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BEVEZETES

A mesenchymalis éssejtek (MSC-K) a szoveti Ossejtek kozé tartoznak, és
szinte barmely szervb6l/szovetbdl izolalhatok. Feladataik kozé tartozik a
szervezetben zajlo regenerativ folyamatok €s a vérképzés tamogatasa, valamint az
immunfolyamatok szabalyozdsa. Definidlasuk kizarolag MSC-kre jellemz6
markerek hianydban harompontos kritériumrendszer alapjan zajlik, ezek human
MSC-k esetében a kovetkezok: 1.) standard kultira koriilmények kozott — azaz 10%
borjusavot tartalmazo tapfolyadékban — a tenyésztdedény falahoz tapadva képesek
névekedni és elnyult, fibroblasztszerli morfologiat mutatnak; 2.) a CD105, CD73,
CD90 markereket kifejezik sejtfelsziniikon, mig negativak a kiilonb6z6
vérsejtfejlodési sorokra és endotél sejtekre jellemzd markerekre, ugymint: CD4S5,
CD34, CD14 vagy CD11b, CD79a vagy CD19 és HLA-DR; valamint 3.) képesnek
kell lenniiik megfeleld koriilmények kozott oszteoblasztok, adipocitak és
kondroblasztok 1étrehozaséra, in vitro.

Az MSC-k terapias haszna egyrészt annak kdszonhetd, hogy a szoveti
sériilés jeleire valaszul regeneraciot segité novekedési faktorokat, citokineket, egyéb
szolubilis faktorokat, extracellularis vezikulakat képesek nagy mennyiségben
termelni, igy tdmogatva a gyulladdsgatldé immunfolyamatokat és a sériilt szovetek
immunsejttel képesek kapcsolatot teremteni, és ezaltal az immunfolyamatokat
gyulladasgatlé iranyba befolyasolni. Ehhez azonban a gyulladasos kornyezet
aktivalo jelei sziikségesek, az MSC-knek Onmagukban nincs jelentds
immunszuppressziv hatasuk. Immunelnyomé aktivitasuk tobbféle mediatoron
keresztiil valéosul meg, a pontos hatdsmechanizmusok azonban maig nem
tisztazottak, sok az egymasnak ellentmondé kisérleti adat. Szdmos MSC-k altal
termelt szolubilis faktor szerepe igazolodott a folyamatban, ilyen a prosztaglandon-
E2 (PGE-2), kiilonboz6 citokinek (hepatocita novekedési faktor, transzformalo
novekedési faktor ), a tumor nekrozis faktor stimulalt gén 6 fehérje, a nitrogén-
monoxid (NO), az indolamin-2,3-dioxigenaz enzim (IDO), és a szolubilis human
leukocita antigén G (HLA-G) molekulak, mig szamos munka mutatta ki bizonyos
sejt-sejt kontaktust 1étrehozo molekulak szerepét is, ugymint a B7-H1 (PD-L1), B7-
H4, a Notch receptorok vagy a Jagged1.

Az MSC-k képesek gatolni az aktivalt T-sejtek osztodasat és
citokintermelésiiket is befolyasoljak. Az aktivalt T-sejtek (és szintén jelen 1évo
monocitak, makrofagok, NK-sejtek) gyulladasos citokineket termelnek — példaul
IFNy-t, tumor nekrozis faktor alfat (TNFa) és/vagy IL-1B-t, majd ezek hatasara az
MSC-k tobb, a T-sejt osztodas géatlasaért felelds faktort szekretdlnak (pl. PGE-2,
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NO). Erre vélaszul 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 itt
felsorolt mediatorok pontos szerepe azonban maig sem tisztizott, sok az egymasnak
ellentmondoé adat, ami valdsziniileg a sokszor igen eltéré kisérleti koriilményekre
vezethetd vissza. Mara mar az is egyértelmil, hogy az MSC-k mind a naiv és
memoria T-sejtek, mind a CD4 és CD8 pozitiv T-sejtek osztodasat képesek gatolni.

Az MSC-k és makrofagok (Me-ok) egymasra hatasarol mar joval
kevesebbet tudunk. A kozelmultban publikalt kisszama vizsgalat alapjan
feltételezik, hogy az MSC-k képesek a Me@-0k tgynevezett gyulladasgatld
(,-alternativ” uton aktivalt) M2-es Mo-profilba torténd polarizaciojat eléidézni, ide
tartoznak a szovetregeneracidt segitd, sebgyogyitdé M2a és a gyulladasgatlo,
regulator funkciokkal rendelkez6 M2b Me-0k. Maggini és munkatarsainak
eredményei szerint a bakteridlis lipopoliszachariddal (LPS-sel) gyulladaskeltd
(,,klasszikus™) M1-es allapotba juttatott M¢-ok citokintermelése az MSC-k hatasara
az Mz2-es (gyulladasgatlé/ szovetregenerald) Me-ok citokintermeléséhez valt
hasonlova, vagyis a gyulladasos mediatorok (TNFa, IL-6, 1L-12p70, IFNy) szintje
csokkent, mig a gyulladasgatlo IL-10, illetve IL-12p40 mennyisége emelkedett a
kulturdk felilluszéiban. Az eddig elvégzett kisszamu vizsgalatban azonban nem
kiilonboztetik meg, hogy az MSC-k az M2 fenotipuson beliil pontosan milyen
aktivacios allapotot (pl. M2a vagy M2b) idéznek el6 a Me@-oknal, pedig ennek
ismeretében célzottabba teheté az MSC-k terdpids felhasznalasa, ugyanis bizonyos
gyulladasos és/vagy autoimmun betegségekben mas-mas Mo alpopulaciok
jelenthetnek problémat.



CELKITUZESEK

Jelen munkankban a kdvetkez6 kérdések megvalaszolasa volt a cél:

1.

Létre tudunk-e hozni C57BI/6-0s egerek csontvel6jébdl a mesenchymalis
Ossejtekkel szemben tamasztott kritériumoknak megfeleld
Ossejtkulturakat?

