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Bevezetés

Az Ossejtbiologia az elmult években a modern Kori orvosi kutatisok egyik
legforrongdbb teriiletévé nétte ki magat. Az Ossejtek ugyanis olyan kiilonleges
sajatsagokkal rendelkeznek, amelyek révén regeneraciora, és elpusztult sejtek potlasara
is alkalmasak lehetnek. Eleinte a kutatasok a korai embrionalis korbdl szarmazo
embrionalis Ossejtekben rejld lehetdségekre koncentraltak. Az etikai és technikai
nehézségek miatt azonban a késobbiekben egyre inkabb a szoveti Ossejtek keriiltek a
regenerativ orvoslassal foglalkozo kutatok figyelmének kozéppontjaba. Ide tartoznak
tobbek kozott a multipotens tulajdonsagi vérképzé Ossejtek (HSC-k) és a mi
vizsgalddasaink targyat is képezé mesenchymalis 6s- vagy stroma sejtek (MSC-k).

Az MSC-k olyan, nem vérképz0 Os- és elddsejtek, amelyeket elészor a
pontosabb beazonositasa érdekében az ISCT (International Society for Cellular
Therapy) nevii nemzetkozi szervezet 2006-ban kidolgozott egy kritériumrendszert az
emberi MSC-kre vonatkozdéan. Ennek értelmében azokat a sejteket nevezhetjiik
mesenchymalis 0s-, vagy helyesebben stroma sejteknek, amelyek egyidejlileg

megfelelnek az alabbi kritériumoknak:

1. Adherensek, azaz a tenyésztéedény falahoz kitapadva novekednek;

2. CDI105, CD73 ¢és CD90 pozitivok, de nem hordoznak vérképzé 0Os- ¢és
elédsejtekre, illetve a kiillonb6zd vérsejtfejlédési sorokra jellemzé markereket,
vagyis CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79, CD19 molekulakat és HLA-DR
negativok;

3. invitro csont-, porc- és zsirsejtekké egyarant képesek differencialodni.

Az évek soran kideriilt, hogy a csontvel6i stroma sejtekhez morfologiailag és
funkcionalisan nagyon hasonld sejtek egér és ember szamos mas szovetébol és
szerveébodl is sikeresen kinyerhetok. A kutatasok probalnak magyarazatot talalni arra a

tényre, hogy az MSC-k miért taldlhatok meg szinte az 6sszes szovetiinkben.

Az MSC-knek szamos olyan elonyds tulajdonsaga van, amelyek kiilondsen
alkalmassa tehetik Oket szamos betegség gyogyitdsara. Szovetregeneracidban betoltott

szerepilk egyértelmili, mivel differencidcios potencidljuk révén képesek kozvetelen



potolni az elhalt sejteket. Ezen kiviil a sejtek az altaluk termelt molekuldkon keresztiil
segitik eld az adott szovet helyreallitasat (trofikus és immunmoduldlé hatas). Olyan
szolubilis anyagok ezek, amelyek megakaddlyozzdk az immunrendszer tulmiikddését,
csokkentik a gyulladast, a hegképzddést, gatoljak az apoptozist, és eldsegitik az

angiogenezist, valamint az endogén szoveti Ossejtek osztodasat.

A MSC-kkel kapcsolatos intenziv kutatasok ellenére azonban mostanaig is csak
igen keveset tudunk arr6l, hogy az MSC-k ontogenikusan honnan is erednek és mi a
valodi biologiai funkciojuk in situ. Enélkiil viszont a human gyogyaszatban vald
felhasznalasuk is kockazatokat rejt magaban. A sejtek szervezetben betoltott
valosziniileg nélkiilozhetetlen szerepének terdpias célu kiaknazasdhoz elengedhetetlen

volna megismerni az MSC-k kialakulasat és fejlodését az ontogenezis soran.

