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“Tanulj a tegnapbdl, élj a manak és reménykedj a
holnapban. A legfontosabb azonban, hogy ne hagyd
abba a kérdezést.”

(Albert Einstein)
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I. Roviditések jegyzéke

aSMA:
ECM:
EGF:
FGF:
FITC:
FSP:
Gal-1:
HIF-1a:
INF-y:
MSC:

MscGa|-1-/-:

PDGF:
rhGal-1:
R-PE:
SCID:
scMSC:
siMSC:
TNF-a:
VEGF:

vtMSC:

a-smooth muscle actin (a-Sima izom aktin)

extracellular matrix (extracellularis métrix)

epidermal growth factor (epidermalis ndvekedési faktor)

fibroblast growth factor (fibroblaszt névekedési faktor)

fluoreszcein izotiocianat

fibroblast specific protein (fibroblaszt specifikus fehérje)

galektin-1

hipoxia induced factor-1a (hipoxia indukalta faktor-1c)

interferon- y

mesenchymal stem cell (mesenchymalis éssejt)

Gal-1 hidnyos mesenchymalis éssejt

platelet-derived growth factor (vérlemezke eredetii n6vekedési faktor)
rekombinans human galektin-1

R- Phycoerythrin

severe combined immunodeficiency (stlyos, kombinalt immunhiény)
véletlen nukleotid sorrendii (sc = scrambled) RNS transzfektalt MSC
Gal-1 specifikus kis gatlo (si = small interfering) RNS transzfektalt MSC
tumor nekrdzis faktor - o

vascular endothelial growth factor (vaszkularis endotelidlis ndvekedési
faktor)

vad tipusu mesenchymalis Gssejt



1. Bevezetés

I1.1. Altalanosan a tumor fejlédésrol és a tumor sztréma szerepérél

Hanahan és Weinberg 2000-ben [1] Osszefoglalta a rak hat f6 jellemz6jét. (1)
Legtobbszor a daganat kialakulasa egyetlen sejtbél indul ki, amely 0sztdédo sejt
genetikailag instabilla valik, az onkogénekben funkcié nyeréses, a tumor
szupresszorokban funkcié vesztéses mutaciokat halmoz fel, ezéltal a sejtciklusa
kontrollalatlanna valik és korlatlan osztddasra képes. (2) Ezek a még jéindulaty sejtek a
novekedési szignaloktdl flggetlenitik magukat ill. (3) az osztédast gatldé jelekre
érzéketlenné valnak. (4) A kialakuldo daganat 0j vérerek képzédése nelkul akér
évtizedekig is nyugvo stddiumban marad, az angiogén valtast kovetden azonban az 1
mm-nél nagyobb atméréjii tumorban Uj vérerek alakulnak ki [2]. (5) A tumor sejtek
elkerilik a differencialddast és a programozott sejthaldlt, (6) atlépve a bazalis laminan a
mar rosszindulati daganat megtamadja a kdrnyez6 szoveteket, igy attéteket hoz létre.
Egy bo évtizeddel késobb, az 0j kutatasi eredmények tiikrében indokoltta valt a rak még
szélesebb latokorii megkozelitése [3]. Napjainkban még két tényezdvel bovitették ki a
rakos szoveti elfajuldas fobb jellemzoit. Egyrészt (7) a fiziologias allapothoz képest
megvaltozik a daganat sejtek metabolizmusa, a Warburg-hatas [4] értelmében a
mitokondrialis termindlis oxidacio helyett a glikolizist, majd a citoplazméban a tejsav
immunogén, bizonyos raktipusokban mar a tumor specifikus, ill. tumor-asszocialt
antigéneket is azonositottdk, azonban a rakos sejtek és mikrokornyezetiik szamos
stratégiaval kepes az ellentk iranyuld immunvélasz elkerilésére. A rak komplexitasat
csak akkor érthetjuk meg, ha ismerjuk a tumor szdvetben, ill. a daganat
mikrokdrnyezetében 1évo, kiillonbozo funkcioval bird valtozatos sejttipusokat [5].

A rék kialakuldsakor a tumoros sejtek kdzvetlen kdrnyezete is egy patoldgias
allapotnak megfeleld valtozdsokon megy keresztiil, a daganat fejlodésével
parhuzamosan a tumor mikrokornyezete, ill. a tumor sztréma ko-evollcioja soran
szdmos sejttipus (Il. 1. &bra) hozzajarul a betegség elérehaladasahoz [6]. A tumor
kotészovetében 1évo sztroma elemek (ECM) és sejtek (tumor- asszociélt fibroblasztok,
endotél és pericita sejtek, leukociték) szerkezeti vazat, immunoldgiai védelmet adnak és
novekedesi faktorokkal (pl. fibroblaszt - és hepatocita névekedesi faktor) befolyasoljak



a malignus sejtek biologiai viselkedését, fokozzak a tumor sejtek attétképzését es

eldsegitik a daganat neo-angiogenezisét.

Tumor-asszocialt fibroblasztok («-SMA)

Malignus sejtek
(citokeratin 14)

ECM (kollagéniat)
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Il. 1. &bra: A tumort, ill. a tumor sztromat felépité Kiilonbozo sejttipusok
sematikus, valamint szovettani metszeteken torténé altalanos bemutatasa. Az adott,
tumor sztromat felépité elemek mellett zarojelben a rajuk jellemz6 markert adtuk meg,
mely alapjan az immunfestést elvégeztek. Készilt [6] nyoman.

A tumor sztroma kialakul&sa, a daganat sejteket kdrbevevé kotoszoveti sejtek
aktivalt allapota a rakos elfajulassal parhuzamosan jon létre, azonban a sztréma
sejtekben végbemend genetikai elvaltozasok még vita targyat képezik [7].

Kétféle elmeleti modellt irtak le a tumor és sztroma sejtek ko-evolucidjat illetéen
epitél eredetii tumorok esetén [8]. Az egyik elmélet szerint, a tumor sztroma elemekben,
kiléndsen a tumor-asszocidlt fibroblasztokban (Il. 2. abra) megjelend elvaltozasok
tdmogatjak az epitél sejtek osztodasat (i), masok szerint a tumorosan transzformalt

sejtek parakrin modon befolyasoljak a sztroma allapotat. (ii).
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abra. Magyarazat a szdvegben. Készilt [8] nyoman.

Annyi azonban bizonyos, a tumor sejtek és a tumor mikrokérnyezetében 1évé
sejtes, valamint extracelluléris elemekben (kollagének, lamininek, proteoglikanok,
fibronektinek, hialuronsav) lokalisan feldusult jelatviteli molekuldk kozott intenziv
szignalizacids folyamatok zajlanak le [8,9].

A tumor-asszocialt fibroblasztok egyik forrasa a csontveld, ill. a szovetekben

1év6 rezidens mesenchymalis ¢ssejtek [10,11].

I1. 2. A mesenchymalis 0ssejtek altalanos jellemzése

A mesenchymalis Ossejtek vagy sztromalis sejtek (MSC-k) olyan multipotens
progenitor sejtek, melyek mezodermélis szOvetek sejtjeivé, azaz csontta, porcsejtté,
zsirsejtekké és csontveld kotdszovetté képesek differencialodni, valamint a vérképzo
Ossejtek  érését és osztodasat serkentd novekedési faktorokat termelnek [12].
Leggyakrabban csontvel6bdl izolaljdk, de szamos magzati és felndtt szovetbdl is

kivonhatok a rezidens MSC-k [13-15]. A Kklinikumban egészséges Onkéntesek



csontvelémintaibol (allogén), koldokzsinor vérbdl [16] vagy zsirleszivasbol szarmazo
zsirszovetbol (allogén) [17] izolalnak mesenchymalis 6ssejteket. Autolog MSC sejtek a
kezelend6 beteg csontveld vagy zsir szoveteib6l is nyerhetdek, melyek autoldg
sejtterapia soran hasznalhatok.

Az ISCT (= International Society for Cellular Therapy) javaslata alapjan az
MSC-k definialdsara a minimalis kritériumok a kovetkezok [18]:

— standard tenyésztési kortiilmények k6zott adherensek a szovettenyészt6 edény

feliletéhez,

— CD44, CD73, CD90 és CD105 pozitivak, de CD34 CD45, CD14, CD11b,
vagy HLA-DR negativak, és

— csont-, zsir- és porcsejtekké egyarant képesek in vitro differencialédni, ezt

nevezzik az MSC-k plaszticitasanak.

Az MSC-k egyik fo feladata a vérsejtek differencidlodasanak segitése ¢és
szabalyozasa a csontvel6ben [12]. Emellett jol jellemzett az MSC-k erételjes in vitro €s
in vivo immunszupressziv hatasa, mely gyakorlatilag az immunrendszer minden sejtjén
érvényesul. Ezen hatasukat képesek Kifejteni tobbek kozott az allogén sejtek és
mitogének altal stimulalt T-sejt-proliferacié gatlasaval [19,20], a T-sejtek
valaszképtelenségének [21] vagy apoptozisanak [22] indukcidjaval, a citokinek
termelésének modositasaval [23] és a dendritikus sejtek érésének €és antigén
meghosszabbitjdk a bértranszplantatumok talélését [19] és csOkkentik a Kisérleti
allatmodellekben eléidézett sclerosis multiplex [26,27], kollagén indukalt arthritis [28],
és | tipust diabetes [29,30] tuneteit. Még fontosabb, hogy az MSC-k inflzidjanak
jotékony hatasa volt allogén csontveld atiiltetésen atesett rosszindulatti hematologiai
betegek szteroid-rezisztens graft-versus-host betegségének kezelésében [31].

A fent leirtak szerint az MSC-k szabalyozzdk az immunvalaszt, mégpedig a
Th1l-es citotoxikus T-sejtek és a NK sejtek funkcidjanak géatlasaval [27,32], tehat erés
gyulladascsokkentd hatassal rendelkeznek. Bar az MSC-k ezen hatdsainak pontos
mechanizmusa még feltarasra var, az irodalmi adatok alapjan a kozvetlen sejt-sejt
kolcsOnhatasnak és a szolubilis faktoroknak szerepe van. Az MSC altal termelt
szolubilis faktorok, a hepatocita ndvekedési faktor (HGF), transzformalo ndvekedési
faktor-B (TGF-B) [20] a prosztaglandin E2 (PGE2) [23], indolamin-2,3-dioxigenaz
(IDO) [33], nitrogén-monoxid (NO) [34], szolubilis HLA-G [35] és az IL-10 [36]

mindannyian gyulladascsokkenté mediatorok. Az MSC-k és az immunsejtek kozotti



parbeszed végeredményben szintén az MSC-k gyulladascsokkentd funkcidjara hat: az
aktivalt T-sejtek és az NK sejtek gyulladasos citokineket, IFN-y-t és TNF-o-t
termelnek, melyek aztdn gy hatnak az MSC-kre, hogy azok PGE2-t, egy T-sejt-
osztodast gatlo faktort valasztanak ki. Az IFN-y ezenfelll az MSC-k IDO expressziojat
is serkenti, melynek eredmenyeképpen triptofdan hiany, illetve a triptofan
metabolitjainak novekedése alakul ki, gatolva a T és NK sejt osztodast [37,38].
Mindazonaltal a jelenlegi ismereteink szerint nem valdszin(i, hogy az MSC-k altal
termelt faktorok barmelyike egyedil lenne felelés az in vitro vagy in vivo

immunszupressziv hatésért.

Il. 2. a. Az MSC-k tumor fejlédésben betoltott szerepe

A sebgydgyulas molekuléris és sejtes mechanizmusa, valamint a tumor fejlédés
kdzott szamos kdzos pont van: gyulladasos citokinek termelédnek, megné az érfal
permeabilitasa, fibrin felhalmozddas torténik, 0j vérerek alakulnak ki, fibroblasztok
aktivalodnak stb. [39]. A szoveti és a csontveldi mesenchymalis Ossejtek részt vesznek a
szOveti megujulds, ill. szdveti regeneracios folyamatokban [12], s6t a fibroblasztok
eléalakjanak is tekinthetok [40,41]. Amint sebzett vagy tumoros allatokban kimutattak,
a véraramba kivilrél bejuttatott MSC-k a sebekbe, sériilt szovetekbe és tumorokba
vandoroltak [42,43]. Szamos faktort azonositottak, melyek szerepet jatszanak az MSC-k
tumoros teriiletre torténé vandorlasaban, ezek a VEGF, TGF-pl, IL-8, NT-3 [44,45],
EGF, HGF, FGF, PDGF [46,47] és MCP-1 (monocita kemotaktikus fehérje) [48]. S6t,
kimutattak, hogy szilard tumorokra jellemzd alacsony oxigén tenzid (hipoxia) hatdsara
stabilizalodé és felhalmozodd HIF-1a is eldsegiti az MSC-k mobilizalodasat a
csontvel6bdl a periférias vérbe [49], ahonnan a tumoros teruletre vandorolnak
[11,50,51]. Tumoros kdrnyezetben az MSC-k kiilonboz6, szolubilis tumor ndvekedést
serkent6 faktorok termelése révén, vagy 6nmaguk sztroma sejtekké (pl. tumor-asszocialt
fibroblasztok) differencialodasa altal részt vesznek a rak pathogenezisében [11], ahol
serkentik a tumor ndvekedést és az attétképz6dést [52].

