PGE2-szintézisgatlo, az indometacin (IMT) képes
feloldani ezt a csokkenté hatdst (p=7,88*10"°, illetve a parhuzamos vizsgilatban
p=5,72*%10"). Az MSC-k fagocitézist novel hatdsa ennél még kifejezettebb (BM-MSC
esetében p=0,000796, AD-MSC esetében p:6,77*10'6), amely még LPS jelenlétében is
megmarad (BM-MSC-knél p=1,37%10"", AD-MSC-knél p=3,23*10""). Az IMT jelenléte
sem befolydsolja az MSC-k fagocitézist noveld képességét, LPS-sel egyiitt alkalmazva

azonban a BM-MSC-k hatasét kozombositi (PEC kontrollhoz viszonyitva p= 0,473).
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6. abra: A makrofagok éleszto-fagocitézisanak valtozasa bakterialis endotoxin,

PGE2-szintézisgatlo, valamint csontveldi és zsirszoveti eredetii mesenchymalis

ossejtek jelenlétében. Elesztéseijt-felvétel/makrofig a kiilonboz6 kezelés-kombindcick

fiiggvényében. BM-MSC: csontveldi MSC-k; AD-MSC: zsirszoveti eredetit MSC-k; PEC:

makrofagok; LPS: bakteridlis (endotoxin) lipopoliszacharid, Indo: indometacin (PGE2-

szintézisgétld). Piros csillagok: A kontrolltél (PEC) valé szignifikans eltérés (p<0,05).
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3. A mesenchymalis oOssejtek hatasa a makrofagok TNFo, IL-10 és

prosztaglandin-E2 termelsére:

a) A Mf-kultarak feliiliszéiban mérheto TNFao, IL-10 és PGE2
szintjének valtozasa csontvel6i és zsirszoveti eredetiic MSC-k, valamint

endotoxin (LPS) jelenlétében

Az Mf-ok éleszté-fagocitdzisanak vizsgdlata mellett megmértik a kultirdk
feliilisz6iban taldlhat6 citokinek/medidtorok mennyiségét — amelyhez az ,,Eredmények”
fejezet 2. pontjdban leirt vizsgalati elrendezés — a fagocitdzis eldtt Osszegyljtott —
feliiluszo6it hasznaltuk. Egy gyulladdsos citokin, a TNFa, egy gyulladdsgatlé citokin, az IL-
10, valamint egy lipid mediator, a PGE2 mennyiségében bekovetkezo valtozasokra voltunk
kivancsiak.

Eredményeink (7. dbra) azt mutatjdk, hogy:

1. LPS hatdsdra a Mf-ok IL-10, de foként a TNFo és PGE2-termelése megnd. Ha LPS
mellett IMT is van a rendszerben, a PGE2-termelés megsziinik, az IL-10 és a TNFa
mennyisége azonban nem véltozik szamottevéen a csak LPS-sel kezelt Mf-ok
feliilusz6iban mérhetd TNFa szintjéhez képest.

2. ha a Mf-ok mellett AD- vagy BM-MSC-k is vannak a kultirdban, mind az IL-10, mind
a PGE2 szintje megemelkedik a feliiliszoban, azonban a TNFo. mennyisége nem
valtozik a csak Mf-okat tartalmazdé kultirdkhoz képest. Ha LPS is keriil a rendszerbe,
bar a TNFa szintje valamelyest fokozdédik a csak Mf-okat és MSC-ket tartalmaz6
kultirdkban mért TNFa-szinthez képest, azonban az IL-10 nagymértékil
novekedésével a TNFo/IL-10 ardany az IL-10 javara tolodik el. Tovabbd az IL-10
feliliszoban mérheté mennyiségének fokozdédasdval a PGE2 mennyisége
parhuzamosan nd. IMT hozzdaddsdra — LPS egyidejii jelenlététdl fiiggetleniil — a
PGE2-termelés gyakorlatilag megszlinik, azonban az IL-10 mennyisége, habar kis
mértékben visszaesik — nem csokken a kezeletlen Mf-kontroll IL-10-termelésének

szintjére.
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3. onmagukban sem az AD-, sem a BM-MSC-k nem termelnek IL-10-et és TNFo-t,
valamint PGE2-t csak kis mennyiségben mérhettiink ilyenkor a kultira-feliiluszokban.
Az elobb emlitett citokinek és PGE?2 szintje sem LPS-sel, sem IMT-nal tortén6 kezelés
esetén nem valtozott szdmottevden.

