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Bevezetés

A mesenchymalis 0s- vagy stroma sejtek (roviden MSC-K) olyan
multipotens szoveti  Ossejtek, amelyek az egész szervezetben
fellelhetéoek ¢s fontos szerepet jatszanak tobb szerv/szovet
Onfenntartdsdban és regeneracidjdban, de hatdssal vannak a
vérképzésre és az immunvalasz folyamataira is.

Az MSC-k terapias szempontbol talan legigéretesebb tulajdonsaga
immunszuppressziv sajatsaguk, hiszen mind a velesziiletett, mind
pedig az adaptiv immunrendszer sejtjeinek érését, aktivacigjat,
funkcionalisan valaszképtelen allapotba juttatjak azokat. Ehhez tarsul
kifejezett hipo-immunogenitasuk mellett a sériilt és/vagy gyulladasos
folyamatok  kovetkeztében — karosodott  szovetek  endogén
regeneraciojat tamogatd képességik is. Ezen tulajdonsagok
Osszessége teszi az MSC-ket igéretessé olyan autoimmun korképek
kezelésére, mint pl. a graft versus host betegség, az egyes tipusu
diabetes, a systemas lupus erythematosus vagy a sclerosis multiplex.
Az ezen a teriileten in vitro és in vivo allatkisérleti rendszerekben
nyert biztatd eredmények €s a klinikai kiprobalasok soran szerzett
tapasztalatok sszessége alapjan kijelenthetd, hogy az MSC-k terapias
célu felhasznaldsa az elkovetkezO évtizedekben jo eséllyel hozhat
attorést az autoimmun betegségek kezelésében.

Ehhez azonban nagyon fontos lenne az immunszuppresszio €s
szOvetregeneraci6  tamogatds  hatterében  alld6  molekularis
mechanizmusok alapos megismerése és megértése, valamint az
esetlegesen felmeriil6 kockazati tényezOk (mint pl. a daganat-
novekedés és attét képzés tamogatasanak) feltérképezése. Munkankkal
ehhez szeretnénk hozzajarulni.



Célkitiizések

A kovetkez6 kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni:

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

Izolalhatok-e a csontvelébdl ismert MSC-khez hasonld dssejtek
mas testtdjakrol, ugymint hasi zsirszovetbdl, a thymusbol, a 1épbdl
¢s az aortabol is?

A kiilonbozé  szervekbdl  szarmazé ~ MSC-k  hasonlo
immunszuppressziv aktivitassal rendelkeznek-e?

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

Hogyan befolyasoljak a legfontosabb gyulladdsos citokinek —
TNF-a és IFN-y - a mesenchymalis Ossejtek prosztaglandin E2
(PGE2) termelését?

Milyen egyéb mechanizmusok  jatszanak  szerepet a
mesenchymalis Ossejtek PGE2 termelésének szabalyozasaban?
Alkalmasak-e az MSC-k a  kisérletes  autoimmun
encephalomyelitis kezelésére?

Az MSC-k jelenléte hogyan befolyasolja a mikroglia sejtek
prezentalod képességét, azaz aktivaltsagi allapotat (polarizaciojat)?
Bakterialis endotoxin (LPS) jelenléte hogyan befolyasolja az
MSC-k mikrogliara gyakorolt hatasat?

Milyen jelatviteli rendszerek jatszanak szerepet a mesenchymalis
Ossejtek és mikroglia sejtek kdlcsonhatasaban?



Modszerek

Mesenchymalis dssejtek izoldldsa, tenyésztése és jellemzése

A mesenchymalis &ssejtek izolalasakor plasztik-adherenciajukat
hasznaltuk ki. C57Bl/6 egerek combcsontjait izolaltunk, majd a
velotrt fecskenddbe felszivott médiummal oblitettiik at. Az igy nyert
sejtszuszpenzidt négyzetcentiméterenként 2-5x10° sejtszamban 25
cm?-es tenyésztéedényekbe szélesztettik komplett médiumban. A hasi
¢s agyéki zsirszovet mintakat mechanikai feltarast kdvetéen 0.1%
kollagenaz tartalmia PBS-ben, 37°C-on 30 percen 4t emésztettiik majd
mosast kdvetden - az el6zdekben leirtak szerint - komplett médiumba
sz€lesztettik. A tenyészeteket 37°C-on  CO,—termosztatban
inkubaltuk, a le nem tapadt sejteket a médium heti kétszeri cseréjével
tavolitottuk el.

Az Osszefliggh, adherens sejtréteget 0.25%-0s tipszin/EDTA
oldattal valasztottuk el a tenyésztéedény falatol és 75-cm-es flaskéba
szélesztve folytattuk a tenyésztést. A tovabbi atoltasokat is a fent
leirtak szerint végeztiik el. Kisérleteinkhez 8-15-szor atoltott MSC-ket
hasznaltunk.