A szakirodalomban nagyon kevés adat van a sejtek eredetére vonatkozodan, és
ezek sem egységesek. Alapvetden haromféle elképzelés 1étezik. Néhany kutatocsoport
szerint a stroma kulturakban talalhato 6ssejtek valdjaban a korai embrionalis idészakbol
valtozatlanul fennmaradt, a kotészovetekben megbtijo pluripotens sejtek. Masok azt
allitjak, hogy a kiilonbozé szervekben eléforduldé mesenchymalis Ossejtek egy olyan
egységes rendszert alkotnak, melynek valamennyi sejtje a primer mesenchymabdl
alakult ki a gastrulaciot kovetéen az els6 EMT (epitelialis-mesenchymalis atalakulas)
alkalmaval. A harmadik tabor ugy gondolja, hogy a kiilonb6z6 MSC populaciok a
mesoderma szegmentacidja utan, az egyes testszelvényekben (talin a somitakban)
egymastol fliggetleniil alakulnak ki, de hasonlé funkcid(ka)t latnak el az egyes

szervekben (vagyis parhuzamosan fejlédnek).

A sejtek valodi leszarmazéasat a klasszikus sejtvonal kovetéses (lineage tracing)
modszerrel nem lehetséges visszakovetni, mivel eddig nem sikeriilt talalni egyetlen
olyan marker molekulat sem, amely kizardlag csak az MSC-kre lenne jellemz6. A sejtek
ontogenikus eredetére csak indirekt modon, a benniik kifejez6d6 molekuldk révén
tudnank esetlegesen kovetkeztetni. Ebbdl a célbdl tiiztiik ki magunk elé egér szamos
szovetébdl illetve szervébdl kinyert mesenchymalis stroma sejt populaciok

Osszehasonlitd génexpresszids €s fehérje szintll vizsgalatat.



Ceélkituzések

A mesenchymalis 6s-, vagy stroma sejtek (MSC-k) jelentés szerepet jatszanak a
szovetek megujuldsdban, és kiilonb6z0 mechanizmusokon keresztiil szabalyozzak —

altalaban gatoljak — az immunrendszer miitkodését is.

Jellemzodiket és miikodésiiket azonban eddig féleg a csontvelobdl szarmazéd
stroma sejteken vizsgaltak. Kérdés, hogy a mas forrasbol — zsirszovet, 1ép, thymus és
aorta fal — szarmazé MSC-k mennyiben kiilonboznek csontveldi tarsaiktol, és mi lehet

az esetleges kiilonbségek jelentdsége a majdani sejtterapias beavatkozasok soran?

(i) Elsoként felnétt (2-3 honapos) és fiatal (14 napos) C57Bl/6 egerek kiilonb6zé
szerveibol 6 adherens stroma sejtvonalat allitottunk eld, €s arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy ezek a sejtek felszini markereik €s in vitro differencidlodasi képességiik
alapjan valéban MSC-knek tekinthetok-e? Ha igen, akkor teljesen azonos-e a
sejtfelszini antigén mintazatuk, illetve differencialodasi képességiik, vagy vannak-e

kisebb kiilonbségek a kiilonb6zd szervekbdl szarmazé MSC-k kozott?

(if) A kovetkezd lépésben azt vizsgaltuk, hogy vannak-e eltérések a kiilonbozé MSC
vonalak génkifejez6dési mintazataban, kiilonos tekintettel a sejtek esetleges pozicionalis
ugyancsak homeotikus szelektor domént tartalmazé — transzkripcids faktorokat kodold
génekre? Ennek alapjan rendelkeznek-e a kiilonb6zo eredeti MSC-k pozicionalis
memoridval, azaz a sejttenyészetben is ,,emlékeznek-e” arra, milyen volt az anatomiai

lokalizacidjuk in vivo?

(iii) Lehet-e eredményeinkb6l az MSC-k eredetére ¢és fejlédésére vonatkozd
kovetkeztetéseket is levonni? Kifejeznek-e a kiilonb6z6 szervekbdl izolalt MSC-k az
adott szervre jellemzd, illetve annak fejlddése sordn nélkiilozhetetlen transzkripcids

faktorokat is?



Modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez fiatal (14 napos) és felnétt (10-12 hetes) C57BI/6 egereket
(Orszagos Onkologiai Intézet, Budapest) hasznaltunk a Févarosi Allategyészségiigyi és

Elelmiszer Ellenérzé Allomés altal megadott etikai engedély birtokaban.
MSC-k izolalasa és tenyésztése

Az MSC-k izolalasat Peister és munkatarsai altal kidolgozott modszerrel, néhany
aprobb, mar korabban leirt modositassal, illetve a kiilonb6zé szoveti forrasokra
alkalmazva végeztik. Az allatokat nyaki diszlokacioval daldoztuk fel, majd
combcsontjaikat, 1épiiket, thymusukat, aortajukat és hasi zsirszovetiiket eltavolitottuk. A
csontvel6i sejteket a combesontok komplett tenyészt6folyadékkal (CM) torténd
kifjasaval nyertiik ki. A CM 0Osszetétele a kovetkez6: DMEM/F12 médium (Dulbecco
altal modositott Eagle/Ham-féle F12 tartalmti médium) (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 10% foetalis borju szérum (FCS), 5% 16 szérum (Invitrogen), 50 U/ml penicillin,
50 pg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamin (Invitrogen), kiegészitve

heparinnal 5 U/ml végs6 koncentracioban.

A thymusbdl, 1épbdl és aortabdl a sejteket mechanikai apritassal és a szovetek
passzirozasaval nyertiik ki. PBS-ben torténd mosas utan a tormelékeket ugy tavolitottuk
el, hogy egy 60 pm lyukatmérdjii halon szirtiik at a sejtes szuszpenziot. A sejteket
ezutan kétszer Hanks’ oldatban mostuk, majd 25 cm? tenyésztéedénybe szélesztettiik 2-
4x10% sejt/cm? siirliségben és 5% CO? tartalmi nedves kozegben tenyésztettiik
inkubatorban 72 oraig. A nem adherens sejteket a médium heti kétszeri cseréjével

tavolitottuk el.

A hasi ¢és lagyéki zsirszovetet PBS-sel alaposan megmostuk. Ez két-harom
alkalommal, egy 600-as fordulatszam mellett végzett, 8 percen at tartd centrifugalassal
tortént. Ezt kovetden 0.1% kollagenaz (Sigma-Aldrich) tartalmi PBS-ben, plate razato
automatara helyezve, 250 percenkénti rotaciéo mellett, 37°C-on emésztettiik a szovetet
30 percen at. Az érett zsirsejteket és a kotdszoveti részeket az emésztés végeztével 1200

rpm mellett 10 percig torténd centrifugalds utan elontottiik, a visszamaradt pellet az un.



stromalis vascularis frakcio (SVF), mely - tobbek kozott - a mesenchymalis stroma
sejteket is tartalmazza. Ujraszuszpenddlva az SVF-et még egy mosast végeztiink PBS-
ben. Az ujabb szuszpendalast kdvetden a tovabbiakban ugyanugy jartunk el a szélesztés

¢s a tenyésztés soran, mint a tobbi stroma sejt kultira esetében.

A konfluens primer kultarakat PBS-sel mostuk, majd tripszin-EDTA oldattal
valasztottuk el a sejteket az edény aljatol (5 perc, 37 °C inkubalés utan). PBS-sel torténd
mosast kovetden a 1:5 aranyban higitottuk a sejteket, majd szélesztettiik oket egy 75
cm?-es tenyésztéedényben (BD Falcon). Az ezt kovetd atoltdsok hasonld modon
torténtek. Mivel a kultirak a 6., 7. atoltasig morfoldgiailag heterogének, vagyis a stroma
sejteken kiviil vérképzo- €s egyeb pl. endothel progenitorokat is tartalmaznak, ezért

csak a 10 €s 25. passzalas kozotti allapotban hasznaltuk fel ket a kisérleteinkben.
PCR alapu vizsgalatok

PCR modszerrel egyrészt géncsoportok atiroddasanak egyidejii vizsgalatat
végeztilkk el PCR Array rendszer segitségével. Ennek soran 84-84 gén kifejezddését
mértiik meg kétféle RT? Profiler PCR Array-vel, a Mouse Mesenchymal Stem Cell PCR
Array és a Mouse Homeobox Genes PCR Array (SA Biosciences) segitségével. Hairom
kiilonbozé allatcsoportbol, egymastol fliggetleniil alapitott sejtvonalakat vizsgaltunk
meg, igy valddi bioldgiai parhuzamosokon dolgoztunk. Az RT? qPCR-Grade RNA
Isolation Kit (SA Biosciences, Frederick, USA) segitségével, a gyartd utasitasait
kovetve a sejtek teljes RNS tartalmat izolaltuk. Ezt kovetéen minden mintabdl 1,5 pug-
nyi teljes RNS kivonatot RT? First Strand Kit (SA Biosciences) segitségével cDNS-be
irtunk at. Az igy nyert cDNS szolgalt aztan kiindulasul az RT? SYBR Green qPCR

