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Roviditések jegyzéke

APC: (antigen presenting cell) antigén-bemutat6 sejt

Arg-1: (arginase-1) arginaz-1

BMT: (bone marrow transplantation) csontveld transzplantacio

Csv-MSC: csontvel6i mesenchymalis dssejt

CFU-F: (colony forming unit-fibroblast) fibroblast koloniat képz6 sejt

CFA: (complete Freund adjuvant) komplett Freund adjuvans

CLP: (cecal ligation and puncture) caccum elkotését kovetd bélroncsolas

ConA: concanavalin A

COX: ciklooxigenaz enzim

CpG: citozin €s guanin nukleotid foszfodiészter kotéssel osszekapcsolva

CX3CR1: (chemokine (C-X3-C motif) receptor 1) CX3C receptor 1, fraktalkin receptor

DC: (dendritic cell) dendritikus sejt

DMEM: Dulbecco-altal modositott Eagle-féle médium

dsRNS: duplaszala RNS

EAE: (experimental autoimmune encephalomyelitis) kisérletes autoimmun
encephalomyelitis

ECM: extracellularis matrix

EGF: (epidermal growth factor), epidermalis névekedési faktor

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

ESC: (embryonic stem cell) embrionalis éssejt

FACS: (fluorescent-activated cell sorting/flow cytometry) aramlasi citometria

FCS: (foetal calf serum) fotalis borju savo

FITC: fluorescein izotiocianat

GFP: (green fluorescent proteine) zold fluoreszkalo fehérje

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

HE: Hematoxylin—eosin

HGF: (hepatocyte growth factor) hepatocita novekedési faktor

HLA: (human leukocyte antigen) human leukocita antigén

HS: (horse serum) 16savo
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Hsp60, HSp70: (heat shock protein) hésokk fehérjék

IDO: indolamin-2,3-dioxigendz enzim

IL-1pB, IL-6, IL-10: interleukin-1p3,-6, és -10

Indo: indometacin

INF-y: gamma interferon

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

LPS: lipopoliszacharid

LRR: (leucine-rich repeat): leucinban gazdag ismétlddo szekvencia

MBP: (myelin basic protein) mielin bazikus fehérje

M-CSF: (macrophage colony-stimulating factor) makrofag kolonia-stimulalé faktor

MCP1: (monocyte chemoattractant protein 1) monocyta kemoattraktans fehérje 1

MHC-1 vagy -lI: (main histocompatibility complex) {6 hisztokompatibilitasi
génkomplexek

MLR: (mixed lymphocyta reaction) kevert limfocita kultira

MMLV: (Moloney murine leukemia virus) Moloney egér leukémia virus

MOG: mielin oligodendrocita glikoprotein

MSC: (mesenchymal stem cell) mesenchymalis 6ssejt

1-MT: metil-triptofan

NF«kB: nuklearis faktor kB

NK sejt: (natural killer cell) természetes 616sejt

NALP3: (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) NACHT, LRR ¢és
PYD domaineket tartalmazo fehérje 3

NLRP3: (NLR family, pyrin domain containing 3) NLR csalad, pirin domain tartalmu
fehérje 3

NO: nitrogén-monoxid

NOD: (non obese diabetis mouse) elhizassal nem jar6 diabeteses egértorzs

NOS: nitrogén-oxid-szintaz enzim

OVA: ovalbumin

Pam3Cys: N-palmitoil-S-[2,3-bis(palmitoiloxi)-(2RS)-propil]-[R]-cisztein

PBS: (phosphate buffered saline) foszfattal-pufferelt sooldat

PCR: (polymerase chain reaction) polimeraz lancreakcio

PE: (phycoerythrin) fikoeritrin
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PFA: paraformaldehid

PGEZ2: prosztaglandin E2

PLL: poly-L-lizin

PLP: proteolipid protein

poly-IC: poliinozin-policitidin

PSP: (polimicrobial septic peritonitis) polimikrobialis peritonealis szepszis

RS-MSC: (rapidly self-renewing mesenchymal stem cells) gyors 6nmegujitasra képes
mesenchymalis 6ssejtek

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

SDS: (sodium dodecyl sulfate) natrium-dodecil-szulfat

SLE: (systemic lupus erythematosus) szisztémas lupus erythematosus

TGFp: (transforming growth factor ) transzformal6 novekedési faktor

Thl és Th2: 1-es és 2-es tipusu helper T-sejtek

TLR: Toll-like receptor

TNF-o: tumor-nekrozis faktor o

Treg: regulator T-sejt

TSG6: (Tumor necrosis factor-inducible gene 6) TNF-o indukalta gén 6 altal kodolt
fehérje

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

Zs-MSC: zsirszovet eredetli mesenchymalis dssejt
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Bevezetés és irodalmi attekintés

Ossejtnek neveziink minden olyan klonogén sejtet, amely aszimmetrikus
osztodasok révén Onfenntartasra és egy vagy tobb differencidlodott sejttipus vagy
sejtfejlodési sor 1étrehozasara képes. Kozismert példaja a pluripotens, embrionalis dssejt
populacid, amelybdl a fejlodé embrid minden szerve és szovete kifejlédik (kivéve az
extraembrionalis burkokat). Azonban a felnétt szervezetben is talalhatok dssejtek,
amelyeket a ,multipotens” és/vagy a ,szoveti” jelzOkkel szokas illetni, hiszen
differencialodasi képességiik korlatozottabb (altalaban csak az azoknak otthont ado
szerv jellegzetes sejttipusaiva tudnak érni). Feladatuk a sériilt, 6reged6 vagy elpusztult

testi sejtek potlasa révén a folyamatos meghijulas és regeneraciod biztositasa. [1, 2]

1. A mesenchymalis Jssejt jellemzése

A mesenchymalis 0s- vagy stroma sejtek (réoviden MSC-k) olyan multipotens
szOoveti Ossejtek, amelyek az egész szervezetben fellelhetdek ¢és fontos szerepet
vérképzésre és az immunvalasz folyamataira is [3]. Elsoként Friedenstein és mtsai [4]
irtak le a csontvelében olyan fibroblast-szerli morfologidt mutatd, kolonia-képzd
sejteket, amelyeket CFU-F-nek (fibroblast-koloniat képzo sejtnek) neveztek el. Ezek a
sejtek in vitro kulturaban a tenyésztéedények falahoz tapadva ndnek (adherensek),
megfeleld induktorok jelenlétében képesek csont- és porcszovet iranyba
differencidlodni, €s még bor ala oltva is képesek vérképzést tAmogatd stromat (azaz
ektopikus csontot) kialakitani [5]. Ezt a sejtpopulaciét napjainkban mesenchymalis
Ossejteknek, mesenchymalis stroma sejteknek vagy multipotens stroma sejteknek
nevezziik.

Egyre tobb kisérleti eredmény tamasztja ala, hogy az MSC-k nem csak a
csontvel6ben talalhatok meg, hiszen sikeresen izolaltak mar azokhoz hasonld sejteket
szamtalan faj kiilonféle szerveibdl ¢és szdveteibdl is [6, 7]. Emberben példaul a
csontveldnél sokkal konnyebben elérhetd forrasuk a zsirszovet [8], vagy a koldokzsinor

Wharton kocsonya allomanya [9].
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Az izolalt mesenchymalis sejtkultirak azonban nem tekintheték homogénnek,
hiszen a tenyészetekben allandoan zajlé spontan differenciacié miatt a multipotens
Ossejtek  mellett mindig talalunk bi- vagy unipotens, s6t akar terminalisan
differencialodott alakokat is [10]. Eppen ezért igen fontos lenne pontosan definiélni,
hogy milyen sejteket nevezhetink MSC-knek, és hogyan tudjuk egyértelmiien
azonositani O6ket.  Meghatarozasukat ¢és izolalasukat neheziti azonban, hogy a
felfedezésiik ota eltelt tobb mint 40 évben sem sikeriilt egyetlen olyan sejtfelszini
markert taldlni, amely csak és kizardlag ezeken a sejteken jelenik meg. Ennek
hianyaban az ISCT (International Society for Cellular Therapy) 2006-ban kiadott
javaslatanak megfelelden az alabbiak szerint torténik az emberi MSC-k azonositasa:

1, standard tenyésztési koriilmények kozott adherens, altalaban orsé alaku, elnytlt,

2, CD73, CD90 ¢s CD105 sejtfelszini markerekre pozitivak, de nem expresszalnak
vérsejtfejlodési sorokra jellemzé markereket, ugymint CD45-6t, CD34-et, CD14-et,
CD11b-t, CD79a-t és CD19-€t;

3, megfeleld induktorok jelenlétében osteoblast, adipocyta és chondrocyta irdnyba
differencialodnak in vitro [11].

Szamos munkacsoport igyekezett megtalalni ennek a heterogén populécidonak a
legfejlédoképesebb, ,,legdsibb” sejtjeit. Colter és mtsai [12] példaul leirtak egy gyors
onmegujitasra képes szubpopulaciot (RS-MSC), amelynek sejtjei kisebb méretiik és
szélesebb korll differencidcidos képességiik miatt kitlintek a tobbi koziil. Ez a
sejtpopuléacid tapasztalatuk szerint csak a korai atoltdsok sordan van jelen €s a nagy
sejtstirliségben torténd tenyésztés soran fokozatosan eltlinik. Mivel ezeket a sejteket sem
jellemzi egyedi sejtfelszini marker-kombinacié és emiatt csak nehézkesen, erdsen
szubjektiv alapon kiilonithetdek el a tobbi sejttdl, ezért az RS-MSC definicié nem is
terjedt el a szakirodalomban. Igy napjainkban is a laboratériumok zémében a teljes,
heterogén mesenchymalis sejttenyészeten zajlanak a vizsgélatok, ami sok esetben
megneheziti az eredmények reprodukalasat és dsszehasonlitasat.

Az elmult években az emberi MSC-k a klinikumban vald Ilehetséges
felhasznalhatésaguk miatt nyertek kiilonosen nagy figyelmet. A kutatdsok egy jelentds
részében az MSC-k szdvetregeneraciot tamogatd képességét szeretnék terapias célra

hasznositani. Allatkisérleti tapasztalatok szerint az in vito kultdraban felszaporitott és a
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szervezetbe visszajuttatott MSC-k szétszorédnak a dus érhalozattal rendelkezo
szervekben (mint pl. a tiidd, a vese vagy a 1ép), de sériilés, vagy gyulladas esetén —
kémiai ingerek hatasara — egy résziik mindenképpen az érintett teriiletre vandorol, ahol
sikeres allatkisérlet utdin ma mar folyik az ,,MSC-terapia” klinikai kiprobalasa is:
kiilonb6z6 munkacsoportok porc- és csontsériilések gyogyitasaval, szivinfarktuson
atesett betegek ¢s gerincsériiltek kezelésével probalkoznak (részletesebben lasd
bevezetés 3. fejezete).

A terépias hatds mechanizmusat azonban nem ismerjiilk. Annyi bizonyos, hogy az
MSC-k sokszor nem épiilnek be (vagy legfeljebb igen kis szamban) a sériilt szovetbe,
azaz nem alakulnak 4t (nem transzdifferencidlodnak) tomegesen példaul
szivizomrostokkd vagy idegsejtekké a szervezetben, sokkal inkdbb kozvetett modon
gatoljak a tovabbi sejtpusztuldst, eldsegitik uj vérerek képzodését — azaz javitjak az
érintett terlilet oxigén- ¢és tdpanyagellatasat —, és fokozott miikodésre késztetik a sériilt
szovetben/szervben talalhato, helyi dssejteket [14].

A szdvetregeneracid tdmogatasan til a mesenchymalis dssejtek talan legigéretesebb
tulajdonsagai hipoimmunogenitasuk, illetve kifejezett immunszuppressziv sajatsaguk.
Szamos tanulmany adott hirt arr6l, hogy ezek a sejtek kitiintetettek, mert képesek
elkeriilni az immunsejtek ,,figyelmét”, azaz nem valtanak ki immunvalaszt még allogén
kornyezetben sem [15, 16]. A hipoimmunogenitds mechanizmusa maig sem tisztazott
pontosan, de valdsziniileg szoros Gsszefliggésben all azzal, hogy a sejtek felszinén csak
kevés MHC-1 fejezédik ki, nem jelennek meg MHC-II antigének és a kostimulator
molekulak is hidnyoznak roluk (pl. CD40, CD80, CD86) [16]. Ugyanakkor egyes
vizsgalatokban az MSC-k mégis antigén prezentalonak bizonyultak [17]. Chan és
munkatarsainak eredményei szerint interferon gamma (INF-y) kezelést kovetden
bizonyithatéan megnd az MSC-k felszinén az MHC-II mennyisége, amely végsd soron
alkalmassa teszi ezeket a sejteket arra, hogy a T-sejt valaszt valtsanak ki [18]. Ez
azonban nem zarja ki, hogy az MSC-ket hipoimmunogénnek tekinthessiik, hiszen az
imént emlitett stimuldlé hatds csak egy szlik, alacsony IFN-y koncentracio-

tartomanyban érvényesiil. A gyulladdsos kornyezetben, lokalisan kialakulo, ennél joval

10
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magasabb IFN-y dozis hatasara azonban az MSC-k tovabbra is hipoimmunogénnek
bizonyultak.

Raadasul, mint az utdbbi években kidertiilt, az MSC-k jelentds gyulladascsokkentd
¢s immunszuppressziv aktivitassal is rendelkeznek. Nincs olyan, a természetes és/vagy
az adaptiv immunvalaszban részt vevd sejt, aminek mikodését az MSC-k ne
befolyasolnak [19-21]. Terapias hatékonysaguk szempontjabol ez meghatarozo lehet,
hiszen minden sejtpusztulassal jaré folyamat — legyen az mechanikai sériilés, fert6zés
vagy éppen autoimmun folyamat kovetkezménye — védekezd reakciot indit el a

szervezetben.

2. Immunszuppresszio in vitro kisérleti rendszerekben

A mesenchymalis 0dssejtek széles-spektrumii immunszuppressziv aktivitassal
rendelkeznek, hiszen mind a velesziiletett, mind pedig az adaptiv immunrendszer
ezzel pedig funkcionalisan valaszképtelen allapotba juttatjak azokat [19, 22]. Az elsd,
erre vonatkozo publikaciokban emberi [23, 24] és egér [25] mesenchymalis Gssejtekrol
is kimutattdk, hogy képesek mérsékelni a T-sejtek aktivacidjat és azt kovetd
proliferacidjukat in vitro. Hasonld gatlas volt kimutathaté autolog és allogén MSC-k
esetében is [24], mind alloantigén, mind pedig mitogén indukalt T-sejt proliferacid
vizsgalatakor [23]. Az érintett T-sejtek altalaban nem pusztulnak el, csak ,.elakadnak” a
sejtciklus  korai, GO/G1 fazisdban (anergidssa valnak). Citokin termelésiik is
megvaltozik, az IFN-y, tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), IL-6 és IL-17 mennyisége
jelendsen csokken a sejtek feliiliszojaban, mig az 1L-4 és IL-10 koncentracidja nd. Az
MSC-k tehat a sejtosztodas gatlasa mellett valoszinlileg megvaltoztatjdk az egyes és
kettes helper T sejtek (Th1/Th2 sejtek) aranyat is [26]. Az is nyilvanvalova valt, hogy a
mesenchymalis Ossejtek és a T-sejtek kozotti kapcsolat nem egyiranyu, hiszen a
proliferacio gatlasat okozo faktorok immunsejtek jelenléte nélkiil nem, vagy csak igen
kis mennyiségben iiriilnek az MSC-kb6l. Azonban a limfocitak (és az in vitro kisérleti
rendszerben — legalabbis kis mennyiségben - oOhatatlanul jelen 1évé monocitak,
makrofagok vagy NK sejtek) altal termelt gyulladasos citokinek (pl. az INF-y, TNF-

avagy IL-1B) jelenléte képes fokozni az MSC-k immunszuppressziv mediator

11
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termelését [27, 28]. Tehat a mesenchymalis Gssejtek vélhetben nem rendelkeznek
eredendden a gyulladasgatlo fenotipussal, sokkal inkabb az immunsejtek altal kialakitott
citokin-mili6 teszi azza oket.

A mesenchymalis Ossejtek az imént vazoltakon feliil indirekt aton is képesek
gatolni a citotoxikus és helper T-sejteket, ugyanis fokozzak az immunvalaszt gatlo,
regulator T-sejtek (Treg) osztodasat és citokin termelését (TGF-, IL-10, IL-35) is [29].

Az MSC-k masik, indirekt hatdsa a dendritikus sejteken (DC) keresztiil
érvényesiil, hiszen gatoljak azok differencialodasat és érését [30, 31]. Mindez azt
eredményezi, hogy eltolédik a DC-elddsejt/érett-DC ardny a progenitorok javara. Az
éretlen dendritikus sejtek viszont az immunvalaszt gatld, tolerogén alakok, amelyek a
segitd és az effektor T-sejtek anergidjat és a Treg sejtek expanzidjat idézik eld. Az
MSC-k ezzel parhuzamosan csokkentik a dendritikus sejtek feliiletén expresszalodod
MHC-I1l-es (emberben HLA-DR) antigének ¢és kostimulator molekulak (CD40, CD80 és
CD86) expressziojat. Ezzel egyidoben gatoljak a gyulladéasos citokinek (IL-12 és TNF-
a) termelését, ugyanakkor fokozzdk az immunszuppressziv hatasti IL-10 és TGF-B
termelését, vagyis a dendritikus sejtek antigénbemutatd és gyulladaskelté képessége
MSC-k jelenlétében erételjesen csdkken [32].

A természetes OlOsejtek is tobbféleképpen reagalnak a mesenchymalis Ossejtek
jelenlétére. Az MSC-k gatoljak a frissen szeparalt természetes 6ldsejtek (NK sejtek)
képesek lassitani, s6t magat a citotoxikus reakciot sem befolyasoljak [34]. Ha viszont
MSC-k jelenlétében 4-5 napig elaktivaljuk az NK-sejteket I1L-2-vel, akkor a célsejtek
hozzaadasa utan mar csokkent citotoxikus aktivitast tapasztalunk €s — egyidejiileg —
kevesebb gyulladasos citokint (IFN-y és TNF-a) termelnek a sejtek [35].

A mesenchymalis Ossejtek és a B-limfocitak kozti kolesonhatas funkcionalis
kovetkezményeirdl nagyon keveset tudunk, az eredmények ebben az esetben is
ellentmondoak. Corcione és mtsai [36] szerint az MSC-k gatoljak az aktivalt B-sejtek
mtsainak eredményei [37] viszont arra engednek kdvetkeztetni, hogy a B-sejt aktivacio
erdsségétdl fiigg, hogy az MSC-k gatoljak vagy éppen fokozzak az ellenanyag termelést

in vitro kultiraban.
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Az MSC-k makrofagokra gyakorolt hatdsat csak a kozelmultban kezdték
vizsgélni. Az eddigi — minddssze néhany kdézleményen alapuld — eredmények szerint
ezek a rendkiviil plasztikus sejtek MSC-k jelenlétében inkabb M2-es (alternativ uton
aktivalt) fenotipust mutatnak, azaz elsésorban gyulladasgatlo citokineket (IL-10, IL-4,
IL-13, TGF-B), és a szovetregeneracid soran nélkiilozhetetlen vascularis endothelialis
novekedési faktort (VEGF), valamint epidermalis novekedési faktort (EGF) termelnek.
Fagocitalo képességiik is nagyobb, mint a ,,gyulladasos” (M1-es) makrofagoké. Az
MSC-makrofag kolcsonhatas soran tehat foként gyulladasgatlo, a pusztuld (apoptotikus)
sejteket — példaul neutrofil granulocitakat — hatékonyan fagocitald és a sebgyogyulast
elésegito sejtek alakulnak ki [38].

3. Az MSC-K immunszuppressziojanak in vivo bizonytékai

Elséként pavianokon figyelték meg, hogy MSC-K intravénas adasaval novelhetd az
atiiltetett allogén boérgraftok talélése [15]. Csontveld-transzplantacié soran az MSC-k
képesek eldsegiteni a szemiallogén és allogén graftok megtapaddsat és esetenként
talélését is egerekben. Gatoljak az akut GVHD kialakulasat, illetve mérsékelik a
betegség sulyossagat [39].

Kisérletes autoimmun encephalomyelitisben (EAE, az emberi sclerosis multiplex
egy egérmodellje) az intravénasan vagy intraperitonealisan beadott MSC-k elsésorban a
szekunder nyirokszervekben telepednek meg, és — ha a betegség kezdeti stddiuméban
adjak oket — hatékonyan gatoljak az autoreaktiv T- és B-sejtek miikodését. Az allatok
keringésében csokken a gyulladasos citokinek mennyisége, a kozponti idegrendszerben
kevésbé kifejezett a leukocita besziirddés és a demielinizacio [40, 41].

MSC-vel kezelt NOD (non-obese diabetes-es) és MRL/lpr (emberi systemas lupus
erythematosus modell torzs) egerekben nem, vagy csak a vartnal joval késébb alakul ki
az l-es tipusu diabetes, illetve az emberi systemds lupus erythematosusra (SLE)
emlékeztetd autoimmun betegség [42]. Kollagén indukalt arthritises allatokban az
MSC-kezelés csokkenti a gyulladasos citokinek termelését, és megel6zi a csont- és
porckarosodast [43]. Ugyancsak gatoljak az endotoxinnal (LPS- lipopoliszacharid)
kivaltott lokalis ¢és szisztémas gyulladast, s6t részben a sepsist is [44, 45]. A

bleomycinnel indukalt tiidokarosodas szintén megelézhetd6 MSC-k adasaval. Az
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Ossejtek megakadalyozzak a gyulladas €s a fibrosis kialakulasat a bleomycinnel kezelt

egerek tiidejében, és csokkentik a szérum TNF-a és IL-1a szintjét [46].

