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Bevezeto

A mesenchymalis dssejtek multipotens felndtt szoveti dssejtek. Megfeleld induktiv kornyezetben
mezodermalis iranyba differencidlodva zsir-, csont- és porcsejtekké alakulnak. Differencidlédasi
képesseégiik és biologiailag aktiv faktorok altal kifejtett immunszuppressziv hatasuk miatt a regenerativ és
immunszuppressziv medicina egyik fontos eszkozei lehetnek. Igy az MSC-k segitik a sériilést,
szovetpusztulast kovetd szovetmegujuldst, érképzdodést, illetve mérsékelhetik a sériilés helyén kialakulod
gyulladdsos immunvélaszt. A human orvoslasban betoltott szerepe miatt az MSC heterogenitas
megismerése fontos teendd. A heterogenitds kiilonbozé szinteken vizsgalhatd €s vizsgdlandd: 1) a
kiilonb6zd egyedekbdl izolalt MSC populaciok eltérdek; 2) adott egyed kiilonb6zd szdveteibdl kivont
MSC-k morfolégiailag, novekedési és differencidlodasi képességiiket tekintve eltérdek; 3) adott egyed
adott szovetébdl izolalt MSC egyes sejtjei szintén eltérdek lehetnek (klonélis heterogenitas). Munkéank

soran az egér csontveldi MSC populacio egyedi sejtjeinek klonalis kiilonbségeit vizsgaltuk.

Célkituzések

Annak vizsgalatara, hogy hogyan jellemezhetd az MSC populacid funkciondlis heterogenitasa és ezt

hogyan befolyasolja a gyulladasos mikrokornyezet, a kovetkezo kérdéseket fogalmaztuk meg:

1) Milyen paraméterekkel jellemezhetéek az egy sejtbdl kiinduldo MSC kultarak eltérései,

vagyis az MSC populécio heterogenitdsa?

2) Annak Osszehasonlitasa, hogy a monoklonalis MSC sejtkultirdk milyen faktorokon

keresztiil €s milyen mértékben fejtik ki immunszuppressziv hatasukat.

3) Hogyan befolyéasolja a gyulladasos kornyezet az egyedi MSC klénok immunszuppressziv

aktivitasat és differencialodasi képessegét?



Alkalmazott modszerek

Az MSC sejteket vad tipusat C57BL/6 egér csontveldjébdl izolaltuk, majd szdvetkultardban
szaporitottuk és tartottuk fenn. Az MSC kultarat higitdsos modszerrel klonozva létrehoztuk a munkank
soran tanulméanyozott MSC2-MSC6 klonokat. A specialis médiumban az MSC klonok csontképzd sejtté
vizsgaltuk. Az MSC klonok proangiogén hatdsat a prevascularis struktira teszttel ellendriztiik, mely soran
endotélsejteket ¢s MSC-ket novesztettiink egyiitt harom napig, majd a kialakul6d sejtcsoportosulasok
hosszat CellR Imaging szoftver segitségével mértiik le.

Az MSC klonok immunszuppressziv képességét az MSC-T-sejt kokulturaban tanulmanyoztuk. A
T-sejteket a kokultarat megel6zden egy novényi lektinnel, a ConA-val aktivaltuk. Az MSC-k T-sejtre
kifejtett osztddasgatlo hatasat a T-sejtek CFSE fluoreszcens jelolését kdvetden aramlasi citometriaval
detektaltuk. Az immunszuppresszioért felelds faktorok, a nitrogén-monoxid (NO), prosztaglandin E2
(PGE2), és indolamin-2,3-dioxigenaz 1 (IDO1) szerepét specifikus gatloszerek (L-NMMA, indometacin,
I-metil-triptofan) hozzaadasaval vizsgéltuk. A génexpressziot kvantitativ valds idejii polimerdz
lancreakcio (qQRT-PCR) segitségével analizaltuk.

Az MSC klonok citokinekkel torténd elokezeléséhez a sejteket 24 oraig IFN-y-val és TNF-a-val
inkubaltuk.

A késOi tipusu talérzékenységi reakciot (DTH), C57BL/6 egerek bOre ala torténd primer
ovalbumin oltassal, majd az egerek talpaba injektdlt ovalbuminnal valtottuk ki. A primer oltassal
egyidejiileg hasiiregbe oltott MSC-ket, vagy PBS-t alkalmaztunk. A DTH reakciot a talpparna

vastagsaganak mérésével ellendriztiik.

Eredmények

e Az MSC klonok morfologiaja, osztodasa, sejtfelszini markerprofilja és differencialédasi
képessége.

- Az MSC klonok fibroblasztszeri morfologiaval és hasonld osztodasi rataval rendelkeznek.
Mindegyik klon immunfenotipusa hasonlé: CD45  CDI11b, CD29°, CD44", CD73", CD106",
CD119" és Sca-1", mely megfelel az MSC kritériumainak.

- Specifikus faktorok jelenlétében csontképzd sejt és zsirsejt iranyba differencialtathatéak. A
hisztokémiai festések alapjan az MSC2, MSC4 és MSCS klonok erdteljesebben, mig az MSC3 és
MSC6 klonok gyengébben differencidlodnak csontképzd sejt iranyba. A klonok zsirsejt iranyt

differenciacidja az aramlési citometrias lipidkvantitalast alapul véve hasonldé mértéki.



Az MSC klonok proangiogén hatastuak.

Az MSC klénok in vitro prevascularis modell rendszerben hasonlé mértékben tamogatjak a
prevascularis struktarak képzodését endotélsejtekkel alkotott kokultiraban, mely a prevascularis
struktiradk hosszanak mérésével igazolhato.