4. az AD-MSC-k jelenlétében a kultirdk feliiliszéiban dltaldnosan nagyobb mennyiségli

citokin figyelhetd meg.
BM-MSC
Citokin koncentracio B PGE2 PGE2 koncenfracio
{(pg/ml) 0 IL-10 (pgiml)
B TNFa

800 - 1600
7004 - 1400
600 - 1200
500 - 1000
4004 -800
300 1 -600
200 1 - 400
1001 -200

PEC: + + + + + + + +

MSC: - - - - + + + + + + + +

LPS (10 pgiml): - + + : -+ + s

Indo (10 uM) 5 : + + 5 : + o+ 5 -+ 4

7/a. abra: A makrofag-BM-MSC ko-kultiarak feliiliszoiban mérheto citokinek és
mediatorok mennyiségének valtozasa bakterialis endotoxin és/vagy PGE2-
szintézisgatlo jelenltében. Citokin-, illetve PGE2 koncentracidé-valtozas a kiilonb6zo
kezelés-kombindciok fiiggvényében. BM-MSC: csontvel6i MSC-k; PEC: makrofagok;
LPS: bakteridlis (endotoxin) lipopoliszacharid; Indo: indometacin (PGE2-szintézisgatlo).
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AD-MSC

Citokin koncentracio m PGE2 PGE2 koncentracio
{(pgiml) {pgiml)
0 IL-10

8004 H TNFx -
s | 2300
6005 2400
B M - 2000
4007 1600
3007 - 1200
200 - 200
1007 - 400

PEC: + + + + + + +

MSC: - - - + + + + + + + +

LPS (10 pgiml); - + o+ . + o+ - o

Indo (10 pM) - - + - - + + s + +

7/b. abra: A makrofag-AD-MSC ko-kultirak feliiliiszéiban mérheté citokinek és
mediatorok mennyiségének valtozasa bakterialis endotoxin és/vagy PGE2-
szintézisgatlo jelenltében. Citokin-, illetve PGE2 koncentracié-valtozas a kiillonb6zo
kezelés-kombindciok fiiggvényében. AD-MSC: zsirszoveti eredetit MSC-k; PEC:
makrofagok; LPS: bakteridlis (endotoxin) lipopoliszacharid; Indo: indometacin (PGE2-

szintézisgatlo).

b) A Mf-BM-MSC ko-kultirak feliiliszoiban mérheté TNFo, IL-10 és
PGE2 szintjének valtozasa élesztosejtek, illetve apoptotizaléo thymocytak

bekebelezését kovetoen

Azt is megviszgéltuk, hogyan alakul a Mf-ok citokintermelése a ko-kultirdkban
élesztd sejtek (gomba), illetve dexametazonnal kezelt thymocytdk (apoptotizdld sejtek)
fagocitozisat kovetden. Ezekben a kisérletekben a kitapasztott sejtekethez (PEC és/vagy
MSC) élesztét (5%10°) vagy apoptotizdlé thymocytikat (5%10°) adtunk, majd egy Gra
elteltével a be nem kebelezett partikulumokat eltdvolitottuk és friss tenyésztéfolyadékban

tovabbi 48 orat inkubdltuk a sejteket.
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Ahogyan a 8. dbrédn is lathatd, a Mf-ok élesztd hozzdaddsidra nagy mennyiségii
TNFo-t kezdenek termelni, ami apoptotizalé thymocytdk jelenlétében elmarad. Az MSC-k
mind a nyugvdé, mind az élesztdével vagy apoptotizalé thymocytdval aktivalt Mf-ok
feliilisz6iban erételjesen novelik az IL-10 mennyiségét, ezzel parhuzamosan a PGE2
szintje is emelkedik. Megfigyelhettiik tovabba, hogy az MSC-k 6énmagukban apoptotizald
thymocytdk hatdsiara sem termelnek szamottevd mennyiségi TNFa-t, IL-10-et vagy

PGE2-t a tobbi, MSC-ket is tartalmazé vizsgalati elrendezéshez képest.

