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Rövidítésjegyzék 

AD-MSC, BM-MSC: (adipose-derived stem/stromal/progenitor cell) zsírszövet eredet� 

�s-/stroma-/progenitorsejt; (bone marrow stromal  cell) csontvel�i eredet� �s-/stromasejt 

CD206: mannóz receptor 

CFU-F: (colony forming unit fibroblast) fibroblaszt-szer� kolóniaképz� sejt 

DC: (dendritic cell) dendritikus sejt 

DMEM: Dulbecco-által módosított Eagle-féle médium 

EGF: (Epidermal Growth Factor) epidermisz növekedési faktor 

FCS: (Fetal Calf Serum) fötális borjú savó 

FGF: (Fibroblast Growth Factor) fibroblaszt növekedési faktor 

FITC: fluoreszcein izotiocianát 

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

HGF: (hepatocyte growth-factor) hepatocyta növekedési faktor 

HLA: (human leukocyte antigen) humán leukocyta antigén 

IGF: (Insulin-like Growth Factor) inzulin-szer� növekedési faktor 

IL-10: interleukin-10 

IMT: indometacin 

IFNγγγγ: gamma interferon 

LPS: lipopoliszacharid 

M1, M2: klasszikus, ill. alternatív úton aktivált (makrofág) 

M-CSF: (macrophage colony-stimulating factor) makrofág kolónia-stimuláló faktor 

Mf: makrofág 

MHC I,II: (main histocompatibility complex I) f� hisztokompatibilitási génkomplex I, II 

MSC: (mesenchymal stem cell) mesenchymalis �ssejt 

NK-sejt: (natural killer cell) természetes öl�sejt 

PBS: (phosphate buffered saline) foszfáttal pufferelt sóoldat 

PGE2: prosztaglandin-E2  

SDS: (sodium dodecyl sulphate) nátrium-dodecil-szulfát 

TGF-ß1: (transforming growth factor ß1) transzformáló növekedési faktor-ß1 

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

TLR: Toll-like receptor 

TNFαααα: tumor-nekrózis faktor alfa 
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Bevezetés 

Jelen munkánkban a szöveti �ssejtek egy típusával, a mesenchymalis �ssejtekkel 

(MSC-k) végeztünk vizsgálatokat. Ezek a multipotens sejtek – mint minden szöveti �ssejt 

– hosszú ideig képesek aszimmetrikus osztódás révén önmaguk fenntartására, és 

ugyanakkor meghatározott (fiziológiás vagy kísérleti) körülmények között speciális 

funkciót ellátó, differenciálódott leánysejtek létrehozására. Számos szervben illetve 

szövetben fellelhet�k, mint például a csontvel�, az izom, a bél, a zsírszövet, a lép stb., ahol 

szövetfenntartó, regeneráló, stromaképz�, immunmoduláló és vérképzést támogató 

tulajdonságaik révén járulnak hozzá a szervezet m�ködéséhez1. Mivel MSC-specifikus 

sejtfelületi markerek máig nem ismertek, meghatározásuk három szempont szerint történik, 

melyeknek együttes fennállása szükséges az MSC-k definiálásához:  

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

a tenyészt�edény falára megnyúlt, fibroblaszt-szer� morfológiát mutatva; 

2. Sejtfelületi markerek: a következ� markereknek jelen kell lenniük: CD105, 

CD73, CD90, valamint vérfejl�dési sorokra jellemz� markerekre feltétlenül 

negatívaknak kell lenniük: CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 és HLA-

DR; 

3. Differenciálódás: képesnek kell lenniük osteoblast, chondrocyta és adipocyta 

irányba differenciálódni in vitro körülmények között2.  

Egyes vizsgálatok szerint az MSC-k nem csak a mesodermális eredet� sejttípusok 

létrehozására lehetnek képesek (transzdifferenciáció), ha speciális tenyésztési 

körülményeket biztosítanak számukra. Így nem csak csont-, porc-, ín- és zsírsejtek, váz- és 

szívizomsejtek, hanem neuronok, májsejtek, hasnyálmirigy szigetsejtek, stb. is 

létrehozhatók bel�lük3.  

Az MSC-kkel való munkát nagyban segíti, hogy könnyen izolálhatók, és 

viszonylag egyszer� a bel�lük létrehozott sejttenyészeteket fenntartani. A szövetek 

fenntartásában és regenerálásában, valamint a gyulladásos és immunfolyamatok gátlásában 

betöltött szerepüknek köszönhet�en fontos szerepet kapnak a különböz� autoimmun 

betegségek kezelésében, transzplantációs technikák fejlesztésében, és a szövetregenerációt 

igénybe vev� kutatásokban.  
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Irodalmi áttekintés 

1. A csontvel�b�l izolált mesenchymalis �ssejtek és immunszupresszív 

aktivitásuk  

Els�ként Friedenstein és mtsai4 (1968) izoláltak a csontvel�b�l olyan kolóniaképz� 

sejteket, melyek fibroblaszt-szer� morfológiát mutattak, és in vitro a tenyészt�edény 

falához kitapadva növekedtek (adherencia). Ezek alapján a sejteket CFU-F-nek (colony 

forming unit fibroblast) nevezték el.  Speciális induktorok segítségével a sejteket csont- és 

porc irányba tudták differenciáltatni. Vizsgálataikból kiderült továbbá, hogy a CFU-F-ek 

olyan speciális mikrokörnyezet kialakítására képesek, amely alkalmas a vérképz� �s- és 

el�dsejtek fejl�désének biztosítására. Ma már a szakirodalom az ilyen tulajdonságokkal 

rendelkez� sejteket mesenchymalis �ssejtekként, mesenchymalis stroma sejtekként vagy 

multipotens stroma sejtekként (MSC-k) definiálja.  

A mesenchymalis „stromasejt” elnevezés jelzi, hogy ezek az MSC-k valójában nem 

alkotnak homogén kultúrákat, ugyanis a tenyészetekben mindig találhatók a multipotens, 

osztódó sejtek mellett spontán differenciálódó alakok is, melyek az el�djeikt�l eltér�en 

már kisebb-nagyobb mértékben elkötelez�dött tri-, bi- vagy unipotens el�dsejtek5. Ezeknek 

a sejteknek és a „valódi” MSC-knek a morfológiája között alig, vagy egyáltalán nem 

figyelhet� meg számottev� különbség, de még sejtfelületi markereik alapján sem 

különíthet�k el jól egymástól, tekintve, hogy csak multipotens �ssejtekre jellemz� 

sejtfelületi marker(ek) egyel�re nem ismert(ek). Ezek miatt az elkülönítési nehézségek 

miatt heterogén mesenchymalis sejtkultúrákon zajlanak a különböz� vizsgálatok, melyet 

figyelembe kell venni az eredmények értelmezése, illetve összehasonlítás során – a 

vizsgálatok megismétlésével növelhet� az eredmények megbízhatósága.  

A regeneratív orvoslásban történ� felhasználás során részben állatkísérletek, 

részben klinikai kipróbálás alatt figyeltek fel a mesenchymalis �ssejtek két – addig még 

nem ismert – fontos tulajdonságára. A donor eredet� MSC-k allogén (ugyanazon faj 

genetikailag eltér� egyede), de néha még xenogén (más faj egyede) recipiensben sem 

váltanak ki er�teljes immunválaszt (hipoimmunogenitás), valamint hogy in vitro és in vivo 

körülmények között egyaránt megfigyelhet� immunszupresszív aktivitással bírnak6. Ezek a 

tulajdonságok kiemelked� fontosságúak lehetnek a sejtterápiás alkalmazás során, ugyanis 
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sürg�s esetben – ha a páciens saját MSC-graftjának elkészítése nem lehetséges, vagy arra 

nem áll rendelkezésre elegend� id� – bármilyen allogén donor MSC-i felhasználhatók a 

kezelés során, például egy allogén csontvel�-transzplantációt követ�en kialakult akut graft 

versus host betegség (GVHD) esetén, amikor a donor eredet� vérképz� sejtekb�l kialakuló 

lymphocyták megtámadják a recipiens számukra idegeként felismert szerveit/szöveteit. 

