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Roviditésjegyzék

AD-MSC, BM-MSC: (adipose-derived stem/stromal/progenitor cell) zsirszovet eredetii
ds-/stroma-/progenitorsejt; (bone marrow stromal cell) csontvel6i eredetli 6s-/stromasejt
CD206: mannoz receptor

CFU-F: (colony forming unit fibroblast) fibroblaszt-szer(i koloniaképzd sejt

DC: (dendritic cell) dendritikus sejt

DMEM: Dulbecco-altal modositott Eagle-féle médium

EGF: (Epidermal Growth Factor) epidermisz ndvekedési faktor

FCS: (Fetal Calf Serum) fotalis borji savo

FGF: (Fibroblast Growth Factor) fibroblaszt ndvekedési faktor

FITC: fluoreszcein izotiocianat

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

HGF: (hepatocyte growth-factor) hepatocyta novekedési faktor

HLA: (human leukocyte antigen) human leukocyta antigén

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

IL-10: interleukin-10

IMT: indometacin

IFNy: gamma interferon

LPS: lipopoliszacharid

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

M-CSF: (macrophage colony-stimulating factor) makrofag kolonia-stimulalo faktor

Mf: makrofag

MHC LII: (main histocompatibility complex I) {6 hisztokompatibilitasi génkomplex I, 11
MSC: (mesenchymal stem cell) mesenchymalis dssejt

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

PBS: (phosphate buffered saline) foszfattal pufferelt sdoldat

PGE2: prosztaglandin-E2

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

TGF-B1: (transforming growth factor B1) transzformalé ndvekedesi faktor-B1

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

TLR: Toll-like receptor

TNFa: tumor-nekrdzis faktor alfa



Bevezetés

Jelen munkénkban a szoveti Ossejtek egy tipusaval, a mesenchymalis Ossejtekkel
(MSC-k) végeztiink vizsgalatokat. Ezek a multipotens sejtek — mint minden szoveti dssejt
— hosszii ideig képesek aszimmetrikus osztodas révén Onmaguk fenntartasara, ¢€s
ugyanakkor meghatdrozott (fiziolégias vagy kisérleti) koriilmények kozott specialis
funkciot ellato, differencidlédott leanysejtek 1étrehozasara. Szdmos szervben illetve
szovetben fellelhetok, mint példaul a csontveld, az izom, a bél, a zsirszovet, a Iép stb., ahol
szovetfenntartd, regenerdld, stromaképzd, immunmoduldlé és vérképzést tamogatod
tulajdonsagaik révén jarulnak hozzd a szervezet mitkodéséhez'. Mivel MSC-specifikus
sejtfeliileti markerek maig nem ismertek, meghatarozasuk hdrom szempont szerint torténik,
melyeknek egylittes fennallasa sziikséges az MSC-k definialasdhoz:

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

a tenyésztdedény falara megnyult, fibroblaszt-szeri morfoldgiat mutatva;

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

CD73, CD90, valamint vérfejlodési sorokra jellemzd markerekre feltétlentil
negativaknak kell lenniiik: CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 és HLA-
DR;

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

iranyba differencialodni in vitro koriilmények kozott’.

Egyes vizsgalatok szerint az MSC-k nem csak a mesodermalis eredetii sejttipusok
létrehozéasara  lehetnek  képesek  (transzdifferenciacio), ha specidlis teny€sztési
koriilményeket biztositanak szamukra. Igy nem csak csont-, porc-, in- és zsirsejtek, vaz- és
szivizomsejtek, hanem neuronok, ma4jsejtek, hasnyalmirigy szigetsejtek, stb. is
létrehozhatok beldliik’.

Az MSC-kkel valdé munkat nagyban segiti, hogy konnyen izolalhatok, é&s
viszonylag egyszerli a beldliik létrehozott sejttenyészeteket fenntartani. A szovetek
fenntartasdban és regeneralasaban, valamint a gyulladdsos ¢s immunfolyamatok gatlasdban
betoltott szerepliknek koszonhetéen fontos szerepet kapnak a kiilonbdzé autoimmun
betegségek kezelésében, transzplantacids technikak fejlesztésében, és a szovetregeneraciot

igénybe vevo kutatasokban.



Irodalmi attekintés

1. A csontvelobol izolalt mesenchymalis Ossejtek és immunszupressziv

aktivitasuk

Els6ként Friedenstein és mtsai' (1968) izolaltak a csontveldbél olyan koloniaképzé
sejteket, melyek fibroblaszt-szerli morfologiat mutattak, €s in vitro a tenyésztéedény
falahoz kitapadva novekedtek (adherencia). Ezek alapjan a sejteket CFU-F-nek (colony
forming unit fibroblast) nevezték el. Specialis induktorok segitségével a sejteket csont- és
porc iranyba tudtdk differencidltatni. Vizsgalataikbol kideriilt tovabba, hogy a CFU-F-ek
olyan specialis mikrokdrnyezet kialakitasara képesek, amely alkalmas a vérképzd Os- €s
elodsejtek fejlodésének biztositdsara. Ma mar a szakirodalom az ilyen tulajdonsagokkal
rendelkezd sejteket mesenchymalis 6Ossejtekként, mesenchymalis stroma sejtekként vagy
multipotens stroma sejtekként (MSC-k) definialja.

A mesenchymalis ,,stromasejt” elnevezés jelzi, hogy ezek az MSC-k valojaban nem
alkotnak homogén kulturdkat, ugyanis a tenyészetekben mindig talalhatok a multipotens,
osztodo sejtek mellett spontan differencidlodo alakok is, melyek az elddjeiktdl eltéréen
mar kisebb-nagyobb mértékben elkdtelez8datt tri-, bi- vagy unipotens elédsejtek’. Ezeknek
a sejteknek és a ,,valodi” MSC-knek a morfologidja kozott alig, vagy egyaltalan nem
figyelhet6 meg szamottevd kiilonbség, de még sejtfeliileti markereik alapjan sem
kiilonithetok el jol egymastol, tekintve, hogy csak multipotens Ossejtekre jellemzo
sejtfeliileti marker(ek) egyelére nem ismert(ek). Ezek miatt az elkiilonitési nehézségek
miatt heterogén mesenchymalis sejtkultirdkon zajlanak a kiilonb6zd vizsgalatok, melyet
figyelembe kell venni az eredmények értelmezése, illetve Osszehasonlitds soran — a
vizsgalatok megismétlésével ndvelhetd az eredmények megbizhatosaga.

A regenerativ orvoslasban torténd felhaszndlds sordn részben allatkisérletek,
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 (mas faj egyede) recipiensben sem
valtanak ki erdteljes immunvalaszt (hipoimmunogenitas), valamint hogy in vitro és in vivo
kériilmények kozott egyarant megfigyelheté immunszupressziv aktivitassal birnak®. Ezek a

tulajdonsagok kiemelkedd fontossaguak lehetnek a sejtterapids alkalmazéas soran, ugyanis



siirgds esetben — ha a paciens sajat MSC-graftjanak elkészitése nem lehetséges, vagy arra
nem all rendelkezésre elegendd id6 — barmilyen allogén donor MSC-i felhasznalhatdk a
kezelés soran, példaul egy allogén csontveld-transzplantaciot kdvetden kialakult akut graft
versus host betegség (GVHD) esetén, amikor a donor eredetli vérképzd sejtekbdl kialakulo
lymphocytak megtdmadjak a recipiens szamukra idegeként felismert szerveit/szoveteit.