Master Mixet (SA Biosciences) hasznal6, valos ideji (real-time) PCR méréseinkhez. A

perces, 95°C-on végzett polimeraz aktivalast 40 olyan ciklus kovette, melyekben 15
masodpercig tartd, 95°C-os denaturdlds ¢és 1 perces 60°C-os amplifikacid valtotta

egymast.

A PCR Array mérések soran kapott kiiszobciklus értékek egy részét kvantitativ
valos idejii PCR modszerével, egyedi primerek segitségével is megmértiikk. Minden

mintabol egységesen 0,5 pg RNS-t irtunk ¢cDNS-be a High Capacity cDNA Reverse



Transcription Kit (Applied Biosystems; Foster City, CA) felhasznalasaval és a hozza
mellékelt utasitasok szerint. A qRT-PCR méréseket az Eppendorf Mastercycler ep
realplex4 berendezésen végeztiik, gy, hogy a 10 perces, 95°C-on végzett
enzimaktivalast 40 olyan ciklus kovette, melyekben 20 mdasodpercig tartd, 95°C-0s

denaturalas és 65 masodpercig tartdé 60°C-os amplifikécid valtotta egymast.

A statisztikai elemzést az SPSS 13.0 programmal végeztiik és a Kruskal-Wallis
tesztet hasznaltuk. Az eredményt akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha a P értéke kisebb
volt, mint 0,05.

A PCR eredmények validalasa a fehérjekifejezodés szintjén

A sejtfelszini molekuldk (CD31, CD34, CD44, CD73, CD90.2, CD45R/B220) fehérje

szintli ellendrzését aramlasi citometridval végeztiik.

Transzkripcidés faktorok (MKkx, Pitx1, Tbx5, En2, TIx1) jelenlétének kimutatasara

immunfluoreszcens jelolést alkalmaztunk.
A Tbx5 fehérje kimutatdsa Western blot technikdval tortént.

Tovéabba, a hat kiilonbozd szoveti eredetli, konfluens MSC kultara feliiliszojaban
ELISA moédszerrel a kovetkezd citokinek jelenlétét vizsgaltuk meg a Mouse
Inflammatory Cytokines Multi-Analyte ELISArray Kit (SABiosciences) segitségével:
ll-1a, 1I-1b, 1I-2, 1I-4, 11-6, 11-10, 1I-12, 1I-17A, Ifn-y, Tnf-a, G-Csf és GM-Csf.

A mesenchymalis dssejtek plaszticitasanak vizsgalata
Csont iranyu differencialtatas

Az Un. osteogén médium pontos Osszetétele a kovetkez6: DMEM, 10% FCS,
10mM B-glicerofoszfat, 50 pg/ml aszkorbinsav, 108 M hidrokortizon, 2mM L-glutamin,
100 U/ml penicillin és 50ug/ml sztreptomicin. A differencialtatas soran a médiumot 3 -4
naponta cseréltik a tenyészeteken. Két hét elteltével az extracellularisan lerakodott

kalcium kristalyokat Alizarin vords festékkel (Sigma-Aldrich) tettiik 1athatova.



Zsirsejt iranyu differencidltatas

Az un. adipogén médiumnak a pontos receptje: DMEM/F12, 10% FCS, 10-7 M
dexamethazone, 0,5 mM IBMX, 100 IU penicillin és 50 pg/ml streptomicin. A
médiumot a differencialtatds soran 3-4 naponta cseréltiik a tenyészeten. Ezt kovetden a
sejteket 10%-os formalinban fixaltuk és olajvords (Oil Red O, Sigma-Aldrich) festékkel
festettiik.