A mesterségesen eldidézett tumoros &llatmodellekben exogén MSC-k
beadasaval nyerték a kisérleti adatokat, de a multipotens sejtek beoltasakor mindig
felvetddik a kérdés, hogy okozhatnak-e tumort. Rubio és mtsi. arrol szamoltak be, hogy

az in vitro fenntartott emberi MSC-k spontan tumoros transzformacion mentek keresztil
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¢s immundeficiens egerekbe oltva tiid6, maj, vese, agy, sziv stb. daganatok kialakuldsat
inicialtdk [53]. Rosland és mtsi. is leirtdk a humédn MSC izolatumok malignus
transzformaciojat, amelyek immundeficiens egerekben tiid6 daganatokat okoztak [54].
Azonban a fenti kutatdo csoportok eredményeik revididlasara kényszeriltek, ugyanis
bebizonyosodott, hogy az altaluk hasznélt MSC kulttrak humén HT1080 fibroszarkdma
és U-2 OS oszteoszarkoma tumor sejtvonalakkal voltak szennyezédve [55,56].

A beoltott MSC-k tumor fejlédésre gyakorolt hatasa még vitatott tertilet. Egy, a
kozelmultban megjelent atfogd tanulmanyban osszefoglaltak a tumor serkentd és gatld
hatasukat leird vizsgalatokat [57]. Példaul a Kaposi-szarkoma in vivo allatmodelljében
az intravénasan bejuttatott human MSC-k a tumorba vandoroltak és jelentésen gatoltak
a tumor novekedest (Khakoo és mtsi. 2006). Egy masik egér modellben az egér eredetli
MSC-k gatoltdk a Lewis tidé karcindma novekedését és B16 melandbmaban a
tidoattétek szamat [58]. Mas vizsgalatok kimutattak, hogy a csontvelé-eredetii dssejtek
egerekben tdmogattak a tumor ndvekedest: amikor a tumor sejtekkel egyitt MSC-t is
oltottak, a fejlédé tumor intenzivebb vaszkularizaciot, kiterjedtebb nekrozist és
magasabb attétképzOodési ratat mutatott, mint az MSC nélkil oltott tumorok (Zhu W és
mtsi. 2006). Klopp és mtsi. megéallapitottdk, hogy szamos tényez6, korilmény
befolyasolhatja az MSC-k tumor fejlédésre kifejtett hatasat: példaul a kisérleti allatok
¢letkora, melybdl az MSC szarmazik, az izolalt MSC-k belsé heterogenitasa. Az adott
kisérletoen alkalmazott tumor modellek és a kisérleti allatok tipusa (normal
immunvalaszra képes vagy SCID egerek) vagy az MSC beadasanak mddja (bér ala

vagy intravenasan) mind befolyasolhatjak az MSC tumor fejlédésre gyakorolt hatasat.

I1. 2. b. MSC-k a tumor immunprivilégiumban, vaszkularizacioban és metasztazis

képzésben

Az is intenziv vita targya, hogy mi a beoltott MSC-k tovabbi sorsa a tumoros
szOvetekben. Az egyik allaspont szerint az MSC-k, mint multipotens sejtek, a tumor
sztromalis elemek, a tumor-asszocialt fibroblasztok [10], érendotélium [59] és sima
izom [60] egyik sejtes alapjat képezik. Mas kozlemények viszont amellett érvelnek,
hogy az MSC-k nem lokalizalodnak stabilan a tumorban, hanem azaltal befolyasoljak a
tumor genezist, hogy kiilonb6z6 immunszupressziv (TGF-B, IDO, IL-10, PGE2)
[32,38], érképzést segité (VEGF, PDGF, FGF) [61], vagy metasztatikus (CCL5) [62,63]

faktorokat termelnek.
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A mesenchymalis Ossejt eredetii tumor-asszocialt fibroblasztok (TAF), a tumor
mikrokdrnyezetében 1évo meghatarozé elemek, melyekre jellemzd, hogy aSMA-t, FSP-
t, vimentint, FAP-t termelnek és tobb ponton eldsegitik a daganatok fejlédését (II. 3.
abra) [10,64,65]:

Tumor érhalézat Metasztazis
cCLS
motilitas
Pedcltak
VEGF, bFGF, IL-§, @
IL-8, anglopoeitin S c IL6, IL-10,
Q jigraco P TGF, PGE2
<} ® o ; %
SDF-1(?), MCP-1, O
VEGF, TGFss1, IL-8, , 2 IDO, NO
NT-3, HGF, EGF, bFGF, S
plasmin, MMP-1 ey
FAP, HGF, EGF, tenascin ¢,
TSP-1, stromelysin-1, IL-6
Tumor sejt tulélés Immunszuppresszio

Il. 3. 4&bra A primer daganatokban az MSC-k és tumor sejtek kozotti
kolcsdnhatasokat bemutatd sematikus abra. Magyarazat a szévegben. Késziilt [65]
nyoman.

(1) MSC hatasa a tumorspecifikus immunvélaszra: Az MSC-k tumor névekedést
tdmogato tulajdonsaga részben magyarazhaté az MSC-k immunszupressziv hatasaval,
és igy a tumor specifikus immunvalasz gatlasdval. Az MSC-k kiilonb6z6 mediatorok:
IDO, IL-10, NO, PGE2 termelése altal az immunrendszer sejtjeinek széles spektruman
(T- és B-sejtek, NK-sejtek, dendritikus sejtek) fejtenek ki immunszupressziv hatast [32].
Ezt az elgondolast tamogatja az az eredmeény, amely szerint allogén recipiensben a B16
melanoma csak akkor volt képes novekedni, ha egyidejiileg MSC-t is oltanak a tumor
sejtekkel egyutt [66]. Az is alatdmasztja a tumor-asszocialt fibroblasztok részvételét a
tumor fejlédésben, hogy, ha a rajuk jellemzé fibroblaszt aktivator fehérje (FAP) ellen
vakcinaltak, megnétt a 4T1 emlé karcinomas egerek talélése és a doxorubicin
kemoterapia hatékonysaga [67]

(2) MSC hatasa a tumor vaszkulariziciora: Az MSC-k a tumor szvetek [68—70]

vaszkularizaciojat serkentik, amely alapvet6 fontossagu folyamat a tumor fejlédésben.
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Az MSC transzdifferencidlodhatnak az erek felépitésében szerepet jatszo
perivaszkularis pericitdkka, endotél sejtekké és emellett szamos szolUbilis angiogén
faktort termelnek (I1. 3. &bra) [65]. A VEGF a tumor sejtekbdl is felszabadul, mely
elésegiti az MSC-k tumorba torténé vandorlasat, az MSC-k PDGF receptoran keresztili
aktivacio pedig az MSC-k endotél iranyu differencialodasahoz vezethet [71,72].

(3) MSC hatasa a tumor sejtek tulelésére: A tumor-asszocialt fibroblasztok
tumor sejtek tulélesére gyakorolt pro- ill. anti-apoptotikus hatasat is leirtdk. Ezt az
ellentmondast az egyes tumor modellek és az MSC izoldtumok eredetében és
differencialtsagi fokaban rejlé kiilonbozéségnek tulajdonitjak [65].

(4) MSC hatédsa a tumor Aattétképzésére: Az emlé karcinoma sejtekbol
felszabadul6 osteopontin hatasara az MSC-k a CCL5 (RANTES) kemokint termelik
[63], mely fokozza a tumor sejtek migracidjat, invazivitasat és ezaltal attétek képzését
[62]. A csontveléi MSC-K, ill. a tumor mikrokdrnyezetében 1év6 TAF-ok SDF-1
(CXCL12) — et termelnek, ez a sztroma eredetii faktor a tumor sejtek felszinén 1évé
CXCR4 receptorhoz kotodik, eldsegiti a tumor sejtek szorodasat, talélését, a
csontvel6be 1épését és az endotél sejtek aktivalasa altal a daganat neo-angiogenezisét
[64,73,74].

Az epitelidlis eredetli daganatokban, mint pl. emlé vagy vastagbél karcindma,
leirtdk az epitelialis-mesenchymalis transzforméacié (EMT) jelenségét, melynek sorén az
epitelialis eredetii sejtek elveszitik sejt-sejt kapcsolataikat, sejtpolaritdsukat és
atrendezédik a citoszkeleton felépitése is. Az attétképzdé, migrald tumor sejtek a
szervezet tavolabbi, disztalis pontjain kitapadnak és mesenchymalis-epitelialis
transzformacié (MET) réven visszaalakulnak (Il. 4. abra) [75]. Kimutattak pl. eml6
karcindbma esetén, hogy az MSC-k ismeretlen mddon elésegitik az epitelialis tumor
sejtek mesenchymalis iranyba torténd transzformaciojat [76]. Az epitelidlis-
mesenchymalis atalakulés, mik6zben elGsegiti az attétek kialakulasat, a daganaton belili

heterogenitas fokozasa réven rontja a daganatok kemoterapias valaszkészségét [77].
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Il. 4. dbra Az epiteliadlis és mesenchymalis allapotok kozétti atmenet sematikus
abrézolasa karcinéma progresszioja soran. Magyarazat a szovegben. Készult [75]
nyoman.

I1. 3. A Gal-1 altalanos jellemzése

A galektin-1-et, mint egy B-galaktozid kot6 proteint, hemagglutinacios aktivitasa
alapjan el6szor Teichberg és mtsi. azonositottak 1975-ben az elektromos angolna
elektromos szervébdl [78], majd rovidesen kimutattak borjusziv és tiid6 [79] szovetbdl,
valamint csirke embriobdl [80]. A monomer proteint 135 aminosav epiti fel,
molekulatomege 14,5 kDa, globuléris szerkezetét egy 6-szalu és egy 5-szala antiparalell
B-lemez hozza létre, minden gerinces szamos szOvetében expresszalodik és rendkivil
konzervalt. A Gal-1 koncentraci6 fiiggd modon dimerizaciora képes, mely az N és C-

terminalis aminosavakon keresztil torténik [81] (lI. 5. abra).

I1. 5. abra A galektin-1 dimer szerkezete
(forras:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure)

A Gal-1 hatasaban nagyfoku pleiotrépia érvényesul: példaul a mioblasztoknak

miotubulusokka valé 0sszerendez6dése soran gatolja az izomsejtek ECM-hez kotodését
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(anti-adhézids hatas) [82,83], ellenben a szagld neuronok axon ndvekedésében a Gal-1-
ECM kotodés révén (adhézids hatds) eldsegiti az axon novekedését [84,85]. Annak
ellenére, hogy tipikusan citoplazmatikus proteinek jellemzG6it mutatja - N terminalisa
acetilalt, nem glikozilalt, nativ konformécidja redukalé kérnyezetet igényel és nem
rendelkezik a szekréciohoz szikséges szignal peptiddel [86] - ismeretlen, az ER/Golgi
klasszikus utjatol eltér6 modon szekretalodik [87]. Intracellularis lokalizécidja
(citoplazma és/vagy sejtmag) soran szerepe lehet a pre-mRNS-ek érésében [88,89],
valamint a mutans H-Ras sejtmembranhoz torténé rogzitésében és aktivalasaban
[90,91].

Termelddését kiilonféle egészséges szovetben, izomsejtekben, timuszban,
nyirokszervekben, 1épben, fejlddd agyban, retindban, testisben, méjban, placentaban
[92] és a legtdbb tumorban kimutattak [93].

A Gal-1 szamos fiziologiai és patoldgiai folyamatban részt vesz: sejt adhézio,
sejt ndvekedés szabalyozas [94], immunomodulédcié [95], apoptézis [96-98],
reprodukcid [99].

A Gal-1 sokrétii biologiai funkcidjat meghatarozza szabalyozott szoveti és
iddbeli expresszidja. Részt vesz az immunhomeosztazis fenntartasaban azéltal, hogy az
aktivalt  periféridlis ~ T-limfocitdk  apoptozisat ~ okozza, igy  endogén
gyulladascsokkentdként hozzajarul az immunvalasz lecsengéséhez. Gyulladasgatld
hatdsa abban is érvényesiil, hogy a gyulladdsos Thl-es T-sejt valaszt a Th2 sejtek
aktivitasa felé tolja és ezaltal gatolja a gyulladasos citokinek - INF-y, IL-2, IL-12, TNF-
a — termel6dését [100]. Bizonyos autoimmun betegségekben ill. kronikus gyulladasban
szerepet jatszhat ennek a mechanizmusnak a karosodasa, ugyanakkor a Gal-1 fehérje
immunszupressziv hatdsat felhasznélva hatékony kezelési lehet6séget nyujthat [101].
Ezt igazoljak a kisérletes autoimmun/gyulladasos betegségekben: myasthenia gravis,
kisérletes autoimmun encephalomyelitis, graft versus host betegség, Con-A indukalt
hepatitis, rheumatoid arthritis llatmodellekben kapott eredmények, melyekben a Gal-1
alkalmazéasa megsziintette, vagy jelentdsen csokkentette a betegségek klinikai tiineteit
[102].

I1. 3.a. A Galektin-1 tumor fejlodésben betoltott szerepe

A Gal-1 termelddése a legtobb rékos szovetben kimutathatd. A tumor sejtek

és/vagy a tumorral asszocialt sztromalis sejtek, a kotészovet és/vagy endotél sejtek
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magas Gal-1 termelését mutattak ki pl.: emld és vastagbél daganatban [103-105], fej-
nyak pikkelyes karcindmaban [106], petefészekrakban [107], htigyhdlyag karcinbmaban
[93,108], gliomaban [109], pajzsmirigy karcindbmaban [110], hasnyalmirigyrakban
[111], prosztatardkban [112], vesesejtes karcindbmaban [113], tiidérakban [114];
eml6tumor sztroma sejtekben [105,115,116], tumor endotéliumban [117]. Az irodalmi
adatok szerint a Gal-1 mennyisége a tumor metasztatikus hajlamaval és a betegség rossz
prognozisaval jelentés korrelaciot mutat [102].