Hipoimmunogenitasuk oka maig sem tisztazott pontosan. Az MSC-k valodsziniileg
annak koszonhetden tudnak ,lathatatlanok™ maradni az immunrendszer effektorsejtjei
elott, hogy az MHC I-es antigéneket csak kis mértékben expresszaljak, valamint hogy az
MHC II-es antigének ¢s a kostimuldtor molekuldk hidnyoznak (CD40, CD80, CD86) a
felsziniikr6l, igy még az alloreaktiv lymphocytakat sem képesek stimulalni’. Ugyanakkor
egyes vizsgalatokban az MSC-k meghatarozott kornyezeti feltételek hatisara képessé
valtak antigén-prezentaciora is, ami éppen az immunvalasz aktivacidjat segiti eld. Inoue et
al. (2006) gyenge CDS80 expressziot mutattak ki MSC-ken, ami felveti az antigén-
prezentéacié lehetéségét, in vivo®. Tébb munka is allitja, hogy a mesenchymalis éssejtek kis
mennyiségli interferon-gamma (IFNy) hatasara megkezdik az MHC Il-es antigének
expresszidjat’. Stagg et al. egyenesen azt feltételezik, hogy az MSC-k az antigén-
prezentald sejtek (APC) egy nem hematopoietikus csoportja. Vizsgalatukban az IFNy-val
kezelt MSC-k sikeresen aktivaltdk az antigén-specifikus CD8 pozitiv citotoxikus T-
sejteket'’. Ezek az eredmények megkérdéijelezik az MSC-k hipoimmunogenitasat. Chan et
al. azt 1s leirtdk, hogy antigén hozzdadasara az MSC-k képesek voltak antigén-
prezentaciora, vagyis stimuldltdk az antigén-specifikus CD4 pozitiv  T-sejtek
immunszupressziv képességét, ugyanis a fent emlitett immunvalaszt serkentd hatds csak
egy sziik és alacsony IFNy koncentracid-tartomanyban jelentkezik, az IFNy szintjének
emelkedésével egyiitt egyre inkabb az immunszupressziv hatas érvényesiil'>.

A mesenchymalis Gssejtek direkt immunszupressziv aktivitasat elészor emberi’ és
egér'® MSC-kkel végzett kisérletekben igazoltak. Ezekben a kisérletekben az Ossejtek
altalaban a T-sejtek osztodasat is gatoltak in vitro. A megfigyelt hatdas MHC-fliggetlennek
bizonyult, mivel sem autolog-, sem allogén-eredetiit MSC-k hasznéalatanal nem jelentkezett
szamottevd kiilonbség a mitogén-, illetve az alloantigén indukalt T-sejt proliferacid
gatlasaban'’. A vizsgalatokbol arra is fény deriilt, hogy a gatlé hatasért elsésorban
szolubilis faktorok feleldosek, ugyanis az MSC-ket a T-sejtektdl féligateresztd hartyaval

elvalasztva a gatlas szintén bekovetkezett. A folyamatban szerepet jatszd fontosabb



szolubilis mediatorok lehetnek: a hepatocyta novekedési faktor (HGF), a transzformalo
novekedési faktor —B1 (TGF-B1), az indolamin-2,3-dioxigendz enzim (IDO), a nitrogén-
monoxid (NO), a prosztaglandin-E2 (PGE2) ¢és az interleukin-10 (IL-10). Kisérleti
koriilményektdl fliggden azonban mas-mds faktor(ok) kaphatnak szerepet a gatlo hatasban:
kevert lymphocyta-kultardban példaul a HGF ¢és a TGF-B1, mig mitogén indukalt T-sejt
proliferacio-gatlasban szerepitk kizarhat6'®. Ezek az adatok felhiviak a figyelmet arra,
hogy a kiilonb6z6 faktorok szerepe stimulustol fliggéen valtozhat. Az itt felsorolt
medidtorok pontos szerepe maig sem tisztazott, sok az egymasnak ellentmond6 adat, amely
valdszinlileg a sokszor igen eltérd kisérleti koriilményekre vezethetd vissza. Az viszont
mar nagy biztonsaggal kijelenthetd, hogy az MSC-k és T-sejtek kdlcsondsen befolyasoljak
egymas folyamatait. Az aktivalt T Iymphocytdk (€s szintén jelen 1évé monocytak,
makrofagok, NK-sejtek) gyulladasos citokineket termelnek — példaul IFNy—t, TNF-a —t
és/vagy IL-1B-t'. Ezek hatdsira a mesenchymalis &ssejtek tobb, a T-sejt osztodas
gatlasaért felelés faktort szekretdlnak'®. Mara mar az is egyértelmii, hogy az MSC-k mind
a naiv és memoria T-sejteket'’, mind a CD4 és CD8 pozitiv T-sejtek osztodasat™ képesek
gatolni.

Az elobb emlitett direkt gatlason til a mesenchymalis dssejtek indirekt modon is
fokozzak a regulator T-sejtek (Treg) osztodasat, azonban uj Treg sejtek képzddését nem
képesek eldidézni’'. Emellett indirekt médon hatnak a dendritikus sejtek (DC)
differencialodasanak és érésének gatlasan keresztiil?. Ennek eredményeképpen a DC-
elédsejt/érett-DC arany az el0dsejtek javara tolddik el, a felhalmozddott éretlen DC-k
pedig természetiiknél fogva immunszupressziv, tolerogén hatdsuak: csokkentik a segitd €s
effektor T-sejtek reakcioképességét és tamogatjak a Treg sejtek osztodasat. A folyamatban
feltételezetten résztvevo szolubilis faktorok a HGF, TGF-, PGE2, I1L-10, valamint az IL-6
¢s a makrofdg kolonia-stimulald faktor (M-CSF) szerepe is felvet6dott, a mediatorok
szerepe €s a pontos hatdsmechanizmus azonban itt sem tisztazott.

Az MSC-k ¢és B lyphocytak egymasra hatdsat eddig kevés munkacsoport vizsgalta.
Glennie et al. (2006) in vitro egér 1épsejteken végzett vizsgalatai soran kimutattak, hogy az
ellenanyag-termel$ plazmasejtté torténé érését is), mint aktivalt T-sejtek esetében™.
Corcione et al. (2006) emberi MSC-kkel is megerdsitették Glennie és mtsai eredményét™.

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



aktivaciojatol figgéen az MSC-k ellenanyag-termelést gatld, vagy serkentd hatassal is
rendelkezhetnek, in vitro®.

A mesenchymalis 0Jssejtek tobbféle modon is képesek hatni a természetes
olosejtekre (NK-sejtek): az IL-2-vel vagy IL-5-tel stimulalt NK-sejtek osztodasa, valamint
IFNy-termelése  egyarant gatolt MSC-k jelenlétében®®, az aktivalt’’ NK-sejtek
proliferacioja azonban mar alig lassul az Ossejtek hatasara. A citotoxikus reakciot szintén
nem képesek befolyasolni az MSC-k*®, hacsak par napig eld nem inkubaljak velik az
5l6sejteket. Ekkor az NK-sejteknél csokkent aktivitas figyelheté meg”. Az MSC-k
immunszupressziv hatdsanak feltételezett mechanizmusat dsszefoglalva (a teljesség igénye
nélkiil) az 1. abra® szemlélteti.
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1. abra: A mesenchymalis 6ssejtek immunszupressziv hatasanak osszefoglalasa

Nem szerepelnek az abran a makrofagok (Mf), mivel a mesenchymalis dssejtek €s a
Mf-ok egymasra hatisardl nagyon keveset tudunk. A kozelmultban publikalt kisszamu
vizsgalat alapjan feltételezik, hogy az MSC-k képesek a Mf ugynevezett gyulladasgatlo
(,,alternativ” tton aktivalt) M2-es vagy regulator Mf-profilba térténd polarizacidjat
eléidézni. Maggie et al. (2010) egér eredetli, tioglikolattal eldaktivalt (un. ,elicitalt™)

makrofagokat kezeltek bakteridlis endotoxinnal (LPS-sel), majd egyidejlileg csontveldi



MSC-ket (BM-MSC) adtak a kulturakhoz. Eredményeik szerint az ilyen mddon elézetesen
gyulladaskeltd  (,klasszikus” uton aktivalt) Ml-es allapotba juttatott Mf-ok
citokintermelése az MSC-k hatésara az M2-es Mf-ok citokintermeléséhez valt hasonlova —
vagyis a gyulladasos mediatorok (TNFa, IL-6, IL-12p70, IFNy) szintje csokkent, mig a
gyulladasgatld IL-10, illetve IL-12p40 mennyisége emelkedett a kulttrdk feliiluszoiban.
Azt is leirtak tovabba, hogy a kizardélag MSC-ket tartalmazd kultarak feliiluszoi is
hasonloan képesek kivaltani a Mf-ok M2-es irdnya polarizacidjat, amely az MSC-k altal
szekretalt faktorok szerepét feltételezi. A prosztaglandin-E2 (PGE2) szerepét is kimutattak,
mint a Mf-ok gyulladésos citokintermelésének gatlasaért felelés mediatorét’’. Qun-Zhou
Zhang et al. (2010) hasonl6 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, gatoltdk TNFo szekrécidjukat, illetve noveltéek IL-10
termelésiiket, amely szintén gyulladasgétld tulajdonsagokkal biré Mf-ok kialakulasat jelzi.
Erdekes kiilonbség azonban, hogy in vitro korillmények kozott az MSC-k a kultira-
feliiluszokban mért IL-10 mennyiségének novelése mellett a Mf-ok IL-6 (egy gyulladasos

citokin)-produkciojat is fokoztak™.

