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1. Bevezetés

A mesenchymalis 6ssejtek vagy sztromalis sejtek (MSC-k) multipotens progenitor
sejtek, melyek mezodermalis szdvetek sejtjeive, csontta, porcsejtté, zsirsejtekké és csontveldi
kotészovette képesek differencialédni, valamint a vérképzd Ossejtek érését és osztodasat
serkent0 novekedési faktorokat termelnek.

Sebzett vagy tumoros allatmodellekben kimutattak, hogy a véraramba Kkiviilr6l
bejuttatott MSC-k a sebekbe, sérult szovetekbe és tumorokba véandoroltak. Tumoros
kornyezetben, az MSC-k kiilonb6z6, szolubilis tumor névekedést serkent6 faktorok termelése
révén vagy onmaguk sztréma sejtekké (pl. tumor-asszocilt fibroblasztok) differencialodasa
altal részt vesznek a rdk pathogenezisében, ahol serkentik a tumor novekedést és az
attétképzodést.

Az MSC-k tumor névekedeést tamogaté tulajdonsaga részben magyarazhaté az MSC-k
immunszupressziv hatasaval, és igy a tumor specifikus immunvélasz gatlasaval. Masrészrol,
az MSC-k a tumor szbvetek vaszkularizaciojat serkentik, amely alapveté fontossaga folyamat
a tumor fejlédésben. Ez megvaldsulhat azaltal, hogy az MSC-k transz-differencialédhatnak az
erek felépitésében szerepet jatszé perivaszkularis pericitakkd vagy endotél sejtekké és
emellett szamos szolubilis angiogén faktort termelnek. Harmadrészt, az MSC-k segitik a
metasztazisok képzését. Kimutattdk, hogy az emlé karcindbma sejtekbdl felszabaduld
osteopontin hatasara az MSC-k CCL5 kemokint termelnek, mely fokozza a tumor sejtek

Az MSC-k igéretes terdpias felhasznalasa (1-es tipusu cukorbetegség, graft versus host
betegség sth.) kiilonb6z6 génexpresszios és proteomikai vizsgalatokat tett indokoltta, melyek
soran igazoltdk az MSC-k galektin-1 (Gal-1) termeléseét.

A Gal-1 termel6dése a legtdbb rakos szovetben kimutathatd. Kimutattak, hogy a tumor
sejtek vagy a kornyezetiikben levé sejtek (tumorral asszocidlt sztromalis sejtek, endotél
sejtek) magas Gal-1 termelése 6sszefligg a betegség rossz prognézisaval. A tumor, ill. tumor
sztroma eredetl Gal-1 hozzajarul a rékos sejtek védettségéhez a tumorspecifikus
immunvalasszal szemben azaltal, hogy a tumorszévetbe vandorld T-sejtek apoptdzisat
okozza. A galektin-1-nek, mint hipoxiara aktivalodo faktornak, a tumorok angiogenezisében
betdltott szerepét is igazoltak. A Gal-1 az attétképzés kiilonboz6 folyamataiban is részt vesz.
belépését és a szervezet valamely pontjan valé megtapadasukat. Azonban az MSC-eredetii
Gal-1 in vivo tumor fejlodésre gyakorolt hatasa még nem ismert.

2. Célkituzések

Szamos tanulmany ismert a mesenchymalis Ossejtek tumor fejlddésre gyakorolt
hatasardl, a rendelkezésre all6 adatok tobbsége szerint serkentik, &m néhany kozlemény
szerint gatoljak a daganatok fejlodését. A leglijabb szakirodalmi eredmények alapjan annyi
azonban bizonyos, hogy nagyon sok paraméter (kisérleti allatok neme, életkora, torzse, az
adott tumor modell, MSC izolatum eredete, beadas modja, mennyisége, sth.) befolyésolja az
MSC-k rékban kifejtett szerepét.

2003 ota ismert, hogy az MSC-k jelentés mennyiségii Gal-1-et termelnek, azonban a
Gal-1 funkciojat ezekben a sejtekben csak korlatozottan vizsgaltak A legljabb vizsgalatok is
csak az MSC eredetii Gal-1 in vitro immunszupressziv hatdsat azonositottak.. 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 kovetkez6 feladatokat és kerdeseket
fogalmaztuk meg:



1.) Célunk volt, hogy megvizsgaljuk, hogy allatmodellben a tumor sejtekkel egyutt oltott
csontveldi mesenchymalis Ossejtek altal termelt Gal-1 befolyasolja-e a primer tumorok
novekedését, erezettségét és a metasztazisok gyakorisagat?

2.) Az MSC-k termelte Gal-1-nek milyen hatasa van a tumorok névekedésének gyakorisagara
és a tumoros allatok tulélésére?

3.) Hogyan vélaszthat6 szét az MSC- és tumor sejt-eredetli Gal-1 hatasa a tumor fejlédés

sorén?

