DOI:10.14753/SE.2018.2080

A mesenchymalis Ossejtek immunszuppressziv aktivitasa

Doktori értekezés

Kudlik Gyongyi Andrea

Semmelweis Egyetem

Klinikai Orvostudoméanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
A | EGYEIEM

Témavezeto: Dr. Uher Ferenc, D.Sc., kutato professzor

Hivatalos biralok: Dr. Péllinger Eva, Ph.D., egyetemi docens

Dr. Laszl6 Lajos, C.Sc., egyetemi docens
Szigorlati bizottsag elndke: ~ Dr. Buzas Edit, D.Sc., egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Téth Sara, Ph.D., egyetemi docens
Dr. Molnar Kinga, Ph.D., egyetemi adjunktus

Budapest
2017



DOI:10.14753/SE.2018.2080

TARTALOMJEGYZEK

TartaloMIEZYZEK .....veeiiieeiiiie e 2

ROVIAItESEK JEZYZEKE ....viiiiiiiiiiii it 5

1 BOVEZELES ...t 8
.2, OSSEILEK .ottt 8
1.2. Mesenchymalis OSSEIteK........civuuiiiiiiiiiiiiiiiiii i 9
1.3. A mesenchymalis Ossejtek immunologiai SajatsSagal .....cevvvvevvveeirveesiversinnn. 11

1.4. A mesenchymalis 6ssejtek immunszuppressziv aktivitasanak fobb mediatorai

............................................................................................................................... 16
1.5. A makrofagok kiilonb6z6 aktivacios allapotai..........ccccevvveiieiiiieiiiiiiennenn 19
2. CRIKItAZESEK ....vvivviiiiiiiieii i 23
3. IMOASZETEK ...t 24
3.1, KiSErleti AlLAtOK .....ocuviiieiiic e 24
3.2. A mesenchymalis Ossejtek izoldldsa €s teny€sztese. .......oovvvrriirriirniieniieniinns 24
3.3, T-8€Jtek tISZEIEASA. . e uveeeeiiiie it 25
3.4. Peritonedlis- €s csontveldi makrofagkultirdk alapitdsa ........ccccooevrvenennnnne. 26
3.5. A mesenchymalis dssejtek karakterizalasa ...........c.ccoovveviiieiieiiiic i 26
3.6. T-sejtek és makrofagok karakterizaldsa...........ccoovviiiiiiiiiiiciiic, 28
3.7. Aktivalt T-sejtek osztddasanak gatldsa ...........ccooviiiiiiiiiiici 28
3.8. Sejtfeliiluszokba szekretalt citokinek MErése........covvviveereeiieeiinniiesieeiens 29
3.9. Az MSC-k PGE-2-termelésének vizsgalata.............covvvvrieiienencnenisesen 29
3.10. Makrofagok kiilonb6zd aktivacids profilba torténd indukcidja................... 29
3.11. Me-ok élesztd- és apoptotizald timocita fagocitdzisanak vizsgélata........... 30
3.12. A Pe-Mo-ok antigénbemutat6 képességének vizsgalata MSC-ket és
T-sejteket tartalmazo Kultirakban...........ccocvvvieiiiiicieeee s 32

3.13. A kiilonboz6 T-sejt alpopulaciokban bekdvetkezd valtozasok vizsgalata... 32

3.14. A sejtkontaktus szerepének vizsgalata BM-M¢ és MSC kokultarakban..... 33
3.15. A prosztaglandin-E2 szerepének vizsgalata BM-Mg kultarakban .............. 33
3L16. StAtISZHKAK ....eveviieieiieieie s 33
4, EredmMeENYeK .......ccoviiiiiiiii i 34
4.1. A csontveldi eredetli mesenchymalis Ossejtek karakterizalasa...................... 34



DOI:10.14753/SE.2018.2080

4.2. Csontvel6i MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak vizsgalata T-sejtes
FENASZEIEKDEN ... 37
4.2.1. Az MSC-k T-sejtosztodast gatld hatasaban szerepet jatszo mediatorok
VIZSZALALA ..viiiiiiiiiei e 39
4.2.2. A prosztaglandin E2 termelésének vizsgalata aktivalt T-sejtek és
MSC-k KOKUItUIAIDAN ... 40
4.2.3. A mesenchymalis 6ssejtek prosztaglandin E2-termelésének hatas-
mechanizmusa gyulladéasos citokinek jelenlétében ...........ccccovvvviviiiennnnn. 42
4.3. Mesenchymalis Ossejtek €s peritonedlis makrofagok kdlcsonhatdsanak
VIZSZALALA ... 45
4.3.1. A peritonedlis makrofagok karakterizaldsa ..............cccoooeniiiininnnnne 45
4.3.2. A peritonedlis makrofagok ¢élesztd- €s apoptotizald timocita-fagocito-
zisanak valtozasa MSC-K jelenlétében ............ccocvvvriiiiiiiieiiiinceeeis 46

4.3.3. A gyulladasos kornyezet hatasa a peritonealis makrofagok és MSC-k

KOLCSONNAtASATA.....cvviviiiiieitici 51
4.3.4. Az MSC-k hatasa a makrofagok antigénbemutato képességére........ 52
4.4. Mesenchymalis Ossejtek és ,,naiv”’ makrofagok kolcsonhatasanak vizsgalata
..................................................................................................................... 56
4.4.1. A csontvel0i eredetli makrofagok karakterizalasa.............cccocovennnn. 56

4.4.2. A kiilonboz6 iranyokban aktivalt csontveldi makrofagok éleszto-
fagocitozisanak valtozasa MSC-k jelenlétében ............cccccvvvviiiiiiiiininnnne, 57

4.4.3. A kiilonb6z6 iranyokban aktivalt csontveldi makrofagok citokin-
termelése MSC-k jelenlétében...........ocvviiiiiiiiiiiii e 58
4.4.4. A csontveldi eredetli makrofagok repolarizacios képessége.............. 61

4.4.5. A prosztaglandin-E2 szerepe a csontvel6i eredetii makrofagok és
MSC-K kOlcSONhAtASADAN .........ecviiiiiiieiieieie s 63
0. MEEDESZEIES ..o 66
6. KOVEKEZIEIESEK .......vivieiiiiiiiitie e 75
7. OSSZEFOZIALAS ..ottt bbbt 77
B SUMMAIY ...ttt ettt sresbeene s 78
9. TrodalomJEZYZEK .......eveeiiiiieitiei e e 79
10. Sajat publikACIOK JEZYZEKE .......ccvviiiiiiiiiiiiic 93



DOI:10.14753/SE.2018.2080

10.1. A disszertaciohoz kapcsolodd publiKACiOK .........ccovvvrviieiiiiciiicicsiceies

10.2. A disszertaciotodl fiiggetlen publiKACIOK.........ccccoeriiiiiiiiiciiiccsees

11. K6szonetnyilvanitas



DOI:10.14753/SE.2018.2080

ROVIDITESEK JEGYZEKE

Ang-1: angiopoietin-1

BM-Me: (bone marrow macrophage) csontvel6i eredetii makrofag

BSA: (bovine serum albumin) borju szérum albumin

CFSE: karboxifluoreszcein- diacetatszukcinimidil-észter

CFU-F: (colony forming unit-fibroblast) fibroblaszt koloniaformalo egység
ConA: concanavalin A

COX: ciklooxigendz enzim

DC: (dendritic cell) dendritikus sejt

DMEM: Dulbecco-altal modositott Eagle-féle médium

ECM: extracellularis matrix

EGF: (epidermal growth factor), epidermalis névekedési faktor

ELISA: (enzyme-linked immunosorbent assay) enzimhez kapcsolt immunszorbens
analizis

ESC: (embryonic stem cell) embrionalis ssejt

FACS: (fluorescent-activated cell sorting/flow cytometry) aramlasi citometria
FBS: (fetal bovine serum) fotalis borju savo

FGF: (fibroblast growth factor) fibroblaszt novekedési faktor

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

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

GM-CSF: (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) granulocita-makrofag
koloniastimulélo faktor

HGF: (hepatocyte growth factor) hepatocita novekedési faktor

HLA: (human leukocyte antigen) human leukocita antigén

HS: (horse serum) losavo

HSC: (heamtopoietic stem cell) hematopoetikus dssejt

IDO: indolamin-2,3-dioxigenaz enzim

IFE-SC: (interfollicular stem cell) interfollikularis dssejt

IFNy: interferon-gamma

IgG: immunoglobulin G

IL-1pB, IL-17, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10: interleukin-1pB, -17, -2, -4, -6, -8 és -10
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Indo: indometacin

iNOS: indukalhat6 nitrogén-monoxid-szintdz enzim

1PSC: (induced pluripotent stem cell) indukalt pluripotens Ossejt

KM: komplett médium

L-NMA: N-metil-L-arginin-acetat

LPS: lipopoliszacharid

MO: ,,naiv”, aktivalatlan makrofag

M1: klasszikus, gyulladasos makrofag

M2a: alternativ, sebgyogyité makrofag

M2b: regulator makrofag

M-CSF: (macrophage colony-stimulating factor) makrofag koloniastimulalé faktor
MHC-1 vagy -II: (main histocompatibility complex) {6 hisztokompatibilitasi
génkomplexek

MLR: (mixed lymphocyte reaction) kevert limfocita reakcio

MPS: (mononuclear phagocyte system) mononuklearis fagocitarendszer
MS: (multiple sclerosis) szklerdzis multiplex

MSC: (mesenchymal stem cell) mesenchymalis dssejt

1-MT: metil-triptofan

NF«xB: nukleéris faktor kappa B

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

NO: nitrogén-monoxid

NOC-18: nitrogén-monoxid donor

NOD: (non obese diabetis mouse) elhizassal nem jard diabeteses egértorzs
NOS: nitrogén-monoxid-szintaz enzim

NSC: (neural stem cell) neuralis Gssejt

OVA: ovalbumin

PBS: (phosphate buffered saline) foszfattal pufferelt sooldat

PD1: (programmed cell death protein 1) programozott sejthalal receptor 1
PDGF: (platelet-derived growth factor) vérlemezke eredetli novekedési faktor
PDL: (programmed death-ligand 1) programozott sejthalal ligand-1

PE: (phycoerythrin) fikoeritrin

Pe-Mo: peritonealis makrofag
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PGE-2: prosztaglandin-E2

SC: (stem cell) dssejt

Sca-1: (stem cell antigen 1) Ossejt-antigén-1

SLE: (systemic lupus erythematosus) szisztémas lupus erythematosus

TAM: tumorasszocialt makrofag

TGFp: (transforming growth factor ) transzformal6 novekedési faktor béta

Thl, Th17 és Th2: 1-es, 17-es és 2-es tipust helper T-sejtek

TLR: Toll-like receptor

TNFa.: tumor nekrozis faktor alfa

Treg: regulator T-sejt

TSG-6: (Tumor necrosis factor-inducible gene 6) TNFa indukalta gén 6 altal kodolt
fehérje

VEGF: (vascular endothelial growth factor) vascularis endothelialis ndvekedési faktort

Yml: kitinaz-3-szert fehérje 3
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1. BEVEZETES

1.1. Ossejtek

Az Ossejtek (SC, stem cell) olyan specializalatlan sejtek, melyek korlatlan
modon képesek aszimmetrikus osztédas révén Onmegujulasra és — egyidejliileg —
maguknal elkdtelezettebb leanysejtek 1étrehozéasara. Tovabba szimmetrikus, dnfenntarto
osztodasokkal képesek megorizni sajat populaciojuk allandosagat. Feladatuk egy részrol
biztositani az adott szerv/szovet &ssejt-populacidjanak fennmaradasat, ugyanakkor
megteremtik a szovetek kialakitasahoz sziikséges specializalt sejteket, sejtfejlodési
sorokat, valamint a homeosztazis fenntartasahoz sziikséges vagy stresszhelyzet soran
sériilt, kieso érett sejtek utanpotlasat is lehetové teszik (1).

Az Ossejtek sokfélesége egyrészt differencidcios potencidjukban mutatkozik
meg. Az embrionalis fejloddés soran kialakuld szedercsira sejtjei (blasztomerek) még
totipotensek, vagyis extraembriondlis és embrionalis szoveteket egyarant képesek
létrehozni. A hoélyagcesira (blasztociszta) allapoti embrid belsé sejtcsomdjabol nyerhetd
embrionalis dssejtek (ESC-k) mar csak az embriondlis csiralemezek mentén képesek
differencialodni, bel6lik az egyed barmilyen szerve/szovete létrejohet, vagyis
pluripotensek (1). Ilyen tulajdonsagokkal rendelkeznek még a Yamanaka és
munkatarsai altal kifejlesztett modszer alapjan létrehozott, érett testi sejtekbdl
visszaprogramozott ugynevezett indukalt pluripotens &ssejtek (iPSC-K), melyeket
napjainkban szamos kutatasi teriileten nagy érdeklédés Ovez (2). Az embrid
bedgyazodasa utdn mar sziikiild potenciaval kell szdmolnunk. A szdveti dssejtek mar
csak a sajat csiralemeziik mentén létrejove szervek/szovetek sejtjeivé, illetve
sejtfejlédési soraiva képesek differencialodni in vivo, tehat multipotensek (3). llyen
szoveti Ossejtek példdul az epidermiszben fellelhetdé interfollikularis epidermalis
6ssejtek (IFE-SC-K) (4), az agy szubventrikularis és szubgranularis zonajaban talalhato
neuralis Ossejtek (NSC-K) (5), a vérképzés alapjait biztositdé hematopoetikus Ossejtek
(HSC-k) (6) vagy a szamos szerviinkbdl illetve szovetlinkbdl nyerheté mesenchymalis
Ossejtek (MSC-K) (7) (a teljesség igénye nélkiil).
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1.2. Mesenchymalis 6ssejtek

A mesenchymalis dssejtek tehat a szoveti Ossejtek egy csoportjat képviselik,
melyeket els6ként Friedenstein és munkatarsai irtak le (1970-es évek) mint a
csontvel6bol létrehozhatd, in vitro a tenyésztéedény falahoz kitapadd, elnyult,
fibroblasztszerii morfologiat mutatd sejteket, melyek koloniaformald képességekkel
rendelkeznek, in vivo a bér ala iltetve pedig ektopikus csontot és csontveldi stromat
tudnak 1étrehozni, amely képes a vérképzés tamogatasara. Megfigyelt tulajdonsagaik
alapjan ezeket a sejteket Friedenstein fibroblaszt koloniaformalo egységeknek nevezte
el (CFU-F, colony-forming unit fibroblast) (8-10). Ma mar tudjuk, hogy hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkez6 sejtek nem csak a csontvel6bdl nyerhetk, az MSC-knek
megfeleltethetd sejtek gyakorlatilag barmilyen masik szerviinkben illetve szovetiinkben
megtalalhatok: maj, 1ép, vese, zsirszovet, izom, tiid6, agy, Wharton-kocsonya stb. (7,
11). Széles el6fordulasi spektrumukat magyarazhatja a feltételezés, miszerint az
ezeknek a sejteknek otthont adé mikrokornyezet, az ugynevezett ,,perivaszkularis niche”
a vérerek — foként kapillarisok és kisebb artéridk — faldban talalhato, igy konnyen
elképzelheté, miért sikeriil MSC kultardkat Iétrehozni a legkiilonfélébb
szervekbol/szovetekbol (12).

Plaszticitasuk bizonyos mezoderma leszarmazasu sejtekké: vérképzést elésegitd
stromava, fibroblasztokka, oszteoblasztta, adipocitava, kondroblasztta, illetve
esetenként tendocitakka, mioblasztokka vagy szivizomsejtekké valo differenciaciot tesz
lehetévé (ortodox plaszticitas) (13). Egyes munkacsoportok szerint az MSC-ket
megfeleld dsszetételli differencidltaté médiumban tenyésztve azokbdl csiralemeziikhoz
nem tartozoé sejtféleségek is létrehozhatok: idegsejtek, gliasejtek vagy epidermalis sejtek
(ektoderma), majsejtek vagy inzulintermeld B-sejtek (endoderma) stb. (nem ortodox
plaszticitas) (14, 15), azonban az, hogy az igy Iétrejové sejtek mennyire
funkcioképesek, illetve in vivo képesek-e beépiilni a megfeleld szovetekbe és ott ellatni
a feladatukat, egyelére megkérddjelezhet6 (16).

Az MSC-k definidlasat megneheziti, hogy a mai napig nem sikeriilt olyan
markert vagy legalabb egy viszonylag egyszerli markerkombindciét taldlni, amely
egyértelmiien elkiilonitené ezeket a sejteket a beldlik szarmazo, de mar sziikebb
differenciacios potenciallal rendelkez6 sejtektdl. Ezért egyeldre az International Society

for Cellular Therapy (ISCT) ajanlasa alapjan elkészitett minimum kritériumrendszer
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szolgal az MSC-k definialasara, miszerint human mesenchymalis Os-/stromasejtnek
tekintheté minden olyan sejt, amely in vitro (17):

e standard kultira korilmények kozott — azaz 10% borjusavot tartalmazod
tapfolyadékban — a tenyésztdedény faldhoz tapadva képes ndvekedni és elnyult,
fibroblasztszer(i morfologiat mutat,

e a CD105, CD73, CD90 markereket kifejezi sejtfelszinén, mig negativ a
kiilonbozo vérsejtfejlodési sorokra és endotél sejtekre jellemzd markerekre,
ugymint: CD45, CD34, CD14 vagy CD11b, CD79a vagy CD19 és HLA-DR,
valamint

e képesnek kell lennie megfeleld koriilmények kozott oszteoblasztok, adipocitak
¢és kondroblasztok létrehozasara.

Tovabbi nehézség, hogy az MSC-ket in vitro tenyésztve a kultirakban mindig
keletkeznek spontan differenciacioval 1étrejové lednysejtek, melyek az Ossejtekkel
egylitt heterogén populaciot alkotnak (18). Ez tovabb neheziti az MSC-kkel torténd
munkat illetve a kisérleti eredmények kiértékelését.

Ezekbdl az okokbol kifolydlag in vivo lokalizaciojuk felderitésére is csak
kozelitdleges eredmények szolgalnak, melyek alapjan a mar fentebb emlitett
perivaszkularis niche-ben vélték felfedezni ezeket a sejteket. Ez a kép jorészt
nesztin"CD45", CD271°CD45 és CD146"CD45" (pericita) marker-kombinaciok alapjan
elkiilonitett sejtek differenciacios képességének vizsgalata utan alakult ki (19-21).
Mégsem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy ezek lennének az MSC-k pontos megfeleldi a
szervezetben, ugyanis sok esetben az in vitro koriilmények kozott megfigyelt
differenciaciés potencial nem igazolodott teljes mértékben in vivo, igy lehetséges, hogy
valdjdban ezek a sejtek MSC-eredetli, de annal mar valamivel elkotelezettebb
elddsejtek.

A mesenchymalis 6ssejtekkel foglalkozé kutatasokat az MSC-K tobb, terapias
szempontbol kiemelkedd tulajdonsdga miatt is nagy figyelem Ovezi. Az elsd terapids
beavatkozasok soran azt remélték, hogy az MSC-k differenciacios képességeiknek
koszonhetden képesek lesznek a befogadd szervezetben a sériilt sejtek és szovetek
potlasara. Megfigyelték, hogy az in vitro kulturdkban felszaporitott, majd a beteg
szervezetébe juttatott MSC-k eldszor az erekkel dusan atszétt szervekben (pl. a tiidében,

Iépben és vesében) akadnak meg, majd egy résziik a gyulladt, sériilt szovetekbol

10
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felszabadulé kemokineket kovetve az érintett helyre vandorol, és eldsegiti a
regeneraciot (22). A technologia fejlédésének koszonhetden azonban hamar kideriilt,
hogy a donor eredeti MSC-k nem ¢épiilnek be és viszonylag gyorsan eltlinnek a
recipiens szervezetébol (24 oras felezési 1d0), pozitiv hatasukat ehelyett rovid id6 alatt,
parakrin faktorok termelése 4ltal fejtik ki: citokineket, szolubilis faktorokat,
extracellularis vezikuldkat hoznak létre; utdbbiak peptideket, fehérjéket, anyagcsere
melléktermékeket, mikro RNS-eket ¢s néha még mitokondriumokat is képesek
magukkal vinni ¢és célba juttatni (23), igy tamogatva a gyulladasgatlo
and run”) mechanizmusnak nevezték el. A mai napig intenziv kutatds targya, hogy
hogyan képesek az MSC-k ilyen rovid 1d6 alatt olyan jelentds valtozasokat létrehozni a
szervezetben, amivel eltiinésiik utan hossza honapokra képesek fenntartani a terapiaval
célzott korképek javulasat.