Az MSC-k jellemzésekor sejtfelszini markereiket az adott
fehérjére specifikus monoklondlis ellenanyagokkal tortént jelolést
kovetden aramlasi citometria segitségével hataroztuk meg. Adipocyta
¢s osteoblast iranyt differencidltatasukat a megfelelé induktor
médiumokban végeztiik el.

T-sejt proliferdcio gatlasa

Az immunszuppressziv aktivitds vizsgalatdhoz az eldzetesen
kitapasztott MSC-khez 2x10° 1épsejtet, vagy izolalt 1ép T-sejtet adtunk
5 pg/ml concanavalin A (ConA) egyidejii jelenlétében, vagy anélkiil.



A kevert limfocita kultGrakat (MLR) 2x10° responder (C57Bl/6) és
2x10° stimulator 1épsejt dsszemérésével készitettiik el. Két, vagy MLR
esetén négy nap inkubacié utan 1 pCi °H-timidinnel jelsljik a
sejteket, majd folyadékszcintillatorban mértiik a percenkénti
beiitésszamot. A ,trans-well” elrendezési kisérletek soran a kétféle
sejttipust 1 pm porusatmérdjii féligateresztd hartya segitségével térben
szeparaltan tenyésztettiik.

Szekretdlt fehérjék kimutatdsa sejtkultiura feliiliiszokbol

A vizsgalt citokinek mennyiségét a sejtkultara feliiliszokbol vett
mintakban az adott citokinre specifikus, kvantitativ ParameterTM
ELISA Kit segitségével, a cég utasitasait kovetve hataroztuk meg.

A mesenchymalis dssejtek in vitro stimuldcidja

Az MSC-ket 2x10° sejtszamban, 1ml komplett médiumban 24
lyuka tenyészto talcakra szélesztettiik. 24 o6ran elteltével gyulladasos
citokinek (TNF-a és IFN-y), enzim-gatloszerek (Indometacin, L-
NMA ¢és metil-triptofan) nitrogén-oxid donor molekula (NOC-18)
¢s/vagy lipopoliszacharid (LPS) hozzaadasa utdn tovabbi 48 oran
keresztiil tenyésztettiik a sejteket. A feliiliszokbol mintakat vettiink,
amelyeket -80 °C -ra fagyasztva taroltunk.

A kisérletes autoimmun encephalomyelitis (EAE) betegségmodell
indukcidja és kivetése

12 hetes ndstény C57BI1/6 egereket 5 mg/ml elolt Mycobacterium
tuberculosis tartalmi komplett Freund adjuvans (CFA) és 1 mg/ml
MOGg3s.55 peptid tartalmi PBS oldat 1:1 aranya keverékével oltottuk
be subcutan. Az indukcié napjan, valamint 2 nap elteltével az
allatoknak 330 pg Pertussis toxint is adtunk intraperitonealisan. A 7.
napon véletlenszeriien kivalasztott minden masodik allatot 2x10°
mesenchymalis dssejtet intraperitonealis beadasaval kezeltiink.



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

0 pont: egészséges allat;

1 pont: az allat a lebénult farkat jaras kozben maga utan hazza,

2 pont: az allat hatso labainak mozgéisa bizonytalanna valik vagy az
egyik hatso6 végtagja bénult;

3 pont: az allat mindkét hatso végtagja lebénult;

4 pont: az allat mells6é labainak mozgasa is bizonytalanna valik, vagy
az egyik mells6 végtagja bénult;

5 pont: az dllat minden végtagja bénult vagy az allat elhalalozott.

A 4 ponttal jellemezhetd allatokat tilaltatassal kiméltiik meg a
tovabbi szenvedéstdl. Az allatkisérletek az Orszagos Gyodgyintézeti
Kozpont Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdga altal el@irt szabalyok
szerint, az Eurdpai Uni6é 86/609/EC ajanlasaban megfogalmazottak
figyelembe vételével folytak.

Kevert glia kulturak készitése és mikroglia sejtek izoldldsa

Ujsziilott (P1-P3) CD1 egerek agyvelejét izolaltuk, az agyhartyak
eltavolitasa utdn mechanikailag feltartuk a szévetet és 0,05% tripszin
tartalmi PBS-ben enzimatikusan emésztettiik. A kinyert sejteket poly-
L-lizinnel (PLL) bevont feliiletre szélesztettiik komplett médiumban.
24 és 48 o6ra mulva a le nem tapadt sejteket alapos mosassal
tavolitottuk el, majd a sejtkultarakat 3 hétig tenyésztettiik heti kétszeri
médiumcsere mellett.