Hipoimmunogenitásuk oka máig sem tisztázott pontosan. Az MSC-k valószín�leg 

annak köszönhet�en tudnak „láthatatlanok” maradni az immunrendszer effektorsejtjei 

el�tt, hogy az MHC I-es antigéneket csak kis mértékben expresszálják, valamint hogy az 

MHC II-es antigének és a kostimulátor molekulák hiányoznak (CD40, CD80, CD86) a 

felszínükr�l, így még az alloreaktív lymphocytákat sem képesek stimulálni7. Ugyanakkor 

egyes vizsgálatokban az MSC-k meghatározott környezeti feltételek hatására képessé 

váltak antigén-prezentációra is, ami éppen az immunválasz aktivációját segíti el�. Inoue et 

al. (2006) gyenge CD80 expressziót mutattak ki MSC-ken, ami felveti az antigén-

prezentáció lehet�ségét, in vivo8. Több munka is állítja, hogy a mesenchymalis �ssejtek kis 

mennyiség� interferon-gamma (IFNγ) hatására megkezdik az MHC II-es antigének 

expresszióját9. Stagg et al. egyenesen azt feltételezik, hogy az MSC-k az antigén-

prezentáló sejtek (APC) egy nem hematopoietikus csoportja. Vizsgálatukban az IFNγ-val 

kezelt MSC-k sikeresen aktiválták az antigén-specifikus CD8 pozitív citotoxikus T-

sejteket10. Ezek az eredmények megkérd�jelezik az MSC-k hipoimmunogenitását. Chan et 

al. azt is leírták, hogy antigén hozzáadására az MSC-k képesek voltak antigén-

prezentációra, vagyis stimulálták az antigén-specifikus CD4 pozitív T-sejtek 

proliferációját11. Ezek az eredmények azonban mégsem zárják ki az MSC-k 

immunszupresszív képességét, ugyanis a fent említett immunválaszt serkent� hatás csak 

egy sz�k és alacsony IFNγ koncentráció-tartományban jelentkezik, az IFNγ szintjének 

emelkedésével együtt egyre inkább az immunszupresszív hatás érvényesül12.  

A mesenchymalis �ssejtek direkt immunszupresszív aktivitását el�ször emberi13 és 

egér14 MSC-kkel végzett kísérletekben igazolták. Ezekben a kísérletekben az �ssejtek 

általában a T-sejtek osztódását is gátolták in vitro. A megfigyelt hatás MHC-függetlennek 

bizonyult, mivel sem autológ-, sem allogén-eredet� MSC-k használatánál nem jelentkezett 

számottev� különbség a mitogén-, illetve az alloantigén indukált T-sejt proliferáció 

gátlásában15.  A vizsgálatokból arra is fény derült, hogy a gátló hatásért els�sorban 

szolúbilis faktorok felel�sek, ugyanis az MSC-ket a T-sejtekt�l féligátereszt� hártyával 

elválasztva a gátlás szintén bekövetkezett. A folyamatban szerepet játszó fontosabb 
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szolúbilis mediátorok lehetnek: a hepatocyta növekedési faktor (HGF), a transzformáló 

növekedési faktor –ß1 (TGF-ß1), az indolamin-2,3-dioxigenáz enzim (IDO), a nitrogén-

monoxid (NO), a prosztaglandin-E2 (PGE2) és az interleukin-10 (IL-10). Kísérleti 

körülményekt�l függ�en azonban más-más faktor(ok) kaphatnak szerepet a gátló hatásban: 

kevert lymphocyta-kultúrában például a HGF és a TGF-ß1, míg mitogén indukált T-sejt 

proliferáció-gátlásban szerepük kizárható16. Ezek az adatok felhívják a figyelmet arra, 

hogy a különböz� faktorok szerepe stimulustól függ�en változhat. Az itt felsorolt 

mediátorok pontos szerepe máig sem tisztázott, sok az egymásnak ellentmondó adat, amely 

valószín�leg a sokszor igen eltér� kísérleti körülményekre vezethet� vissza. Az viszont 

már nagy biztonsággal kijelenthet�, hogy az MSC-k és T-sejtek kölcsönösen befolyásolják 

egymás folyamatait. Az aktivált T lymphocyták (és szintén jelen lév� monocyták, 

makrofágok, NK-sejtek) gyulladásos citokineket termelnek – például IFNγ−t, TNF-α −t 

és/vagy IL-1ß-t17. Ezek hatására a mesenchymalis �ssejtek több, a T-sejt osztódás 

gátlásáért felel�s faktort szekretálnak18. Mára már az is egyértelm�, hogy az MSC-k mind 

a naiv és memória T-sejteket19, mind a CD4 és CD8 pozitív T-sejtek osztódását20 képesek 

gátolni. 

Az el�bb említett direkt gátláson túl a mesenchymalis �ssejtek indirekt módon is 

meg tudják akadályozni a citotoxikus és helper T-sejtek proliferációját: az MSC-k 

fokozzák a regulátor T-sejtek (Treg) osztódását, azonban új Treg sejtek képz�dését nem 

képesek el�idézni21. Emellett indirekt módon hatnak a dendritikus sejtek (DC) 

differenciálódásának és érésének gátlásán keresztül22. Ennek eredményeképpen a DC-

el�dsejt/érett-DC arány az el�dsejtek javára tolódik el, a felhalmozódott éretlen DC-k 

pedig természetüknél fogva immunszupresszív, tolerogén hatásúak: csökkentik a segít� és 

effektor T-sejtek reakcióképességét és támogatják a Treg sejtek osztódását. A folyamatban 

feltételezetten résztvev� szolúbilis faktorok a HGF, TGF-ß, PGE2, IL-10, valamint az IL-6 

és a makrofág kolónia-stimuláló faktor (M-CSF) szerepe is felvet�dött, a mediátorok 

szerepe és a pontos hatásmechanizmus azonban itt sem tisztázott. 

Az MSC-k és B lyphocyták egymásra hatását eddig kevés munkacsoport vizsgálta. 

Glennie et al. (2006) in vitro egér lépsejteken végzett vizsgálatai során kimutatták, hogy az  

MSC-k hasonló mértékben gátolják az aktivált B lymphocyták proliferációját (és így 

ellenanyag-termel� plazmasejtté történ� érését is), mint aktivált T-sejtek esetében23. 

Corcione et al. (2006) emberi MSC-kkel is meger�sítették Glennie és mtsai eredményét24. 

Ugyanakkor Rasmusson et al. (2007) eredményei azt mutatják, hogy a B-sejtek 
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aktivációjától függ�en az MSC-k ellenanyag-termelést gátló, vagy serkent� hatással is 

rendelkezhetnek, in vitro25. 

A mesenchymalis �ssejtek többféle módon is képesek hatni a természetes 

öl�sejtekre (NK-sejtek): az IL-2-vel vagy IL-5-tel stimulált NK-sejtek osztódása, valamint 

IFNγ-termelése egyaránt gátolt MSC-k jelenlétében26, az aktivált27 NK-sejtek 

proliferációja azonban már alig lassul az �ssejtek hatására. A citotoxikus reakciót szintén 

nem képesek befolyásolni az MSC-k28, hacsak pár napig el� nem inkubálják velük az 

öl�sejteket. Ekkor az NK-sejteknél csökkent aktivitás figyelhet� meg29. Az MSC-k 

immunszupresszív hatásának feltételezett mechanizmusát összefoglalva (a teljesség igénye 

nélkül) az 1. ábra30 szemlélteti.   

 
 

1. ábra: A mesenchymalis �ssejtek immunszupresszív hatásának összefoglalása 

Nem szerepelnek az ábrán a makrofágok (Mf), mivel a mesenchymalis �ssejtek és a 

Mf-ok egymásra hatásáról nagyon keveset tudunk. A közelmúltban publikált kisszámú 

vizsgálat alapján feltételezik, hogy az MSC-k képesek a Mf úgynevezett gyulladásgátló 

(„alternatív” úton aktivált) M2-es vagy regulátor Mf-profilba történ� polarizációját 

el�idézni. Maggie et al. (2010) egér eredet�, tioglikoláttal el�aktivált (un. „elicitált”) 

makrofágokat kezeltek bakteriális endotoxinnal (LPS-sel), majd egyidej�leg csontvel�i 
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MSC-ket (BM-MSC) adtak a kultúrákhoz. Eredményeik szerint az ilyen módon el�zetesen 

gyulladáskelt� („klasszikus” úton aktivált) M1-es állapotba juttatott Mf-ok 

citokintermelése az MSC-k hatására az M2-es Mf-ok citokintermeléséhez vált hasonlóvá – 

vagyis a gyulladásos mediátorok (TNFα, IL-6, IL-12p70, IFNγ) szintje csökkent, míg a 

gyulladásgátló IL-10, illetve IL-12p40 mennyisége emelkedett a kultúrák felülúszóiban. 