Az aorta fali MSC-k vérképzés-tamogato képességének vizsgalata
Dexter kultura

GFP+ aorta eredetii sejteket 5-10-szeres tobbségben 1évo, frissen kinyert
csontveldi sejtek jelenlétében, Dexter és Testa altal el6zdleg leirt kortiilmények kozott -
un. Dexter kultiraban - tenyésztettilk. Két hét elteltével a tenyészetek sejtjeiben a GFP
¢s egyes leukocyta marker gének (CD45R, CD11b, Grl) egyiittes kifejezo6dését FACS

méréssel vizsgaltuk.
Osteoclast iranyba torténd differencialtatas

Az aortafal eredetli MSC-k tapfolyadékat hat napon at 10® M 1,25-(OH).Ds
vitaminnal (Supelco, Bellefonte, PA) kezeltiik, elérve igy a JA0-MSC-k osteoclast
iranyu differencialodasat. A tartarat rezisztens savas foszfataz enzim tartalma (TRAP
pozitiv) osteoclastokat az Acid Phosphatase Leuokocyte Kit (No. 386) (Sigma-Aldrich)

segitségével mutattuk ki.
A vérképzo rendszer in vivo betelepiilésének vizsgalata

Az aorta eredetli sejtek in vivo repopulacids képességét transzplantacios
kisérlettel vizsgaltuk meg. Recipiensként felndtt C57Bl/6 egereket hasznaltunk. A
myeloablativ besugarzas egy dozisban, 137Cs-forrasbol szdrmazd, 80 cGy/perc
intenzitast y-sugarzassal tortént az Orszagos Sugarbiologiai és Sugaregészségiigyi
Intézetben. A besugarzast kovetéen az allatokat 2x10° aorta eredetli sejttel
transzplantaltuk. Pozitiv kontrollként 10°® frissen preparalt csontveldi sejtet, negativ

kontrollként 50ul sejtmentes PBS-t adtunk intravénasan.



Eredmények

Sejtfelszini markerek vizsgalata

A kiilonbozd  szovetekbdl kinyert stroma sejt populdciokon eldszor
megvizsgaltuk az MSC-k azonositasara szolgald felszini molekula mintdzatot. Az
aramlasi citometrias mérések szerint MSC tenyészeteink pozitivak Sca-1-re és CD44-re,
kivéve az aortabol szarmazo sejteket (JA0O-MSC-t), ami Sca-1-bél, és a thymus eredetii
sejteket (JThy-MSC-t), ami CD44-bdl joval kevesebbet fejez ki. A CD73 a fiatal allatok
csontvelejébdl izolalt MSC-ken (JCsv-MSC) és a JA0-MSC-ken, mig a CD105 a JCsv-,
JLp- (fiatal egér Iép eredetli sejtjeiben) és JAo-MSC-ken taldlhatd meg a legnagyobb
mennyiségben. A CD90.2 jelenléte pedig a felndtt allatok zsirszoveti MSC-iben (Zs-
MSC) volt igen szembetiind, mig a tobbi szervbdl szarmazdé MSC-ben alig fejezddik ki.
A fehérjekifejezddés mellett a gének szintjén is informaciot akartunk kapni az MSC
,markerek” jelenlétérdl vagy hianyaro6l az egyes MSC populaciokban. Azt tapasztaltuk,
hogy a PCR Array-vel kapott eredmények igen jol tikrozték az aramlasi citometrias

mérések adatait.

Tovabba egyik altalunk vizsgalt MSC populdci6 sem fejez ki olyan
hematopoetikus markereket, mint a CD34, CD3e, CD45R/B220, CD11b, Ly-6G ¢és a
TER-119 fehérjék, illetve az endothel sejtfejlodési sorra jellemzé CD31 molekulat.

A sejtek plaszticitasanak vizsgalata

Zsir iranyu differencialodast eldsegité tenyésztokozegben tartva az MSC-ket,
azok bizonyos id6 elteltével intracellularisan lipidcseppeket halmoznak fel, mig a csont
iranya differencialodas soran a sejtek extracellularis, kalciumban gazdag mineralizalt
matrixot hoznak létre. Ezzel egyértelmiien bizonyithaté, hogy MSC tenyészeteink
multipotens tulajdonsagu sejtekbdl allnak. A kiilonb6z6 szovetekbdl szarmazd MSC-k
esetén azonban némi eltéréseket tapasztaltunk ezen differencialodasi képességhben.
Ennek okat a gének szintjén is megvizsgalando, PCR modszer segitségével megmértiik
az osteogén, valamint az adipogén differencialoddsaban szerepet jatszo Runx2, Pparg és
osteokalcin (Bglapl) gének mRNS szintjét. Azt talaltuk, hogy az els6 két gén