Igazolni tudjuk-e az igy 1étrehozott MSC-k immunszuppressziv aktivitasat
mitogén és alloantigén-indukalt T-sejtes rendszerekben?

Milyen {6, az MSC-k altal termelt immunszuppressziv molekuldk
feleldsek a megfigyelt immunszuppressziv hatasért?

Miként befolyasoljak a fobb gyulladasos citokinek —a TNFo 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
peritonealis Me-ok fagocitotikus és antigénprezentald képessége, valamint
citokintermelése — tehat aktivacios profilja?

Sikeresen létre tudunk-e hozni egér csontveldi sejtekbdl differencialtatott
Mo-okat, valamint létre tudjuk-e bel6liik hozni megfeleld induktorok
hasznalataval a legismertebb Mo aktivacios allapotokat: M1, M2a, M2b?
Hogyan befolyasoljak az MSC-k az M1, M2a és M2b induktiv
kornyezetben a csontvel6i Me-ok fagocitotikus  képességét és
citokintermelését?

Képesek-e a csontveldi M@-ok az induktiv kdrnyezet valtozasat kovetve
ujrapolarizalodni, valamint befolyasolni tudja-e a folyamatot az MSC-k
jelenléte?

10. Milyen f6 mediator felel az MSC-k Mg-okra gyakorolt hatasaért?



MODSZEREK

A mesenchymalis dssejtek izolalasa és tenyésztése

A csontvel6i MSC kultardk létrehozasa foként adherenciajuk alapjan
tortént. Roviden: a 10-12 hetes C57BI/6-0s egerekbdl preparalt combcsontokbol
kifujtuk a csontveldt, az igy kapott sejteket tenyésztéedényekbe szélesztettiik. A
tenyésztési médium (KM) osszetétele: DMEM/F-12 médium (1:1 aranya keverék)
kiegészitve 10 v/v%-0s FBS-sel, 5 v/v% losavoval, 2 mM L-glutaminnal, 50 U/ml
penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel. A tenyészeteket 37°C-on 5% CO,-t
biztositd termosztatban inkubaltuk. Az MSC-ket a 7. és 15. atoltas kozott
hasznaltuk.

T-sejtek tisztitasa

A T-sejtek szeparalasat feln6tt C57B1/6 egerek 1épébdl végeztiik a SpinSep
Mouse CD3" T Cell Enrichment kit segitségével végeztiik a cég altal eléirt modon.
A preparatum tisztasagat CD3-specifikus monoklonalis ellenanyaggal aramlasi
citométerben ellendriztiik.

Peritonedlis- és csontvel6i makrofagkultiurak alapitasa

A peritonealis makrofagokat (Pe-Mg) 10-12 hetes C57BI/6-0s egerekbdl
nyertiik a peritonealis iireg tobbszori atmosasaval (heparinos (10 NE/ml) Hanks-féle
oldattal). A sejtszuszpenziot (PEC) kitapasztottuk, 1 ora inkubéacidé utan a nem
adherens sejteket egyszeri mosassal tavolitottuk el, a sejteket losavomentes CM-ban
tenyésztettiik. A kisérletekhez frissen izolalt Pe-M@-okat hasznaltunk.

A csontvel6i makrofagokat (BM-M¢@) 4-8 hetes C57BI/6-0s egerek
femurjaibol kiftjt csontveldi sejtekbdl differencialtattuk. 50 ng/ml M-CSF tartalmt
16savot nem tartalmazd KM-ban 5% CO, mellett 37°C-on 7 napig inkubaltuk a
sejteket, majd egy napig losavometes KM-ben pihentettiik 6ket. Minden kisérlethez
frissen differencialtatott sejteket hasznaltunk.

A felhasznalt sejtek karakterizalasa

Az MSC-k, Pe- és BM-Mg-0k karakterizalasat az ,Eredmények”
fejezetben feltiintetett sejtfeliileti markerek ellenanyaggal torténd jelolésén keresztiil
aramlasi citométerrel végeztiik.

Az MSC-k csont iranyu differencialtatishoz a sejteket B-glicerofoszfat (10
mM), dexametazon (10® M) és aszkorbinsav (0,3 mM) tartalma, 10% FBS-sel
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kiegészitett DMEM médiumban 2 hétig inkubaltuk. A sejtek altal termelt, majd
lerakodott extracellularis kalciumot alizarinvords festékkel mutattuk ki. A zsirsejt
iranya differencialtatashoz a tenyésztésnél hasznalt, de 16savot itt nem tartalmazo
KM-ot egészitettiik ki dexametazonnal (10”7 M) és 3-izobutil-1-metilxantinnal (0,5
mM), majd a sejteket 2 hétig inkubaltuk ebben. A sejtek altal felhalmozott
lipidcseppeket olajvords festékkel tettiik 1athatova.

Aktivalt T-sejtek osztodasanak gatlasa

Az MSC-k immunszuppressziv aktivitdsinak méréséhez 2x10* MSC-t és
2x10° 1épsejtet vagy T-sejtet adtunk 5 pg/ml concanavalin A (ConA) jelenlétében
illetve hianyaban.

A kevert limfocita kultrakat (MLR) hasonlé koriilmények kozott, 2x10°
,valaszad6™ (C57BI/6) és 2x10° , stimulator” (30 Gy-vel besugarzott Balb/c) 1épsejt
dsszemérésével, szintén 2x10* MSC jelenlétében készitettilk 16savomentes KM-ban.
A mitogén (ConA) stimulalt kulturak esetében két, a kevert limfocita kultirak
esetében négy nap inkubacié utan 1 pCi *H-timidinnel 6-12 éran keresztiil jeldltiik a
sejteket, learattuk Oket és folyadékszcintillatorban mértiik a percenkénti
beiitésszamot.

A sejtkontaktus szerepének vizsgalatakor 2x10° MSC kulturaihoz 2x10° T-
sejtet adtunk. A T-sejteket direkt, vagy 1 um porusatméréjii féligatereszté hartyaval
ellatott ,,transwell” kamrakban adtuk a kultarakhoz.