2. A zsirszovet-eredetit mesenchymalis 0ssejtek

A csontveldi Ossejtek (BM-MSC-k) felfedezése utan szdmos mas szovetbdl is
képes sejteket. A zsirszovetben elhelyezkedd sejtek (adipocytdk, ereket alkoto
endothelidlis sejtek, pericytdk, fibroblasztok, makrofdgok) kozott talalhatok azok a szdveti
Os-/stroma- vagy progenitor sejtek (AD-MSC-k), melyek — a BM-MSC-khez hasonléan —
fibroblaszt-szerli morfologiaval rendelkeznek, in vitro plasztik-adherens kolonidkat
képeznek, valamint képesek szamos mesodermalis sejttipussd differencialodni: adipocyta,
osteoblast, chondrocyta, fibroblast, myocyta®. Egyes vizsgalatok eredményei szerint
transzdifferenciacié révén akar idegsejtekké is alakulhatnak®, Tovabbi kutatasok folynak
az AD-MSC-k mas, nem mesodermalis eredetli sejttipusok - hasnyalmirigy szigetsejtek,
majsejtek, endothel sejtek és cardiomyocytdk — irdnyaba torténd differencialtatasanak
lehetdségével kapcsolatban.

A csontveldi Ossejtekhez hasonldoan ennél a sejttipusndl sem beszélhetiink

homogenitasrol az elobbiekben mar targyalt okok miatt. A szervezetben ezek a sejtek az



adipocytdk kozott, valdszinlileg a vérerek koril vagy az extracellularis matrixban
helyezkednek el. A zsirsejtek ¢és az erek falat alkotd pericytak/simaizom sejtek
progenitoraiként® miikédve hozzajarulnak a szovetek megujulasahoz’®. Hangsulyoznunk
kell azonban, hogy a csontveldi-, illetve zsirszovet eredetli Ossejtek kozds eredete, bar
valosziniinek tinik’’, korantsem bizonyitott. A hasonlo sejtfelszini markermintizat és
funkci6 ezt nem feltétleniil tdmasztja ala.

Az AD-MSC-k immunszupressziv aktivitasa a BM-MSC-khez viszonyitva joval
kevésbé kutatott — tekintve hogy sokkal késobb fedezték fel dket csontveldi tarsaiknal —,
ezért a jovobeli esetleges immunterapids alkalmazhatdsaguk felderitésére tovabbi, feltaro
kutatasokra 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
terapiak soran vald helyettesitésére, akkor lényegében egy olyan sejtforrast nyernénk, ami
szinte korlatlan mennyiségben rendelkezésre all, tekintve a napjainkban igen gyakran
végzett zsirleszivasokat, mig a megfeleld mennyiségli €s 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 monocytdkbol alakulnak ki — a monocyta eredetli mononuklearis
fagocitarendszer (MPS) részei. Minden szervben és kotdszovetben megtalalhatok, ennek
alapjan  kiilonb6zé elnevezést kaptak: a majban Kupffer-sejteknek, a kdzponti
idegrendszerben mikrogliasejteknek, a tiidoben alveolaris makrofagoknak nevezik oket, de
megtalalhatok még a csontokban mint osteoclastok, a pleurdban és a peritoneumban mint
pleuralis, illetve peritonealis makrofagok stb. A Mf-ok velesziiletett immunvalasz kozponti
alakjai: fagocitozis révén kiilonb6z0 patogének (gomba, baktérium), sériilt vagy
apoptotizalo sejtek €s sejttormelékek eltakaritasaban jatszanak szerepet; biologiailag aktiv
molekuldkat (pl. citokineket, novekedési faktorokat, komplementfehérjéket) termelnek,
valamint antigénbemutaté képességiiknek koszonhetden kapcsolatot hoznak Iétre az
adaptiv immunrendszerrel. Szerepiik kiemelkedd mind az akut, mind a kronikus gyulladas
kialakitasaban, szabalyozasaban, és gatlasaban™.

A makrofagok kiilonbozé stimulusoktol vagy stimuluskombinacioktdl fliggéen

kiilonbozd aktivacios allapotokba keriilhetnek, amelyek részben fenotipusuk alapjan is



megkiilonboztethetok egymastol. Leggyakrabban kétféle: Ml-es, un. ,klasszikus uton
aktivalt”, illetve M2-es, un. ,alternativ uton aktivalt” Mf-okat szoktak megkiilonboztetni.
Az elkiilonités természetesen nem éles, a populaciok sokszor atfednek, a két csoport kdzott
ugyanis folytonos az atmenet. Az M1-es Mf-ok LPS (és egyéb Toll-like receptor (TLR)-
antagonistak), illetve Thl-sejt eredetli citokinek (TNFo és/vagy IFNy) jelenlétében
kialakulo, gyulladaskeltd sejtek. Az ilyen Mf-ok IL-12 és IL-23 termelése megnd, ezzel
parhuzamosan nagy mennyiségli reaktiv oxigén-, illetve nitrogén-gyokot termelnek, illetve
a felszinikon megnd az MHCIl-es ¢és a kostimulator (CD80, CD86) molekulak
mennyisége. Ezéltal megnd a sejtek antigén-prezentald képessége, valamint
mikrobaellenes ¢és tumorellenes aktivitdsa. Az M1-es Mf-ok altal termelt lipidmediatorok,
gyulladasos citokinek és kemokinek visszahatva a Thl-sejtekre, felerdsitik azok valaszat.
Tehat az ilyen modon aktivalt Mf-ok immuneftektor sejtekként funkcionalnak, feladatuk a
gyulladaskeltés és az intracellularis patogénekkel szembeni védelem biztositisa®™. Az M-
es Mf-ok talzott vagy hosszantartd aktivacidja azonban koros, nem kivant szoveti
karosodashoz vezethet. Ilyenkor az M2-es Mf-ok szerepe kiemelkedd fontossaggal bir a
gyulladasos allapot feloldasaban.

Az M2-es Mf-ok altalaban Th2-sejtek altal termelt IL-4, illetve IL-13 hat4sara
jonnek létre, és IL-10, IL-1 receptor antagonista, argindz enzim, valamint kiiloénb6zo
fagocitozist segitd receptorok (manndz receptor, galaktdoz receptor, ,scavenger”
receptorok) expresszidjanak fokozasaval immunregulator funkciokat latnak el. Az arginaz-
aktivitas novekedésének koszonhetden a sejtekben talalhatd L-argininbdl NO helyett (mely
egy gyulladasos mediator) ornitin és hugysav keletkezik, a folyamat igy hozzéjarul az M2-
es Mf-ok gyulladasgatld képességéhez, az ornitinszintézis (kollagén-prekurzor) révén
pedig hozzajarulnak az extracellularis matrix (ECM) termeléséhez. Az M2-es Mf-ok f6
feladata a szovetregeneracio, sebgyodgyulas és a parazitaeliminacid segitése, de szerepiik
van a magzati placenta vascularizaciojanak, valamint a placenta immunszupressziv
mikrokornyezetének  kialakitasaban (és a  tumorfejlédés  tdmogatdsaban)  is.
Leegyszerlsitve, a Mf-ok polarizacioja IL-12/IL-10 termelésiik aranyaval is jellemezhetd:
mig ,klasszikus” aktivacido esetén az IL-12 termelés tilsulya figyelhetd meg, addig
,alternativ” aktivacié esetén ennek ellenkezéje, az arany az IL-10 javara tolodik el™.