Az MSC-k terapids haszna tehat egyrészt annak koszonhetd, hogy a szoveti
sériilés jeleire valaszul regeneraciot segité novekedési faktorok egész sorat képesek
termelni, ilyen példaul az epidermdlis novekedési faktor (EGF), a fibroblaszt
novekedési faktor (FGF), a vérlemezke eredeti novekedési faktor (PDGF), a
transzformald novekedési faktor-béta (TGFp), a vaszkuléris endotelialis novekedési
faktor (VEGF), hepatocita novekedési faktor (HGF), inzulinszerii novekedési faktor
(IGF) vagy az angiopoietin-1 (Ang-1) (24). Terapias szempontbdl masik kiemelkedd
tulajdonsaguk, hogy képesek az immunrendszer sejtjeivel olyan molekularis
kommunikéciot folytatni, aminek végeredményeként a gyulladdsos és autoimmun
folyamatokat fenntartd sejtek talsulya mérséklodik, és a gyulladasgatld (regulator),
valamint a szovetregeneraciot segité immunsejtek jutnak nagyobb szerephez a beteg

szovetekben.

1.3. A mesenchymalis ssejtek immunolégiai sajatsagai

Bartholomew és munkatarsai 2002-ben pavianokon végzett vizsgalataik soran
figyelték meg, hogy stimulalt allogén periférias fehérvérsejtek kultiraihoz pavian MSC-
ket adva csokken a fehérvérsejtek osztodasa, tehat az MSC-k immunszuppressziv

aktivitassal rendelkeznek (25). Boratiiltetéseket is végeztek az allatokon, ahol az MSC-

11
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ket intravénasan az allatokba juttatva sikeresen novelték a borgraftok talélését. Azt is
megfigyelték, hogy nem szamitott az MSC-donorok eredete: autogén, allogén és
xenogén (mas fajbol szarmazé egyed) modellben is 1étrejott a szuppressziv hatas (26).
Tehat az MSC-k egyszerre képesek elnyomni az immunvalaszt ¢&s jorészt
»lathatatlanok” maradni a nem-sajat sejteket felismerd immunsejtek el6tt. Utobbi
tulajdonsaguk, a hipoimmunogenitas feltehetéen annak kdszonhetd, hogy az MSC-k
csak kevés I-es tipusu f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC-I) antigént fejeznek ki a
felsziniikon, MHC-ll-es ¢és kostimulator molekuldk (CD40, CD40L, CD80, CD86)
pedig egyaltalan nem talalhatok meg rajtuk (27). lgaz, hogy alacsony mennyiségi
interferon-gamma (IFNy) stimulaciora megnéhet az MHC-I és MHC-II antigének
expresszidja (28), azonban a kostimulator molekulak hianya — elvben — tovabbra is
megakadalyozza, hogy ezek a sejtek immunvalaszt provokéljanak vagy professzionalis
antigénbemutatd sejtekként funkcionaljanak. Raadasul gyulladidsos kornyezetben az
IFNy joval magasabb koncentracioban van jelen, ami kivédi a molekula fentebb emlitett
induktiv hatasat. Az, hogy az MSC-k immunolodgiailag ilyen kivaltsagos tulajdonsaggal
birnak, terapias szempontbdl nagy jelentdséggel bir, ugyanis siirgés esetben —
amennyiben a paciens sajat MSC-graftjanak elkészitése nem lehetséges, vagy arra nem
all rendelkezésre elegendd id6 — barmilyen allogén donor MSC-i felhasznéalhatok a
kezelés soran. A legljabb eredmények szerint azonban az MSC-k hipoimmunogenitasa
megddlni latszik, tobb in vivo vizsgalat is arr6l szamolt be, hogy a beadott allogén
MSC-ket a recipiens immunrendszere nem fogadta be, a beadott sejtek ellen termelddott
antitesteket vagy megndvekedett CD8™ T sejt- és természetes 6l6sejt besziirddést tudtak
Kimutatni (26). Ha az MSC-k valoban nem hipoimmunogének, és terapias hatasukat a
mar fentebb emlitett ,.liss és fuss” elven fejtik ki, nem sziikséges hosszl ideig jelen
lenniiik a szervezetben ahhoz, hogy a paciensek allapotaban javulast tudjanak okozni,
tehat terapias hasznuk nem feltétleniil kérddjelezddik meg, amit a Klinikai eredmények
IS visszaigazolnak. Szamos szdvetregeneraciot célzd, vagy gyulladasos és/vagy
autoimmun betegség esetében értek el javulast MSC-k alkalmazésaval, ilyen példaul az
akut graft versus host betegség (GVHD, graft versus host disease), a vesefibrozis, a
Crohn-betegség, a rheumatoid arthritis, szisztémas lupus erythematosus (SLE), a
szkler6zis multiplex (MS) vagy kiilonb6z6 iszkémias betegségek (11). Az MSC-kkel

torténd terapias probalkozasok tehat altalaban olyan esetekben bizonyultak sikeresnek,
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ahol egyszerre van sziikség az elpusztult sejtek/szovetek potlasara, valamint a jelen 1évo
gyulladasos és autoimmun folyamatok gétlasara.

Az MSC-k legigéretesebb tulajdonsaga tehat, hogy mind a velesziiletett, mind az
adaptiv immunrendszer sejtjeivel képesek kommunikalni, és megvaltoztatni azok
mikodését. A mesenchymalis Ossejtek direkt immunszuppressziv aktivitasat vizsgalo
elsd kisérletek arrol szamoltak be, hogy az MSC-k képesek a mitogén- és alloantigén-
indukalt T-sejtek osztddasat gatolni in vitro (29, 30). A két sejtféleséget féligateresztd
hartyaval elvalasztva egymastol arra is fény deriilt, hogy a megfigyelt hatasért
elsGsorban szolubilis faktorok feleldsek (31). A folyamatban szerepet jatszo fontosabb
mediatorok lehetnek: a HGF, a TGFB1, az indolamin-2,3-dioxigenaz enzim (IDO), a
nitrogén-monoxid (NO), a prosztaglandin-E2 (PGE-2) és az interleukin-10 (IL-10) (32).
Kisérleti koriilményektdl fliggden azonban mas-mas faktorok kaphatnak szerepet a gatlo
hatasban: kevert limfocita-kultaraban példaul a HGF és a TGF1, mig mitogén indukalt
T-sejt proliferacio-gatlasban szerepiik kizarhato (33). Ezek az adatok felhivjak a
figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6 faktorok szerepe stimulustol fliggden valtozhat. Az itt
felsorolt mediatorok pontos szerepe maig sem tisztazott, SOk az egymasnak ellentmondo
adat, ami valdsziniileg a sokszor igen eltérd kisérleti koriilményekre vezethetd vissza.
Az eddigi eredmények tanubizonysaga szerint az MSC-k és T-sejtek kolcsondsen
befolyasoljak egymas folyamatait. Az aktivalt T-sejtek (és szintén jelen 1évé monocitak,
makrofagok, NK-sejtek) gyulladdsos citokineket termelnek — példaul IFNy-t, tumor
nekrozis faktor alfat (TNFa) és/vagy IL-1B8-t (34). Ezek hatasara az MSC-K tobb, a T-
sejt osztodas gatlasaért felelds faktort szekretalnak (pl. PGE-2, NO). Erre valaszul a T-
sejtek citokintermelése a gyulladasos faktorok (IFNy, TNFa, IL-6 és IL-17) feldl a
gyulladasgatld molekulak felé (IL-4 és IL-10) tolodik. Az els6é vizsgalatok szerint az
MSC-k nem indukalnak sejthalalt az aktivalt T-sejtekkel torténd interakcid soran,
minddssze megakasztjdk azok sejtciklusat a GO/G1 fazisban (35). Ujabb eredmények
azonban azt bizonyitjak, hogy az MSC-k képesek lehetnek T-sejtapoptozist is eldidézni
a Fas-ligandfiiggé Fas-uton keresztiil (36). Mara mar az is egyértelmi, hogy az MSC-k
mind a naiv és memoria T-sejtek (37), mind a CD4 és CDS8 pozitiv T-sejtek osztodasat

(38) képesek gatolni. A direkt gatlason tal indirekt modon is meg tudjak akadalyozni a

crer
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sejtek (Treg) osztodasat, azonban 0j Treg sejtek képzddését nem képesek eléidézni (39,
40).

Az MSC-k a dendritikus sejtekre (DC) is indirekt modon hatnak: gatoljak azok
differencialodasat és érését (41). Ramasamy és munkatarsai szerint az MSC-k a GO/G1
fazisban akasztjak meg a DC-k sejtciklusat (42). Ezzel egyiitt a kostimulator molekulak
mennyisége is csokken azok felszinén, igy nem képesek hatékonyan stimulalni a ,,naiv”
T-sejtek osztodasat €s citokintermelését. A folyamatban feltételezetten résztvevo
szolubilis faktorok az IDO, PGE-2, NO, IL-10, a mediatorok szerepe és a pontos
hatdsmechanizmus azonban itt sem tisztazott (43, 44).

Az MSC-k és B-sejtek egymasra hatasarol egyelére keveset tudunk. Glennie és
munkatarsai in vitro egér lépsejteken végzett vizsgalatai soran kimutattak, hogy az
MSC-k hasonlé mértékben gatoljak az aktivalt B-sejtek osztodasat és igy ellenanyag-
termeld plazmasejtté torténd érését is, mint aktivalt T-sejtek esetében (38). Corcione és
munkatarsai emberi MSC-kkel is megerdsitették Glennie és mtsai eredményét (45).
Ugyanakkor Rasmusson és munkatarsainak vizsgalatai azt mutatjak, hogy a B-sejtek
aktivaciojatol fiiggéen az MSC-k ellenanyag-termelést gatld, vagy serkentd hatassal is
rendelkezhetnek, in vitro (46). Ugyanakkor a regulator B sejtek aktivitasat a Treg
sejtekéhez hasonloan fokozzak (47).

Az MSC-k tobbféle modon is képesek hatni a természetes OSlosejtekre (NK-
sejtek): az IL-2-vel vagy IL-5-tel stimulalt NK-sejtek osztodasa, valamint IFNy-
termelése egyarant gatolt a jelenlétiikben (48). A hatasért foként az MSC-k altal termelt
TGFB-t és PGE-2-t tették felelossé. Aktivalt NK-sejteket felhasznalod kisérletekben
azonban az 6l6sejtek 0sztoddasa mar alig lassul az Gssejtek hatasara (49). A citotoxikus
reakciot szintén nem képesek befolyasolni az MSC-k, hacsak par napig el6 nem
inkubaljak velik az Olosejteket (50). Ekkor az NK-sejteknél csokkent aktivitas
figyelhet6 meg. Az MSC-k immunszuppressziv hatasanak feltételezett mechanizmusat

Osszefoglalva (a teljesség igénye nélkiil) az 1. dbra szemlélteti.
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1. abra: A mesenchymalis 0ssejtek immunszuppressziv aktivitasanak
osszefoglalasa. (Részletes magyarazat a szovegben.) Forrds: Kiss Judit, Urban S.
Veronika, Dudics Valéria, Vas Virag, Uher Ferenc: 4 mesenchymalis Ossejtek és az
immunrendszer — Immunszuppresszio gyogyszerek nélkiil? Orvosi Hetilap 2008,
149:(8), 339-346 (2008)

Az abran nem szerepelnek a makrofagok (Mg), mivel az MSC-kkel torténd
egymasra hatasukrol még keveset tudunk. A kézelmultban publikalt kisszamu vizsgalat
alapjan feltételezik, hogy az MSC-k képesek a M@-0k ugynevezett gyulladasgatlo
(»,alternativ”’ uton aktivalt) M2-es vagy regulator Mo-profilba torténd polarizacidjat
eloidézni. Maggini és munkatarsainak eredményei szerint a  bakterialis
lipopoliszachariddal (LPS-sel) gyulladaskelt6 (,klasszikus”) M1l-es allapotba juttatott
Me-ok citokintermelése az MSC-k hatdsara az M2-es (gyulladasgatlo/szovetregenerald)
Me-ok citokintermeléséhez valt hasonldéva, vagyis a gyulladasos mediatorok (TNFa,
IL-6, IL-12p70, IFNy) szintje csokkent, mig a gyulladasgatlo IL-10, illetve 1L-12p40
mennyisége emelkedett a kultarak feliilliszoiban (51). Azt is leirtak tovabba, hogy a

kizarolag MSC-ket tartalmazé kulturdk feliiliszoi is hasonldan képesek kivaltani a M-
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ok M2-es iranyt polarizaciojat, ami az MSC-k altal szekretalt faktorok szerepét
feltételezi. Qun-Zhou Zhang és munkatarsai is hasonld eredményekre jutottak foginybol
izolalt emberi MSC-kkel végzett in vitro illetve in vivo kisérletek soran: az MSC-k
megnovelték a Mo-ok feliiletén a manndz receptorok (CD206) szdmat, gatoltak TNFo
szekréciojukat, illetve novelték IL-10 termelésiiket, ami szintén gyulladasgatlo

tulajdonsagokkal biré M@-ok kialakulasat jelzi (52).

1.4. A mesenchymalis 6ssejtek immunszuppressziv aktivitasanak fébb mediatorai

Az MSC-k immunszuppressziv aktivitasa tobbféle mediatoron keresztiil valosul
meg, a pontos hatdsmechanizmusok azonban maig nem tisztdzottak, sok az egymésnak
ellentmond6 kisérleti adat (53). Szamos MSC-k altal termelt szolubilis faktor szerepe
igazolodott a folyamatban, ilyen a PGE-2, kiilonb6z6 citokinek (HGF, TGFp), a tumor
nekrozis faktor stimulalt gén 6 fehérje (TSG-6), a NO, az IDO, és a szolubilis human
leukocita antigén G (HLA-G) molekulak, mig szamos munka mutatta ki bizonyos sejt-
sejt kontaktust 1étrehoz6 molekulak szerepét is, tgymint a B7-H1 (PD-L1), B7-H4, a
Notch receptorok vagy a Jaggedl (54, 55). Az azonban mara vilagossa valt, hogy az
MSC-k oOnmagukban nem rendelkeznek jelentds immunmoduldld képességgel, a
lokalisan kialakuld gyulladasos citokinmili6 teszi 6ket immunszuppresszivva. Ebben az
IFNy ¢és valamilyen gyulladéasos citokin (altaldban TNFo vagy IL-1) egyiittes hatdsa
meghatarozo6 szerepli, az MSC-k ilyenkor negativ visszacsatolassal gatoljak az aktivalt
T-sejtek IFNy-termelését (34, 56).

A gyulladasos kornyezet aktivalo jeleire tehat az MSC-k kiilonféle modokon —
sejt-sejt kontaktust lehetdvé tévé molekulak kifejezésén keresztiil, és szolubilis faktorok
termelése 4altal — immunszuppresszivva valnak. Altalanosan elmondhatd, hogy a
kiilonb6z6 kisérleti elrendezésekben és in vivo patologias allapotokban kiilonb6zo
faktorok és molekularis mechanizmusok kombinacidi eredményezik a géatld hatés
kialakulasat. Kulcsfontossagi a jelenlévé immunsejtek kombinécidja és aktivacios
allapota. Az MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak kialakulasat, annak folyamatat a
2. é4bra szemlélteti egy leegyszerlsitett modell segitségével. A gyulladasos
kornyezetben jelenlévé IFNy onmagaban is képes kivaltani az MSC-k programozott
sejthalal ligand-1 (PD-L1, CD274) expressziojat (57). Ennek segitségével az MSC-k a
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programozott sejthalal receptor-1-en (PD1, CD279) keresztiil 1étesitenek kdzvetlen
kapcsolatot az aktivalt T-sejtekkel (58). Koézben a T-sejtek altal termelt IFNy, valamint
a szintén tolikk és a jelenlevé Meo-oktol (vagy DC-ktél) szarmazd TNFa egyiittesen
indukdljdk az MSC-kben a ciklooxigendz-2 enzimek expressziojat, ami nagy
mennyiségii PGE-2 termelését teszi lehetévé (59, 60). Az igy keletkezé PGE-2 egyrészt
felszinén kifejezett 2-es és 4-es tipusu prosztaglandin receptorokon (EP2 ¢és EP4)
keresztiil hatva egyrészt azok gyulladasos mediator (pl. TNFa) expresszidjat
csokkentik, masrészt szamos gyulladasgatlo faktor (pl. IL-10 és feltételezhetéen a
TGFp) termelését tudjak beinditani a sejtekben (61, 62). Ez szintén gatolja az aktivalt
T-sejtek miikodését, és egyidejiileg M2-es gyulladasgatld Mo-ok 1étrejottét jelzi (63).
Az IFNy egy masik uton is képes fokozni az MSC-k PGE-2 termelését: az indukalhato
nitrogén.monoxid szintdz (iNOS) enzim expresszioja ¢s aktivitisa novekszik az
Ossejtekben, ami a termelddé NO-on keresztiil tovabb fokozza a PGE-2 szintéziséért
felel6s ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim aktivitasat (59). A NO tovabba nagy
mennyiségben, a sejtekbdl kijutva kozvetleniil is képes gatolni a T-sejtek (és B-sejtek)
osztodasat (64, 65). Az MSC-k altal folyamatosan termelt IL-6 autokrin/parakrin moédon
ugyancsak fokozza a sejtek PGE-2 termelését, ugyanis a szintén MSC-ken kifejez6dé
IL-6-receptoron keresztiil hatva mind COX-2, mind az iNOS expresszidjat képes
novelni (66). Az igy kialakulo, MSC-ket, T-sejteket és Meo-okat (vagy DC-ket)
tartalmazd mikrokornyezet pedig képes aktivalni €s osztodasra birni a Treg sejteket
(60).
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Gyongyi, Uher Ferenc: A mesenchymalis Ossejtek szerepe a gyulladdsos- és immun-

folyamatok szabalyozasaban. Immunologiai Szemle 4:(2), 4-10 (2012)

Az egyszerlsitett modelliinkben felsorolt f6bb MSC-k altal termelt medidtorok
mellett még fontos megemliteni a szintén IFNy-val indukalhat6 indolamin-2,3-dioxendz
(IDO) enzim szerepét. Ez is az MSC-k altal termelt immunszuppressziv faktorok kozé
tartozik, ami szintén képes gatolni az aktivalt T-sejtek osztodasat. Kifejezodésekor az
enzim a sejtek kornyezetében 1évd esszencialis aminosavat, a triptofant kinureninen
keresztiil pikolénsavra ¢és kinolénsavra bontja. A T-sejtek gyors osztodasahoz
elengedhetetlen a megfelel6 mennyiségii triptofan, igy az IDO-t expresszalo MSC-k

kérnyezetében kialakulo lokalis triptofénhiélny ¢s bomlastermékeinek felszaporodésa

crer
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Ezen feliil a fokozott IDO aktivitast mutato MSC-k képesek a Thl sejtek apoptdzisat is
el6idézni, ezaltal a Th1/Th2 sejtek aranya az utobbi javara tolodik el (60, 61).

A tobbi, MSC-k altal termelt, vagy kifejezett immunszuppressziv molekula
hatdsmechanizmusardl viszonylag keveset tudunk, ezért modelliinkben nem targyaljuk
ezek szerepét, azt azonban nem szabad elfelejteni, hogy 6k biztositjadk az MSC-k altal

kozvetitett immunszuppresszio alternativ utjait.

1.5. A makrofagok kiilonbozo6 aktivacios allapotai

A Mop-0k a velesziiletett immunrendszer részeiként minden szervben és
kotészovetben megtalalhatok, ennek alapjan kiillonbozé elnevezést kaptak: a majban
Kupffer-sejteknek, a kdzponti idegrendszerben mikrogliasejteknek, a tiidoben alveolaris
makrofagoknak nevezik Oket, de megtalalhatok még a csontokban mint oszteoklasztok,
a mellhartyan és a hashartyan beliil mint pleuralis, illetve peritonealis makrofagok stb.
Kitiintetett szerepldi a kiilonboz6 gyulladasos és regenerativ folyamatoknak: fagocitozis
révén kiillonboz6 patogének (gomba, baktérium), sériilt vagy apoptotizald sejtek és
sejttormelékek eltakaritisaban jatszanak szerepet; biologiailag aktiv molekulakat (pl.
citokineket, novekedési faktorokat, komplementfehérjéket) termelnek, valamint
antigénbemutatd képességliknek koszonhetden kapcsolatot hoznak Iétre az adaptiv
immunrendszerrel. Szereplik kiemelkedd mind az akut, mind a krénikus gyulladas
kialakitasaban, szabalyozasaban, és gatlasaban (67).

A Mg-ok a monocita eredetli mononuklearis fagocitarendszer (MPS) részei,
ugyanis a keringésbdl a testiiregekbe, illetve szovetekbe kilépd monocitakbdl alakulnak
ki. Az elkotelezett mieloid elddsejtekb6l foként makrofag koloniastimulald faktor (M-
CSF) és/vagy granulocita—makrofag koloniastimulalé faktor (GM-CSF) hatasara
differencialodé ,,naiv”’ sejtek nagy mennyiségben hordoznak CD11b (monocita/Me
marker) és F4/80 (érett Mo marker) molekuldkat és jelentds mennyiségli sejttormeléket
és korokozot tudnak bekebelezni. Antigénbemutatasra csak aktivacido utan képesek,
tehat MHC-II és kostimulator (B7) molekulakat még nem fejeznek ki sejtfelsziniikon
(68). Sokaig ugy gondoltak, hogy ebbdl a ,naiv”’ allapotbol aktivacio hatasara
gyulladasos Mo-0k keletkeznek, amik a kivalto agensek eltiinése utan passziv formaba

keriilnek az esetleges jabb gyulladasos aktivacidig. Mara azonban szdmos — koztiik
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gyulladasgatld tulajdonsagokkal bir6 — Me-fenotipust irtak le, amik kiilonb6zo
aktivacids stimulusra alakulnak ki.