Az MSC klonok proangiogén faktor (VEGF, angiopoietin-1) expresszidja és termelése (galektin-

1) hasonlo.

Az MSC klonok Kkiilonbozé mértékben gatoljak a T-sejtek osztodasat. A NO kulcs fontossagu

mediator a folyamatban.

In vitro proliferacios tesztben az MSC klonok mindegyike szignifikdnsan gatolja a ConA-aktivalt
T-sejtek osztodasat. A gatlas mértéke azonban jelentdsen eltér az egyes MSC klonok kozott: az
MSC2, MSC4 és MSCS erdsen, az MSC3 és MSC6 gyengén gatolta a T-sejtek osztédasat. Ennek
alapjdn a  klonok  gatloképesség szerint a  kovetkezd  sorrendbe  allithatoak:
MSC2 > MSC5 > MSC4 > MSC3 >> MSC6.

A T-sejt proliferaci6 gatlasdban mutatott kiilonbségek az MSC klonok a nitrogén-monoxid
szintaz 2 (Nos2) génkifejezOdésében is tiikr6zddnek, mivel az erdsen gatlo MSC2, MSC4 és
MSCS5 klonokban magasan, a gyengén gatldé MSC3 klonban alacsonyan, a leggyengébben gatlo
MSC6 klonban pedig egyaltalan nem fejezddik ki. A NO termelést a NOS2 specifikus inhibitora,
az L-NMMA gatolja és ennek kovetkezményeként az erdsen antiproliferativ aktivitassal
rendelkezd klon, az MSC2 hatasat blokkolja.

A PGE2 termelés gatlasa indometacin inhibitorral az MSC2 klon antiproliferativ aktivitasdnak

részleges felfliggesztését eredményezi.

A gyulladasos citokinek csokkentik az MSC klonok differencialédasi képességét és proangiogén

funkcidjat.

Az MSC2 erds csont iranyu differencialodasra késztethetd megfeleld faktorok jelenlétében, A
gyulladasos kornyezetet imitdlo IFN-y-val és TNF-a-val torténd elkezelés hatasara elvesziti
csontképzd sejt iranyu differencidlodasi képességét. Ezzel 6sszhangban az IFN-y/TNF-a-kezelt
klénokban a csont irdnyu differencidciot jelzé gének (Runx2, Bglap, Sppl) kifejez6dése csokken a
kezeletlen kontrollokhoz képest.

A gyulladasos mikrokornyezet hatdsara az MSC klonok proangiogén aktivitisa megsziinik,

amelyet a prevascularis tesztben a strukturak kialakuldsanak elmaradasa mutat.

A gyulladasos citokinek serkentik a T-sejt osztodast gyengén gatlo MSC klonok antiproliferativ

aktivitasat. A NO kulcs faktor ebben a folyamatban.

Az IFN-y-val és TNF-a-val el6kezelt MSC klonok mindegyike erdsen gatolja a T-sejtek
osztodasat. A gatloképesség fokozddasa a gyengén gatlo MSC3 ¢s MSC6 klonokban a
legkifejezettebb.



- A gyulladasban szerepet jatszé faktorok, a Nos2, Ptgs2 és Idol gének expresszidja jelentdsen
megnd IFN-y és TNF-a kezelés hatasara.

- Az IFN-y/TNF-a stimulaci®6 hatdsara az MSC2 és MSC6 T-sejt proliferacio gatld hatasa
kiegyenlitddik ¢és a NO termelddésének gatlasa (L-NMMA-val) blokkolja mindkét klon
antiproliferativ aktivitdsat. Az indukcié hatisara termelodd masik két faktor koziil a PGE2
termelés gatldsa részben blokkolja, mig az IDO1 gatldsa nem befolyasolja az MSC klonok T-
sejtekre kifejtett hatdsat.

e Az MSC klénok hatasa az in vivo késéi tipusu hiperszenzitivitasi reakciora.

- Az MSC2 ¢és MSC6, melyek a legerdsebb, illetve leggyengébb T-sejt antiproliferacids
képességekkel rendelkeznek, hasonld aktivitdst mutatnak az in vivo késoi tipusu talérzékenységi
reakcioban (DTH) is. Az MSC2 gatolja, mig az MSC6 nem befolyésolja az ovalbuminnal kivaltott
DTH valaszt.

- A gyulladasos citokinekkel torténd eldkezelés megsziinteti az MSC2 és MSC6 klonok kozott

tapasztalt kiillonbséget, mindkét klon hasonldo mértékben csillapitja a gyulladasos reakciot.

Osszefoglalas

Eredményeink 0sszefoglaldsa: a csontvel6i MSC populacié funkcionalisan heterogén, ami a csont
iranyt differencialédasban és még erdteljesebben az immunvalasz gatlasdban érvényesiil. A gyulladasos
kornyezetben jelenlevd citokinek, az IFN-y és TNF-a polarizaljak az MSC-k funkcidit azaltal, hogy
csokken a differencialodasi képességiik €s angiogenezisben betdltott szerepiik, mig jelentésen megnd az
immunszuppressziv aktivitasuk. Ezért érdemes lehet megfontolni ennek a vizsgalatnak az eredményeit az
immunoldgiai €és regenerativ terapids felhasznaldst megel6zOen, vagyis az immunoldgiai felhasznalas
soran az MSC-k gyulladasos citokinekkel valo elokezelését, regenerativ terapidban a terapiat megel6zo

gyulladas csokkentését.
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