3. Alkalmazott modszerek

1. Az MSC-k izolalasa

2. Eml6s sejtkultdrak fenntartasa

3. Aramlasi citofluorimetrias vizsgalatok
4. Az MSC-k differencialtatasa

5. Az MSC-k Gal-1 siRNS transzfekcidja
6. Egér tumor modell rendszer

7. SDS gél-elektroforézis és Western blot analizis
8. Szdvettani vizsgalatok

9. In vitro kapillaris teszt

10. In vitro vandorlasi teszt

11. Statisztikai analizis

12. Pufferek, oldatok készitése

4. Eredmények

4.1. Az MSC és tumor sejtvonalak jellemzése

Aramlési citofluorimetrias vizsgélatokkal igazoltuk, hogy a vad tipust (vtMSC),
galektin-1 knockout (MSC®¥*"), kontroll (scMSC) és galektin-1 specifikus SiRNS
transzfektalt (siMSC) MSC kifejezte a CD44, CD73, CD90 és Sca-1 sejtfelszini molekulakat.
Nem hordoztak semmilyen, vérképzo Os- €s elddsejtekre, illetve a kiillonb6zo vérsejtfejlddési
sorokra jellemz6 sejtfelszini hematopoetikus markert, azaz CD3, CD11b, CD34, CD45R,
Ly6G, TER119 negativak. A kisérleteinkben hasznalt kiilonboz6 MSC sejtek egyarant
differencialodtak in vitro megfeleld morfogének jelenlétében adipocita és osteocita iranyba.
Western blot segitségével mutattuk ki a kiilonb6z6 MSC és tumor sejtek galektin-1
termelését.

4.2. A mesenchymalis dssejtek a tumor sejtek felé vandorolnak in vitro és galektin-1
termelésiiktél fiiggetleniil kimutathatoak a kifejlett emlé tumorokban

In vitro vandorlasi tesztben a vad tipust és Gal-1 hianyos (MSC®*") MSC-k a 4T1
tumor sejtek felé vandoroltak, a Gal-1 hianya nem befolyasolta a vandorlé MSC-k szamat. Az
MSC-k egyediil, a tumor sejtektdl kapott kemotaktikus szignalok hianyaban, azaz spontan
nem migraltak. A fagyasztott tumor metszeteken kapott eredmenyek szerint a Gal-1 jelenléte
(VtMSC, scMSC, siMSC) vagy hianya (MSC®") nem befolyasolta a beoltott,
fluoreszcensen jelolt MSC sejtek emlé tumoron beliili eloszl&sat.

4.3. Az MSC-k Gal-1 fiiggé modon serkentik a tumor névekedést

Balb/c egereket 4T1 eml karcinoma sejtekkel és viMSC ill. MSC®®*" -vel oltottunk.
A vtMSC hatasara a 4T1 eml6 tumorok mérete az oltastdl szamitott 38. napra 3,5-Szeresére
névekedett, s6t 12 nappal hamarabb megjelentek a tapinthaté tumorok a csak 4T1-el oltott



egerekhez képest; hasonloképpen a tumorok stlya jelentdsen nagyobb volt a vtMSC kezelt
egerekben. A vtMSC-vel szemben a Gal-1 hianyos (MSC®®*") sejtek nem okozték az emlé
tumorok gyorsabb novekedését, 5 nappal késobb, a 43. napon detektdlva megndvelték a
tumorok sulyat, azonban hatasuk szignifikansan elmaradt a vtMSC-k tumor fejlédésre
gyakorolt pozitiv hatasatol.

A tapinthaté tumorok gyakorisaga és az allatok tulélése korrelalt a tumorok méretével
és stlyaval, ugyanis a vtMSC —vel és 4T1-el kezelt egerekben a tapinthaté tumorok 20 napon
beliil kifejlodtek €s az emld karcinomas e%erek 45 napon beliil elhullottak. Az egyediil 4T1
sejtekkel ill. a 4T1 sejtek mellett MSC®1 _vel kezelt egerekben az emld daganatok lassabb
iitemben ndttek, valamint 40 ill. 20 %-ban nem fejlédtek ki tapinthatd tumorok; az allatok 50
ill. 20 %-a élt tal a 110 napos nyomon kdvetés soran.

4.4. A vtMSC okozta emelkedett mikroér denzitést a primer tumorokban befolyasolta az
MSC-k Gal-1 termelése

In vitro kapillaris-szerii struktarak képzédtek H5V endotelioma és vtMSC-k kozos
sejttenyészetében, azonban a Gal-1 hidnyos MSC-k esetében csokkent a kapillarisok szdma és
hossza. Ezzel 6sszhangban az emld tumorok erezettsége hasonld képet mutatott az egyediil
4T1 ill. a 4T1 sejtek mellett MSC®™" oltott egerekben, mig a vtMSC kezelés jelentésen
serkentette a primer tumorok mikroér denzitasat.