Sejtfeliiliszékba szekretalt citokinek mérése

A kiilonboz0 kisérleti elrendezésekbdl gyiijtott sejtfeliiliszokbol enzimhez
kotott immunoszorbens analizis (ELISA) segitségével mutattuk ki a minket érdekld
fehérjék, mediatorok mennyiségét.

Az MSC-k prosztaglandin-E2-termelésének vizsgalata

2x10° MSC-t tapasztottunk 24 6ran keresztiil 37°C-on, majd a kultardkhoz
10 vagy 50 ng/ml TNFa-t, 20 vagy 100 ng/ml IFNy-t, 10uM indometacint (Indo),
1mM N-metil-L-arginin-acetatot (L-NMA), 1 uM metil-triptofant (1-MT) vagy 80
UM nitrogén-monoxid donor molekulat (NOC-18) adtunk. Tovabbi 48 ora inkubacio
utan feliilluszokat gytiijtottiink.



Makrofagok kiilonb6z6 aktivacids profilba torténdé indukciéja

A Pe-Mg-ok aktivaciojat vagy 10 pg/ml lipopoliszachariddal (LPS), vagy
M1 indukcios médiummal (ldsd késébb) értiik el. 10° PEC-et tapasztottunk ki, majd
a mosas utan megmaradt sejteket hasznaltuk (lasd fentebb), amiket 2x10* MSC-vel
kezeltiink.

A BM-Mg-ok indukcidjahoz csontvelSsejteket (2x10°  sejt/lyuk)
tapasztottunk, majd a fentebb ismertetett eljaras szerint differencialtattuk Oket.
Ezutan az M1, M2a és M2b aktivacios allapotok kivaltasahoz a kovetkezo
koktélokat hasznaltuk: 1.) M1 indukciés médium: 100 ng/ml LPS + 10 ng/ml IFNy
losavomentes KM-ban; 2.) M2a indukciés médium: 20 ng/ml IL-4 lésavomentes
KM-ban; 3.) M2b indukciés médium: 100 ng/ml LPS + 100 pg/ml hdaggregalt egér
IgG (IgGa) losavomentes KM-ban. Az indukcio 2x10* MSC jelenlétében vagy
hianyaban zajlott.

Me-ok éleszto- és apoptotizalé timocita fagocitézisanak vizsgalata

Az apoptotizalé timocitak 1étrehozasidhoz 6-8 hetes C57BI/6 egerek
timuszat izolaltuk, majd szétnyomkodtuk a szervet. A kapott sejtszuszpenziot 2 uM
dexametazonnal kezeltiik 12 6ran at 37°C-on.

A Pe-Mg-okhoz, vagy BM-Mg-okhoz MSC-ket, LPS-t, M1-, M2a- vagy
M2b indukciés médiumot adtunk. 48 6ras 37°C-on torténd inkubacio utan 5x10°
hoéinaktivalt élesztésejtet (Saccharomyces cerevisiae) adtunk a kultirakhoz, majd
egy orat inkubaltuk 6ket 37°C-on. Ezutan a sejteket fixaltuk és Giemsaval festettiik.
Az eredményeket digitalis fényképeken rogzitettik (random képeken), majd
megszamoltuk a bekebelezett ¢élesztdsejtek mennyiségét (Elesztdsejt/makrofag)
kezelésenként 100-100 makrofagban.

A Pe-Me-ok apoptotizald timocita-fagocitozisat specifikus 5(6)-CFDA/SE
fluoreszcens jel6léssel bizonyitottuk, ami a 6-8 hetes C57Bl/6 egerek timuszabdl
izolalt sejtekben CFSE-vé (karboxifluoreszcein-diacetatszukcinimidil-észter) alakul.
A jeldlt timocitakat 12 6ran at 37 °C-on inkubaltuk 2 uM dexametazon jelenlétében,
majd a kulturdkhoz adtuk. Az MSC-k az mCherry génjének lentiviralis bevitelével
lettek jelslve (Dr. Német Katalin és munkatarsainak segitségével). 5x10° CFSE-
jelslt timocitat és 2x10* mCherry fluoreszcens fehérjét expresszaléo MSC-t adtunk a
10° kiindulasi sejtszammal kitapasztott Pe-Me kulturdkhoz, majd 48 oran 4t
inkubaltuk a sejteket. Az eredményeket digitalis fényképeken rogzitettiik, valamint
aramlasi citométerrel is vizsgaltuk az apoptotizald sejtek felvételét. Egyes
kisérletekben jeloletlen apoptotizald timocitakat, vagy hdinaktivalt élesztosejteket



alkalmaztunk, és az egy oras fagocitdzis utan inkubaltuk a sejteket még 48 oOran at,
hogy citokinanalizis céljabol feliiluszokat gytijtsiink.

A Pe-Mg-ok antigénbemutaté képességének vizsgalata MSC-ket és T-sejteket
tartalmazé kultirakban

4x10° MSC-t, 2x10° PEC-bél nyert Pe-Mg-ot, 2x10° in vivo komplett
Freund adjuvans és ovalbumin 1:1 aranyu keverékével eléaktivalt T-sejtet, valamint
ovalbumin (OVA) kiilonb6z6 koncentracioit (4; 20; 100 pg/ml) mértikk 6ssze, majd
a kulturakat 37°C-on 5 napig inkubaltuk. Ezt kévetéen 1 pCi >H-timidin
hozzaadasaval 18 oran keresztiil jeloltiik a sejteket, és folyadék-szcintillatorban
mértiik a percenkénti beiitésszamot.