Azt is leírták továbbá, hogy a kizárólag MSC-ket tartalmazó kultúrák felülúszói is 

hasonlóan képesek kiváltani a Mf-ok M2-es irányú polarizációját, amely az MSC-k által 

szekretált faktorok szerepét feltételezi. A prosztaglandin-E2 (PGE2) szerepét is kimutatták, 

mint a Mf-ok gyulladásos citokintermelésének gátlásáért felel�s mediátorét31. Qun-Zhou 

Zhang et al. (2010) hasonló eredményekre jutottak fogínyb�l izolált emberi MSC-kkel, in 

vitro illetve in vivo kísérletek során: az MSC-k megnövelték a Mf-ok felületén a mannóz-

receptorok (CD206) számát, gátolták TNFα szekréciójukat, illetve növelték IL-10 

termelésüket, amely szintén gyulladásgátló tulajdonságokkal bíró Mf-ok kialakulását jelzi. 

Érdekes különbség azonban, hogy in vitro körülmények között az MSC-k a kultúra-

felülúszókban mért IL-10 mennyiségének növelése mellett a Mf-ok IL-6 (egy gyulladásos 

citokin)-produkcióját is fokozták32.  

2. A zsírszövet-eredet� mesenchymalis �ssejtek 

A csontvel�i �ssejtek (BM-MSC-k) felfedezése után számos más szövetb�l is 

izoláltak a csontvel�ihez hasonló morfológiájú, különböz� sejttípusokká differenciálódni 

képes sejteket. A zsírszövetben elhelyezked� sejtek (adipocyták, ereket alkotó 

endotheliális sejtek, pericyták, fibroblasztok, makrofágok) között találhatók azok a szöveti 

�s-/stroma- vagy progenitor sejtek (AD-MSC-k), melyek – a BM-MSC-khez hasonlóan – 

fibroblaszt-szer� morfológiával rendelkeznek, in vitro plasztik-adherens kolóniákat 

képeznek, valamint képesek számos mesodermális sejttípussá differenciálódni: adipocyta, 

osteoblast, chondrocyta, fibroblast, myocyta33. Egyes vizsgálatok eredményei szerint 

transzdifferenciáció révén akár idegsejtekké is alakulhatnak34, További kutatások folynak 

az AD-MSC-k más, nem mesodermális eredet� sejttípusok - hasnyálmirigy szigetsejtek, 

májsejtek, endothel sejtek és cardiomyocyták – irányába történ� differenciáltatásának 

lehet�ségével kapcsolatban.  

A csontvel�i �ssejtekhez hasonlóan ennél a sejttípusnál sem beszélhetünk 

homogenitásról az el�bbiekben már tárgyalt okok miatt. A szervezetben ezek a sejtek az 
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adipocyták között, valószín�leg a vérerek körül vagy az extracelluláris mátrixban 

helyezkednek el. A zsírsejtek és az erek falát alkotó pericyták/simaizom sejtek 

progenitoraiként35 m�ködve hozzájárulnak a szövetek megújulásához36. Hangsúlyoznunk 

kell azonban, hogy a csontvel�i-, illetve zsírszövet eredet� �ssejtek közös eredete, bár 

valószín�nek t�nik37, korántsem bizonyított. A hasonló sejtfelszíni markermintázat és 

funkció ezt nem feltétlenül támasztja alá.  

Az AD-MSC-k immunszupresszív aktivitása a BM-MSC-khez viszonyítva jóval 

kevésbé kutatott – tekintve hogy sokkal kés�bb fedezték fel �ket csontvel�i társaiknál –, 

ezért a jöv�beli esetleges immunterápiás alkalmazhatóságuk felderítésére további, feltáró 

kutatásokra van szükség. Ha mind in vitro, mind in vivo kutatások során bebizonyosodna, 

hogy az AD-MSC-k alkalmasak lehetnek a csontvel�i MSC-k immunszupressziót igényl� 

terápiák során való helyettesítésére, akkor lényegében egy olyan sejtforrást nyernénk, ami 

szinte korlátlan mennyiségben rendelkezésre áll, tekintve a napjainkban igen gyakran 

végzett zsírleszívásokat, míg a megfelel� mennyiség� és min�ség� csontvel� csak nagyon 

korlátozott mennyiségben férhet� hozzá. 

3. A makrofágok 

A makrofágok (Mf) a fehérvérsejtek közé tartoznak és a keringésb�l a testüregekbe, 

illetve szövetekbe kilép� monocytákból alakulnak ki – a monocyta eredet� mononukleáris 

fagocitarendszer (MPS) részei. Minden szervben és köt�szövetben megtalálhatók, ennek 

alapján különböz� elnevezést kaptak: a májban Kupffer-sejteknek, a központi 

idegrendszerben mikrogliasejteknek, a tüd�ben alveoláris makrofágoknak nevezik �ket, de 

megtalálhatók még a csontokban mint osteoclastok, a pleurában és a peritoneumban mint 

pleuralis, illetve peritonealis makrofágok stb. A Mf-ok veleszületett immunválasz központi 

alakjai: fagocitózis révén különböz� patogének (gomba, baktérium), sérült vagy 

apoptotizáló sejtek és sejttörmelékek eltakarításában játszanak szerepet; biológiailag aktív 

molekulákat (pl. citokineket, növekedési faktorokat, komplementfehérjéket) termelnek, 

valamint antigénbemutató képességüknek köszönhet�en kapcsolatot hoznak létre az 

adaptív immunrendszerrel. Szerepük kiemelked� mind az akut, mind a krónikus gyulladás 

kialakításában, szabályozásában, és gátlásában38. 

A makrofágok különböz� stimulusoktól vagy stimuluskombinációktól függ�en 

különböz� aktivációs állapotokba kerülhetnek, amelyek részben fenotípusuk alapján is 
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megkülönböztethet�k egymástól. Leggyakrabban kétféle: M1-es, un. „klasszikus úton 

aktivált”, illetve M2-es, un. „alternatív úton aktivált” Mf-okat szoktak megkülönböztetni. 

Az elkülönítés természetesen nem éles, a populációk sokszor átfednek, a két csoport között 

ugyanis folytonos az átmenet. Az M1-es Mf-ok LPS (és egyéb Toll-like receptor (TLR)-

antagonisták), illetve Th1-sejt eredet� citokinek (TNFα és/vagy IFNγ) jelenlétében 

kialakuló, gyulladáskelt� sejtek. Az ilyen Mf-ok IL-12 és IL-23 termelése megn�, ezzel 

párhuzamosan nagy mennyiség� reaktív oxigén-, illetve nitrogén-gyököt termelnek, illetve 

a felszínükön megn� az MHCII-es és a kostimulátor (CD80, CD86) molekulák 

mennyisége. Ezáltal megn� a sejtek antigénprezentáló képessége, valamint mikrobaellenes 

és tumorellenes aktivitása. Az M1-es Mf-ok által termelt lipidmediátorok, gyulladásos 

citokinek és kemokinek visszahatva a Th1-sejtekre, feler�sítik azok válaszát. Tehát az 

ilyen módon aktivált Mf-ok immuneffektor sejtekként funkcionálnak, feladatuk a 

gyulladáskeltés és az intracelluláris patogénekkel szembeni védelem biztosítása39. Az M1-

es Mf-ok túlzott vagy hosszantartó aktivációja azonban kóros, nem kívánt szöveti 

károsodáshoz vezethet. Ilyenkor az M2-es Mf-ok szerepe kiemelked� fontossággal bír a 

gyulladásos állapot feloldásában. 

Az M2-es Mf-ok általában Th2-sejtek által termelt IL-4, illetve IL-13 hatására 

jönnek létre, és IL-10, IL-1 receptor antagonista, argináz enzim, valamint különböz� 

fagocitózist segít� receptorok (mannóz receptor, galaktóz receptor, „scavenger” 

receptorok) expressziójának fokozásával immunregulátor funkciókat látnak el. Az argináz-

aktivitás növekedésének köszönhet�en a sejtekben található L-argininb�l NO helyett (mely 

egy gyulladásos mediátor) ornitin és húgysav keletkezik, a folyamat így hozzájárul az M2-

es Mf-ok gyulladásgátló képességéhez, az ornitinszintézis (kollagén-prekurzor) révén 

pedig hozzájárulnak az extracelluláris mátrix (ECM) termeléséhez. Az M2-es Mf-ok f� 

feladata a szövetregeneráció, sebgyógyulás és a parazitaelimináció segítése, de szerepük 

van a magzati placenta vascularizációjának, valamint a placenta immunszupresszív 

mikrokörnyezetének kialakításában (és a tumorfejl�dés támogatásában) is. 

Leegyszer�sítve, a Mf-ok polarizációja IL-12/IL-10 termelésük arányával is jellemezhet�: 

míg „klasszikus” aktiváció esetén az IL-12 termelés túlsúlya figyelhet� meg, addig 

„alternatív” aktiváció esetén ennek ellenkez�je, az arány az IL-10 javára tolódik el40.  

Más megítélések szerint nem elég pontos a Mf-ok fentebb említett kétpólusú 

elkülönítése. Edwards et al. (2006) egy harmadik típusú Mf-populációt is megnevez (un. 