4. A gatlas mechanizmusa

A fenti révid — és korantsem teljes — attekintés jol mutatja, hogy az MSC-k szamos
kiilonb6z6 in vitro és in vivo kisérleti rendszerben képesek kifejteni gyulladasgatlo
¢s/vagy immunszuppressziv hatasukat. A jelenség tehat jol ismert és tobbszordsen
bizonyitott is, azonban annak pontos mechanizmusit és az abban szerepet jatszo
faktorokat maig nem sikeriilt egyértelmiien tisztazni. A kiilonb6z6 munkacsoportok
mas-mas (részben az O&ssejtek felszinén Kkifejez0dO, részben altaluk szekretalt)

molekulak szerepét hangsulyozzak (1. tablazat) [47].

1. tablazat: A mesenchymalis 0Ossejtek gyulladasgatlo és immunszuppressziv
aktivitasaért felelés fontosabb molekulak Forras: Hegyi Beata, Sagi Bernadett,
Kudlik Gyongyi, Uher Ferenc: A mesenchymalis ossejtek szerepe a gyulladdsos- és

immun-folyamatok szabadlyozasaban. Immunolodgiai Szemle 4:(2), 4-10 (2012)

Sejt-sejt
kolecsonhatasokat Szolubilis faktorok Egyéb
kozvetité molekulak
B7-H1 (PDL1) Prosztaglandin E2 HLA-G
B7-H4 Indolamin-2,3-dioxigenaz enzim H-faktor
Notch receptor(ok) Nitrogén-monoxid
Jagged 1 TSG-6 (TNF-o indukalta gén 6 altal
kodolt) fehérje

TGF-B, HGF, IL-10
Hemoxigenaz-1 enzim

IL-1 receptor antagonista

SPI-6 (szerin-proteaz-inhibitor 6)
Adenozin
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A kevés, nagy bizonyossaggal kijelentheté tények egyike, hogy az MSC-k csak
IFN-y, illetve IFN-y és valamilyen gyulladasos citokin (TNF-o vagy IL-1) egyideji
jelenlétében valnak immunszuppresszivvé. Ennek kovetkeztében viszont gatoljak az
aktivalt T-sejtek IFN-y termelését, vagyis negativ visszacsatolas jon létre az MSC-k és a
T-limfocitak kozott [28, 48].

Az aktivalt” MSC-k immunszuppressziv hatasa pedig részben sejt-Sejt
kolcsonhatas(ok), részben szolubilis mediatorok révén valdosul meg. Ezek — az adott
kisérleti rendszertdl fiiggden — kiilonbozdek lehetnek, vagyis tobb parhuzamos, részben
redundans molekularis mechanizmus felelés a gatlas(ok) kialakulasaért. A folyamat
legfontosabb 1épéseit — egy ,,minimalis modell” formajaban — az 1. abran foglaltuk
Ossze. Eszerint a T-sejtek és MSC-k kozott, az elobbiek PD1- (Programmed cell death
1, CD279), illetve az utobbiak PD-L1 (Programmed cell death 1 ligand 1, CD274)
molekulainak kozvetitésével jon 1étre kozvetlen sejt-sejt kapcsolat [49]. Az érintett T-
sejtek altal termelt IFN-y, valamint a részben T-limfocita, részben makrofag eredeti
TNF-a egyiittesen indukaljak a ciklooxigenaz-2 (COX-2) enzim expresszidjat az MSC-
kben.

Aktivalt T-sejt

“\=PD1 - PD-LT

JTNFR-1

TNF-a =
\ / \ RegulétorT—sejtek
,;ﬁ;,
MSC o \
EP2/4\> IL-10
PGE2 ‘—)LCOXZt Macrophag
(M1—M2)
IL 6
IFN- y

IL-6 NO? TGFB PGE2 IL-10 "

1. abra Mesenchymalis 0dssejtek, T-limfocitak és makrofagok kolcsonhatasa.
A részletes magyarazatot 1asd a szovegben Forras: Hegyi Beata, Sagi Bernadett, Kudlik
Gyongyi, Uher Ferenc: A mesenchymalis Ossejtek szerepe a gyulladasos- és immun-

folyamatok szabdlyozdasaban. Immunologiai Szemle 4:(2), 4-10 (2012)
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A keletkezé prosztaglandin E2 (PGE2) kozvetleniil is képes gatolni az aktivalt T-sejtek
osztodasat, de — ami ennél valoszintileg joval fontosabb — a makrofagok EP2-es és EP4-
es receptoraihoz kotédve nagy mennyiségti gyulladasgatlé citokin (IL-10 és talan TGF-
) termelését indukalja, tehat az M2 fenotipus iranyaba tolja el a sejteket.

Az MSC-k PGE2-szintézisét az IFN-y azzal is elésegiti, hogy az iNOS (indukalt
nitrogén-0xid-szintaz) enzim kifejez6dését és/vagy aktivitasat is fokozza az éssejtekben,
a termel6dé nitrogén-oxid pedig ugyancsak noveli a COX2-aktivitast. (Emellett a
nitrogén-oXidnak — ha nagy mennyiségben keriil a kornyezetbe — szintén van kozvetlen
T-sejt-gatlo hatasa is). Raadasul az MSC-k folyamatosan termelnek IL-6-ot, felsziniikon
pedig IL-6-receptorokat expresszalnak. Ez egy ujabb pozitiv, autokrin/parakrin
visszacsatolasi lehetdség a rendszerben, mivel az IL-6 is képes fokozni a Cox2 gén
expresszidjat. (A dendritikus sejtek valdsziniileg a makrofagokhoz hasonléan
viselkednek ebben a rendszerben). A T-limfocitak, MSC-k és makrofagok (vagy
dendritikus sejtek) egylittmiikddése soran alakulhat ki olyan mikrokornyezet, ami
elésegiti a regulator T-sejtek aktivalodasat és osztodasat [19-21, 50].

Modelliinkben — részben az attekinthetdség kedvéért nem minden, az 1. tdbladzatban
felsorolt, MSC-k altal termelt immunszuppressziv hatasi anyag szerepel. Ko6zéjiik
tartozik az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO) enzim, aminek kifejez6dését szintén az
IFN-y indukéalja. Ez az enzim a triptofant, a sejtek kornyezetében legkisebb
mennyiségben eléforduld esszencidlis aminosavat kinureninen keresztiil pikolén- és
kinolénsavra bontja le. Igy az IDO-t expresszilo sejt kornyezetében csokken az
aminosav kiindulasi koncentracidja, lokalisan Un. ,triptofansivatag” alakul ki. A
triptofanhidny és a bomlastermékek valdsziniileg egyiittesen gatoljak a limfocitak
konnyen beilleszthetd modelliinkbe.

Hasonlé a helyzet a TSG-6 (TNF-a-indukalt gén 6 altal kodolt) fehérje esetén,
aminek kifejezédését ugyancsak gyulladasos citokinek indukaljak, és a 35 kD tomegi
molekula gyulladasgatld hatasa — legalabbis részben — a COX-2 aktivaciojan alapul. A
tobbi — az 1. tdblazatban szerepld — gatlo faktor hatdsmechanizmusardl viszont tal
keveset tudunk ahhoz, hogy modelliinkben elhelyezhessiik 6ket, pedig minden
bizonnyal ezek biztositjak az MSC-kdzvetitett immunszuppresszid kétségteleniil 1étezd

alternativ Utjait, azaz a rendszer redundanciajat [19-21].
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5. A kisérletes autoimmun encephalomyelitis (EAE)

A kisérletes autoimmun encephalomyelitis (EAE) az emberi sclerosis multiplex
legrégebbi allatmodellje, amely kivaloan alkalmas a kozponti idegrendszeri gyulladasos
¢és autoimmun folyamatok vizsgalatara.

A sclerosis multiplex a felndtt népesség leggyakoribb (1:1000) kozponti
idegrendszeri gyulladassal és mielinhiively kéarosodassal jaré korképe, amely féként
fiatal felnétteket érint [51]. Jellegzetességei a fokalis gyulladasos gocok kialakulasa az
idegszovet fehér allomanyaban (leggyakrabban a latoideg, a periventrikuldris zona, az
agytorzs €s a gerincveld érintett), amelyet a beszlirddé immunsejtek (féként limfocitdk
és monocitak) tevékenysége nyoman mieclinhiively karosodas és  ennek
kovetkezményeként axonpusztulds kisér [52]. A 1éziok kialakulasat a korai idészakban
latasromlds, a test kiilonb6z6 pontjain jelentkezd érzéketlenség vagy zsibbadas, késébb
pedig a motoros funkcidok zavarai kisérik, amelyet hosszabb-rovidebb — akar évekig
tartd — tiinetmentes idészak kovet (relapszalo-remittald sclerosis multiplex). Az esetek
felében 10 éven beliil kialakul a szekunder progressziv forma, amely remissziok nélkiili,
folyamatos allapot-romlassal jellemezhetd. A betegek 10-20%-anal mar az els6 tiinetek
megjelenését kovetéen sem alakul ki remisszid, ekkor primer progressziv sclerosis
multiplexrdl beszélhetiink.

A betegséget kivalto tényezdk €s a patomechanizmus nem tisztazottak pontosan.
Jelen tudasunk szerint — a féként bizonyos HLA allélokhoz kothet6 — 6roklott hajlamon
feliil kornyezeti tényezdk (pl. virusfertdzések, életmodbeli szokasok) is jelentdsen
hozzajarulnak a sclerosis multiplex kialakulasahoz [53]. Maig nem eldontott kérdés
azonban, hogy a kézponti idegrendszerbdl vagy a perifériarol indul-e ki a betegség. Az
egyik allaspont szerint az oligodendrocytak — eddig tisztazatlan okokra visszavezethetd
— pusztulasa miatt a perifériara keriil6 antigének lobbantjak be az autoimmun
folyamatokat. A masik elgondolas szerint bizonyos kiilsé behatasok vagy kdrnyezeti
tényezOk autoreaktiv T sejt klonok keletkezését indukaljak, ami ezutan oligodendrocyta
pusztulashoz és a korkép tiineteinek megjelenéséhez vezet. Azonban tény, hogy a
betegség egy bizonyos szakaszaban az autoimmun gyulladdsos folyamatok jelentds
szerepet kapnak. A betegség ezen aspektusat modellezi a kisérletes autoimmun

encephalomyelitist (EAE).
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Az EAE-t kozponti idegrendszerbdl szarmazo antigének (pl. mielin
oligodendrocyta glikoprotein (MOG), mielin bazikus fehérje (MBP), proteolipid protein
(PLP), vagy agyi homogeniaztum) és komplett Freund adjuvans (CFA) segitségével
(aktiv indukci0), vagy mar beteg allatbol vett autoreaktiv T sejtek atvitelével (passziv
indukcid) idézhetjiik eld [54, 55]. Aktiv indukcid esetén pertussis toxin alkalmazasa is
szilkséges, amely a vér-agy gat integritdsdnak megbontasa révén hozzajarul az
immunsejtek  kozponti  idegrendszerbe jutasdhoz ¢és a T sejt tolerancia
megsziinéséhez [56].

Kutatasi eredmények tanulsaga szerint ebben a modell-rendszerben (a sclerosis
multiplexhez hasonldan) kiilonféle immunsejtek egyiittmiikodése sziikséges a betegség
kialakulasahoz ¢és sulyosbodasahoz. Az EAE indukcidjaban a  periférias
nyirokszervekben felszaporodd, a bejuttatott mielinhiively eredetli antigénekre
specifikus, autoreaktiv, CD4+ T sejt klonok Kkitiintetett jelentéségiick. Ezek a T
limfocitdk — a pertussis toxin hatdsara megnyilt — vér-agy gaton atlépve a kozponti
idegrendszerbe keriilnek, ahol a helyi antigén prezentald sejteken bemutatott mielin
fehérje alkotdelemek aktivaljak azokat [56]. Az IFN-y termelé (Thl) és az IL-17
szekretdlo (Th17) helper T sejtek, az ellenanyag termeld B limfocitdk, valamint a
makrofagok is fontos szerepet jatszanak az EAE patogenezisében. Ezt az is jelzi
szamunkra, hogy az Osszes emlitett sejttipust megtalaljuk a fehérallomanyban
megjelend gyulladdsos gocokban. Az autoreaktiv folyamatok megfékezését ¢és
szabalyozasat tobbek kozott FoxP3+ regulator T sejtek végzik, amelyek vélhetéen az
akut bénulasi fazist kovetd spontan remisszio kialakulasahoz is hozzajarulnak [57].

Az EAE patogenezisében a perifériarol bedramlé immunsejteken feliil az
idegszovet specializalodott mononeklearis fagocitai, a mikroglia sejtek is fontos
szerepet jatszanak, hiszen kétéli kardként viselkedve egyarant részt vesznek a kozponti
idegrendszeri gyulladasos €s regeneracios folyamatokban. Egyfeldl a betegség kezdeti
szakaszaban kiilonféle proteazok, szabadgyokok €s gyulladasos citokinek termelésével
fokozzak a neuronok és oligodendrocytak pusztulasat. Késébb azonban neurotrofikus
faktorok termelésével, a felhalmozodott sejttormelékek eltakaritisaval ¢és a

remielinizaci6 timogatasa révén a regeneraciéo megindulasat mozditjak el6 [58].
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6. A mikroglia sejtek

A mikroglia sejteket egyfeldl a kozponti idegrendszer gliasejt allomanyahoz
tartoznak, masrészt pedig a gyulladasos €s immunfolyamatokban szerepet jatszo,
haematopoietikus eredetii mononuklearis fagocita rendszer részét képezik [59]. Ezek a
sejtek kiilonosen kényes feladato(ka)t latnak el a kdzponti idegrendszerben. Mivel az
érett neuronok nem képesek osztodni és nem — vagy legfeljebb csak részben —
potlodnak, ezért a gyulladasos folyamatok féken tartdsa mellett ugy kell megvédeni
azokat a patogénekt6l, hogy maguk az idegsejtek ne karosodjanak. Masfeldl viszont
sériilést kovetden a gyulladas igen elényds is lehet, hiszen eldsegiti a regeneracids
folyamatok beindulasat, tehat teljes kiiktatasa is karos lenne. Eppen ezért a mikroglia
sejtek feladata, hogy megteremtsék az arany kozéputat, vagyis elinditsak ¢és
szabalyozzdk a még nem koros, de mar hatékony mértékli immunvaélaszt a kdzponti
idegrendszerben. Emellett homeosztatikus és javito feladatokat is ellatnak, hiszen ezek a
sejtek felelések az agyban gyakorta el6forduld mikrosériilések kijavitasaért, ami
magaban foglalja a szinaptikus kapcsolatok ,,ujra-huzalozasat”, neurotrofikus faktorok
termelését, a kapillaris halozat helyreallitasat, és a sériilt vagy elpusztult sejtek
tormelékeinek eltakaritasat is [60].

Eredetiik hosszu ideig kiélezett szakmai vita targyat képezte: egyesek
neuroektodermalis [61], masok mezodermalis [62] sejttipusnak vélték Oket, s6t abban
sem Volt egyetértés, hogy az ontogenezis mely szakaszaban kiiloniil el a fejlédésiik. A
legujabb, ,lineage tracing” technikan alapuldé megfigyelések tanulsaga szerint
egerekben a feln6tt szervezet mikroglia sejtjei a szikzacsko falaban iil6 primitiv mieloid
elddsejtekbdl szarmaznak. Ezek a sejtek egerekben az embrionalis fejlodés 8. napja
tajan kiiloniilnek el és a 9. napon, az érhalozat kialakuldsa utan vandorolnak be a
kozponti idegrendszerbe [63]. Ennek értelmében a mikroglia sejtek az ontogenezis
soran a tobbi szoveti makrofagtol eltérden, a definitiv vérképzéstdl fiiggetlentiil
alakulnak ki. Ezt az elképzelést tamasztja ala az a tény is, hogy ezek a sejtek kozponti
idegrendszeren beliil elzart, lokalis dnmegujulasra képes populaciot alkotnak. Mindezek
ellenére azonban fontos hangsulyozni, hogy a mikroglia sejtek habar fejlédésiik igen

koran elkiiloniil, mégis mieloid eredetliek és a mononukleéris fagocita rendszer részét
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képezik, tehat viselkedésiik és szerepkoriik (némi szdvetspecifikus vonds ellenére is)
Osszevethetd mas szoveti makrofagokéval.

A mikroglia sejtek két, egymastol élesen elkiiloniilé sejtmorfologiat vehetnek fel,
ami pontosan jelzi aktivaltsagi allapotukat is. Az egészséges kozponti idegrendszerben a
hagyoményos nomenklatara szerint ,nyugvd” formdnak nevezett sejtalakokat
talalhatunk, amelyek kis sejttesttel €s sugarirdnyu, esetenként elagaz6, nagy feliiletii
nyulvany-rendszerrel jellemezhetoek. Nyulvanyaikkal a szomszédos mikroglia sejtek
hasonlé nyulvanyai felé torekednek, igy egyiittesen egy, a teljes kozponti idegrendszert
ativeld halozatot hoznak létre [64]. A ,,nyugvd” jelz6 azonban nem a legmegfelelébb és
semmi esetre sem jelent mozdulatlansadgot, hiszen ezek a sejtek nyulvanyaikkal
folyamatosan és intenziven pasztazzak kornyezetiiket [65], olyannyira, hogy egyes
becslések szerint atlagosan 4-5 oranként az agy teljes térfogatat ,,atvizsgaljak™ [66].

A sériilt vagy fertdzésnek kitett kozponti idegrendszerben a mikroglia sejtek
morfologiaja jelentdsen megvaltozik, amit ,aktivalt” formanak neveziink, ekkor a
sejttest kiteriil, amodboid alakot 6lt és a nyulvanyok is jelentdsen megrovidiilnek. A
morfologiai valtozashoz a mieloid markerek expresszidjanak megemelkedése ¢és a
fagocitald képesség novekedése is tarsul. Ezek a helyvaltoztatd mozgasra képes,
amoboid alakok morfologiai értelemben teljességgel megkiilonboztethetetlenek a
szervezet barmely mas részén el6forduld makrofagoktol [64]. Ez félreértésekre és
bizonytalansagra ad okot, hiszen a kozponti idegrendszeri sériilések helyén talalhato,
makrofag-szerli sejtekr6l morfoldgiai alapon képtelenség eldonteni, hogy az ottani
mikroglia dllomanybdl eredeztethetok-e vagy - a vér-agy gat megnyildsat kovetden - a
keringésbdl bearamldé monocitakbdl szarmaznak.

Korabban, féként morfologiai eredmények alapjan csak ez a két végallapot (nyugvo
vs. aktivalt forma) volt ismert. Ujabban azonban, molekularis vizsgalati eredmények
alapjan ugy tinik, hogy — makrofagokhoz hasonléan — mikroglia sejtek esetén is
tobbféle aktivalt allapot 1étezik: leggyakrabban az M1 (klasszikus uton aktivalt) és M2
(alternativ iton aktivalt) format szokas megkiilonboztetni.

Makrofagokon végzett kisérletek sordn valt nyilvanvaldéva, hogy a sejt aktualis
allapota ¢és az aktivaciot kivaltd behatds milyensége dontéen befolyasolja a
valaszreakcié kimenetelét [67]. Klasszikus (M1) aktivaciot intracellularis patogén

fert6z€s esetén lathatunk, ha a makrofag 1-es tipust helper T (Thl) sejtek altal termelt
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citokinekkel (TNF-o és/vagy IFN-y) talalkozik, valamint Toll-like receptoron keresztiil
éri stimulus. Ez esetben valaszként megné az 1L-12 és IL-23 citokinek szekrécidja,
fokozodik a reaktiv oxigén- €s nitrogén-gyokok termelése és az antigén prezentacioban
kulcsfontossagu sejtfelszini molekuldk (MHC-II és a kostimulator CD80, CD86)
expresszioja is. Vagyis a klasszikus (M1) aktivacié soran a makrofagok gyulladaskeltd
fenotipust vesznek fel és immuneffektor sejtekként viselkednek [68].

Az M2-es vagy alternativ aktivaciét eredendden a Th2-es sejtek altal termelt
IL-4-nek Kkitett makrofagokon irtdk le, amelyek erre fokozott manndz receptor
expresszioval reagaltak [69]. Azéta tudjuk, hogy az M2-es makrofag tobbek kozott
fokozott IL-10 és arginaz expresszioval is jellemezhetdk, tehat ez a forma az eldbbivel
ellentétben gyulladasgatld, immunvalasz-szabalyoz6 ¢és regeneraciét tamogatod
funkciokat 14t el.

Ujabban az is nyilvanvalova valt, hogy az M2 format a betdltott funkcié szerint
tobb altipusra lehet osztani. Egyes elképzelések szerint két, eltérd feladattal rendelkezd
format kiilonithetiink el: egyik a sebgyogyulast és szovetregeneraciot tdmogatd forma,
masik a szerzetten deaktivalt vagy regulator tipus (jellegzetességeiket lasd a 2.
tablazatban). Kutatdsi eredmények szerint ugyanazon makrofag képes a barmely
aktivaltsagi allapot elérésére, a kimenetel csak attol fligg, hogy milyen aktivaltsagi
allapotban volt korabban és milyen stimulusok érik aktualisan [70]. Az elhatarolas
természetesen nem ¢les, a csoportok kozott folytonos az atmenet, hiszen a sejtet érd
stimulus és a lokalis mikrokdrnyezet hatdsara az egyes formak dinamikusan
atalakulhatnak egymasba. Eppen ezért a legszemléletesebben egy szinatmenetes kor-
diagrammal abrazolhatjuk a makrofagok kiilonféle aktivaltsagi allapotait (2. abra).

A periférias szoveti makrofagokkal szemben a kozponti idegrendszeri mikroglia
sejtek esetében nem ennyire egyértelmiien tisztazottak a kiilonb6z6 aktivaltsagi formak
€s az azokat szabalyozd mechanizmusok sem. Az eddigi eredmények alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a mikroglia sejtek is tobb, funkciondlisan eltérd fenotipust €s
aktivaltsagi format olthetnek, amelyek parhuzamba allithatok a makrofagok esetén leirt
M1/M2 formakkal [71, 72]. Ez azt is jelenti egyben, hogy a mikroglia sejtek aktualis
allapotanak meghatdrozd szerepe lehet a kozponti idegrendszeri korképek

kialakulasaban és kimenetelében.
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Eppen ezért az aktivaltsagi allapotot kedvezéen befolyasold terapias eljarasok

jotékonyan befolyasolhatnak olyan neurodegenerativ betegségeket, mint pl. a sclerosis

multiplex.