A Kiilonb6z6 T-sejt alpopulaciékban bekovetkezo valtozasok vizsgalata

Ehhez a vizsgalathoz 4x10® MSC-t, 2x10° PEC-bél nyert Pe-Mo-ot, 2x10°
in vivo ovalbuminnal el$aktivalt T-sejtet, valamint 20 pg/ml ovalbumint mértiink
Ossze, majd a kulturdkat 5 napig inkubaltuk 37°C-on. Ezutan a kulturakbol
begytijtottik a T-sejteket és a Treg-sejtek jelolését a Mouse Regulatory T Cell
Staining Kit #1 segitségével, mig a T helper 17 limfocitdk meghatarozasat a Mouse
Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit leirdsa szerint végeztilk. A jelolt sejtek ardnyat
aramlasi citométerrel mértiik.

A sejtkontaktus szerepének vizsgalata BM-M¢ és MSC kokulturakban

2x10° BM-Mg-ot szélesztettiink, majd 2x10* MSC-t helyeztink 1 um
porusatmérdjii féligatereszté hartyaval ellatott ,transwell” kamrakba. A kialakitott
kokultirakat M1-, M2a- vagy M2b indukciés médiummal kezeltiik, majd 48 o6ran at
inkubaltuk és feliiliszokat gytijtottiink.

A prosztaglandin-E2 szerepének vizsgalata BM-Mg kultirakban

A PGE-2 szintézisének megakadalyozasahoz COX-1-gatloként 10uM
Resveratrolt és/vagy COX-2-gatloként 10uM Celecoxibot adtunk M2b indukcios
médiumot tartalmazé6 BM-Me-ok és MSC-k kokulturaihoz. 48 6ras inkubacio utan
feluluszokat gyiijtottink. A  kiilsé forrasbol adagolt PGE-2-t felhasznalo
kisérletekben 200, 400 vagy 800 pg/ml PGE-2-t adtunk az M2b indukcios médiumot
tartalmazo BM-Mo kultirdkhoz. 48 oras inkubaciot kovetben feliiliszokat
gyljtottiink.



Statisztikak

Az eredmények szignifikans voltat Student-féle t-proba, és nem-
paraméteres Kruskal-Wallis proba segitségével ellendriztiik p<0,05 figyelembe
vételével.

EREDMENYEK

A csontveldi eredetii mesenchymalis dssejtek karakterizalasa

Munkank elsé 1épéseként elengedhetetlen volt bizonyitani, hogy a 10-12
hetes egerek csontveljébdl alapitott sejttenyészetek megfelelnek-e a mesenchymalis
Ossejtekkel szemben allitott kovetelményeknek. Az adherens sejtek elnyult,
fibroblasztszerti morfoldgiat mutattak, amit Giemsa-festéssel tettlink lathatova.
Adherens sejtjeink sejtfelszini markerprofilja MSC-kre jellemzdé képet mutatott.
Megfelelé mennyiségben hordoztak egér fibroblasztokra jellemzé markereket,
ugymint Sca-1, CD44, CD73. Az altalunk vizsgalt kultira mar nem tartalmazott
hematopoetikus elemeket (CD34, CD45R, CD11b, Grl, Terl17). Ezek utin a
csontvel6i kulturakbol specialis induktorok hasznalataval 14 nap alatt sikeresen
differencialtattunk lipidcseppeket felhalmozd zsirsejteket, és extracelluldrisan
kalciumot felhalmozd oszteoblasztokat. Differenciacios képességeiket tekintve tehat
sejtjeink multipotensnek tekinthet6k (vagy legalabbis bipotensek).

Csontvel6i MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak vizsgalata T-sejtes
rendszerekben

A csontvel6i MSC-k immunszuppressziv aktivitasanak bizonyitasara
kétféle aktivalt T-sejtes rendszerben végeztiink vizsgalatokat. Kevert limfocita
reakcio soran (MLR, mixed lymphocyte reaction) az alloantigén-indukalt T-sejt
osztodasgatlast kiilonbzé mennyiségli MSC  hozzaaddsara vizsgaltuk. 2x10°
,valaszad6” (C57Bl/6-0os egerekbdl szdrmazod, osztddoképes) és ugyanennyi
,stimulator” (Balb/c egerekbdl izolalt, besugarzott, osztodasképtelen) lépsejtet
adtunk MSC-k 1,25x10% 2,5x10°, 5x10% 10% illetve 2x10* sejtet tartalmazo
kovettiik nyomon. Eredményeinkbdl kideriilt, hogy az MSC-ket 1:40 aranyban
alkalmazva azok mar jelentés 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, és hasonld trendeket figyelhettink meg. A
tovabbiakban mar csak mitogénindukalt T-sejtekkel és 1:20 MSC:T-sejt arannyal
dolgoztunk.

Az MSC-k T-sejtosztédast gatlo hatasaban szerepet jatszé6 mediatorok
vizsgalata

Szerettiik volna kideriteni, hogy az egér MSC-k és aktivalt T-sejtek kozott
kialakulé kolcsonhatasért milyen szolubilis mediator(ok) felel(nek). A PGE-2
termelésben szerepet jatszo enzimek, a ciklooxigenazok (COX-1, COX-2)
gatloszereként indometacint (Indo), az indolamin-2,3-dioxigendz enzim (IDO)
gatloszereként  1-metil-triptofant (1-MT), valamint a nitrogén-monoxid (NO)
szintéziséért felelds indukalhato nitrogén-monoxid-szintaz (iNOS) gatloszereként N-
metil-L-arginin-acetatot (L-NMA) adtunk MSC-k és ConA-stimulalt T-sejtek
kiilonboz6 kultaraihoz. Az MSC-k erdteljes T-sejtproliferaciot gatld hatasa megint
kialakult. Ezt a gatld hatast az Indo és L-NMA gatloszerek voltak képesek
részlegesen feloldani, hatdsuk azonban nem volt additiv. A prosztaglandinok és a
NO hatasa tehat igazoloédott az MSC-k és aktivalt T-sejtek kolcsonhatdsdban.
Azonban az is kideriilt, hogy szerepiik nem kizarélagos, egyiittes gatlasuk is csak
részlegesen tudta helyreallitani az aktivalt T-sejtek osztodasat. Az 1-MT hatésa,
tehat az IDO szerepe vizsgalataink szerint nem volt kimutathato.