Mas megitélések szerint nem elég pontos a Mf-ok fentebb emlitett kétpolusa
elkiilonitése. Edwards et al. (2006) egy harmadik tipusa Mf-populaciot is megnevez (un.
[I-es tipust aktivalt Mf). Ezek a sejtek immunkomplexek hatasara aktivalodnak, az M2-es

Mf-okhoz hasonléan magas IL-10 termelés jellemzi Oket, azonban argiznaz aktivitds nem
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¢szlelhetd benniik. Nagy mennyiségli kostimuldtor molekuldt képesek kifejezni
sejtfelszinlikon, €és antigénprezentacios képességiik igen jo, mellyel a naiv T-sejtek Th2-es
iranyt expanzidjat tamogatjak. Ezen tulajdonsagaik alapjan sokkal inkébb a klasszikus
¢és a Thl-sejtek citokintermelésének (IL-2, TNFo, IFNy) kontrollalisban®'. Biswas és
Mantovani (2010) ugyancsak megnevez egy masik, tumormintdkbdl kimutatott Mf-
populacidt, melyet tumor-asszocialt Mf-oknak (TAM) nevez. Ezek a sejtek M2-szerti Mf-
fenotipust mutatnak®. Mas munkak megint més felosztast hasznalnak: a klasszikus Gton
aktivalt Mf-ok mellett az alternativ ton aktivalt Mf-okat sebgyogyitdo Mf-okként emlitik,
valamint megneveznek egy harmadik, un. regulator Mf-populaciot. FEloszor TLR-
agonistakkal és IgG immunkomplexekkel vald egyiittes stimuldci6 utan figyelték meg a
regulator Mf-ok kialakuldsat, majd szdmos mas stimulus is hatékonynak bizonyult a
tranzicio kivaltasaban, 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 f0 jellemzdje, hogy két stimulus egyiittes hatasara
van sziikség gyulladasgatld tulajdonsagaik kialakulasdhoz: példdul az immunkomplexek, a
PG-ok, az adenozin vagy az apoptotikus sejtek mint els¢ stimulus, valamint egy TLR
ligand mint masodik stimulus mar képesek kivaltani a Mf-ok IL-10 termelését. A
sebgyogyitd Mf-oktol eltérden ezek a regulatorsejtek nem képesek hozzijarulni az ECM
termeléséhez, valamint nagy mennyiségben képesek kostimuldtor molekuldk (CD8O0 és
CD86) kifejezésére, €s ezaltal antigén-bemutatasra a T-sejtek felé. A TAM-ok egy része is
osztozik a regulator Mf-ok tulajdonsagaiban™.

Az itt felsorolt Mf-csoportok szamos helyen atfedhetnek, és a mar leirt
populacidkon belill is léteznek tobbé-kevésbé kiillonbozd alpopulaciok, melybdl jol latszik

a Mf-ok heterogenitasa. A kiilonb6z6 Mf-populaciokat 6sszefoglalva a 2. dbra mutatja be.
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2. abra: A makrofagok heterogenitasinak bemutatasa.
M1: , klasszikus uton aktivalt” vagy gyulladaskelté makrofag, M2: ,alternativ uton
aktivalt” vagy gyulladasgatlé makrofag, TAM: tumor-asszocialt makrofag. Narancssarga
keretben az M1-es makrofagok IL-12-produkcidjanak tulsulya; Zold keretben: a regulator
makrofagok IL-10-produkciojanak tulstlya; Kék keretben: a regenerativ makrofagok IL-
10/IL-12-produkcidjanak egyensulya

Ceélkitiuzések

Munkankban a kovetkezd kérdések megvalaszolasa volt a célunk:
1. Képesek-e a csontvelobdl izolalt mesenchymalis dssejtek a makrofagok M2-es
(gyulladasgatlo) profilba torténd polarizaciojat eléidézni? Azaz befolyasoljak-e:
1.1. a peritonealis Mf-ok ¢€lesztd €és apoptotizald thymocyta fagocitozisat;
1.2. a fagocitozis kovetkeztében és/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 hatédsara a
Mf-ok felszinén?
2. Milyen szerepet jatszik a PGE2 a Mf-ok és az MSC-k kdlcsonhatasaban?
3. Hasonl6 modon hatnak-e a zsirszoveti eredeti MSC-k a Mf-okra, mint

csontveloi eredett tarsaik?
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Anyagok és modszerek

1. Kisérleti allatok

Kisérleti allataink feln6tt (10-12 hetes) C57Bl/6-os egereket voltak. Az allatokat az
Orszéagos Onkologiai Intézettdl (Budapest) szereztiik be.

2. Mesenchymalis 6s-/stromasejtek izolalasa és tenyésztése

A csontveldi MSC-k izolalasdt a laboratériumunkban mar kordbban leirt
modszerrel végeztik™. A C57BU6-0os egerekbsl preparalt combesontok epifiziseit
eltavolitottuk, majd fecskendébe felszivott médiummal fijtuk ki beldle a csontvel6t. Az
igy kapott sejteket Hanks-féle oldattal mostuk (Invitrogen, Carlsbad, CA), majd 25 cm’-es
tenyésztdedényekbe szélesztettiik (BD Falcon, Bedford, MA).

A zsirszovet eredeti MSC-k kinyeréséhez a C57Bl/6-0s egerek bor alatti €s hasi
(visceralis) zsirszovetét hasznaltuk. A kivett szovetet feldarabolds utan hideg foszfattal
pufferelt sooldattal (PBS-sel) atmostuk, 25 cm’-es tenyésztéedénybe tettiik, majd 0,1%
kollagendz (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) jelenlétében 30 percig emésztettiikk ket 37°C-
on. A sejtszuszpenziot 15 ml-es milanyagcsdbe szivtuk at, ligyelve arra, hogy ne kertiljon
at nagy mennyiségii zsirdarabka. A szuszpenzidban 1év6 sejteket Ujbol atmostuk PBS-sel
¢s borjusavot adtunk hozzdjuk, ami ledllitja az emésztdenzimet. A sejteket ezutan 5-10
percre 1200-1500-as percenkénti fordulatszamon centrifugaltuk. A leiilepedett sejtekrdl
leontottiik a folyadékot, a csében maradt sejteket felraztuk, Hanks-féle oldatot adtunk
hozzajuk, majd megismételtiik a centrifugalast.

Innent6l mind a csontvel6i, mind a zsirszovet eredetli sejteket hasonld6 mddon
kezeltiik. A sejtszuszpenziobol 10 pl-t festve szdmlaloba tettiink, majd a sejtszamot 2-
5x10°/ml-re allitottuk be. A tenyésztéshez Dulbecco-altal modositott Eagle-féle médium
(DMEM) ¢és Ham-féle F-12 médium 1:1 ardnyu keverékét hasznaltuk, kiegészitve azt 10
v/v%-os foetalis borjisavoval (FCS), 5 v/v% losavoval (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 inkubéltuk. A

tenyésztdedény faldhoz nem tapadd (non-adherens) sejteket a tapfolyadék heti kétszeri
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cser¢jével tavolitottuk el. 2-4 hét elteltével az 6sszefliggd réteget alkotd adherens sejteket a
médium leszivasa utan hideg Hanks-féle oldattal mostuk. Ezt kovetéen 0,25%-0s
tripszin/EDTA oldattal felszedtiik a sejteket, és ijabb Hanks-féle oldatos mosas utan egy,
az el6z6nél nagyobb, 75 cm’-es tenyésztéedénybe (BD Falcon) oltottuk at, igy folytatva a

tenyésztest.

3. Sejtfeliileti markerek vizsgalata

Mindkét MSC-tipus sejtfeliileti markereinek, valamint a Mf-ok mannéz receptor-
expressziojanak vizsgalata dramldsi citometridval tortént. Mind csontveldi, mind
zsirszovet-eredetli (5-10-szer atoltott tenyészetbdl felvett) MSC-kbél 2-5*10° sejtet —
valamint Mf-okbdl az ,,Eredméynek” fejezetben leirtak szerint kezelt sejteket — tartalmazo
mintdkat készitettiink, amelyekbdl 1-1 a kezeletlen kontroll szerepét toltotte be, a tovabbi
csovekben 1évo sejtekhez pedig az altalunk vizsgalt sejtfeliileti markerekhez specifikusan
kotédo ellenanyagot tettiink. A jelolést csovenként kiilon-kiilon fluoreszcein izotiocianattal
(FITC) (anti-CD34, anti-CD90.2 ¢és anti-CD206), fikoeritrinnel (PE) (anti-Sca-1, anti-
CD73, anti-CD44) (direkt jelolés), vagy biotinnal konjugaltatott (anti-CD3, anti-
CD45R/B220, anti-CD11b, anti-Ly-6G ¢és anti-TER-119) egér monoklonalis
ellenanyagokkal (BD Pharmingen, San Diego, CA) végeztiik. A biotinnal konjugéltatott
ellenanyagokkal fedett sejtekhez masodik reagensként PE-nel konjugaltatott Streptavidint
(Sigma-Aldrich) adtunk (indirekt jelolés). A sejteket 20 percig 4°C-on inkubaltuk, majd
kétszer mostuk 6ket PBS-sel. Ujabb 20 perces 4°C-on torténd inkubélas és PBS-sel torténd
mosas utan a mérést FACScan aramlasi citométerrel (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ) végeztiik. Eredményeinket a CellQuest nevii szoftver segitségével
kaptuk meg (Becton, Dickinson and Company).