Citokin koncentracio PGE2 koncentracio
(pgiml) (pg/ml) B PGE2
1000 - -15000 O IL-10
4 u B B TNFx
900 - 13500
200 4 - 12000
700 - 10500
600 - - 9000
500 - - 7500
400 - 6000
300 - 4500
200 1 - 3000
100 - -1500
-
BEE: + + + + + +
MSC: - + - + . + i
Elesztd: = 5 + + :
Thymocyta: + + +

8. abra: Az élesztit vagy apoptotizalé thymocytat fagocital6 Mf-okat tartalmazo
kultirak feliiliszojaban mérheté citokinek és mediatorok mennyiségének
valtozasa csontvel6i eredetii mesenchymalis dssejtek jelenlétében. Citokin-, illetve
PGE?2 koncentricié-valtozas a kiillonbozo kezelés-kombindciodk fiiggvényében. PEC:

makrofagok.
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4. A Mf-ok CD206 expressziojanak mérése

A Mf-ok éleszté-fagocitozisra valo képességében szerepet jatsz6 CD206 (manndz
receptor) molekula kifejezodését is vizsgaltuk LPS, illetve csontvel6i MSC-k jelenlétében.
A 24-lyuki tenyésztdtdlcan kitapasztott Mf-okhoz 10 pl/ml LPS-t, valamint 2*10* BM-
MSC-t adtunk kiilénb6z6 kombinaciokban, majd 48 ora elteltével meghataroztuk a sejtek
feliiletén kifejez6dott CD206 molekula mennyiségét.

Ahogy a 9. dbra is mutatja, az MSC-k sem 6nmagukban, sem LPS hatdsdra nem
fejeznek ki CD206 molekuldt a sejtfelsziniikon, a Mf-ok azonban mindig pozitivak ra
(kezeletlen Mf-kultirdban a sejtek 56,70%-a). Mig a pozitiv sejtek ardnya nem véltozik
szamottevéen a kezelések hatdsdra, a sejtek feliilletén kifejez6d6 CD206 molekuldk
mennyisége kiillonbozéképpen alakul: MSC-k hatdsara a mért kozepes fluoreszcencia
intenzitds (MFI) 54,02-r61 66,43-ra nd; LPS-sel torténd kezelésre pedig 31,62-re csokken,
jelezve az egy-egy sejt felszinén expresszalodé CD206 molekuldk relativ mennyiségét.
Eredményeink szerint az MSC-k LPS-sel torténd egyidejli addsakor az LPS CD206-

expresszid intenzitasat csokkentd hatdsat kikiiszobolik, az MFI 31,62-r61 48,72-re nd.
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CD206 expresszio

PEC PEC + MSC MSC
g 5 8

56,70 % 60,36 % -
£ MFI=54,02 2 MFI1 = 66,43 @3
2, 2 28]
3% ] S
S S 823
o o

100 10! 102 1w0®  10f

FL2H
PEC + LPS PEC + LPS + MSC MSC + LPS

2 =4 8
50,73 % 55,68 % ;
] MFI1= 31,62 =8 MFI= 48,72 s
£e g 28
80 M1 8 M1 53-
= =4 K
o4 r . v I‘- = - - oé

0 1 02 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

10 10 FII_‘Z-H 10 14y 10 10 I'Il_g-H 10 10 10" 10 F1|_g.H 10° 10

9. abra: A kiilonb6z6 moddokon kezelt Mf-ok CD206-expresszidjanak vizsgalata
aramlasi citométerrel. Relativ sejtszam a fluoreszcencia-intenzitas fiiggvényében. Piros

hisztogram: fluoreszcein-izotiociandtos (FITC) jelolés; Sziirke hisztogram: kontroll; M1

intervallum: pozitiv minta; MFI: atlagos fluoreszcencia-intenzitds; a fekete szazalékok az
M1 intervallumhoz tartozé pozitiv sejtek ardnyat mutatjdk. PEC: makrofiagok; LPS:

bakterialis (endotoxin) lipopoliszacharid; MSC: itt csontvel6i mesenchymalis Ossejtek.
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Az eredmények megvitatasa

Napjainkban egyre tobb vizsgdlat irdnyul a mesenchymalis &ssejtek
immunszupressziv aktivitdsanak felderitésére. Kevés azonban az olyan munka, amely az
MSC-k és Mf-ok funkciondlis kapcsolatat vizsgalja.