2. tablazat:

A makrofagok kiilonféle

aktivaltsagi

allapotai,

amelyeket

extrapolaciéval a mikroglia sejtekre is alkalmazhatunk Forras: Boche, D., Perry,

V.H., and Nicoll, J.A. (2013). Review: Activation patterns of microglia and their

identification in the human brain.

Neuropathol Appl Neurobiol 39, 3-18. alapjan,

modositva
M1 (klasszikus uton | M2  (alternativ  dton | M2 (alternativ uton
aktivalt) forma aktivalt) regenerativ | aktivalt) regulator
vagy sebgyogyulast | vagy gyulladasgatlo
tamogaté forma forma
Stimulus IFN-y, TNF-a IL-4, IL-13 IL-10,
gliikokortikoidok
Forras NK sejtek, granulocitak, makrofagok
Th1 limfocitak Th2 limfocitak
Termelt gyulladasos citoknek | extracellularis matrix | TGFB1, IL-10
faktorok (IL-1B, TNF-a, IL-6, | komponensek
IL-23) és reaktiv | arginaz 1,
gyokok kitinaz
Sejtfelszini | MHC-I1 ? Manno6z receptor (CD206)
fehérjék
Funkciok | mikroorganizmusok | szovetregeneracio és seb- | gyulladasgatlas
elpusztitasa, gyogyulas eldsegitése, fagocitozis
fagocitozis, fagocitozis,

antigén prezentacio,
jarulékos karokat
okozhat a szervezet

sejtjeiben

extracellularis matrix
komponensek termelése
¢€s a matrix Ujra

szervezeése
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Klasszikus M1
T MHC-II,
T B7,
T iNOS,
T IL-12,
T TNF-a,
* APG, Reguldtor M2
Th1 valasz
T MHC-II,
T CD86,
T iNOS,
VIL-12,
{ TNF-a,
T IL-10,
Alltermatfy M2 Hf fﬁ;sz
4 MHC-II, Gyulladasgatlas
! CD86,
L iNOS,
VIL-12,
{ TNF-a,
T IL-10,
T Arginaz,
- APC,
Sebgyogyulas,
regeneracio

2. abra: A makrofagok kiilonféle aktivaltsagi allapotai
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Célkituzések

Jelen munkankban a kovetkezo kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Izolalhatok-e a csontveldbdl ismert MSC-khez hasonld Ossejtek mas testtajakrol,
ugymint hasi zsirszovetbdl, a thymusbol, a 1épbdl és az aortabol is?

A kiilonb6z6 szervekbdl szarmazé MSC-k hasonldé immunszuppressziv
aktivitassal rendelkeznek-e?

Milyen szolubilis jelatvivé anyagok jatszanak szerepet az MSC-k
immunszuppressziv aktivitasaban?

Hogyan befolyasoljak a legfontosabb gyulladasos citokinek — TNF-o és IFN-y -
a mesenchymalis dssejtek PGE2 termelését?

Milyen egyéb mechanizmusok jatszanak szerepet a mesenchymalis Ossejtek
PGE2 termelésének szabalyozasaban?

Alkalmasak-e az MSC-k a kisérletes autoimmun encephalomyelitis kezelésére?
fagocitozisat, citokin termelését illetve antigén prezentalo képességét, azaz
aktivaltsagi allapotat (polarizaciojat)?

Bakterialis endotoxin (LPS) jelenléte hogyan befolyasolja az MSC-k
mikroglidra gyakorolt hat4sat?

Milyen jelatviteli rendszerek jatszanak szerepet a mesenchymalis Ossejtek és

mikroglia sejtek kolcsonhatasdban?
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Modszerek

1. Kisérleti allatok

Kisérleti allataink felndtt (10-12 hetes) C57BI/6 (H-2°), Balb/c (H-2°) (Orszagos
Onkolodgiai Intézet, Budapest), valamint ujsziilott (1-3 napos) CD1 (MTA, Kisérletes
Orvostudomanyi Kutatointézet, Budapest) egerek voltak. Az 0jsziilott (1-3 napos)
CX3CR1 */6FP transzgenikus C57Bl/6 éllatokat Dr. Kovacs Krisztina (MTA, Kisérletes

Orvostudomanyi Kutatointézet, Budapest) bocsatotta rendelkezésiinkre.

2. Mesenchymalis 0s-/stroma sejtek izoldldsa és tenyésztése

A mesenchymalis 0ssejtek izolalasat és tenyésztését laboratoriumunkban a
Peister és mtsai [73] altal kidolgozott modszer alapjan, a korabban leirt [74] modon
végeztilk. Roviden: az allatokbol combcesontokat izolaltunk, majd végeik eltavolitasa
utan fecskendébe felszivott médiummal fajtuk ki beldliik a csontvelét. Az igy kapott
sejtszuszpenziot 60 um-es poérusméretii nylon filteren sziirtiik at, eltavolitva ezzel a
nagyobb szovettormelék darabokat. A Kinyert sejteket Hanks-féle sooldattal
(Invitrogen, Carlsbad, CA) mostuk és négyzetcentiméterenként 2-5x10° sejtszamban 25
cm’es tenyésztdedényekbe (BD Falcon, Bedford, MA) szélesztettik 6ket. A
tenyésztéshez Dulbecco-altal modositott Eagle-féle médium (DMEM) és Ham-féle F-12
médium 1:1 aranyu keverékét hasznaltuk, 10 % v/v foetalis borji savoval (FCS), 5 %
v/v l6savoval (HS), 2 mM L-glutaminnal (mind Invitrogen), 50 U/ml penicillinnel, és
50 pg/ml streptomycinnel (Sigma-Aldrich, St.Louis, Mo) kiegészitve (komplett
médium). A hasi és agyéki zsirszovet mintakat hideg foszfattal-pufferelt sdéoldatban
(PBS) mostuk, majd mechanikai feltarast kovetden 0.1% kollagenaz (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Mo, USA) tartalmii PBS-ben, 37°C-on emésztettiik 30 percen at. Ezutan
centrifugalassal tavolitottuk el a kotdszoveti elemeket és az érett zsirsejteket, majd az
tiledéket komplett médiumban, az elézéekben leirtak szerint szélesztettik. A
tenyészeteket 37°C-on CO,—termosztatban inkubaltuk és a le nem tapadt sejteket a
médium heti kétszeri cseréjével tavolitottuk el.

Az Osszefiiggd, adherens sejtréteget az atoltas elokészitéseként hideg Hanks-féle
oldattal mostuk, majd 0.25%-os tipszin/EDTA oldattal valasztottuk el a tenyésztdedény

falatol. Ujboli mosas utdan nagyobb, 75-cm*es flaskaba (BD Falcon) szélesztve

25



DOI:10.14753/SE.2014.1957

folytattuk a tenyésztést. A tovabbi atoltasokat is a fent leirtak szerint végeztik el.

Kisérleteinkhez 8-15-szor atoltott MSC-ket hasznaltunk.

3. A mesenchymalis stroma sejtek differencidltatisa

Az Ossejtek osteoblast €s adipocyta iranyu differenciéltatasat Pittenger és mtsai
[5] modszerével végeztiik. A csont iranyl differencialtatas soran a sejteket 2 hétig
inkubaltuk dexametazont (10° M), B-glicerofoszfatot (10 mM), és aszkorbinsavat (50
pg/ml) tartalmazo, 10% FCS-sel kiegészitett DMEM médiumban. A differencialtatasi
periodus végén az ezid6 alatt lerakddott extracellularis kalciumot alizarinvords festékkel
tettiik lathatova. A zsirsejt iranyu differencidltatdhoz az FCS tartalmu DMEM
médiumhoz dexametazont (107 M) és 3-izobutil-1-metilxanthint (0,5 mM) adtunk, majd
7 nap elteltével a sejtekben felhalmozodott lipidcseppeket olajvords festékkel jeldltiik
meg (mind Sigma-Aldrich). A képek Olympus CK2-es inverz mikroszkoppal (Olympus,
Tokio, Japan) és Nikon Coolpix 4500 digitalis kameraval (Nikon GmbH, Diisseldorf,

Németorszag) késziiltek.

4. Aramlisi citometria

A sejtfelszini markerek vizsgalatihoz mintanként 2-5x10° sejtet tettiink FACS
késziilékben valé mérésre alkalmas mtianyag csovekbe, majd kétszeri PBS-es mosast
kovetdéen megjeldltiik fluorescein izotiocianattal (FITC) (anti-CD34, anti-CD90.2 és
anti-F4/80), fikoeritrinnel (PE) (anti-Sca-1, anti-CD44, anti-CD73 és anti-CD206),
allofikocianinnal (APC) (anti-CD86) vagy biotinnal (anti-CD3, anti-CD45R/B220, anti-
CD11b, anti-Ly-6G, ¢és anti-TER-119) konjugaltatott egér monoklonalis
ellenanyagokkal (BD Pharmingen, San Diego, CA). A sejteket 20 percig 4 °C-on
inkubaltuk, majd 1jbol kétszer mostuk PBS-sel. Ezt kovetéen a biotinalt
ellenanyagokkal jelolt sejtekhez masodik reagensként PE-vel Kkonjugaltatott
Streptavidint (Sigma-Aldrich) adtunk. Az MHC-II molekulak kimutatasat M5/114.15.2
monoklonalis patkany anti-egér IgG2b-vel (Dr. Ldszlo Gloria, ELTE Immunologiai
Tanszék, ajandéka) és poliklonalis, FITC-cel jelzett nytl anti-patkany IgG-vel (BD
Pharmingen) végeztilk. A masodik ellenanyaggal ismételten 20 percig, 4°C-on tortént

az inkubalas, majd PBS-sel valo mosas utan a méréseket FACScan aramlasi
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citométerrel, CellQuest szoftver segitségével végeztik (Becton, Dickinson and

Company, Franklin Lakes, NJ).

5. T-sejtek tisztitasa

A T-sejtek tisztitasat SpinSep Mouse CD3™ T Cell Enrichment Kittel, a gyart6
utasitasait kovetve végeztiikk (StemCell Technologies Inc, Vancouver, Kanada).
Roviden: felnétt (10-12 hetes), C57BI/6 egerek 1épét izolaltuk, majd kétszeri Hanks-féle
oldattal tortént mosast kovetden a szovetet mechanikailag feltartuk. Centrifugalas utan
5% patkanysavo tartalmi médiumban 5x107 milliliterenkénti sejtszamu szuszpenziot
készitettiink. Ezutan egy tobb 1épésbdl allo folyamat soran specifikus ellenanyag koktél
segitségével vasgyongyokkel jeloltik meg a CD3+ T-sejtek kivételével minden, a
Iépben eléforduld sejttipust. Ezt kdvetden a sejtszuszpenziot négyszeresére higitottuk,
majd siriség-gradiensen (StemCell Technologies Inc) centrifugaltuk. A jelolésnek
koszonhetden a két, kiilonbozo strtiségt folyadékréteg hatarfeliiletérdl nagy tisztasagu

(> 95%) T-sejt preparatumot izolaltunk.

6. T-sejt proliferdacio gatlasa

Az immunszuppressziv aktivitds vizsgalatdhoz (az Eredmények részben
feltiintetett szamu) mesenchymalis Ossejtet tapasztottuk ki 100 ul komplett médiumban,
96 lyuku, lapos fenekii tenyésztdtalcakra (BD Falcon). 24 6ra mulva a nem adherens
sejteket lemostuk és minden lyukhoz 2x10° Iépsejtet, vagy izolalt 1ép T-sejtet adtunk
200 pl végtérfogatban, 16savé mentes komplett médiumban, 5 png/ml concanavalin A
(ConA) (Sigma-Aldrich) egyidejii jelenlétében, vagy ConA nélkiil.

A kevert limfocita kulturakat (MLR) hasonl6 tenyésztési koriilmények kozott,
2x10° responder (C57B1/6) és 2x10° stimulator (30 Gy-vel besugarzott Balb/c) 1épsejt
Osszemérésével készitettiik el. Két, vagy MLR esetén négy nap inkubacié utan 1 pCi
3H-timidinnel (Amersham Pharmacia Biotech Export GmbH, Bécs, Ausztria) 6 oran
keresztiil jeloljiik a sejteket, majd learatdsukat kovetden folyadékszcintillatorban mértiik
a percenkénti betitésszamot.

A trans-well” elrendezésii kisérletek sordn 2 X 10° MSC-t szélesztettiink
komplett médiumban 24 lyukua tenyésztétalcakra, majd 2x10° T sejtet adtunk hozzajuk

az adott tenyésztdtalcahoz ill6 betét-kamrakban, amelyek aljat 1 pum porusatmérdji
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féligateresztd hartya alkotja (BD Falcon). Ez a megoldas térben ugyan szeparalja
egymastol a sejteket (kizarva ezzel a kozvetlen sejtkontaktust), de meghagyja annak
lehetdségét, hogy a tenyésztOkozeg utjan az 1 pm atmérénél kisebb szolubilis

mediatorok révén a két sejttipus hatast fejthessen ki egymasra.

7. Szekretalt fehérjék kimutatdsa sejtkultira feliiliiszokbol

A kiilonboz6 sejtkultara feliiliszokban, valamint szérum mintdkban talalhato
citokinek mennyiségét minden esetben az adott citokinre specifikus, kvantitativ
ParameterTM ELISA Kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) segitségével, a

cég utasitasait kdvetve mértiikk meg.

8. A mesenchymalis dssejtek in vitro stimuldcidja

Az MSC-ket 2 x 10° sejtszamban, 1ml komplett médiumban 24 lyuku, lapos
feneki tenyésztd talcakra (BD Falcon) szélesztettiik, majd 24 o6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk 6ket. A le nem tapadt sejteket a taptalaj cseréjével tavolitottuk el, majd a
gyulladasos citokinek (TNF-a és IFN-y; R&D Systems, Inc), enzim-gatloszerek
(Indometacin, L-NMA és metil-triptofan, Sigma-Aldrich) nitrogén-oxid donor molekula
(NOC-18; Sigma-Aldrich) és/vagy lipopoliszacharid (LPS; Sigma-Aldrich) hozzaadasa
utdn tovabbi 48 oran keresztiil tenyésztettiik a sejteket. A feliiluszokbdl az inkubacios
id6 letelte utan 500 pl térfogatii mintakat vettiink, amelyeket ezt kovetden a szekretalt

fehérjék kimutatasaig -80 °C -ra fagyasztva taroltunk.

9. A kisérletes autoimmun encephalomyelitis (EAE) betegségmodell indukcidja
és kovetése

Fiatal feln6tt (12 hetes) ndstény C57BI1/6 egereket a vizsgalat megkezdése elotti,
0. napon 5 mg/ml el6lt Mycobacterium tuberculosis (Difco Laboratory, Detroit, USA)
tartalmu komplett Freund adjuvans (CFA) (Sigma-Aldrich) valamint 1 mg/ml MOG3s.s5
peptid (mielin oligodendrocita glikoprotein) (Dr. Toéth Géabor, SZTE AOK Orvosi
Vegytani Intézet) tartalmu PBS oldat 1:1 aranyu keverékével oltottuk a két hatso végtag
belsé oldalan), oldalanként 0,1 ml keveréket injektalva a borfelszin ala (subcutan).
A MOGs3s.55 peptid szekvencigja a kovetkezoé volt: MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK.
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Az indukci6 napjan, valamint 2 nap elteltével az allatoknak 0,1 ml PBS-ben oldott 330
pug Pertussis toxint (List Biological Laboratories, Campbell, USA) is beadtunk
intraperitoneélisan. Az éllatokat a 7. napon véletlenszertien két csoportra osztottuk. Az
egyik csoport 0,2 ml 2x10° mesenchymalis Sssejtet tartalmazé Hanks-féle oldatot kapott
intraperitonealisan (kezelt allatok), mig a masik csoportot csak Hanks-féle oldattal
oltottuk be (kezeletlen egyedek).

A kisérletek 28 napig tartottak, ez id6 alatt az allatok egészségi allapotat minden
nap ellendriztiik. A betegség stlyossagat egy 5 fokozatu skalan pontoztuk az alabbiak
szerint:

0 pont: egészséges allat, farkat vizszintes helyzetig felemeli jaras kozben;
1 pont: az allat lebénult farkat jaras kozben maga utan hizza, mar nem képes
felemelni azt;
2 pont: az allat hats6 labainak mozgésa ,,botladozova”, bizonytalanné valik vagy
az egyik hatso6 végtagja bénult;
3 pont: az allat mindkét hatsé végtagja lebénult, nem képes mozgatni azokat;
4 pont: az allat mells6 ldbainak mozgasa is bizonytalannad valik, nehezen tudja
testét elemelni az aljzatrol vagy az egyik mells6 végtagja bénult;
5 pont: az allat minden végtagja bénult vagy az allat elhalalozott.
A 4 ponttal jellemezheto allatokat tulaltatdssal kiméltiik meg a tovabbi szenvedéstol.
Az allatkisérletek az Orszagos Gyogyintézeti Kozpont Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsaga altal el6irt szabalyok szerint, az Eurdpai Unido 86/609/EC ajanlasaban
megfogalmazottak figyelembe vételével folytak.

10. Kevert glia kulturak készitése és a mikroglia sejtek izoldldsa

A kevert glia kulturak készitése és a mikroglia sejtek izolalasa soran Saura és
munkatarsai [75] nyoman, a korabban leirtak [76] szerint jartunk el. Ujsziilott (P1-P3)
CD1 egerek agyvelejét izolaltuk, majd kétszeri PBS-es mosast kdvetden
sztereomikroszkop alatt eltavolitottuk az agyhartyakat €s a plexus chorioideust is.
Ezutan steril penge segitségével el6szor mechanikailag tartuk fel a szovetet, majd
0,05% tripszin és 400 ug/ml DNaz (Sigma-Aldrich) tartalma PBS-ben enzimatikusan is
emésztettiik azt (10 percig, 37°C-on). Az ily modon nyert sejteket poly-L-lizinnel (PLL)
(Sigma-Aldrich) bevont Petri csészékbe (BD Falcon) szélesztettik az MSC-k
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tenyésztése sordn is hasznalt komplett médiumban. A le nem tapadt sejteket a tenyésztés
24. és 48. ordjaban a csésze felszinének alapos mosasaval tavolitottuk el. Az igy nyert
sejtkulturat ezt kovetden 3 hétig tenyésztettiik, heti kétszer médiumot cserélve.

Az érett kevert glia kultarabol a tenyésztés 21. napjan mikroglia sejteket
izolaltunk. A tenyészeteket 2 oran keresztiil 0.05%-0s EDTA mentes tripszin oldatban
inkubaltuk 37°C-on, aminek hatisara egy zommel csak asztroglia sejteket tartalmazd
réteg valik el a Petri csésze falatol. Ennek eltavolitdsa utan a letapadva maradt sejteket
kétszer megmostuk PBS-sel, majd 10 percig 37°C-on inkubaltuk 0.25%-0s
tipszin/EDTA oldatban. Az ily mdédon szelektiven izolalt mikroglia sejteket mosas és
centrifugalds utan (a kisérlett6l fiiggden) az eredmények részben feltiintetett szdmban

PLL-el bevont felszinre tapasztottuk ki.

11. Mikroglia sejtek morfologiai analizise (immuncitokémia)

10° mikroglia sejtet inkubaltunk 37°C-on 48 o6ran keresztiil 10* csontveldi
eredetit MSC és/vagy 10 pg/ml LPS jelenlétében vagy a nélkiil. Ezt kdvetden 4%-0s
paraformaldehid (PFA) oldattal 20 percen keresztiil fixaltuk a tenyészeteket, majd
haromszori mosast kovetéen felhasznalasig azidos PBS oldatban taroltuk Oket. Az
immunfestés soran a sejteket egy éjszakan at 4°C-on biotinalt Isolectin B, (Sigma-
Aldrich) 1:500 aranyban 5% FCS tartalmti PBS-ben higitott oldataval inkubaltuk. PBS-
es mosast kovetéen a fluorescens detektalas el6készitéseként Alexa 488-cal
konjugaltatott avidint (Invitrogen) adtunk a sejtekhez 1:1000 higitasban, majd egy ora
elteltével PBS-sel mostuk. A preparatumokat bisz-benzimidet (Sigma-Aldrich)
tartalmaz6 Mowiollal (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) fedtiik le. Mintanként
(n=4) 15 egymastodl fliggetlen, random latotérrol készitettiink felvételeket Nikon AL1R
konfokalis lézer-szkenning mikroszkép (Nikon) 20-szoros objektivjével. Az elkésziilt
felvételeken a sejtszamot a bisz-benzimiddel kékre festddott magok szamolasaval
hataroztuk meg, mig az egyes sejtek teriiletét Zeiss AxioVision 4.8 szoftver segitségével

mértiik meg.
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12. Mikroglia sejtek éleszté és apoptotizalo thymocyta fagocitozisanak
vizsgdlata

Elékésziiletként a Saccharomyces cerevisiae sejteket harminc perces forralassal
eloltik, majd a sejtszamot 5x107/ml-re allitottuk be PBS-ben és az elkészilt
szuszpenziot felhasznaldsig 4°C-on taroltunk. Ebbdl a torzsoldatbol mértiink 0,1 ml-t
(vagyis 5x10° élesztésejtet) a mikroglia sejteket és/vagy MSC-ket tartalmazé lyukakba,
majd egy oran keresztiil inkubaltuk 6ket 37°C-on. Ezt kovetOen Pasteur-pipetta
segitségével haromszori alapos PBS-es mosassal eltavolitottuk a be nem kebelezett
élesztdsejteket, majd 8%-os formalin oldattal 10 percig fixaltuk a mintédkat. Ujabb
haromszori PBS-es mosast kovetéen a preparatumokhoz Giemsa oldatot adtunk,
amelyben 1 oran keresztiil festodtek a sejtek. Az utolsé harom PBS-es mosast kovetden
Olympus CK2-es inverz mikroszkoép 20-szoros nagyitasi objektivével (Olympus),
Nikon Coolpix 4500 digitalis kamera (Nikon GmbH) segitségével mintanként 10
egymastol fiiggetlen, random latotérr6l készitettiink fényképfelvételeket. A fotokon
ezutan leszamoltuk a 100-100, egymastol fliggetlen sejt altal bekebelezett élesztd
partikulumokat, majd a kapott eredményeket atlagoltuk és statisztikai analizisnek
vetettiik ala.