II-es típusú aktivált Mf). Ezek a sejtek immunkomplexek hatására aktiválódnak, az M2-es 

Mf-okhoz hasonlóan magas IL-10 termelés jellemzi �ket, azonban argiznáz aktivitás nem 
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észlelhet� bennük. Nagy mennyiség� kostimulátor molekulát képesek kifejezni 

sejtfelszínükön, és antigénprezentációs képességük igen jó, mellyel a naiv T-sejtek Th2-es 

irányú expanzióját támogatják. Ezen tulajdonságaik alapján sokkal inkább a klasszikus 

úton aktivált Mf-okra hasonlítanak. Szerepet játszanak a T-sejtes válasz kostimulációjában 

és a Th1-sejtek citokintermelésének (IL-2, TNFα, IFNγ) kontrollálásban41. Biswas és 

Mantovani (2010) ugyancsak megnevez egy másik, tumormintákból kimutatott Mf-

populációt, melyet tumor-asszociált Mf-oknak (TAM) nevez. Ezek a sejtek M2-szer� Mf-

fenotípust mutatnak42. Más munkák megint más felosztást használnak: a klasszikus úton 

aktivált Mf-ok mellett az alternatív úton aktivált Mf-okat sebgyógyító Mf-okként említik, 

valamint megneveznek egy harmadik, un. regulátor Mf-populációt. El�ször TLR-

agonistákkal és IgG immunkomplexekkel való együttes stimuláció után figyelték meg a 

regulátor Mf-ok kialakulását, majd számos más stimulus is hatékonynak bizonyult a 

tranzíció kiváltásában, ilyenek a prosztaglandinok (PG), az apoptotikus sejtek, az IL-10 és 

néhány G-protein-kapcsolt receptorligand, az adenozin, a dopamin, a hisztamin (a teljesség 

igénye nélkül). A regulátor Mf-ok egyik f� jellemz�je, hogy két stimulus együttes hatására 

van szükség gyulladásgátló tulajdonságaik kialakulásához: például az immunkomplexek, a 

PG-ok, az adenozin vagy az apoptotikus sejtek mint els� stimulus, valamint egy TLR 

ligand mint második stimulus már képesek kiváltani a Mf-ok IL-10 termelését. A 

sebgyógyító Mf-októl eltér�en ezek a regulátorsejtek nem képesek hozzájárulni az ECM 

termeléséhez, valamint nagy mennyiségben képesek kostimulátor molekulák (CD80 és 

CD86) kifejezésére, és ezáltal antigén-bemutatásra a T-sejtek felé. A TAM-ok egy része is 

osztozik a regulátor Mf-ok tulajdonságaiban43. 

Az itt felsorolt Mf-csoportok számos helyen átfedhetnek, és a már leírt 

populációkon belül is léteznek többé-kevésbé különböz� alpopulációk, melyb�l jól látszik 

a Mf-ok heterogenitása. A különböz� Mf-populációkat összefoglalva a 2. ábra mutatja be. 
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2. ábra: A makrofágok heterogenitásának bemutatása. 

M1: „klasszikus úton aktivált” vagy gyulladáskelt� makrofág, M2: „alternatív úton 

aktivált” vagy gyulladásgátló makrofág, TAM: tumor-asszociált makrofág. Narancssárga 

keretbenes makrofágok IL-12-produkciójának túlsúlya; Zöld keretben: a reggulátor 

makrofágok IL-10-produkciójának túlsúlya; Kék keretben: a regeneratív makrofágok IL-

10/IL-12-produkciójának egyensúlya 
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Célkit�zések 

Munkánkban a következ� kérdések megválaszolása volt a célunk: 

1. Képesek-e a csontvel�b�l izolált mesenchymalis �ssejtek a makrofágok M2-es 

(gyulladásgátló) profilba történ� polarizációját el�idézni? Azaz befolyásolják-e: 

1.1. a peritoneális Mf-ok éleszt� és apoptotizáló thymocyta fagocitózisát; 

1.2. a fagocitózis következtében és/vagy endotoxin (LPS) hatására megváltozik-

e a Mf-ok citokin termelése  MSC-k egyidej� jelenlétében; illetve 

1.3. fokozódik-e a CD206 (mannóz receptor) kifejez�dése MSC-k hatására a 

Mf-ok felszínén? 

2. Milyen szerepet játszik a PGE2 a Mf-ok és az MSC-k kölcsönhatásában? 

3. Hasonló módon hatnak-e a zsírszöveti eredet� MSC-k a Mf-okra, mint 

csontvel�i eredet� társaik? 
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Anyagok és módszerek 

1. Kísérleti állatok 

Kísérleti állataink feln�tt (10-12 hetes) C57Bl/6-os egereket voltak. Az állatokat az 

Országos Onkológiai Intézett�l (Budapest) szereztük be. 

2. Mesenchymalis �s-/stromasejtek izolálása és tenyésztése 

A csontvel�i MSC-k izolálását a laboratóriumunkban már korábban leírt 

módszerrel végeztük44. A C57Bl/6-os egerekb�l preparált combcsontok epifíziseit 

eltávolítottuk, majd fecskend�be felszívott médiummal fújtuk ki bel�le a csontvel�t. Az 

így kapott sejteket Hanks-féle oldattal mostuk (Invitrogen, Carlsbad, CA), majd 25 cm2-es 

tenyészt�edényekbe szélesztettük (BD Falcon, Bedford, MA). 

A zsírszövet eredet� MSC-k kinyeréséhez a C57Bl/6-os egerek b�r alatti és hasi 

(viscerális) zsírszövetét használtuk. A kivett szövetet feldarabolás után hideg foszfáttal 

pufferelt sóoldattal (PBS-sel) átmostuk, 25 cm2-es tenyészt�edénybe tettük, majd 0,1% 

kollagenáz (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) jelenlétében 30 percig emésztettük �ket 37ºC-

on. A sejtszuszpenziót 15 ml-es m�anyagcs�be szívtuk át, ügyelve arra, hogy ne kerüljön 

át nagy mennyiség� zsírdarabka. A szuszpenzióban lév� sejteket újból átmostuk PBS-sel 

és borjúsavót adtunk hozzájuk, ami leállítja az emészt�enzimet. A sejteket ezután 5-10 

percre 1200-1500-as percenkénti fordulatszámon centrifugáltuk. A leülepedett sejtekr�l 

leöntöttük a folyadékot, a cs�ben maradt sejteket felráztuk, Hanks-féle oldatot adtunk 

hozzájuk, majd megismételtük a centrifugálást. 

Innent�l mind a csontvel�i, mind a zsírszövet eredet� sejteket hasonló módon 

kezeltük. A sejtszuszpenzióból 10 µl-t festve számlálóba tettünk, majd a sejtszámot 2-

5x106/ml-re állítottuk be. A tenyésztéshez Dulbecco-által módosított Eagle-féle médium 

(DMEM) és Ham-féle F-12 médium 1:1 arányú keverékét használtuk, kiegészítve azt 10 

v/v%-os foetalis borjúsavóval (FCS), 5 v/v% lósavóval (HS), 2 mM L-glutaminnal (mind 

Invitrogen), 50 U/ml penicillinnel és 50 µg/ml Streptomycinnel (Sigma-Aldrich, St.Louis, 

Mo) (komplett médium). A tenyészeteket 37ºC-on CO2-termosztátban inkubáltuk. A 

tenyészt�edény falához nem tapadó (non-adherens) sejteket a tápfolyadék heti kétszeri 
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cseréjével távolítottuk el. 2-4 hét elteltével az összefügg� réteget alkotó adherens sejteket a 

médium leszívása után hideg Hanks-féle oldattal mostuk. Ezt követ�en 0,25%-os 

tripszin/EDTA oldattal felszedtük a sejteket, és újabb Hanks-féle oldatos mosás után egy, 

az el�z�nél nagyobb, 75 cm2-es tenyészt�edénybe (BD Falcon) oltottuk át, így folytatva a 

tenyésztést. 