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

Miutan a PGE-2 MSC-T-sejt kdlcsonhatasban betdltott szerepe a mi
méréseink alapjan is beigazolodni latszott, szerettiik volna megvizsgéalni, hogyan
alakul az MSC-k PGE-2 termelése aktivalt T-sejtek jelenlétében. Méréseink alapjan
az MSC-k 6nmagukban atlagosan 1150 pg/ml PGE-2-t termeltek (kontroll). Ez az
érték mar aktivalatlan T-sejtek jelenlétében is koriilbeliil négyszeresére ugrott,
azonban a ConA-val aktivalt T-sejteket tartalmazd kokulturdkban volt a
legmagasabb (kb. tizszerese a kontroll kultiraénak). Ha a két sejttipus kozott a
fizikai kontaktust féligatereszt6 hartyaval megsziintettiik, akkor a T-sejtek sem
onmagukban, sem aktivalt allapotukban nem voltak képesek eldidézni a
feliiliszokban mérheté PGE-2 szint emelkedését. Tehat 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-novelé hatasat
gatloszerek jelenlétében is vizsgaltuk. Nem meglepéd modon Indo hozzaadasara a
PGE-2 termelés erbteljesen lecsokkent, az L-NMA jelenlétében azonban nem
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figyeltiink meg gatld hatast. Az aktivalt T-sejtek PGE-2 novel hatésa tehat dontéen
a COX enzimeken keresztiil, és nem az iNOS ¢és igy a NO igénybevételével valosul
meg.

A mesenchymalis éssejtek prosztaglandin E2-termelésének hatasmechanizmusa
gyulladasos citokinek jelenlétében

Szerettiik volna felderiteni az MSC-k PGE-2-termelésének névekedése
mogott hizédd mechanizmust. Ehhez a gyulladasos kornyezetet a T-sejtek altal is
termelt legfontosabb citokinekkel, interferon-gamma (IFNy) és tumor nekrozis
faktor-alfa (TNFo) hozzaadasaval modelleztilk. A TNFo magasabb koncentracioban
(50 ng/ml) képes volt jelentésen fokozni az MSC-k PGE-2-termelését, mig
alacsonyabb koncentracional (10 ng/ml) ez a hatas elmaradt. Az IFNy sem magasabb
(200 ng/ml), sem alacsonyabb (20 ng/ml) koncentracioban nem befolyéasolta a PGE-
2-termelést, azonban ha azt TNFa egyidejii hozzaadasa mellett alkalmaztuk, a hatas
nem additiv volt, hanem szinergisztikus: az IFNy még alacsony koncentraci6 mellett
is @ TNFa hatasat potencialva sokszorosara novelte a PGE-2 feliiluszokban mérhetd
szintjét. Az IFNy tehat jelentés mértékben képes fokozni az MSC-k TNFa-indukalt
PGE-2-szintézisét.

Ezek utan a PGE-2-termelés jelatviteli utjaban feltételezhetéen Szerepet
jatszo6 enzimek (COX enzimek és iNOS) gatloszereit adtuk az el6bb ismertetett
rendszerhez. Az MSC-k alap PGE-2-termelése Indo hatasira szinte teljesen
megsziint (85%-os gatlas), az iNOS-gatlo L-NMA viszont az Indo-nal gyengébb
mértékben ugyan (mintegy 60%-ban), de szintén képes volt mérsékelni a medidtor
szintézisét. Ezutan az MSC-k 50 ng/ml TNFa-val indukalt PGE-2-termelését
kontrollnak véve megfigyeltik, hogy az Indo megint erés szintézisgatlonak
bizonyult (65%-o0s eredményesség). Ebben az aktivalt allapotban viszont mar az L-
NMA nem tudta befolyasolni az MSC-k PGE-2-szintézisét. A TNFo tehat
valoszintileg egy kiilon reakciouton, az iNOS-t6l fliggetleniil, de a COX enzimeken
keresztiil indukal PGE-2 szintézist. Mikor a TNFa-t az IFNy-val egyiitt alkalmaztuk,
akkor mar az L-NMA is kifejti gatlé hatasat, azonban soha nem éri el az Indo okozta
gatlas erOsségét. Ez arra utal, hogy az IFNy viszont egy olyan jelatviteli tton
kapcsolodik be — szintén a COX enzimeken keresztil — a PGE-2-szintézis
szabalyozasaba, amelynek az iNOS enzim is fontos résztvevdje. Ezt timasztja ala az
az eredményiink is, hogy a NOC-18-cal, egy NO-donorral kezelt MSC-kbdl szintén
jelent6s mennyiségli PGE-2 szabadul fel.
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Mesenchymalis dssejtek és peritonedlis makrofagok kolesonhatiasanak
vizsgalata

A peritonealis makrofiagok karakterizalasa

Munkank tovabbi részében a gyulladasos és/vagy autoimmun betegségek
hatterében all6 masik, kozponti sejtféleségre, a makrofagokra fokuszaltunk, és
szerettiik volna kideriteni, hogyan befolyasoljak az MSC-k ezeket a sejteket. A
»Modszerek” fejezetben ismertetett modon izolalt, letapadt sejteket aramlasi
citometriaval jellemeztik. 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, mig granulocitdk nem voltak kimutathatok a kulturakban. A
vizsgalt sejtek 69,8+5,4%-ban hordoztak MHC-II antigént, valamint 12,8+2,3%-ban
Ly-6¢c-t. Mindkét marker a M-ok aktivaltsagara utal, azonban az MHC-II" sejtek
kisebb hanyadat a detektalt B-sejtek teszik ki (26.5+4.4%).