Az apoptotizald thymocytdk fagocitozisanak vizsgéalatdhoz felnétt C57Bl/6
egerek thymusat izolaltuk, majd kétszeri PBS-es mosast kovetéen a szervet
mechanikailag feltartuk. A sejteket centrifugdlds utan megszamoltuk, ¢és a
milliliterenként  5x10°  szamu thymocytat tartalmazé szuszpenzidbhoz 1 pM
dexametazont (Sigma) adtunk, majd 12 6ras 37 °C-on tortént inkubalas utan kétszer
mostuk oket.

Az élesztd sejtek és apoptotizald thymocytdk fagocitozisat kovetd citokin
termelésbeli valtozasok vizsgalatdhoz 24 lyuku, lapos fenekli tenyésztétalcakon a
mikroglia sejteket és/vagy MSC-ket tartalmazé lyukakba 5x10° éleszté sejtet vagy
apoptotizald thymocytat mértiink, majd egy oran keresztiil inkubaltuk dket 37°C-on.
Héromszori alapos PBS-es mosast kovetéen 1 ml komplett médiumot a sejtekhez és
tovabbi 48 oran keresztiil tenyésztettiik dket. A feliiliszokbol az inkubécios 1d6 letelte
utan 500 pl térfogatl mintakat vettiink, amelyeket ezt kovetden a szekretalt fehérjék

kimutatasaig - 80 °C-ra fagyasztva taroltunk.
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13. Mikroglia sejtek antigén prezentalo képességének mérése

Az ovalbumin specifikus T sejtek izolalasanak el6készitéseként 10-12 hetes
C57BI/6 egereket oltottunk komplett Freund adjuvans (Sigma-Aldrich) és 2 mg/ml
koncentracioju  ovalbumin (Sigma-Aldrich) oldat 1:1 aranyt keverékével. Az
oltdéanyagot a hatso végtag kiilsé felszinén subcutan jutattuk be. Egy hét elteltével az ily
modon eldkezelt allatok megduzzadt nyirokcsomoit izolaltuk, majd kétszeri PBS
oldattal tortént mosas utdn Hanks-féle oldatban fecskendé segitségével mechanikailag
feltartuk azokat. Centrifugalast kovetéen a komplett médiumban reszuszpendalt T
limfocitakat az Eredmények részben feltiintetett szamban adtuk hozza a mikroglia
sejteket (mint antigén prezentald sejteket) és mesenchymalis ssejteket is tartalmazod
kultirakhoz. 4 napos inkubacié utan 1 pCi ®H-timidin (Amersham Pharmacia Biotech
Export GmbH) hozzaadéasaval 6 6ran keresztiil jeloltiik a sejteket, majd learattuk dket és

folyadék-szcintillatorban mértiik a percenkénti betitésszamot.

14. A reguldtor T-sejtek ardnydban bekivetkezd valtozdsok vizsgdlata

A kisérlet soran 2x10° (az elézé részben feltiintetett modon) in vivo
ovalbuminnal eléaktivalt T-sejtet és 2x10° mikrogliat tettiink sejtkultiraba 6 lyuka
tenyésztdtalcakon, 20 pg/ml ovalbumint tartalmazo komplett médiumban, 2x10* MSC
jelenlétében vagy a nélkiil. A tenyészeteket 4 napig inkubaltuk 37°C-on, majd Hanks-
féle oldatos mosassal eltavolitottuk a le nem tapadd limfocitakat az adherens (MSC és
mikroglia) sejtek mellol. A CD4+CD25+FOXP3+ regulator T-sejtek (Treg) jelolését a
Mouse Regulatory T Cell Staining Kit #1 (eBioscience Inc., San Diego, CA)
segitségével végeztiik el, a gyartd utasitasait kovetve. Az ily modon jelolt sejtek mérését
FACScan daramlési citométerrel végeztik és eredményeinket CellQuest szoftver

segitségével értékeltiik ki (Becton Dickinson Company).

15. Géntermékek kimutatisa mRNS szinten, kvantitativ real-time PCR-rel
A mikroglia és MSC sejtek kultarakba keriilését, illetve az LPS kezelést kovetd
5. oOraban a tenyészeteket PBS-sel lemostuk, majd a feltarashoz Trizol reagenst

hasznaltunk (Invitrogen), kovetve a gyartd utasitdsait. Az RNS-ek izolalasdhoz és
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tisztitasahoz GeneAid Total RNA mini Kit-et hasznaltunk (New Taipei, Tajvan) a
termékhez mellékelt protokoll szerint eljarva. Az RNS preparatumok tisztasagat Nano
Drop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) spektrofotométerrel ellendriztiik €s
ezzel egy id6ben koncentraciojukat is meghataroztuk. Az RNS mintakbol 150 ng-ot
irtunk at cDNS-re High-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) segitségével 20 ul végtérfogatban.

A real-time PCR-t Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
segitségével kiviteleztiik ABI StepOne késziiléken, a gyarté utasitisait kovetve. A
reakciok soran hasznalt primereket Primer Express 3.0 program segitségével terveztiik
meg, amelyek a kovetkezdk voltak:

GAPDH:

(f) TGACGTGCCGCCTGGAGAAA

(r) AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG

TNF-ou:

(f) CAGCCGATGGGTTGTACCTT

(r) GGCAGCCTTGTCCCTTGA

1L-10:

() AGTGAGAAGCTGAAGACCCTCAGG

() TTCATGGCCTTGTAGACACCTTGGT

1L-1B:

(f) TTGACGGACCCCAAAAGATG

(r) TGGACAGCCCAGGTCAAAG

NLRP3:

f) CAGAGCCTACAGTTGGGTGAA

(r) ACGCCTACCAGGAAATCTCG

A GAPDH-nal mért értékeket hasznaltuk belsd kontrolként. A PCR termékek
azonositasat célzd ,melting curve analizist”, valamint a kapott génexpresszios
eredmények kiértekelését ABI StepOne késziilék sajat szoftverének (v.2.0) segitségével

végeztiik el.
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16. Statisztika
Az eredmények szignifikans voltat — ahol ez lehetséges volt — Student-féle t-proba
segitségével hataroztuk meg, p<0,5 figyelembe vételével. Az eredményeket atlag és

szoras formajaban abrazoltuk.
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Eredmények

1. A mesenchymalis dssejt populdiciok jellemzése: felszini markerek és

differencidlodasi képesség

Feln6tt (10-12 hetes) C57BI/6-0s egerek csontvelejébdl valamint hasi és agyéki
zsirszovetébol stroma tenyészeteket készitettiink a Modszerek részben leirtak szerint.
Kisérleteinket legaldbb nyolcszor atoltott sejtekkel végeztiik, mivel korabbi mérési
eredményeink és irodalmi adatok [77] szerint is a csontveldi stroma tenyészetek a 7-8.
atoltasig vérképzoszervi eredetli elemeket — foként makrofagokat - is tartalmaznak.
Fontos megjegyezni azt is, hogy a tenyésztés soran az egér MSC-k kivétel nélkiil
spontan immortalizalédnak, ezért korlatlan ideig fenntarthatok in vitro kultaraban.
Kisérleti munkankhoz azonban sosem hasznaltunk 18. passzalasnal iddsebb sejteket,
mert tapasztalataink szerint 20-25 atoltas felett megnd a fenotipusos és plaszticitasbeli
valtozasok eléfordulasanak veszélye (nem mutatjuk).

A 8. atoltas utan a csontvel6i (Csv-MSC) és a zsirszovet eredeti (Zs-MSC)
mesenchymalis 6ssejt tenyészetek egyarant adherens, fibroblast-szerti morfologiat
mutatd sejtekbdl alltak (3/A. és 3/B. abra). Aramlasi citometrias vizsgalataink
eredménye szerint ezek a sejtpopulaciok Sca-1 és CD44 markerekre pozitivak voltak,
mig CD73-at csak kis mennyiségben fejeztek ki felsziniikon. CD90.2 antigén kizarolag
a zsirszovet eredetli stroma sejtek expresszaltak (3/C. abra). Ugyanakkor tenyészeteink
egyontetiien negativnak bizonyultak a vizsgalt (CD34, CD45, CD11b, Gr-1, Ter-119)
haematopoetikus markerekre (3/D. abra) és lagy gélben nem képeztek koloniakat (nem
mutatjuk). Mindkét MSC populacioban a sejtek megfelelé induktorok hatasara
osteoblast, illetve adipocyta iranyba differencialodtak (4. 4bra), igy tehat
multipotensnek (illetve legalabbis bipotensnek) tekinthetdek.

A felndtt egerek csontveldjébdl és zsirszovetébdl izolalt sejttenyészeteink tehat
morfologiajukat, sejtfelszini markereiket és differenciacids képességiiket tekintve
kielégitik a bevezetésben megfogalmazott kovetelményeket, vagyis mesenchymalis
Ossejteknek tekinthetéek. Hasonloképpen minden kritériumnak megfelel6 MSC
populacidkat nyerhetiink fiatal (14napos) C57Bl/6 egerek csontvelejébdl, aortafalabol,
1€pébdl és thymusabol is (lasd [78]).
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3. abra A csontvelo és zsirszovet eredetii egér mesenchymalis
ossejtek jellemzése

Csontveloi (A) és zsirszovet eredeti (B) adherens stroma sejtek
morfologiai képe (Giemsa-festés, eredeti nagyitas tizszerese) Az MSC-
kre jellemzo sejtfelszini markerek (C), illetve a vérképzO Os- és
elodsejtek, valamint vérsejt-fejlodési sorok jellegzetes antigénjeinek (D)
hisztogramjai, ahol a sziirke hatteri gérbék az izotipus kontrollal, a
szines vonalak pedig a fikoeritrinnel (piros) vagy fluoreszcein-
izotiocianattal (z6ld) konjugalt ellenanyaggal jel6lt sejtek fluorescencia
intenzitasat jelzik.
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4. abra A csontvelo és zsirszovet eredetii egér mesenchymalis
ossejtek osteoblast (A) és adipocyta (B) iranyu differenciacioja

Az (A) abran olajvoros festék segitségével tettilk lathatova a sejtek
kozotti térben a 14 napos differenciacios idoszak alatt felhalmozodott
kalciumot, mig a (B) abran alizarin voros festékkel jeloltik meg a
sejtekben felgyiilemlett lipidcseppeket (a képek eredeti nagyitasa
20x-0s).
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2. Az MSC-k immunszuppressziv és gyulladdsgadtlo képességének vizsgalta

A mesenchymalis Ossejtek talan legigéretesebb ¢€s terapias szempontbdl leginkabb
kiaknazhato sajatsaga az in vitro kultarakban és in vivo kisérleti rendszerekben is

megfigyelhetd erdteljes immunszuppressziv és gyulladasgatld képességiik [79].

2.1. A mitogen és alloantigén-indukalt T-sejt proliferacio gatlasa in vitro kulturdaban

ElsOként azt szerettiik volna bizonyitani, hogy az éltalunk kiillonb6z6é szervekbol
izolalt MSC-k valoban képesek az aktivalt T-sejtek osztodasat gatolni. Mint azt az 5/A.
abra mutatja, a felndtt allatok csontvelejébdl és zsirszovetébdl szarmazé MSC
populaciok eltéré mértékben ugyan, de képesek gatolni a ConA indukalt T sejt
proliferaciot. A kiilonbség leginkabb 5x10° MSC jelenlétében mutatkozik meg, ami
1:40-hez MSC:T-sejt aranyt jelent. Ekkor ugyanis a Csv-MSC-k mar maximalisan (kb.
70%-ban) képesek gatolni a mitogén stimulalt T sejtek osztddasat, ezzel szemben a Zs-
MSC-k alig fejtenek ki gatlo aktivitast. A zsirszovet eredetli 6ssejtek csak magasabb,
1:20 MSC:T-sejt aranynal érik el gatlo aktivitasuk maximumat (kb. 65%), ami
intenzitasat tekintve nem tér el szignifikdns mértékben csontveldi tarsaik
immunszuppressziv képességétdl. Ezt az eredményt figyelembe véve a tovabbi
kisérleteket 1:20, valamint 1:10 MSC:T-sejt aranynal végeztiik el. Hasonld eredményt
kaptunk, amikor a 1ép T-sejtek alloantigénre adott valaszanak gatlasat vizsgaltuk kevert
limfocita kulturakban (MLR) (nem mutatjuk).

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a fiatal (14 napos) allatok kiilonbozo testtajairol
szarmaz6 Sstroma sejt populaciok immunszuppressziv aktivitasaban van-e kiilonbség.
Ahogy az az 5/B. abran is lathatd, a csontveld és 1ép eredetii MSC-k erdsen (kb. 70%-
aktivitasa ennél mérsékeltebb (kb. 40%-0s), mig a thymus eredetii sejtek nem képesek a
mitogén (ConA) indukalt T-sejt osztodast befolyasolni. Tendencidjaban ezzel
megegyez6 eredményt kaptunk kevert limfocita kulturakban (nem mutatjuk).

Tehat a kiilonbozd forrasbol szarmazd6 MSC populdcié immunszuppressziv

aktivitasa jelentdsen eltérhet egymastol in vitro kultiraban.
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S. abra. A Kiilonbozo szervekbdl izolalt mesenchymalis oOssejtek
immunszuppressziv aktivitisa. (A) 5 pg/ml ConA-val stimulalt
lépsejtek (2x10° sejt/kultira) *H-timidin-felvétele kiilonb6zé szamn
felnott allatbol szarmazd csontveldi (folytonos vonal) vagy zsirszovet
eredetll (szaggatott vonal) MSC jelenlétében. (B) A 14 napos egerekbol
izolalt csontveloi, aorta, 1ép és thymus eredetii MSCk ConA-stimulalt
lépsejt proliferacio gatlasa. Az eredményeket atlag + szoras formaban
abrazoltuk (n=3).
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2.2. Az MSC-k immunszuppressziv aktivitasa kiilonbozo enzim gatlok jelenlétében

Az irodalmi adatok [80] alapjan felvet6dd, az MSC-kbdl felszabaduld kiilonbozo
szolubilis mediatorok szintéziséért felelds enzimek aktivitdsanak gatlasaval probaltuk
feltarni az immunszuppressziéo mechanizmusat. Mitogénnel stimulalt 1ép T-sejtekbdl és
csontveldi vagy zsirszovet eredetli MSC-kbdl 4llo tenyészetekhez enzimgatlokat adtunk
magas, de sejtpusztulast még nem okozé koncentracioban.

Ahogy azt korabban is lathattuk, ez esetben is kimutathatd, hogy ConA stimulacio
hatasara a T-sejtek proliferacidja kb. tizszeresére né meg (6. abra). Ezt a fokozott
sejtosztodast a csontvel6i MSC-k egyidejii jelenléte harmadara képes csokkenteni. Ha
indometacint (Indo), vagyis a PGE2 szintéziséért felelds ciklooxigenaz (COX-1, COX-
2) enzimek gatloszerét vagy a nitrogén-oxid-szintazt (NOS-t) gatlo N-metil-L-arginin-
acetatot (L-NMA-t) adunk a sejtekhez, akkor a T sejt proliferacié részben, de nem
teljesen helyredll. Ha ezt a két inhibitort egyiittesen alkalmazzuk, akkor nem
tapasztalunk tovabbi proliferacio emelkedést, tehat hatasuk nem additiv. Ha viszont
metil-triptofant (1-MT-t) adunk a sejtekhez és ezzel az indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO)
enzim aktivitasat gatoljuk, akkor nem csokken az MSC-k proliferacio gatldo képessége,
vagyis az IDO - legalabbis egér MSC-k esetében — nem jatszik szerepet az
immunszuppressziv aktivitasban. Igy hat a tovabbiakban melléztiik ennek az enzimnek
a vizsgalatat és inhibitoranak alkalmazasat is.

Kevert limfocita kultara valamint zsirszovet eredetli MSC-k esetében is a fentiekkel
megegyezd eredményt kaptunk (nem mutatjuk). igy kijelenthetjiik, hogy az MSC-k T-
sejt proliferacio gatlo aktivitasaban a prosztaglandin(ok)nak és a NO-nak is szerepe
van, de nem csak és kizarolag e két molekula felelds a hatas kozvetitéséért, hiszen
szintézisiik egylittes gatlasakor sem all helyre teljesen a T limfocitak osztodasa.
Ugyanakkor, ha a T-sejteket és az MSC-ket félig ateresztd hartyaval valasztjuk el
egymastol (,trans-well” elrendezésii kultarakban), akkor az Ossejtek mar nem képesek
gatolni a T limfocitak osztodasat (nem mutatjuk). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az MSC-k ¢és az aktivalt T sejtek kozott kozvetlen kolesonhatas is sziikséges ahhoz,

hogy az imént megfigyelt gatlo aktivitas érvényre juthasson.
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6. abra. Az MSCk immunszuppressziv aktivitasa kiilonb6z6 enzim
gatlok jelenlétében. 5 pug/ml ConA-val stimulalt T lymphocytak (2x10¢
sejt/kultira) *H-timidin-felvétele 2x10° Csv-MSC egyidejii jelenlétében,
kiilonb6zo enzim gatlo szerek hozzaadasaval vagy anélkiil. (Indo =
Indometacin, ciklooxigenaz enzim gatld; L-NMA = N-metil-L-arginin-
acetat, nitrogén-oxid-szintaz (NOS) gatlo ;. 1-MT = metil-triptofan,
indolamin-2,3-dioxigenaz enzim (IDO) gatlo.) Az eredményeket atlag +
szoras formaban abrazoltuk (n=3).

2.3. Az MSC-k prosztaglandin E2 (PGE?2) termelése aktivalt T sejtek jelenlétében

A fenti eredmények és korabbi irodalmi adatok [44, 81] egyiittes figyelembe
vételével a tovabbiakban a Csv- és Zs-MSC-k prosztaglandin E2 termelésének
vizsgalatara koncentraltunk. Arra voltunk kivancsiak, hogy az MSC-k PGE2 termelése
hogyan valtozik aktivalt T sejtek jelenlétében. A csontveldi Ossejtek kontrollként
tekintett alap PGE2 termelése 1200 pg/ml koriil adodik, ez az érték naiv T sejtek
jelenlétében 4000 pg/ml-re né meg (7/A. abra). Ha ConA-val stimulaljuk a limfocitakat,

akkor a prosztaglandin E2 termelés tovabb nd, igy ez esetben a kontrollhoz képest
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7. abra. AZ MSCKk PGE?2 termelése aktivalt T sejtek jelenlétében

5 pg/ml ConA-val stimulalt T sejteket (2x10%/well) 24 lyuku, lapos
fenekli plateken tenyésztettink 2x10° csontveléi eredeti MSC
jelenlétében, majd 48 ora elteltével a feliiluszokbol vett mintakbol
prosztaglandnin E2-t meértiink gyari kvantitativ ELISA kitek segitsegével.
(A) A ,T-sejt SN” felirat ConA aktivalt T sejtek négyszer higitott
feliiluszojat jelenti, mig TW roviditéssel azokat a kisérleteket jeloltik
meg, amelyek soran a kétféle sejttipust 1 wm porusatmeérojii
féligateresztd hartyaval valasztottuk el egymastol. (B) A sejt kulturakhoz
10 uM indometacint (Indo) vagy 1 mM N-metil-L-arginin-acetatot (L-
NMA) adtunk a tenyésztés megkezdésekor. Az eredményeket atlag +
szoras formaban abrazoltuk (n=3).

négyszer tobb, 16000 pg/ml PGE2-t mérhetiink a felilluszéban. Ha viszont a T-sejteket
és az Csv-MSC-ket térben elvalasztottuk egymastol (,.trans-well” kultirakban), vagy
intakt T limfocitak helyett csak a mitogén-stimulalt T-sejtek korabban gytjtott
feliiluszojat (kondiciondlt médiumat) adtuk az MSC kultirdkhoz, az 6ssejtek PGE2
szekrécidja soha nem emelkedett a kontrollnak tekintett érték (1200 pg/ml) f6lé. Ez arra

enged kovetkeztetni, hogy az aktivalt T limfocitak fokozni képesek a mesenchymalis
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Ossejtek prosztaglandin E2 szintézisét, de ennek bekdvetkeztéhez mindenképpen sejt-
sejt kdlcsonhatas sziikséges.

Ahogy az varhato volt, az aktivalt T-sejtek PGE2 termelés indukalé hatasa
indometacint (Indo) jelenlétében szinte teljes egészében megsziint, az L-NMA azonban
— ebben a kisérleti rendszerben - nem befolyasolta a mediator termelését (7/B. abra). Ez
azt jelenti, hogy aktivalt T sejtek jelenlétében az MSC-k PGE2 termelése a NO
jelenlététol fiiggetlen.

Az 7. abran bemutatott kisérleteket elvégeztiik zsirszovet eredetli mesenchymalis
Ossejtekkel is, melynek soran a Csv-MSC-k esetén leirtakhoz hasonld eredményt
kaptunk (nem mutatjuk). Egyetlen kiillonbségként azt emelném ki, hogy a Zs-MSC-k

spontan PGE2 termelése valamivel magasabb, kb 3800 pg/ml volt (nem mutatjuk).