A ,klasszikus” vagy M1 Meg-ok széles korben ismert, gyulladasos folyamatokat
tamogato sejtek. LPS (és egyéb Toll-like receptor (TLR)-antagonistak), illetve Th1-sejt
eredetii citokinek (TNFa és/vagy IFNy) jelenlétében alakulnak ki. Megné a sejtek
antigénprezentald képessége, Sejtfelsziniikon nagy mennyiségi MHC-II ¢és B7
kostimulator molekulat fejeznek ki, magas az iNOS aktivitasuk, tehat nagy mennyiségii
NO termelésére képesek (69), ami kdzponti szerepet jatszik a Mo-ok altal kozvetitett
citotoxicitasban hozzajarulva a gyulladasos folyamatokhoz (70). Az M1l-es Me-ok
tovabbi tulajdonsaga, hogy nagy mennyiségii TNFa-t, IL-1B-t és IL-12-t termelnek
(71). Az altaluk szekretalt lipidmediatorok, gyulladasos citokinek és kemokinek
visszahatva a Thl-sejtekre, felerdsitik azok valaszat. Tehat az ilyen modon aktivalt M-
ok immuneffektor sejtekként funkcionalnak, feladatuk a gyulladaskeltés ¢és az
intracellularis patogénekkel szembeni védelem biztositasa (72). Az M1l-es Me-ok
tulzott vagy hosszantartd aktivacidja azonban koros, nem kivant szoveti kdrosodashoz
vezethet. Ilyenkor az M2-es Mo-ok szerepe kiemelkedd fontossaggal bir a gyulladasos
allapot feloldasaban.

Az aktivalt Me-ok masik nagy csoportjat M2 Me-oknak nevezték el utalva ezzel
az M1-es Mo-okkal ellentétes funkcidikra. Iddvel tobb alcsoport alakult ki az M2-es
Me-okon beliil koztiik olyan tulajdonsagokkal, amik részben atfednek az M1-es sejtek
jellemzdivel (73). Az ,,alternativ”’ vagy ,,sebgyogyité” M2a M@-0k altalaban Th2-sejtek
altal termelt IL-4, illetve IL-13 hatasara jonnek létre. Alacsony MHC-II és B7
expressziot mutatnak alacsony iNOS és magas kitindz-3-szerli fehérje 3 (Yml)
termeléssel, mig az M1-es Mo-ok altalt termelt gyulladasos mediatorok eldallitasa nem
jellemz6 rajuk (73). Az Yml egy extracellularis térbe kivalasztott lektin. Funkcioja
kevéssé ismert, feltételezetten a patogének megkdtésében €s a sebgyogyulas soran az
extracellularis matrix termelésében jatszhat szerepet (74). J6 markere az egér M2a Mo-
oknak, ugyanis az M1-es Me-ok és a tobbi M2-es alcsoport tagjai nem termelnek
jelentds mennyiségli Yml-t (69, 71). Az M2a Me-ok tovabbi tulajdonsaga, hogy IL-10,
IL-1 receptor antagonista, TGFf3, arginaz enzim, valamint kiilonb6z6 fagocitozist segitd
receptorok  (mann6éz receptor, galaktéz receptor, ,scavenger” receptorok)

expresszidjanak fokozasaval immunregulator funkciokat latnak el (72). Az

20



DOI:10.14753/SE.2018.2080

arginazaktivitds novekedésének koszonhetden a sejtekben talalhatd L-argininb6él NO
helyett (mely egy gyulladasos mediator) ornitin és karbamid keletkezik, a folyamat igy
hozzajarul az M2a Me-ok gyulladasgatld képességéhez, az ornitinszintézis
(kollagénprekurzor) révén pedig hozzdjarulnak az extracellularis matrix (ECM)
termeléséhez. Az M2a Mo-ok f6 feladata a szOvetregeneracio, sebgyogyulds és a
parazitaeliminacié segitése, de szerepiik van a magzati placenta érképzddésének,
valamint a placenta immunszuppressziv mikrokornyezetének kialakitasaban (és a
tumorfejlédés tamogatasaban) is (72).

Az M2 M-k csoportjan beliil egy masik viszonylag jol jellemzett aktivacios
profil az tgynevezett ,regulator” vagy M2b Mo fenotipus. Ezek a sejtek foként
endotoxinok és immunkomplexek egyidejii jelenlétében aktivalodnak, és nagy
mennyiségli  kostimulator = molekuldt  képesek  kifejezni  sejtfelsziniikon,
antigénprezentacios képességiik igen jo. Ez alapjan és megnovekedett iNOS aktivitasuk
miatt hasonlitanak az M1-es Kklasszikus Me-okhoz, azonban gyulladasos
citokintermelésiik (példaul TNFa, IL-12) nem jelentés. Magas IL-10 termelésiik mar az
M2a Me-okhoz teszi hasonlatossa 6ket, de arginaz aktivitas nem észlelheté benniik, és
nem képesek hozzajarulni az ECM termeléséhez (71, 73). Megnovekedett
antigénprezentacios képességiikkel és mediatortermelésiikkel a ,,naiv”’ T-sejtek Th2-es
iranyu elkotelez0dését tamogatjak, tovabba szerepet jatszanak a Thl-sejtek
citokintermelésének (IL-2, TNFa, IFNy) szabalyozasaban, igy hatékony gyulladasgatlo
sejtekként funkcionalnak (73, 75). Eldszor TLR-agonistakkal és immunkomplexekkel
(IgG) valo egyiittes stimulacio utan figyelték meg az M2b Me-ok kialakulasat, majd
szamos mas stimulus is hatékonynak bizonyult a tranzicié kivaltdsdban, ilyenek a
prosztaglandinok (PG), az apoptotikus sejtek, az IL-10 és néhany G-protein-kapcsolt
receptorligand, az adenozin, a dopamin, vagy a hisztamin (a teljesség igénye nélkiil). Az
M2b Me-ok egyik f6 jellemzdje, hogy két stimulus egyiittes hatisara van sziikség
gyulladasgatlo tulajdonsagaik kialakulasahoz: példaul az immunkomplexek, a PG-0k,
az adenozin vagy az apoptotikus sejtek mint els stimulus, valamint egy TLR ligand
mint masodik stimulus mar képesek kivaltani a M@-ok IL-10 termelését (71).

Leegyszertisitve, az IL-10 és a TNFo vagy az IL-12 ardnyat gyakran hasznaljak
az M1 kontra M2 Me-ok elkiilonitésére (76, 77). Az itt bemutatott M¢ fenotipusok a
legjobban jellemzett funkcionalis allapotok napjainkban, f6bb tulajdonsdgaikat a 3. abra
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foglalja 6ssze. A kozelmultban Gjabb és Gjabb alcsoportokat irtak le, ilyenek példaul a
gliikokortikoidok és TGF[ hatasara kialakulé M2c, az IL-6 és adenozin stimulaciora
1étrejové M2d vagy a tumorasszocialt M-ok (TAM) (72, 78). Ezek (ahogyan a fentebb
emlitett harom csoport tagjai is) tulajdonsagaikban sokszor sok tekintetben atfednek
egymassal. Jol latszik tehat, hogy a M@-0k funkcionalis profilja kézel sem kétpolusu,
sokkal inkabb aktivacios allapotok egész spektruma fordulhat el a szervezetben attol

fiiggden, hogy a fiziologias viszonyok az éppen aktualis mikrokornyezettel milyen

funkcioju sejteket kdvetelnek meg és hoznak létre.

Klasszikus M@

T MHC-II
T B7
TiNOS
TIL-12
T TNF-oL
+AP
Thl vélasz
Regulator M@
Alternativ Md (M2b)
(Mza) T MHC-II
4 MHC-1I T _BT
1B7 TiNOS
LiNOS TAM Li-12
LIL-12 L TNF-oo
L TNF-a TIL-10
TIL-10 + AP‘
1 Argindz Th2 vélasz
- AP Gyulladésgatlé
Sebgydgyité Mz folyamatok
Regeneracid

3. abra: A makrofagok heterogenitasa. Az M1-es vagy klasszikus makrofag aktivacid
jellemzd fenotipusa a megndvekedett MHC-II, B7, iNOS enzim expresszio, valamint
IL-12, és TNFa termelés. A sejtek jo antigénprezentald (AP) képességgel rendelkeznek
¢s a Thl-es immunvalaszt tdmogatjdk. Az M2a vagy alternativ makrofag profil
kialakulasat csokkent MHC-II, B7 és iNOS expresszid, csokkent IL-12 és TNFa, de
megnovekedett IL-10 és argindz enzim termelés jellemzi. Ezek a sejtek nem
funkciondlnak jo antigénprezentald sejtekként, fO0 feladatuk a sebgydgyitas ¢és
regeneraciod tamogatasa. Az M2b vagy regulator makrofagokra jelentés MHC-II, B7, és
INOS expresszid, csokkent IL-12 és TNFa termelés, de magas IL-10 szekrécio
jellemzd. Erdteljes antigénprezentacios képességgel rendelkeznek ¢és a Th2-es

immunvalaszt segitik el6 a gyulladasgatlo folyamatokat timogatva.
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2. CELKITUZESEK

Jelen munkankban a kovetkez6 kérdések megvalaszolasa volt a cél:

1.

Létre tudunk-e hozni C57BI/6-0s egerek csontveljéb6l a mesenchymalis
Ossejtekkel szemben tamasztott kritériumoknak megfeleld dssejtkultirakat?
lgazolni tudjuk-e az igy létrehozott MSC-k immunszuppressziv aktivitasat
mitogén és alloantigén-indukalt T-sejtes rendszerekben?

Milyen f6, az MSC-k altal termelt immunszuppressziv molekuldk feleldsek a
megfigyelt immunszuppressziv hatasért?

Miként befolyasoljak a fobb gyulladasos citokinek — a TNFa és az IFNy — az
MSC-k PGE-2-termelését?

Az aktivalt MSC-k PGE-2-termelése milyen molekularis mechanizmus utjan
valosul meg?

Az MSC-k jelenlétében hogyan valtozik a kiilonbozoképpen aktivalt peritonedlis
Meo-ok fagocitotikus €és antigénprezentald képessége, valamint citokintermelése
— tehat aktivacios profilja?

Sikeresen létre tudunk-e hozni egér csontveldi sejtekbdl differencialtatott Mo-
okat, valamint 1étre tudjuk-e beldliik hozni megfeleld induktorok hasznalataval a
legismertebb Mo aktivacios allapotokat: M1, M2a, M2b?

Hogyan befolyasoljadk az MSC-k az M1, M2a és M2b induktiv kdrnyezetben a
csontveldi M@-ok fagocitotikus képességét és citokintermelését?

Képesek-e a csontveldi Meo-ok az induktiv kornyezet valtozasat kovetve
Ujrapolarizalodni, valamint befolyasolni tudja-e a folyamatot az MSC-k

jelenléte?

10. Milyen 6 mediator felel az MSC-k Meg-okra gyakorolt hatasaért?
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleti allatként fiatal és felntt (4-12 hetes) C57BI/6-0s (H-2°) és felnétt (10-
12 hetes) Balb/c (H-2%) egereket hasznaltunk. Az allatokat az Orszagos Onkoldgiai
Intézettdl (Budapest) szereztiik be.

3.2. A mesenchymalis éssejtek izolalasa és tenyésztése

A csontvel6i MSC-k izolalasat Peister és munkatarsai modszereit (79) alapul
véve a laboratoriumunkban mar korabban leirt modszerrel végeztiik (80). Roviden: a
10-12 hetes C57BI/6-0s egerekbdl preparalt combcesontok epifiziseit eltavolitottuk, majd
fecskendébe felszivott komplett médiummal (leirasat lasd késébb) fujtuk ki beldle a
csontveldt. Az igy kapott sejteket Hanks-féle oldattal mostuk (Invitrogen, Carlsbad,
CA), majd 2-5x10° sejt/cm? siiriiségben 25 cm’-es tenyésztéedényekbe szélesztettiik
(BD Falcon, Bedford, MA). A tenyésztéshez altalunk hasznalt komplett médium (KM)
Osszetétele a kovetkezo volt: Dulbecco-altal modositott Eagle-féle médium (DMEM) és
Ham-féle F-12 médium 1:1 aranya keveréke kiegészitve 10 v/v%-0s fotalis
borjasavéoval (FBS), 5 v/v% losavoval (HS), 2 mM L-glutaminnal (mind Invitrogen),
50 U/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO). A
tenyészeteket 37°C-on 5% CO,-t biztositd termosztatban inkubaltuk. A tenyésztéedény
faldhoz nem tapad6d (nem adherens) sejteket a tapfolyadék heti kétszeri cseréjével
tavolitottuk el. 2-4 hét elteltével az Osszefliggd réteget alkotd adherens sejteket a
médium leszivasa utan hideg Hanks-féle oldattal mostuk, majd 0,25%-0s tripszin/EDTA
oldattal szedtiik fel &ket. Ujabb Hanks-féle oldatos mosas utdn 75 cm>es
tenyésztéedénybe (BD Falcon) szélesztettiik a sejteket, 1:5 aranyu atoltassal folytatva a
tenyésztést. Az MSC-ket a 7. és 15. atoltas kozott hasznaltuk fel a kisérletekhez.

24



DOI:10.14753/SE.2018.2080

3.3. T-sejtek tisztitasa

A T-sejtek szeparalasat SpinSep Mouse CD3" T Cell Enrichment kit
segitségével végeztik, a cég altal eldirt mdédon (StemCell Technologies Inc.). Feln6tt
C57Bl/6 egerek 1épét Hanks-féle oldattal torténd mosas utan orvosi fecskendd végével
homogenizaltuk. A kapott sejtszuszpenziot egy masik fecskenddvel és 25 G-s tlivel egy
mianyagcsObe  szivtuk  at, 1igy megszabadulva a maradék, nagyméretii
szovetdarabkaktol. A maradék 1éphez Hanks-féle oldatot adtunk, majd megismételtiik a
homogenizalas és atszivas folyamatat. Az igy kapott sejteket 10 percig 1200-1500-as
percenkénti fordulatszdmon centrifugaltuk, majd a cs6 aljan Osszegyilt sejtekrdl
pipettaval oOvatosan leszivtuk a folyadékot. Az iiledéket felraztuk, majd eldzbleg
Kikevert 5%-os patkanysavot tartalmazo PBS-t adtunk a sejtekhez. Az igy kapott
szuszpenziobol 10 pl megfestése utan megszamoltuk a sejteket, majd a milliliterenkénti
sejtszamot a gyari leirds szerinti 5x10"-re allitottuk be. A tovabbiakban egy biotinalt
ellenanyagkoktél volt a segitségiinkre a T-sejtek minden olyan mas sejttél valo
elkiilonitésében, amelyek szintén a Iépben talalhatok, ugyanis a koktél a T-sejtek
kivételével minden mas sejthez hozzakotédd ellenanyagokat tartalmaz. 15 perces
4°C-on torténd inkubalds utan masodik reagensként egy olyan tetramer
ellenanyagkomplexet adtunk a sejtekhez, amiben az egyik ellenanyag biotinfelismerd, a
masik dextranspecifikus, mig a komplexben résztvevd két ,linker” molekula e két
ellenanyag kozott teremt kapcsolatot. Az el6z6 15 perces inkubéacido megismétlése utan
dextrannal burkolt vasgyongyoket adtunk a sejtekhez. Ujabb 15 perces 4°C-on térténd
inkubaci6 utdn a szuszpenzidt négyszeresére higitottuk az 5%-os patkdnysavot
tartalmazd PBS-sel €s pipettaval 6vatosan eldzdleg kitett, megfeleldé mennyiségii
stiriséggradiensre rétegeztiik, majd 10 percre 2000-2500-as percenkénti fordulatszdmon
fék nélkiil centrifugaltuk. A két eltérd stiriségli folyadékréteg hatdran megiilo sejteket
leszivva, majd Hanks-féle oldattal mosva jutottunk a tiszta T-sejtekhez. A preparatum
tisztasagat CD3-specifikus monoklonalis ellenanyag segitségével, aramlasi citométerrel
ellendriztiik (részletesen lasd a , T-sejtek és makrofagok karakterizaldasa” cimii

fejezetben).
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3.4. Peritonealis- és csontvel6i makrofagkulturak alapitasa

A peritonealis makrofagokat (Pe-Meg) 10-12 hetes C57BI/6-0s egerekbol
nyertiik. A peritonealis tireget 5 ml fecskend6be felszivott heparintartalma (10 NE/ml)
Hanks-féle oldattal tobbszor atmostuk, majd az igy kinyert peritonealis exudatumot
(PEC, peritoneal exudate cells) Hanks-féle oldattal mostuk. A sejtszuszpenziot 10
percig 250 xg fordulatszamon centrifugaltuk, majd a csé aljan Osszegyiilt sejtekrdl
pipettaval 6vatosan leszivtuk a folyadékot. Az iiledéket felraztuk és kis mennyiségi
KM-ban higitottuk. Az igy kapott szuszpenzidbol kisérleti elrendezésnek megfeleld
mennyiségii magvas sejtet mértiink ki lapos fenekii tenyésztétalcakra (BD Falcon). A
sejteket 1 oran keresztiil inkubaltunk 37°C-on. A nem adherens sejteket a médium
leszivasaval, majd egyszeri Hanks-féle oldattal torténé mosassal tavolitottuk el a
kultarakbol. Minden kisérlethez frissen izolalt Pe-Me-okat hasznaltunk.

A csontvel6i makrofagok (BM-Me) 1étrehozasat 4-8 hetes C57BI/6-0s egerek
femurjainak kimosasaval kezdtiik. A kifujt csontveldi sejteket 7 napig inkubaltuk BM-
Me differenciaciés médiumban: 50 ng/ml M-CSF (Miltenyi Biotec, Germany) tartalmu
16savot nem tartalmazd KM-ban 5% CO,-t biztositd inkubatorban 37°C-on. A sejteket
ezutan Hanks-féle oldattal mostuk, majd losavomentes KM-ban egy napig inkubaltuk

dket. Minden kisérlethez frissen differencialtatott BM-Me-okat hasznaltunk.

3.5. A mesenchymalis 6ssejtek karakterizalasa

Az MSC-k karakterizalasat sejtfeliileti markereik vizsgalata és differenciacios
képességeik alapjan vizsgaltuk. Az MSC-kbol 2-5x10° sejtet tartalmazo mintdkat
készitettiink, majd kétszeri 0.5% v/w borju szérum albumin tartalmu foszfattal pufferelt
sooldattal (BSA-PBS-sel) torténd mosas utan az altalunk vizsgalt sejtfeliileti
markerekhez specifikusan kotédd ellenanyagot mértiink a sejtekhez. A jelolést
csovenként kiilon-kiilon fluoreszcein izotiocianattal (FITC) (anti-CD34 ¢és anti-
CD90.2), fikoeritrinnel (PE) (anti-Sca-1, anti-CD73, anti-CD44 és anti-Grl) (direkt
jelolés), vagy biotinnal konjugaltatott (anti-CD45R/B220, anti-CD11b és anti-TER-119)
egér monoklondlis ellenanyagokkal (BD Pharmingen, San Diego, CA) végeztik. A
biotinnal konjugaltatott ellenanyagokkal fedett sejtekhez masodik reagensként PE-nel
konjugaltatott streptavidint (Sigma-Aldrich) adtunk (indirekt jeldlés). A sejteket az
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elsédleges ellenanyagokkal 20 percig inkubaltuk s6tétben, 4°C-on BSA-PBS-ben, majd
kétszer mostuk Oket ugyanezzel a pufferrel. A masodlagos ellenanyagot igényld
mintakat a PE-nel konjugaltatott streptavidinnel szintén 20 percig inkubaltuk sététben,
4°C-on, majd BSA-PBS-sel torténé mosas utan a mérést FACScan aramlasi citométerrel
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) végeztiik. Eredményeinket a
CellQuest nevii szoftver segitségével kaptuk meg (Becton, Dickinson and Company).