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

A kisérleti allatok kialtatasat kovetden megmértiik a fixalt tiidok sulyat, az atlag
értékek 250 mg korl voltak. A vtMSC-vel kezelt csoportban magasabb értékeket (atlagban
370 mg) mértiink, mint a csak 4T1-gyel vagy 4T1 és MSC®" oltott allatokban. A tiidék
felszinén 1évé metasztatikus nodulusokat sztereomikroszkop alatt megszamoltuk, a vtMSC
oltott emld karcindmas egerek tiidején szignifikdnsabb tobb attétes gocot figyeltiink meg,
mint a 4T1, ill. 4T1 és MSC®*" kezelt egerek esetében. A szovettani vizsgélatokban a
metasztatikus teriiletek ardnya a teljes tiido szovethez képest a vtMSC oltas hatasara dramai
mértékben megndtt szemben a csak 4T1-el illetve az emld karcinoma sejtek mellett msceat
" _vel oltott egerekhez képest.

4.6. Az endogén, sztroma eredetii Gal-1-nek donté szerepe van a tumor ndvekedésben

A Gal-1" egerekben, egy Gal-1-mentes hattérben a vtMSC-k szignifikans madon,
dramai mértékben fokoztak a melanéma progresszidjat. A vtMSC-k hatasara a Gal-1 hianyos
egerekben az oltast kovetd 21. napra minden egérben kifejlédtek a melandéma daganatok.
Ezzel szemben a Gal-17" egerekben az MSCs®”" -vel beadott melandéma sejtek az oltast
kovetd 23. napon nem segitették eld a tumorok kialakulasat. Azok a Gal-1 knockout egerek,
amelyeket egyediil melandma sejtekkel vagy MSCs®*" -vel egyiitt oltottunk lassabb tumor
novekedést mutattak, az elsé daganatok a 21. ill. a 25. napon fejlddtek ki, és a megfigyelés 56.
napjan 1, ill. 2 egér maradt tumormentes.

Az in vitro vandorlasi tesztben a Gal-1 hianya az MSC-ben nem befolyasolta a tumor
sejtek felé vandorl6 MSC-k szadmat, azonban a vandorlasi tavolsaguk lecsdkkent,
elképzelhetd, hogy a Gal-1"" egerekben az endogén Gal-1 deficiens MSC-k lassabban tudnak
a tumoros tertletre vandorolni.



5. Osszefoglalas

A legljabb kutatasi eredmények szerint a csontveldi eredetli mesenchymalis dssejtek
(MSC) szerepet jatszanak a tumor fejlédésben. A tumoros szovetbe vandorolnak, és ott
feltételezhetden részt vesznek a tumor koriili kotészovet kialakitasdban, elOsegitik az
angiogenezist és hozzajarulnak a tumor mikrokornyezetének immunprivilégiuméahoz. Ismert,
hogy a tumor, ill. tumor-asszocialt sztroma eredetii galektin-1 (Gal-1) fehérje fokozza a tumor
sejtek metasztatikus képességét és a tumorok erezettségét, valamint az aktivalt T-sejtek
apoptozisat okozza. Munkankban azt vizsgaltuk, hogy mi a szerepe az MSC altal termelt és
szekretélt Gal-1-nek a tumor névekedésben és fejlédésben.

5.1.

A vad tipusu csontvel6i eredetii mesenchymalis 6ssejtek (VtMSC) jelenléte felgyorsitjaa 4T1
eml6 karcinoma fejlédését, ebben az altala termelt Gal-1 szerepe nélkilozhetetlen. A viMSC
segiti a primer tumorok gyakorisagat, ndvekedését, ndveli a daganatok erezettséget, és a
metasztazisok gyakorisagat, valamint csdkkenti a tumoros allatok élettartaméat a 4T1-gyel
egyedl, vagy az MSC®"_vel egyiitt oltott egerekhez képest.

5.2.

Mind a vad tipust, mind a Gal-1 hianyos MSC jelenlétét kimutattuk a primer tumorokban. In
vitro migracios tesztben bizonyitottuk, hogy az MSC eredetti Gal-1 jelenléte vagy hianya nem
befolyasolja a tumor sejtek felé vandorld6 MSC-k szamat.

5.3.

Az MSC altal termelt Gal-1 eredményeink szerint serkenti az angiogenézist. A vtMSC, de
nem a MSC®"" noveli a daganatok erezettségét in vivo, valamint a H5V endotél sejtekkel
val6 kdzos in vitro sejtkultdraban kapillaris-szer( struktarakat képez.

5.4.

A Gal-1 hianyos egerekbe oltott B16F10 melanéma sejtek énmagukban vagy MSCS"
sejtekkel egyutt injektalva lassabb tumor ndvekedést és alacsonyabb incidenciat okoznak, mig
a VtMSC-k dramai mértékben tamogatjak a melanéma tumorok progresszidjat, igazolva, hogy
az endogén sztroma ill. mesenchymalis Gssejtek altal termelt Gal-1 szerepet jatszik az MSC-k
tumor fejléddésre gyakorolt pozitiv hatdsaban.
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