2.4. A gyulladasos kornyezet hatasa a mesenchymalis Ossejtek prosztaglandin E2

termelésének szabadlyozasara

A gyulladédsos kornyezet modellezésére Csv- és Zs-MSC tenyészeteinkhez
rekombinans citokineket adtunk in vitro (8/A. és 8/B. abra). A TNF-oo magasabb, 50
ng/ml koncentracioban jelentdsen fokozta az MSC-k PGE2 termelését — ekkor 11000
pg/ml feletti értékeket mértiink —, mig alacsonyabb (10 ng/ml) koncentracidban mar
hatastalannak bizonyult. Ha az MSC-khez IFN-y—t adtunk, egyik vizsgalt
koncentracioban (100 és 20 ng/ml) sem tapasztaltunk szignifikans valtozast.
Ugyanakkor, ha a két citokint egyiittesen alkalmaztuk, mar alacsony koncentracioik (10
ng/ml TNF-oo és 20 ng/ml IFN-y) esetén is jelentdsen megné a szekretalt PGE2
mennyisége. Igy elmondhatjuk, hogy a IFN-y jelentésen fokozni képes a mesenchymalis
Ossejtek TNF-a indukélta PGE2 termelését, tehat a gyulladasos citokinek hatdsa erésen
szinergisztikus. 10 uM indometacin hozzaadéasa csontvel6i MSC kultirdk esetén nem
csak a spontan, de a gyulladasos mediatorok altal stimulalt PGE2 szekréciot is szinte
teljes egészében gatolni képes (9. abra). A TNF-a és az IFN-y egyidejii jelenlétében
indukalt PGE2 termelés L-NMA-val is gatolhatd (noha csak 60-70%-0san). Ezzel

crer

enzim gatlasa nincs szignifikans hatassal.
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8. abra. AZ MSCk TNF-a indukalta PGE2 szekréciojat az IFN-y
fokozni képes.
2x10° csontvel6i (A) és zsirszovet (B) eredeti MSC-t inkubaltunk 48

jelenlétében vagy anélkiil. A tenyésztési ido elteltével a feliiliszokbol
mintakat vettlink és gyari kvantitativ ELISA kitek segitségével
megmeértiik a prosztaglandnin E2 koncentraciot. Az eredményeket atlag +
szoras formaban abrazoltuk (n=3).
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9. abra. A gyulladasos citokinek altal stimulalt PGE2 termelés giatlasa
indometacinnal ¢és L-NMA-val 2x10° csontveldi eredeti MSC-t

TNFo—val, indometacinnal ¢és/vagy L-NMA-val a feltiintetett
kombinaciokban. A tenyésztési ido elteltével a feliilliszokbol nyert
mintakban ELISA kitek segitségével mértiik meg a prosztaglandnin E2
koncentraciot. Az eredményeket atlag + szoras formaban abrazoltuk (n=3).

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy az MSC-k nitorgén-monoxid (NO) (pontosabban
a kisérleti koriilmények kozott mérhetd nitrit) termelését hogyan befolyasolja a
gyulladasos citokinek jelenléte. Azt tapasztaltuk, hogy 2x10° Csv-MSC 8,1 + 4.2 uM
nitritet szekretalt (10. abra). A vizsgalt citokinek kiilon-kiilon és egyiittesen alkalmazva
— koncentracidjuktol fiiggetleniil — kb. 2-3-szorosan fokoztak az Gssejtek NO termelését
a kezeletlen kontrollhoz képest. Hasonld eredményre jutottunk zsirszovet eredetii
MSC-k vizsgalatakor is (nem mutatjuk). Ugyanebben a kisérleti rendszerben egy NO
donor molekula, a NOC-18 ennél sokkal szamottevébben (120-szorosan) fokozta a nitrit
termelést. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a NO-nak a PGE2 termelés szabalyozasa

soran elsdsorban az MSC-ken beliili jeltovabbitasban lehet szerepe.
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10. abra. A mesenchymalis ossejtek NO, termelése gyulladdsos
citokinek jelenlétében. 2x10° csontveldi eredeti MSC-t inkubaltunk 48
jelenlétében vagy anélkiil, a feltiintetett kombinaciokban. A tenyésztési
ido elteltével gyari, kvantitativ ELISA kitek segitségével mértik meg
feliluszokban a NO, koncentraciot. Az eredményeket atlag + szoras
formaban abrazoltuk (n=3).
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2.5 Az MSC-k immunszuppressziv aktivitasa in vivo betegség modellben — a kisérletes

autoimmun encephalomyelitis ossejtterapidja

Mivel az eddig bemutatott in vitro vizsgalati eredményeink és irodalmi adatok [74,
82, 83] is arra engednek kovetkeztetni, hogy az MSC-k immunszuppressziv aktivitasa
terapids célra is felhasznéalhatd, ezért az emberi sclerosis multiplex egy preklinikai
allatmodelljében, a kisérletes autoimmun encephalomyelitisben (EAE-ben) vizsgaltuk
sejtjeink hatasat.

A betegséget MOGas.s5 peptid és komplett Freund adjuvans keverékével, valamint
Pertussis toxin segitségével indukaltuk fiatal feln6tt (12 hetes) C57Bl/6 ndstény
egerekben, amelyek 10-14 nap elteltével postero-anterior iranyban fokozatosan
lebénultak. A betegség sulyossagat egy 5 fokozati skalan pontoztuk, a Modszerek
fejezetben leirtak szerint, majd a pontok atlagabol a betegség sulyossagat az id6
fliggvényében abrazolo diagramot készitettiink (11. abra). A kontroll csoporthoz képest
a 7. napon 2x10° csontveli eredetii mesenchymalis 6ssejt intraperitonealis beadasaval
kezelt egerek a betegség els6 fazisaban, atmenetileg sulyosabb tiineteket mutatnak, ami
azonban a statisztikai kiértékelés szerint nem tekinthetd szignifikdnsnak. (A kezelés
optimalis idépontjat szamos eldkisérlet alapjan hatdroztuk meg, amelyek eredményeit
nem mutatjuk.) A betegség legstlyosabb szakaszaban (15-18. napon) egyaltalan nincs
kiilonbség az Ossejtekkel kezelt, illetve a nem kezelt allatok bénuldsdnak mértékében.
Ezt kovetden (a 19. naptol) viszont a sejtterdpian atesett egerekben szignifikansan
gyorsabb allapot-javulas kovetkezik be, mint kontroll tarsaikban. Az MSC kezelés tehat
elsdsorban nem az EAE indukcijat €s progresszidjat gatolja, hanem modelliinkben
sokkal inkabb a betegség remisszigjat segiti el6. Mivel az agy- és gerincveldben zajlo
gyulladasi folyamat(ok) f6 effektor sejtjei EAE esetében (is) a mikroglia sejtek [84],
tovabbiakban a mesenchymalis Ossejtek mikroglia Sejtekre gyakorolt hatasanak

vizsgalatara dsszpontositottunk in vitro kisérleti koriilmények kozott.
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11. abra. A Kisérleti autoimmun encephalomyelitises (EAE-s) egerek
tiineteinek sulyossagat az MSC kezelés jelentosen csokkenteni képes.
Az EAE-s egerek betegségenek sulyossagat reprezentalo klinikai
ponterték (score) atlaga az ido fliggvenyben, ahol a folytonos vonal a
kontroll csoport, mig a szaggatott vonal a 7. napon 2x105 csontveloi
MSC intraperitonealis beadasaval kezelt csoport ertekeit mutatja (n=6).
Az eredményeket atlag=SEM formaban abrazoltuk
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3. Az MSC-k mikroglia sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata

3.1 A mikroglia sejtek karakterizaldasa és morfologidajuk valtozasa MSC-k jelenlétében

Ujsziilstt (P1-P3) CD1 egerek agyvelejébdl, foként astrocyta és mikroglia sejtekbél
allo kevert glia tenyészeteket készitettiink, majd ezekbdl két 1épcsds tripszinezési
eljarassal (lasd Moédszerek fejezet) szelektiven izolaltunk mikroglia sejteket. Aramlasi
Citometrias vizsgalataink eredménye szerint ez a sejtpopulacio 85+6%-ban tartalmazott
CD11b és 70+£5%-ban F4/80 markerekre pozitiv sejteket, és enyhén pozitivak voltak
CD206, MHC-II és CD86 sejtfelszini antigénekre (12. abra).

CD11b F4/80 CD206 MHC-1I CD86

&
E "}I H % s
N & q R ln
= & [N - 5 g
= 2 - . .
O o o
|7 » B aalar: = w oW W W W W e ; e
< Flurorescencia intenzitas >

12 abra. A mikroglia sejtek felszini markereinek hisztogtamjai, ahol
a sziirke hatterii goérbék az izotipus kontrollal, a szines vonalak pedig a
fikoeritrinnel (piros), allofikocianinnal (kék) wvagy fluoreszcein-
izotiocianattal (z6ld) konjugalt ellenanyaggal jeldlt sejtek fluorescencia
intenzitasat jelzik. A harom parhuzamos meérés kozil egy
reprezentativnak tekintheto kisérlet eredmeényét mutatjuk.

Altalanos morfologiajukat tekintve tobbszordsen elagazo, nyugalmi sejtalakkal
jellemezte azokat (13/A. abra), amely mesenchymalis Ossejtek egyidejii jelenlétében
jelentésen megvaltozott (13/B. abra), hiszen ekkor a mikroglia sejtek egy Kkiteriilt,
aktivalodott, améboid fenotipust vettek fel még akkor is, ha a két sejttipust félig
ateresztd hartyaval térben elvalasztottuk egymastol.

Annak érdekében, hogy ezt a morfologiai valtozast még alaposabban
tanulmanyozhassuk, fraktalkin receptorhoz kotdtten GFP-t (zold fluoreszkalo fehérjét)
expresszalé mikroglia sejteket izolaltunk CX3CR1"®7 transzgenikus C57BI/6
egerekbOl. Ennek az egértdrzsnek az egyedeiben a kozponti idegrendszer parenhima

allomanyan beliil csak a mikroglia sejtek mutatnak zo6ld fluorescenciat, igy azok
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bekovetkezo valtozasok mesenchymalis ossejtek jelenlétében. 10°
CD1 egér eredeti mikroglia sejtet inkubaltunk 48 oOran keresztiil
onmagaban (A) vagy 10* c¢sv-MSC jelenlétében (B), majd
paraformaldehides fixalast kdévetoen Giemsa oldattal festettiik meg
azokat. CX3CR1 ~ /OfP egér eredeti mikroglia sejtek fluorescens
mikroszkopos képe, amelyeket 48 Oran tenyésztettiink magukban (C)
vagy 10* csv-MSC jelenlétében (D). (E) Teriiletmérés eredményei, ahol
** p<(0,01 a mikroglia kontrollhoz képest. (n=45)
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szelektiven vizsgalhatok. A CX3CR1 * GFP mikroglia sejtek esetén is megfigyelhetjiik
(13/C. abran lathato nyugalmi allapothoz képest) az MSC-k jelenlétében tapasztalhatd
morfologiai valtozast (13/D. dbra). Ennek a szemmel is jol lathatdé véltozésnak a
szamszerusitéseként fényképfelvételeken mintanként legalabb 45 fiiggetlen sejt teriiltét
mértiik meg képanalizis szoftver segitségével, majd atlagoltuk azokat. Mint ahogy az a
13/E. é4bran lathatdé MSC-k jelenlétében szignifikdnsan nagyobb a mikroglia sejtek

atlagos tertilet.

3.2 A mikroglia sejtek élesztd és apoptotizalo thymocyta fagocitozisanak vizsgalata

Ezutan funkcionalis tesztekben vizsgaltuk az MSC-k mikroglia sejtre gyakorolt
hatasat. Els6ként a fagocitotikus aktivitasaban  bekovetkez6  valtozasokat
tanulmanyoztuk, melyet ¢lesztd partikulumok segitségével tudtuk qvantifikalni.
Stimulacié nélkiil egyetlen mikroglia sejtek atlagosan 15+1 élesztot kebelezett be a 60
perces inkubacidé alatt (14/A. &bra). A fagocitozis intenzitasa 24+2-re nott
mesenchymalis dssejtek jelenlétében, amely szignifikans kiilonbségnek bizonyult.
Endotoxin (vagyis bakterialis lipopoliszacharid) jelenlétének sem alacsony (0,1 pug/ml),
sem magasabb (10 pg/ml) koncentracioban alkalmazva sem volt szamottevd hatassal a
mikroglia sejtek éleszté fagocitozisara, és nem befolyasolta az MSC-k fagocitozist
fokoz6 hatasat sem. A 14/B és C. abran szerepld két reprezentativ felvételen jol lathato,
hogy a kontrollhoz képest az MSC-k jelenléte milyen intenziven fokozta a mikroglia
sejtek élesztd fagocitdzisat.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy miként valtozik a mikroglia sejtek citokin termelése
¢élesztd illetve apoptotizald thymocytdk fagocitozisat kovetéen, MSC-k egyideji
jelenlétében vagy a nélkiil. A potencialis patogénként érzékelt éleszté partikulumok
bekebelezését kovetden a mikroglia sejtek jelentés mennyiségli TNF-a-t szekretaltak,
azonban IL-10 termelésiikben nem tortént valtozas (15. abra), tehat ebben az esetben a
gyulladasos citokin javara tolodott el az egyensuly. Ezzel szemben apoptotizalo
thymocytak fagocitozisat kovetden nem tapasztaltunk semmilyen valtozast a citokin
termelésben. A mikroglia ¢s MSC kokulturdk feliiliszoéiban azonban nagy mennyiségii

IL-10 volt kimutathato, ami a milié immunszuppressziv iranyba valo eltolodasat jelzi.
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14. abra. A mikroglia sejtek éleszto fagocitézisaiban bekovetkezo
valtozasok mesenchymalis oOssejtek és/vagy bakteridlis endotoxin
jelenlétében. 10° mikroglia sejtet 48 oran keresztiil tenyésztettiink 10*
csontveloi eredeti MSC és/vagy lipopoliszacharid (LPS) kiilonb6z6
koncentracioinak jelenlétében, majd 5x10° €lesztdsejtet adtunk hozzajuk.
1 ora elteltével fixaltuk és Giemsa oldattal festettiik meg a sejteket. (A)
Mikroglia sejtek élesztd felvételének intenzitasa a kiilonbozo kezelések
fliggvényében (n=100), ** p<0,01 a kontrollhoz képest. Mikroglia (B)
illetve MSC-vel egyiitt tenyésztett mikroglia(C) sejtek reprezentativ
fotoja éleszto fagocitozisat kovetden.
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Ha a mikroglia sejteket MSC-k jelenlétében fagocitaltattuk, akkor élesztd
bekebelezésének hatdsara tovabbra is a TNF-o termelés dominalt, mig apoptotizald

sejtek fagocitozisat kovetden az IL-10 szekrécid valt uralkodova.

TNF-a ésIL-10 [1 TNF-a
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15. abra. A mikroglia sejtek citokin termelése eltéro éleszto illetve
apoptotizalo sejtek fagocitézisa utan. 10° mikroglia sejtet inkubaltunk
48 oran keresztiil 10% csontvel6i eredeti MSC jelenlétében vagy anelkiil,
¢lesztd vagy apoptotizald thymocyta fagocitozisat kovetdéen. A
tenyesztési ido elteltével gyari, kvantitativ ELISA kitek segitségével

“roa

eredmeényeket atlag + szoras formaban abrazoltuk (n=3).
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3.3 A mikroglia sejtek citokin termelése MSC-k jelenlétében

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy endotoxin jelenléte miként
befolyasolja az MSC-k mikroglia sejtek citokin termelésére gyakorolt hatasat. Ahogy
azt korabban élesztd partikulumok fagocitozisat kovetden is tapasztaltuk, a kontrollhoz
képest bakteridlis eredetli LPS jelenlétében is fokozodik a mikroglia sejtek TNF-a

termelése (16. dbra), mig az IL-10 és PGE2 termelésben nem tapasztalunk szamottevo

valtozast.
Mediator szekrécié (%) O INF-a
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16. abra. A TNF-a / IL-10 arany eltolodik az IL-10 javara a
mikrogliat és MSC-t is tartalmazé sejtkulturak feliilluszoiban.
48 oran keresztiil inkubaltunk 103 mikroglia sejtet 10* csontveldi eredetil
MSC illetve 10 pg/ml LPS jelenlétében vagy anélkiil, a feltiintetett
kombinaciok szerint. TW roviditéssel azokat a kisérleteket jeloltiik meg,
amelyek soran a kétféle sejttipust 1 um porusatmérdji féligatereszto
hartyaval valasztottuk el egymastol A tenyésztési idO elteltével gyari,
kvantitativ ELISA kitek segitségével mértiik meg feliiliszokban a
TNF-a, IL-10 ¢s PGE2 koncentraciot. A mikroglia sejtek dnmagukban
meérheté mediator termelését 100 %-nak tekintve atlag + szoras formaban
abrazoltuk a citokinek termelésében bekévetkezo valtozasokat. (n=3).
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Ezzel szemben MSC-k jelenlétében a két utdobbi mediator termelése fokozodott
jelentds mértékben. Ha az dssejteket €s az LPS-t egyiitt adtuk a mikroglia sejtekhez,
mindhdrom citokin esetén fokozott szekrécidt tapasztaltunk. Ha a kétféle sejttipust
térben elvalasztottuk egymastol transwell (TW) elrendezésti kulturakban, akkor a
feliiliszokban csokkent a gyulladasgatlo mediatorok (az IL-10 és a PGE2) mennyisége,
azonban ha LPS is jelen volt a kultarakban, akkor ezzel parhuzamosan megemelkedett a
TNF-a termelés is. Fontos megjegyezniink azt is, hogy a kisérlet soran az IL-10 és
PGE2 termelés parhuzamosan véltozott az MSC-t és mikrogliat is tartalmazo kultardk
feliiluszoiban.

Ahhoz, hogy kideritsiik a kokulturdkban mely sejttipus termeli a fent emlitett
pro- és anti-inflammatorikus citokineket a kovetkez6 kisérletet végeztiik el: mikrogliat
és MSC-t is tartalmazo Ko-kulturakat készitettiink transwell elrendezésben, ahol az
MSC-ket inzertekben helyeztiik el, majd 48 ora elteltével médiumot cseréltiink. A
mintak felében egyiitt hagytuk a két sejttipust, mig a masik felében elvalasztottuk dket
egymastol azaltal, hogy az MSC-ket tartalmazo betéteket 1j, lires lyukakba helyeztiik at.
Ujabb 24 6ra inkubéciés id6 elteltével mintakat vettiink a feliiliszokbol és megmértiik
azokban a citokin szinteket. Az eredményekbdl kitlinik, hogy a TNF-a és IL-10 zomét
a mikroglia sejtek termelték (17. abra), mig a mesenchymalis Ossejtek csak PGE2-t
szekretalnak szdmottevd mennyiségben.

Ezt kovetden transwell elrendezésii kultirakbol egymastol elkiilonitve izolaltuk és
tisztitottuk a mikroglia és MSC sejtek RNS-eit, majd reverz transzkripciot kdvetden
real-time PCR reakciokban mértiik a génexpressziot. Mikroglia sejtek esetében az
endotoxin jelenléte tizennégyszeresére emelte a TNF-oo mRNS mennyiségét (18. abra).
Az LPS génexpresszid fokozd hatdsa MSC-k jelenlétében sokkal mérsékeltebb, ez
esetben csak Otszords emelkedést tapasztaltunk. (Az MSC-k jelenlétének dnmagaban
nincs szignifikdns hatasa a TNF-o génexpressziora.) Az IL-10 mMRNS-ek
mennyiségének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy sem LPS, sem MSC-k jelenlétében
nem kovetkezik be szignifikins valtozds a vizsgalat 5 Oras idOtartama alatt.
A MSC-kben a mikrogliahoz képest elenyészé mértékben fejezédnek csak ki a TNF-o
¢és IL-10 gének attol fiiggetleniil, hogy 6nmagukban vagy gliasejtekkel kozos transwell
kultardkban tenyésztettik Oket (18. &bra), tovabba LPS jelenléte sem képes

szamottevOen fokozni az MSC-k nevezett génjeinek expresszigjat.
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17. abra. A mesenchymalis oOssejtek és mikroglia sejtek citokin
termelése transwell kulturakban. 10° mikroglia sejtet és 10* csontveldi
eredetit MSC-t tenyésztettiink transwell (TW = a ketféle sejttipust 1 um
porusatmérojii féligateresztd hartyaval térben elvalasztottuk egymastol)
elrendezésben 10 pg/ml LPS jelenlétében wvagy aneélkiil, 48 oran
keresztiil. Ezutan lecseréltik a tenyésztd0 meédiumot, majd a mintak
feleben a kétfele sejttipust egyazon lyukban hagytuk (MG + MSC TW),
mig a mintak masik felében az MSCk-ket 1j, tires lyukba helyeztiik at
(MSC TW), és ezzel elkiilonitettiik azokat a mikroglia sejtektol. Tovabbi
24 ora inkubaciot kévetoen mintakat vettiink a feliiliszokbol és gyari,
kvantitativ ELISA kitek segitségevel megmertiik a
TNF-a, IL-10 és PGE2 koncentraciojukat. Az abran atlag + szoras
formaban jelenitettiik meg a citokinek termelésében bekovetkezo
valtozasokat. (n=3).
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18. abra. A mesenchymalis ossejtek ¢és mikroglia sejtek
génexpresszios mintazata transwell kulturakban. 10° mikroglia sejtet
és 10* csontveldi eredetit MSC-t tenyésztettiink transwell elrendezésben
10 pug/ml LPS jelenlétében vagy anelkiil, 5 oran keresztiil. Trizolos
mintavételt kovetden izoldltuk és tisztitottuk a mikroglia és MSC sejtek
RNS-eit, majd reverz transzkripciot kévetoen real-time PCR reakciokban
meértiik a génexpressziot. Az abran atlag + szoras formaban jelenitettiik
meg a TNF-a (A) és IL-10 (B) gének expresszidjaban bekdvetkezo
valtozast (n=3).
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Tehat génexpressios vizsgéalataink is aldtdmasztjak azt a megallapitdsunkat,
miszerint a sejtkultara feliiliszokban mérhetd6 TNF-oo és IL-10 dontd tobbségét a

mikroglia sejtek termelik.