A tumor, ill. tumor sztroma eredetii Gal-1 hozzajarul a rakos sejtek
veédettségehez a tumorspecifikus immunvélasszal szemben azéltal, hogy a
tumorszdvetbe vandorlé T-sejtek apoptozisat okozza (Il. 6. &bra) [96-98] ennek a
folyamatnak a részletes molekularis mechanizmusat csoportunkban tartuk fel
[97,98,118].

Az aktivalt T-sejtek g,s?]U

apoptozisat indukalja.

v
Transzformacio

Modulalja a sejt migraciot ‘ ’Kﬁlcsﬁrjhatva aNH-R"gs
s adhezmt az ECM-hez onkogennel eldsegiti a
_ tumor transzformaciojat

(@5 ) @» ) Fokozzaa tumor
: O 2o metasztatikus
— ‘.\0 e hajlamat.
Elfsegiti a tumorsejtek és endotel ®) (=
sejtek interakciojat i witro. (0 o)

Il. 6. abra A galektin-1 hatésai rdkban
Magyarazat a sz6vegben. Készilt [91]nyoman.

A Gal-1 a rdkos sejtek attétképzésének szamos lépésében részt vehet.
Immunszupressziv faktorként sejt-sejt kapcsolc’)dés altal, illetve az ECM
azok apoptozisat okozza, fokozza a tumor sejtek migraciés képességét, majd
kitapadasat, és hozzajarul a hipoxia indukalt angiogenezishez [102,119].

Gal-1-hez kot6d6 diszacharidok, laktobionsav és tiodigalaktozid (TDG),
segitségével kevert limfocita kultdrdban gatolni tudtdk a Gal-1 T-sejtekre kifejtett

proliferaciot gatlo hatasat, st in vivo TDG kezelés fokozta egy emlé tumor vakcina
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hatékonysagéat azaltal, hogy megnétt a tumoros egerek talélése [120]. Bahn és mtsi. a
tumor sejtek altal termelt Gal-1 kulcsszerepérdl szamoltak be. In vivo egér modellben
kimutattak, hogy Lewis tiid6 karcindma (LLC) sejtek Gal-1 szintjének csdkkentese
lassabb tumor novekedést és a tiidé metasztazisok hianyat eredményezte a vad tipusa
LLC sejtekhez képest. Azonban a vad tipusu tumor sejtek vad tipusu és Gal-1 knock-out
egérben hasonld kinetikdval novekedtek €s hasonlé mértéki tiidé metasztazist okoztak,
ami a tumor sejt eredetli és nem az endogén Gal-1 funkcidjara mutat ra. A tumor
eredetii Gal-1 apoptdtikus hatast volt a CD4" és CD8" T-sejtekre, mely ebben a
tanulmanyban a Gal-1 angiogén hatasanal jelentésebbnek bizonyult [121].
Hasnyalmirigy csillagsejtjeirdl is leirtdk, hogy Gal-1 fiiggd modon a CD4" és CD8" T-
sejtek apoptozisat okozzak, mely hasnyadlmirigyrakban hozzajarul a tumor
immunprivilégiumanak kialakitasahoz és fenntartdsdhoz [122]. A Gal-1 expresszid
gatldsa egér B16 melandbma modellben a daganatok méretének csokkenését
eredményezte tumorspecifikus Thl-es effektor valasz kifejlédése altal [123]. A Gal-1
csendesitett B16F10 melandma sejtek temozolomid kemoterapids szer iranti
érzékenysége is megnétt [124]. Emberi Hs683 glioma sejtvonalban a Gal-1 fehérje
szintjének csokkentése gatolta az angiogenezist és fokozta a xenograftok temozolomid
kemoterapias szerre adott valaszkeészségét [125]. Emberi szajiregi pikkely sejtes
karcinomabol izolalt tumor-asszocialt fibroblasztok Gal-1 szintjének csokkentése az a-
SMA, mint TAF-ra jellemz6 marker és az MCP-1, mint TAF eredetii metasztatikus
faktor szintjének a csokkentéséhez vezetett. Ezeket a sejteket tumor sejtekkel egyutt
immundeficiens egérbe oltva lassult a tumor novekedés Uteme, lecsokkent a
keringésben 1év6 tumor sejtek szama és megnoétt az allatok tilélése a vad tipusa TAF-fal
oltott allatokhoz képest, igazolva a Gal-1 tumor novekedést serkenté funkcidjat a TAF-
ban [126].

Il. 3.b. A Gal-1 és a tumor neo-angiogenezis kapcsolata

A daganatok novekedéséhez Ujonnan képzédd vérerekre van sziikség (neo-
angiogenezis), melynek a kdzvetett kivaltoja a hipoxiads kdrnyezet, kdzvetlen kivaltoja
pedig a hipoxias kérnyezetben aktivalodo faktorok, mint pl. a VEGF [3].

2005-ben egy specialis tomegspektrometrias eljaras segitségével el6szor FaDu,
human légesé karcindma sejteken, majd kiilonb6z6 tumor sejtvonalakon in vitro

kimutattdk a Gal-1 szintjének hipoxas kornyezetben torténé emelkedését, melyet
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Western blotting és polimeraz lancreakcio segitségével is megerdsitettek [119]. Majd in
vivo SCID egereket transzplantaltak human FaDu sejtekkel, melyeket hipoxia indukalt
promoter  kontrollja alatt 4allo6  B-hCG-vel (B-humén chorion gonadotropin)
transzfektaltak, majd az Allatok egyik csoportjat hipoxias, a masikat normoxias
kortlmeények kozott tartottdk. A hipoxias korilmények kdzott tartott egerek szérumaban
a Gal-1 emelkedett szintje korrelalt az egerek vizeletében megjelené B-hCG szintjevel.
Fej-nyaki pikkely sejtes karcinomaban szenvedé betegek ex vivo tumor mintaiban a
Gal-1 emelkedett szintje korrelalt a hipoxias markerkent hasznalt CA (szénsav anhidraz
enzim) IX-cel [119]. Kimutattdk, hogy a Gal-1 szintjének alacsony oxigen tenzidn
torténé emelkedését a hipoxiara stabilizalédé HIF-1ow transzkripcios faktor okozza
[127], mellyel a C/EBPo (CCAAT enhancer koté fehérje) szinergista hatast fejt ki
[128].

A galektin-1, mint hipoxidra aktivalodd faktor, tumorok angiogenezisében
betdltott szerepét Arjan W. Griffioen csoportja kivalé tanulmanyokban igazolta: in vitro
a Gal-l csendesitett endotél sejtek migrécidja és sejtosztddasa csokkent [129]. Amikor
in vivo kisérletekben vad tipusu és Gal-1 hianyos (129P3/J) egereket oltottak szingén F9
teratokarcinoma sejtekkel, a Gal-1 deficiens egerekben a tumorok ndvekedese
jelentésen lelassult, amit a szdvettani vizsgalatok szerint azzal magyardztak, hogy
csokkent a tumorok mikroér denzitidsa. Ha vad tipust tumoros egereket anginex-szel
kezeltek - mely a Gal-1-hez kot6d6 33 aminosavbol allo anti-angiogén szintetikus
oligopeptid - csokkent tumor progressziot és kisebb mikroér denzitast tapasztaltak
[129]. Gal-1 deficiens egerekben lassabb tumor novekedést és kisebb mértékii
angiogenezist figyeltek meg, mely fliggetlen volt a tumor tipusatdl és a tumor sejtek
Gal-1 termelésétdl. ugyanis a magas Gal-1 expressziét mutatd TC-1 tiid6 karcindmaval,
és a korabban emlitett, Gal-1-et alacsony szinten termel6 F9 teratokarcindmaval hasonlo
eredményt kaptak. Az exogén Gal-1 hatasara, a Gal-1-/- endotél sejtek egy jelatviteli

utvonal beindulasat kovetden osztodtak, azonban a Gal-1 inhibitora, az anginex gatolta

//////
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I1. 3.c. Gal-1 szerepe a tumor sejtek adhéziés, migracios és metasztazis képzo

folyamataiban

A Gal-1 az attétképzés kiilonboz6 folyamataiban vesz részt. Adhézids szerepe révén
(diapedézis) és a szervezet valamely pontjan a megtapadasukat [90].

Human csillagsejtes gliomaban a Gal-1 emelkedett szintje szoros korrelaciot
mutatott a betegség eclérchaladtaval és ezzel Gsszhangban a magasabb Gal-1 szintet
mutatd betegek hamarabb elhaldloztak. Emberi glioma xenograftok esetén
megfigyelték, hogy a Gal-1 immunhisztokémai fest6dése az invaziv glioblasztoma
sejtekben magasabb volt és a Gal-1 serkentette U373 gliéma sejtek vandorlasat in vitro
kisérletekben [131]. A hasnyalmirigy adenokarcindbma sztromajabol szarmazé
hasnyalmirigy csillagsejtek termelte Gal-1 in vitro fokozta a tumor sejtek osztodasét,
rekombinans human Gal-1 hatasara pedig megnétt a daganat sejtek migracios képessége
[132]. M4jsejtes karcindma sztromajaban is kimutattdk a Gal-1 emelkedett szintjét,
mely egyenesen korreldlt a mesztazisok gyakoribb megjelenésével és a tumor sejtek
véraramba lépésével [133]. Emberi emlé daganatos betegeknél kimutattak, hogy a
tumor-asszociélt sztroma sejtek Gal-1 szintje és az emlé daganatok nyirokcsomoékba
adott attétképzése szorosan 6sszefligg [105]. A kevésbé invaziv szajuregi pikkely sejtes
karcinoma sejtekben a Gal-1 taltermeltetése az attétképzés jelentds fokozodasaval jart.
Ezzel 6sszhangban kimutattadk, hogy Gal-1 hatasara nétt az MMP-9 és MMP-2 matrix
metalloproteazok expresszidja €s aktivitasa, atrendez0dott az aktin citoszkeleton, nétt a
Cdc42 (Rho-GTPaz) aktivitasa és ennek hatasakent a tumor sejtek filopddiumainak
szama és hossza [134]. Human szajuregi pikkely sejtes karcindbmabol izolalt tumor-
asszocialt fibroblasztok Gal-1 expresszidjanak csendesitése az MCP-1 termelés és a

keringésben 1év6 tumor sejtek szamanak csokkenését eredményezte [126].

Il. 4. Az MSC-ben termel6dé Gal-1-gyel kapcsolatos eredmények

Az MSC-k igéretes terapias felhasznalasa kiilonb6zé génexpresszios &s
proteomikai vizsgalatokat tett indokoltta. E16sz6r 2003-ban, majd 2004-ben az MSC-k
génexpresszios vizsgélata sordn a Gal-1 mRNS-ét a leginkabb kifejez6dd gének kozott
talaltak [135,136]. Ezt kovetéen 2005-ben, egy proteomikai tanulmanyban, biokémiai
eszkozokkel is Kimutattdk az MSC-ben termel6dé, intracellularisan és az ECM-ben
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felnalmozodd Gal-1 fehérjét [137]. Immortalizalt huméan MSC-k extracelluléris
matrixaban azonositott 50 angiogén faktor kozott is kimutattdk a Gal-1-et, mely
szlikséges az endotél sejtek ECM-hez kapcsolodasahoz és tubulusok képzéséhez [138].

Beszamoltak az MSC termelte Gal-1 immunszupressziv hatasardl is:

(1) siRNS segitségével Gal-1 csendesitett MSC sejteket hoztak létre és
bebizonyitottak, hogy az MSC-k Gal-1 fiiggé modon gatoltdk a CD4" és CD8" T-sejtek
osztddasat és IL-2/anti-CD3 stimulalt periférids vér mononuklearis sejtek IFN-y és
TNF-o termeléset [139].

(2) Az MSC neuropilin-1 &ltal okozott T-sejt proliferacio gatlasat anti-Gal-1
ellenanyaggal vagy szollbilis rekombinans neuropilin-1 hozzaadasadval meg tudték
szlintetni [140].
szénhidrat hozzaadasaval, megsziintették az MSC-k T-sejtekre irdnyuld osztodast gatlo
hatasat [141].

(4) A Gal-1 fehérje expresszidjanak siRNS technika altali csokkentése gatolta az
MSC-medialt T-sejt szuppressziot és egy masik Kisérletben, a Gal-1-hez ko6té6do
diszacharid, a B-lakt6z szintén helyredllitotta az allogén T-sejtek valaszképessegét
[142].

Ezek az Uj eredmények in vitro rendszerben, egy-egy kiragadott sejtpopulacidval
kapcsolatos vizsgalatokban szllettek és azt mutatjak, hogy a Gal-1 expresszidja és
szekrécioja az MSC-k immunmodulalé hatdsanak fontos komponense. Az MSC-

eredetii Gal-1 in vivo tumor fejlédésre gyakorolt hatasa még egyaltalan nem ismert.
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II1. Célkitiizések

Szamos tanulmény ismert a mesenchymalis 6ssejtek (MSC) tumor fejlodésre
gyakorolt hatdsarol, a rendelkezésre all6 adatok tobbsége szerint serkentik, és néhéany
kozlemény szerint gatoljdk a daganatok fejlédését. A legujabb szakirodalmi
eredmények alapjan annyi azonban bizonyos, hogy nagyon sok paraméter (kisérleti
allatok neme, életkora, torzse, az adott tumor modell, MSC izolatum eredete, beadas
maodja, mennyisége, stb...) befolyasolja az MSC-k rakban kifejtett szerepét.