3. Sejtfelületi markerek vizsgálata 

Mindkét MSC-típus sejtfelületi markereinek, valamint a Mf-ok mannóz receptor-

expressziójának vizsgálata áramlási citometriával történt. Mind csontvel�i, mind 

zsírszövet-eredet� (5-10-szer átoltott tenyészetb�l felvett) MSC-kb�l 2-5*105 sejtet – 

valamint Mf-okból az „Eredméynek” fejezetben leírtak szerint kezelt sejteket – tartalmazó 

mintákat készítettünk, amelyekb�l 1-1 a kezeletlen kontroll szerepét töltötte be, a további 

csövekben lév� sejtekhez pedig az általunk vizsgált sejtfelületi markerekhez specifikusan 

köt�d� ellenanyagot tettünk. A jelölést csövenként külön-külön fluoreszcein izotiocianáttal 

(FITC) (anti-CD34, anti-CD90.2 és anti-CD206), fikoeritrinnel (PE) (anti-Sca-1, anti-

CD73, anti-CD44) (direkt jelölés), vagy biotinnal konjugáltatott (anti-CD3, anti-

CD45R/B220, anti-CD11b, anti-Ly-6G és anti-TER-119) egér monoklonális 

ellenanyagokkal (BD Pharmingen, San Diego, CA) végeztük. A biotinnal konjugáltatott 

ellenanyagokkal fedett sejtekhez második reagensként PE-nel konjugáltatott Streptavidint 

(Sigma-Aldrich) adtunk (indirekt jelölés). A sejteket 20 percig 4ºC-on inkubáltuk, majd 

kétszer mostuk �ket PBS-sel. Újabb 20 perces 4ºC-on történ� inkubálás és PBS-sel történ� 

mosás után a mérést FACScan áramlási citométerrel (Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, NJ) végeztük. Eredményeinket a CellQuest nev� szoftver segítségével 

kaptuk meg (Becton, Dickinson and Company). 

4. A mesenchymális �ssejtek differenciáltatása 

Az MSC-k osteoblast- és adipocyta (zsírsejt) irányú differenciáltatását a Pittenger et 

al.45 által kifejlesztett módszer alapján végeztük. Csont irányú differenciáltatáshoz a 

sejteket ß-glicerofoszfát (10 mM), dexametazon (10-8 M) és aszkorbinsav (50 µg/ml) 

tartalmú, 10%  FCS-sel kiegészített DMEM médiumban 2 hétig inkubáltuk. A csont irányú 

differenciácó során a sejtek által termelt, majd lerakódott extracelluláris kalciumot 
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alizarinvörös festékkel mutattuk ki. A zsírsejt irányú differenciáltatáshoz az el�bb leírt 

DMEM/FCS médiumhoz dexametazont (10-7 M) és izobutil-1-metilxanthint (0,5 mM) 

adtunk, a sejteket a médiumban 7 napig inkubáltuk, majd olajvörös festékkel (mind Sigma-

Aldrich) mutattuk ki az intracellulárisan felhalmozódott lipidcseppeket. A kontroll, nem 

differenciáltatott MSC-ket Giemsa festéssel tettük láthatóvá. A festési eljárások során a 

sejteket – a médium leszívása után – 3-szor mostuk PBS-sel, majd ezt követ�en PBS-sel 

pufferelt 8%-os formalinnal 10 percig fixáltuk �ket. Újabb 3-szori PBS-sel történ� mosás 

után a festékoldatok hozzáadása következett, melyben 1 órán keresztül fest�dtek a sejtek. 

Utolsó 3-szori PBS-sel történ� mosás után az eredményeket digitális fényképeken 

rögzítettük. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkópra (Olympus, Tokió, Japán) 

csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitális kamerával (Nikon GmbH, Düsseldorf, 

Németország) készítettük. 

5. A makrofágok izolálása 

A makrofágokat C57Bl/6-os egerek peritoneális üregéb�l nyertük. A peritoneális 

üreget 5 ml fecskend�be felszívott heparintartalmú (10 NE) PBS-sel többször átmostuk, 

majd az így kinyert peritoneális exudátumot (PEC: peritoneal exudate cells) Hanks-féle 

oldattal mostuk. A sejtszuszpenziót 8-10 percig 1200-1500-as percenkénti fordulatszámon 

centrifugáltuk, majd a cs� alján összegy�lt sejtekr�l pipettával óvatosan leszívtuk a 

folyadékot. Az üledéket felráztuk és kis mennyiség� komplett médiumban hígítottuk. Az 

így kapott szuszpenzióból 10 µl megfestése után megszámoltuk a sejteket, a 

milliliterenkénti sejtszámot 106-ra állítottuk be, melyb�l 1-1 ml-t mértünk ki 24-lyukú, 

lapos fenek� tenyészt�tálcákra (BD Falcon). A sejteket 1 órán keresztül inkubáltunk 37 

°C-on. A nem adherens sejteket (vörösvérsejtek, granulocyták) a médium leszívásával, 

majd egyszeri Hanks-féle oldattal történ� mosással távolítottuk el a kultúrákból.  

6. A makrofágok fagocitózis-intenzitásának vizsgálata 

A 24-lyukú tenyészt�tálcákra kitapasztott makrofágokhoz az „Eredmények” cím� 

fejezetben leírtak szerint lyukanként 2*104 MSC-t (csontvel�i vagy zsírszöveti eredet�), 10 

µg/ml LPS-t és/vagy 10 µM indometacint adtunk. 48 óra 37°C-on történ� inkubáció után 

5*106 éleszt�sejtet vagy 5*105 dexametazonnal el�kezelt (12-18 óra 37°C-on) thymocytát 
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adtunk a kultúrákhoz, majd egy órát inkubáltuk �ket 37°C-on. Ez után a sejteket – a 

médium leszívását követ�en – 3-szor mostuk PBS-sel, majd PBS-sel pufferelt 8%-os 

formalinnal 10 percig fixáltuk �ket. Újabb 3-szori PBS-sel történ� mosás után Giemsa 

festékoldatot adtunk a lyukakhoz, melyben 1 órán keresztül fest�dtek a sejtek. Egy végs�, 

3-szori PBS-sel történ� mosás után az eredményeket digitális fényképeken rögzítettük, 

majd megszámoltuk a fagocitált éleszt�sejtek mennyiségét (éleszt�/makrofág) 

kezelésenként 100-100 makrofágban. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkópra 

(Olympus, Tokió, Japán) csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitális kamerával (Nikon 

GmbH, Düsseldorf, Németország) készítettük. 

Egyes kísérletekben a fagocitózis után inkubáltuk a sejteket 48 órát és ezeket a 

felülúszókat vizsgáltuk. 

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

Az „Anyagok és módszerek” fejezet 6. pontjában leírt vizsgálati rendszer 

kultúráiból korábban fagyasztóba eltett, majd fagyból felvett felülúszókból ParameterTM 

TNF-α ELISA Kit, IL-10 ELISA Kit, illetve PGE2 ELISA Kit (mind R & D Systems, Inc., 

Minneapolis, MN) segítségével határoztuk meg a PGE2, az IL-10, és a TNFα 

koncentrációját.  

8. Statisztikák 

Az eredmények szignifikáns voltát kétmintás Student-féle t-próba (nem egyenl� 

varianciákra) segítségével ellen�riztük, p<0,05 figyelembe vételével. Az ábrákat a mérési 

pontok felrajzolásával készítettük (átlag ± SD).  
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Eredmények 

1. A mesenchymalis �ssejtek karakterizálása 

 Els� vizsgálatainkban a 10-12 hetes C57Bl/6–os egerek combcsontjából, illetve 

b�r alatti és viscerális zsírjából izolált, majd tenyészetekben fenntartott sejtekr�l szerettük 

volna bizonyítani, hogy azok morfológia, adherencia, immunfenotípus és differenciációs 

képességek tekintetében mesenchymalis �s-/stromasejteknek tekinthet�k. A vizsgálatokat 

8-15-ször passzált (átoltott) sejteken végeztük, ugyanis – a szakirodalom és saját 

tapasztalataink szerint – csontvel� esetében az MSC tenyészetek még a 7-8. átoltásig 

tartalmazhatnak vérképz� elemeket46. Az általunk izolált adherens sejtek fibroblaszt-szer� 

morfológiát mutattak, valamint differenciálatlanságukat a sorozatos passzálások (átoltások) 

során nagyrészt meg�rizték (3. ábra).  

  
3. ábra: Csontvel�i és zsírszövet eredet� adherens sejtek morfológiája. A: Csontvel�i 

eredet� sejtek (Giemsa-festés, eredeti nagyítás x10); B: Zsírszövet eredet� sejtek (Giemsa-

festés, eredeti nagyítás x10) 

A sejtfelszíni markerek vizsgálatának eredményei a 4. ábrán láthatók. 

Vizsgálatunkban mindkét sejttípus pozitív volt Sca-1-re (stem cell antigen-1), CD44-re és 
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CD73-ra. CD90.2-re a csontvel�i eredet� sejtek negatívak, míg a zsírszövet-eredet�ek 

pozitívak voltak. Szintén mindkét sejttípus negatív lett vérképz� sejtekre jellemz� 

markerekre, úgymint: CD34 (kapillárisendotélre és hematopoietikus �ssejtre jellemz�), 

CD45R (pan-leukocyta, minden fehérvérsejtre jellemz�), CD11b (monocytára, 

granulocytára jellemz�), Gr1 (granulocytára jellemz�), Ter119 (erythroid sejtekre 

jellemz�). 