3.4 Az MSC-k hatasa a mikroglia sejtek antigén bemutato képességére

A mikroglia sejtek antigén-bemutatd képességét ovalbumin (OVA) — specifikus T-
sejtek és OV A kiilonboz6 koncentracidinak (4; 20; 100 pg/ml) jelenlétében vizsgalatuk.
Azt tapasztaltuk, hogy mikroglia sejtek hatasara a kontrollhoz képest (kbzepes és magas
antigén koncentraci6 esetén) erdsen fokozodik a T sejtek proliferacioja (19. abra), tehat
a gliasejtek hatékonyan prezentaljak az ovalbumint, ami osztodasra készteti az erre
specifikus limfocitakat. Mesenchymalis Ossejtek egyidejii jelenlétében még tovabb né a
percenkénti beiitésszam, vagyis az MSC-k fokozzak a mikroglia sejtek antigén
prezentalo képességét. Ezt tamasztja ala az a megfigyelésiink is, hogy a mikroglia sejtek
antigén-bemutatd képességében kulcsszerepet jatszo sejtfelszini molekuldk, vagyis az
MHC-II és a CD86 expresszidja (intenzitasat és a pozitiv sejtek aranyat tekintve is)
fokozodik MSC-k jelenlétében (nem mutatjuk).

Ehhez kapcsolddoan megvizsgaltuk, hogy miként valtozik ezekben a kultirakban a
regulator T sejtek ardnya. Azt tapasztaltuk, hogy a CD4+CD25+ kettOs pozitiv sejtek
kozott az MSC-t is tartalmazo6 kultarakban 1,1 + 0,1 %-rol 1,6 = 0,2 %-ra n6tt a
regulator T sejtek szama (20. dbra). Ez ugyan kismértékii, de reprodukélhaté valtozas

volt.
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19. abra. A mesenchymalis ossejtek fokozzak a mikroglia sejtek
antigén prezentalo képességét. 10* ovalbumin (OVA)-specifikus
T-sejthez 10* mikroglia (antigén prezentald) sejtet, 103> MSC-t, valamint
OVA kiilonb6zo koncentracioit adtunk a feltiintetett kombinaciokban. 4
nap tenyésztést kovetoen ‘H-timidinnel jeloltik a sejteket €s folyadék
scintillatorban megmértiik a percenkénti beiités szamot (cpm) Az

o

szoras formaban abrazoltuk a kultirakhoz adott ovalbumin

o
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20. abra. Az MSC-mikroglia Kkokulturakban megno a
CD47CD25"e"Foxp3* regulator T-sejtek szama. 2x10° ovalbumin
(OVA)-specifikus T-sejthez 2x10° mikroglia (antigén prezentalo) sejtet
valamint 20 mg/ml OVA-t adtunk Onmagaban (A) vagy 2x10?
mesenchymalis Ossejt jelenléteben (B). 4 nap elteltével az izolalt
limfocitakat Mouse Regulatory T Cell Staining kittel jel6ltiik meg, majd
aramldasi citomeéterben mertiik a fluorescencia intenzitast. Harom
parhuzamos meérés kozil egy reprezentativnak tekintheto kisérlet
eredményét mutatjuk.
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3.5 Az inflammaszomak szerepe a mikroglia-MSC kolcsonhatasban

A mikroglia sejtek és a mesenchymalis sejtek kozotti kolcsonhatas alaposabb
vizsgalatakor tobb kiilonféle mediator (IL-la, IL-1B, IL-6, Arg-1 és MCP1)
génexpressziojat vizsgaltuk meg (nem mutatjuk). Ezek koziil szeretném kiemelni az IL-
1B3-t, amely kiilonosen érdekesnek bizonyult. Ahogy a 21/A. abran lathat6, LPS hatasara
a varakozasoknak megfeleléen (a TNF-a-nal tapasztaltakhoz hasonldéan) ennek a
gyulladasos citokinnek a kifejez6dése is drasztikusan megemelkedik, MSC-k
jelenlétében azonban szignifikansan lecsokken (a TNF-o kifejezodésében ez esetben
nem tapasztaltunk szamottevé valtozast, lasd a 18. abran). Az is nyilvanvalova valt,
hogy a mesenchymalis Ossejtek ezt a citokint sem fejezik Ki, endotoxin hatasra sem.
Ezek az eredmények felvetették annak lehet6ségét, hogy az MSC-k a mikroglia sejtek
inflammaszomain keresztiil, azokra (is) hatva fejtik ki immunszuppressziv aktivitasukat.

Ennek alatamasztasara megvizsgaltuk a mikroglia sejtek NLRP3 (NLR csalad pirin
domain tartalmu fehérje 3; mas néven NALP3-nak) expresszidjat is. A sejtkulturdk
elinditasat koveto 5. draban vett mintakban azt tapasztaltuk, hogy MSC-k jelenlétében a
felére csokken le az NLRP3 expresszidja, de csak abban az esetben, ha a két sejttipust
egylitt tenyésztettiikk, mig ha térben szeparaltuk 6ket, akkor az MSC jelenlétének nem
volt semmilyen hatasa (21/B. abra). Ha azonban a trizolos mintavétel idejét kitoltuk 24
orara, akkor mar az inzertes kultirdkban is szignifikansan csokkent a NLRP3
expresszioja. Tehat az MSC-k jelenléte hatékonyan képes gatolni a gliasejtben az
inflammaszomak felépitésében kulcsszerepet jatszo NLRP3 gén kifejez0dését és ezzel

parhuzamosan csokken az IL-1p expresszioja is.
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21. abra. A mesenchymalis dssejtek és mikroglia sejtek
génexpresszios mintazata transwell Kultirakban II. 10° mikroglia
sejtet €s 10* csontveldi eredeti MSC-t tenyésztettiink transwell
elrendezésben 10 ug/ml LPS jelenlétében vagy anélkiil, 5 (A, B) vagy 24
oran (C) keresztiil. Trizolos mintavételt kovetoen izolaltuk és tisztitottuk
a mikroglia €s MSC sejtek RNS-eit, majd reverz transzkripciot kdovetoen
real-time PCR reakciokban meértiik a génexpressziot. Az abran atlag +
szoras formaban jelenitettik meg az IL-1p (A) és az NLRP3 (B és C)
gének expressziojaban bekovetkez6 valtozast (n=3).
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Megbeszélés

Kisérleti eredményeink tanulsdga szerint Ilehetséges egér csontvelObol,
zsirszovetbol, 1épbdl, thymusbol, és az aorta falbol is olyan sejtpopulaciokat izolalni,
amelyek (i) fibroblast-szerti morfologiaval jellemezhetoek, (ii) a tenyésztéedények
falahoz kitapadva nének és (iii) hasonld, de nem teljes mértékben azonos sejtfelszini
markereket fejeznek ki, valamint (iv) adipocyta és osteoblast iranyba is képesek
differencialodni, tehat jelenlegi ismereteink szerint mesenchymalis 6s-, vagy stroma
sejteknek tekinthet6k. Ezt a megfigyelésiinket szamos irodalmi adat is alatamasztja [6,
7], ami arra enged kovetkeztetni, hogy a mesenchymalis Ossejtek valdjaban minden
szerviinkben, illetve szovetiinkben megtalalhatoak.

Az imént megfogalmazott hasonlosagok ellenére funkciondlis szempontbdl jelentds
kiilonbségeket talaltunk a kiilonb6z6 testtajakrol szarmazd stroma sejt populaciok
kozott. A csontveld, zsirszovet és 1ép eredeti MSC-K erésen (kb. 70%-ban) képesek
MSC-k gatlo aktivitasa ennél mérsékeltebb (kb. 40%-0s), mig a thymus eredeti sejtek
sem a mitogén (ConA), sem az alloantigén (MLR) indukalt T-sejt osztodast nem
képesek befolyasolni. Hasonlo jelenséget tapasztaltunk korabban in vivo is [78], hiszen
a thymus eredetli MSC-k immunszuppressziv aktivitas hijan képtelenek meggyogyitani
az STZ indukalt diabéteszben szenvedd egereket, az aorta fal eredetii MSC-k részleges
T-sejt proliferacio gatlo képessége azonban elegendd a terapias hatas kifejtéséhez.

Az immunszuppressziv képességben tapasztalt ezen lényegi kiilonbség hatterében
feltehetéen az all, hogy a mesenchymalis &ssejtek alkalmazkodnak in situ
mikrokornyezetiikhoz (és ,,emlékeznek™ arra a sorozatos in vitro atoltasokat kovetéen
IS), vagyis a thymusbol szarmazé MSC-k vélhetéen szoveti eredetiikbdl kifolyolag
hiszen a thymusban zajléo sikeres T-sejt szelekcid egyik eldfeltétele a nagyszamu
progenitor T-sejt keletkezése, amelyhez a thymocitdk intenziv proliferacidja
elengedhetetleniil sziikséges.

A kiilonbozo testtdjakrol szarmazd stroma sejt populacidok génexpresszios
mintazatat dsszehasonlitd kutatasi eredményeink [85] is megerdsitettek minket abban,

hogy okfejtésiink helytallo, és az MSC-k hatarozott poziciondlis memoriaval
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rendelkeznek. Idézett kozleményiinkben bemutatott (de ebben az értekezésben nem
részletezett) eredményeink szerint a mesenchymalis Gssejtek még 10-15 in vitro atoltast
kovetden is megorzik egyedi Hox génexpresszids mintazatukat és tovabbra is Kifejeznek
néhany, az adott szervre vagy testszelvényre jellemz0, kulcsfontossdgu transzkripcios
faktort kodolo gént. Ilyen gének példaul a csak thymus eredetii sejtjeinkben megjelend
Tbx5 (amely ennek a szervnek a fejlodéséhez nélkiilozhetetlen [86]), a femurbdl izolalt
MSC-inkben kifejez6d6 Pitx1l (amelyet a hats6 végtagok fejlédésében jatszik
kulcsszerepet [87]), vagy a 1ép stroma sejtjeire jellemzé TIx1 (amely a nevezett szerv
organogenezise soran meghatarozo [88]). Tehat a kiilonboz6 eredetli mesenchymalis
Ossejt populaciok részben eltéré génexpresszids mintazata a sejtek eredeti (in situ)
anatomiai lokalizacidjat tiikkr6zi. Eredményeink az MSC-k terdpids célu felhasznalasa
soran is jelentdsek lehetnek, hiszen a szoveti regenerdcid sordn meghatarozé lehet, hogy
a Dbeiiltetésre keriild 6ssejt-graft és a kezelni kivant célszerv/szovet pozicionalis

memoridja mennyire tér el egymastol [89].

A mesenchymalis dssejtek terdpids szempontbol legigéretesebb sajatsaga
immunszuppressziv és gyulladas-gatld képességiik [19], amelyben irodalmi adatok
tanulsaga szerint a kis molekulasulyt, zsiroldékony prosztaglandin E2-nek mind in vitro
[33], mind pedig in vivo [44, 90] jelentds szerepe van. Azonban maig nem tisztazott
pontosan, milyen jelatviteli folyamatok szabalyozzak az MSC-k PGE2 termelését.
Szolubilis mediatorok [91, 92] mellett a sejt-sejt kontaktus [93, 94] befolyasold szerepe
is felmeriilt, de az eredmények sokszor egymasnak ellentmonddak. Annyit biztosan
tudunk, hogy a PGE2 arachidonsavbdl kiindulo szintézisét a ciklooxigenaz enzim két
izoformaja (COX-1 és COX-2, masnéven prosztaglandin H szintaz-1 és -2) katalizalja.
Normal, fiziologias koriilménye kozott a PGE2 alapszintii termeléséért a folyamatosan
expresszalodo COX-1 felelés, mig gyulladast el6idéz6 behataskor a COX-2 izoforma
megjelenése és miitkodése biztositja a prosztaglandin E2 szint gyors megemelkedését
[95].

Munkénk sordn sikeriilt bebizonyitanunk, hogy az egér csontveldbdl és alhasi
zsirszovetbdl izolalt MSC-k folyamatosan termelnek PGE2-t, amelynek mennyisége
jelentdsen megemelkedik aktivalt T sejtek, valamint gyulladasos citokinek

meghatdrozott kombindcidjanak jelenlétében. Tapasztalataink szerint a ConA aktivalt T
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sejtek jelenlétében tapasztalhatdé PGE2 szekrécid fokozddas elmarad, ha a két sejttipust
féligateresztd hartyaval (transwell elrendezésben), térben elvalasztjuk egymastol. A
COX-1 és -2 enzimek indometacinnal torténd gatlasakor az MSC-k PGE2 szekrécioja
szinte teljesen megsziinik, mig a NOS enzim L-NMA-val ¢lbidézett blokkolasanak
nincs hatasa a PGE2 termelésre. Ezek az eredmények korabbi irodalmi adatokkal [96]
egyiitt arra engednek kovetkeztetni, hogy a sejt-sejt kolcsonhatas kulcsfontossag
ahhoz, hogy az aktivalt T sejtek fokozzak az MSC-k PGE2 termelését, mig ebben a
folyamatban a NO-nak nincs meghatarozo szerepe. Ez természetesen nem zarja ki annak
lehetdségét, hogy az MSC-k immunszuppressziv viselkedéséhez mas kisérleti
koriilmények kozott az iNOS enzim aktivitasa tevOlegesen hozzajarulhat [97, 98].
Munkank soran nem allt modunkban mélyebben vizsgalni a COX-2 enzim
mitkodésének (sejtkontaktus-fiiggd) fokozasaban szerepet jatszo sejtfelszini jelatvivo
molekulakat, irodalmi adatok [93] alapjan azonban nagy valdsziniiséggel az MSC-k
felszinén kifejez6dé B7-H1 (PDL1) és B7-H4, vagy esetleg egy Notch ligandum
(Jaggedl) all a jelenség hatterében.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik tovabba, hogy a szolubilis, rekombindns
TNF-o 6nmagéban is, dozis fiiggden képes fokozni az MSC-k PGE2 termelését. A
TNF-o hatasat az [FN-y egyidejli jelenléte rendkiviil hatékonyan képes fokozni, utobbi
citokin azonban onmagéaban alkalmazva nem indukal PGE2 szekréciot. A két citokin
kozott tehat olyan szinergisztikus kolcsonhatds figyelhetdé meg, amihez hasonlot
korabban, pl. a RANTES [99], a CXCL10 [100], és az intercellularis adhézios
molekula-1 [101, 102] mRNS-ek expressziojanak indukcidja soran figyeltek meg
leukocitakban. Tovabba az is bizonyossa valt, hogy az MSC-k immunszuppressziv
aktivitasanak elomozditasahoz az IFN-y mellett a TNF-a, az IL-1a vagy az IL-1B
egyidejii jelenléte sziikséges, amelynek hatdsara megnd a COX-2 enzim génjének
expresszidja [92].

Kisérleteink tanulsaga szerint a NOS enzim gatlasa nem befolyasolta a TNF-o. PGE2
termelést fokozo hatasat, de — meglepd modon — részlegesen prosztaglandin termelés
csOkkenést figyelhettiink meg a mindkét citokint tartalmazé MSC kultarakban. Ennek
értelmében az IFN-y PGE2 szekréciot fokozd hatisa MSC-ken részben NO fiiggd

moddon valosul meg. A citokinnel kezelt MSC kultarak feliiluszéiban mérheté alacsony
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nitrit koncentracié arra enged kovetkeztetni, hogy a NO — ez a nagyon labilis, rovid

utvonalon az IFN-y-hoz képest feltehet6en ,,downstream” helyzetben hat (22. abra).

TNF-a. IFN-y

NO?

pGE2 {1

Indometacin

22. abra. A mesenchymalis ossejtek prosztaglandin E2 termelésének
szabalyozasa gyulladasos citokinek jelenlétében.

Felvetddik azonban a kérdés: vajon miért elengedhetetleniil sziikséges a kdzvetlen
sejt-sejt kontaktus ahhoz, hogy az aktivalt T sejtek fokozzak az MSC-k PGE2
termelését in vitro kultaraban, noha ezzel ellentétben a kiviilrdl bevitt rekombinans
citokinek azonnali COX-2 aktivalé hatassal rendelkeznek? Az egyik lehetséges
magyarazat szerint a kokulturdkba a limfocitak és MSC-k kétiranyt (,,licensing-
jellegli”) kapcsolata sziikséges ahhoz, hogy a T sejtek pro-inflammatorikus citokineket
termeljenek és ezzel fokozzak az MSC-k COX-2 génexpresszidjat, és végeredményként
azok PGE2 termelését is.

Tehat eredményeink tanulsaga szerint a csontveldi és zsirszovet eredeti MSC-k

aktivalt T sejtek vagy gyulladidsos citokinek jelenlétében nagy mennyiségii
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prosztaglandin E2 termelésére képesek, ami potencidlis immunszuppressziv
mediatornak tekinthet6. Az MSC-k PGE2 termelését azonban nem egy Kkitiintetett
mediator vagy nem-redunddns molekularis mechanizmus szabalyozza. Tobb jelatviteli

rendszer egylittesen képes pontosan és precizen, az adott igényeknek megfeleléen
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23. abra. A mesenchymalis ossejtek PGE2 termelésének szabalyozasa
aktivalt T sejtek jelenlétében

A mesenchymalis 0Jssejtek eldbbiekben véazolt immunszuppressziv —és
gyulladasgatld képességét leginkabb olyan betegségek esetén lenne érdemes terapids
szempontbol is kihasznalni, amelyek soran a karosodott szovet regeneracioja mellett a

gyulladésos és autoimmun folyamatok gatlasa egyarant fontos. Ilyen betegség az emberi

67



DOI:10.14753/SE.2014.1957

sclerosis multiplex, amely a leggyakrabban el6forduld kozponti idegrendszeri
gyulladasos korkép. A patomechanizmus ok-okozati Osszefiiggései még nem
tisztazottak pontosan, annyi azonban bizonyos, hogy a betegség egy adott szakaszaban
az autoimmun gyulladasos folyamatok fontos szerepet jatszanak, amelyet a
mielinhiivelyt alkotd oligodendrocytak tomeges pusztulasa kisér [103]. Ez vetette fel az
MSC-k felhasznalasan alapuld Ossejtterapias eljaras lehetOségét, igy a sclerosis
multiplex egy preklinikai allatmodelljét (a kisérletes autoimmun encephalomyelitist) mi
magunk is tanulmanyoztuk.

Azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen kontroll csoporthoz képest a 7. napon
mesenchymalis Ossejtek adéasaval kezelt egerek a betegség elsé fazisdban kissé
rosszabbul vannak, majd ez a tendencia a 15. napon megfordul és az dssejt kezelt egerek
sokkal enyhébb tlineteket mutatnak. Egy japan kutatocsoport eredményei [90] arra
engednek kovetkeztetni, hogy a szekretalodd6 PGE2-nek a betegség korai szakaszaban
gyulladést fokoz6 hatdsa van, mig késobb inkdbb immunszuppressziv aktivitast idéz
eld. Jelen esetben is vélhetden ez allhat a hattérben, vagyis a mesenchymalis dssejtek
altal termelt PGE2 a beadast kovetden atmenetileg stlyosbitja a helyzetet, majd par nap
elteltével enyhiti a Dbetegség lefolyasat. Kutatdsi eredményeinkbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy mesenchymalis dssejtek adasaval eredményesen enyhithetd ez
a gyulladasos folyamat. Az alkalmazhatdsagot azonban jelentsen korlatozza az dssejt-
kezelés kettds hatdsa. Elképzelhetd, hogy a kezelés idépontjanak, a beadas helyének
vagy az alkalmazott sejtszamnak a modositasaval ki lehetne kiiszobdlni a kezdeti, nem
kivant sulyosbitd hatas. Eppen ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek a modszer
optimalizalasanak érdekében.

Jelen disszertacioban a terjedelmi korlatok miatt be nem mutatott eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy az MSC-k kozvetleniil a kozponti idegrendszeri
immunologiai folyamatok szabalyozasaért felel6s sejtjein, vagyis a mikroglian fejtik ki
hatdsukat. Ezért munkank folytatdsaként a mikroglia sejtek és az MSC-k kolcsonds

egymasra hatasat vizsgaltuk in vitro kultaraban.
A mikroglia sejtek az agyallomany specializalddott szoveti fagocita sejtjei, amelyek

jelentds szerepet toltenek be a kdzponti idegrendszer homeosztatikus, gyulladasos és

regeneracios folyamataiban. Kiilonféle behatasokra ezek az egyébként nyugvo allapota
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sejtek aktivalodnak, amelyet morfologiai és funkcionalis valtozasok sora kisér. Ennek
kovetkeztében nagy szamban termelnek olyan hatéanyag molekuldkat, amelyek
bizonyos esetben karosan hathatnak a kornyez6 sejtekre. Sclerosis multiplex és mas,
neurodegeneracioval jard korképekben mar bizonyitott tény, hogy a mikroglia sejtek
altal termelt medidtorok jelent6sen hozzdjarulnak a betegség kialakuldsdhoz vagy
stlyosbodasahoz [104-106]. Eppen ezért olyan fontos a mikroglia sejtek kiilonbozd
aktivacios allapotainak kutatasa és az azt befolyasolni képes tényezok vizsgalata.

Kutatdsi eredményeink ravilagitanak arra, hogy a mesenchymalis dssejtek jelenléte
is aktivaciot idéz eld a mikroglia sejteken. Ennek elsd jelét a sejtmorfoldgiai valtozasa
jelenti, hiszen azt tapasztaltuk, hogy MSC-k hatasara a mikroglia sejtek a korabbi
,Nyugvo” sejtalak helyett aktivalt vagy mas néven amoeboid format oltottek (15. abra).
Ez egyiitt jar a sejtméret jelentds novekedésével is, illetve vélhetden ennek
kovetkezménye az is, hogy a mikroglia sejtek ¢lesztd fagocitozisa szignifikdnsan
fokozodik (16. abra). Tehat a mesenchymalis &ssejtek jelenléte bizonyos mértékben
aktivalja a mikroglia sejteket.