A galektin-1 (Gal-1) fehérjér6l ismert, hogy a tumor sejtek, ill. a tumor kortli
sztroma elemek Gal-1 termelése nagyban hozzajarul a betegség rossz prognozisahoz. A
tumor eredetii Gal-1 el6segiti az aktivalt T-sejtek apoptozisat és ezaltal a daganatok
immunprivilégiumat; valamint szabdlyozza a daganatok hipoxia indukalt erezettségét és
attétképzéset.

2003 ota ismert, hogy az MSC-k jelentés mennyiségi Gal-1-et termelnek,
azonban a Gal-1 funkcidjat ezekben a sejtekben csak korlatozottan vizsgaltak. A
legUjabb vizsgélatok is csak az MSC eredetti Gal-1 in vitro immunszupressziv hatasat
azonositottdk. Az MSC-k tumor fejlédésre gyakorolt hatasa és az ebben a folyamatban
részt vevo faktorok, - mint az MSC- eredetii Gal-1-, nagy része még ismeretlen. Ezért a

kovetkezd feladatokat és kérdéseket fogalmaztuk meg:
1.) Célunk volt, hogy megvizsgéljuk, hogy allatmodellben a tumor sejtekkel egyiitt
adott csontveldi mesenchymalis Ossejtek altal termelt Gal-1 befolyésolja-e a primer

tumorok novekedését, erezettségét és a metasztazisok gyakorisagat?

2.)) Az MSC-k termelte Gal-1-nek milyen hatdsa van a tumorok novekedéseének

gyakorisagara (incidenciajara) és a tumoros allatok tulélésére?

3.) Hogyan vélaszthatd szét az MSC- és tumor sejt-eredetii Gal-1 hatasa a tumor

fejlédés soran?
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IVV. Anyagok és modszerek

1IV. 1. Az MSC-k izolalasa

A mesenchymalis éssejteket a korabban leirtak szerint izolaltuk [143]. Roviden,
8-10 hetes, him C57BI/6-0s egerek comb- ill. sipcsontjabdl szévettenyészté médiummal
(DMEM 10% magzati borju szérum, 10% 16 szérum (Invitrogen), 50 U/ml penicillin, 50
ug/ml streptomicin (Sigma-Aldrich) és 2 mM L-glutamin (Invitrogen), 5 U/ml heparin)
kimostuk a csontvelSt. A sejteket kétszer mostuk Hank’s pufferben, majd 2-5x10°
sejt/cm? stirliségben 25 cm®-es szdvettenyésztd flaskakra (BD Falcon) szélesztettilk, és
37 °C-on, 5% CO, tartalmu, parasitott inkubatorban tartottuk. A le nem tapado sejteket
a médium hetente kétszer torténd cseréjével eltavolitottuk. Miutan az MSC-k elérték a
70-90%-0s fedettséget, a kultlrat kétszer mostuk PBS-sel, majd atoltasra kerlltek,
felszedésiik 37 °C-on 5 percig 0,25%-o0s tripszin tartalmd 1 mM EDTA-val tortént. A
sejteket 75 cm?-es szovettenyészté flaskakra (BD Falcon) szélesztettilk, majd tovabb
tenyésztettik. Az MSC izoldtumok a 6-7. atoltdsig tartalmaztak hematopoetikus
(CD34", granulocita-makrofag kolonia formald) sejteket. Az MSC alapkultirakat Dr.
Uher Ferenct6l (Orszagos Vérellato Szolgalat) kaptuk.

IV. 2. Emlés sejtkultarak fenntartasa

Az egér B16F10 melanéma [144] és 4T1 eml6 karcindbma [145] sejteket
penicillin/streptomicinnel (100 1U és 100 pg/ml), L-glutaminnal (2 mM) és 10%
ujszlétt borja szérummal (FCS, Gibco, Invitrogen) kiegészitett RPMI-1640 (Gibco,
Invitrogen) szovettenyészté médiumban novesztettik. A H5V [146] sejteket és az egér
MSC-ket penicillin/streptomicinnel, L-glutaminnal (2 mM) és 10% FCS-sel kiegészitett
DMEM médiumban tartottuk fenn. A sejtvonalakat 5% CO,-ban 37 °C-on inkubatorban
helyeztlk el.

IV. 3. Aramlési citofluorimetrias vizsgalatok

Az MSC sejtfelszini markerek jellemzését aramlasi citofluorimetriaval,
FACSCalibur késziilékkel (Beckton Dickinson) végeztiik. A sejteket (2x10° sejt/minta)
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immunfluoreszcencia (FACS) pufferben (Id. pufferek, oldatok) szuszpendaltuk. Vad
tipust (vtMSC), és Gal-1 knockout (MSC®¥*") MSC-ket, valamint Gal-1 specifikus kis
gatl6 RNS (siMSC) vagy kontroll, véletlen nukleotid sorrendii RNS (scMSCs)
transzfektalt MSC-ket jeloltink elsédleges anti-CD34 FITC és anti-CD44, CD73,
CD90, Sca-1, R-PE konjugalt monoklonalis ellenanyagokkal (BD Pharmingen), 20
percig 4 °C —on. A CD3g, CD11b CD45R, Ly-6G, TER-119 markereket biotinilalt
elsédleges ellenanyaggal (BD Pharmingen), majd sztreptavidin-R-PE konjugatummal
(Sigma-Aldrich) inkubaltuk 20-20 percig 4 °C-on, és aramlasi citofluorimetriaval
analizaltuk a mintdkat. A kiértékelést CellQuest programmal végeztik el (Beckton
Dickinson).

1V. 4. Az MSC-k differencialtatasa

Az oszteogén differencidltatast konfluens MSC kultdraban végeztik, a sejteket
két hétig dexametazonnal (10 M), B-glicerofoszfattal (10 mM), és aszkorbinsavval (0,3
mM) (Sigma-Aldrich) kiegészitett tapfolyadékban tartottuk. A kalcium felhalmozodasat
Alizarin Voroés S (Sigma-Aldrich) festékkel tettlik lathatova, a héattérfestést Giemsa
(Fluka Chemicals) festékkel végeztik. Olympus CKX41 inverz fénymikroszkoppal és
Olympus Camedia C-5060 kameraval fénykepeztik a mintakat.

Az adipogén differencialtatast is konfluens MSC kulturaban végeztik, a sejteket
egy hétig dexametazonnal (107 M) és 3-izobutil-1-metilxantinnal (0,5 mM) (Sigma-
Aldrich) kiegészitett tapoldatban tartottuk. A sejteket 8% formalinban (Reanal) fixaltuk
és a zsircseppeket Oil Voros O festékkel (Sigma-Aldrich) tettlik lathatova, hattér festést
metilén kékkel végeztik (Sigma-Aldrich). Olympus CKX41 inverz fénymikroszképpal
és Olympus Camedia C-5060 kameraval fénykepeztik a mintakat.

A kiilonb6z6 MSC-ket a dolgozatban a kovetkezd modon jeldltem: vad tipust
C57BL/6 egérbdl izolalt MSC = vtMSC, B6.Cg-Lgals1™R®/J Gal-17 egérbdl izolalt
MSC = MSC®" Gal-1 specifikus kis gatld RNS transzfektalt MSC = siMSC vagy
kontroll, véletlen nukleotid sorrendii RNS transzfektalt MSC = scMSC.

IV.5. Az MSC-k Gal-1 siRNS transzfekcidja

A galektin-1 fehérje csendesitését mar egy korabbi kdzleményiinkben leirtak
szerint végeztuk el [147]. Az SiRNS eés sc(scrambled)RNS-t pSuperior RNAI
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rendszerrel MSC sejtvonalba kl6noztuk és igy Gal-1-csendesitett és SCRNS-sel
transzfektalt kontroll sejteket kaptunk.

A kovetkez6 primereket hasznaltuk:

mGalec340siU:

5’-GATCCCCACATGGAGGCCATCAACTATTCAAGAGATAGTTGATGG
CCTCCATGTTTTTTA

mGalec340siL:

5’-AGCTTAAAAAACATGGAGGCCATCAACTATCTCTTGAATAGTTGA
TGGCCTCCATGTGGG

mGalec340scU:

5’-GATCCCCCACGAACAAATGCACGTGTTTCAAGAGAACACGTGCAT
TTGTTCGTGTTTTTA

mGalec340scL:

5’-AGCTTAAAAACACGAACAAATGCACGTGTTCTCTTGAAACACGTG
CATTTGTTCGTGGGG

Galec120siU:

5’-GATCCCCAACCTGTGCCTGCACTTCATTCAAGAGATGAAGTGCAG
GCACAGGTTTTTTTA

Galec120siL:

5’-AGCTTAAAAAAACCTGTGCCTGCACTTCATCTCTTGAATGAAGTGC
AGGCACAGGTTGGG

Galec120scU:

5’-GATCCCCCGTACACATACTTGCGCTTTCAAGAGAAGCGCAAGTAT
GTGTACGTTTTTA

Galec120scL:

5’-AGCTTAAAAACGTACACATACTTGCGCTTCTCTTGAAAGCGCAAG
TATGTGTACGGG

A primerek elnevezésénél a roviditések a kovetkezok:

si: rovid interferald hajti-RNS (,,short interfering hairpin RNA”) egér eredetti galektin-
1 ellen; Galec: galektin-1; sc scrambled (kontroll a megfelelé siRNS-hez); U: fels6 szal;
L: alsé szal; 340 és 120: annak a nukleotidnak a pozicidja, melytdl a 19bp
oligonukleotid kezdédik. A primerek tervezéséhez az emberi Gal-1 (GenBank
hivatkozasi szam BC020675.1) és az egér Gal-1 (GenBank hivatkozéasi szam
NM_008495.2) mRNS szekvenciakat hasznaltuk fel.
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A transzfektadlt MSC-ket G418 antibiotikumon szelektaltuk és stabil
sejtvonalakat hoztunk létre. Ezek Gal-1 termelését Western blottinggal jellemeztik.
Ezenkivil meghataroztuk, hogy megtartjdk-e MCS jellegiket az MSC markerek

expresszidjat és csont-, illetve zsirsejtte vald differencidlédasukat tekintve.

IV. 6. Egér tumor modell rendszer

Nyolc-tiz hetes néstény Balb/C egereket ortotopikusan 4T1 emlé karcindoma
sejtekkel és him C57BL/6 vagy Gal-1 hianyos B6.Cg-Lgals1™R%®/J (t6rzs: 006337,
Jackson Laboratory) egereket a jobb horpaszba, bér ala B16F10 melanoma sejtekkel,
oltottunk. A Gal-1 hianyos (MSC®¥*") vagy a kiilonb6z6é mennyiségli Gal-1 termeld
MSC-ket (VtMSC, scMSC, siMSC) egyiitt oltottuk a tumor sejtekkel az adott Kisérletnél
leirtak szerint. A kisérleti allatokat egyediil vagy azonos nemii alomtarsaikkal egyiitt
tartottuk, vizhez és taphoz szabadon hozzafértek. Az allatkisérleteket a hatalyos
jogszabalyoknak megfeleléen, allatkisérleti engedély birtokdban végeztuik.

A tumorokat a kovetkez6 makroszkopikus paraméterek szerint vizsgaltuk: 1)
Egy tolomérd segitségével legalabb hetente ketszer mértilk a tumorok meretét, melynek
térfogatat (cm®) a kovetkezd képlet szerint szamoltuk ki: d® x D x 0.5 [123], ahol d és D
a kisebb, ill. a nagyobb atmérdk. 2) A tapinthaté tumorok megjelenésének gyakorisagat
(incidencia) a kisérleti allatok napi megfigyelésével allapitottuk meg. 3) Az allatok
kialtatasat kovetden a primer tumorokat és a legfébb metasztatikus szervet, a tiidét min.
48 oraig 4%-os formaldehidben (Molar Chemicals) fixaltuk, majd megmértik a
tOmegliket. 4) A tiidok felszinén 1év6é metasztatikus nodulusokat sztereomikroszkop
(Leitz Wetzlar) alatt szdmoltuk meg. 5) A kisérleti egerek tulélését Kaplan-Meier

analizis szerint értékeltik.
IV. 7. SDS gél-elektroforézis és Western blot analizis

A sejteket (107) lizis pufferben (1 ml) (Id. pufferek, oldatok) tartuk fel, a
sejtmagokat és tormeléket 13000 rpm centrifugalassal eltavolitottuk. A sejtlizatumot
ugyanakkora mennyiségii, kétszeres toménységii redukalo SDS minta pufferrel (Id.
pufferek, oldatok pont) elegyitettik es 12%- 17,5% -os gradiens SDS - poliakrilamid
gélre (Id. pufferek, oldatok) vittiink fel 10° MSC és 2x10° 4T1 valamint B16F10 sejtb8l

készllt mintat és pozitiv kontrollként 100 ng rekombinans human Gal-1-et (rhGal-1). A
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fehérjék méret szerinti szétvalasztasa utdn a mintakat elektromos arammal transzfer
pufferben (Id. pufferek, oldatok) nitrocellul6z membranra (Whatman® Protran®)
transzferaltuk. A membran szabad kotohelyeit 1 6ran at szobahdn 0,05% Tween 20-at
tartalmazd 3% zselatinos (Sigma-Aldrich) TBS-ben (ld. pufferek, oldatok) telitettik. A
Gal-1 kimutatdsdhoz a laboratériumunkban készitett nydl poliklonalis anti-Gal-1
ellenanyagot hasznaltuk 1:2500 higitasban, felviteli kontrollként nydl poliklonalis anti
B—aktin ellenanyagot alkalmaztunk (Abcam) 1:10000 higitasban. Az elsddleges
ellenagyagokkal tortént 1 d6ras 4 °C-os inkubaciot kovetéen a membrant TBS-Tween
oldattal mostuk haromszor, majd HRP-vel kapcsolt anti-nyal 1gG-vel
(DakoCytomation) kezeltuk Az immunreaktiv fehérjéket ECL plus detekcios
rendszerrel (GE Healthcare Amersham™) rontgenfilmen exponalva (Agfa) tettik
lathatéva. A gélben maradt fehérjéket Coomassie festékes oldattal (pufferek, oldatok
pont) festettlik meg. Elore festett molekula markert (Fermentas, SM0671) hasznaltunk a
kovetkez6é fehérjék molekulasuly szerinti azonositasahoz: monomer Gal-1 14,5 kDa,
dimer Gal-1 29 kDa, B-aktin 43 kDa.