Eredményeink szerint mind a csontvel6bdl, mind a zsirszovetbdl (bOr alatti és
viscerdlis) sikeresen izoldlhaték olyan — in vitro — a tenyésztéedény faldhoz kitapado,
fibroblaszt-szerti morfol6giat mutaté multipotens (de legaldbbis bipotens), osteoblast és
adipocyta irdnyba differencidlédni képes sejtek, melyek hosszi idon keresztiil képesek
aszimmetrikus osztoddsok révén (tobbszori dtoltds mellett) Snmaguk fenntartdsara. Ezen
tulajdonsagok alapjan tehat ezek a sejtek mesenchymalis ds-/stroma-/progenitorsejteknek
tekinthetok. Morfolégidban, differencidciés képességben, valamint immunfenotipusban
mindkét sejttipus nagyfokd hasonlésdgot mutat. Kisebb kiilonbségek azonban
megfigyelhetok, ilyen példaul az AD-MSC-k felszinén kifejez6d6 CD90.2-es marker,
amely BM-MSC-k sejtfelszinén nem volt jelen. (Emberben mind a csontveldi, mind a
zsirszovet eredeti MSC-k CDO90 pozitivok). Ennek hatterében allhat a fajok kozti
kiillonbség, eltérd szoveti eredet, vagy valami mads. Tekintve, hogy a CD90 molekula
funkcigja ma még nem ismert, a megfigyelt kiilonbséget pillanatnyilag nem lehet biztosan
megmagyarazni.

A Mf-ok éleszté-fagocitézisaban bekovetkezd vialtozdsok vizsgdlatabdl kideriilt,
hogy az MSC-k (szoveti eredetiiktdl fiiggetleniil) nemcsak hogy kikiiszobolik az LPS
éleszto-fagocitdzist csokkentd hatdsat, hanem kis mértékben, de szignifikdnsan fokozzék is
azt. A Mf-ok LPS-re adott valasza itt megfeleltethetd egy az M1-es, gyulladdsos Mf-okra
jellemzd tulajdonsdgnak, a MSC-k hatdsdra bekovetkezd éleszté-fagocitézis novekedés
pedig egy M2-es, gyulladdsgatldo Mf-okra jellemzd tulajdonsdg. Ezzel Gsszhangban a
CD206 molekula — egy az élesztd, valamint més patogének fagocitdzisiba szerepet jatszo
receptor (manndz receptor) — Mf-ok sejtfeliiletén megjelend mennyisége jol korreldl a
LPS-, illetve az MSC-kezelés Mf-ok fagocitozisara gyakorolt hatdsaval:

e LPS jelenlétében mind az élesztd-fagocitdzis, mind a CD206 expresszidja csokken,

e MSC-k jelenlétében viszont a CD206 molekula kifejez0désének intenzitdsa €s a
bekebelezett élesztd sejtek mennyisége egyarant fokozodik.

Habar az MSC-k még LPS egyidejii jelenlétében is képesek voltak fokozni a Mf-ok

éleszto-fagocitdzisat, a CD206 molekula kifejez6dését nem tudtdk szamottevOen
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megnovelni a Mf-ok felszinén, csak az LPS hatdsat tudtak kikiiszobolni. Valoszinii tehdt,
hogy az MSC-k nem csak az M2-es Mf-ok egyik jellemzd markerének tekintett CD206,
hanem mads, a gombasejtek fagocitézisdban szerepet jatsz6o un. ,,scavanger’ receptorok
expresszidjat is befolydsoljak.