A peritonealis makrofiagok éleszt6- és apoptotizalé timocita-fagocitézisanak
valtozasa MSC-K jelenlétében

Az altalunk alkalmazott modszerrel 1étrehozott kultirakban a Pe-M¢-0k
jelentds mértékben voltak képesek élesztd sejteket fagocitalni, tehat funkcionalisan
megfeleldé Me-okat tudtunk izolalni. Az MSC-k jelenléte nagymértékben tudta
fokozni a Pe-Mo-ok éleszt6-fagocitozisat. LPS-sel, egy Toll-like receptor 4 (TLR4)-
liganddal a Me-ok tovabbi aktivacidjat érhetjiik el. Méréseink szerint a 10ug/ml-rel
torténé LPS-kezelés nagymértékben csokkentette a Pe-Mo-ok élesztd-fagocitozisat,
mig az MSC-K jelenléte jelentésen fokozta azt. Az MSC-knek ezt a hatasat az LPS
jelenléte nem befolyasolta. A patogének internalizacidjanak vizsgalata utan
kivancsiak voltunk, hogy miként befolyasolja az MSC-k jelenléte a Pe-Mq-oknal a
pusztuld sajat sejtek fagocitozisat. Az apoptotikus sejtek felvételét fluoreszcens
festékkel (CFSE) jelolt, és el6zetesen dexametazonnal kezelt timocitak segitségével
bizonyitottuk a kokultirakban. Fluoreszcens mikroszkopos képeink és aramlasi
citometrids méréseink szerint is megtortént az apoptotizald sejtek felvétele: a
kozepes fluoreszcencia intenzitas (MFI) értékek szerint ugyanis a szabad timocitak
fluoreszcens jele a Pe-Mo-ok jelenlétében jelent6sen csokkent. MSC-k jelenlétében
a Pe-Mg-ok altalanosan tobb apoptotizald timocitat internalizaltak, ezeknek egy
jelentds hanyada pedig kifejezetten erds zold fluoreszcens jelet adott, ami még tobb
timocita bekebelezésére utal. A Pe-Me-ok tehat intenzivebb patogén- és
apoptotizalo sajat sejt felvételre képesek MSC-k jelenlétében.
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Azt is szerettiik volna tudni, hogy milyen véltozasok zajlanak le a M¢-0k
citokintermelésében, mikzben a kétféle sejtet (élesztét vagy apoptotizald timocitat)
felveszik. A valtozasok kovetésére a TNFa (egy gyulladasos citokin), az IL-10 (egy
gyulladasgatld citokin), és a PGE-2 (az MSC-T-sejt kolcsonhatasban altalunk mar
vizsgalt immunmodulalé lipid mediator) mennyiségét mértiik a feliiluszokban. A Pe-
Me-ok citokintermelése MSC-k jelenlétében atfordult: tobb IL-10-et termeltek, mint
TNFo-t akar éleszté sejtek, akar apoptotizald timocitak aktivaltak kozben a Me-
okat. Tehat az MSC-k jelenléte gyulladasgatlo citokinprofilt hoz 1étre a Pe-M¢
kultarakban, és a PGE-2 az IL-10 mennyiségével egyiitt mozogva valdszintileg
fontos mediatora ennek a folyamatnak.

A gyulladasos kornyezet hatidsa a peritonedlis makrofagok és MSC-k
kolesonhatasara

A gyulladasos (M 1) makrofagok polarizacidjanak két fontos induktora az
LPS és az IFNy, igy kivancsiak voltunk, hogy az ilyen mddon aktivalt Me-0k
hogyan reagalnak az MSC-k kozelségére. A Pe-Me-MSC kokulturdkat M1
indukcios koktéllal kezeltiik. Az Ml-indukcié hatdsara a csak Pe-Mg-okat
tartalmazo kultarakban gyulladasos profil kialakuldsat figyelhettik meg, amit a
TNFa és IL-10 emelkedett szintje jelez erételjes TNFa-dominanciaval. Az MSC-k
jelenléte mind a normal médiumban, mind az M1-induktiv kdrnyezetben inkubalt
Pe-Me-oknal IL-10-dominans citokintermelést eredményezett, mikdzben az Ml-
indukcio alatt kialakuld6 TNFa-termelést nem befolyasolta. Tehat az MSC-k a Pe-
Mao-ok IL-10-termelésének fokozasan keresztiil képesek ellenstlyozni az altalunk
hasznalt gyulladasos profilt indukald faktorok hatasat.

Az MSC-k hatasa a makrofagok antigénbemutaté képességére

A Pe-Mg-ok antigénbemutatdé képességét eldszor 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 kultarakban, masrészt a
molekuladk mennyisége is noétt a sejtek felszinén. MSC-k hatasara mind az
aktivalatlan, mind az LPS-sel stimulalt Pe-Mg-ok felszinén nagymértékben dasult az
MHC-II és CD86 molekula. Tehat az MSC-k jelenléte LPS-t6l fliggetlen moédon
mind a ,,nyugvd”, mind az aktivalt Pe-Mo-ok esetében intenzivebb antigénbemutatod
képességet tesz lehetové.
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A Pe-Mo-ok antigénprezentalo képességét ovalbumin- (OVA-) specifikus
T-sejtek osztodasanak mérésén keresztiil vizsgaltuk tovabb az OVA kiilonbozo
koncentracidinak (4 pg/ml; 20 pg/ml; 100 pg/ml) jelenlétében. Eredményeink
szerint mar 20 mg/ml-es OVA-koncentracional jelent6sen fokozdodott az OVA-
specifikus T-sejtek osztodasa a Pe-Meo kokulturakban, tehat a Pe-Meo-ok hatékony
antigénprezentald sejteknek bizonyultak. Az OV A-specifikus T-sejtek osztodasa
azokban a kultirdkban volt a legjelentésebb, amikben az OVA hozzaadasakor Pe-
Meo-ok és MSC-K is jelen voltak, ilyenkor a T-sejtek dozifiiggd mddon az OVA
magasabb koncentracidira kifejezettebb osztodassal reagaltak. Az MSC-k jelenléte
tehat nagymértékben fokozta a Pe-Mo-ok antigénbemutatd képességét.