Azonban ahogy azt a citokin termelésben bekovetkezd valtozasok is jelzik
szdmunkra (18. abra), ez az aktivacid lényegesen eltér az endotoxin (LPS) altal
eloidézettektdl. LPS hatasara a szakirodalomban is leirt [71] klasszikus vagy M1 tipust
aktivacio zajlik le, amit a TNF-a termelés aranyanak megemelkedése jelez szamunkra.
Ezzel szemben MSC-k jelenlétében az IL-10 termelés fokozodasat tapasztaljuk, vagyis
a citokin milié gyulladasgatlo iranyba tolddik el. Irodalmi adatok szerint [72] ez azt
jelenti, hogy a mesenchymalis 6ssejtek M2 tipust vagyis alternativ aktivaciot idéznek
el a mikroglia sejteken. Azt is tapasztaltuk tovabba, hogy MSC-k jelenlétében megnd a
mikroglia sejtek antigén prezentdlo képessége. Ha ezt a tényt Osszevetjik a 2.
tablazatban leirtakkal, arra a kovetkeztetésre jutunk, hogy a mesenchymalis Ossejtek
hatdséra a regulator tipust alternativan aktivalt mikroglia sejtek alakulnak ki. Ez a tény
terapids szempontbol is kiemelkedo jelentdséggel bir, hiszen az esetleges dssejt-kezelés
hatdsara megjelend regulator tipusu mikroglia sejtek eredményesek lehetnek a koros,
autoimmun eredetii neurodegenerativ korképek megfékezésében.

Az MSC-k terapias célu alkalmazéasa soran azonban az is fontos lenne, hogy a
kiilonbozd patogénekkel szembeni immunvédekezést ne gatoljdk, csak a koros

autoimmun folyamatokat, illetve a talzott mértékii — az egészséges szoveteket is
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sulyosan karositdé - gyulladast fékezzék meg. A fagocitdzist kovetd citokin termelés
vizsgélatakor azt tapasztaltuk, hogy MSC-k jelenlétében a mikroglia sejtek tovabbra is
fokozott TNF-a termeléssel reagalnak az éleszté fagocitozisra (17. abra), amit az
MSC-k jelenlétének hatasara fokozodo IL-10 termelés csak részben képes ellensulyozni.
Ugyanakkor koros behatastol menetes kornyezetben, apoptotizald sejtek fagocitdzisat
kovetden egyértelmiilen a gyulladasgatldo hatas érvényesiil, MSC-k jelenlétében és a
nélkil is (17. abra). Az imént emlitettekhez tarsul az a megfigyelésiink is, hogy ha
MSC-ket a bakterialis endotoxinnak egyiitt adjuk a mikroglia sejtekhez, akkor a TNF-a
dominanciaja erésen csokken, bar abszolut mennyisége nem valtozik, de a feliiluszok
IL-10 tartalma jelentdsen megemelkedik, azaz a TNF-o : IL-10 arany az utobbi —
gyulladas gatld — citokin javara tolodik el. Génexpresszids vizsgalataink tanulsdga
szerint az LPS M1 irany0 aktivalo hatasat csak részben blokkolja az dssejtek jelenléte,
hiszen MSC-k jelenlétében a TNF-a expresszidja kdzel harmadara lecsokken (21. abra),
de még igy is OtszOrdse marad a kontrollénak, ami feltehetden elegendd a mérsékeltebb,
de még hatékony immunvalasz fenntartasdhoz. Ezek az eredményeink latszdlag ellent
mondanak a mas kutatocsoportok altal leirtakkal [107], hiszen Zhou és munkatarsainak
eredményei szerint az MSC-k jelenléte csokkenti az LPS indukalta TNF-a és NO
termelést. A jelentds kiillonbséget azzal magyardzhatjuk, hogy az emlitett munkaban a
mikroglia sejteket csak eldaktivaljak LPS-sel, mig mi a két hatast egyidejlileg
alkalmazzuk, amit sokkal relevansabbnak tekintiink. Tehat igazoltuk, hogy az MSC-k
jelenléte nem gatolja teljesen, sokkal inkdbb csak moduldlja a klasszikus aktivacid
folyamatait, amelyet a patogén(ek)bdl szarmazo6 antigének inditanak el.

A hatds mechanizmusanak kutatasakor felvetédd elsd kérdésiink az volt, hogy a
kokultirakban mely sejttipus termeli a vizsgalt mediatorokat. Térbeli szeparacios (17.
abra) ¢és génexpresszios (21.abra) vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy a
sejtkultra feliiluszokban mérhetd TNF-o és IL-10 dontd tobbségét a mikroglia sejtek
termelik, és az MSC-k csak PGE2-t szekretalnak szamottevd mennyiségben. Ha
Osszevetjilk ezt az eredményt azzal a ténnyel, hogy az IL-10 és a PGE2 mennyisége
parhuzamosan valtozik az MSC-mikroglia kokultarakban, akkor felvetddik annak
lehetéség, hogy az MSC-k altal termelt PGE2 egyike lehet azon szolubilis
mediatoroknak, amely a mikroglia sejtekre hatva modositja azok gyulladasos és

gyulladasgatlo citokin termelését. Eredményeink szerint a PGE2 mellett az
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inflammaszémak miikodésének gatlasa is jelentOs szerepet jatszik az MSC-mikroglia

kolcsonhatasban.
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Kovetkeztetések

A csontveld mellett a zsirszovetbdl, thymusbol, 1€pbdl és az aorta faldbol is sikertilt
olyan, fibroblast-szerti morfologiat mutato, adherens sejteket izolalnunk, amelyek
felszini markereik, valamint adipocyta ¢és osteoblast iranyu differencialodasi
képességiik alapjan mesenchymalis dssejteknek tekinthetdk.

Ezek az MSC-k — a thymusbol szarmazoé sejtek kivételével — gatoljak a T limfocitak
mitogén ¢és alloantigén-indukalt osztdédasat in vitro kultaraban, vagyis hasonlo
immunszuppressziv aktivitassal rendelkeznek.

A csontveldi és zsirszovet eredeti MSC-k aktivalt T sejtek vagy gyulladasos
citokinek jelenlétében nagy mennyiségli prosztaglandin E2 termelésére képesek,
ami potencialis immunszuppressziv medidtornak tekintheto.

A legfontosabb gyulladasos citokinek — TNF-o és IFN-y - egymads hatdsat erdsitve
fokozzak a mesenchymalis Ossejtek PGE2 termelését.

Az MSC-k PGE2 termelését nem egy kitlintetett mediator vagy nem-redundans
molekularis mechanizmus szabalyozza, sokkal inkabb tobb jelatviteli rendszer
egylittesen jatszik benne szerepet.

Mesenchymalis ¢ssejtek adasaval eredményesen kezelhet6 a kisérletes autoimmun
encephalomyelitis.

MSC-k jelenlétében a mikroglia sejtek morfoldgiaja, élesztd fagocitdzis intenzitasa,
citokin termelése illetve antigén prezentald képessége jelentdsen modosul. Ebbdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a mesenchymalis dssejtek M2 tipust vagyis alternativ
aktivaciot idéznek eld a mikroglia sejteken.

MSC-k jelenléte nem gatolja teljesen, sokkal inkabb csak moduldlja a klasszikus
aktivacié folyamatait, amelyet a patogén(ek)bdl szarmazod antigének (mint pl.
gombasejtek, endotoxinok) inditanak el.

Az MSC-k altal termelt PGE2 lehet az egyik fontos szolubilis mediator, amely a
mikroglia sejtekre hatva moddositja azok gyulladasos és gyulladdsgatld citokin
termelését. Az inflammaszomak miikodésének gatlasa is jelentOs szerepet jatszik az

MSC-mikroglia kdlcsonhatasban.
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Osszefoglalas

A mesenchymalis 6s- vagy stroma sejtek (roviden MSC-K) olyan nem-
haematopoietikus szdveti dssejtek, amelyek fontos szerepet jatszanak tobbféle szovet
onfenntartasaban és regeneracidjaban, valamint — erdteljes immunszuppressziv
képességiiknél fogva — a szervezet védekezd rendszerének szabdlyozasaban is. Az
MSC-k a gyulladédsos citokinek termelésének gatlasa mellett elOsegitik a karosodott
sejtek talélését is, éppen ezért kiillondsen alkalmasak autoimmun betegségek kezelésére,
noha a terapias hatas molekularis mechanizmusai maig nem ismertek pontosan.

A disszertacioban bemutatott eredmények tanulsdga szerint egerek tobb kiilonféle
szerveébdl/szovetébdl (csontveldbdl, zsirszovetbdl, thymusbol, 1€pbdl és az aorta falabol
is) izolalhatunk MSC-ket, amelyek ecredetiik fliggvényében eltéré mértéki
immunszuppressziv aktivitassal rendelkeznek. A kiilonb6z6 MSC populédciok azonban —
a thymus eredetii sejtek kivételével — egyarant képesek gatolni a mitogén ¢€s alloantigén
indukalt T sejt proliferaciot in vitro kultaraban. A csontveldi MSC-K in vivo terapias
koriilmények kozott is kifejtik immunszuppressziv aktivitdsukat, ugyanis kisérletes
autoimmun encephalomyelitisben (EAE-ben) az &ssejt-terapian atesett egerek
szignifikansan gyorsabb allapot-javulast mutattak.

Az MSC-k képesek befolyasolni az EAE indukcidjaban és progresszidjaban is
kulcsszerepet jatsz6 mikroglia sejtek aktivacidjat in vitro: jelenlétiikben a mikroglia
sejtek morfologiai valtozason mennek keresztiil, tovabba élesztd fagocitozisuk
intenzitdsa, citokin termelésiik ¢és antigén prezentdld képességiik is jelentdsen
megvaltozik. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az MSC-k M2-tipust, alternativ
aktivaciot idéznek el a mikroglia sejteken. Az dssejtek jelenléte azonban nem gatolja
teljesen, csak moduldlja a klasszikus aktivacid folyamatait, amelyet a patogén(ek)bol
szarmazd antigének inditanak el. Az MSC-k mikroglia sejtekre gyakorolt hatasaban a
PGE2 Kkulcsszerepet tolt be, amely potencidlis immunszuppressziv mediatornak
tekinthet6. Az MSC-k gyulladéasos citokinek valamint aktivalt T sejtek jelenlétében
nagy mennyiségli PGE2-t termelnek, amit nem egy Kkitiintetett mediator, sokkal inkabb
tobb jelatviteli rendszer egyiittese Szabalyoz.

Ezek az eredmények jelentésen hozzdjarulhatnak az MSC-alapt dssejt-terapids

eljarasok kidolgozéasahoz.
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Abstract

Bone marrow mesenchymal stem or stromal cells (MSCs) are non-hematopoietic
stem/progenitor cells involved in the maintenance and repair of tissues, and regulation
of effector immune-cell functions via their powerful immunosuppressive activity. MSCs
can inhibit the release of pro-inflammatory cytokines meanwhile they promote the
survival of the damaged cells. This capability made them attractive candidates for the
treatment of autoimmune disorders, but the exact mechanism of the therapeutic action
remained unclear.

In our study we could demonstrate that mouse MSCs can be isolated from various
tissues, such as bone marrow, fat, thymus, spleen and aorta, however, the anatomic
localization of the MSCs influences their immunosuppressive activity. We show that the
characterized MSC populations inhibit the proliferation of mitogen and alloantigen-
induced T lymphocytes in vitro, except the thymus-derived MSCs.

Bone marrow MSCs exert immunosuppressive activity in vivo, since mice
underwent stem cell therapy showed significantly faster improvement in experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE). MSCs are also able to influence the activation of
microglial cells, which play a key role in the induction and progression of EAE, in vitro.

In the presence of MSCs microglial cells underwent morphological alteration while
the intensity of yeast phagocytosis, the IL-10 production and the antigen-presenting
capacity significantly increased. These results suggest that mesenchymal stem cells
induce alternative, M2-like activation of microglial cells. MSCs, however, does not
prevent entirely, but only modulate the process of classical activation induced by the
pathogen(s) derived antigens (such as LPS). PGE2 produced by MSCs can be one of the
key soluble mediators, which acts on microglial cells and influence their activation.

MSC produce high amount of PGE2, a potentially immunosuppressive mediator in
response to pro-inflammatory cytokines (TNF-o. and IFN-y) or in the presence of
activated T-cells. The regulation of the PGE2 secretion by MSCs, however, is not
mediated by a single or unique signal pathway, more likely several redundant molecular
mechanism contribute in the fine-tuning of the cytokine secretion.

These findings have important implications with respect to the improvement of

MSC-based therapeutic strategies.

74



DOI:10.14753/SE.2014.1957

Irodalomjegyzék

10.

Eckfeldt, C.E., Mendenhall, E.M., Flynn, C.M., Wang, T.F., Pickart, M.A.,
Grindle, S.M., Ekker, S.C., and Verfaillie, C.M. (2005). Functional analysis of
human hematopoietic stem cell gene expression using zebrafish. PLoS Biol 3,
e254.

Slack, J.M. (2008). Origin of stem cells in organogenesis. Science 322, 1498-
1501.

Uccelli, A., Moretta, L., and Pistoia, V. (2008). Mesenchymal stem cells in
health and disease. Nature Reviews Immunology 8, 726-736.

Friedenstein, A., Chailakhjan, R., and Lalykina, K. (1970). The development of
fibroblast colonies in monolayer cultures of guinea-pig bone marrow and spleen
cells. Cell Tissue Kinet 3, 393-403.

Pittenger, M.F., Mackay, A.M., Beck, S.C., Jaiswal, R.K., Douglas, R., Mosca,
J.D., Moorman, M.A., Simonetti, D.W., Craig, S., and Marshak, D.R. (1999).
Multilineage potential of adult human mesenchymal stem cells. Science 284,
143-147.

Beltrami, A.P., Cesselli, D., Bergamin, N., Marcon, P., Rigo, S., Puppato, E.,
D'Aurizio, F., Verardo, R., Piazza, S., Pignatelli, A., et al. (2007). Multipotent
cells can be generated in vitro from several adult human organs (heart, liver, and
bone marrow). Blood 110, 3438-3446.

da Silva Meirelles, L., Chagastelles, P.C., and Nardi, N.B. (2006). Mesenchymal
stem cells reside in virtually all post-natal organs and tissues. J Cell Sci 119,
2204-2213.

Zuk, P.A., Zhu, M., Mizuno, H., Huang, J., Futrell, JW., Katz, A.J., Benhaim,
P., Lorenz, H.P., and Hedrick, M.H. (2001). Multilineage cells from human
adipose tissue: implications for cell-based therapies. Tissue Eng 7, 211-228.
Erices, A., Conget, P., and Minguell, J.J. (2000). Mesenchymal progenitor cells
in human umbilical cord blood. Br J Haematol 109, 235-242.

Baksh, D., Song, L., and Tuan, R.S. (2004). Adult mesenchymal stem cells:
characterization, differentiation, and application in cell and gene therapy.
Journal of Cellular and Molecular Medicine 8, 301-316.

75



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Dominici, M., Le Blanc, K., Mueller, 1., Slaper-Cortenbach, 1., Marini, F.C.,
Krause, D.S., Deans, R.J., Keating, A., Prockop, D.J., and Horwitz, E.M. (2006).
Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy 8,
315-317.

Colter, D.C., Sekiya, I., and Prockop, D.J. (2001). Identification of a
subpopulation of rapidly self-renewing and multipotential adult stem cells in
colonies of human marrow stromal cells. Proc Natl Acad Sci U S A 98, 7841-
7845.

Chamberlain, G., Fox, J., Ashton, B., and Middleton, J. (2007). Concise review:
mesenchymal stem cells: their phenotype, differentiation capacity,
immunological features, and potential for homing. Stem Cells 25, 2739-2749.
Ankrum, J., and Karp, J. (2010). Mesenchymal stem cell therapy: Two steps
forward, one step back. Trends Mol Med.

Bartholomew, A., Sturgeon, C., Siatskas, M., Ferrer, K., Mclntosh, K., Patil, S.,
Hardy, W., Devine, S., Ucker, D., Deans, R., et al. (2002). Mesenchymal stem
cells suppress lymphocyte proliferation in vitro and prolong skin graft survival
in vivo. Exp Hematol 30, 42-48.

Le Blanc, K., Tammik, C., Rosendahl, K., Zetterberg, E., and Ringdén, O.
(2003). HLA expression and immunologic properties of differentiated and
undifferentiated mesenchymal stem cells. Exp Hematol 31, 890-896.
Romieu-Mourez, R., Frangois, M., Boivin, M.N., Stagg, J., and Galipeau, J.
(2007). Regulation of MHC class 11 expression and antigen processing in murine
and human mesenchymal stromal cells by IFN-gamma, TGF-beta, and cell
density. J Immunol 179, 1549-1558.

Chan, J.L., Tang, K.C., Patel, A.P., Bonilla, L.M., Pierobon, N., Ponzio, N.M.,
and Rameshwar, P. (2006). Antigen-presenting property of mesenchymal stem
cells occurs during a narrow window at low levels of interferon-gamma. Blood
107, 4817-4824.

Shi, Y., Hu, G., Su, J., Li, W., Chen, Q., Shou, P., Xu, C., Chen, X., Huang, Y.,
Zhu, Z., et al. (2010). Mesenchymal stem cells: a new strategy for

immunosuppression and tissue repair. Cell Res 20, 510-518.

76



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Bunnell, B.A., Betancourt, A.M., and Sullivan, D.E. (2010). New concepts on
the immune modulation mediated by mesenchymal stem cells. Stem Cell Res
Ther 1, 34.

Bassi, E.J., Aita, C.A., and Camara, N.O. (2011). Immune regulatory properties
of multipotent mesenchymal stromal cells: Where do we stand? World J Stem
Cells 3, 1-8.

Bassi, E., Moraes-Vieira, P.M., Moreira-Sa, C.S., Almeida, D.C., Vieira, L.M.,
Cunha, C.S., Hiyane, M.I., Basso, A.S., Pacheco-Silva, A., and Camara, N.O.
(2012). Immune regulatory properties of allogeneic adipose-derived
mesenchymal stem cells in the treatment of experimental autoimmune diabetes.
Diabetes 61, 2534-2545.

Di Nicola, M., Carlo-Stella, C., Magni, M., Milanesi, M., Longoni, P.D.,
Matteucci, P., Grisanti, S., and Gianni, A.M. (2002). Human bone marrow
stromal cells suppress T-lymphocyte proliferation induced by cellular or
nonspecific mitogenic stimuli. Blood 99, 3838-3843.

Le Blanc, K., Tammik, L., Sundberg, B., Haynesworth, S.E., and Ringdén, O.
(2003). Mesenchymal stem cells inhibit and stimulate mixed lymphocyte
cultures and mitogenic responses independently of the major histocompatibility
complex. Scand J Immunol 57, 11-20.

Djouad, F., Plence, P., Bony, C., Tropel, P., Apparailly, F., Sany, J., Noél, D.,
and Jorgensen, C. (2003). Immunosuppressive effect of mesenchymal stem cells
favors tumor growth in allogeneic animals. Blood 102, 3837-3844.

Glennie, S., Soeiro, I., Dyson, P.J., Lam, EW., and Dazzi, F. (2005). Bone
marrow mesenchymal stem cells induce division arrest anergy of activated T
cells. Blood 105, 2821-2827.

Groh, M.E., Maitra, B., Szekely, E., and Kog¢, O.N. (2005). Human
mesenchymal stem cells require monocyte-mediated activation to suppress
alloreactive T cells. Exp Hematol 33, 928-934.

Krampera, M., Cosmi, L., Angeli, R., Pasini, A., Liotta, F., Andreini, A,
Santarlasci, V., Mazzinghi, B., Pizzolo, G., Vinante, F., et al. (2006). Role for
interferon-gamma in the immunomodulatory activity of human bone marrow

mesenchymal stem cells. Stem Cells 24, 386-398.

77



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Di lanni, M., Del Papa, B., De loanni, M., Moretti, L., Bonifacio, E., Cecchini,
D., Sportoletti, P., Falzetti, F., and Tabilio, A. (2008). Mesenchymal cells recruit
and regulate T regulatory cells. Exp Hematol 36, 309-318.

Zhang, W., Ge, W., Li, C., You, S,, Liao, L., Han, Q., Deng, W., and Zhao, R.C.
(2004). Effects of mesenchymal stem cells on differentiation, maturation, and
function of human monocyte-derived dendritic cells. Stem Cells Dev 13, 263-
271.

Beyth, S., Borovsky, Z., Mevorach, D., Liebergall, M., Gazit, Z., Aslan, H.,
Galun, E., and Rachmilewitz, J. (2005). Human mesenchymal stem cells alter
antigen-presenting cell maturation and induce T-cell unresponsiveness. Blood
105, 2214-2219.

Jiang, X.X., Zhang, Y., Liu, B., Zhang, S.X., Wu, Y., Yu, X.D., and Mao, N.
(2005). Human mesenchymal stem cells inhibit differentiation and function of
monocyte-derived dendritic cells. Blood 105, 4120-4126.

Aggarwal, S., and Pittenger, M.F. (2005). Human mesenchymal stem cells
modulate allogeneic immune cell responses. Blood 105, 1815-1822.

Rasmusson, 1., Ringdén, O., Sundberg, B., and Le Blanc, K. (2003).
Mesenchymal stem cells inhibit the formation of cytotoxic T lymphocytes, but
not activated cytotoxic T lymphocytes or natural killer cells. Transplantation 76,
1208-1213.

Spaggiari, G.M., Capobianco, A., Becchetti, S., Mingari, M.C., and Moretta, L.
(2006). Mesenchymal stem cell-natural killer cell interactions: evidence that
activated NK cells are capable of killing MSCs, whereas MSCs can inhibit I1L-2-
induced NK-cell proliferation. Blood 107, 1484-1490.

Corcione, A., Benvenuto, F., Ferretti, E., Giunti, D., Cappiello, V., Cazzanti, F.,
Risso, M., Gualandi, F., Mancardi, G.L., Pistoia, V., et al. (2006). Human
mesenchymal stem cells modulate B-cell functions. Blood 107, 367-372.
Rasmusson, 1., Le Blanc, K., Sundberg, B., and Ringdén, O. (2007).
Mesenchymal stem cells stimulate antibody secretion in human B cells. Scand J
Immunol 65, 336-343.

Maggini, J., Mirkin, G., Bognanni, ., Holmberg, J., Piazzén, LM,

Nepomnaschy, L., Costa, H., Cafiones, C., Raiden, S., Vermeulen, M., et al.

78



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

(2010). Mouse bone marrow-derived mesenchymal stromal cells turn activated
macrophages into a regulatory-like profile. PLoS One 5, e9252.

Le Blanc, K., Rasmusson, 1., Sundberg, B., Goétherstrom, C., Hassan, M.,
Uzunel, M., and Ringdén, O. (2004). Treatment of severe acute graft-versus-host
disease with third party haploidentical mesenchymal stem cells. Lancet 363,
1439-1441.