4. A mesenchymalis ossejtek differencialtatasa

Az MSC-k osteoblast- ¢s adipocyta (zsirsejt) irdnya differencialtatasat a Pittenger et
al®* altal kifejlesztett modszer alapjan végeztik. Csont iranyG differencialtatdshoz a
sejteket B-glicerofoszfat (10 mM), dexametazon (10® M) és aszkorbinsav (50 pg/ml)
tartalmu, 10% FCS-sel kiegészitett DMEM médiumban 2 hétig inkubaltuk. A csont irdnya

differencidc6 sordn a sejtek 4altal termelt, majd lerakodott extracellularis kalciumot
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alizarinvords festékkel mutattuk ki. A zsirsejt iranya differencidltatashoz az elébb leirt
DMEM/FCS médiumhoz dexametazont (107 M) és izobutil-1-metilxanthint (0,5 mM)
adtunk, a sejteket a médiumban 7 napig inkubdaltuk, majd olajvoros festékkel (mind Sigma-
Aldrich) mutattuk ki az intracellularisan felhalmozodott lipidcseppeket. A kontroll, nem
differencidltatott MSC-ket Giemsa festéssel tettiik lathatova. A festési eljarasok soran a
sejteket — a médium leszivdsa utan — 3-szor mostuk PBS-sel, majd ezt kovetden PBS-sel
pufferelt 8%-os formalinnal 10 percig fixaltuk 8ket. Ujabb 3-szori PBS-sel torténé mosas
utan a festékoldatok hozzdadasa kovetkezett, melyben 1 6rén keresztiil festodtek a sejtek.
Utols6 3-szori PBS-sel torténd mosas utdan az eredményeket digitalis fényképeken
rogzitettiik. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkopra (Olympus, Tokid, Japéan)
csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitalis kamerdval (Nikon GmbH, Diisseldorf,

Németorszag) készitettiik.

5. A makrofagok izolalasa

A makrofagokat C57Bl/6-0s egerek peritonealis iiregébdl nyertiik. A peritonealis
ireget 5 ml fecskenddbe felszivott heparintartalmi (10 NE) PBS-sel tobbszor atmostuk,
majd az igy kinyert peritonedlis exudatumot (PEC: peritoneal exudate cells) Hanks-féle
oldattal mostuk. A sejtszuszpenzidt 8-10 percig 1200-1500-as percenkénti fordulatszamon
centrifugaltuk, majd a cs0 aljan Osszegyllt sejtekrél pipettaval dvatosan leszivtuk a
folyadékot. Az iiledéket felraztuk és kis mennyiségli komplett médiumban higitottuk. Az
igy kapott szuszpenziobol 10 upl megfestése utdn megszamoltuk a sejteket, a
milliliterenkénti sejtszamot 10°-ra allitottuk be, melybél 1-1 ml-t mértiink ki 24-lyuk,
lapos fenekli tenyésztotalcakra (BD Falcon). A sejteket 1 Orén keresztiil inkubaltunk 37
°C-on. A nem adherens sejteket (vorosvérsejtek, granulocytdk) a médium leszivasaval,

majd egyszeri Hanks-féle oldattal torténd mosassal tavolitottuk el a kultarakbol.

6. A makrofagok fagocitozis-intenzitasanak vizsgalata

A 24-lyuku tenyésztdtalcakra kitapasztott makrofdgokhoz az ,,Eredmények” cimii
fejezetben leirtak szerint lyukanként 2*10* MSC-t (csontveldi vagy zsirszdveti eredetit), 10
pg/ml LPS-t és/vagy 10 uM indometacint adtunk. 48 6ra 37°C-on torténd inkubacid utan
5%10° élesztésejtet vagy 5*10° dexametazonnal elékezelt (12-18 6ra 37°C-on) thymocytat
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adtunk a kulturdkhoz, majd egy 6rat inkubdltuk oket 37°C-on. Ez utan a sejteket — a
médium leszivasat kovetden — 3-szor mostuk PBS-sel, majd PBS-sel pufferelt 8%-os
formalinnal 10 percig fixaltuk 6ket. Ujabb 3-szori PBS-sel torténd mosas utan Giemsa
festékoldatot adtunk a lyukakhoz, melyben 1 6ran keresztiil festddtek a sejtek. Egy végso,
3-szori PBS-sel torténé mosas utan az eredményeket digitalis fényképeken rogzitettiik,
majd megszamoltuk a fagocitalt ¢lesztOsejtek mennyiségét (€lesztd/makrofag)
kezelésenként 100-100 makrofagban. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkopra
(Olympus, Tokid, Japan) csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitalis kameraval (Nikon
GmbH, Diisseldorf, Németorszag) készitettiik.

Egyes kisérletekben a fagocitdzis utdn inkubaltuk a sejteket 48 orat és ezeket a

feliiluszokat vizsgaltuk.

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

Az ,Anyagok ¢s moddszerek” fejezet 6. pontjaban leirt vizsgalati rendszer
kultaraibol korabban fagyasztoba eltett, majd fagybol felvett feliliszokbol Parameter' ™
TNF-a ELISA Kit, IL-10 ELISA Kit, illetve PGE2 ELISA Kit (mind R & D Systems, Inc.,

Minneapolis, MN) segitségével hataroztuk meg a PGE2, az IL-10, és a TNFa

crer

8. Statisztikak

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

pontok felrajzolasaval készitettiik (atlag + SE).
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Eredmények

1. A mesenchymalis dssejtek karakterizalasa

Els6 vizsgalatainkban a 10-12 hetes C57Bl/6—0s egerek combcsontjabol, illetve
bor alatti és visceralis zsirjabol izolalt, majd tenyészetekben fenntartott sejtekrdl szerettiik
volna bizonyitani, hogy azok morfologia, adherencia, immunfenotipus és differenciacios
képességek tekintetében mesenchymalis 6s-/stromasejteknek tekinthetok. A vizsgalatokat
8-15-sz0r passzalt (atoltott) sejteken végeztilk, ugyanis — a szakirodalom és sajat
tapasztalataink szerint — csontveld esetében az MSC tenyészetek még a 7-8. atoltasig
tartalmazhatnak vérképzd elemeket*®. Az altalunk izolalt adherens sejtek fibroblaszt-szerti
morfologiat mutattak, valamint differencialatlansagukat a sorozatos passzalasok (atoltasok)

soran nagyrészt megorizték (3. abra).

A B

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

festés, eredeti nagyitas x10)

A sejtfelszini markerek vizsgalatanak eredményei a 4. 4abran lathatok.