Egy specifikus PGE2-szintézisgatld, az IMT segitségével vizsgéltuk a PGE2
szerepét a Mf-MSC kolcsonhatdsban. Eredményeink szerint a PGE2 legaldbbis nem
egyediil felelos Mf-ok gyulladdsgétld profilba torténd tranzicidjanak kivéaltdsdban —
szemben a kordbbi leegyszertisité elképzelésekkel'” —, ugyanis IMT alkalmazdsakor az
MSC-knek sem az élesztd-fagocitozisra, sem az IL-10 mennyiségének novelésére
gyakorolt hatdsa nem sziinik meg. PGE2 hidnydban részleges csokkenés figyelhetd meg a
Mf-ok feliiliszéiban mérhetd IL-10 mennyiségében, amely arra utal, hogy a PGE2 - bar
kozre jatszik az MSC-k Mf-okra gyakorolt hatdsdban — nem egyediili medidtora a
folyamatnak. Ez nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy az MSC-k a PGE2-n kiviil
szamos mads — a Mf-ok mikodését befolydsolni képes szolubilis faktort (citokineket,
kemokineket, galektin-1-et, stb) is termelnek™®.

Az IMT gatolta az LPS azon képességét, hogy csokkentse a Mf-ok éleszto-
fagocitozisanak mért€ékét. Ezzel pdrhuzamosan az IMT — mint nem szteroid tipusu
gyulladasgatlé - gdtolta a sejtek LPS-indukdlt PGE2 termelését is, ami szintén a Mf-ok
aktivaciéjanak a gyogyszer hatdsara bekovetkezd, M2 irdnyu eltolédasara utalhat. Az LPS
altal kivéltott Mf-vélasz — az éleszté-fagocitdzis intenzitdsdnak csokkenése, a PGE2,
valamint a TNFa termelés fokozoddsa — mind egy Ml-es, gyulladsdsos Mf-populacié
kialakuldsat jelzik.

Mind a csontveldi, mind a zsirszéveti eredetli MSC-k képesek — LPS jelenlététdl
fiiggetleniil — erdteljesen megndvelni a Mf-ok feliiliszéiban az IL-10 szintjét, amely a IL-
10/TNFa ardnyban az immunszupressziv €s gyulladdsgatld aktivitasu IL-10% tulsulyat
eredményezi, vagyis a sejtek citokin-profilja is M2 irdnyba tolddik el.

Mig az élesztdvel (kérokozd) aktivalt Mf-ok TNFo-teremelése jelentdsen
megugrik, addig ez apoptotizdl6 thymocytdk bekebelezése sordn nem kovetkezik be. Ez
0sszhangban van azzal, hogy a szervezetben lezajlé apoptotikus folyamatok nem keltenek
gyulladasos reakci6t™’. Ugyanakkor az MSC-k mindkét tipusi Mf-aktivacié sordn képesek
a feliiliszoban mérhetd IL-10/TNFo ardnyt az IL-10 javara megnovelni. Ez ismételten azt
bizonyitja, hogy az MSC-k képesek a Mf-okat ,,alternativ uton aktivalt” (gyulladdsgétld

vagy regulator) sejtekké formalni®'.
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Az, hogy az AD-MSC-ket tartalmazé kultardk feliilisz6iban konzekvensen
nagyobb citokin-koncentriciokat mértiink, mint BM-MSC-k esetén, magyardzhat6 az
eltéré szoveti eredettel, tekintve, hogy a zsirszovet egy krénikus gyulladdsra hajlamos
szovet™, ezért feltételezhetd, hogy az innen szdrmazé MSC-k erételjesebb gyulladdsgatld
hatassal birhatnak.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az MSC-k szoveti eredetiiktél (csontveld ill.
zsirszovet) fiiggetleniil eldsegitik a peritonedlis Mf-ok alternativ (M2), illetve gatoljak
,Klasszikus” — azaz gyulladds keltd — (M1) irdnyd polarizaciéjat. Ennek meghatdrozé
szerepe lehet az MSC-k in vivo megfigyelt erlteljes gyulladdsgatlé aktivitisaban. A
tovabbiakban sziikséges lehet a PGE2 szerepének alaposabb tisztdzdsa, tekintve, hogy a
szakirodalomban — eredményeinkkel ellentétben — a PGE2 a Mf-MSC koélcsonhatds
kozponti medidtoraként szerepel. Sziikséges lehet még annak tisztizdsa is, hogy a
feliiluszokban mért citokinek és PGE2 termeléséért melyik sejttipus milyen mértékben