IV. 8. Szbvettani vizsgalatok

A paraffinba agyazott metszeteket elkészitéset és a hematoxilin-eozin festést
(Sigma-Aldrich) az altalanos hisztologiai gyakorlat szerint végeztik el, a mintakat Carl
Zeiss Axio Imager.Z1 mikroszkoppal vizsgéltuk meg és Carl Zeiss AxioCam MRc5
kameraval fényképeztik le.

A mikroér denzitast az. AxioVision (AxioVs40 V 4.6.3.0 Copyright Carl Zeiss
Imaging Solutions GmbH) szoftver segitségével, harom flggetlen minta 10
véletlenszerlien kivalasztott, nem atfedd latdbmezdjében morfoldgiai alapon hataroztuk
meg. Egy mintaban az erezett teriiletek %-0s nagysaga, mikroér denzitasa (MED) = 10
latbmezé atlagos erezett teriilete (um?) / latdmezd alapteriilete (um?) x100. Az egyes
minték relativ mikroér denzitésa MED™ = MED“T**MSC/MED*™, ahol MVD#™+MSC)=
a 4T1-el és MSC-vel oltott egerek mikroér denzitasa a tumorban, MVD*™ = a csak
4T1-el oltott egerek mikroér denzitdsa a tumorban. Harom flggetlen minta relativ
mikroér denzitasanak atlagat abrazoltuk grafikusan.

A tiidében 1évo metasztatikus teriileteket (%) szintén az AxioVision (AxioVs40
V 4.6.3.0 Copyright Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH) szoftver segitségével mértik

meg: az Osszegzett makrometasztazisok teriiletét (um?) elosztottuk a teljes tiid6
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alapteriiletével(um?) x 100. A méréseket harom fiiggetlen oltas mintaiban elvégeztiik és
egy kisérlet reprezentativ mintait mutatjuk be.

A fagyasztott metszetek készitése soran a tumorbdl kivagott mintat 4%
formaldehidben min. 24 orat fixaltuk (Molar Chemicals), majd 30 percre szoba hén 9%
-0s és 12 6rara 4 °C —on 18%-0s szachar6z (Sigma-Aldrich) oldatban inkubltuk. A
tumor szovetet O.C.T.™ -be (Tissue-Tek) agyaztuk és -80 °C-on lefagyasztottuk,
taroltuk. A 7 pum-es metszeteket kriosztattal (Shandon Cryotome, Thermo-Electron
Corporation) Leica (819) penge segitsegével készitettlik

Az MSC-ket a nyomon kovethetdség érdekében, az oltas eldtt CellTracker™
CM-Dil (2 pg/ml) (Invitrogen) karbocianin tipusu piros festékkel jel6ltik meg, a sejtek
elkilonitése érdekében a metszeteket pedig 0,5 pg/ml DAPI (Vector Laboratories)
tartalmd Fluoromount G-vel (Southern Biotech) fedtik le. A mikroszkopos

vizsgalatokat konfokalis mikroszkoppal (Olympus FV 1000) végeztik el.

IV. 9. In vitro kapillaris teszt

Az el6zetesen, a gyartd utmutatasa szerint CellTracker™ CM-Dil (Invitrogen)
jelolt MSC-ket jel6letlen, egér sziv kapillaris endotél, H5V sejtekkel tartottuk egyutt 1:1
aranyban. A sejteket 10% FCS, 1% L-Glutamin, Penicillin/Streptomicin és 50 uM 2-
merkaptoetanollal (Sigma-Aldrich) Kkiegészitett DMEM-ben, 24 Iyukd lemezen
(Orange) tenyésztettik. Kontroll mintaként az MSC vagy H5V sejteket kilon-kilon is
tenyészettiik.

A kapillaris képzédést a kovetkezé modon értékeltlik: az egyutt tartott sejtek 6t
véletlenszerlien kivalasztott, nem 4tfedd latdomezdjét fluoreszcens mikroszkoppal
(Olympus 1X81) figyeltik meg és F-View Il (Olympus) kameraval lefényképeztik.
Harom nappal az egyiitt tenyésztést kovetden, a CellR Imaging szoftver segitségével

megmertlk a kapillaris-szerti struktdrak hosszat.

1V. 10. In vitro vandorlasi teszt

A vandorlasi tesztet négyzethalds, kiveheté rekesszel rendelkezd tenyésztd
edényben (ibiTreat Ibidi p-Dish * ™™"" Grid-500, Ibidi) végeztik. Az egyik térrészbe
CellTracker™ CM-Dil (Invitrogen) jelélt 10° MSC-t iiltettiink ki 70 pl tapoldatban
(DMEM, 10% FCS), a masik térrészbe 3x10* 4T1 emld karcindma sejtet tettiink ki,
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szintén 70 pl tapfolyadékban (DMEM, 10% FCS). Azért, hogy gatoljuk a sejtek
osztodasat, a sejtek kitapadasat kovetéen a sejttenyészt6 médiumot 5 mM
hidroxiuredval (Sigma-Aldrich) egészitettlk ki, a kisérlet 37 °C-on és 5% CO, tartalmd
termosztatban zajlott. Nyolc oraval késobb a rekeszeket eltavolitottuk és 5 mM
hidroxiuredval kiegészitett médiumot adtunk a sejtekhez. A kiindulasi allapot rogzitése
érdekében fluoreszcens mikroszkdp (Olympus 1X81) és F-View Il (Olympus) kamera
segitségével felvételeket készitettiink. A kisérlet kezdetét6l szamitott 16 oraval késébb
4%-os paraformaldehid (Sigma-Aldrich) tartalmd PBS-ben 4 percig szobahén fixaltuk a
sejteket, majd PBS-sel mostuk a mintidkat. A sejtmagokat 30 percig, 37 °C-on 100
ng/ml Hoechst33342-el (Sigma-Aldrich) festettlik meg. Ismét felvételeket készitettink.
A migral6 sejteket harom fliggetlen kisérlet 5-5 latdbmezejében megszamoltuk, a
migracids tavolsagot a négyzethalos lemezen ismert tavolsagok alapjan az Imagel
szoftver (szabadon elérhetd6 NIH &ltal fejlesztve) segitségével szamoltuk ki. A relativ
migracios tavolsag = atlagos MSC véandorlasi tavolsag / sejtmentes zdna hossza, harom

flggetlen kisérlet atlagat abrazoltuk.

1V. 11. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat Microsoft Office Excel (2003) programmal végeztik
el, kétszéli, kétmintds, egyenlé varianciaji Student-féle t-teszt formajaban. A
szignifikancia szintet a kovetkez6 mddon hataroztuk meg: * p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001.

1V. 12. Pufferek, oldatok készitése

RPMI sejttenyészté médium:
1,04% (w/v) RPMI 1640 por (Gibco)
0,2% (w/v) NaHCOj3 (Reanal)
10 NE/ml penicillin (Biogal Gydgyszergyar Rt.)
0,1 mg/ml streptomicin (Egis Gydgyszergyar Rt.)
sterilre sz{irés utan kiegészitve 0,63 mg/ml L-glutaminnal (Sigma-Aldrich),
5% (v/v) vagy 10% (v/v) héinaktivalt magzati borjuszérummal (FCS, Gibco)

Tripankeék oldat sejtszamolashoz:

0,16% (w/v) tripankék (Reanal)
0.9% NaCl desztillalt vizben (Merck)
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PBS, pH 7,4:
1,8 mM NaH,PO, (Reanal)
10 mM Na;HPO, (Reanal)
135 mM NaCl (Merck)
3 mM KCI (Reanal)

FACS puffer:
PBS (1d. E16z6)
0,1% (v/v) FCS (Invitrogen)
0,1% Na-azid (Sigma-Aldrich)

Redukéal6 SDS minta puffer (kétszeres toménységii):
125 mM Tris/HCI pH 6,8 (Fisher BioReagents)
20% (v/v) glicerin (Reanal)
4% (w/v) SDS (Sigma-Aldrich)
2% (v/v) 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)
bromfenolkék (Bio-Rad)

Koncentrald geél:
5% (w/v) akrilamid / 0,13% (w/v) bisz-akrilamid (Sigma-Aldrich)
125 mM Tris/HCI pH 6,8 (Fisher BioReagents)
0,1% (w/v) SDS(Sigma-Aldrich)
0,033% (w/v) ammonium-peroxi-diszulfat, (APS) (Sigma-Aldrich)
0,07% (v/v) N, N, N, N’-tetrametil-etilén-diamin, (TEMED) (Sigma-Aldrich)

Elvalaszté gél:
7-15% (wi/v) akrilamid/ 0,182-0,39% (w/v) bisz-akrilamid (Sigma-Aldrich)
125 mM Tris/HCI pH 8,8 (Fisher BioReagents)
0,1% (w/v) SDS (Sigma-Aldrich)
0,033% (w/v) ammonium-peroxi-diszulfat, (APS) (Sigma-Aldrich)
0,07% (v/v) N, N, N, N’-tetrametil-etilén-diamin, (TEMED) (Sigma-Aldrich)

Futtatd puffer:
25 mM Tris/HCI pH 8,3 (Fisher BioReagents)
194 mM glicin
0,1% (w/v) SDS (Sigma-Aldrich)

Coomassie Brilliant Blue G-250 fehérjeszeparald gélek festéséhez:
0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250 (Reanal)
50% (v/v) metanol (Reanal)
10% (v/v) ecetsav (Reanal)

Transzfer puffer:
25 mM Tris-HCI pH 8,3 (Fisher BioReagents)
194 mM glicin (Molar Chemicals Kft.)
20% (v/v) metanol (Reanal)
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TBS-Tween:
10 mM Tris-HCI pH 7,5 (Fisher BioReagents)
150 mM NaCl (Merck)
0,05% (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Lizis puffer:
50 mM Tris-HCI pH 7,5 (Fisher BioReagents)
150 mM NaCl (Merck)
1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
1 mM EDTA (Reanal)
1 mM PMSF (Sigma-Aldrich)
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V. Eredmeények

V. 1. Az MSC és tumor sejtvonalak jellemzése

A csontveld eredetii mesenchymalis Ossejtek sejtfelszini markerei megfeleltek a
Nemzetkdzi Sejtterapia Tarsasag (ISCT =International Society for Cellular Therapy)
altal megalkotott kdvetelményeknek: mind a vad tipusu (vtMSC), galektin-1 knockout
(MSC®", kontroll (scMSC) és galektin-1 specifikus siRNS transzfektalt (siMSC)
MSC kifejezte a CD44, CD73, CD90 és Sca-1 sejtfelszini molekulékat (V. 1. &bra).
Nem hordoztak semmilyen, vérképz6 6s- és elddsejtekre, illetve a kiillonb6zo
vérsejtfejlédési sorokra jellemzé sejt felszini hematopoetikus markert, azaz CD3,
CD11b, CD34, CD45R, Ly6G, TER119 negativak (V. 2. abra).
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V. 1. abra: Az MSC-k pozitiv seljtfelszini molekulainak jellemzése. Vad tipusd
(VtMSC), és Gal-1 knockout (MSC®¥*") MSC-ket, valamint Gal-1 specifikus kis gatlo
RNS (siMSC) vagy kontroll, véletlen nukleotid sorrendti RNS (scMSC) transzfektalt
MSC-ket jeloltink anti- CD44, CD73, CD90 és anti- Sca-1 R-PE konjugélt
monoklonalis ellenanyagokkal és aramlasi citofluorimetriaval analizaltuk.
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V. 2. &bra: Az MSC-k negativ sejtfelszini molekulainak jellemzése. Vad tipusu
(VtMSC), és Gal-1 knockout (MSC®*") MSC-ket, valamint Gal-1 specifikus kis gatl6
RNS (siMSC) vagy kontroll, véletlen nukleotid sorrendii RNS (scMSCs) transzfektalt
MSC-ket jeldltiink anti- CD34 FITC konjugalt monoklonalis ellenanyaggal és CD3e,
CD11b CD45R, Ly-6G, TER-119 R-PE konjugalt monoklonalis ellenanyagokkal és
aramlési citofluorimetridval analizaltuk.