Az MSC-k oszteoblaszt- és adipocita (zsirsejt) iranyu differencialtatasat a
Pittenger és munkatarsai (13) altal kifejlesztett modszer alapjan végeztiik. Csont iranyu
differencialtatashoz a sejteket B-glicerofoszfat (10 mM), dexametazon (10° M) és
aszkorbinsav (0,3 mM) tartalmu, 10% FBS-sel kiegészitett DMEM médiumban 2 hétig
inkubaltuk (mind Sigma-Aldrich). A csont iranyu differenciacié soran a sejtek altal
termelt, majd lerakodott extracellularis kalciumot alizarinvords (Sigma-Aldrich)
festékkel mutattuk ki. A zsirsejt irdnyt differencialtatdshoz a tenyésztésnél hasznalt, de
16savot itt nem tartalmazé KM-ot egészitettiik ki dexametazonnal (10”7 M) és 3-izobutil-
1-metilxantinnal (0,5 mM) (mind Sigma-Aldrich), majd a sejteket 2 hétig inkubaltuk
ebben a médiumban. A sejtek altal felhalmozott lipidcseppeket olajvords festékkel
(Sigma-Aldrich) tettiik lathatova. A kontroll, nem differencialtatott MSC-ket Giemsa
festéssel jeloltiik. A festési eljarasok sordn a sejteket — a médium leszivasa utan —
haromszor mostuk PBS-sel, majd ezt kovetéen PBS-sel pufferelt 8%-os formalinnal 10
percig fixaltuk Sket. Ujabb haromszori PBS-sel torténd mosas utan a festékoldatok
hozzaadasa kovetkezett, amiben 1 oran keresztiil festodtek a sejtek. Utolsdé haromszori
PBS-sel torténd mosas utan az eredményeket digitalis fényképeken rogzitettik. A
képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkopra (Olympus, Tokio, Japan) csatlakoztatott
Nikon Coolpix 4500 digitalis kameraval (Nikon GmbH, Diisseldorf, Németorszag)
készitettiik.
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3.6. T-sejtek és makrofagok karakterizalasa

Az MSC-k sejtfelszini markereinek karakterizalasanal leirt modszer segitségével
a kovetkez6 ellenanyagok hasznalataval jellemeztiik az altalunk létrehozott T-sejteket €s
Meo-kultarakat:

e a T-sejteket biotinnal konjugaltatott monoklonalis anti-CD3 els6dleges, majd
PE-nel jel6lt streptavidin masodlagos ellenanyaggal jeloltik (mind BD
Pharmingen);

e a Pe-Mg-okat és a BM-Mg-okat FITC-tal konjugaltatott monoklonalis anti-
F4/80 (AbD Serotec Ltd., Oxford, UK), anti-CD11b, anti-MHC-II és anti-Ly-6¢
(mind BD Pharmingen) ellenanyagokkal jeldltiik;

e a Pe-Me-ok antigénprezentacidés vizsgalatanal allofikocianiddal jelolt
monoklondlis anti-CD86 ellenanyagot, és biotinnal konjugéltatott monoklonalis
anti-MHC-II els6dleges, valamint PE-nel konjugaltatott streptavidin masodlagos
ellenanyagot hasznaltunk.

A méréseket és a kiértékelést szintén FACScan aramlasi citométerrel és a CellQuest

szoftverrel végeztiik (mind Becton, Dickinson and Company).

3.7. Aktivalt T-sejtek osztédasanak gatlasa

Az MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak mérését 96-lyuku, lapos feneki
tenyésztétalcakon (BD Falcon) végeztik. Az MSC-ket az ,Eredmények” cimi
fejezetben feltiintetett szamban, 100 pl komplett médiumban mértiik a lyukakba. 24 oéra
elteltével a nem adherens sejteket a médium leszivasaval eltavolitottuk a
tenyészetekbdl. A tovabbiakban a ,,T-sejtek tisztitasa” pontban leirt modon szeparalt
1épsejtekkel, vagy 1épbél tisztitott T-sejtekkel dolgoztunk. Az MSC-khez 2x10° 1épsejtet
vagy T-sejtet adtunk 5 pug/ml concanavalin A (ConA) (Sigma-Aldrich) jelenlétében
illetve hidnyaban.

A kevert limfocita kulturakat (MLR) hasonlé kériilmények kozott, 2x10°
,valaszado” (C57Bl/6) és 2x10° ,,stimulator” (30 Gy-vel besugarzott Balb/c) 1épsejt
Osszemérésével, szintén az , Eredmények” cimii részben feltiintetett szamu MSC
jelenlétében készitettiik. A mikrokultarak végtérfogata minden esetben 200 ul volt

losavomentes KM-ban. A mitogén (ConA) stimulalt kulturak esetében két, a kevert
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limfocita kultardk esetében négy nap inkubacid utan 1 uCi *H-timidinnel (Amersham
Pharmacia Biotech Export GmbH, Bécs, Ausztria) 6-12 o6ran keresztiil jeloltik a
sejteket, learattuk oket és folyadékszcintillatorban mértiik a percenkénti betitésszamot.
A sejtkontaktus szerepének vizsgalatakor 2x10° MSC kultaraihoz 2x10° T-sejtet
adtunk 24-lyuku tenyésztéedényekben, 1 ml végtérfogatban, losavomentes KM-ban. A
T-sejteket direkt, vagy a tenyésztéedény tipusanak megfeleld, abba illeszkedd 1 um
porusatmérojii féligateresztd hartyaval ellatott ,transwell” kamrakba mérve adtuk a

kultarakhoz (BD Falcon).

3.8. Sejtfeliiluszokba szekretalt citokinek mérése

A kiilonb6z6 kisérleti elrendezésekbdl gytijtott sejtfeliiliszokbol enzimhez kotott
immunoszorbens analizis (ELISA) segitségével mutattuk ki a minket érdekld fehérjék,
mediatorok (PGE-2, TNFa, IL-10, Ym1) mennyiségét. Minden esetben az adott
citokinre specifikus, kvantitativ Parameter ™ ELISA Kiteket hasznaltuk (R&D Systems
Inc., Minneapolis, MN, USA). A méréseket a kitek gyari leirasat kovetve végeztiik.

3.9. Az MSC-k prosztaglandin-E2-termelésének vizsgalata

2x10° sejt/lyuk MSC-t szélesztettiik 24-lyuka tenyésztdedényekbe (BD Flacon)
1 ml KM-ban, majd 24 oran keresztiil inkubaltuk 6ket 37°C-on. A le nem tapadt
sejtektdl a tapfolyadék cseréjével szabadultunk meg. A kultarakhoz 10 vagy 50 ng/ml
TNFa-t, 20 vagy 100 ng/ml IFNy-t (mind R&D Systems, Inc.), 10uM indometacint
(Indo), ImM N-metil-L-arginin-acetatot (L-NMA), 1 uM metil-triptofant (1-MT) vagy
80uM nitrogén-monoxid donor molekulat (NOC-18) (mind Sigma-Aldrich) adtunk a
kisérleti elrendezésnek megfelelden, majd tovabbi 48 oOran keresztiil inkubaltuk a

sejteket, ezutan a kulttra feliilluszokbol mintakat gytijtottiink.

3.10. Makrofagok kiilonb6zo aktivacios profilba torténé indukcidja

A Pe-Mo-ok aktivaciojat vagy 10 ug/ml lipopoliszachariddal (LPS) (Sigma-
Aldrich), vagy 100 ng/ml LPS + 10 ng/ml IFNy (Miltenyi Biotec) tartalmu
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l6savomentes KM-mal (M1 indukcios médium) értiik el. Ehhez 10° PEC/Iyuk sejtet
tapasztottunk ki 24-lyukua tenyésztéedényben, majd a mosas utdn megmaradt sejteket
hasznaltuk (lasd a ,,Peritonealis- és csontvel6i makrofagkultarak alapitdsa” pontban),
amiket bizonyos esetekben 2x10* MSC-vel kezeltiink.

A BM-Mg-ok indukcidjahoz csontvel8sejteket (2x10° sejt/lyuk) tapasztottunk
24-lyuku tenyésztéedényekbe, majd a ,Peritonedlis- és csontveldi makrofagkultarak
alapitdsa” pontban ismertetett eljaras szerint differencialtattuk dket. Ezutan az M1, M2a
€s M2b aktivacios allapotok kivaltdsahoz a kovetkezo koktélokat hasznaltuk:

e M1 indukcios médium: 100 ng/ml LPS + 10 ng/ml IFNy l6savémentes KM-ban;

e M2a indukcios médium: 20 ng/ml IL-4 (Miltenyi Biotec) losavomentes KM-
ban;

e M2b indukciés médium: 100 ng/ml LPS + 100 pg/ml hdaggregalt egér I1gG

(IgGa) losavomentes KM-ban.

A hoaggregalt egér IgG-t a kovetkezOképpen készitettilkk: egyenld mennyiségben
kevertiink Ossze egér 1gGl-et, 1gG2a-t, 1gG2b-t és 1gG3-at (mind Sigma), majd a
keveréket 0,22 pm-es nejlon sziirdn szirtik at, és 63°C-os vizfiirddben 20 percig

melegitettiik. Az indukcié 2x10* MSC jelenlétében vagy hianyaban zajlott.

3.11. Me-ok éleszté- és apoptotizalé timocita fagocitozisanak vizsgalata

Els6 1épésként héinaktivalt élesztOsejtoldatot készitettiink, ehhez Saccharomyces
cerevisiae sejteket hasznaltunk. Az élesztOsejteket 30 perces forralassal eldltiik, majd
PBS-ben 5x10’ élesztésejt/ml-re éllitottuk be a sejtszamot. A kisérletekhez ezt a
torzsoldatot hasznaltuk fel.

Az apoptotizald timocitak létrehozasahoz 6-8 hetes C57BI/6 egerek timuszat
izolaltuk, majd kétszeri PBS-es mosas utdn egy steril fecskendd végével
szétnyomkodtuk a szervet. Az igy kapott sejtszuszpenzidt centrifugalas utan 2 uM
dexametazonnal kezeltiik 12 6ran at 37°C-on, majd ezeket a sejteket hasznaltuk fel a
megfeleld kisérletekhez.

A 24-lyuki tenyésztotalcakra kitapasztott Pe-Me-o0khoz, vagy BM-Me-okhoz az
,»Eredmények” cimii fejezetben leirtak szerint lyukanként MSC-ket, LPS-t, M1-, M2a-

vagy M2b indukcios médiumot adtunk. 48 6ras 37°C-on torténd inkubacid utan 5x10°
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héinaktivalt élesztosejtet adtunk a kultirdkhoz, majd egy orat inkubaltuk éket 37°C-on.
Ezutan a sejteket — a médium leszivasat kovetéen — haromszor mostuk PBS-sel, majd
PBS-sel pufferelt 8%-os formalinnal 10 percig fixaltuk 6ket. Ujabb haromszori PBS-sel
torténé mosas utan Giemsa festékoldatot adtunk a lyukakhoz, amiben 1 6ran keresztiil
festédtek a sejtek. Egy végsO, haromszori PBS-sel torténd mosas utan az eredményeket
digitalis fényképeken rogzitettiik (random képeket rogzitettiink), majd megszamoltuk a
bekebelezett élesztsejtek mennyiségét (élesztésejt/makrofag) kezelésenként 100-100
makrofagban. Az 0tnél kevesebb ¢lesztésejtet tartalmazd Me-okat figyelmen kiviil
hagytuk. A képeket Olympus CK2-es inverz mikroszkopra (Olympus, Tokio, Japan)
csatlakoztatott Nikon Coolpix 4500 digitalis kameraval (Nikon GmbH, Diisseldorf,
Németorszag) készitettiik.

A Pe-Mg-ok apoptotizaldo timocita-fagocitozisat specifikus fluoreszcens
jeloléssel bizonyitottuk. A vizsgalathoz a mar fentebb leirt médon timocita szuszpenziot
készitettiink, majd — a gyari utasitasnak megfeleléen — 5(6)-CFDA/SE-t (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) adtunk hozza, ami a sejtekben membranon athatolni nem képes
fluoreszcens festékké, CFSE-vé (karboxifluoreszcein-diacetatszukcinimidil-észter)
alakul. Az ilyen modon jelolt sejteket 12 oran at 37 °C-on inkubaltuk 2 pM
dexametazon (Sigma) jelenlétében, majd kétszeri mosas utan adtuk a kultirakhoz. Az
mCherry génjét egy harmadik generacios lentivirus vektor (RRLPPT.SF91) segitségével
Dr. Német Katalin és munkatarsai (OVSZ) juttattdk be az MSC-kbe. Az ,,Eredmények”
fejezetben bemutatottak szerint 5x10° CFSE-jelslt timocitat és 2x10° mCherry
fluoreszcens fehérjét expresszalo MSC-t adtunk a 10° kiindulasi sejtszammal
kitapasztott Pe-M¢ tartalmt kultirakhoz, majd 48 oran at inkubaltuk a sejteket. Az
eredményeket digitalis fényképeken rogzitettik Olympus 1X51 fluoreszcens
mikroszkop és SPOT RT3 (Burroughs) digitalis kamera segitségével, valamint aramlasi
citométerrel is vizsgéltuk az apoptotizald sejtek felvételét (szintén FACScan dramlasi
citométerrel és a CellQuest nevii szoftver segitségével (Becton, Dickinson and
Company)). Egyes kisérletekben jeloletlen apoptotizald timocitakat, vagy héinaktivalt
¢lesztdsejteket alkalmaztunk, és az egy oras fagocitozis utan a Mo-ok altal fel nem vett
sejteket eltavolitottuk, majd friss l6savomentes KM-ban inkubaltuk a sejteket még 48

oran at, hogy citokinanalizis céljabdl feliiluszokat gytijtsiink.
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3.12. A Pe-M@-ok antigénbemutato képességének vizsgalata MSC-ket és T-sejteket

tartalmazo kultarakban

4x10° MSC-t, 2x10° PEC-bé] nyert Pe-Me-ot, 2x10° in vivo el8aktivalt T-sejtet,
valamint ovalbumin (OVA) (Sigma) kiilonb6z6 koncentracioit (4; 20; 100 ug/ml)
mértiik 0ssze az “Eredmények” fejezet megfelelé pontjaban bemutatottak szerint, majd
a kultarakat 37°C-on 5 napig inkubaltuk. A vizsgalatban felhasznalt T-sejteket a
kovetkezoképpen nyertiik: 10-12 hetes C57BI/6 egereket oltottunk komplett Freund
adjuvéns és ovalbumin 1:1 aranyu keverékével. Az oltéanyagot szubkutan az allatok
combjaiba adtuk. Az oltds utdni 7. napon az éallatok megduzzadt nyirokcsomoit
izolaltuk, Hanks-féle oldatban egy fecskendd végével szétnyomkodtuk, majd a
feliiluszot leszivtuk, lecentrifugaltuk, ¢s KM-ban vald felvétel utdn a sejtszamot
meghataroztuk. Ezek utan a sejteket a kisérleti elrendezések szerint a kultirakhoz adtuk.
5 napos inkubécio utan 1 uCi ®H-timidin (Amersham Pharmacia Biotech Export GmbH)
hozzéadasaval 18 oOran keresztiil jeloltiik a sejteket, learattuk Oket ¢és folyadék-

szcintillatorban mértiik a percenkénti beiitésszamot.

3.13. A kiilonb6z6 T-sejt alpopulaciokban bekovetkezé valtozasok vizsgalata

Ehhez a vizsgalathoz 4x10° MSC-t, 2x10° PEC-bél nyert Pe-Me-ot, 2x10° in
vivo ovalbuminnal eléaktivalt T-sejtet, valamint 20 ug/ml ovalbumint mértiink 6ssze az
“Eredmények” fejezet megfelelé pontjadban szemléltetett elrendezésben, majd a
kultardkat 5 napig inkubaltuk 37°C-on. Ezutan a kulturdkbol Hanks-féle oldatos
mosassal gyUjtottik be a T-sejteket, mig a letapadt MSC-k és Mo-ok a
tenyésztdedényben maradtak. A CD4'CD25'FOXP3" (Forkhead Box P3) Treg-sejtek
jelolését a Mouse Regulatory T Cell Staining Kit #1 (eBioscience Inc., San Diego, CA)
segitségével végeztik. A CD4"IL-17" T helper 17 limfocitdk meghatirozasihoz a
sejteket a Mouse Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit (BD Pharmingen, San Diego, CA)
leirdsa szerint készitettiik eld, majd ugyanennek a kitnek a segitségével jeloltiik dket (a
kit kompnensei részben az intracellularisan felhalmozddott citokineket, koztik az IL-

17-et, jeloli). A jelolt sejtek aranyat FACScan aramlasi citométerrel (Becton, Dickinson
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and Company) mértiik. Eredményeinket a CellQuest nevii szoftver segitségével

elemeztiik (Becton, Dickinson and Company).

3.14. A sejtkontaktus szerepének vizsgalata BM-M¢@ és MSC kokultirakban

2x10° BM-Mg-ot szélesztettiink 24-lyuki tenyésztdedényekbe, majd a lyukakba
2x10* MSC-t helyeztiink a tenyésztéedény tipusanak megfeleld 1 pum porusatmérdja
féligateresztd hartyaval ellatott ,transwell” kamrak segitségével (BD Falcon). Az igy
kialakitott kokultirakat ezutan M1-, M2a- vagy M2b indukciés médiummal kezeltiik,
majd 48 oran at inkubaltuk 37°C-on, végiil a sejtfeliiliszokbol mintdkat vettiink a

termel6dott TNFo és IL-10 mennyiségeinek méréséhez.

3.15. A prosztaglandin-E2 szerepének vizsgalata BM-M¢ kultirakban

A PGE-2 szintézisének megakadalyozasdhoz COX-1-gatloként 10uM
Resveratrolt (Sigma) és/vagy COX-2-gatloként 10uM Celecoxibot (Sigma) adtunk M2b
indukcios médiumot tartalmazéo BM-Me-ok és MSC-k kokultaraihoz. 48 oras 37°C-on
torténd inkubacio utan feliiliszokat gyijtottink a termelédott TNFo és IL-10
mennyiségeinek meghatarozasahoz.

A kiilsé forrasbol adagolt PGE-2-t felhasznald kisérletekben 200, 400 vagy
800 pg/ml PGE-2-t (Sigma) adtunk az M2b indukciés médiumot tartalmazé BM-Meo
kultarakhoz. 48 6ras 37°C-on torténd inkubéciot kovetden a feliiliszokbol mintakat

vettlink a termelddott TNFa és IL-10 mennyiségeinek mérésehez.

3.16. Statisztikak

Az eredmények szignifikans voltat Student-féle t-proba segitségével ellendriztiik
p<0,05 figyelembe vételével. Az abradkat harom filiggetlen mérés alapjan, a mérési
pontok felrajzolasaval készitettilk atlag + szords formaban. Az élesztéfagocitozis
kiértékelésekor a valtozok nem normal eloszlasa miatt nem-paraméteres Kruskal-Wallis

probat végeztiink szintén p<0,05 figyelembe vételével.
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4. EREDMENYEK

4.1. A csontveldi eredetii mesenchymalis 0ssejtek karakterizalasa

Munkank elsé 1épéseként elengedhetetlen volt bizonyitani, hogy a 10-12 hetes
egerek csontvel§jébol alapitott sejttenyészetek megfelelnek-e a mesenchymalis
Ossejtekkel szemben allitott kovetelményeknek. Az adherens sejtek elnyult,

fibroblasztszerii morfologiat mutattak, amit Giemsa-festéssel tettiink lathatova (4. abra).

4. abra: Csontvel6i eredetii adherens sejtek morfologiaja. 7. atoltasu csontveldi

eredetll sejtek kultirajanak Giemsa-festése (eredeti nagyitas x10).

Adherens sejtjeink sejtfelszini markerprofilja MSC-kre jellemz6 képet mutatott
(5. abra). Megfelel6 mennyiségben hordoztak egér fibroblasztokra jellemz6 markereket,
ugymint Sca-1, CD44, CD73. A CD90.2 szintén egér MSC-k és fibroblasztok
definidldsara szolgdldé marker, azonban ennek megjelenése és a sorozatos atoltasok
soran vald fennmaradasa szovetfliiggd — példaul zsirszoveti eredeti MSC-k nagy
szazalékban fejezik ki —, csontveldi eredeti MSC-ken nem fordul el (79). Ennek
megfeleléen az altalunk vizsgalt sejtek is CD90.2 negativak voltak. A csontvel6bol
alapitott MSC kultardk nagyjabol a 6. atoltdsig tartalmazhatnak vérképzd
Ossejteket/progenitorokat és/vagy érett vérsejteket, ezért munkank soran a kisérletekben
a 7. atoltastol hasznaltuk a sejteket. Ahogyan a sejtfelszini markerek vizsgalatabol is
kidertilt (5. abra), az altalunk vizsgalt kultira mar nem tartalmazott hematopoetikus
elemeket (CD34, CD45R, CD11b, Grl, Terll7). Az egér MSC-k in vitro fenntartott
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kultaréi spontan immortalizalodnak, azonban nagyjabol a 20. atoltas folott mar olyan
mértékben megnéhet a genominstabilitds (kromoszomaszadm-beli valtozasok,
plaszticitds és immunszuppressziv képesség csokkenése stb.) (nem mutatjuk), ami
nagymértékben befolyasolhatja a kisérleti eredmények kimenetelét, ezért

vizsgélatainkhoz 15. 4toltasnal 6regebb sejteket mar nem hasznaltunk.
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5. abra: Csontvel6i eredetii stromasejtek sejtfeliileti markereinek vizsgalata
aramlasi citométerrel. 6. passzalasi MSC-k sejtfeliileti markerprofilja. A sziirke
hisztogramok az izotipus kontroll fluoreszcenciajat, mig a szines hisztogramok az adott
sejtfelszini marker fluoreszcens jelét mutatjdk (piros: fikoeritrinnel jeldlt, zold:

fluoreszcein-izotiocianattal jelolt antitest).
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Ezek utdn a csontveldi kulturdkbol specialis induktorok haszndlataval 14 nap
alatt sikeresen differencialtattunk lipideseppeket felhalmoz6  zsirsejteket, ¢és
extracellularisan kalciumot felhalmozé o0szteoblasztokat (6. abra). Differencidcios
képességeiket tekintve tehat sejtjeink multipotensnek tekintheték (vagy legalabbis
bipotensek).