felelOs.
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Konklazio

e Sikeresen izoldltunk a C57Bl/6-os egerek boOr alatti és viscerdlis zsirszovetébol
olyan adherens, fibroblaszt-szerli morfologiaval rendelkezd sejteket, amelyek
sejtfelszini markereik ¢és differencidcios képességeik alajan mesenchymalis
Ossejteknek tekinthetok. Ezek alapjan a tulajdonsiagaik alapjan nagymértékben
hasonlitanak a csontvel6i eredetli MSC-khez.

e Mind a csontvel6i, mind a zsirszoveti eredeti MSC-k képesek a Mf-okat azok
€leszto- és thymocyta-fagocitézisnak, valamint citokintermelésének megvaltozdsan
keresztiil gyulladasgatl6 aktivitasra birni, tehat M2-es Mf-profilba juttatni, in vitro.

e Jgazoltuk, hogy a prosztaglandin-E2, bar szerepet jatszik a Mf-ok gyulladdsgatlo
profilba torténd polarizdldsaban, nem egyediili medidtora a folyamatnak.

e A tovabbiakban sziikséges a PGE2 pontos szerepének tisztizdsa az MSC-Mf
kolcsonhatdsban, valamint annak kideritése, hogy a Mf-okat és MSC-ket
egylittesen tartalmazé kultirdkban melyik sejt milyen mértékben jarul hozzd az

egyes citokinek és a PGE?2 feliiluszokban mérhetd mennyiségéhez.
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Osszefoglalas

Napjainkban szdmos munkacsoport foglalkozik a csontveléi mesenchymalis Os-
vagy stromasejtek (BM-MSC) terdpids célu felhaszndldsdval a hematopoiézis
tdmogatdsdban, a szovetek fenntartdsdban és regenerdldsiban, valamint a gyulladdsos és
immunfolyamatok gatldsdban betoltott szerepiiknek koszonhetéen. Az MSC-k segitségével
remélhetdleg kezelhetdk lesznek olyan gyulladdsos- és/vagy autoimmun betegségek, mint
példaul az akut graft versus host- vagy a Chron-betegség. Rendkiviil keveset tudunk
azonban az MSC-k makrofdgokra (Mf) gyakorolt hatdsarél, igy jelen munkéank célja annak
vizsgélata volt, hogy milyen funkciondlis kovetkezményei lehetnek e két sejttipus
kolesonhatdsdnak, kiilonos tekintettel a Mf-ok fagocitézis képességének €s citokin
termelésének esetleges valtozdsara. Mivel a csontveld mellett egy szamos szempontbol
idedlisabb sejtforrasbdl, a zsirszovetbdl is nyerhetok olyan MSC-k, melyek a BM-MSC-
khez nagyban hasonlé immunmoduldlé funkcidval rendelkeznek, vizsgélatainkban ezért
zsirszovetbdl izolalt MSC-kre (AD-MSC) is kiterjesztettiik.