Kivancsiak voltunk, hogy ekdzben hogyan alakul a regulator T-sejtek és a
gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo 17-es tipusu helper T-sejtek (Thl7)
aranya. Azt tapasztaltuk, hogy az MSC-ket és Pe-Mo-okat tartalmazo6 kultardkban a
CD4'CD25" sejtek kozott disult a reguldtor (FOXP3™) T-sejtek szama a csak Pe-
Me-okat tartalmazo kultarakhoz képest. Ezzel parhuzamosan a Th17-es ejtek aranya
csdkkent. Az MSC-k tehat egyrészt fokozzak az immunvalaszt szabalyozé CD4*
sejtek regulator T-sejt iranyl differencialédasat, ugyanakkor gatoljak az erdsen
autoreaktiv, gyulladaskelté Th17-es sejtek kialakulasat.

Mesenchymalis 6ssejtek és ,,naiv” makrofagok kolcsonhatasanak vizsgalata
A csontveldi eredetii makrofagok karakterizalasa

Az MSC-k és Mo-ok kolcsonhatasat szerettiik volna behatobban vizsgalni.
Ehhez arra volt sziikségiink, hogy a Pe-Me@-oknal tisztabb, homogénebb és
aktivalatlan sejtekkel dolgozzunk. 4-8 hetes C57BIl/6-os egerek csontvel6ibol
differencialtattunk Meg-okat (BM-Mg). 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").

A kiilonb6zé iranyokban aktivalt csontveléi makrofagok élesztd-
fagocitozisanak valtozasa MSC-k jelenlétében

Ezek utan a BM-Mo-ok fagocitotikus képességét vizsgaltuk. Nyugvo, naiv
(MO) allapotban vagy specialis induktorok segitségével a harom f6bb, ismert Mo
aktivacios profilba polarizalva (M1 - gyulladdsos, M2a — sebgyogyité és M2b —
regulator) mértiik a BM-Mg-0k élesztd-fagocitozisat. A nyugvd sejtek onmagukban
atlagosan 12 élesztd sejtet vettek fel, ami M2a induktiv kdrnyezetben sem valtozott
szamottevlen. Az M1-es és M2b Meo-ok viszont jelent6sen kevesebb élesztot tudtak
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bekebelezni. Az MSC-k jelenléte kiilonbozSképpen befolydsolta az egyes
aktivaltsagi allapotokban 1év6 BM-Me-ok éleszto-fagocitozisat: MO és M2a
allapotokban csokkentette, mig M1 és M2b aktivacios kdrnyezetben jelentésen
novelte annak mértékét.

A Kkiilonb6zd iranyokban aktivalt csontveléi makrofiagok citokintermelése
MSC-k jelenlétében

A fagocitotikus képesség vizsgalataval parhuzamosan szerettilk volna
tudni, a kiillonb6z6 induktorok valdban kialakitjak-e a megfelelé Me-polarizacios
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-szeri fehérje
3 (Yml) — rendszeriinkben a Mg-ok altal termelt — faktorok sejtfeliiliszokban
mérhetd szintjének vizsgalatan keresztiil szerettlink volna  bizonyitani.
Eredményeink szerint a naiv MO0 Meg-ok onmagukban nem termeltek szamottevo
mennyiségi 1L-10-et és TNFa-t. M1-es és M2b aktivacio soran viszont jelentds IL-
10- és TNFa-szinteket mérhettiink a feliiliszokban. M2b éllapotban magasabb IL-10
¢és alacsonyabb TNFa termelédés volt jellemzd, 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 Mg-0k a naiv MO sejtekhez hasonldéan nem termeltek
jelentés mennyiségii IL-10-et és TNFa-t, azonban — az erre az aktivacios allapotra
jellemzéen — Yml-termelésiik kiemelkedé wvolt. Eredményeink szerint tehat
sikeresen hoztunk létre M1, M2a és M2b aktivacios profilba tartozo BM-M¢-oKat.
Mikor a kiilonb6z6 indukciok soran MSC-k is keriiltek a BM-Me-ok mellé, a TNFo
szintjének befolyasolasaval fejtették ki a hatdsukat. M1 és M2b aktivacios
kornyezetben jelentGsen csokkentették, mig M2a indukcid alatt novelték a citokin
feliiluszokban mérhet6 szintjét, mikdzben az IL-10 vagy a Yml mennyiségét nem
befolyasoltak. Ezzel M1 és foként M2b allapotban a citokinaranyt az IL-10 javara
toltak el, tehat az MSC-k jelenléte az ilyen induktiv kérnyezetekben gyulladasgatlo
Mao-profil kialakulasanak kedvez. Kisérleti elrendezésiinkben az MSC-k egyik
altalunk vizsgalt faktor termelésére sem voltak képesek.

A csontveldi eredetii makrofagok repolarizaciés képessége

Szerettiik volna kideriteni, hogy a Mg-ok egymds utan tobbszor is
képesek-e kiilonbdzé polarizaciods allapotokba jutni, illetve hogy az MSC-k képesek-
e befolyasolni az igy létrejové Me-okat. Ehhez a naiv BM-Mo-okat el6szor M1,
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majd M2a vagy M2b iranyba aktivaltuk, a kiilonboz6é indukcids 1épéseknél pedig
MSC-ket adtunk a kultarakhoz. Az Ml-es allapotbol M2a-ba vagy M2b-be
polarizalt Me-ok kultirainak citokintermelését naiv BM-Mg-okbo6l kialakuldé M2a
és M2b Meg-ok citokintermelésével is Osszehasonlitottuk. A BM-Me-ok M1-es
stimulaci6 hatasara jelent6s mennyiségii IL-10-et és TNFao-t termeltek. Ezek utan az
M1-b6l M2a iranyba repolarizalt BM-Me-oknal kialakult az M2a sejtekre jellemzd
alacsony IL-10 és TNFa termelés, és a magas Ym1 szintézis. Az igy 1étrejové M2a
Meo-ok megegyeztek a naiv BM-Mg-okbol 1étrehozott M2a Me-okkal — legalabbis
az altalunk vizsgalt harom faktor tekintetében. Az M1-b6l M2b iranyba torténd
polarizacié soran szintén létrejott az M2b Mo-okra jellemz6 citokinprofil: a
TNFa/IL-10 aranyban a TNFa talstlyat az IL-10 dominancidja valtotta fel. Az igy
kialakul6 citokinarany hasonlé volt a naiv BM-Meg-okbdl polarizalt M2b sejtek
citokintermeléséhez, de az IL-10 szintje ez esetben erésebben dominalt a
feliluszokban. Yml-termelddés az M1 és M2b allapotokra jellemzéen sem az
MO>M1->M2b, sem az MO->M2b indukcidk sordn nem volt jelentds.
Eredményeink szerint tehdt a BM-Mg-ok gyulladasos aktivaciot (M1) kovetden
atpolarizalhatéak M2a és M2b iranyokba. Erdekes, hogy az MSC-k az el6zéleg M1
iranyba polarizalt Me-okbol 1étrejovo sejteknél mar sem M2a, sem M2b iranyban
nem tudtak hatni a kialakulo citokinprofilokra.