Az érett kulturabol a 21. napon mikroglia sejteket izolaltunk: a
tenyészeteket 2 oran at inkubaltuk 0.05%-0s EDTA mentes tripszin
oldatban, majd a felvalt astroglia réteg eltavolitasa utan a letapadva
maradt sejteket tovabbi 10 percig 0.25%-0s tipszin/EDTA oldattal
emésztettiik. Az ily mddon szelektiven izolalt mikroglia sejteket
mosas és centrifugalds utan PLL-el bevont felszinre tapasztottuk ki.



Mikroglia sejtek morfologiai analizise (immuncitokémia)

10° mikroglia sejtet inkubéltunk 37°C-on 48 ¢ran keresztiil 10*
csontvel6i eredeti MSC és/vagy 10 pg/ml LPS jelenlétében vagy a
nélkiil. Paraformaldehides fixalast kovetden a sejteket egy éjszakan at
4°C-on biotinalt Isolectin B4-gyel jeloltik, majd Alexa 488-cal
konjugaltatott avidint adtunk hozzajuk. Mintanként (n=4) 15
egymastol fiiggetlen, random latotérrél készitettiink felvételeket
Nikon AIR konfokalis lézer-szkenning mikroszkép 20-szoros
objektiviével. A képeken az egyes sejtek teriiletét Zeiss AxioVision
4.8 szoftver segitségével mértiik meg.

Mikroglia sejtek fagocitozisanak vizsgdlata

5x10° forralassal eldlt élesztosejtet adtunk a mikroglia sejteket
¢és/vagy MSC-ket tartalmazo kulturakhoz, majd egy oOran keresztiil
inkubaltuk 6ket 37°C-on. Haromszori alapos PBS-es mosast kovetden
fixaltuk és Giemsa oldatottal festettiik a preparatumokat. Mintanként
10 egymastol fliggetlen, random latotérrdl készitettiink felvételeket,
majd meghataroztuk a sejtenként bekebelezett élesztd partikulumok
szamat (n=100).

Az apoptotizald thymocytak fagocitdzisanak vizsgalatadhoz felnott
C57Bl/6 egerek thymusat izolaltuk és a szervet mechanikailag
feltartuk. Az 5x10%/ml thymocytat tartalmazé szuszpenzidhoz 1 uM
dexametazont adtunk, majd 12 6ran at 37 °C-on inkubaltuk.

Az élesztd sejtek és apoptotizald thymocytak fagocitozisat kovetd
citokin termelésbeli valtozasok vizsgalatdhoz a mikroglia sejteket
és/vagy MSC-ket tartalmazd lyukakba 5x10° élesztd sejtet vagy
apoptotizald thymocytat mértiink, majd egy oran keresztiil inkubaltuk
6ket 37°C-on. Haromszori alapos PBS-es mosast kdvetden tovabbi 48
oran keresztiil tenyésztettik Oket, majd a feliiliszokbdl mintakat
vettiink, amelyeket ezt kovetéen a szekretalt fehérjék kimutatdsaig
- 80 °C-ra fagyasztva taroltunk.



Mikroglia sejtek antigén prezentdlo képességének mérése

Az  ovalbumin specifikus T  sejtek izolalasanak
elokészitéseként 10-12 hetes C57BI/6 egereket oltottunk subcutan
1:1 aranyt keverékével. Egy hét elteltével az eldkezelt allatok
nyirokcsomoit izolaltuk, majd Hanks-féle oldatban mechanikailag
feltartuk azokat. Centrifugalast kovetéen a komplett médiumban
reszuszpendalt T limfocitdkat a mikroglia sejteket (mint antigén
prezentalé sejteket) és mesenchymalis Ossejteket is tartalmazo
kultarakhoz adtuk hozza. 4 napos inkubaci6é utan 1 pCi 3H-timidin
hozzaadasaval 6 oOran keresztiil jeloltik a mintakat, majd learattuk
azokat és folyadékszcintillatorban mértiik a percenkénti beiitésszamot.

Kvantitativ real-time PCR

A mikroglia és MSC sejtek kultirakba keriilését, illetve az LPS
kezelést kovetd 5. oraban Trizolos feltarast végeztiink. Az RNS-ek
izolalasahoz és tisztitasahoz GeneAid Total RNA mini Kit-et
hasznaltunk, a  preparatumok  tisztasagdit Nano  Drop
spektrofotométerrel ellendriztiik. Az cDNS-re vald atiras High-
capacity cDNA reverse transcription kittel tortént. A real-time PCR-t
Power SYBR Green PCR Master Mix segitségével kiviteleztiik ABI
StepOne késziiléken, a gyartd utasitasait kdvetve. A reakciok soran
hasznalt primereket Primer Express 3.0 programmal terveztiik meg. A
GAPDH-nal mért értékeket hasznaltuk belsé kontrolként. A ,,melting
curve analizist” és a génexpresszios eredmények kiértékelését ABI
StepOne késziilék sajat szoftverének (v.2.0) segitségével végeztiik el.