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

17



CD73-ra. CD90.2-re a csontveldi eredetli sejtek negativak, mig a zsirszOvet-eredetiick
pozitivak voltak. Szintén mindkét sejttipus negativ lett vérképzd sejtekre jellemzo
markerekre, tgymint: CD34 (kapillarisendotélre ¢és hematopoietikus JOssejtre jellemzd),
CD45R  (pan-leukocyta, minden fehérvérsejtre jellemzé), CDI1b (monocytara,
granulocytara jellemzd), Grl (granulocytdra 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) jelolés; Piros hisztogram: fluoreszcein-

izotiocianatos (FITC) jelolés; Sziirke hisztogram: kontroll
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Mind a csontveldi, mind a zsirszovet eredetii adherens sejtek képesek voltak
specidlis induktorok hatdsara osteoblast és adipocyta iranyba differencialodni, kontroll
ellenében. Ilyen médon mindkét sejttipus multipotensnek, vagy legalabbis bipotensnek
tekinthet6. A kontroll esetében differencialatlan fibroblaszt-szerli sejteket lathatunk. Az
adipocyta iranyba tortént differenciacional az olajvords festék hatasara lathatéoak a
sejtekben felhalmozodott lipidcseppeket. Osteoblast iranyt diferenciacid esetében az
alizarinvords festés az extracellularis kalcium felhalmozodasat mutatja. Az 5. abran a

zsirszoveti eredetli MSC-k differencialodasat 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 ¢leszté-fagocitozisaban bekovetkezd valtozasokat mindkét tipust
(csontveldi, zsirszoveti eredetli) MSC jelenlétében vizsgaltuk. A 24-lyuku tenyésztOtalcan
kitapasztott Mf-okhoz (&4brdkon: PEC) 10 uM indometacint, 10 ul/ml LPS-t (mind a
legmagasabb, hatdsos dozis, amelyet a sejtek még karosodas nélkiil elviselnek), valamint
2*%10* AD- vagy BM-MSC-t (el6kisérleteinkbél igazolt legkisebb biztosan hatasos MSC-
mennyis€¢g) adtunk kiillonbdzé kombinaciokban (6. 4bra szerint). 48 oOra inkubalds utan
5%10° élesztésejtet adtunk minden kulturahoz, majd egy ora elteltével vizsgaltuk a Mf-ok
fagocitozisanak mértekét.

Eredményeink szerint a Mf-ok ¢lesztd-fagocitdzisanak intenzitdsa csokken LPS
jelenlétében, azonban specifikus PGE2-szintézisgatlo, az indometacin (IMT) képes
feloldani ezt a csokkentd hatast (p=7,88*107"°, illetve a parhuzamos vizsgalatban
p=5,72*%10"). Az MSC-k fagocitozist noveld hatdsa ennél még kifejezettebb (BM-MSC
esetében p=0,000796, AD-MSC esetében p=6,77*10°), 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 fagocitdzist noveld képességeét, LPS-sel egyiitt alkalmazva
azonban a BM-MSC-k hatésat k6zombositi (PEC kontrollhoz viszonyitva p= 0,473).
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6. abra: A makrofagok éleszté-fagocitozisanak valtozasa bakterialis endotoxin,
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PGE2-szintézisgatld, valamint csontveldi és zsirszoveti eredetii mesenchymalis

ssejtek jelenlétében. Elesztdsejt-felvétel/makrofag a kiilonbozé kezelés-kombinaciok

fiiggvényében. BM-MSC: csontveléi MSC-k; AD-MSC: zsirszoveti eredeti MSC-k; PEC:

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

szintézisgatld). Piros csillagok: A kontrolltol (PEC) valo szignifikans eltérés (p<0,05).
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3. A mesenchymalis éssejtek hatasa a makrofagok TNFa, IL-10 és

prosztaglandin-E2 termelésére:

a) A Mif-kulturak feliilluszoiban mérhet6é TNFa, IL-10 és PGE2
szintjének valtozasa csontveldi és zsirszoveti eredeti MSC-k, valamint

endotoxin (LPS) jelenlétében

Az Mf-ok ¢élesztd-fagocitozisanak vizsgalata mellett megmértik a kultarak
feliiliszoiban talalhatd citokinek/mediatorok mennyiségét — amelyhez az ,,Eredmények”
fejezet 2. pontjdban leirt vizsgalati elrendezés — a fagocitozis eldtt Osszegyiijtott —
feliiliszoit hasznaltuk. Egy gyulladasos citokin, a TNFa, egy gyulladasgatlo citokin, az IL-
10, valamint egy lipid mediator, a PGE2 mennyiségében bekovetkezd valtozasokra voltunk
kivancsiak.

Eredményeink (7. abra) azt mutatjak, hogy:

1. LPS hatasara a Mf-ok IL-10, de foként a TNFa 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 valtozik szamottevéen a csak LPS-sel kezelt Mf-ok
feliiluszoiban mérhetd TNFa szintjéhez képest.

2. ha a Mf-ok mellett AD- vagy BM-MSC-k is vannak a kultardban, mind az IL-10, mind
a PGE2 szintje megemelkedik a felilluszoban, azonban a TNFo mennyisége nem
valtozik a csak Mf-okat tartalmaz6 kultirdkhoz képest. Ha LPS is kertil a rendszerbe,
bar a TNFa szintje valamelyest fokozodik a csak Mf-okat és MSC-ket tartalmazo
kultardkban mért TNFa-szinthez képest, azonban az IL-10 nagymértékii
novekedésével a TNFo/IL-10 ardny az IL-10 javéara tolodik el. Tovabba az IL-10
feliilaszoban  mérhetd mennyiségének fokozodasdval a PGE2  mennyisége
parhuzamosan nd. IMT hozzdadasdra — LPS egyidejii jelenlététdl fliggetleniil — a
PGE2-termelés gyakorlatilag megsziinik, azonban az IL-10 mennyisége, habar kis
mértékben visszaesik — nem csokken a kezeletlen Mf-kontroll IL-10-termelésének

szintjére.
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onmagukban sem az AD-, sem a BM-MSC-k nem termelnek IL-10-et és TNFa-t,
valamint PGE2-t csak kis mennyiségben mérhettiink ilyenkor a kultara-feliilaszokban.
Az elébb emlitett citokinek ¢s PGE2 szintje sem LPS-sel, sem IMT-nal torténd kezelés
esetén nem valtozott szadmottevden.

az AD-MSC-k jelenlétében a kulturak feliiliszoiban altalanosan nagyobb mennyiségii

citokin figyelhetd meg.

BM-MSC
Citokin koncentracio m PGE2 PGE2 koncentracio
(pgiml) 0 IL-10 {(pgiml)
H TNFa

8001 - 1600
700 - - 1400
600 L 1200
500 - - 1000
400 1 - 200
3001 - 600
200 1 - 400
100 - 200

PEC: + + + + + + + +

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

LPS (10 pgiml): - + + 4 3 + + - i

Indo (10 pM) - - + + 5 2 + + 5 = + +

7/a. abra: A makrofag-BM-MSC ko-kulturak feliiliszéiban mérheté citokinek és
mediatorok mennyiségének valtozasa bakterialis endotoxin és/vagy PGE2-
szintézisgatlo jelenltében. Citokin-, illetve PGE2 koncentracio-valtozas a kiilonb6zd
kezelés-kombinaciok fliggvényében. BM-MSC: csontvel6i MSC-k; PEC: makrofagok;
LPS: bakterialis (endotoxin) lipopoliszacharid; Indo: indometacin (PGE2-szintézisgatlo).
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AD-MSC

Citokin koncentracid m PGE2 PGE2 Koncentracio
{(pg/ml) {(pg/ml)
o IL-10
i . |

200 TNFCL | 3200
G | 2300
B0e:y L 2400
=H0n M - 2000
4007 1600
3007 - 1200
200 200
1007 - 400

PEC: + + + + + + + -

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

LPS (10 pgiml): - + + - + + + “

Indo (10 pM) - - + - = + + = + +

7/b. abra: A makrofag-AD-MSC ko-kulturak feliiliszoiban mérheto citokinek és
mediatorok mennyiségének valtozasa bakterialis endotoxin és/vagy PGE2-
szintézisgatlo jelenltében. Citokin-, illetve PGE2 koncentracio-valtozas a kiilonb6zd
kezelés-kombinaciok fliggvényében. AD-MSC: zsirszoveti eredetit MSC-k; PEC:
makrofagok; LPS: bakterialis (endotoxin) lipopoliszacharid; Indo: indometacin (PGE2-

szintézisgatlo).

b) A Mf-BM-MSC ko-kultarak feliiluszoiban mérheté6 TNFa, IL-10 és
PGE2 szintjének valtozasa élesztosejtek, illetve apoptotizaléo thymocytak

bekebelezését kovetoen

Azt is megviszgaltuk, hogyan alakul a Mf-ok citokintermelése a ko-kultarakban
¢lesztd sejtek (gomba), illetve dexametazonnal kezelt thymocytak (apoptotizald sejtek)
fagocitozisat kovetden. Ezekben a kisérletekben a kitapasztott sejtekethez (PEC és/vagy
MSC) élesztét (5%10°) vagy apoptotizald thymocytakat (5*10%) adtunk, majd egy ora
elteltével a be nem kebelezett partikulumokat eltavolitottuk és friss tenyésztéfolyadékban

tovabbi 48 o6rat inkubaltuk a sejteket.
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Ahogyan a 8. abran is lathatd, a Mf-ok élesztd hozzdadasdra nagy mennyiségii
TNFa-t kezdenek termelni, ami apoptotizaldé thymocyték jelenlétében elmarad. Az MSC-k
mind a nyugvo, mind az ¢lesztdvel vagy apoptotizald thymocytaval aktivalt Mf-ok
feliiliszoiban erdteljesen novelik az IL-10 mennyiségét, ezzel parhuzamosan a PGE2
szintje is emelkedik. Megfigyelhettiik tovabba, hogy az MSC-k 6nmagukban apoptotizald
thymocytdk hatdsara sem termelnek szamottevé mennyiségli TNFa-t, IL-10-et vagy