A prosztaglandin-E2 szerepe a csontveldi eredetii makrofigok és MSC-k
kolcsonhatasaban

Szerettiik volna tudni, hogy hogyan képesek befolyasolni az MSC-k a BM-
Mao-ok citokintermelését. El6szor a sejt-sejt kontaktus szerepét vizsgaltuk, ehhez a
BM-Meo-okat és MSC-ket féligatereszt6 hartyaval valasztottuk el egymastdl az M1,
M2a és M2b indukcié soran. Kideriilt, hogy a kokultirdkban mérhetd IL-10 és
TNFa ardnyok nem valtoztak meg a térbeli szeparalds hatdsara, tehat dontden
szolubilis faktorok felelnek az MSC-k hatéasaért.

Irodalmi adatok alapjan és az altalunk Pe-Mo-ok vizsgalatanal tapasztalt
eredmények szerint az MSC—Mg kolcsonhatasban potencialisan szerepet jatszo
egyik mediator a PGE-2 lehet. Ennek vizsgalatira az M2b Me-indukciot
valasztottuk modellrendszerként, mivel az MSC-k ebben az aktivacids allapotban
hatottak a leger6sebben a BM-Mg-ok citokintermelésére. Az M2b indukcid soran a
PGE-2 szintézisért felelés 6 enzimek (COX-1 és COX-2) gatloszereit (Resveratrol
és Celecoxib) adtuk a BM-M@-MSC kokulturakhoz. Eredményeinkbdl kideriilt,
hogy a COX-2 enzim gatlasakor a TNFo/IL-10 aranyban jelentds TNFo-dominancia
alakult ki a gatloszert nem tartalmazé kontroll kokultirdkhoz képest, mig a COX-1
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enzim egyediili gatlasakor ilyet nem figyelhettink meg. A vizsgalatot M1-es
induktiv kornyezetben is megismételtiik, ahol hasonlé eredményeket kaptunk. A
PGE-2 tehat a COX-2 enzimen keresztiil termeldédve jarulhat hozza ahhoz, hogy
MSC-k jelenlétében a BM-Meg-ok citokintermelésében az IL-10 dominancidja
alakulhat ki. A PGE-2 szerepének tovabbi bizonyitdsara a MSC-k hatésat kiilsé
forrasbol hozzaadott PGE-2 kiilonb6z6 koncentracidival (200 pg/ml; 400 pg/ml; 800
pg/ml) helyettesitettiik M2b induktiv kérnyezetben. A PGE-2 — mar 200 pg/ml-es
koncentracioban is — képes volt imitalni az MSC-k hatésat, és dozisfiiggden tolta el a
TNFo/IL-10 aranyat az IL-10 javara a Mo-kulturdkban. Eredményeink alapjan
bebizonyosodott, hogy a PGE-2 fontos szerepet jatszik az MSC-BM-Me
interakcidban.

KOVETKEZTETESEK

1. Sikeresen hoztunk létre C57Bl/6-os egerek csontvel§jébdl olyan
sejttenyészeteket, amik fibroblaszt-szerii morfologidjuk, sejtfelszini
markereik, valamint zsir és csont iranyu differenciacios képességeik
alapjan mesenchymalis 0ssejteknek tekinthetdok.

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

3. Az MSC-k aktivalt T-sejtekre gyakorolt szuppressziv hatisaban a sejt-sejt
kontaktus, valamint a szolubilis mediatorok koéziil 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 hatdsa
szinergisztikus.

5. A TNFa és az [FNy a COX-2 enzim indukcidjan keresztiil segiti el6 az
MSC-k PGE-2-termelését. Az iNOS és a NO — legalabbis részben — az
IFNy tutvonalon keresztiil, de a TNFa jelpalyatol fiiggetleniil kapcsolodik
a COX-2-indukcios uthoz. Az MSC-k PGE-2-termelésének indukcioja
tehat redundans folyamat.

6. Az MSC-k jelenléte fokozza a peritonealis Me-ok fagocitotikus ¢és
antigénprezentald  képességét, citokintermelésiik pedig TNFa-
dominanciarél IL-10-dominanciara valt, tehat a Pe-M@-ok MSC-k
jelenlétében gyulladasgatlo, M2b-szerti fenotipust mutatnak. A hatds M1
vagy egyéb gyulladasos aktivatorok jelenlétében is megmarad.
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10.

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

Az MSC-k novelik az M1 és M2b, mig csokkentik az M2a Me-ok
fagocitotikus képességét. Citokintermelésiikre csak a TNFa-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 aktivacios kornyezetben M2b-szerti regulator
Meo-fenotipus kialakulasat segiti eld.

A csontveléi Mo-ok képesek M1-es aktivacios allapotbol M2a és M2b
iranyokba ujrapolarizalodni, az MSC-k azonban nem képesek befolyasolni
ezeket az atalakulasokat.

Az MSC-k csontveléi Me-okra gyakorolt hatiasa foként szolubilis
mediatorok segitségével jon létre, ezen beliil is a COX-2 enzimen
keresztiil termel6dé PGE-2 meghatarozé szerepét bizonyitottuk.
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