 
4. ábra: Csontvel� és zsírszövet eredet� stromasejtek sejtfelületi markereinek (Sca-1, 

CD44, CD73, CD90.2, CD34, CD45R, CD11b, Gr1, Ter119) vizsgálata áramlási 

citométerrel. Zöld hisztogram: fikoeritrines (PE) jelölés; Piros hisztogram: fluoreszcein-

izotiocianátos (FITC) jelölés; Szürke hisztogram: kontroll 
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Mind a csontvel�i, mind a zsírszövet eredet� adherens sejtek képesek voltak 

speciális induktorok hatására osteoblast és adipocyta irányba differenciálódni, kontroll 

ellenében. Ilyen módon mindkét sejttípus multipotensnek, vagy legalábbis bipotensnek 

tekinthet�. A kontroll esetében differenciálatlan fibroblaszt-szer� sejteket láthatunk. Az 

adipocyta irányba történt differenciációnál az olajvörös festék hatására láthatóak a 

sejtekben felhalmozódott lipidcseppeket. Osteoblast irányú diferenciáció esetében az 

alizarinvörös festés az extracelluláris kalcium felhalmozódását mutatja. Az 5. ábrán a 

zsírszöveti eredet� MSC-k differenciálódását mutatjuk. 

  

 
5. ábra: Zsírszövet-eredet� stromasejtek differenciálódása speciális induktorok 

hatására. A: Kontroll, Giemsa festés, eredeti nagyítás x10; B: Adipocyta, Olajvörös, 

eredeti nagyítás x20; C: Osteoblast, Alizarin vörös, eredeti nagyítás x10. 
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2. A mesenchymalis �ssejtek hatása a makrofágok éleszt�-fagocitózisára 

A Mf-ok éleszt�-fagocitózisában bekövetkez� változásokat mindkét típusú 

(csontvel�i, zsírszöveti eredet�) MSC jelenlétében vizsgáltuk. A 24-lyukú tenyészt�tálcán 

kitapasztott Mf-okhoz (ábrákon: PEC) 10 µM indometacint, 10 µl/ml LPS-t (mind a 

legmagasabb, hatásos dózis, amelyet a sejtek még károsodás nélkül elviselnek), valamint 

2*104 AD- vagy BM-MSC-t (el�kísérleteinkb�l igazolt legkisebb biztosan hatásos MSC-

mennyiség) adtunk különböz� kombinációkban (6. ábra szerint). 48 óra inkubálás után 

5*106 éleszt�sejtet adtunk minden kultúrához, majd egy óra elteltével vizsgáltuk a Mf-ok 

fagocitózisának mértékét. 

Eredményeink szerint a Mf-ok éleszt�-fagocitózisának intenzitása csökken LPS 

jelenlétében, azonban specifikus PGE2-szintézisgátló, az indometacin (IMT) képes 

feloldani ezt a csökkent� hatást (p=7,88*10-10, illetve a párhuzamos vizsgálatban 

p=5,72*10-4). Az MSC-k fagocitózist növel� hatása 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*10-13, AD-MSC-knél p=3,23*10-11). Az IMT jelenléte 

sem befolyásolja az MSC-k fagocitózist növel� képességét, LPS-sel együtt alkalmazva 

azonban a BM-MSC-k hatását közömbösíti (PEC kontrollhoz viszonyítva p= 0,473).  
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6. ábra: A makrofágok éleszt�-fagocitózisának változása bakteriális endotoxin, 

PGE2-szintézisgátló, valamint csontvel�i és zsírszöveti eredet� mesenchymalis 

�ssejtek jelenlétében. Éleszt�sejt-felvétel/makrofág a különböz� kezelés-kombinációk 

függvényében. BM-MSC: csontvel�i MSC-k; AD-MSC: zsírszöveti eredet� MSC-k; PEC: 

makrofágok; LPS: bakteriális (endotoxin) lipopoliszacharid, Indo: indometacin (PGE2-

szintézisgátló). Piros csillagok: A kontrolltól (PEC) való szignifikáns eltérés (p<0,05). 
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3. A mesenchymalis �ssejtek hatása a makrofágok TNFαααα, IL-10 és 

prosztaglandin-E2 termelsére:  

a) A Mf-kultúrák felülúszóiban mérhet� TNFα, α, α, α, IL-10 és PGE2 

szintjének változása csontvel�i és zsírszöveti eredet� MSC-k, valamint 

endotoxin (LPS) jelenlétében 

Az Mf-ok éleszt�-fagocitózisának vizsgálata mellett megmértük a kultúrák 

felülúszóiban található citokinek/mediátorok mennyiségét – amelyhez az „Eredmények” 

fejezet 2. pontjában leírt vizsgálati elrendezés – a fagocitózis el�tt összegy�jtött – 

felülúszóit használtuk. Egy gyulladásos citokin, a TNFα, egy gyulladásgátló citokin, az IL-

10, valamint egy lipid mediátor, a PGE2 mennyiségében bekövetkez� változásokra voltunk 

kíváncsiak.  

Eredményeink (7. ábra) azt mutatják, hogy:  

1. LPS hatására a Mf-ok IL-10, de f�ként a TNFα és PGE2-termelése megn�. Ha LPS 

mellett IMT is van a rendszerben, a PGE2-termelés megsz�nik, az IL-10 és a TNFα 

mennyisége azonban nem változik számottev�en a csak LPS-sel kezelt Mf-ok 

felülúszóiban mérhet� TNFα szintjéhez képest. 

2. ha a Mf-ok mellett AD- vagy BM-MSC-k is vannak a kultúrában, mind az IL-10, mind 

a PGE2 szintje megemelkedik a felülúszóban, azonban a TNFα mennyisége nem 

változik a csak Mf-okat tartalmazó kultúrákhoz képest.  Ha LPS is kerül a rendszerbe, 

bár a TNFα szintje valamelyest fokozódik a csak Mf-okat és MSC-ket tartalmazó 

kultúrákban mért TNFα-szinthez képest, azonban az IL-10 nagymérték� 

növekedésével a TNFα/IL-10 arány az IL-10 javára tolódik el. Továbbá az IL-10 

felülúszóban mérhet� mennyiségének fokozódásával a PGE2 mennyisége 

párhuzamosan n�. IMT hozzáadására – LPS egyidej� jelenlétét�l függetlenül – a 

PGE2-termelés gyakorlatilag megsz�nik, azonban az IL-10 mennyisége, habár kis 

mértékben visszaesik – nem csökken a kezeletlen Mf-kontroll IL-10-termelésének 

szintjére. 
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3. önmagukban sem az AD-, sem a BM-MSC-k nem termelnek IL-10-et és TNFα-t, 

valamint PGE2-t csak kis mennyiségben mérhettünk ilyenkor a kultúra-felülúszókban. 

Az el�bb említett citokinek és PGE2 szintje sem LPS-sel, sem IMT-nal történ� kezelés 

esetén nem változott számottev�en. 

4. az AD-MSC-k jelenlétében a kultúrák felülúszóiban általánosan nagyobb mennyiség� 

citokin figyelhet� meg. 

 

7/a. ábra: A makrofág-BM-MSC ko-kultúrák felülúszóiban mérhet� citokinek és 

mediátorok mennyiségének változása bakteriális endotoxin és/vagy PGE2-

szintézisgátló jelenltében. Citokin-, illetve PGE2 koncentráció-változás a különböz� 

kezelés-kombinációk függvényében. BM-MSC: csontvel�i MSC-k; PEC: makrofágok; 

LPS: bakteriális (endotoxin) lipopoliszacharid; Indo: indometacin (PGE2-szintézisgátló). 
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7/b. ábra: A makrofág-AD-MSC ko-kultúrák felülúszóiban mérhet� citokinek és 

mediátorok mennyiségének változása bakteriális endotoxin és/vagy PGE2-

szintézisgátló jelenltében. Citokin-, illetve PGE2 koncentráció-változás a különböz� 

kezelés-kombinációk függvényében. AD-MSC: zsírszöveti eredet� MSC-k; PEC: 

makrofágok; LPS: bakteriális (endotoxin) lipopoliszacharid; Indo: indometacin (PGE2-

szintézisgátló). 

b) A Mf-BM-MSC ko-kultúrák felülúszóiban mérhet� TNFαααα, IL-10 és 

PGE2 szintjének változása éleszt�sejtek, illetve apoptotizáló thymocyták 

bekebelezését követ�en 

Azt is megviszgáltuk, hogyan alakul a Mf-ok citokintermelése a ko-kultúrákban 

éleszt� sejtek (gomba), illetve dexametazonnal kezelt thymocyták (apoptotizáló sejtek) 

fagocitózisát követ�en. Ezekben a kísérletekben a kitapasztott sejtekethez (PEC és/vagy 