Az MSC izolatumok (vtMSC, MSC®*") és a genetikailag médositott sejtek
(scMSC, siMSC) egyarant differencialodtak in vitro a megfeleld6 morfogének
jelenlétében adipocita és osteocita iranyba (V. 3. abra), bar az siRNS transzfektalt MSC

klonok esetében az osteogén differencialodas kisebb mértékii volt.
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V. 3. dbra: Az MSC-k adipogeén és osteogén differencialtatasa. Vad tipusu (vtMSC),
és Gal-1 knockout (MSC®*") MSC-ket, valamint Gal-1 specifikus kis gatlé RNS
(siMSC) vagy kontroll, véletlen nukleotid sorrendit RNS (scMSCs) transzfektalt MSC-
ket tenyésztettiink adipogén (felsé sor) ill. osteogén (als6 sor) médiumban. A lipid
vakudlumokat Oil Voros O —val, a kalcium lerakodasokat az extracellularis matrixban
Alizarin Voros S festékkel tettiik lathatova és inverz fénymikroszkdpban fényképeztik
Mérce: 50 um.

Western blot segitségével megvizsgaltuk a kiilonb6z6 MSC ¢és tumor sejtek
galektin-1 termelését. A Gal-1 knockout egérbdl izolalt MSC nem termelt Gal-1-et, a
VtMSC és scMSC valamint a 4T1 és B16F10 tumor sejtvonalak magas, mig az siMSC
alacsony Gal-1 fehérje expressziét mutatott (V. 4. abra).
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V. 4. abra: Gal-1 termelés az MSC-kben és a tumor sejtvonalakban. A
sejtlizatumokat VtMSC, MSC®¥" scMSC és siMSC -bél (A) valamint 4T1 emld
karcindma és B16F10 melanéma sejtekbdl, ill. rekombinans human galektin-1-et
(rhGal-1) (B) 12 %-17,5 % gradiens SDS-poliakrilamid gélre vittuk fel, majd a méret
szerint elvalasztott fehérjéket nitrocelluléz membranra immobilizéltuk. A Gal-1-et nydl
anti-Gal-1 és anti-nyal IlgG-HRPO segitségével kemilumineszcens detekcids rendszerrel
(ECL Plus) tettiik lathatdva. Nyul anti-p-aktint hasznaltunk felviteli kontrollként.
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V. 2. A mesenchymalis dssejtek a tumor sejtek felé vandorolnak in vitro és

galektin-1 termelésiiktdl fiiggetleniil kimutathatéak a kifejlett emlétumorokban

Biolumineszcens képalkotd technika segitségével szamos tanulmanyban
kimutattak, hogy az MSC-k specifikusan a tumoros terlletre vandorolnak [50,51,148].
Azért, hogy meghatarozzuk, hogy az MSC-ben termel6d6 Gal-1 szerepet jatszik-e az

MSC-k tumorba vandorlasaban és a tumor ill. tumor mikrokdrnyezetbeli talélésében in

vitro migracios tesztet végeztiink el (V. 5. abra).
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V. 5. &bra: In vitro MSC vandorlasi teszt a 4T1 sejtek felé. A specialis Ibidi
sejttenyészté lemez bal felére CM-Dil (piros) festett viMSC vagy MSC®? et a jobb
felére 4T1 sejteket Ultettlink Ki, sejtosztodas gatlé hidroxiurea jelenlétében. 16 draval
késébb, a 37 "C —on és 5% CO, termosztatban tartott sejteket fixaltuk és a sejtmagokat
Hoechst33342 (kék) festékkel tettik lathatova. A kezdeti és a végallapot Nomarsky
felvétele lathatd az elso, ill. a masodik sorban, valamint a végallapot Olympus 1X81
fluoreszcens mikroszkopos felvétele a harmadik sorban. A négyzethalos Ibidi
lemezeken jol lathatdé migracids start vonalat a felvételek bal margéjahoz illesztettiik. A
sejtmentes zonadba vandorolt MSC-ket megszamoltuk és 3 fuggetlen kisérlet
atlageredményét abrazoltuk (alsé diagram). Mérce:100 pm.
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V. 6. abra: Az MSC-ben termel6dé Gal-1 nem befolyasolja a tumoron belili
eloszlasukat. Nostény Balb/C egereket ortotopikusan oltottunk 103 4T1 sejttel egyedl
(felsé sor, bal) vagy egyiitt CM-Dil (piros) jelélt 10° vtMSC (felsd sor, kdzépen),
MSCGa'l’ (fels6 sor, jobb), siMSC (als6 sor, bal), scMSC (alsé sor, jobb) —vel. A
primer tumorok fagyasztott metszetét DAPI-val (kék) festettik és konfokalis
mikroszkoppal analizaltuk. Harom fiiggetlen kisérletb6l szarmazo reprezentativ
felvételek lathatok. Mérce: 30 pum.

A Gal-1 hianya a Gal-1 deficiens egérbél izolalt MSC-ben (MSC®"), ill. a
csokkent Gal-1 termelés az siRNS technikdval csendesitett MSC-ben (siMSC, nem
bemutatott adat) sem befolyasolta a 4T1 tumor sejtek felé torténd vandorlasukat. Az
MSC-k egyedil, a tumor sejtekt6l kapott kemotaktikus szignalok hianyaban, azaz
spontdn nem migraltak (nem bemutatott adat). A fagyasztott tumor metszeteken kapott
eredmények szerint a Gal-1 jelenléte (vtMSC, scMSC, siMSC) vagy hianya (MSC®?*)
nem befolyasolta a fluoreszcensen jelolt MSC sejtek eml6é tumoron beliili gyakorisagat

és eloszlasat (V. 6. abra).
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V. 3. Az MSC-k Gal-1 fiiggé médon serkentik a tumor novekedést

Balb/C egereket oltottunk 4T1 emld karcinoma sejtekkel és vtMSC ill. MSC®
" _vel és kovettiik a tumor méretének novekedését. A tumor sejtek és MSC-k arényat
valtoztatva 1:100 ardnyban tapasztaltuk a legkifejezettebb vtMSC hatast (V. 7. &bra),

ezért a tovabbiakban az eml6 karcinomas kisérleteket ezzel a sejtszammal végeztiik.
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V. 7. abra: Az in vivo emlé tumor modellben alkalmazott 4T1 sejtszam beallitasa.
Kiilénboz6 szamu (A: 10% B:10% C:10°) emlé karcinoma sejteket injektaltunk egyediil
vagy 10° vtMSC sejtekkel Balb/C néstény egerek emld szovetébe és tolomérd
segitségével rendszeresen mértiik a daganatok méretét.

A vtMSC hatasara a 4T1 emlé tumorok mérete az oltastdl szamitott 38. napra
3,5-szeresére novekedett, s6t 12 nappal hamarabb megjelentek a tapinthaté tumorok a
csak 4T1-el oltott egerekhez képest; hasonldképpen a tumorok tdmege jelent6sen
nagyobb volt a vtMSC kezelt egerekben (V. 8. A &bra). Ebben az idépontban a vtMSC-
vel szemben a Gal-1 hianyos (MSC®*") sejtek nem okoztdk az emlé tumorok
gyorsabb novekedését, 5 nappal késébb, a 43. napon detektadlva megnovelték a tumorok
sulyat, azonban hatasuk szignifikdnsan elmaradt a vtMSC-k tumor fejlddésre gyakorolt
pozitiv hatasatol (V. 8. A abra).
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V. 8. abra: A Gal-1 hidnya a Gal-1 knockout MSC-ben szignifikans mértékben
csokkentette a tumor noOvekedést serkenté hatast. Nostény Balb/C egereket
ortotopikusan oltottunk 103 4T1 sejtekkel egyedil vagy 10° vtMSC-vel, ill. MSC®1- -
vel (A) és siMSC-vel vagy scMSC-vel (B). A tumor méretet minden 3. napon
megmértiik specialis tolomérd segitségével (A és B bal oldal). A tumorok tdmegeét az
allatok kialtatasa és 4 %-os formaldehid fixalast kovetden mértilk meg (A és B jobb
oldal). A kontroll egereket PBS-el vagy tumor sejtek nélkil MSC sejtekkel oltottuk. Az
atlag értékeket abrazoltuk + szoérés, a P értékeket (** p<0,01, *** p<0,001) a Student —
féle t-proba segitségével szamoltuk ki. A kisérleti egerek szama: A bal oldal: n=10, A
jobb oldal: n=5, B bal oldal: n=6, B jobb oldal: n=5

A VtMSC-hez képest a Gal-1 fehérje szintjének csokkentése az MSC-ben
(siMSC) némileg csokkentette a tumor novekedést, azonban nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast (V. 8. B abra), mely azt mutatja, hogy mar csekély Gal-1 termelés
is elegend6 az MSC tumor fejlddésre gyakorolt hatasahoz. Az MSC-k 6nmagukban nem
okoztak tumort 110 nappal az oltas utan sem (V. 9. A abra).

A tapinthaté tumorok gyakorisidga és az allatok tulélése korrelalt a tumorok
méretével és tdmegével, ugyanis a viMSC —vel és 4T1-el kezelt egerekben a tapinthatd
tumorok 20 napon belill kifejlodtek és az emld karcinomas egerek 45 napon beliil
elhullottak. Az egyedul 4T1 sejtekkel, ill. a 4T1 sejtek mellett MSC®*" -vel kezelt

egerekben az emlé daganatok lassabb iitemben néttek, valamint 40, ill. 20%-ban nem
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fejlédtek ki tapinthatd tumorok; az allatok 50, ill. 20%-a élt tul a 110 napos nyomon
kovetés sordn (V. 9. abra).
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V. 9. dbra: Szemben a Gal-1 deficiens MSC-kel a vtMSC-k fokoztak a daganatok
gyakorisagat és csokkentették az emlérakos egerek talélését. A tumorok eléfordulasi
gyakorisé};ét és az egyediil 102 4T1-gyel oltott, vagy 103 4T1-gyel és 10° vtMSC vagy
MSCC _vel injektalt allatok talélését Kaplan -Meier analizis szerint értékeltiik. A
tapinthatd daganattal bird egereket tekintettiik tumorosnak. A tulélé és tumormentes
egereket 110 napig figyeltiik meg.

V. 4. A vtMSC okozta emelkedett mikroér denzitdst a primer tumorokban

befolyasolta az MSC-k Gal-1 termelése

Korabbi tanulmanyok beszamoltak réla, hogy az MSC-k fontos sejtes, a Gal-1

pedig molekularis komponense a tumor fejlodésben kulcsszerepet betdltd
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V. 10. abra: Az MSC eredetii Gal-1 befolydsolta a H5V endotelioma sejtek
kapillaris-szerii struktirak képzését in vitro. CM-Dil (piros) jeldlt vtMSC vagy
MSCC" sejteket tenyésztettiink egyitt egér sziv kapillaris endotél (H5V) sejtekkel
1:1 ardnyban 3 napig (bal). A képzddott tubulusok hosszat a két sejttipus kozos
tenyészetének ot véletlen latomezéjében megmértiik harom fuggetlen kisérletben (jobb).
** p <0.01. Mérce: 100 pm.

Ezért megvizsgéltuk, hogy a Gal-1-nek van-e szerepe az MSC mediélta tumor
vaszkularizaci6ban. In vitro kapillaris-szerii struktarak képzédtek H5V endotelioma és
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VtMSC-k koz0s sejttenyészetében, azonban a Gal-1 hianyos MSC-k esetében csokkent a
kapillarisok szama és hossza (V. 10. abra), a kontroll mintakban az MSC-k és a H5V

sejtek kulon-kilon tenyésztve nem hoztak létre ilyen kapillaris-szerii struktarakat.
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V. 11. abra: Az MSC eredetii Gal-1 fokozta a 4T1 eml6 tumorok erezettségét in
vivo. (A és B) Nostény Balb/C egereket ortotopikusan oltottunk 10° 4T1 sejtekkel
egyediil vagy 10° vtMSC-vel (A, bal), MSC® _vel (A, kozép), scMSC-vel (B, bal)
valamint siMSC-vel (B, jobb) egyutt. Harom fuggetlen kisérlet reprezentativ szévettani
felvétele lathatd. A vaszkularizalt teriiletek (V) morfometrikus analizisét (A és B) az
Anyagok és mddszerekben leirtak szerint, paraffinba dgyazott hematoxilin-eozin festett

metszeteken végeztik el. A P értéket (* p<0,05) a Student-féle t-préba segitségével
szamoltuk ki. Mérce: 100 pm.
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Ezzel 6sszhangban az emld tumorok erezettsége hasonld képet mutatott az egyediil 4T1
ill. a 4T1 sejtek mellett MSC®" oltott egerekben, mig a vtMSC kezelés jelentdsen
serkentette a primer tumorok mikroér denzitasat. A Gal-1 csendesitett MSC-k (siMCS)

érdekes moédon szignifikdnsan csokkentették az emlé tumorok erezettségét (V. 11.
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dbra), mig a makroszkopikus (tumor méret, tdmeg) paraméterekben tapasztalt
csokkenés nem volt szignifikans mértéka (V. 8. B abra). A fenti eredmények szerint a
Gal-1 az MSC-ben esszencialis szerepet jatszik a tumorok Uj kapillaris hal6zatanak a

kiépulésében.