Zappia, E., Casazza, S., Pedemonte, E., Benvenuto, F., Bonanni, I., Gerdoni, E.,
Giunti, D., Ceravolo, A., Cazzanti, F., Frassoni, F., et al. (2005). Mesenchymal
stem cells ameliorate experimental autoimmune encephalomyelitis inducing T-
cell anergy. Blood 106, 1755-1761.

Gerdoni, E., Gallo, B., Casazza, S., Musio, S., Bonanni, I., Pedemonte, E.,
Mantegazza, R., Frassoni, F., Mancardi, G., Pedotti, R., et al. (2007).
Mesenchymal stem cells effectively modulate pathogenic immune response in
experimental autoimmune encephalomyelitis. Annals of Neurology 61, 219-227.
Madec, A.M., Mallone, R., Afonso, G., Abou Mrad, E., Mesnier, A., Eljaafari,
A., and Thivolet, C. (2009). Mesenchymal stem cells protect NOD mice from
diabetes by inducing regulatory T cells. Diabetologia 52, 1391-1399.

Augello, A., Tasso, R., Negrini, S.M., Cancedda, R., and Pennesi, G. (2007).
Cell therapy using allogeneic bone marrow mesenchymal stem cells prevents
tissue damage in collagen-induced arthritis. Arthritis Rheum 56, 1175-1186.
Németh, K., Leelahavanichkul, A., Yuen, P., Mayer, B., Parmelee, A., Doi, K.,
Robey, P., Leelahavanichkul, K., Koller, B., Brown, J., et al. (2009). Bone
marrow stromal cells attenuate sepsis via prostaglandin E(2)-dependent
reprogramming of host macrophages to increase their interleukin-10 production.
Nat Med 15, 42-49.

Gonzalez-Rey, E., Anderson, P., Gonzalez, M.A., Rico, L., Biischer, D., and
Delgado, M. (2009). Human adult stem cells derived from adipose tissue protect
against experimental colitis and sepsis. Gut 58, 929-939.

Rojas, M., Xu, J., Woods, C.R., Mora, A.L., Spears, W., Roman, J., and
Brigham, K.L. (2005). Bone marrow-derived mesenchymal stem cells in repair
of the injured lung. Am J Respir Cell Mol Biol 33, 145-152.

79



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Rasmusson, 1. (2006). Immune modulation by mesenchymal stem cells. Exp
Cell Res 312, 2169-2179.

Ryan, J.M., Barry, F., Murphy, J.M., and Mahon, B.P. (2007). Interferon-gamma
does not break, but promotes the immunosuppressive capacity of adult human
mesenchymal stem cells. Clin Exp Immunol 149, 353-363.

Augello, A., Tasso, R., Negrini, S.M., Amateis, A., Indiveri, F., Cancedda, R.,
and Pennesi, G. (2005). Bone marrow mesenchymal progenitor cells inhibit
lymphocyte proliferation by activation of the programmed death 1 pathway. Eur
J Immunol 35, 1482-1490.

Ren, G., Zhang, L., Zhao, X., Xu, G., Zhang, Y., Roberts, A.l., Zhao, R.C., and
Shi, Y. (2008). Mesenchymal stem cell-mediated immunosuppression occurs via
concerted action of chemokines and nitric oxide. Cell Stem Cell 2, 141-150.
Nylander, A., and Hafler, D.A. (2012). Multiple sclerosis. J Clin Invest 122,
1180-1188.

Simmons, S.B., Pierson, E.R., Lee, S.Y., and Goverman, J.M. (2013). Modeling
the heterogeneity of multiple sclerosis in animals. Trends Immunol 34, 410-422.
Oksenberg, J.R., and Baranzini, S.E. (2010). Multiple sclerosis genetics--is the
glass half full, or half empty? Nat Rev Neurol 6, 429-437.

Stromnes, .M., and Goverman, J.M. (2006). Passive induction of experimental
allergic encephalomyelitis. Nat Protoc 1, 1952-1960.

Stromnes, .M., and Goverman, J.M. (2006). Active induction of experimental
allergic encephalomyelitis. Nat Protoc 1, 1810-1819.

Morando, S., Vigo, T., Esposito, M., Casazza, S., Novi, G., Principato, M.C.,
Furlan, R., and Uccelli, A. (2012). The therapeutic effect of mesenchymal stem
cell transplantation in experimental autoimmune encephalomyelitis is mediated
by peripheral and central mechanisms. Stem Cell Res Ther 3, 3.

O'Connor, R.A., and Anderton, S.M. (2008). Foxp3+ regulatory T cells in the
control of experimental CNS autoimmune disease. J Neuroimmunol 193, 1-11.
Rawji, K.S., and Yong, V.W. (2013). The benefits and detriments of
macrophages/microglia in models of multiple sclerosis. Clin Dev Immunol
2013, 948976.

80



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Ransohoff, R.M., and Cardona, A.E. (2010). The myeloid cells of the central
nervous system parenchyma. Nature 468, 253-262.

Lynch, M.A. (2009). The multifaceted profile of activated microglia. Mol
Neurobiol 40, 139-156.

Fedoroff, S., Zhai, R., and Novak, J.P. (1997). Microglia and astroglia have a
common progenitor cell. J Neurosci Res 50, 477-486.

McKercher, S.R., Torbett, B.E., Anderson, K.L., Henkel, G.W., Vestal, D.J.,
Baribault, H., Klemsz, M., Feeney, A.J., Wu, G.E., Paige, C.J., et al. (1996).
Targeted disruption of the PU.1 gene results in multiple hematopoietic
abnormalities. EMBO J 15, 5647-5658.

Ginhoux, F., Greter, M., Leboeuf, M., Nandi, S., See, P., Gokhan, S., Mehler,
M.F., Conway, S.J., Ng, L.G., Stanley, E.R., et al. (2010). Fate mapping analysis
reveals that adult microglia derive from primitive macrophages. Science 330,
841-845.

Boche, D., Perry, V.H., and Nicoll, J.A. (2013). Review: Activation patterns of
microglia and their identification in the human brain. Neuropathol Appl
Neurobiol 39, 3-18.

Davalos, D., Grutzendler, J., Yang, G., Kim, J.V., Zuo, Y., Jung, S., Littman,
D.R., Dustin, M.L., and Gan, W.B. (2005). ATP mediates rapid microglial
response to local brain injury in vivo. Nat Neurosci 8, 752-758.

Nimmerjahn, A., Kirchhoff, F., and Helmchen, F. (2005). Resting microglial
cells are highly dynamic surveillants of brain parenchyma in vivo. Science 308,
1314-1318.

Gordon, S. (2003). Alternative activation of macrophages. Nat Rev Immunol 3,
23-35.

Gordon, S., and Taylor, P.R. (2005). Monocyte and macrophage heterogeneity.
Nat Rev Immunol 5, 953-964.

Stein, M., Keshav, S., Harris, N., and Gordon, S. (1992). Interleukin 4 potently
enhances murine macrophage mannose receptor activity: a marker of alternative
immunologic macrophage activation. J Exp Med 176, 287-292.

Mosser, D.M., and Edwards, J.P. (2008). Exploring the full spectrum of

macrophage activation. Nat Rev Immunol 8, 958-969.

81



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Herber, D.L., Maloney, J.L., Roth, L.M., Freeman, M.J., Morgan, D., and
Gordon, M.N. (2006). Diverse microglial responses after intrahippocampal
administration of lipopolysaccharide. Glia 53, 382-391.

Schwartz, M., Butovsky, O., Briick, W., and Hanisch, U.K. (2006). Microglial
phenotype: is the commitment reversible? Trends Neurosci 29, 68-74.

Peister, A., Mellad, J.A., Larson, B.L., Hall, B.M., Gibson, L.F., and Prockop,
D.J. (2004). Adult stem cells from bone marrow (MSCs) isolated from different
strains of inbred mice vary in surface epitopes, rates of proliferation, and
differentiation potential. Blood 103, 1662-1668.

Urban, V.S., Kiss, J., Kovacs, J., Gocza, E., Vas, V., Monostori, E., and Uher, F.
(2008). Mesenchymal stem cells cooperate with bone marrow cells in therapy of
diabetes. Stem Cells 26, 244-253.

Saura, J., Tusell, J.M., and Serratosa, J. (2003). High-yield isolation of murine
microglia by mild trypsinization. Glia 44, 183-189.

Koérnyei, Z., Goécza, E., Riihl, R., Orsolits, B., Voros, E., Szabo, B., Vagovits,
B., and Madarasz, E. (2007). Astroglia-derived retinoic acid is a key factor in
glia-induced neurogenesis. FASEB J 21, 2496-2509.

Meirelles, L.a.S., and Nardi, N.B. (2003). Murine marrow-derived mesenchymal
stem cell: isolation, in vitro expansion, and characterization. Br J Haematol 123,
702-711.

Hegyi, B., Sagi, B., Kovacs, J., Kiss, J., Urban, V.S., Mészaros, G., Monostori,
E., and Uher, F. (2010). Identical, similar or different? Learning about
immunomodulatory function of mesenchymal stem cells isolated from various
mouse tissues: bone marrow, spleen, thymus and aorta wall. Int Immunol 22,
551-559.

Gebler, A., Zabel, O., and Seliger, B. (2012). The immunomodulatory capacity
of mesenchymal stem cells. Trends Mol Med 18, 128-134.

Ben-Ami, E., Berrih-Aknin, S., and Miller, A. (2011). Mesenchymal stem cells
as an immunomodulatory therapeutic strategy for autoimmune diseases.
Autoimmun Rev 10, 410-415.

De Miguel, M.P., Fuentes-Julian, S., Blazquez-Martinez, A., Pascual, C.Y.,
Aller, M.A., Arias, J., and Arnalich-Montiel, F. (2012). Immunosuppressive

82



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

properties of mesenchymal stem cells: advances and applications. Curr Mol Med
12, 574-591.

Keating, A. (2012). Mesenchymal stromal cells: new directions. Cell Stem Cell
10, 709-716.

Ren, G., Chen, X., Dong, F., Li, W., Ren, X., Zhang, Y., and Shi, Y. (2012).
Concise review: mesenchymal stem cells and translational medicine: emerging
issues. Stem Cells Transl Med 1, 51-58.

Benveniste, E.N. (1997). Role of macrophages/microglia in multiple sclerosis
and experimental allergic encephalomyelitis. J Mol Med (Berl) 75, 165-173.
Sagi, B., Maraghechi, P., Urban, V.S., Hegyi, B., Szigeti, A., Fajka-Boja, R.,
Kudlik, G., Német, K., Monostori, E., Gocza, E., et al. (2012). Positional
identity of murine mesenchymal stem cells resident in different organs is
determined in the postsegmentation mesoderm. Stem Cells Dev 21, 814-828.
Revest, J.M., Suniara, R.K., Kerr, K., Owen, J.J., and Dickson, C. (2001).
Development of the thymus requires signaling through the fibroblast growth
factor receptor R2-111b. J Immunol 167, 1954-1961.

Meijlink, F., Beverdam, A., Brouwer, A., Oosterveen, T.C., and Berge, D.T.
(1999). Vertebrate aristaless-related genes. Int J Dev Biol 43, 651-663.

Roberts, C.W., Shutter, J.R., and Korsmeyer, S.J. (1994). Hox11 controls the
genesis of the spleen. Nature 368, 747-749.

Leucht, P., Kim, J.B., Amasha, R., James, AW., Girod, S., and Helms, J.A.
(2008). Embryonic origin and Hox status determine progenitor cell fate during
adult bone regeneration. Development 135, 2845-2854.

Esaki, Y., Li, Y., Sakata, D., Yao, C., Segi-Nishida, E., Matsuoka, T., Fukuda,
K., and Narumiya, S. (2010). Dual roles of PGE2-EP4 signaling in mouse
experimental autoimmune encephalomyelitis. Proc Natl Acad Sci U S A 107,
12233-12238.

Yang, S.H., Park, M.J.,, Yoon, I.H., Kim, S.Y., Hong, S.H., Shin, J.Y., Nam,
H.Y., Kim, Y.H., Kim, B., and Park, C.G. (2009). Soluble mediators from
mesenchymal stem cells suppress T cell proliferation by inducing 1L-10. Exp
Mol Med 41, 315-324.

83



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Chen, K., Wang, D., Du, W., Han, Z., Ren, H., Chi, Y., Yang, S., Zhu, D.,
Bayard, F., and Han, Z. (2010). Human umbilical cord mesenchymal stem cells
hUC-MSCs exert immunosuppressive activities through a PGE(2)-dependent
mechanism. Clin Immunol.

Sheng, H., Wang, Y., Jin, Y., Zhang, Q., Zhang, Y., Wang, L., Shen, B., Yin, S.,
Liu, W., Cui, L., et al. (2008). A critical role of IFNy in priming MSC-mediated
suppression of T cell proliferation through up-regulation of B7-H1. Cell
Research 18, 846-857.

Xue, Q., Luan, X.Y., Gu, Y.Z., Wu, H.Y., Zhang, G.B., Yu, G.H., Zhu, H.T.,
Wang, M., Dong, W., Geng, Y.J., et al. (2010). The negative co-signaling
molecule b7-h4 is expressed by human bone marrow-derived mesenchymal stem
cells and mediates its T-cell modulatory activity. Stem Cells Dev 19, 27-38.
Murakami, M., and Kudo, 1. (2004). Recent advances in molecular biology and
physiology of the prostaglandin E2-biosynthetic pathway. Prog Lipid Res 43, 3-
35.

Duffy, M.M., Pindjakova, J., Hanley, S.A., McCarthy, C., Weidhofer, G.A.,
Sweeney, E.M., English, K., Shaw, G., Murphy, J.M., Barry, F.P., et al. (2011).
Mesenchymal stem cell inhibition of T-helper 17 differentiation is triggered by
cell-cell contact and mediated by prostaglandin E2 via the EP4 receptor. Eur J
Immunol.

Sato, K., Ozaki, K., Oh, I., Meguro, A., Hatanaka, K., Nagai, T., Muroi, K., and
Ozawa, K. (2007). Nitric oxide plays a critical role in suppression of T-cell
proliferation by mesenchymal stem cells. Blood 109, 228-234.

Ren, G., Zhang, L., Zhao, X., Xu, G., Zhang, Y., Roberts, A.l., Zhao, R.C., and
Shi, Y. (2008). Mesenchymal Stem Cell-Mediated Immunosuppression Occurs
via Concerted Action of Chemokines and Nitric Oxide. Cell Stem Cell 2, 141-
150.

Croitoru-Lamoury, J., Guillemin, G.J., Boussin, F.D., Mognetti, B., Gigout, L.1I.,
Chéret, A., Vaslin, B., Le Grand, R., Brew, B.J., and Dormont, D. (2003).
Expression of chemokines and their receptors in human and simian astrocytes:
evidence for a central role of TNF alpha and IFN gamma in CXCR4 and CCR5
modulation. Glia 41, 354-370.

84



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

DOI:10.14753/SE.2014.1957

Clarke, D.L., Clifford, R.L., Jindarat, S., Proud, D., Pang, L., Belvisi, M., and
Knox, A.J. (2010). TNFa and IFNy synergistically enhance transcriptional
activation of CXCL10 in human airway smooth muscle cells via STAT-1, NF-
kB, and the transcriptional coactivator CREB-binding protein. J Biol Chem 285,
29101-29110.

Lee, S.J., Park, J.Y., Hou, J., and Benveniste, E.N. (1999). Transcriptional
regulation of the intercellular adhesion molecule-1 gene by proinflammatory
cytokines in human astrocytes. Glia 25, 21-32.

Ren, G., Zhao, X., Zhang, L., Zhang, J., L'Huillier, A., Ling, W., Roberts, A.,
Le, A., Shi, S., Shao, C., et al. (2010). Inflammatory cytokine-induced
intercellular adhesion molecule-1 and vascular cell adhesion molecule-1 in
mesenchymal stem cells are critical for immunosuppression. J Immunol 184,
2321-2328.

McQualter, J.L., and Bernard, C.C. (2007). Multiple sclerosis: a battle between
destruction and repair. J Neurochem 100, 295-306.

Jack, C., Ruffini, F., Bar-Or, A., and Antel, J.P. (2005). Microglia and multiple
sclerosis. J Neurosci Res 81, 363-373.

Ransohoff, R.M., and Perry, V.H. (2009). Microglial physiology: unique stimuli,
specialized responses. Annu Rev Immunol 27, 119-145.

Saijo, K., and Glass, C.K. (2011). Microglial cell origin and phenotypes in
health and disease. Nat Rev Immunol 11, 775-787.

Zhou, C., Zhang, C., Chi, S., Xu, Y., Teng, J., Wang, H., Song, Y., and Zhao, R.
(2009). Effects of human marrow stromal cells on activation of microglial cells
and production of inflammatory factors induced by lipopolysaccharide. Brain
Res 1269, 23-30.

85



DOI:10.14753/SE.2014.1957

Sajat publikaciok jegyzéke

A disszertaciohoz kapcsolodo kozleménvek:

Beata Hegyi, Bernadett Sagi, Janos Kovécs, Judit Kiss, Veronika S. Urban, Gabriella
Mészéaros, Eva Monostori, and Ferenc Uher: Identical, Similar or Different? Learning
about Immunomodulatory Function of Mesenchymal Stem Cells Isolated from Various
Mouse Tissues: Bone Marrow, Spleen, Thymus, and Aorta Wall. Int Immunol 22:551-
559. (2010) (IF=3,301)

Bernadett Sagi, Pouneh Maraghechi, Veronika S. Urban, Beata Hegyi, Anna Szigeti,
Roberta Fajka-Boja, Gyongyi Kudlik, Katalin Német, Eva Monostori, Elen Goécza,
Ferenc Uher: Positional Identity of Murine Mesenchymal Stem Cells Resident in
Different Organs is Determined in the Post-Segmentation Mesoderm. Stem Cells and
Development 21:814-828. (2012) (IF=4,459)

Beata Hegyi, Gyongyi Kudlik, Eva Monostori and Ferenc Uher: Activated T-cells and
Pro-Inflammatory Cytokines Differentially Regulate Prostaglandin E2 Secretion by
Mesenchymal Stem Cells. Biochem Biophys Res Commun 419:215-220. (2012)
(IF=2,484)

Hegyi Beata, Sagi Bernadett, Kudlik Gyongyi, Uher Ferenc: 4 mesenchymalis dssejtek
szerepe a gyulladasos- és immun-folyamatok szabalyozasaban. Immunologiai Szemle

4:(2), 4-10 (2012)

Beata Hegyi, Zsuzsanna Kornyei, Szilamér Ferenczi, Rebeka Fekete, Gyongyi Kudlik,
Eva Monostori, Krisztina Kovacs, Emilia Madarasz, and Ferenc Uher: Regulation of
mouse microglia activation and effector functions by bone marrow-derived

mesenchymal stem cells (manuscript under revision) (2014)

86



DOI:10.14753/SE.2014.1957

A disszertaciotol fiiggetlen kozlemények:

Gabor Janos Szebeni, Eva Kriston-Pal, Péter Blazso, Robert Laszlo Katona, Julianna
Novék, Eniké Szabd, Agnes Czibula, Roberta Fajka-Boja, Beata Hegyi, Ferenc Uher,
Laszl6 Krenacs, Gabriella Joo, Eva Monostori Identification of galectin-1 as a critical
factor in function of mouse mesenchymal stromal cell-mediated tumor promotion. PL0S
One.;7(7):e41372 (2012) (IF= 4.092)

Urban S Veronika, Hegyi Beata, Sagi Bernadett, Kudlik Gyongyi, Uher Ferenc: A
diabetes mellitus Ossejtterdpidja - Az endocrin pancreas regenerdcidja. Diabetologia
Hungarica, 19:(4), 279-286. (2011)

Urban S Veronika, Benevolenskaya Elizaveta, Kiss Judit, Sagi Bernadett, Hegyi Beata,
Uher Ferenc: A genetikan is tul - Az epigenetika eldretorése és orvosi vonatkozdsai.
[Beyond genetics - The emerging role of epigenetics and its clinical aspects]. Orvosi
Hetilap 153:(6), 214-221. (2012)

87



DOI:10.14753/SE.2014.1957

Koszonetnyilvanitas

Els6ként témavezetdomnek, Dr. Uher Ferenc professzor urnak Kkell
megkdszonndm, hogy egyetemi hallgatoként szakdolgozova fogadott, bevezetett az
Ossejtbioldgiai kutatdsok rejtelmeibe és tanacsaival azdta is segiteti munkamat. A
gyakran felmeriilé nehézségekkel szembeni allhatatos kiizdelme, beosztottjaiért valo
felel6sségvallalasa és embersége jo példaval szolgal szamomra az élet minden teriiletén.

Ko6szonom Kiss Judit és Suhajdané Urban Veronika korabbi PhD hallgatoknak,
hogy a mindennapi munka soran szerzett tapasztalataikat megosztottak velem. Koszonet
illeti Ullrich Olga asszisztensndnket és Szotar Gabriella allatgondozonkat is, akik
teenddik preciz elvégzésével jarultak hozza laborunk miikodéséhez.

Munkdm eredményessége természetesen nagyban fiigg az egyiittmiikodésben
veliink dolgozé kollégaktol és baratoktol is. Ezért koszonet illeti meg Monostori Evit
(MTA, SZBK, Genetikai Intézet), Német Katalint (OVSZ, Génterapias Laboratorium),
Madarasz Emiliat ¢és Kornyei Zsuzsannat (MTA-KOKI Idegi Sejt- ¢és
Fejlodésbiologia Kutatocsoport), valamint Kovacs Krisztinat és Ferenczi Szilamért
(MTA-KOKI, Molekularis Neuroendokrinoldgia Kutatocsoport) is.

Ko6szonom a csaladomnak, hogy tdamogatasukkal és munkéjukkal lehetdvé tették
ennek a nagy utnak a megtételét. Volegényemnek, Gal Barnanak pedig hiiségéért,

mindennapi jelenlétéért és végtelen tiireleméért jar hala és kdszonet.

88