MSC) éleszt�t (5*106) vagy apoptotizáló thymocytákat (5*105) adtunk, majd egy óra 

elteltével a be nem kebelezett partikulumokat eltávolítottuk és friss tenyészt�folyadékban 

további 48 órát inkubáltuk a sejteket. 
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Ahogyan a 8. ábrán is látható, a Mf-ok éleszt� hozzáadására nagy mennyiség� 

TNFα-t kezdenek termelni, ami apoptotizáló thymocyták jelenlétében elmarad. Az MSC-k 

mind a nyugvó, mind az éleszt�vel vagy apoptotizáló thymocytával aktivált Mf-ok 

felülúszóiban er�teljesen növelik az IL-10 mennyiségét, ezzel párhuzamosan a PGE2 

szintje is emelkedik. Megfigyelhettük továbbá, hogy az MSC-k önmagukban apoptotizáló 

thymocyták hatására sem termelnek számottev� mennyiség� TNFα-t, IL-10-et vagy 

PGE2-t a többi, MSC-ket is tartalmazó vizsgálati elrendezéshez képest. 

 

 
8. ábra: Az éleszt�t vagy apoptotizáló thymocytát fagocitáló Mf-okat tartalmazó 

kultúrák felülúszójában mérhet� citokinek és mediátorok mennyiségének 

változása csontvel�i eredet� mesenchymalis �ssejtek jelenlétében. Citokin-, illetve 

PGE2 koncentráció-változás a különböz� kezelés-kombinációk függvényében. PEC: 

makrofágok. 
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4. A Mf-ok CD206 expressziójának mérése 

A Mf-ok éleszt�-fagocitózisra való képességében szerepet játszó CD206 (mannóz 

receptor) molekula kifejez�dését is vizsgáltuk LPS, illetve csontvel�i MSC-k jelenlétében. 

A 24-lyukú tenyészt�tálcán kitapasztott Mf-okhoz 10 µl/ml LPS-t, valamint 2*104 BM-

MSC-t adtunk különböz� kombinációkban, majd 48 óra elteltével meghatároztuk a sejtek 

felületén kifejez�dött CD206 molekula mennyiségét. 

Ahogy a 9. ábra is mutatja, az MSC-k sem önmagukban, sem LPS hatására nem 

fejeznek ki CD206 molekulát a sejtfelszínükön, a Mf-ok azonban mindig pozitívak rá 

(kezeletlen Mf-kultúrában a sejtek 56,70%-a). Míg a pozitív sejtek aránya nem változik 

számottev�en a kezelések hatására, a sejtek felületén kifejez�d� CD206 molekulák 

mennyisége különböz�képpen alakul: MSC-k hatására a mért közepes fluoreszcencia 

intenzitás (MFI) 54,02-r�l 66,43-ra n�; LPS-sel történ� kezelésre pedig 31,62-re csökken, 

jelezve az egy-egy sejt felszínén expresszálódó CD206 molekulák relatív mennyiségét. 

Eredményeink szerint az MSC-k LPS-sel történ� egyidej� adásakor az LPS CD206-

expresszió intenzitását csökkent� hatását kiküszöbölik, az MFI 31,62-r�l 48,72-re n�.      
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9. ábra: A különböz� módokon kezelt Mf-ok CD206-expressziójának vizsgálata 

áramlási citométerrel. Relatív sejtszám a fluoreszcencia-intenzitás függvényében. Piros 

hisztogram: fluoreszcein-izotiocianátos (FITC) jelölés; Szürke hisztogram: kontroll; M1 

intervallum: pozitív minta; MFI: átlagos fluoreszcencia-intenzitás; a fekete százalékok az 

M1 intervallumhoz tartozó pozitív sejtek arányát mutatják. PEC: makrofágok; LPS: 

bakteriális (endotoxin) lipopoliszacharid; MSC: itt csontvel�i mesenchymalis �ssejtek. 
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Az eredmények megvitatása 

Napjainkban egyre több vizsgálat irányul a mesenchymalis �ssejtek 

immunszupresszív aktivitásának felderítésére. Kevés azonban az olyan munka, amely az 

MSC-k és Mf-ok funkcionális kapcsolatát vizsgálja. 

Eredményeink szerint mind a csontvel�b�l, mind a zsírszövetb�l (b�r alatti és 

viscerális) sikeresen izolálhatók olyan – in vitro – a tenyészt�edény falához kitapadó, 

fibroblaszt-szer� morfológiát mutató multipotens (de legalábbis bipotens), osteoblast és 

adipocyta irányba differenciálódni képes sejtek, melyek hosszú id�n keresztül képesek 

aszimmetrikus osztódások révén (többszöri átoltás mellett) önmaguk fenntartására. Ezen 

tulajdonságok alapján tehát ezek a sejtek mesenchymalis �s-/stroma-/progenitorsejteknek 

tekinthet�k. Morfológiában, differenciációs képességben, valamint immunfenotípusban 

mindkét sejttípus nagyfokú hasonlóságot mutat. Kisebb különbségek azonban 

megfigyelhet�k, ilyen például az AD-MSC-k felszínén kifejez�d� CD90.2-es marker, 

amely BM-MSC-k sejtfelszínén nem volt jelen. (Emberben mind a csontvel�i, mind a 

zsírszövet eredet� MSC-k CD90 pozitívok). Ennek hátterében állhat a fajok közti 

különbség, eltér� szöveti eredet, vagy valami más. Tekintve, hogy a CD90 molekula 

funkciója ma még nem ismert, a megfigyelt különbséget pillanatnyilag nem lehet biztosan 

megmagyarázni. 

A Mf-ok éleszt�-fagocitózisában bekövetkez� változások vizsgálatából kiderült, 

hogy az MSC-k (szöveti eredetükt�l függetlenül) nemcsak hogy kiküszöbölik az LPS 

éleszt�-fagocitózist csökkent� hatását, hanem kis mértékben, de szignifikánsan fokozzák is 

azt. A Mf-ok LPS-re adott válasza itt megfeleltethet� egy az M1-es, gyulladásos Mf-okra 

jellemz� tulajdonságnak, a MSC-k hatására bekövetkez� éleszt�-fagocitózis növekedés 

pedig egy M2-es, gyulladásgátló Mf-okra jellemz� tulajdonság. Ezzel összhangban a 

CD206 molekula – egy az éleszt�, valamint más patogének fagocitózisába szerepet játszó 

receptor (mannóz receptor) – Mf-ok sejtfelületén megjelen� mennyisége jól korrelál a 

LPS-, illetve az MSC-kezelés Mf-ok fagocitózisára gyakorolt hatásával: 

• LPS jelenlétében mind az éleszt�-fagocitózis, mind a CD206 expressziója csökken,  

• MSC-k jelenlétében viszont a CD206 molekula kifejez�désének intenzitása és a 

bekebelezett éleszt� sejtek mennyisége egyaránt fokozódik. 

Habár az MSC-k még LPS egyidej� jelenlétében is képesek voltak fokozni a Mf-ok 

éleszt�-fagocitózisát, a CD206 molekula kifejez�dését nem tudták számottev�en 
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megnövelni a Mf-ok felszínén, csak az LPS hatását tudták kiküszöbölni. Valószín� tehát, 

hogy az MSC-k nem csak az M2-es Mf-ok egyik jellemz� markerének tekintett CD206, 

hanem más, a gombasejtek fagocitózisában szerepet játszó un. „scavanger” receptorok 

expresszióját is befolyásolják. 

Egy specifikus PGE2-szintézisgátló, az IMT segítségével vizsgáltuk a PGE2 

szerepét a Mf-MSC kölcsönhatásban. Eredményeink szerint a PGE2 legalábbis nem 

egyedül felel�s Mf-ok gyulladásgátló profilba történ� tranzíciójának kiváltásában – 

szemben a korábbi leegyszer�sít� elképzelésekkel47 –, ugyanis IMT alkalmazásakor az 

MSC-knek sem az éleszt�-fagocitózisra, sem az IL-10 mennyiségének növelésére 

gyakorolt hatása nem sz�nik meg. PGE2 hiányában részleges csökkenés figyelhet� meg a 

Mf-ok felülúszóiban mérhet� IL-10 mennyiségében, amely arra utal, hogy a PGE2 - bár 

közre játszik az MSC-k Mf-okra gyakorolt hatásában – nem egyedüli mediátora a 

folyamatnak. Ez nem meglep�, ha figyelembe vesszük, hogy az MSC-k a PGE2-n kívül 

számos más – a Mf-ok m�ködését befolyásolni képes szolubilis faktort (citokineket, 

kemokineket, galektin-1-et, stb) is termelnek48. 