V. 5. Az MSC eredetii Gal-1 fontos tényez6 a tumorok attétképzésében

A tumor-asszocialt fibroblasztok nemcsak a neo-angiogenezist, hanem a tumor

sejtek szOveti burjanzasat, attétképzodését is eldsegitik [6].
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V. 12. dbra: Az MSC-ben termel6ddé Gal-1 kulcsszerepet jatszik a tumor sejtek
attét képzésének eldsegitésében. Az V. 8. abra alatt leirtak szerint kezelt allatok
Kialtatasat kdvetden, a tiidoket 4% formaldehidben fixaltuk, megmértiik a tOmegiket
(A) és sztereo mikroszkdp alatt megszamoltuk a tiidok felszinén 1évé, az abran fekete
nyilakkal jeldlt metasztatikus nodulusokat (B). A P értékeket (* p<0,05, ** p <0,01) a

Student-féle t-préba segitségével szamoltuk ki, n=5. A kontroll egereket PBS-sel,
VtMSC-vel vagy MSC®*"-val oltottuk.
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Azért, hogy meghatdrozzuk az MSC-ben termel6dé Gal-1 metasztazisok
gyakorisagara kifejtett szerepét, elvégeztik a tiidok, mint f& metasztatikus szervek,
makroszkopikus analizisét is. A kisérleti allatok kialtatasat kovetéen megmeértiik a fixalt
tudok tomegét, az atlag éertékek 250 mg koril voltak, abban a csoportban mértiink
magasabb értékeket (atlagban 370mg), amelyet vtMSC-vel kezeltlink (V. 12. A abra).

A tidok felszinén 1év0 metasztatikus nodulusokat sztereo mikroszkép alatt
megszamoltuk, a vtMSC oltott emlé karcindmas egerek tiidején szignifikansabb tobb
attétes gocot figyeltiink meg, mint a 4T1, ill. 4T1 és MSC®"" kezelt egerek esetében
(V. 12. B &bra).

A szOvettani vizsgalatok megerdsitették a makroszkopos megfigyelések
eredményeit. A metasztatikus teriiletek aranya a teljes tiido szovethez képest a vtMSC
oltas hatasara jelent6s mértékben megnétt szemben a csak 4T1-gyel, illetve az emld

karcinéma sejtek mellett MSC®**"

-vel oltott egerekhez képest (V. 13. abra).
Ezen eredmények szerint az MSC-ben termelddé Gal-1 Kkulcsszereppel bir a

tumor sejtek attétképzodésében.
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V. 13. dbra: Az MSC-ben termelédé Gal-1 kulcsfaktor a tumor sejtek tiidoattét
képzésének elosegitésében. A fekete nyilakkal jeldlt makrometasztazisokat (m)
paraffinba agyazott hematoxilin-eozin festett metszeteken vizsgaltuk meg. A
metasztatikus tertiletek aranyat (als6 grafikon) az Anyagok és mddszerekben leirtak
szerint hataroztuk meg. Mérce: 1 mm.
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V. 6. Az endogén, sztroma eredetii Gal-1-nek donté szerepe van a tumor

novekedésben

Annak érdekében, hogy megallapitsuk van-e az endogen Gal-1-nek tumor
fejlédésre gyakorolt hatasa, Gal-1 deficiens (Gal-17") B6.Cg-Lgals1"™*R°/J és vad tipus
C57BL/6 egereket oltottunk szingén B16F10 melanéma sejtekkel és vtMSC vagy
MSCs® 7 _vel, killon-kiilon (V. 14. A és B abra).
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V. 14. dbra: Az MSC-ben termel6dé Gal-1 elégséges faktora a korai tumor fejlodés
tamogatasanak Gal-1 deficiens egerekben. Otszaz B16F10 melandma sejtet
oltottunk10® vtMSCs vagy MSC®™"-val Gal-1 knockout (B6.Cg-Lgals1™R%®/J) (A)
vagy vad tipust (C57BL/6) (B) egerekbe. A tumorok méretét (cm?) és tomegét (mg)
abrazoltuk az oltast kovet6 23. (bal) ill. a 24. (jobb) napon. A P értékeket (* p<0,05, **
p<0,01) a Student-féle t-proba segitségével szamoltuk ki, n=5.

A Gal-1" egerekben alig észrevehetd tumorok fejlédtek ki, ahhoz képest, amit a
melanoma sejtek oltasat kovetd 24. napon a vad tipusu egereknél lattunk (V. 14. A
abra). A vad tipusu mesenchymalis ssejtek (VIMSC) beadasa serkentette a melanéma
tumorok novekedését a vad tipust egerekben, bar szemben az eml6 karcindbmaval (V.8.
A ébra), az eltérés nem volt statisztikailag szignifikans (V. 14. B abra). A két tumor
tipus novekedése kozotti kiilonbség valosziniileg a melandma extrém agresszivitasanak
tudhatd be. A Gal-17" egerekben, egy Gal-1-mentes héttérben mar a vtMSC-k
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szignifikdns maédon fokoztdk a melanéma progresszidjat. Ezzel szemben a Gal-17

egerekben az MSCs®a-1-+

-vel beadott melandma sejtek az oltast koveté 23. napon nem
segitették el6 a tumor névekedést (V. 14. A abra).

A Gal-1 deficiens egerekben végzett kiserletekkel beigazolddott, hogy a Gal-1
termelés az MSC-ben nélkildzhetetlen a tumor fejlédés tdmogatasaban és az MSC
eredeti Gal-1 a tumor termelte Gal-1 mellett kulcsszerepet jatszik a daganat
fejlodésében.

Ezek szerint a vtMSC a Gal-1 hianyos egerekben fokozta a tumor ndévekedést, az
oltast kdvetd 21. napra minden egérben kifejlédtek a melanoma daganatok. Azok a Gal-

1 knockout egerek, amelyeket egyediil melandma sejtekkel vagy MSCs®a7

-vel egyltt
oltottunk lassabb tumor novekedést mutattak, az elsd daganatok a 21. ill. a 25. napon

fejlodtek ki, és a megfigyelés 56. napjan 1, ill. 2 egér maradt tumormentes (V. 15. A

abra).
< 100 1 B16F10 + vtMSC
- 1 = = = B16F10 + MSC®"""
© . 80— ";‘— == scesccsenns B16F10
(O] Q i 1
g ~ 60— 5 1
- =< 1
§€ 0 +— bttboee---
Eo
« @ 204 | Sessssessssssssessesss
o
g G 1 T
= 0 10 20 30 40 50 60

ve)
@)

100 B16F10 + VtMSC ~§ 30 .
€ i — = = B16F10 + MSC =
80—- 1 ----------- B16F10 >
0 3
32 I S 2
G x 07 J 0 =
£ 1 S E 15
° © 3
L © 40— D =
o9 D 10
g° =
N e e e E &
= =
G ) 0
T T T T T 1 ) S,
0 10 20 30 40 50 60 = vtMSC Msce!

napok

V. 15. abra: A Gal-1 hiadnyos egerekben a vtMSC-k jelentdsen felgyorsitottik a
tumorok megjelenését. Otszaz B16F10 melandma sejtet oltottunk 10° vtMSCs vagy
MSC® 7 _val Gal-1 knockout (B6.Cg-Lgals1"™R°/3) (A) vagy vad tipust (C57BL/6)
(B) egerekbe. A tumorok el6fordulasi gyakorisagat Kaplan-Meier analizis szerint
értékeltik. A tapinthatd daganattal bird egereket tekintettik tumorosnak. A talélo,
tumormentes egereket 56 napig figyeltik meg. (C) In vitro MSC vandorlasi teszt a 4T1
sejtek felé az V.1 abranal leirtak szerint. A vtMSC és MSC®¥" sejtek relativ migraciés
tavolsagat az Anyagok és maddszerekben leirtak szerint hataroztuk meg. A P értéket (*
p<0,05) a Student-féle t-proba segitségével szamoltuk ki.
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A vad tipust egerekben a vtMSC alig befolyasolta a tapinthaté tumorok
gyakorisagat, ez is a melanéma kiilondsen agressziv jellegét mutatja (V. 15. B abra).

Mint azt az in vitro migracios tesztben lattunk, a Gal-1 hidnya az MSC-ben nem
befolyasolta a tumor sejtek felé vandorlo6 MSC-k szaméat (V. 5. abra), azonban a
vandorlasi tavolsdguk lecsokkent (V. 15. C &bra), mely azt sugallja, hogy a Gal-1
termelés részben befolyasolhatja az endogén MSC-k mobilizacidjat a csontvel6bal.
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V1. Diszkusszio

A szilard tumorok sztroméjanak elemei intenziv érdeklédés kozéppontjaba
kerultek, ugyanis a legujabb kutatasi eredmények szerint a tumor szévet szamara egy
jellegzetes, a daganatsejtek tulélését eldsegitd mikrokornyezetet biztositanak. A tumor
sztroma kilonbozé  sejttipusokbol  épil  fel, tobbek kozott tumor-asszocialt
fibroblasztokb6l  (TAF), myofibroblasztokbol, endotél ¢és immun sejtekbol
[6,10,65,149]. A tumor sztroma sejtdllomanyanak husz szazaléka a csontvelSi
mesenchymalis 0Ossejtekbdl szarmazik [11]. A tumor fejlédés soran az MSC-k
mobilizdlodnak a keringésbe, majd a tumor terlletére vandorolnak és bedgyazodnak a
tumor mikrokornyezetébe, ahol a daganat ndvekedését serkentik [61,150-153]. Az
MSC-k fiziologids koriilmények kozott a csontveldben zajlé hematopoézis megfeleld
kornyezetének biztositasa mellett részt vesznek a szdveti meguljulas és regeneracio
folyamataiban [12]. Rékban, mint egy sebgydgyuldst mimikalé [154], patoldgias
allapotban azonban az MSC-k hatdsa nemkivanatos kovetkezményekkel jar. Szamos
kdzleményben beszamoltak az MSC-k kiilonb6z6 mechanizmusok révén kifejtett in vivo
tumor novekedést serkentd hatdsardl: a mesenchymalis Ossejtek differencialdédhatnak
tumor-asszocialt fibroblaszt irdnyba [10,43,155] el6segitik a daganatok neo-
angiogenezisét [68,156,157] és immunszupressziv hatasuk altal a rakra jellemz6 Gssejt
kdrnyezetet hoznak létre [32,66,158].

A Dbeoltott exogén MSC-k ellenkez6é, tumor fejlédést gatldo hatasardl is
beszdmoltak [57]. Az ellentmondésos adatokat, azzal magyardzzak, hogy az MSC-k
hatasat szamos tényezé befolyasolja, példaul az adott tumor tipusa, a beadott MSC-k
dozisa, az oltds modja és idbzitése és a kultiraban fenntartott MSC-K heterogenitasa. A
mi eredményeink 0sszhangban vannak azoknak a csoportoknak a kdzleményeivel,
melyek szerint az MSC-k serkentik a tumor fejlédést. A vad tipusd mesenchymalis
Ossejtek és 4T1 emlé karcindma sejtek egylitt oltdsa szignifikans mértékben a tumor
méret és tdmeg novekedéséhez vezet. S6t, a beoltott Gal-1 termelé MSC-k hatdsara az
emld tumorok gyakorisdga novekszik és az allatok talélése csokken. Ezzel szemben az
altalunk alkalmazott B16F10 melanéma modellben vad tipusu egérben az MSC-k nem
okoznak jelentés kiilonbséget a tumorok el6fordulasi gyakorisagaban, mely

valoszintileg a melanoma kiilonosen agressziv termeszetének tudhato be.
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Az MSC-k tumor novekedés serkent6 hatasat kiilonb6z6, a tumor
mikrokornyezetébe kibocsajtott faktoroknak tulajdonitjdk [61], ezen tényezOk ko6zé
soroljuk, mint az MSC-k tumor fejlddésre gyakorolt hatasaban altalunk ujonnan
azonositott és kulcsszerepet jatszo, Gal-1 fehérjét. Génexpresszios és proteomikai
tanulméanyokban az MSC-k Gal-1 termelését és szekrécidjat mar korabban leirtak [135-
137], azonban ezekhez a leirasokhoz meég nem tarsitottak funkcidt. In vitro
vizsgalatokbol arra kdvetkeztetnek, hogy a Gal-1-nek fontos szerepe lehet az MSC-k
immunszupressziv hatasaban [140,141]. Mindezek mellett az MSC eredetti Gal-1
rédkban kifejtett funkci6jarél még nincsenek adatok az irodalomban. A Gal-1 deficiens
egérbdl izolalt, Gal-l-et nem termeld MSC-k (MSC®"*") a vad tipusi MSC-khez
(VtMSC) képest nem serkentik a tumor ndvekedést. A vad tipust és Gal-1 knockout
MSC-k eltéré hatdsa nem annak tulajdonithatd, hogy esetleg a Gal-1 hianyos sejtek nem
tudnanak a tumorban megtapadni és taléIni, mivel az MSC-k a Gal-1 termelés szintjétol
fuggetlenul kimutathatok a kifejlett emlé tumorokban. A Gal-1 specifikus SiRNS
transzfektalt, azaz csokkent mennyiségli Gal-1-et termeld MSC-k (SiMSC) hatasa a
tumor novekedésre nem marad el szignifikans mértékben a vtMSC hatasatdl, mely azt
mutatja, hogy a Gal-1 fehérje teljes hianya sziikséges ahhoz, hogy megsziinjon az MSC-
k tumor fejlédésre kifejtett pozitiv hatdsa.