Kisérleteink sordn 10-12 hetes egerek csontvel6jébdl, ill. zsirszovetébdl szarmazd
MSC-ket és az éllatok peritonedlis iiregébdl kimosott Mf-okat hasznaltunk. Vizsgéltuk az
onmagukban, illetve MSC-k egyidejii jelenlétében szélesztett és 48 6rdig inkubalt Mf-ok
€lesztd-, valamint apoptotikus sejt (szteroiddal kezelt thymocyta) fagocitézisat.
Meghataroztuk a tenyészetek feliiliszoban talalhatdé TNFa (egy gyulladésos citokin), IL-
10 (egy gyulladdsgatld citokin) és PGE2 mennyiségét. Ugyanezeket a vizsgalatokat
bakteridlis endotoxinnal (LPS) stimulalt Mf-okkal is megismételtiik. Megallapitottuk, hogy
mind a BM-MSC-k, mind az AD-MSC-k képesek fokozni a Mf-ok fagocitdlé képességét
és egyidejiileg jelentésen megvéltoztatjdk a szekretdlt citokinek ardnyat a kultura-
feliiluszokban. A TNFo abszolit mennyiségét 4ltaldban nem befolydsoljadk, a
gyulladasgatlé IL-10 termelését viszont jelentdsen fokozzak, igy az MSC-k jelenlétében a
Mf-ok inkdbb gyulladdsgatld (M2-es, vagy alternativ), mint ,klasszikus” gyulladaskeltd
(M1)-es fenotipust mutatnak. Az LPS-el in vitro aktivalt Mf-ok M1 irdnyd polarizaci6jat
szintén gatoljdk a stroma sejtek. Ez a hatds indometacin, egy prosztaglandin szintézis gatlo
jelenlétében csokken, rdaddsul a kultura-feliilliszok PGE2 koncentricidja az IL-10
mennyiségének novekedésével tobbé-kevésbé parhuzamosan nd, ami arra utal, hogy a

PGE2 az MSC-Mf kolcsonhatés egyik fontos mediétora lehet.
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Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az MSC-k szoveti eredetiiktdl (csontveld ill.
zsirszovet) fiiggetleniil eldsegitik a Mf-ok alternativ (M2), illetve gétoljdk ,.klasszikus” —
azaz gyulladds keltd — (M1) irdnyu polarizacidjat. Ennek meghataroz6 szerepe lehet az

MSC-k in vivo megfigyelt erdteljes gyulladasgatlé aktivitdsdban.
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Abstract

Recently, bone-marrow derived mesenchymal stem- or stromal cells (BM-MSC)
have been subjects to several researches due to their ability to support hematopoiesis,
promote tissue maintenance and regeneration and inhibit inflammatory and immune
processes. MSCs are promising targets in the treatment of certain inflammatory and/or
autoimmune diseases, such as acute graft versus host disease or Chron-disease. Little is
known, however, about the interaction between BM-MSCs and macrophages (MP),
therefore, in our work we aimed to clarify the functional consequences resulting from the
relationship between these cell types, especially the changes resulting from possible
alterations in the phagocytic activity and cytokine production. Since MSCs derived from
the more easier accessible adipose tissue (AD-MSC) are also capable of exerting a highly
similar immunomodulatory effect in the body as BM-MSCs, we aimed to investigate the
similarities and/or differences between the effects of these two cell types on MPs as well.

We used MSC cultures established from the bone marrow and adipose tissue of 10-
12 weeks old mice. MPs were isolated from the peritoneal cavity of mice of the same age.
We measured the intensity of yeast- or apoptotic cell (steroid-treated thymocyte)
phagocytosis of MPs incubated in cultures with or without MSCs for 48 hours, while the
levels of TNFo (an inflammatory cytokine), IL-10 (an anti-inflammatory cytokine) and
PGE?2 in the culture supernates were determined. The same experiments were repeated
using bacterial endotoxin (LPS) stimulated MPs. We found that both BM- and AD-MSCs
were capable of enhancing the phagocytic activity of MPs, concurrently significantly
altering the ratio of secreted cytokines in the culture supernates: while levels of TNFo was
not affected in general, elevated levels of IL-10 could be observed, thus suggesting that
MPs tend to show an anti-inflammatory (M2 or ,.alternative”) phenotype instead of a
,classical” pro-inflammatory (M1) phenotype in the presence of MSCs. Polarization of
MPs towards an M1 phenotype upon in vitro LPS activation was also hindered by the
stromal cells. This effect was mitigated in the presence of indomethacin, a specific
prostaglandin synthesis inhibitor, moreover, the concentration of PGE2 in the culture
supernates increased more or less in parallel with IL-10 levels indicating that PGE2 can be
an important mediator in the MSC-MP interaction.

Our results therefore show that MSCs, regardless of their tissue of origin (bone

marrow or adipose tissue), are capable of facilitating the polarization of MPs towards the
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»alternative” (M2) phenotype while inhibiting the development of the ,,classical” — or pro-
inflammatory — (M1). This can play a pivotal role in the in vivo observed strong anti-

inflammatory effect of MSCs.
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