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

Citokin koncentracio PGE2 koncentracio
(pgiml) (pgiml) B PGE2
1000 -15000 O IL-10
- ] E B TNFx
2800 4 - 12000
700 - 10500
600 - 9000
500 - 7500
400 - 6000
300 - - 4500
200 1 - 3000
100 1500
|
PEC: + + + + + +
MSC: . + = + + +
Eleszté: : 3 + + 5 5 5
Thymocyta: - . : - + + +

8. abra: Az élesztot vagy apoptotizalo thymocytat fagocitalo Mf-okat tartalmazo
kultirak feliiliszojaban mérhet6 citokinek és mediatorok mennyiségének
valtozasa csontveldi eredetii mesenchymalis dssejtek jelenlétében. Citokin-, illetve
PGE2 koncentracié-valtozas a kiilonbozé kezelés-kombinaciok fliggvényében. PEC:

makrofagok.
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4. A Mf-ok CD206 expressziojanak mérése

A Mf-ok éleszté-fagocitozisra vald képességeében szerepet jatszo CD206 (manndz
receptor) molekula kifejezodését is vizsgaltuk LPS, illetve csontvel6i MSC-k jelenlétében.
A 24-lyuku tenyésztétalcan kitapasztott Mfokhoz 10 pl/ml LPS-t, valamint 2*10* BM-
MSC-t adtunk kiilonb6zé kombindcidkban, majd 48 ora elteltével meghataroztuk a sejtek
feliiletén kifejez6dott CD206 molekula mennyiségét.

Ahogy a 9. abra is mutatja, az MSC-k sem onmagukban, sem LPS hatasara nem
fejeznek ki CD206 molekulat a sejtfelsziniikon, a Mf-ok azonban mindig pozitivak ra
(kezeletlen Mf-kulturaban a sejtek 56,70%-a). Mig a pozitiv sejtek ardnya nem valtozik
szamottevoen a kezelések hatisara, a sejtek feliiletén kifejez6d6 CD206 molekulak
mennyisége kiilonbozOképpen alakul: MSC-k hatdsira a mért kozepes fluoreszcencia
intenzitas (MFI) 54,02-1r61 66,43-ra nd; LPS-sel torténd kezelésre pedig 31,62-re csokken,
jelezve az egy-egy sejt felszinén expresszalodo CD206 molekuldk relativ mennyiségét.
Eredményeink szerint az MSC-k LPS-sel torténé egyidejii adasakor az LPS CD206-

expresszio intenzitdsat csokkentd hatasat kikiiszobolik, az MFI 31,62-r61 48,72-re nd.
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9. abra: A Kkiilonb6z6 modokon kezelt Mf-ok CD206-expresszidjanak vizsgalata
aramlasi citométerrel. Relativ sejtszdm a fluoreszcencia-intenzitds fliggvényében. Piros

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

intervallum: pozitiv minta; MFI: atlagos fluoreszcencia-intenzitds; a fekete szézalékok az
M1 intervallumhoz tartoz6 pozitiv sejtek aranyat mutatjdk. PEC: makrofagok; LPS:

bakterialis (endotoxin) lipopoliszacharid; MSC: itt csontveldi mesenchymalis dssejtek.
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Az eredmények megvitatasa

Napjainkban egyre tobb  vizsgdlat iranyul a mesenchymalis dssejtek
immunszupressziv aktivitasanak felderitésére. Kevés azonban az olyan munka, amely az
MSC-k és Mf-ok funkcionalis kapcsolatat vizsgalja.

Eredményeink szerint mind a csontvelobdl, mind a zsirszovetbdl (bor alatti és
visceralis) sikeresen izoldlhatok olyan — in vitro — a tenyésztéedény faldhoz kitapado,
fibroblaszt-szerli morfologiat mutaté multipotens (de legalabbis bipotens), osteoblast és
adipocyta iranyba differencidlédni képes sejtek, melyek hosszu idon keresztiil képesek
aszimmetrikus osztédasok révén (t0bbszori atoltds mellett) dnmaguk fenntartdsara. Ezen
tulajdonsagok alapjan tehat ezek a sejtek mesenchymalis &s-/stroma-/progenitorsejteknek
tekinthetok. Morfologidban, differenciacios képességben, valamint immunfenotipusban
mindkét sejttipus nagyfokti hasonlosdgot 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 csontvel6i, mind a
zsirszovet eredeti MSC-k CD90 pozitivok). Ennek hatterében allhat a fajok kozti
kiilonbség, eltérd szoveti eredet, vagy valami mas. Tekintve, hogy a CD90 molekula
funkcidja ma még nem ismert, a megfigyelt kiilonbséget pillanatnyilag nem lehet biztosan
megmagyarazni.

A Mf-ok éleszto-fagocitdzisdban bekdvetkezd valtozasok vizsgalatabol kidertilt,
hogy az MSC-k (szoveti eredetiiktdl fliggetleniil) nemcsak hogy kikiiszobolik az LPS
éleszto-fagocitozist csokkentd hatasat, hanem kis mértékben, de szignifikansan fokozzak is
azt. A Mf-ok LPS-re adott vélasza itt megfeleltethetd egy az M1-es, gyulladasos Mf-okra
jellemzd tulajdonsdgnak, a MSC-k hatasiara bekovetkezd éleszté-fagocitozis novekedés
pedig egy M2-es, gyulladasgatld Mf-okra jellemzd tulajdonsdg. Ezzel Osszhangban a
CD206 molekula — egy az élesztd, valamint mas patogének fagocitozisaba szerepet jatszo
receptor (mannoz receptor) — Mf-ok sejtfeliiletén megjelend mennyisége jol korrelal a
LPS-, illetve az MSC-kezelés Mf-ok fagocitozisara gyakorolt hatasaval:

e LPS jelenlétében mind az €lesztd-fagocitozis, mind a CD206 expresszidja csokken,
e MSC-k jelenlétében viszont a CD206 molekula kifejez6désének intenzitdsa €s a
bekebelezett ¢lesztd sejtek mennyisége egyarant fokozodik.
Habar az MSC-k még LPS egyidejii jelenlétében is képesek voltak fokozni a Mf-ok

éleszto-fagocitozisat, a CD206 molekula kifejez6dését nem tudtak szadmottevden
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megndvelni a Mf-ok felszinén, csak az LPS hatéasat tudtdk kikiiszobolni. Valdszinti tehat,
hogy az MSC-k nem csak az M2-es Mf-ok egyik jellemzd markerének tekintett CD206,
hanem mas, a gombasejtek fagocitdzisdban szerepet jatszo un. ,scavanger” receptorok
expressziojat is befolyasoljak.

Egy specifikus PGE2-szintézisgatld, az IMT segitségével vizsgéaltuk a PGE2
szerepét a Mf-MSC koélcsonhatasban. Eredményeink szerint a PGE2 legalabbis nem
szemben a korabbi leegyszeriisité elképzelésekkel'” — ugyanis IMT alkalmazasakor az
MSC-knek sem az ¢leszté-fagocitdzisra, sem az IL-10 mennyiségének ndvelésére
gyakorolt hatasa nem sziinik meg. PGE2 hidnyaban részleges csokkenés figyelhetd meg a
Mf-ok feliiluszoiban mérheté IL-10 mennyiségében, amely arra utal, hogy a PGE2 - bar
kozre jatszik az MSC-k Mf-okra gyakorolt hatisaban — nem egyediili mediatora a
folyamatnak. Ez nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy az MSC-k a PGE2-n kiviil
szamos mas — a Mf-ok miikddését 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 mértékét. Ezzel parhuzamosan az IMT — mint nem szteroid tipusu
gyulladasgatld - gatolta a sejtek LPS-indukalt PGE2 termelését is, ami szintén a Mf-ok
aktivaciojanak a gyogyszer hatasara bekovetkezd, M2 iranyu eltolédésara utalhat. Az LPS
altal kivaltott Mf-valasz — az ¢lesztO-fagocitdzis intenzitasanak csokkenése, a PGE2,
valamint a TNFo termelés fokozdddsa — mind egy Ml-es, gyulladsdsos Mf-populacio
kialakuléasat jelzik.