C D

6. abra: Csontveldi eredetii stromasejtek differencidlodasa speciilis induktorok
hatasara. 14 napos adipogén differenciacios vizsgalat (A) kontroll kulturaja Giemsa-
festéssel, és (B) adipogén kulturaja olajvoros festéssel. Az olajvoros festék a
felhalmozott lipidcseppeket teszi lathatova. 14 napos oszteogén differenciacios vizsgalat
(C) kontroll kultaraja és (D) oszteogén kulturaja alizarin voros festéssel. Az alizarin
voros az extracellularis térben felhalmozott kalciumot festi meg. Az eredeti nagyitasok:

x10.
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4.2. Csontveloi MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak vizsgalata T-

sejtes rendszerekben

A csontveléi MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak bizonyitdsara kétféle
aktivalt T-sejtes rendszerben végeztiink vizsgalatokat. Az altalunk mégneses gyongyok
segitségével preparalt és felhasznalt 1ép T-sejtek tisztasaga 95% folotti volt (7. abra).
Kevert limfocita reakcido soran (MLR, mixed lymphocyte reaction) az alloantigén-
indukalt T-sejt osztoédasgatlast kiillonb6zé mennyiségii MSC hozzaadasara vizsgaltuk.
2x10° ,,valaszado” (C57Bl/6-os egerekbdl szarmazo, osztodoképes) €s ugyanennyi
»stimulator” (Balb/c egerekbdl izolalt, besugarzott, osztddasképtelen) 1épsejtet adtunk
MSC-k 1,25x10° 2,5x10° 5x10°% 10% illetve 2x10* sejtet tartalmazo kultaraihoz. A T-
Eredményeinkbdl kideriilt (8. abra), hogy az MSC-ket 1:40 aranyban alkalmazva azok
mar jelentds mértékben képesek gatolni az alloantigén-indukalt T-sejtosztodast, a gatlas
maximumat pedig 1:20 MSC:T-sejt aranynal tapasztaltuk. A kisérletet mitogénindukalt
T-sejtes rendszerben, 5ug/ml Concanavalin A (ConA) jelenlétében is megismételtiik (a
stimulator 1épsejteket elhagyva a rendszerbdl), és az MSC-k T-sejtosztodast gatld hatasa
itt is 1:40 MSC:T-sejt aranynal jelentkezett, a gatlas maximuma szintén 1:20
sejtaranynal volt megfigyelhetd (nem mutatjuk). A tovabbiakban mar csak
mitogénindukalt T-sejtekkel és 1:20 MSC:T-sejt ardnnyal dolgoztunk.
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7. abra: Egér 1épbdl izolalt T-sejtek tisztasaga. A sziirke hisztogramok az izotipus
kontroll fluoreszcenciajat, mig a piros hisztogram a CD3 sejtfelszini marker
fluoreszcens jelét mutatja. A szazalék érték az M1 tartoméanyba esé CD3" sejtek aranyat

mutatja. Egy reprezentativ mérés eredményét mutatjuk.
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8. abra: Az MSC-k lépsejtek osztodasara gyakorolt szuppressziv aktivitasanak
dozisfiiggése kevert limfocita kultiriaban (MLR). A fekete hisztogramok 2x10°
valaszado 1épsejt és/vagy 2x10° stimulétor 1épse;jt 3H-timidinfelvételét mutatjak. A
sziirke hisztogramok 1,25x10% 2,5x10% 5x10° 10, vagy 2x10* MSC 2x10° valaszadd
1épsejt *H-timidinfelvételére gyakorolt hatisat mutatjak kevert limfocita kultaraban.
Cpm: beiitésszam. Az eredményeket atlag = SD formaban mutatjuk, n=3, NS: nem

szignifikans.
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42.1. Az MSC-k T-sejtosztodast gatlo hatasaban szerepet jatszo mediatorok

vizsgalata

Szerettiik volna kideriteni, hogy az egér MSC-k és aktivalt T-sejtek kozott
kialakulo kolcsonhatasért milyen szolubilis mediator(ok) felel(nek). Ehhez a
szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetd mediatorok termelésében szerepet jatszo
kulcsenzimek gatloszereit adtuk a kokulturdkhoz. A PGE-2 termelésben szerepet jatszo
enzimek, a ciklooxigenazok (COX-1, COX-2) gatlészereként indometacint (Indo), az
indolamin-2,3-dioxigenaz enzim (IDO) gatloszereként 1-metil-triptofant (1-MT),
valamint a nitrogén-monoxid (NO) szintéziséért felelds indukalhatd nitrogén-monoxid-
szintaz (iNOS) gatloszereként N-metil-L-arginin-acetatot (L-NMA) adtunk MSC-k és
ConA-stimulalt T-sejtek kiilonbozé kultaraihoz. A 9. abran lathatd, hogy az MSC-k
erdteljes T-sejtproliferaciot gatld hatasa megint Kialakult. Ezt a gatld hatast az Indo és
L-NMA gatloszerek voltak képesek részlegesen feloldani, hatasuk azonban nem volt
additiv. A prosztaglandinok és a NO hatasa tehat igazolodott az MSC-k és aktivalt T-
sejtek kolcsonhatdsdban. Azonban az is kideriilt, hogy szerepilk nem kizéarélagos,
egylittes gatlasuk is csak részlegesen tudta helyreéllitani az aktivalt T-sejtek osztddasat.

Az 1-MT hatasa, tehat az IDO szerepe vizsgalataink szerint nem volt kimutathato.
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9. abra: Az MSC-k T-sejtek osztodasara gyakorolt szuppressziv hatasa Kiilonb6z6
enzimgatlok jelenlétében. 2x10° MSC hatasa 2x10° 5 pg/ml ConA-val stimulalt T-sejt
H-timidinfelvételére kiilsboz6 enzimgatlok jelenlétében vagy hidnyaban. Indo:
indometacin, egy ciklooxigenaz-gatlo; 1-MT: 1-metil-triptofan, az indolamin-2,3-
dioxigenaz gatloszere; L-NMA: N-metil-L-arginin-acetat, az indukalhat6 nitrogén-
monoxid-szintaz gatloszere; cpm: beiitésszam. Az eredményeket atlag + SD formaban

mutatjuk, n=3, NS: nem szignifikans.

4.2.2. A prosztaglandin E2 termelésének vizsgalata aktivalt T-sejtek és MSC-k

kokulturaiban

Miutéan a PGE-2 MSC—-T-sejt kolcsonhatasban betoltott szerepe a mi méréseink
alapjan is beigazolodni latszott, szerettiik volna megvizsgalni, hogyan alakul az MSC-k
PGE-2 termelése aktivalt T-sejtek jelenlétében. Méréseink alapjan az MSC-k
onmagukban atlagosan 1150 pg/ml PGE-2-t termeltek (kontroll) (10.A abra). Ez az
érték mar aktivalatlan T-sejtek jelenlétében is kortilbeliil négyszeresére ugrott, azonban
a ConA-val aktivalt T-sejteket tartalmazé kokultirakban volt a legmagasabb (kb.
tizszerese a csak MSC-ket tartalmazé kultirakban mért PGE-2 szintnek). Ha a két

sejttipus kozott a fizikai kontaktust féligateresztd hartyaval megsziintettiik (TW, trans-
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well rendszer), akkor a T-sejtek sem o6nmagukban, sem aktivalt allapotukban nem
voltak képesek eldidézni a feliiliszokban mérhetd PGE-2 szint emelkedését a kontroll
kultarahoz viszonyitva. Eredményiink tehat arra mutat, hogy az aktivalt T-sejtek
képesek fokozni az MSC-k PGE-2-szintézisét, azonban ehhez a kétféle sejtnek direkt
kontaktusba kell keriilnie egymassal.

Az aktivalt T-sejtek PGE-2-noveld hatasat gatloszerek jelenlétében is vizsgaltuk
(10.B abra). Nem meglepé méodon Indo hozzaadasara a PGE-2 termelés erételjesen
lecsokkent, az L-NMA jelenlétében azonban nem figyeltiink meg gatlo hatast. Az
aktivalt T-sejtek PGE-2 ndveld hatasa tehat dontéen a COX enzimeken keresztiil, és

nem az iINOS és igy a NO igénybevételével valosul meg.
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10. abra: Az MSC-k prosztaglandin-E2 (PGE-2) termelése aktivalt T-sejtek
jelenlétében. 2x10° 5 pg/ml ConA-val stimulalt T-sejt és és 2x10° MSC kultarainak 48
oras feliiliszoiban mértiink PGE-2-termelést ELISA segitségével. (A) A ,,TW”
jelolésnél az MSC-ket és aktivalt T-sejteket 1 um porusatmérdji féligateresztd hartya
segitségével valasztottuk el egymastol. (B) Az MSC—aktivalt T-sejt kokultirdkban 1
uM indometacin (Indo) vagy 1 mM N-metil-L-arginin-acetat (L-NMA) PGE-2-
termelésre gyakorolt hatisat vizsgéaltuk. Az eredményeket atlag + SD formaban

mutatjuk, n=3, NS: nem szignifikans.
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4.2.3. A mesenchymalis Ossejtek prosztaglandin E2-termelésének

hatasmechanizmusa gyulladasos citokinek jelenlétében

Szerettiik volna felderiteni az MSC-k PGE-2-termelésének novekedése mogott
htz6d6 mechanizmust. Ehhez a gyulladasos kornyezetet a T-sejtek altal is termelt
legfontosabb citokinekkel, interferon-gamma (IFNy) és tumor nekrozis faktor-alfa
(TNFa) hozzaadasaval modelleztiik: MSC-ket tartalmazo kultarakhoz alacsony (20
ng/ml IFNy; 10 ng/ml TNFoa) és magas (100 ng/ml IFNy; 50 ng/ml TNFa)
koncentracioban adtuk ezeket a rekombinans citokineket (11.abra). A TNFa magasabb
koncentracioban képes volt jelentésen fokozni az MSC-k PGE-2-termelését, mig
alacsonyabb koncentracional ez a hatas elmaradt. Az IFNy sem magasabb, sem
alacsonyabb koncentracidban nem befolyasolta a PGE-2-termelést, azonban ha azt
TNFo egyideji hozzdadasa mellett alkalmaztuk, a hatds nem additiv volt, hanem
szinergisztikus: az IFNy még alacsony koncentracié mellett is a TNFo hatasat
potencialva sokszorosara novelte a PGE-2 feliiliszokban mérhetd szintjét. Az IFNy

tehat jelentds mértékben képes fokozni az MSC-k TNFa-indukalt PGE-2-szintézisét.
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11. abra: Az MSC-k prosztaglandin-E2 (PGE-2) termelése TNFa és/vagy IFNy
kiilonb6z6 koncentraciéinak jelenlétében. 2x10° MSC-t inkubaltunk 48 oran at az
abran feltlintetett koncentrcidju TNFa és/vagy IFNy jelenlétében vagy hianyaban, majd
a feliiliszokbol ELISA segitségével mértik meg a PGE-2 mennyiségét. Az

eredményeket atlag + SD formaban mutatjuk, n=3, NS: nem szignifikans.
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Ezek utan a PGE-2-termelés jelatviteli utjaban feltételezhetden szerepet jatszod
enzimek (COX enzimek és iNOS) gatloszereit adtuk az elébb ismertetett rendszerhez.
Az MSC-k alap PGE-2-termelése Indo hatasara szinte teljesen megsziint (85%-0S
gatlas), az iNOS-gatldo L-NMA viszont az Indo-nal gyengébb mértékben ugyan
(mintegy 60%-ban), de szintén képes volt mérsékelni a mediator szintézisét (12.A abra).
Ezutan az MSC-k 50 ng/ml TNFa-val indukalt PGE-2-termelését kontrollnak véve
megfigyeltik, hogy az Indo megint erds szintézisgatlonak bizonyult (65%-0S
eredményesség) (12.B abra). Ebben az aktivalt allapotban viszont mar az L-NMA nem
tudta befolyasolni az MSC-k PGE-2-szintézisét. A TNFa tehat valdsziniileg egy kiilon
reakcioaton, az iINOS-tol fiiggetleniil, de a COX enzimeken keresztiil indukal PGE-2
szintézist. Mikor a TNFa-t az IFNy-val egyiitt alkalmaztuk (12.C és D abrak), akkor
mar az L-NMA is kifejti gatldé hatasat, azonban soha nem éri el az Indo okozta gatlas
er6sségét. Ez arra utal, hogy az IFNy viszont egy olyan jelatviteli iton kapcsolodik be —
szintén a COX enzimeken keresztiil — a PGE-2-szintézis szabalyozasaba, amelynek az
iNOS enzim is fontos résztvevéje. Ezt tamasztja ala az az eredményiink is, hogy a
NOC-18-cal, egy NO-donorral kezelt MSC-kbdl szintén jelentds mennyiséglii PGE-2
szabadul fel (13. abra).
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12. abra: Az MSC-k gyulladasos citokinek altal indukalt prosztaglandin-E2
(PGE-2) termelésének befolyasoldsa Kkiilonbozé enzimgatlokkal. 2x10° MSC-t
inkubaltunk 48 6ran at az abran feltiintetett koncentrcioji TNFa, IFNy, indometacin
(Indo) vagy N-metil-L-arginin-acetat (L-NMA) jelenlétében, majd a feliiluszokbol
ELISA segitségével mértiik meg a PGE-2 mennyiségét. Az eredményeket atlag = SD

formaban mutatjuk, n=3, NS: nem szignifikans.
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13. abra. A nyugvé MSC-k prosztaglandin-E2 (PGE-2) termelésének serkentése
nitogén-monoxid donorral. 2x10° MSC-t inkubaltunk 48 6ran 4t 80 uM nitrogén-
monoxid-donor (NOC-18) jelenlétében, majd a feliiluszokbol ELISA segitségével
mértiik meg a PGE-2 mennyiségét. Az eredményeket atlag £+ SD formédban mutatjuk,

n=3.

4.3. Mesenchymalis 0dssejtek és  peritoneilis = makrofagok

kolcsonhatasanak vizsgalata

4.3.1. A peritonealis makrofiagok karakterizalasa

Munkank tovabbi részében a gyulladidsos és/vagy autoimmun betegségek
hatterében 4ll6 masik, kozponti sejtféleségre, a makrofagokra fokuszaltunk, és szerettiik
volna kideriteni, hogyan befolyasoljak az MSC-k ezeket a sejteket. Feln6tt, 10-12 hetes
egerek peritoneumabol izolaltunk makrofagokat (Pe-Me): a peritoneumbdl kimosott
sejteket egy oOran at tapasztottuk, majd a kulturdkat lemostuk (ldsd a Moddszerek
fejezetben), az igy megmaradt letapadt sejteket aramlési citometriaval jellemeztiik.
Eredményeinket a 14. abra szemlélteti, amin egy reprezentativ mérés értékeit mutatjuk.
A sejtek 49,6+7,3%-ban tartalmaztak érett makrofagokat (F4/80 marker alapjan),
amibdl 48,8+6,3% hordozott CD11b monocita-makrofag markert. Ezenkiviil foként
CD19" B-sejteket és kisebb mennyiségben CD3" T-sejteket detektaltunk (nem
mutatjuk), mig granulocitadk nem voltak kimutathatok a kultarakban (nem mutatjuk). A
vizsgalt sejtek 69,8+5,4%-ban hordoztak MHC-II antigént, valamint 12,8+2,3%-ban
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Ly-6¢-t. Mindkét marker a Mg-ok aktivéltsagara utal, azonban az MHC-II" sejtek
kisebb hanyadat a detektalt B-sejtek teszik ki (26.5+4.4%, nem mutatjuk).
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14. abra: Peritonealis Mq@-ok sejtfeliileti markereinek vizsgalata aramlasi
citométerrel. Az F4/80 mint érett M marker, a CD11b mint monocita/M¢ marker,
valamint az MHC-II és Ly-6¢ mint aktivaciés markerek expresszidjat vizsgaltuk egér
peritoneumbdl kimosott, majd egy 6ran at tapasztott, és lemosott Pe-Mo kultarakban. A
sziirke hisztogramok az izotipus kontroll fluoreszcenciajat, mig a zold hisztogramok az
adott sejtfelszini marker fluoreszcens jelét mutatjak (zo6ld: fluoreszcein-izotiocianattal
jelolt antitest). A szdzalék érték az M1 tartomanyba esé adott markerre pozitiv sejtek

aranyat mutatja. Egy reprezentativ mérés eredményét mutatjuk.

4.3.2. A peritonealis makrofagok éleszté- és apoptotizalo timocita-fagocitéozisanak

valtozasa MSC-K jelenlétében

Az altalunk alkalmazott mddszerrel 1étrehozott kulturdkban a Pe-Mo-ok jelentds
mértékben voltak képesek ¢€lesztd sejteket fagocitalni (15.A ébra), tehat funkcionalisan
megfeleld Me-okat tudtunk izolalni. Az MSC-k jelenléte nagymértékben tudta fokozni
a Pe-Mo-ok ¢leszté-fagocitdzisat (15.A dabra), amit szdmszerlisitve a 15.B é&bran
mutatunk be. LPS-sel, egy Toll-like receptor 4 (TLR4)-liganddal a Me-0k tovabbi
aktivaciojat érhetjiik el (81). Méréseink szerint a 10upg/ml-rel torténé LPS-kezelés
nagymértékben csokkentette a Pe-M-ok élesztd-fagocitdzisat, mig az MSC-k jelenléte
jelentésen fokozta azt (15.B abra). Az MSC-knek ezt a hatasat az LPS jelenléte nem
befolyasolta. A patogének internalizacidjanak vizsgélata utdn kivancsiak voltunk, hogy

miként befolydsolja az MSC-k jelenléte a Pe-Mq@-okndl a pusztuld sajat sejtek
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fagocitozisat. Az apoptotikus sejtek felvételét fluoreszcens festékkel (CFSE) jelolt, és
elézetesen dexametazonnal kezelt timocitak segitségével bizonyitottuk a kokultarakban.
Ahogyan azt a 15.C abra is mutatja, a CFSE-jel6lt timocitak a Pe-Me@-ok belsejébe
kertiltek, mig a fluoreszcens fehérjét (mCherry) kifejez6 MSC-kben nem fedezhet6ek
fel a 48 6ras inkubaciot kovetden. Aramlasi citometrias méréseink szerint is megtortént
az apoptotizald sejtek felvétele: a kozepes fluoreszcencia intenzitds (MFI) értékek
szerint ugyanis a szabad timocitak fluoreszcens jele a Pe-Me-ok jelenlétében jelentésen
csokkent (15.D abra). Az MSC-k jelenlétében a Pe-Me-ok altalanosan tobb apoptotizald
timocitat internalizaltak, ezeknek a Mo-oknak egy jelentés hanyada pedig kifejezetten
erés zold fluoreszcens jelet adott, ami még tobb timocita bekebelezésére utal (MFI,
szerint az atlagos fluoreszcencia intenzitas kozel kétszeresére nott MFI;-hez
viszonyitva). A Pe-Mo-ok tehat intenzivebb patogén- és apoptotizalo sajat sejt felvételre
képesek MSC-k jelenlétében.
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15. abra: Peritonealis M@-0k (Pe-Mg) éleszté- és apoptotizalé timocita fagocitozisa
MSC-k jelenlétében. 10° peritonedlis exudatum sejtbdl nyert Pe-Me-ot kezeltiink
2x10* MSC-vel és/vagy 10 pg/ml bakterilis lipopoliszachariddal (LPS). (A) 48 o6ras
inkubécié utan 5x10” hdinaktivalt ¢lesztosejt adtunk a kulturakhoz, majd egy oOrés
fagocitozis utan az élesztosejteket felvett Me-okat tartalmazo kulturakat fixaltuk, majd
Giemsaval festettiik és fénymikroszkoppal vizsgaltuk. (B) A  bekebelezett
¢lesztdsejteket a Giemsa-festett kultirak fénymikroszkopos képei alapjan szamoltuk
meg kezelésenként 100-100 Mo figyelembe vételével. Az eredményeket atlag + SE
formaban mutatjuk. (C-D) 10° peritonealis exudatum sejtbdl nyert Pe-Me tartalmu
kultirakhoz 5x10° CFSE-jeldlt apoptotizalo timocitat és 2x10* mCherry fluoreszcens
fehérjét expresszal6 MSC-t adtunk, majd 48 oOrdn 4t inkubaltuk a sejteket. Az
eredményeket (C) fluoreszcens mikroszkoppal, valamint (D) aramlasi citométerrel
vizsgaltuk. A sziirke hisztogramok az izotipus kontroll fluoreszcencidjat, mig a zold
hisztogramok a CFSE fluoreszcens jelét mutatjak. Az MFI értékek (MFI; és MFI,) az
adott tartomanyba (M1 vagy M2) esé pozitiv sejtek kozepes fluoreszcencia értékeit

jelolik. EgQy reprezentativ mérés eredményét mutatjuk.
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Azt is szerettik volna tudni, hogy milyen valtozasok zajlanak le a Mg-0k
citokintermelésében, mikdzben a kétféle sejtet (Elesztét vagy apoptotizald timocitat)
felveszik. A valtozasok kovetésére a TNFa (egy gyulladasos citokin), az IL-10 (egy
gyulladasgatlo citokin), és a PGE-2 (az MSC-T-sejt kolcsonhatasban altalunk mar
vizsgalt immunmodulalé lipid mediator) mennyiségét mértiik a feliiluszokban. Ahogyan
a 16. abran is lathatd, a Pe-Me-ok éleszté hozzaadasara jelentés mennyiségli TNFo-t
termeltek, ami apoptotizalé timocitak jelenlétében teljesen elmaradt. Az MSC-k
jelenléte mind a nyugvo, mind az élesztdvel vagy apoptotizalo timocitaval aktivalt Pe-
Mo-ok feliiliszéiban erdteljesen novelte az IL-10 mennyiségét, ezzel parhuzamosan a
PGE-2 szintje is er6sen megemelkedett. Megfigyelhettiik tovabba, hogy az MSC-k
onmagukban apoptotizald timocitdk hatisara sem termeltek szdmottevd mennyiségii
TNFo-t, 1L-10-et vagy PGE-2-t. Eredményeinkbdl kideriil, hogy az MSC-k jelenléte
még patogénnel vagy apoptotizdldo sajat sejttel torténd Me-aktivaciokor is
gyulladasgatlo citokinprofilt hoz 1étre a Pe-Mo kultirdkban, és a PGE-2 az IL-10

mennyiségével egylitt mozogva valosziniileg fontos mediatora ennek a folyamatnak.
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16. abra: Peritonealis M@-ok (Pe-M¢@) citokintermelése MSC-k jelenlétében
éleszt6- és apoptotizalé timocita fagocitézisa utan. 10° peritonealis exudatum sejtbol
nyert Pe-Mg-ot kezeltink 5x10° h@inaktivalt ¢lesztdsejttel, 5x10° apoptotizald
timocitaval és/vagy 2x10* MSC-vel. Az élesztdsejteket és a timocitikat egy ora
elteltével lemostuk, majd 48 6ran at inkubaltuk a kultardkat. A feliilluszokbol ELISA
segitségével mértiik meg a TNFa, IL-10 és a PGE-2 mennyiségét. Az eredményeket
atlag + SD formaban mutatjuk, n=3. A szines csillagok az adott oszlopok szignifikans