Az IMT gátolta az LPS azon képességét, hogy csökkentse a Mf-ok éleszt�-

fagocitózisának mértékét. Ezzel párhuzamosan az IMT – mint nem szteroid típusú 

gyulladásgátló - gátolta a sejtek LPS-indukált PGE2 termelését is, ami szintén a Mf-ok 

aktivációjának a gyógyszer hatására bekövetkez�, M2 irányú eltolódására utalhat. Az LPS 

által kiváltott Mf-válasz – az éleszt�-fagocitózis intenzitásának csökkenése, a PGE2, 

valamint a TNFα termelés fokozódása – mind egy M1-es, gyulladsásos Mf-populáció 

kialakulását jelzik. 

Mind a csontvel�i, mind a zsírszöveti eredet� MSC-k képesek – LPS jelenlétét�l 

függetlenül – er�teljesen megnövelni a Mf-ok felülúszóiban az IL-10 szintjét, amely a IL-

10/TNFα arányban az immunszupresszív és gyulladásgátló aktivitású IL-1049 túlsúlyát 

eredményezi, vagyis a sejtek citokin-profilja is M2 irányba tolódik el.  

Míg az éleszt�vel (kórokozó) aktivált Mf-ok TNFα-teremelése jelent�sen 

megugrik, addig ez apoptotizáló thymocyták bekebelezése során nem következik be. Ez 

összhangban van azzal, hogy a szervezetben lezajló apoptotikus folyamatok nem keltenek 

gyulladásos reakciót50. Ugyanakkor az MSC-k mindkét típusú Mf-aktiváció során képesek 

a felülúszóban mérhet� IL-10/TNFα arányt az IL-10 javára megnövelni. Ez ismételten azt 

bizonyítja, hogy az MSC-k képesek a Mf-okat „alternatív úton aktivált” (gyulladásgátló 

vagy regulátor) sejtekké formálni51.    
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Az, hogy az AD-MSC-ket tartalmazó kultúrák felülúszóiban konzekvensen 

nagyobb citokin-koncentrációkat mértünk, mint BM-MSC-k esetén, magyarázható az 

eltér� szöveti eredettel, tekintve, hogy a zsírszövet egy krónikus gyulladásra hajlamos 

szövet52, ezért feltételezhet�, hogy az innen származó MSC-k er�teljesebb gyulladásgátló 

hatással bírhatnak.  

Összességében elmondhatjuk, hogy az MSC-k szöveti eredetükt�l (csontvel� ill. 

zsírszövet) függetlenül el�segítik a peritoneális Mf-ok alternatív (M2), illetve gátolják 

„klasszikus” – azaz gyulladás kelt� – (M1) irányú polarizációját. Ennek meghatározó 

szerepe lehet az MSC-k in vivo megfigyelt er�teljes gyulladásgátló aktivitásában. A 

továbbiakban szükséges lehet a PGE2 szerepének alaposabb tisztázása, tekintve, hogy a 

szakirodalomban – eredményeinkkel ellentétben – a PGE2 a Mf-MSC kölcsönhatás 

központi mediátoraként szerepel. Szükséges lehet még annak tisztázása is, hogy a 

felülúszókban mért citokinek és PGE2 termeléséért melyik sejttípus milyen mértékben 

felel�s.   
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Konklúzió 

• Sikeresen izoláltunk a C57Bl/6-os egerek b�r alatti és viscerális zsírszövetéb�l 

olyan adherens, fibroblaszt-szer� morfológiával rendelkez� sejteket, amelyek 

sejtfelszíni markereik és differenciációs képességeik alaján mesenchymalis 

�ssejteknek tekinthet�k. Ezek alapján a tulajdonságaik alapján nagymértékben 

hasonlítanak a csontvel�i eredet� MSC-khez. 

• Mind a csontvel�i, mind a zsírszöveti eredet� MSC-k képesek a Mf-okat azok 

éleszt�- és thymocyta-fagocitózisnak, valamint citokintermelésének megváltozásán 

keresztül gyulladásgátló aktivitásra bírni, tehát M2-es Mf-profilba juttatni, in vitro.  

• Igazoltuk, hogy a prosztaglandin-E2, bár szerepet játszik a Mf-ok gyulladásgátló 

profilba történ� polarizálásában, nem egyedüli mediátora a folyamatnak.  

• A továbbiakban szükséges a PGE2 pontos szerepének tisztázása az MSC-Mf 

kölcsönhatásban, valamint annak kiderítése, hogy a Mf-okat és MSC-ket 

együttesen tartalmazó kultúrákban melyik sejt milyen mértékben járul hozzá az 

egyes citokinek és a PGE2 felülúszókban mérhet� mennyiségéhez. 
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Összefoglalás 

Napjainkban számos munkacsoport foglalkozik a csontvel�i mesenchymalis �s- 

vagy stromasejtek (BM-MSC) terápiás célú felhasználásával a hematopoiézis 

támogatásában, a szövetek fenntartásában és regenerálásában, valamint a gyulladásos és 

immunfolyamatok gátlásában betöltött szerepüknek köszönhet�en. Az MSC-k segítségével 

remélhet�leg kezelhet�k lesznek olyan gyulladásos- és/vagy autoimmun betegségek, mint 

például az akut graft versus host- vagy a Chron-betegség. Rendkívül keveset tudunk 

azonban az MSC-k makrofágokra (Mf) gyakorolt hatásáról, így jelen munkánk célja annak 

vizsgálata volt, hogy milyen funkcionális következményei lehetnek e két sejttípus 

kölcsönhatásának, különös tekintettel a Mf-ok fagocitózis képességének és citokin 

termelésének esetleges változására. Mivel a csontvel� mellett egy számos szempontból 

ideálisabb sejtforrásból, a zsírszövetb�l is nyerhet�k olyan MSC-k, melyek a BM-MSC-

khez nagyban hasonló immunmoduláló funkcióval rendelkeznek, vizsgálatainkban ezért 

zsírszövetb�l izolált MSC-kre (AD-MSC) is kiterjesztettük. 

Kísérleteink során 10-12 hetes egerek csontvel�jéb�l, ill. zsírszövetéb�l származó 

MSC-ket és az állatok peritoneális üregéb�l kimosott Mf-okat használtunk. Vizsgáltuk az 

önmagukban, illetve MSC-k egyidej� jelenlétében szélesztett és 48 óráig inkubált Mf-ok 

éleszt�-, valamint apoptotikus sejt (szteroiddal kezelt thymocyta) fagocitózisát. 

Meghatároztuk a tenyészetek felülúszóban található TNFα (egy gyulladásos citokin), IL-

10 (egy gyulladásgátló citokin) és PGE2 mennyiségét. Ugyanezeket a vizsgálatokat 

bakteriális endotoxinnal (LPS) stimulált Mf-okkal is megismételtük. Megállapítottuk, hogy 

mind a BM-MSC-k, mind az AD-MSC-k képesek fokozni a Mf-ok fagocitáló képességét 

és egyidej�leg jelent�sen megváltoztatják a szekretált citokinek arányát a kultúra-

felülúszókban. A TNFα abszolút mennyiségét általában nem befolyásolják, a 

gyulladásgátló IL-10 termelését viszont jelent�sen fokozzák, így az MSC-k jelenlétében a 

Mf-ok inkább gyulladásgátló (M2-es, vagy alternatív), mint „klasszikus” gyulladáskelt� 

(M1)-es fenotípust mutatnak. Az LPS-el in vitro aktivált Mf-ok M1 irányú polarizációját 

szintén gátolják a stroma sejtek. Ez a hatás indometacin, egy prosztaglandin szintézis gátló 

jelenlétében csökken, ráadásul a kultúra-felülúszók PGE2 koncentrációja az IL-10 

mennyiségének növekedésével többé-kevésbé párhuzamosan n�, ami arra utal, hogy a 

PGE2 az MSC-Mf kölcsönhatás egyik fontos mediátora lehet. 
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Eredményeink tehát azt mutatják, hogy az MSC-k szöveti eredetükt�l (csontvel� ill. 

zsírszövet) függetlenül el�segítik a Mf-ok alternatív (M2), illetve gátolják „klasszikus” – 

azaz gyulladás kelt� – (M1) irányú polarizációját. Ennek meghatározó szerepe lehet az 

MSC-k in vivo megfigyelt er�teljes gyulladásgátló aktivitásában. 
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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 TNFα (an inflammatory cytokine), IL-10 (an anti-inflammatory cytokine) and 

PGE2 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 TNFα 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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