valamennyi MSC tipusban hasonlé6 mértékben fejezédik ki, viszont az osteokalcin



(Bglapl) transzkriptumai a JCsv-MSC-kben joval meghaladtak a tobbi MSC-ben mért

mennyiséget.
Az MSC-k nem fejeznek ki pluripotencia géneket

Néhany, nemrégiben megjelent tanulmany szerint a kifejlodott szervezet testi
sejtjeinek egy része, igy pl. az MSC-k is kifejezhetnek olyan géneket, amelyeket
eredetileg a pluripotens allapottal hoztak osszefliggésbe (Oct4, Nanog, Rex1). A Mouse
Mesenchymal Stem Cell PCR Array segitségével megvizsgaltuk ezen faktorok jelenlétét
a kiilonbozo szervi eredeti MSC kulturakban. Méréseink egyik MSC sejtvonal esetében
sem mutattdk ki a fenti pluripotencia markerek atirédasat. Eredményeink tovabbi
igazoldsaként egyedi primerek segitségével ugyanezen génekre lefuttatunk néhany
kvantitativ RT-PCR reakciot is ugy, hogy pozitiv kontrollként az egér R1/E embrionalis
Ossejt vonalat hasznaltunk. Ennek eredménye megerdsitette a korabbi méréseinkét,
vagyis hogy egyik altalunk vizsgalt MSC tenyészet sem tartalmaz pluripotens géneket

kifejezd sejteket.
Az aorta fali sejtek tovabbi vizsgalata

Az MSC PCR Array eredményei szerint a JAo-MSC-kben igen magas - a masik
5 MSC populacidhoz képest 9- és 15-sz6r0s - telomeraz reverz transzkriptaz (Tert) és
leukémia inhibiciés faktor (Lif) mRNS szint mérhetd. A JA0-MSC-k abban is kitlinnek
a tobbi kultara koziil, hogy joval kisebb méretiiek és jellegzetes, a tobbi MSC-tdl eltérd
novekedési morfoldgiajuk van. Ez a fenotipus emlékeztet egy éretlenebb sejttipusra, az
un. ,,mesoangioblastra”, amely fiatal egér aortajabol is konnyen izolalhatd. A
megfigyelések szerint a mesoangioblastok a mesoderma fejlédésének egy joval korabbi
fazisat jelentik, mint a mesenchymalis Ossejtek. Ennek kovetkeztében képesek még
veérképzo sejtek 1étrehozasara is, ez a tulajdonsdg azonban a mesenchymalis dssejtekre
mar nem jellemzo. Az aorta-eredetli stroma sejtek valddi kilétét tisztazando egy sor
olyan kisérletet végeztiink el, amelyekben az aorta sejteket vérképzo sejtekké probaltuk
differencialtatni in vitro (Dexter kultara, osteoclast irany( differencialtatas tesztekben)
¢s in vivo (transzplantacios kisérletben). Eredményeink szerint azonban semmi nem utal

arra, hogy az aortabdl izolalt sejtek kozott vérképzo sejtek is lennének.
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A mesodermalis eredetre utalé gének kifejezédése az MSC-kben

A kiilonboz6 MSC sejtvonalak mesodermalis eredetének vizsgalatat a
leggyakoribb kotdszoveti fehérjék mRNS szintjének meghatarozasaval kezdtiik el. Az I.
tipust kollagén a-lanc (Collal), vimentin (Vim) és a-simaizom aktin (Acta2) jelenlétét
PCR Array-vel, valamint kvantitativ RT-PCR-rel hatdroztuk meg. A viszonyitasi
sejttipusként hasznalt JCsv-MSC-k jelentés mértékben atirjak a Collal-t, a Vim-t és az
Acta2-t is. Ami a tobbi MSC vonalat illeti, a JCsv-MSC-khez hasonléan magas Collal,
Vim és Acta? kifejez0dést mutattak, utobbibol viszont az aorta sejtek kevesebbet

fejeznek ki.