(p<0,05) eltéréseit jelolik MSC-t nem tartalmazé kontrolljaikhoz képest.
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4.3.3. A gyulladasos kornyezet hatasa a peritonealis makrofagok és MSC-k

kolcsonhatasara

A gyulladasos (M 1) makrofagok polarizacidjanak két fontos induktora az LPS és
az IFNy (71), igy kivancsiak voltunk, hogy az ilyen moédon aktivalt Mg-0k hogyan
reagalnak az MSC-k kozelségére. A Pe-Mep—MSC kokultarakat M1 indukcios koktéllal
(100 ng/ml LPS-t + 10 ng/ml IFNy-t tartalmazé médium) kezeltiik. Az M1-indukcid
hatasara a csak Pe-Mq-okat tartalmazé kultrakban gyulladasos profil kialakulasat
figyelhettiik meg (17. abra), amit a TNFa és IL-10 emelkedett szintje jelez erételjes
TNFo-dominanciaval. Az MSC-k viszont 6nmagukban még M1 induktiv kdrnyezetben
sem termeltek jelentds mennyiségli TNFa-t és IL-10-et. Kokultirakban az MSC-k
jelenléte mind a normél médiumban, mind az M1-induktiv kérnyezetben inkubalt Pe-
Me-oknal IL-10-dominéns citokintermelést eredményezett, mikdzben az M1-indukcio
alatt kialakulo TNFo-termelést nem befolyasolta. Tehat az MSC-k a Pe-Mo-ok 1L-10-
termelésének fokozasan keresztiil képesek ellensulyozni az éltalunk hasznalt
gyulladésos profilt indukald faktorok hatasat. A PGE-2 ebben a kisérleti elrendezésben
is az IL-10 szintjének emelkedését kovette a kokulturakban, ami megint csak arra utal,

hogy fontos mediatora lehet a kialakulé Pe-M@p—MSC kolesonhatésnak.
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17. abra: Peritonealis M@-ok (Pe-M¢) citokintermelése MSC-k jelenlétében M1
induktiv kérnyezetben. 10° peritonedlis exudatum sejtbél nyert Pe-Me-ot kezeltiink
100 ng/ml LPS + 10 ng/ml IFNy-t tartalmazé M1 induktiv médiummal és/vagy 2x10*
MSC-vel. A feliiluszokbol ELISA segitségével mértiik meg a TNFa, IL-10 és a PGE-2
mennyiségét. Az eredményeket atlag + SD formaban mutatjuk, n=3. A szines csillagok
az adott oszlopok szignifikans (p<0,05) eltéréseit jelolik MSC-t nem tartalmazo
kontrolljaikhoz képest.

4.3.4. Az MSC-k hatasa a makrofagok antigénbemutato képességére

A Pe-Mo-ok antigénbemutatd képességét elészor LPS-sel torténd aktivacio
soran kovettiik nyomon. Eredményeink szerint a Pe-Me-ok LPS-stimulusra nagyobb
szazalékban valtak antigénprezentalasra alkalmas sejtekké, egyrészt az MHC-1I" és
CD86" sejtek szama dusult a kultirdkban, masrészt a molekulak mennyisége is nétt a
sejtek felszinén, amit a kdzepes fluoreszcencia intenzitas aranyok (MFIa) novekedése
jelzett (18. abra). MSC-k hatasara mind az aktivalatlan, mind az LPS-sel stimulalt Pe-
Me-ok felszinén nagymértékben dusult az MHC-II és CD86 molekula. Az MHC-II
molekula esetében ez kozel kétszeres, mig a CD86 kostimuldtor molekula esetében
kozel tizszeres novekedést jelent az MFIa értékek alapjan. Tehat az MSC-k jelenléte
LPS-t6l fliggetlen modon mind a ,,nyugvd”, mind az aktivalt Pe-Me-ok esetében

intenzivebb antigénbemutato képességet tesz lehetove.
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18. abra: Az MSC-k hatasa a peritonealis Mg-ok (Pe-Mg@) MHC-II és CD86
expresszidjara. 10° peritonedlis exudatum sejtbél nyert Pe-Me-hoz 2x10% MSC-t
és/vagy 10 pg/ml LPS-t adtunk, majd a sejteket 48 oraig inkubaltuk. A Pe-Mo-ok
antigénprezentacios képességének vizsgalatdhoz a felsziniikon kifejezett MHC-II és
CD86 kostimulator molekula mennyiségét mértiik aramlasi citometriaval. A sziirke
hisztogramok az izotipus kontroll fluoreszcenciajat, mig a szines hisztogramok az adott
sejtfelszini marker fluoreszcens jelét mutatjak (piros: fikoeritrinnel jel6lt antitest; kék:
allofikocianinnal jelolt antitest). A szazalék érték az M1 tartomanyba es6 adott markerre
pozitiv sejtek ardnyat mutatja. Az MFIa értékek a kozepes fluoreszcencia intenzitdsok
aranyat mutatjak, amit a kovetkezOképpen szamoltunk ki: az adott marker fluoreszcens
jelére kapott kozepes fluoreszcencia intenzitds értéket elosztottuk az izotipuskontroll
jelére kapott atlagos fluoreszcencia intenzitds értékkel. EQy reprezentativ mérés

eredményét mutatjuk.
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A Pe-Mo-ok antigénprezentald képességét ovalbumin- (OVA-) specifikus T-
sejtek osztoddsanak mérésén keresztiil vizsgaltuk tovabb az OVA kiilonb6zo
koncentracioinak (4 ug/ml; 20 ug/ml; 100 ug/ml) jelenlétében. Eredményeink Szerint
mar 20 mg/ml-es OVA-koncentracional jelentésen fokozodott az OVA-specifikus T-
sejtek osztédasa a Pe-Meo kokultarakban (19.A abra), tehat a Pe-Meg-ok hatékony
antigénprezentald sejteknek bizonyultak. Az MSC-k ugyanakkor semmilyen OVA
koncentracié mellett nem fokoztak az OVA-specifikus T-sejtek osztodasat, tehat — az
elvartak szerint (28) — nem funkcionalnak professzionalis antigénbemutato sejtekként.
Az OVA-specifikus T-sejtek osztdodasa azokban a kultarakban volt a legjelentGsebb,
amikben az OVA hozzaadasakor Pe-Me@-ok és MSC-k is jelen voltak, ilyenkor a T-
sejtek dozifiggé moédon az OVA egyre magasabb koncentracidira egyre kifejezettebb
osztodassal reagaltak. Az MSC-k jelenléte tehat nagymértékben fokozta a Pe-Me-0k
antigénbemutatd képességét.

Kivancsiak voltunk, hogy ekozben hogyan alakul a reguldtor T-sejtek és a
gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo (82) 17-es tipusu helper T-sejtek (Th17)
aranya. Azt tapasztaltuk, hogy az MSC-ket és Pe-Mo-okat tartalmazé kulttrakban a
CD4"CD25" sejtek kozott 2 + 0,2%-r0l 2,9 + 0,3%-ra nétt a regulator (FOXP3™) T-
sejtek szama a csak Pe-Mg-okat tartalmazd kultarakhoz képest (19.B abra). Ezzel
parhuzamosan a Thl17-es ejtek aranya 1 £+ 0,1%- rdl 0,32 £ 0,06%-ra csokkent. Az
MSC-k tehit egyrészt fokozzak az immunvalaszt szabalyozé CD4" sejtek regulator T-
sejt iranyt differencialodasat, ugyanakkor gatoljak az er@sen autoreaktiv, gyulladaskeltd

Th17-es sejtek kialakulasat.
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19. abra: Az MSC-k hatasa a peritonealis M@-0k (Pe-M¢g) antigénprezentalé-
képességére. 4x10° MSC-t, 2x10° PEC-b8l nyert Pe-Mg-ot, 2x10° in vivo eléaktivalt
T-sejtet (TOVA), valamint ovalbumint (OVA) (az abran jelzett koncentracioban) mértiik
ossze, majd a kultardkat 5 napig inkubéltuk. Ezutin (A) >H-timidint adtunk a
kultardkhoz, és folyadékszcintillatorral mértiik a percenkénti beiitésszamot (cpm). Az
ovalbuminnal eldaktivalt T-sejtek osztodasanak mértékét atlag + SD formaban
mutatjuk, n=3. A piros csillagok a pirossal jelolt kezelések szignifikans (p<0,05)
eltéréseit jelolik a bordoval jelolt kezelésekhez képest. A bordd csillagok a borddval
jelolt kezelések szignifikans (p<0,05) eltéréseit jelolik a feketével jelolt kezelésekhez
képest. (B) A T-sejtek alpopulacioit az elébb leirt sejtaranyban és 20 mg/ml OVA
koncentracional vizsgaltuk. 4 nap inkubacio utan a T-sejteket izolaltuk, majd a regulator
T-sejteket és a 17-es tipust helper T-sejteket (Th17) Mouse Regulatory T Cell Staining
Kit, valamint a Mouse Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit segitségével jeloltiik és aramlasi
citometria segitségével mértilk a pozitiv sejtek aranyat a fluoreszcencia-intenzitasok

alapjan. Egy reprezentativ mérés eredményét mutatjuk.
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4.4. Mesenchymalis dssejtek és ,,naiv” makrofagok kolcsonhatasanak

vizsgalata

4.4.1. A csontveloi eredetii makrofagok karakterizalasa

Az MSC-k ¢és Mo-ok kolcsonhatasat szerettilk volna behatobban vizsgalni.
Ehhez arra volt sziikségiink, hogy a Pe-Mg-oknal tisztabb, homogénebb ¢és aktivalatlan
sejtekkel dolgozzunk. 4-8 hetes C57BI/6-o0s egerek csontvel6ibdl preparaltunk magvas
sejteket, amikb6l M-CSF jelenlétében 7 nap alatt csontveléi Me-okat (BM-Mo)
differencidltattunk (lasd Modszerek fejezet). Ezzel a moddszerrel 98 =+ 0,6%-0S
tisztasaggal tudtunk létrehozni naiv, aktivalatlan (MHC-II'Ly-6¢) F4/80-at kifejez6
érett Mg-okat (F4/80°CD11b") (20. 4bra).

F4/80 CD11b MHC-II Ly-6c
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20. abra: Csontveléi Mg-ok sejtfeliilleti markereinek vizsgalata aramlasi
citométerrel. Az F4/80 mint érett M@ marker, a CD11b mint monocita/M¢ marker,
valamint az MHC-II és Ly-6¢ mint aktivaciés markerek expresszidjat vizsgaltuk egér
csontvel6i sejtekbol makrofag koloniastimulalo faktor hatasara frissen differencialodott
Mo kultardkban. A sziirke hisztogramok az izotipus kontroll fluoreszcenciajat, mig a
z0ld hisztogramok az adott sejtfelszini marker fluoreszcens jelét mutatjak (zold:
fluoreszcein-izotiocianattal jelolt antitest). A szazalék érték az M1 tartomanyba esé
adott markerre pozitiv sejtek aranyat mutatja. Egy reprezentativ mérés eredményét

mutatjuk.
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44.2. A Kiilonb6z6é iranyokban aktivalt csontveléi makrofagok éleszto-

fagocitozisanak valtozasa MSC-k jelenlétében

Ezek utan a BM-Mg-ok fagocitotikus képességét vizsgaltuk. Nyugvo, naiv (MO0)
allapotban vagy specialis induktorok segitségével a harom fobb, ismert Mg aktivacios
profilba polarizalva (M1 - gyulladasos, M2a - sebgyogyitd és M2b - regulator) mértiik a
BM-Mo-ok éleszté-fagocitdzisat. A nyugvo sejtek onmagukban atlagosan 12 élesztd
sejtet vettek fel (21. abra), ami M2a induktiv kdrnyezetben sem valtozott szamottevéen.
Az M1-es és M2b Mo-ok viszont jelentdsen kevesebb élesztét tudtak bekebelezni. Az
altalunk hasznalt BM-Mo-ok tehat mind nyugvo, mind aktivalt allapotban rendelkeztek
fagocitotikus képességgel, vagyis funkcionalis Me-oknak tekintheték. Az MSC-k
jelenléte kiillonbozoképpen befolyasolta az egyes aktivaltsagi allapotokban 1évé BM-
Me-ok éleszté-fagocitozisat: MO és M2a allapotokban csokkentette, mig M1 és M2b

aktivacios kornyezetben jelentdsen ndvelte annak mértékét.
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21. abra: Kiilonb6zé aktivaciés allapotu csontveléi M@-ok (BM-Me) éleszto-
fagocitozisa MSC-k jelenlétében. 2x10° csontveldi sejtbdl differencialtatott BM-Me-
ot kezeltink M1, M2a vagy M2b induktiv médiummal 2x10* MSC jelenlétében vagy
hidnyéban. 48 oras inkubacié utdn a kulturdkhoz 5x10” héinaktivalt élesztésejtet adtunk.
(A) Egy oras fagocitdzis utan az élesztosejteket felvett Mo-okat tartalmazé kultarakat
fixaltuk, majd Giemsaval festettiik és fénymikroszkoppal vizsgaltuk. (B) A bekebelezett
¢lesztdsejteket a Giemsa-festett kultirdk fénymikroszkopos képei alapjan szamoltuk
meg kezelésenként 100-100 Mo figyelembe vételével. Az eredményeket atlag + SE

formaban mutatjuk.

4.4.3. A kiilonb6z6 iranyokban aktivalt csontveldi makrofiagok citokintermelése

MSC-k jelenlétében

A fagocitotikus képesség vizsgalataval parhuzamosan szerettiik volna tudni, a
kiilonbozé induktorok valdban kialakitjak-e a megfeleld6 Me-polarizaciés allapotokat
(M1, M2a és M2b), illetve hogy az MSC-k hogyan befolyasoljak az indukciokor
kialakulo citokinprofilt. Ezt a TNFa, IL-10 és a kitinaz-3-szerii fehérje 3 (Yml) —
rendszeriinkben a M@-ok altal termelt — faktorok sejtfeliiliszokban mérhetd szintjének

vizsgélatan keresztiil szerettiink volna bizonyitani. Eredményeink szerint a naiv MO
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Me-ok 6nmagukban nem termeltek szamottevé mennyiségii 1L-10-ct és TNFa-t (22.A
és B abra). M1l-es és M2b aktivacio soran viszont jelentés IL-10- és TNFa-szinteket
mérhettiink a feliiliszokban. M2b allapotban magasabb IL-10 ¢és alacsonyabb TNFa
termel6dés volt jellemzd6, ami megfelel a gyulladasgatlo, regulator Mo-profilnak. M1-es
aktivaltsag alatt ez az arany pont forditott, tehat a gyulladasos citokin javara eltolt, ami
szintén megfeleltethetd a gyulladasos M1 makrofag profillal. Az M2a M¢-ok a naiv MO
sejtekhez hasonldan nem termeltek jelentés mennyiségii IL-10-et és TNFa-t, azonban —
az erre az aktivaciés allapotra jellemzden — Yml-termelésiik kiemelkedd volt (22.D
abra). Eredményeink szerint tehat sikeresen hoztunk l1étre M1, M2a és M2b aktivacios
profilba tartoz6 BM-Me-okat.

Mikor a kiilonb6z6 indukcidk soran MSC-k is keriiltek a BM-Mg-ok mellé, a
TNFo szintjének befolyasolasaval fejtették ki a hatasukat (22. abra). M1 és M2b
aktivacios kornyezetben jelentésen csokkentették, mig M2a indukcid alatt novelték a
citokin feliiliszokban mérhetd szintjét, mikozben az IL-10 vagy a Yml mennyiségét
nem befolyasoltak. Ezzel M1 és foként M2b allapotban a citokinardnyt az IL-10 javéra
toltak el (22.C 4abra), tehat az MSC-k jelenléte az ilyen induktiv kornyezetekben
gyulladasgatlo Mo-profil kialakulasanak kedvez. Kisérleti elrendezésiinkben az MSC-k

egyik altalunk vizsgalt faktor termelésére sem voltak képesek.
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22. abra: Kiilonb6zé csontvel6i M@ alpopuliciok citokintermelése MSC-k
jelenlétében. 2x10° csontveldi sejtbdl differencidltatott ,,naiv’ MO Me-ot kezeltlink
M1, M2a vagy M2b induktiv médiummal 2x10* MSC jelenlétében vagy hidnyaban,
majd 48 oran at inkubaltuk a kulturakat. A feliiluszokbol ELISA segitségével mértiik
meg (A) az IL-10, (B) a TNFa, és (D) a Ym1 mennyiségét. Az eredményeket atlag +
SD formaban mutatjuk, n=3, NS: nem szignifikéns. (C) A relativ TNFo/IL-10 aranyt a
csak Me-okat tartalmazé kultirakban mért TNFa/IL-10 aranyokhoz (értékét egynek

véve) viszonyitva adtuk meg.