Alacsony oxigén tenzid, azaz hipoxia hatasara az MSC-k mobilizalédnak a
keringésbe [49]. Azonban nem csak a hipoxia, mintegy a szilard tumorokra altalanosan
jellemz6 tulajdonsag, hanem a hipoxia indukalt faktor-loe (HIF-1lor) altal aktivalt
vérlemezke eredetli novekedési faktor (VEGF), és sztroma sejt eredetii factor-1ow (SDF-
lo) [159] is eldsegitik az MSC-k periférias vérbe torténé mobilizacidjat. Az MSC-k
kiilonb6z6 mechanizmusok révén serkentik a tumor ndvekedést, Ugy mint a neo-
angiogenezis tamogatasaval [69], immunszupressziv tulajdonsaguk révén, amellyel
hozzéjarulnak a tumorok immunprivilégiumahoz [19-25], valamint a tumor sejtek attét
képzésének fokozésdval [62,63]. A Gal-1 fehérje mindharom fenti folyamat
mechanizmusaban szerepet jatszhat, sét a Gal-1 termelddés hipoxids koriilmények
kozott szintén a HIF-1loo altal szabalyozott [127]. Aktivaciot kovetéen, mely a
termelédés indukcidjat vagy magasabb szintii termelédést jelent, a Gal-1, mint pro-
angiogen faktor részt vesz a tumorban zajlé angiogenezisben [125,129,160]. In vitro
vizsgalatainkban az MSC-ben termel6dé Gal-1 fontos az MSC — H5V koz6s

sejtteny€szetében megjelend kapillaris-szert struktarak kialakitdsaban, ugyanis a Gal-1
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deficiens MSC-k szignifikans mértékben kevéshé hoznak létre ilyen képleteket. Ezeket
az eredményeinket in vivo adatokkal is ala tudjuk tdmasztani. Amig a vtMSC-k 4-
szeresére novelik az emld tumorok mikroér denzitasat, addig az egyediil 4T1 emld

karcinéma sejtekkel oltott egerekhez képest az MSC® "

sejteknek nincs hatasa a
vaszkularizaciora. Az MSC-eredetii Gal-1 érképzést elésegit6 hatasat Gal-1 csendesitett
MSC (siMSC) segitségével is megvizsgaltuk. Az siMSC-ben alacsony szinten
megjelend Gal-1 még elegendé az emldé tumorok ndvekedésének serkentéséhez,
azonban az siMSC-ben csokkent mértéki Gal-1 termelés hatasara a primer emld
tumorok erezettsége mar lecsokken.

Az irodalomban leirtak szerint, kiilonb6z6 modellekben vizsgalva a
mesenchymalis 6ssejtek serkentik a tumor sejtek attétképzését. SCID egérbe emberi
MSC-ket és emberi emld tumor sejteket egyiitt oltva megnd a rdkos sejtek
mozgékonysaga és szorodasa, ezaltal megnd a tiid6 metasztazisok mértéke [62,63].
Ebben a modellben az emlé tumor eredetli oszteopontin parakrin modon eldsegiti a
kemotaktikus CCL5 fehérje termelédését az MSC-ben és a felszabadulé CCL5 fokozza
a daganatsejtek migracidjat, igy attétképzéset. A Gal-1 fehérje is serkenti a rakos sejtek
motilitasat, azaz metasztatikus képességét, ugyanis eldsegiti a daganat sejtek vandorlasa
sorén a tumor sejtek és az extracellularis matrix (ECM), valamint a radkos sejtek és az
endotél sejtek kozotti adhézidt [91]. A human MSC-k altal termelt ECM-ben 1év6 Gal-1
az MSC altal indukalt érképz6dés soran sziikséges az MSC-k es az endotel sejtek
kozotti interakcioban [138]. Az eml6 tumorral asszocialt sztroma sejtekben termeldd6
Gal-1 szintje egyenesen aranyos a tumor invazivitasaval és a nyirokcsomoé attétek
gyakorisagaval [105]. Kisérleteink szerint az MSC-ben, mint a tumor kotészovetes
allomanyaban 1év6 tumor-asszocialt sztroma sejtek eléalakjaiban, expresszalodo Gal-1
hozzajarul a 4T1 emlé karcindma sejtek attétképzéséhez. A makroszkopos vizsgalatok
(tidék témege, metasztatikus nodulusok), ill. a mikroszképos analizis (a
makrometasztazisok aranya a tiidé szovetéhez képest) szerint a vtMSC-k szignifikans
modon serkentik a tiid6 metasztazisok kifejlodését, ellenben a Gal-1 hianyos
mesenchymalis Ossejtek MSC®") nem befolyéasoljék ezen paraméterek értékeit a
csak eml6 tumor sejtekkel oltott llatokhoz képest.

Thijssen és munkatarsai a tumor eredetii Gal-1 szerepét a daganatban zajlo
érképzddésben, Gal-1 knockout egerek segitségével meggy6zéen mutattak be [130]. Az
endogén Gal-1 hianyaban (Gal-1-/- egérben) az alacsony, ill. magas Gal-1 termelésii

tumorok egyarant lassabban novekedtek, azonban a magas Gal-1 expressziot mutatd
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TC1 tiid6 karcinoma erezettségét kevésbé befolyasolta az endogén Gal-1 hianya. Az
MSC-ben 1év6 Gal-1 hatasat a tumor novekedésre MSC és B16F10 melandma sejtek
Gal-1 hianyos egérbe torténd oltasaval vizsgaltuk. A vad tipusi egerckben kapott
eredményhez képest a VtMSC-k jelentds mértékben felgyorsitottak a melanéma
novekedését, ezzel szemben az MSC®' és B16F10 melanémaval, ill. a csak
melanémaval oltott egerekben csak kisebb esetszamban és késébb jelentek meg
daganatok. Mindez azt mutatja, hogy a tumor mikroevolicidjaban, még beoltott szingén
tumorok esetében is, az MSC, tulajdonképpen az endogén sztroma eredetti Gal-1 fontos
szerepet tolt be. Elképzelhetd, hogy a Gal-1 deficiens MSC-k nem tudnak a tumoros
tertletre vandorolni vagy nem tamogatjdk a daganat ndvekedése szempontjabol
kulcsfontossagu angiogenezist. Ennek eldontésére in vitro vizsgalatokat végeztink el. A
tumor sejtek felé vandorlé vad tipusi és Gal-1 knockout MSC-k szamat nem
befolyasolja a Gal-1 termeléstikbeli kilénbség, azonban az MSC-k migracios tavolsaga
a Gal-1 hianyaban szignifikans modon lecsokken. Ugy gondoljuk, hogy az endogén
MSC-k nem képesek a tumorba vandorolni a Gal-1 hianyos egerekben;
kovetkezésképpen nem tudjak helyileg kifejteni a vaszkularizaciot serkentd hatasukat.
Ez utébbi feltevést az is alatdmasztja, hogy a Gal-1 deficiens MSC-k in vitro, endotél
sejtek koz0s tenyészetében nem képeznek kapillaris-szerii struktarakat. Mindazonaltal a

melanéma, ill. MSC®1"

és melandma injektalt Gal-1 knockout egerekben tapasztalt
kései tumor megjelenés is igazolja a funkcionalis, endogén tumor serkenté MSC
hianyat. Ha vtMSC-ket oltunk melanéma sejtekkel egyitt Gal-1 hidnyos egérbe, a
VtMSC-ben kifejez6dé Gal-1 fehérje kompenzalja az endogén Gal-1 hianyat.

A sajat nem kozolt eredményeink és masok adatai [105,115,116] alapjan az
emberi emld, prosztata vagy gyomor adenokarcinoma sztromajaban 1évé magas Gal-1
fehérje szint egyenesen aranyos az attétek gyakorisagaval, igy a betegség rossz
prognozisaval. Mindezek figyelembe vétele szerint a tumor fejlodés kezdeti

stddiumaban a tumor sejt eredeti Gal-1 mellett a sztroma, ill. az MSC eredetl

sztromalis elemek Gal-1 termelése meghatarozé fontossagu terapias célpont lehet.
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IX. Osszefoglalas

A legtjabb kutatdsi eredmények szerint a csontveld eredeti mesenchymalis
Ossejtek (MSC) szerepet jatszanak a tumor fejlédésben. A tumoros szdvetbe
vandorolnak, és ott feltételezhetoen részt vesznek a tumor korili kotoszovet
kialakitdsaban, el6segitik az  angiogenezist és  hozzajarulnak a  tumor
mikrokdrnyezetének immunprivilégiumahoz. Ismert, hogy a tumor, ill. tumor-asszocialt
sztroma eredetii galektin-1 (Gal-1) fehérje fokozza a tumor sejtek metasztatikus
képességét és a tumorok erezettséget, ill. az aktivalt T-sejtek apoptdzisat okozza.
Munkankban azt vizsgaltuk, hogy mi a szerepe az MSC altal termelt és szekretalt Gal-1-
nek a tumor névekedésben és fejlddésben.

Vad tipusi (VtMSC) és Gal-1 knockout csontvelsi MSC (MSC®)
sejtvonalakat alapitottunk. Western blot segitségével megvizsgéaltuk az MSC Gal-1
sejtekkel. Mértlik a primer tumor névekedését és a metasztazisok gyakorisagat illetve a
tidé méretét, tmegét, valamint a tiidében levé metasztazisos gocok szamat. A tumor és
tiiddszovetek hisztopathologiai, és a tumorok erezettségének morfometrikus analizisét is
elvégeztik. A Gal-1 kulcsszerepét az MSC-k tumor fejlodésre gyakorolt hatasaban Gal-
1 knockout egérben B16F10 melanéma modellben is megvizsgaltuk.

A vad tipust csontveld eredetli mesenchymalis Ossejtek jelenléte felgyorsitotta
az eml6é karcinbma primer tumorok gyakorisagat, ndvekedését, novelte a daganatok
erezettséget, és a metasztazisok gyakorisagat, valamint a tumoros allatok élettartama

szignifikansan csokkent a 4T1-gyel egyedil, vagy az MSC®"*"

-vel egyuitt oltott
egerekhez képest. In vitro migracios tesztben az MSC eredetli Gal-1 jelenléte vagy
hianya nem befolyésolta a tumor sejtek felé vandorl6 MSC —k sz&mét, azonban a
migracids tavolsaguk Gal-1 hidnyaban csokkent. H5V endotél sejtek vtMSC-vel koz6s
sejtkultdraban Kkapillaris-szeri struktarakat képeztek, mig ezen strukturak MSC®"
hatséra kevésbé alakultak ki. A Gal-1 hianyos egerekbe oltott B16F10 melanéma

sejtek 6nmagukban vagy MSC®"

sejtekkel egydtt injektalva lassabb tumor
novekedést és alacsonyabb incidenciat okoztak, mig a vtMSC-k jelentés mértéekben
tamogattak a melanéma tumorok progresszidjat.

Vad tipusu egérben a Gal-1 knockout MSC-k, szemben a vad tipusi MSC-vel,

nem fokozzdk a tumor progressziot, tumor erezettséget, attétképzOodést és nem
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csokkentik a tumoros egerek tulélését. Gal-1 deficiens allatban a melandma tumorok
lassabb iitemben fejlédnek ki, mely vtMSC hatasara fokozodik, igazolva, hogy az
endogen sztréma, ill. mesenchymalis Ossejtek altal termelt Gal-1 szerepet jatszik az

MSC-k tumor fejlédésre gyakorolt pozitiv hatasaban.
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X. Summary

Evidence has recently been accumulated that bone marrow derived
mesenchymal stem cells (MSCs) are one source of the tumor associated stroma (TAS)
including fibroblasts and blood vessels and for now it is widely accepted that TAS plays
essential role in regulating tumor growth and metastasis. In spite of the intensive
research, the individual factors in MSCs essentially controlling tumor progression have
not been adequately defined. In the present study we have examined the role of MSC-
derived galectin-1 (Gal-1), an immunosuppressive and pro-angiogenic protein
abundantly expressed in MSCs, in the course of tumor progression. Co-transplantation
of wild type MSCs with orthotropic 4T1 mouse breast carcinoma or B16F10 melanoma
enhances tumor incidence, growth, vascularization and metastasis and reduces survival
compared to animals treated with tumor cells alone or in combination with Gal-1 knock-
down or Gal-1 knock-out MSCs. In vitro studies show that the presence or absence of
Gal-1 in MSCs does not affect the proliferation of cultured tumor or endothelial cells
and the number of migrating MSCs toward the tumor cells. Conversely, migration
efficency is significantly reduced in the absence of Gal-1. Also, differentiation of
endothelial cells into blood vessel-like structures strongly depends on the expression of
Gal-1 in MSCs indicating that MSC-derived Gal-1 primarily regulates vascularization
of the tumors. Vital role of Gal-1 in MSCs has been further verified in Gal-1 knock-out
mice. Administrating B16F10 melanoma into Gal-1 deficient animals, tumor growth is
highly reduced compared to wild type animals. Nevertheless, co-injection of wild type
but not Gal-1 deficient MSCs results in dramatic tumor growth and development

supporting our theory about the determining role of Gal-1 expression in MSCs.
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biologia tandromnak az aldozatos és Onzetlen neveld munkajaért, valamint szeretném
megkdszonni a felesegemnek, Nellinek, hogy doktori tanulményaim soran mindenben
mellettem volt.

A munkéhoz nyujtott palyazati timogatasok: OTKA 69047, OTKA PD 75938, NKTH-
OTKA CK 78188 és NKTH-OTKA CK 78007.

71