Kvantitativ RT-PCR-rel megvizsgaltunk tovabba harom olyan transzkripcios
faktort kodold gén (Gatad, Gatab és Nkx2.5) kifejez6dését, melyek a mesodermalis
eredetii sejtek fejlodésében és differencialodasaban jatszanak szerepet. A Kkapott
eredmények arra utalnak, hogy a kiilonb6z6 MSC populaciokat mesodermalis eredetii

mesenchymalis sejteknek tekinthetjiik.
Az MSC-k pozicionalis memoériaja

A homeotikus szelektor (Hox) gének egy - evollcios értelemben - konzervalt
transzkripcids faktor csalddot kodolnak. Kifejezddésiik, illetve a kiilonb6zé Hox gének
kifejezédésének kombinacidja meghatarozza, hogy adott pozicioban milyen struktarak
fejlodjenek. A kifejlett allatban is megdrzott expresszidos mintazatuk pedig, mint
egyfajta pozicionalis memoria jelzik, hogy az adott sejt melyik anatomiai helyrodl

szarmazik.

Annak eldontésére, hogy a Hox gének vajon szerepet jatszanak-e az eltérd
eredetli stroma sejtek kozotti szovetspecifikus kiilonbségek kialakitdsdban, mindegyik
MSC mintaban megvizsgaltuk a Hox génkifejez6dési mintazatot. Ezen kisérletek soran
elsdsorban a Mouse Homeobox (HOX) Genes PCR Array haszndlatira tdimaszkodtunk,

amely 0sszesen 84 Hox-specifikus primer parral dolgozik.

A 4 klasszikus Hox gén csalad (Hox a, b, ¢, d) szamos génje koziil 24-nek a
jelenlétét hasonlitottuk dssze a kiilonbozd stroma sejt kultardkban. A PCR vizsgalat azt

az eredményt hozta, hogy a 24-bdl 5 gén (Hoxal,7, Hoxb3,4 és Hoxd9) az 6sszes MSC
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sejtvonalban igen nagy mennyiségben irédott at. Tovabbi 6 gén (Hoxbl,9,
Hoxd1,3,12,13) egyik sejtpopulacioban sem volt megtalalhatd, a maradék 13 gén
(Hoxa9, Hoxb2,7,8, Ho0xc6,8,9,10,11,12,13 és Hoxd4,8) pedig eltérd kifejezodési
mintazatot mutatott a kiilonb6zd forrasbol szarmazd tenyészetekben. Elmondhatjuk
tehat, hogy az MSC-k egyedi “Hox koddal” jellemezhetok, mely specialis génmintazat

utal az adott sejtpopulacio eredeti anatomiai elhelyezkedésére.

Talaltunk tovabba olyan, homeodomén-tartalmt transzkripcidos faktorokat
kodolo géneket — mint amilyen a cut-like homeobox 1 (Cuxl), a distal-less homeobox 1
(DIx1), a Mohawk (Mkx), és a sine oculis-related homeobox 4 (Six4) — amelyek
egyarant magas kifejez6dést mutattak valamennyi sejtvonalunkban. Irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy pl. az Mkx gén minden, somita eredetli sejtvonalban kifejezddik,

hasonldan a Six4 génhez, mely a somitak €s a végtagbimbok teriiletén is expresszalodik.

M¢ég érdekesebb, hogy sikeriilt olyan transzkripcios faktorokat azonositanunk,
amelyek csak egy adott MSC populdcioban fejezddtek ki jelentés mértékben, mig a
tobbiben teljesen hianyoztak. A T-box 5 (Thx5) példaul, amely a felsé végtagok és a
sziv fejlddésében jatszik szerepet, kiilondsen nagy mennyiségben irddott a4t a JThy-
MSC-kben. Az engrailed homeobox 2 (En2) a JA0-MSC-kben volt szembetiing, a T-sejt
leukémia homeobox 1 (TIx1) pedig a JLp-MSC-ben. Ez utdbbi transzkripcios faktor
alapvetd szereppel bir a 1ép korai szervtelepének mintazatkialakitdsaban €s a 1épsejtek
hats6 végtagok fejlodésében miikodik kozre - kifejezddése a combcesontbdl nyert
csontveld eredetli sejtekben (JCsv-MSC-k és Csv-MSC-k) volt jellemz6. Fehérjeszintli
mérésekkel sikeriilt megerdsiteniink ezeket az eredményeket, vagyis, hogy az adott
anatomiai  eredethez megfeleld géntermék  kifejezOdés tarsul az egyes

sejtpopulaciokban.
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Kovetkeztetések