60



DOI:10.14753/SE.2018.2080

4.4.4. A csontveldi eredetii makrofagok repolarizacios képessége

Szerettilk volna kideriteni, hogy a M@-ok egymés utan tobbszor is képesek-e
kiilonb6z6 polarizacios allapotokba jutni, illetve hogy az MSC-k képesek-e befolyasolni
az igy 1étrejové Mo-okat. Ehhez a naiv BM-Mg-okat el6szor M1, majd M2a vagy M2b
iranyba aktivaltuk, a kiilonb6z6 indukcios 1épéseknél pedig MSC-ket adtunk a
kultarakhoz. Az M1-es allapotbol M2a-ba vagy M2b-be polarizalt Me-ok kultarainak
citokintermelését naiv.  BM-Mg-okbol  kialakuldé M2a és M2b  Meg-0k
citokintermelésével is 6sszehasonlitottuk. Ahogyan a 23. abra is mutatja, a BM-Mg-0k
M1-es stimulacio hatasara jelentds mennyiségii IL-10-et és TNFo-t termeltek. Ezek
utan az M1-b6l M2a iranyba repolarizalt BM-Me-oknal kialakult az MZ2a sejtekre
jellemz6 alacsony IL-10 és TNFa termelés, és a magas Yml szintézis (23.A abra). Az
igy létrejové M2a Meo-0k megegyeztek a naiv BM-Mg-okbdl létrehozott M2a Mo-
okkal — legalabbis az altalunk vizsgalt harom faktor tekintetében. Az M1-b6l M2b
iranyba torténd polarizacié soran szintén létrejott az M2b Me-okra jellemz6
citokinprofil: a TNFo/IL-10 aranyban a TNFa talsulyat az IL-10 dominanciaja valtotta
fel (23.B abra). Az igy kialakuld citokinarany hasonldé volt a naiv BM-Me-okbdl
polarizalt M2b sejtek citokintermeléséhez, de az IL-10 szintje ez esetben erésebben
dominalt a feliiluszokban. Ym1-termelddés az M1 és M2b allapotokra jellemzden sem
az M0->M1->M2b, sem az MO->M2b indukciok soran nem volt jelentds.
Eredményeink szerint tehat a BM-Mo-ok gyulladasos aktivaciot (M1) kovetden
atpolarizalhatbak M2a és M2b iranyokba. Erdekes kiilonbség, hogy mig az MSC-k a
naiv sejtekbdl 1étrehozott és kiilonféleképpen aktivalt BM-Me-ok citokintermelését a
TNFo szabalyozasan keresztiil befolyasoltak, az el6zdleg M1 iranyba polarizalt Meo-
okbol létrejove sejteknél sem M2a, sem M2b irdnyban nem tudtak hatni a kialakuld

citokinprofilokra.
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23. abra: Az M1 Mg-ok atpolarizalhatésaga M2a vagy M2b Me-profilokba. (A és
B) 2x10° csontveldi sejtbél differencialtatott ,,naiv’” MO Mo-ot kezeltiink M1, M2a vagy
M2b induktiv médiummal 2x10* MSC jelenlétében vagy hianyaban, majd 48 oran at
inkubaltuk a kulturakat. (A) M1->M2a és (B) M1->M2b tranzici6 soran az M1 iranyba
48 oran at elpolarizalt Mo-okat kétszeri Hanks-féle oldattal torténé mosas utan M2a
vagy M2b induktiv médiummal kezeltiik 2x10* MSC jelenlétében vagy hianyaban. 48
oras inkubacio utan feliiliszokat gylijtottiink, majd ELISA segitségével mértiik a termelt
IL-10, TNFa és Ym1 mennyiségét. Az eredményeket atlag + SD formaban mutatjuk,

n=3, NS: nem szignifikans.
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4.4.5. A prosztaglandin-E2 szerepe a csontvel6i eredetii makrofagok és MSC-k

kolesonhatasaban

Szerettiik volna tudni, hogy hogyan képesek befolyasolni az MSC-k a TNFa
termel6dését, és igy a TNFa/IL-10 arany alakulasat a BM-Me kulttrakban. E16szor arra
voltunk kivancsiak, hogy dontéen szolubilis mediatorok vagy sejt-sejt kontaktus tehetd-
e felelossé a hatasért. Ehhez a BM-Mg-okat és MSC-ket féligateresztd hartyaval
valasztottuk el egymastdol az M1, M2a és M2b indukcié soran. Kideriilt, hogy a
kokultarakban mérhet6 IL-10 és TNFa aranyok nem valtoztak meg a térbeli szeparalas

hatasara (24. abra), ami arra mutatott ra, hogy dontéen szolubilis faktorok felelnek az
MSC-k hataséaért.
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24. abra: A sejtkontaktus szerepe az MSC-k és csontveloi Me-ok
kolesonhatasaban. 2x10° csontvelSi sejtbdl differencialtatott Mg-ot kezeltiink M1,
M?2a vagy M2b induktiv médiummal 2x10* MSC jelenlétében tigy, hogy az MSC-ket
direkt vagy 1 pum poérusatmérdji féligateresztd hartyaval elvalasztva helyeztik a
kultarékba. 48 6rads inkubacio utan feliiliszokat gyljtottiink, majd ELISA segitségével
mértiikk a termelt (A) IL-10 és (B) TNFo mennyiségét. Az eredményeket atlag + SD

formaban mutatjuk, n=3.

Irodalmi adatok alapjan (51, 83), és az altalunk Pe-Mg-ok vizsgalatanal

tapasztalt eredmények szerint az MSC—-Me¢ kdlcsonhatdsban potencidlisan Szerepet
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jatszo egyik mediator a PGE-2 lehet. Ennek vizsgalatara az M2b Me-indukciot
valasztottuk modellrendszerként, mivel az MSC-k ebben az aktivacids allapotban
hatottak a legerésebben a BM-Me-ok citokintermelésére. Az M2b indukcié soran a
PGE-2 szintézisért felelos f6 enzimek (COX-1 és COX-2) gatloszereit (Resveratrol és
Celecoxib) adtuk a BM-M@-MSC kokultarakhoz. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy a
COX-2 enzim gatlasakor a TNFo/IL-10 aranyban jelentés TNFa-dominancia alakult ki
a gatlészert nem tartalmazo kontroll kokulturakhoz képest (25.A abra), mig a COX-1
enzim egyediili gatlasakor ilyet nem figyelhettiink meg. A vizsgalatot M1-es induktiv
kornyezetben is megismételtiik, ahol hasonl6 eredményeket kaptunk (nem mutatjuk). A
PGE-2 tehat a COX-2 enzimen keresztiil termelddve jarulhat hozza ahhoz, hogy MSC-k
jelenlétében a BM-Me-ok citokintermelésében az IL-10 dominancidja alakulhat ki. A
PGE-2 szerepének tovabbi bizonyitdsara a MSC-k hatasat kiils forrasbol hozzaadott
PGE-2 kiilonb6z6 koncentracidival (200 pg/ml; 400 pg/ml; 800 pg/ml) helyettesitettiik
M2b induktiv kornyezetben. A PGE-2 — mar 200 pg/ml-es koncentracidban is — képes
volt imitalni az MSC-k hatasat, és dozisfiiggéen tolta el a TNFo/IL-10 aranyat az I1L-10
javara a Me-kulturakban (25.B abra). Eredményeink alapjan bebizonyosodott, hogy a
PGE-2 fontos szerepet jatszik az MSC-BM-Mgo interakcidban.
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25. abra: A prosztaglandin-E2 (PGE-2) szerepe az M2b Me-ok altal termelt
TNFa/IL-10 aranyanak kialakitasaban. (A) 2x10° csontvel6i sejtbél differencialtatott
Mg és 2x10* MSC kokulturait kezeltink M2b induktiv médiummal 10 pM Resveratrol
(COX-1) és/vagy 10 uM Celecoxib (COX-2) jelenlétében 48 6ran keresztiil. (B) 2x10°
csontveldi sejtbdl differencidltatott Mo-ot kezeltiink M2b induktiv médiummal, majd
2x10% MSC-vel, vagy az 4bran feltiintetett mennyiségii PGE-2-vel kezeltiik ¢ket 48 6ran
at. A feliiluszokbol ELISA segitségével mértiik a termelt TNFa és IL-10 mennyiségét.
A relativ TNFo/IL-10 aranyt (A) a gatldészereket nem tartalmazé Me—MSC
kokultarakban vagy (B) a csak Mg-okat tartalmazé kultarakban mért TNFo/IL-10
aranyokhoz (értékét egynek véve) viszonyitva adtuk meg. Az eredményeket atlag = SD

formaban mutatjuk, n=3, NS: nem szignifikans.
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5. MEGBESZELES

Munkénk sordan sikeresen hoztunk Iétre egér csontveldi sejtekbdl olyan
sejttenyészeteket, amik a tenyésztéedény faldhoz letapadva néttek, fibroblasztszer(i
morfologiat mutattak, hordoztak az egér MSC-kre jellemzd sejtfelszini markereket, mig
vérképzo sejtekre jellemzé markerekre negativak voltak, valamint képesek voltak zsir és
csont iranyba differencialédni, tehat mesenchymalis dssejteknek tekinthetok.

Terapias szempontbdl kiemelkedd fontossagu, hogy az MSC-k hogyan képesek
befolyasolni a kiillonb6zo gyulladasos és/vagy autoimmun korképekre jellemzo
immunsejteket. Az altalunk felhasznalt MSC-k hatékonyan gatoltak mind a mitogén,
mind az alloantigén-indukalt T-sejtek osztodasat, ez Osszhangban all az eddigi
szakirodalmi adatokkal (29, 84, 85) és laborunk korabbi eredményeivel, ahol nem csak
a csontvel6i, de szamos mas szervbdl izolalt egér MSC-K immunszuppressziv aktivitasat
vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze in vitro rendszerekben, és in vivo sztreptozotocin-
indukalt diabétesz modellben is (86). A szuppressziv hatas mogott huzodo
mechanizmus felderitésére az IDO enzim hatésat és a prosztaglandin jelatviteli ut egyes
elemeit vizsgaltuk. Eredményeink szerint az IDO nem jatszik szerepet az egér MSC-k
T-sejtosztédast szabalyzoé aktivitdsdban, amit a szakirodalmi adatok tObbsége is
megerdsit, miszerint IDO-expressziot indukald anyagok jelenlétében — a huméan MSC-
kkel ellentétben — az egér MSC-k elenyészd mennyiségli IDO-t termelnek, és
immunszuppressziv aktivitasukban inkabb az iNOS jut nagyobb szerephez (87, 88).

A PGE-2 egy kis molekulasulyu lipid mediator. Az MSC-k immunmodulalo
hatasaban betdltott szerepét mar szamos munka bizonyitotta (83, 89), az dssejtek PGE-
2-termelése mogott htizodd mechanizmus azonban maig nem ismert pontosan, sok
egymasnak ellentmond6 eredmény sziiletett: a kiillonb6z6 vizsgalati rendszerekben hol a
sejt-sejt kontaktus (90, 91), hol szolubilis faktorok szerepét mutattak ki (92, 93). A
PGE-2 arachidonsavbdl torténd kialakuldsat a ciklooxigendz enzimek két izoforméja, a
COX-1 és COX-2 katalizalja. Normal fiziologids éallapotban a PGE-2 szintézisét a
konstitutivan kifejez6d6 COX-1 izoforma biztositja, mig gyulladdsos allapotban az
indukalhatd COX-2 segitségével nagy mennyiségi PGE-2 tud termel6dni (94). Ezzel
Osszhangban bizonyitottuk, hogy az MSC-k konstitutiv mdédon jelentés mennyiségii

PGE-2 szintézisére képesek, aktivalod tényezok (aktivalt T-sejtek, TNFa, IFNy) hatasara
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azonban ugrasszerii emelkedés figyelhetd meg a medidtor termelésében. Eredményeink
szerint az MSC-k ConA-indukalt T-sejtosztodast gatlé hatasa hatékonyan feloldhato
volt a COX-enzimek gatloszerével (indometacinnal), ami a PGE-2 kozponti szerepét
bizonyitja a folyamatban. Tovabba az MSC—T-sejt kokultarakban a ConA altal aktivalt
T-sejtek erdteljesen fokoztdk a PGE-2 termelddését, a kétféle sejt kozotti fizikai
kontaktus megakadalyozasaval azonban ez a hatas teljes egészében elmaradt. Tehat
maguk az aktivalt T-sejtek felelnek azért, hogy az MSC-k olyan mennyiségli PGE-2-t
tudjanak termelni, ami hatékonyan képes gatolni a T-sejtosztodast, és ebben a
folyamatban kulcsfontossagu szerepet jatszik az MSC-k és aktivalt T-sejtek kozott
kialakul6 sejtkontaktus. Ezek az eredmények megerdsitik mas munkacsoportok korabbi
megfigyeléseit (95).

Rekombinans citokinek, TNFa és IFNy segitségével sikeresen tudtuk fokozni az
MSC-k PGE-2 termelését. A TNFo onmagaban, dozisfiiggden, mig az IFNy csak a
TNFa-val egyiitt alkalmazva volt hatdsos induktora a folyamatnak, ekkor azonban
tobbszorosére volt képes novelni a PGE-2 mennyiségét a feliiliszokban. A két citokin
kozotti szinergisztikus kapcsolat nem csak a PGE-2 szintézis fokozasanal figyelhetd
meg. Kiilonféle kisérleti rendszerekben a CXCL10 (96), RANTES (97) ¢és IL-8 (98),
tehat mas nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) transzripcios faktor targetgének esetében is
hasonldo megfigyelésekr6l szamoltak be, a fehérjék mRNS-einek Kkifejezddése
tobbszorosére nétt TNFa és IFNy egyidejii jelenlétében. A két citokin éltal bekapcsolt
transzripcios faktorok kolcsonhatasai mellett (99) a jelenség egyik magyarazata lehet,
hogy az IFNy indirekt modon képes lehet fokozni a célsejtek TNFo receptoranak
kifejezddését, igy a sejt kornyezetében jelenlévd TNFo még erdteljesebben tudja
aktivalni célgénjeinek atirodasat (100). Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az MSC-k
immunszuppressziv  aktivitasanak kivaltasahoz IFNy mellett mas gyulladasos
citokin(ek) — példaul TNFa, IL-la vagy IL-1B — jelenléte is sziikséges (93), igy
képesek a sejtek a COX-2 enzim génjének expresszidjat megfelelé mértékben novelni.
A kétféle gyulladésos citokinnel torténd indukcid soran a kovetkezot figyelhettiik meg:
az INOS-t gatlo L-NMA csak abban az esetben volt képes akadalyozni az MSC-k PGE-
2-termelését, amikor IFNy is jelen volt a rendszerben, €s ekkor is csak részleges gatlast
figyelhettiink meg. A csak TNFa-val torténd aktivacio soran, tehat a TNFa jelpalyaban

az iINOS nem jatszik szerepet, helye — legalabbis részben — az IFNy tutvonalon
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igazolodott. Az INOS-on keresztiil termel6dé NO szerepét feltételezi az is, hogy a NO-
donorral kezelt MSC-k kulturaiban jelentds mennyiségi PGE-2-t tudtunk mérni. A

vizsgalataink alapjan levont kovetkeztetéseket a 26. abran foglaltuk 6ssze.
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26. abra: Az MSC-k prosztaglandin-E2 (PGE-2) termelésének indukcios utjai
gyulladasos citokinek jelenlétében — 0Osszefoglalva. (Részletes magyarazat a

szovegben olvashato.)

A NO szerepét arnyalja, hogy mikor az MSC-k aktivalt T-sejtekkel keriiltek
direkt kontaktusba és emiatt PGE-2 termelésiik nagymértékben nétt, az iNOS gatlasa
nem befolyasolta a feliiluszokban a PGE-2 termelését, de az MSC-k T-sejtosztodast
gatld hatasat részben feloldotta. Tehat ilyenkor a NO valosziniileg a PGE-2 utvonalon
kivil hat, ugyanis nagy mennyiségben a sejtek kornyezetébe jutva is képes gatolni a T-
sejtek osztodasat, ahogyan azt mar mas munkacsoportok is megfigyelték (64, 65).
Felvetddik a kérdés, hogy ha az aktivalt T-sejtek képesek IFNy és TNFa-termelésre,

miért olyan meghatarozo a sejt-sejt kontaktus szerepe az MSC-k jelentds mértékii PGE-
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2-termelésének kivaltdsaban. Rekombinans TNFa-val és IFNy-val gyorsan kivalthaté a
COX-2 enzim aktivacidja, a valésagban azonban a T-sejtek és az MSC-k olyan
molekularis parbeszédet folytatnak egymadssal, amivel finomhangolni tudjadk egymaés
miikddését, biztositva ezzel, hogy csak megfeleld koriilmények kozott valdosuljon meg
az immunvalasz befolyasolasa.

Eredményeink szerint tehat a csontvel6i MSC-k aktivalt T-sejtek jelenlétében,
vagy megfelelé gyulladasos citokinek — TNFa, IFNy — hatdsara nagy mennyiségl,
potencialisan gyulladasgétld tulajdonsagokkal bird6 PGE-2 termelésére képesek, a PGE-
2 indukcidja azonban nem egy kizarolagos molekularis mechanizmus mikddésének az
eredménye.

Munkank masik felében az MSC-k és Me-ok kolcsonhatasat vizsgaltuk. A
Me-ok 6sszehangolt mikodése biztositja a szervezetben a gyulladdsos folyamatok
kialakulasat és feloldasat, valamint az azt kovetd helyredllité folyamatok megfeleld
levezetését. Szamos gyulladasos, és autoimmun korképben koszon vissza a M-0k nem
megfelelé mikodése (101-103), igy idealis célsejtjei lehetnek az MSC-kkel torténd
terapias beavatkozasoknak. Az MSC-k és Mo-ok egymasra hatasarol jelenleg keveset
tudunk, és a kiilonféle Mo aktivacios profilok felfedezésével még fontosabba valik
kideriteni, hogy ha az MSC-k képesek hatni ezekre a sejtekre, milyen polarizacids
allapotba vezetik azokat, a kiilonbozé korképekben ugyanis kiilonb6zd Mo
alpopulaciok jelenthetnek problémat.

Eldszor egér peritoniumbdl izolalt Me-okat vizsgaltunk, amik konnyen
hozzaférhetok, de a standard izolacios eljaras (104) utan bizonyos szazalékban mindig
tartalmaznak egyéb immunsejteket (105, 106). Hasznalatuk mellett szolt mégis, hogy
szoveti Mo-okként Ok taldlkoznak elsdként a szervezet szdmara kihivast jelentd
eseményekkel, tehat fontos volt kideriteni, hogy az ilyen allapoti Me@-0k hogyan
reagéalnak az MSC-k jelenlétére. Az altalunk izolalt Pe-Meo kulturak szintén tartalmaztak
egyéb immunsejteket — foként limfocitakat —, valamint részben aktivalt fenotipust
mutattak. Eredményeink szerint az MSC-k jelenléte egyértelmiien befolyasolja a Pe-
Me-ok funkcioit. Az MSC-k még LPS — tehat a Me-okra nézve aktival6 molekula —
jelenlétében is fokoztak a Pe-Me-ok élesztéfagocitdzisat, valamint az apoptotikus sejtek
felvételét is eldsegitették a kokultardkban. Ezzel 6sszhangban Maggini és munkatarsai

is megnovekedett zimozan- és apoptotikus timocita fagocitdzist irtak le egér Me-ok és
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MSC-k kokultaraiban (51). Az MSC-k hatasara tehat mind a patogének, mind a
pusztuld sajat sejtek eltakaritasa fokozodik. Ekozben a sejtek citokintermelése is
valtozik: a patogénfelvételkor tapasztalhatdé gyulladasos Me-aktivacié atfordul
gyulladasgatlo profilba, amit a TNFa-dominans citokintermelés IL-10-dominancidra
valtasa jelez. Az apoptotikus sejtek felvétele nem jar gyulladasos folyamatok
kialakulasaval (107), ennek megfeleléen mi sem figyeltiink meg TNFa-emelkedést az
apoptotikus timocitakat felvevé Pe-Meo-ok kultaraiban. Ilyenkor a Pe-Me-ok eleve IL-
10-hangsulyos citokintermelését az MSC-k jelenléte képes volt tovabb fokozni. Ezeket
a trendeket figyelhettiik meg akkor is, amikor az M1-es, klasszikus gyulladasos M¢-0k
induktiv koktéljat hasznaltuk a Pe-Me-okon: az MSC-k képesek voltak a Pe-Me-0k
citokintermelését TNFo-dominanciarél IL-10 dominanciara valtoztatni. Mindezen
tulajdonsagok azt mutatjak, hogy a Pe-M@-0k MSC-k jelenlétében egy gyulladasgatlo,
M2-szerii fenotipust vesznek fel. Az MSC-ket ebben a hatisukban sem az LPS (TLR-
ligand), az M1-indukci6és médium, az élesztsejtek (patogén) vagy az apoptotikus sejtek
jelenléte nem volt képes befolyasolni, tehat a 1étrehozott M-fenotipusbeli valtozasok
stabilnak tekintheték MSC-k jelenlétében. Ez a tulajdonsadg nagy jelentdséggel birhat
terapias alkalmazas sordn. Eredményeink megerdsitik mds munkacsoportok egér és
human Me-okon végzett in vitro és in vivo vizsgalatait, ahol szintén IL-10-termeld,
regulator funkciokkal rendelkezd M2 fenotipusi Mo-ok kialakulasat irtak le MSC
kezelés hatasara (51, 83, 108-110).

Az MSC-k a Pe-Mo-ok antigénbemutatd képességét is nagymértékben képesek
befolyasolni. Eredményeink szerint mind az aktivélatlan, mind az LPS-sel stimulalt Pe-
Mo-ok esetében nétt az MHC-I1"CD86" sejtek ardnya és a molekuldk mennyisége is
jelentdsen dusult a Me-ok felszinén, tehat azok jobb antigénprezentdlo sejtekké valtak
az MSC-k hatasara. Funkcioképességiik ovalbuminnal aktivalt T-sejtek kultGraiban is
bebizonyosodott, ugyanis MSC-k jelenlétében a Pe-Mg-0k a jobb antigénbemutato-
képességiik révén erételjesebben tudtdk kivaltani az OVA-specifikus T-sejtek
osztddasat, ekozben novelték a felszaporodott T-sejtek kozott a Treg-sejtek aranyat, és
gatoltak a Th17 gyulladasos sejtek kialakulasat, segitve ezzel az immunszuppressziv
sejtes kornyezet kialakitasat. Hasonld eredményekre jutottak Melief és munkatarsai
human kisérleti rendszerekben, ahol kideritették, hogy az MSC-k bizonyos szolubilis

faktorok termelésével a M@-0k M2-es profilba torténd eltolasan keresztiil tudtak
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fokozni a Treg-sejtek osztodasat (109). Az MSC-k altalunk eddig mar targyalt hatésai,
¢s a Pe-Mo-ok antigénprezentacios képességének fokozasa alapjan nem csak hogy M2-
szerl, de azon beliil is leginkabb az M2b aktivacios profilba tartozd6 Me-ok 1étrejottét
sejtetik az eredményeink, ugyanis ez az az alcsoport, ahol — tobbek kézott — az IL-10-
dominans citokintermelés mellett a fokozott antigénbemutatd képesség is jellemzo a
sejtekre (71, 73) (és 3. abra).