Mind a csontvel6i, mind a zsirszoveti eredeti MSC-k képesek — LPS jelenlététol
fliggetleniil — erdteljesen megndvelni a Mf-ok feliiluszoiban az IL-10 szintjét, amely a IL-
10/TNFo ardnyban az immunszupressziv és gyulladdsgatlo aktivitast IL-10* tulstlyat
eredményezi, vagyis a sejtek citokin-profilja is M2 iranyba tolodik el.

Mig az ¢élesztovel (korokozo) aktivalt Mf-ok TNFo-teremelése jelentosen
megugrik, addig ez apoptotizald thymocytdk bekebelezése soran nem kovetkezik be. Ez
0sszhangban van azzal, hogy a szervezetben lezajlo apoptotikus folyamatok nem keltenek
gyulladasos reakciot™. Ugyanakkor az MSC-k mindkét tipust Mf-aktivacié soran képesek
a feliiluszoban mérhetd IL-10/TNFa aranyt az IL-10 javara megnovelni. Ez ismételten azt
bizonyitja, hogy az MSC-k képesek a Mf-okat ,alternativ Gton aktivalt” (gyulladdsgatlo

vagy regulator) sejtekké formalni°'.
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Az, hogy az AD-MSC-ket tartalmaz6 kultardk feliiliszoiban konzekvensen
nagyobb citokin-koncentraciokat mértiink, mint BM-MSC-k esetén, magyardzhatd az
eltérd szoveti eredettel, tekintve, hogy a zsirszovet egy kronikus gyulladésra hajlamos
szovet™, ezért feltételezhetd, hogy az innen szarmazd MSC-k erbteljesebb gyulladasgatld
hatassal birhatnak.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az MSC-k szoveti eredetiiktél (csontveld ill.
zsirszovet) fliggetleniil eldsegitik a peritonealis Mf-ok alternativ (M2), illetve gatoljak
»klasszikus” — azaz gyulladds kelt6 — (M1) iranyt polarizacidjat. Ennek meghatarozé
szerepe lehet az MSC-k in vivo megfigyelt erdteljes gyulladasgatld aktivitasaban. A
tovabbiakban sziikséges lehet a PGE2 szerepének alaposabb tisztazasa, tekintve, hogy a
szakirodalomban — eredményeinkkel ellentétben — a PGE2 a Mf-MSC kdlcsonhatas
kozponti mediatoraként szerepel. Sziikséges lehet még annak tisztazasa is, hogy a
feliiliszokban mért citokinek és PGE2 termeléséért melyik sejttipus milyen mértékben

felelds.
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Konkluzio

e Sikeresen izolaltunk a C57Bl/6-0s egerek bOr alatti és viscerdlis zsirszovetébol
olyan adherens, fibroblaszt-szerli morfologiaval rendelkezd sejteket, amelyek
sejtfelszini markereik ¢€s differenciacios képességeik alajan  mesenchymalis
dssejteknek tekinthetdk. Ezek alapjan a tulajdonsagaik alapjan nagymértékben
hasonlitanak a csontveldi eredetli MSC-khez.

e Mind a csontveldi, mind a zsirszoveti eredeti MSC-k képesek a Mf-okat azok
¢lesztd- €s thymocyta-fagocitdzisnak, valamint citokintermelésének megvaltozasan
keresztiil gyulladasgatlo aktivitasra birni, tehat M2-es Mf-profilba juttatni, in vitro.

e Igazoltuk, hogy a prosztaglandin-E2, bar szerepet jatszik a Mf-ok gyulladasgatlo
profilba torténd polarizalasaban, nem egyediili mediatora a folyamatnak.

e A tovabbiakban sziikséges a PGE2 pontos szerepének tisztazasa az MSC-Mf
kolcsonhatasban, valamint annak kideritése, hogy a Mf-okat és MSC-ket
egyiittesen tartalmazé kulturakban melyik sejt milyen mértékben jarul hozzd az

egyes citokinek és a PGE2 feliiluszokban mérhet6 mennyiségéhez.
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Osszefoglalas

Napjainkban szamos munkacsoport foglalkozik a csontveldi mesenchymalis Os-
vagy stromasejtek (BM-MSC) terdpias célu felhaszndldsdval a hematopoiézis
tamogatasaban, a szovetek fenntartisaban €s regenerdlasdban, valamint a gyulladdsos és
immunfolyamatok gatlasaban betdltott szerepiiknek koszonhetéen. Az MSC-k segitségével
remélhetdleg kezelhetdk lesznek olyan gyulladdsos- €s/vagy autoimmun betegségek, mint
példaul az akut graft versus host- vagy a Chron-betegség. Rendkiviil keveset tudunk
azonban az MSC-k makrofagokra (Mf) gyakorolt hatasarol, igy jelen munkéank célja annak
vizsgalata volt, hogy milyen funkciondlis kovetkezményei lehetnek e két sejttipus
kolcsonhatasanak, kiilonos tekintettel a Mf-ok fagocitozis képességének ¢€s citokin
termelésének esetleges valtozasara. Mivel a csontveld mellett egy szamos szempontbol
ideélisabb sejtforrasbol, a zsirszovetbdl is nyerhetdk olyan MSC-k, melyek a BM-MSC-
khez nagyban hasonld6 immunmodulalo funkcidval rendelkeznek, vizsgalatainkban ezért
zsirszovetbdl izolalt MSC-kre (AD-MSC) is kiterjesztettiik.

Kisérleteink soran 10-12 hetes egerek csontveldjébdl, ill. zsirszovetébdl szarmazd
MSC-ket és az allatok peritonealis iiregébdl kimosott Mf-okat hasznaltunk. Vizsgaltuk az
onmagukban, illetve MSC-k egyideji jelenlétében szélesztett és 48 ordig inkubalt Mf-ok
¢lesztd-, valamint apoptotikus sejt (szteroiddal kezelt thymocyta) fagocitdzisat.
Meghataroztuk a tenyészetek feliiliszoban talalhato TNFo (egy gyulladasos citokin), IL-
10 (egy gyulladasgatld citokin) és PGE2 mennyiségét. Ugyanezeket a vizsgalatokat
bakterialis endotoxinnal (LPS) stimulalt Mf-okkal is megismételtiik. Megallapitottuk, hogy
mind a BM-MSC-k, mind az AD-MSC-k képesek fokozni a Mf-ok fagocitald képességét
¢s egyidejileg jelentdsen megvaltoztatjdk a szekretalt citokinek aranyat a kultara-
feliilaszokban. A TNFo abszoluit mennyiségét altalaban nem befolyasoljdk, a
gyulladasgatlo IL-10 termelését viszont jelentdsen fokozzak, igy az MSC-k jelenlétében a
Mf-ok inkabb gyulladasgatlo (M2-es, vagy alternativ), mint ,klasszikus” gyulladaskeltd
(M1)-es fenotipust mutatnak. Az LPS-el in vitro aktivalt Mf-ok M1 irdnya polarizaciojat
szintén gatoljak a stroma sejtek. Ez a hatds indometacin, egy prosztaglandin szintézis gatlo
jelenlétében csokken, rdadasul a kultira-feliiliszok PGE2 koncentraciéja az IL-10
mennyiségének novekedésével tobbé-kevésbé parhuzamosan nd, ami arra utal, hogy a

PGE2 az MSC-Mf kolesonhatas egyik fontos mediatora lehet.
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Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az MSC-k szoveti eredetiiktdl (csontveld ill.
zsirszovet) fliggetleniil eldsegitik a Mf-ok alternativ (M2), illetve gatoljak ,klasszikus” —
azaz gyulladas kelt6 — (M1) iranyl polarizaciojat. Ennek meghatidrozd szerepe lehet az

MSC-k in vivo megfigyelt erételjes gyulladasgatlod aktivitasaban.
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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 TNFa (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 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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salternative” (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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