Az el6zdekben ismertetett eredményeink tiikkrében azt a kovetkeztetést fogalmaztuk

meg, hogy

(i) 14 napos és 10-12 hetes egér csontvelejébol, zsirszovetébol, 1épébol, thymusabol
és aorta falabol kinyerhet6 adherens stroma sejtek legfobb jellegzetességeik
alapjan MSC-knek tekinthetoek.

A csontvel6hoz hasonléan a tobbi szoveti eredetli stroma sejt is adherens, kisebb-
nagyobb mennyiségben, de kifejeznek CD44, CD73 és CD90 sejtfelszini antigéneket, €s
nem expresszalnak vérképzd és endothel sejtekre jellemzd molekuldkat. Ugyanakkor
mind a 6 sejtvonal képes differencialodni adipocyta és osteoblast iranyokba, noha
némileg eltérd mértékben. Ennek okat abban latjuk, hogy az adott szoveti kornyezet
kisebb-nagyobb mértékben, de befolyasolja az adott sejtpopulacio jellemzdit és
funkcigjat.

(ii) Az altalunk vizsgalt MSC-k a mesodermabél alakultak ki, ugyanis valamennyi
MSC populacionk igen nagy mennyiségben fejez ki mesenchymalis és mesodermalis
sejtekre jellemz6 molekulakat. Tovabba mindegyikilk egyedi HOX gén mintazattal
jellemezhetd, amely egyfajta pozicionalis informacidt hordoz a sejtek eredeti anatomiai
elhelyezkedésére vonatkozoan.

A somitak fejlédésével Osszefliggésbe hozhatd Mkx és DIX1 gének vizsgalata alapjan
kideriilt, igen nagy mennyiségben fejezédnek ki valamennyi altalunk vizsgalt MSC
kultraban. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy az MSC-k ontogenetikus eredete a

mesoderman beliil is a somitakhoz kotheto.

(iii) Az eltéro szovetekbél szarmazo MSC-Kk testtajanként eltéréek.

Az egyes MSC populacidk olyan transzkripcios faktorokat kodolo géneket is kifejeznek,
amelyek csak egy-egy szovetbdl kinyert sejtekben voltak mérheték, mig a tobbiben
nem. Ilyen modon a Pitx1 a csontveld, a Tbx5 a thymus, TIx1 a Iép, az En2 az aorta fali

stroma sejtekben volt egyediil megtalalhato.
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Mindezen megfigyeléseket azzal magyarazzuk, hogy a sejtek kialakuldsa egységes
lehet, mely a postszegmeticios mesoderma, pontosabban a somitak kialakuldsanak
helyére ¢és idejére tehetd. Majd késébb, ahogyan a somitak feldarabolodasaval az egyes
testszelvények megjelennek, gy az MSC-k is szétvandorolnak, ¢és az eltérd testtdjak
teriiletén kialakul6d szovetekben telepednek meg. Ott aztan amellett, hogy megdrzik
eredeti genetikai emlékezetiiket, az 0j kornyezethez alkalmazkodva twjabb jellegeket is
felvesznek. A sejtek a magukban hordozott, leszarmazasukra utalé emlékezetiiket még
in vitro sejtkultaraban tartva sem veszitik el, ahogyan azt kisérleteinkben is sikeriilt

bebizonyitanunk.

Eredményeink nagy jelentdséggel birnak a human terapias felhasznalas, ezen beliil is a
regeneracios orvoslas szamara, hiszen ezidaig azt gondoltuk, hogy a test szinte barmely
régiojabol szarmazd MSC-k képesek egymast potolni. Ennek oka, hogy eddig szinte
semmit sem tudtunk az MSC-k filogenezisérél, de még arrél sem, hogy a sejtek
tenyészetben mennyire Orzik meg (epi)genetikai memoridjukat. Munkank
nagymértékben hozzajarulhat 0j és meglévd, MSC-kel kapcsolatos genetikai kutatasok

és klinikai kisérleti kiprobalasok elére mozditasahoz.
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