A Pe-Mo-ok haszndlatanal felmeriilt zavar6d tényezok — preaktivalt allapot,
jelenlévd egyéb immunsejtek — kikiiszoboléséhez, és az MSC-k jelenlétében kialakuld
Me-fenotipus pontosabb megfigyeléséhez tisztabb és homogénebb Me-kulturakra volt
sziikséglink. Ehhez sikeresen differencidltattunk egér csontvelébdl nagy tisztasagu,
homogén és aktivalatlan (,,naiv’) Me-kulturdkat, és a megfeleld induktorokkal
sikeresen létre tudtuk hozni beldliik a szakirodalomban leirt fobb Me-aktivacios
allapotokat: M1, M2a és M2b (73, 77, 111). Ezek az aktivacios allapotok kiilonb6zo
fagocitotikus képességet mutattak: az M1 és M2b Me-ok kisebb, mig az M2a sejtek
nagyobb hatékonysdggal vették fel az élesztdsejteket. Kordbban — ezzel dsszhangban — a
fagoszomdk lassabb érését, és emiatt késleltetett fagocitozist irtak le az M1-es Mo-
oknal az M2a Me-okhoz képest (112). Eredményeink szerint az MSC-k mind az M1,
mind az M2b Me-ok élesztosejt-felvételét fokoztak — mig az M2a Me-okét
csokkentették —, ez a hatasuk parhuzamba allithat6é a Pe-Mo-ok esetén megfigyeltekkel,
ahol az MSC-k szintén novelték az LPS-sel (TLR4-ligand) stimulalt Pe-Me-ok éleszto-
fagocitozisat. Valosziniileg a TLR4-ligandot tartalmazo kornyezet lehet a kapocs, mivel
mind az M1, mind az M2b induktiv koktélok tartalmaznak LPS-t, igy elképzelhetd,
hogy a TLR4-en keresztiili aktivacio — ami mind az MSC-ket, mind a Me-okat érinti,
hiszen mindketté kifejezi a receptort (113, 114) — teszi lehetévé, hogy a kétféle sejt
egymasra hatdsakor a fagocitotikus képesség ndhessen. A jelenség hatterének tisztdzasa
azonban mindenképpen tovabbi vizsgalatokat igényel.

A ,naiv” csontvel6i M@-ok a mi eredményeink szerint is a szakirodalmi
adatoknak megfeleléen (115) reagaltak a megfeleld induktorokra: M1 ¢és M2b
polarizacio alatt jelentés mennyiségi IL-10-et és TNFa-t termeltek, mig az M2a
kultarak Me-jai nem szekretaltak ezeket a citokineket. Emellett a kifejezetten M2a
markerként szamon tartott Ym1 (71) termelését mi is csak az M2a Me-0k esetében

tudtuk igazolni. Az MSC-k az IL-10 vagy a Yml mennyiségét egyik polarizacios
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kornyezetben sem befolyésoltdk, azonban jelentdsen csokkentették az M1 és M2b Me-
ok TNFa-termelését. gy az MSC-k megint csak képesek voltak a TENa/IL-10 aranyat
befolyasolni: a TNFa csokkentésén keresztiil az IL-10 dominancidja felé toltak el a két
citokin aranyat, mig Pe-Mo-ok esetében a hatds az IL-10 ndvelésén keresztiil valosult
meg. A latszolagos ellentmondast az oldhatja fel, hogy a peritoneumbol izolalt M¢-ok
jelentds hanyada méréseink szerint is in Vivo elézetesen aktivalt allapotba kertilhetett,
tehat egyfajta ,,immunologiai multtal” rendelkeztek a kisérletek megkezdésekor. Ezért
valoszintileg kevert aktivacios allapotu sejtekkel dolgoztunk, amikben a kiillonb6zé Mo
alpopulaciok kiilonbozoképpen valaszolhattak az MSC-k jelenlétére, valamint a kisebb
mennyiségben jelenlévd egyéb immunsejtek is beleszolhattak a feliiluszokban mért
citokinprofilok kialakulasaba. Tehat sokkal tisztabb megfigyeléseket vonhatunk le a
csontvel6bdl differencialtatott tiszta, homogén és elézetesen aktivalatlan Me-0k
esetében. A Pe-Mo-okon ¢és csontveldi Me-okon végzett vizsgalatoknal megfigyelt
kiilonbségek még abbol is adodhatnak, hogy ijabban szdmos szoveti Me-rél — tobbek
kozott a peritonedlis Mo-okrol is — az deriilt ki, hogy tobbségében lokalisan megujulo,
embrionalis szikzacské-eredetli sejtpopulaciok alkotjak, igy emiatt is kiillonbozoképpen
reagalhatnak az MSC-k jelenlétére, mint a folyamatosan termelddd, monocita eredetii
Me-ok (116, 117).

A regenerativ orvoslas teriiletén végzett ijabb kutatasok szerint a sériilést kovetd
néhany napban az M1 Me-ok domindlnak az érintett szervben/szévetben, mig a kés6bbi
fazisokban mar az M2a és M2b Me-ok a teriilet f6 effektorsejtjei. Az M1-es M¢e-ok
jelenléte egybeesik a sériilést kovetd korai gyulladasos és intenziv sejtosztodasos
szoveti atrendezOdésben vesznek részt, amihez a kiillonb6z6 Me aktivacios allapotok
Osszehangolt, jol idézitett valtasa sziikséges (101). Ennek megfelelden azt tapasztaltuk,
hogy az M1 iranyban aktivalt Me-ok az induktiv kornyezet valtoztatasaval konnyen
atpolarizalhatok M2a ¢és M2b fenotipusba. llyenkor azonban az MSC-k nem
befolyasoltdk az M1 4llapotbol kialakuld M2b sejtek citokintermelését. Ennek
magyarazata lehet, hogy az M1->M2b atalakulas soran a Mg-0k TNFa-termelése
erodteljesen lecsokken, az MSC-k pedig ilyenkor mar nem képesek tovabb csokkenteni a
citokin mennyiségét. A TNFa-nak ez az M1->M2b atalakulaskor megfigyelheté hianya

valoszintileg az endotoxin-tolerancia kialakulasanak koszonhetd (118), hiszen mind az
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M1, mind az M2b allapot indukciojaban LPS-t hasznaltunk. Az endotoxin-tolerancia
kialakulasa soran a masodszori LPS stimulus gatolni tudja a TNFa-termel6dést (119).
Eredményeinkbdl az is kideriil, hogy az MSC-k jelenléte megengedd a TNFa-termelés
tekintetében, igaz, csak kis mennyiségben. A citokin jelenléte, valamint a kialakulo
TNFo/IL-10 arany kontrollalt és dinamikus valtozasa fontos szerepet jatszanak a
szervezet regeneracidos folyamataiban. A gyulladasos ¢és gyulladasgatld citokinek
indukcioja egyidejliileg torténhet a regenerativ folyamatok korai fazisaiban, példaul
egerekben a Me-ok egyszerre expresszalnak IL-10-et és TNFa-t az akut majsériilés
utan 48 oraval (120). Vazizom regeneracioja soran a TNFo a miogenezis korai
proliferacios szakaszaban stimulalja a szatellitasejtek osztodasat (121), a sziv esetében
pedig a TNFa védo hatasat mutattak ki egérben (122). Masrészrél a mononuklearis
fagocita sejtek kétirany(i kapcsolatban allnak az MSC-kkel (123): a Me-okb6l szarmazo
TNFa az MSC-kben TSG-6 termelést valt ki, az igy termel6dott TSG-6 pedig egyike az
MSC-kt6l szarmazoé legfontosabb gyulladasgatld és immunszuppressziv mediatoroknak
in vitro és in vivo (124). Fontos megemliteni, hogy az altalunk mért TNFa és IL-10
profilok a Mo-ok aktivacios allapotaiban bekovetkezett valtozasokat jellemzik, mivel
mar szamtalan munkacsoport bizonyitotta, hogy az MSC-k még kiilonb6z6 TLR-
agonistak jelenlétében sem képesek IL-10- (125) vagy TNFa-termelésre (126). Ezekkel
a munkdkkal megegyezOen mi sem tudtuk detektalni a két citokint a kontroll MSC
kultarédkban, és ez akkor is igy volt, mikor az MSC-k mellett LPS vagy IFNy is jelen
volt a rendszerben. Laboratoriumunkban folyé masik munkank soran, ahol MSC-ket és
a kozponti idegrendszer makrofagjait, mikroglia sejteknek koinkubaltunk, majd
transwell-athelyezéses vizsgalatot végeztiink, szintén bizonyitottuk, hogy az Ossejtek
nem képesek a kétféle citokin termelésére (aktivalt mikrogliak jelenlétében sem) (127).
Tehat az MSC-k TNFa vagy IL-10 promoterének aktivalodasa Mo-ok jelenlétében
valdsziniitlen.

Szamos korabbi munkaval Gsszhangban (52, 109, 128) mi is azt tudtuk
kimutatni, hogy az MSC-k és Me-ok kozti parbeszéd elsddlegesen szolubilis faktorok
segitségével zajlik, mivel a kokultardkban mérhetd citokinek mennyiségét nem
befolyéasolta szdmottevden, ha a két sejtféleséget fizikailag elhataroltuk egymastol. A
PGE-2 egy a Me-ok és MSC-k altal egyarant termelt szolubilis gyulladasgatlé mediator.
Eredményeink szerint a PGE-2 kozponti szerepet tolt be az MSC-k és Me-ok
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kolesonhatasaban, és a hatasért az indukéalhatdé COX-2 enzim tehetd feleldssé, ugyanis a
COX-1 ¢és COX-2 gatloszerek alkalmazasakor a COX-2 enzim gétlasa tudta feloldani az
MSC-k Mo-okra gyakorolt hatasat: a TNFo/IL-10 arany ekkor a TNFa felé tolodott
mind az M2b, mind az M1 kultarakban. Tehat a COX-2 izoforma jelenléte kiemelkedd
fontossag a TNFa/IL-10 arany IL-10 javara torténd eltolodasaban MSC-k jelenlétében.
A PGE-2 MSC-Meg koélcsonhatasban betoltott szerepét kiilsé forrasbol a kultarakhoz
adott PGE-2 segitségével is meg tudtuk erdsiteni. Ekkor a PGE-2 dézisfiiggd mdodon
helyettesiteni tudta az MSC-k hatasat az M2b Me-ok kulturaiban. Ezek az eredmények
— szamos munkacsoport vizsgalataival 6sszhangban (51, 62, 83) — mind azt bizonyitjak,
hogy a PGE-2-nek kozponti szerepe van abban, ahogyan az MSC-k a Me-ok
polarizaciojat befolyasoljak.

Eredményeink tehat azt bizonyitjak, hogy az MSC-k képesek gatolni a mitogén
vagy alloantigén altal aktivalt T-sejtek osztodasat, valamint Me-kokulturadkban
leginkabb az M2b regulator funkcidkat ellato M@-okhoz hasonlé fenotipus kialakuldsat
segitik eld, illetve gatoljak a Meo-ok gyulladdsos, M1 irdny( polarizacidjat. Az
egyidejileg jelenlévd T-sejtek alpopuldcidinak aranyat regulator funkciokkal
rendelkez6 sejtek iranyaba toljak el olyan vizsgalati elrendezésben, ahol a Me@-0k
antigént mutatnak be a T-sejtek felé, in vitro. Mind T-sejtes, mind Me-okat tartalmazo
rendszerekben a PGE-2 kozponti szerepét tudtuk igazolni. Ezek a megfigyelések
magyardzatul  szolgalhatnak arra, hogy miért figyelhetd meg erdteljes
immunszuppressziv, gyulladasgatldo aktivitas az MSC-k in vivo alkalmazasakor.
Eredményeink tehat megerdsitik, hogy az MSC-k igéretes eszkozei lehetnek a

kiilonb6zd gyulladasos és/vagy autoimmun betegségeket célzo terapids eljarasoknak.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Sikeresen hoztunk 1étre C57Bl/6-0s egerek csontvel6jébol  olyan
sejttenyészeteket, amik fibroblaszt-szeri morfologiajuk, sejtfelszini markereik,
valamint zsir és csont iranyu differenciacios képességeik alapjan mesenchymalis
Ossejteknek tekinthetdk.

2. lgazoltuk az altalunk izolalt MSC-k immunszuppressziv aktivitasat mitogén €s
alloantigén-indukalt T-sejtes rendszerekben, in vitro.

3. Az MSC-k aktivalt T-sejtekre gyakorolt szuppressziv hatasaban a sejt-sejt
kontaktus, valamint a szolubilis mediatorok koziil a PGE-2 ¢és az iNOS szerepét
mutattuk ki.

4. A TNFo 6nmagaban is, mig az IFNy csak TNFa jelenlétében képes fokozni az
MSC-k PGE-2-termelését. A két gyulladasos citokin hatasa szinergisztikus.

5. A TNFa és az IFNy a COX-2 enzim indukcidjan keresztiil segiti elé az MSC-k
PGE-2-termelését. Az iNOS ¢s a NO — legalabbis részben — az IFNy utvonalon
keresztiil, de a TNFa jelpalyatol fliggetleniil kapcsolodik a COX-2-indukcids
uthoz. Az MSC-k PGE-2-termelésének indukcidja tehat redundans folyamat.

6. Az MSC-k jelenléte fokozza a peritonedlis Me-0k fagocitotikus ¢és
antigénprezentald képességét, citokintermelésiik pedig TNFoa-dominanciarol
IL-10-dominanciara valt, tehat a Pe-M@-0k MSC-k jelenlétében gyulladasgatlo,
M2b-szerii fenotipust mutatnak. A hatas M1 vagy egyéb gyulladasos aktivatorok
jelenlétében is megmarad.

7. Sikeresen létre tudtunk hozni egér csontveldi sejtekbdl differencidltatott
homogén, aktivalatlan, de funkcioképes Me-okat, amiket citokintermelésiik
alapjan sikeresen juttattunk M1, M2a és M2b aktivacios allapotokba.

8. Az MSC-k novelik az M1 és M2b, mig csokkentik az M2a M-ok fagocitotikus
képességét. Citokintermelésiikre csak a TNFo-termelés befolyasolasan keresztiil
hatnak: M1 és M2b Me-ok esetében csokkentik, mig az M2a sejteknél kis
mértékben novelik a citokin mennyiségét. Az MSC-k jelenléte M1 és M2b
aktivacids kornyezetben M2b-szerli regulator M-fenotipus kialakulasat segiti

elo.
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9. A csontveléi Me-0k képesek Ml-es aktivacios allapotbol M2a és M2b
iranyokba Ttjrapolarizalodni, az MSC-k azonban nem képesek befolyasolni
ezeket az atalakulésokat.

10. Az MSC-k csontvel6i Me-okra gyakorolt hatasa féként szolubilis mediatorok
segitségével jon létre, ezen beliill is a COX-2 enzimen keresztiil termel6dd

PGE-2 meghatarozo szerepét bizonyitottuk.
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7. OSSZEFOGLALAS

A mesenchymalis dssejtek (MSC-k) olyan szoveti Ossejtek, amik képesek az
altaluk termelt novekedési faktorok, citokinek €s egyéb mediatorok segitségével a
szervezetben zajlé immunfolyamatok szabalyozasara, és a regenerativ folyamatok
tdmogatasara. Ezen tulajdonsdgaik miatt kiilonb6z6é gyulladdsos és/vagy autoimmun
betegségek kezelésében kaphatnak kiemelkedd szerepet. Az MSC-k altal kifejtett
immunmodulécié mechanizmusai azonban maig nem ismertek pontosan.

Ebben a munkéban egér csontveléi MSC-k és T-sejtek, valamint peritonealis
(Pe-) és csontvel6i (BM-) makrofagok (Me-ok) kolcsonhatasat vizsgaltuk. Az MSC-k
nagymértékben gatoltak a mitogén-, és az alloantigén-aktvialt T-sejtosztodast, in vitro.
A folyamatban a kozvetlen sejtkontaktus, és a PGE-2 kiemelkedd szerepét tudtuk
bizonyitani. Két gyulladasos citokin — TNFa és IFNy — segitségével részletesebben is
feltérképeztiik az MSC-k PGE-2-termelését. Kimutattuk, hogy a TNFo énmagaban is,
mig az IFNy csak TNFa jelenlétében, de ekkor szinergisztikusan képes fokozni az
MSC-k PGE-2-termelését. Bizonyitottuk, hogy a PGE-2 indukcidja redundans folyamat.

Kideritettiik, hogy az MSC-k szamos mddon képesek befolyasolni a Mg-0k
fenotipusat és funkcigjat. Még gyulladasos aktivatorok jelenlétében is képesek ndvelni a
Me-ok fagocitotikus és antigénprezentacios képességét, valamint citokintermelésiiket
TNFa-dominanciardl IL-10-dominanciara valtoztatjak. Az egyidejiileg jelenlévo
T-sejtek alpopulacidinak ardnyat regulator funkciokkal rendelkezd sejtek iranyaba toljak
el olyan vizsgalati rendszerben, ahol a Mg-ok antigént mutatnak be a T-sejtek felé, in
vitro. BM-Mo-ok segitségével részletesebben vizsgaltuk az MSC-k Me-alpopulaciokra
gyakorolt hatasat. Az MSC-k az M1 és M2b Me-okra hatottak a legerésebben,
citokintermelésiiket a TNFo csokkentésén keresztiil befolyasoltak, a TNFa/IL-10
aranya igy a gyulladasgatlo IL-10 javara tolodott el. Bizonyitottuk tovabba, hogy a BM-
Me-ok képesek az induktiv kornyezet valtozasaira reagalva ujrapolarizaldédni, azonban
az MSC-k nem befolyasoljak a folyamatot. Eredményeink alapjan tehat az MSC-k
jelenléte gyulladasos vagy M2b induktiv kornyezetben reguldtor funkciokkal rendelkezd
Me-ok létrejottét segiti, a PGE-2 pedig a folyamat egyik kozponti mediatora.

Eredményeink hozzajarulnak az MSC-kkel végzett terapids felhasznélds soran

megfigyelt hatasok alaposabb megértéséhez, és a terapias eljarasok finomhangolasahoz.
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8. SUMMARY

Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult tissue stem cells that are capable of
producing a large number of growth factors, cytokines, and other mediators thus being
able to modulate immune and regenerative processes. These characteristics make them
ideal targets in the treatment of several inflammatory and/or autoimmune diseases.
However, the exact mechanisms underlying MSC-mediated immunomodulation is still
not clear and are under extensive research.

In this work we used mouse bone marrow-derived MSCs to study their
interaction with T cells, peritoneal- (Pe-) and bone marrow-derived (BM-) macrophages
(Mgs). Our MSCs inhibited both mitogen- and alloantigen-activated T-cell proliferation
to a great extent, in vitro. Direct cell-to-cell contact and the role of PGE-2 were found to
be pivotal in these interactions. With the help of two inflammatory cytokines — TNFa
and IFNy — we were able to investigate the mechanism of PGE-2 production by MSCs
in more detail. We showed that TNFa is alone able to induce the PGE-2 production of
MSCs, however, IFNy could do so only in the presence of TNFa, and the two acted in a
synergistic manner. Thus, we proved that the process of PGE-2 induction is redundant.

As shown by our results, MSCs affect the phenotype and function of Mgs in
several ways. They were able to enhance the phagocytic and antigen-presenting ability
of Mes, and also shift their cytokine production from TNFa-dominance towards 1L-10-
dominance even in the presence of pro-inflammatory activators. Moreover, MSCs
shifted the ratio of T-cell subpopulations towards regulatory cells in experimental
systems where Megs are presenting antigens towards T-cells, in vitro. By using
BM-Mgos, we were able to observe the effect of MSCs on specific M@ subpopulations.
MSCs most profoundly affected M1 and M2b Mg states shifting their TNFo/IL-10
production towards IL-10 by inhibiting TNFa production. Furthermore, we proved that
BM-Mes are able to change their polarization state from M1 to M2a or M2b, but MSCs
were not able to affect these shifts. Our results suggest that the presence of MSCs favor
the establishment of a regulatory Mo profile under inflammatory of M2b inducing
conditions and PGE-2 is one major partaker in the process.

Our results provide insight into understanding the effects observed in MSC-
based therapies, and also contribute to the fine-tuning of future therapeutic approaches.
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