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.



Eredmények

1. A mesenchymalis dssejt populdciok jellemzése: felszini markerek
és differencidloddsi képesség

Feln6tt C57Bl/6-0s egerek csontvelejébdl valamint hasi és lagyéki
zsirszovetébdl stroma tenyészeteket készitettiink. A 8. atoltas utan a
csontvel6i (Csv-MSC) és a zsirszovet eredetii (Zs-MSC)
mesenchymalis 6ssejt tenyészetek egyarant adherens, fibroblast-szerti
morfologiat mutatdo  sejtekbél  alltak. Aramlasi  citometrids
vizsgalataink eredménye szerint ezek a sejtpopuldciok Sca-1, CD44 és
CD73 markerekre pozitivak voltak, mig a CD90.2-t kizarolag a
zsirszovet eredetli sejtek expresszaltak. Tenyészeteink egyontetiien
negativnak bizonyultak a vizsgalt haematopoetikus markerekre.
Mindkét MSC populacié sejtjei megfeleld induktorok hatasara
osteoblast, illetve adipocyta iranyba differencialodtak. Tehat a feln6tt
egerek csontvel0jébol és zsirszovetébdl izolalt sejttenyészeteink
morfologidjukat, sejtfelszini  markereiket és  differencicios
képességiik alapjan mesenchymalis  0Ossejteknek  tekinthetdek.
Hasonloképpen minden kritériumnak megfelelé MSC populaciokat
nyerhetiink fiatal (14 napos) C57Bl/6 egerek csontvelejébdl,
aortafalabol, 1épébdl és thymusabdl is.

2. A mitogén és alloantigén-indukalt T-sejt proliferdcio gatldasa in
vitro kulturdaban

A feln6tt allatok csontvelejébdl és zsirszovetébdl szarmazo,
valamint a fiatal egerek csontveldi és 1ép eredetii MSC-i erésen (kb.
65-70%-ban) képesek gatolni a T limfocitdk mitogén (ConA)
ennél mérsékeltebb (kb. 40%-o0s), mig a thymus eredetli sejtek
egyaltalin nem képesek a T-sejtek osztodast befolydsolni. Ezzel
teljesen megegyezd eredményt kaptunk kevert limfocita kultarakban.



Tehat a kiillonbozo  forrasbol szarmazé MSC  populécid
immunszuppressziv aktivitasa egymastol jelentdsen eltéré lehet in
vitro kultaraban.

3.Az MSC-k immunszuppressziv aktivitisa kiilonbozd enzim gdtlok
jelenlétében

Az MSC-kbol aktivalt T sejtek jelenlétében felszabadulod
kiilonb6z6 szolubilis mediatorok szintéziséért felelés enzimek
aktivitasanak gatlasaval probaltuk feltdrni az immunszuppresszio
mechanizmusat. Indometacin (PGE2 szintézis gatld) vagy L-NMA
(nitrogén-oxid-szintaz gatlo) jelenlétében a T sejt proliferacio részben,
de nem teljesen helyredll, tehat az immunszuppressziv aktivitasaban a
prosztaglandin(ok)nak és a NO-nak is szerepe van. A metil-triptofan
(indolamin-2,3-dioxigenaz (IDO) gatloszer) viszont nem csokkenti az
MSC-k proliferacio gatld képességét, vagyis az IDO — legalabbis egér
MSC-k esetében — nem jarul hozza az immunszuppressziv
aktivitashoz.

4. Az MSC-k PGE2 termelése aktivilt T sejtek jelenlétében

A fenti eredmények figyelembe vételével a tovabbiakban az MSC-
k PGE2 termelésének vizsgalatara fokuszaltunk. A csontvel6i Ossejtek
alap PGE2 termelése 1200 pg/ml, ez az érték naiv T sejtek
jelenlétében 4000 pg/ml-re n6 meg. Ha ConA-val stimulaljuk a
limfocitakat, akkor 16000 pg/ml PGE2-t mérhetiink a feliiluszoban.
Ha a T-sejteket és az Csv-MSC-ket térben elvalasztottuk egymastol,
akkor az 6ssejtek PGE2 szekrécioja nem emelkedett 1200 pg/ml folé.
Tehat az aktivalt T limfocitak képesek fokozni a mesenchymalis
6ssejtek prosztaglandin E2 szintézisét, de ennek bekoévetkeztéhez
mindenképpen kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas sziikséges.



5. A gyulladasos kiornyezet hatdsa a mesenchymalis ossejtek
prosztaglandin E2 termelésének szabdlyozdsdra

A gyulladdsos kornyezet modellezésére Csv- és ZS-MSC
tenyészeteinkhez rekombinans citokineket adtunk in vitro. A TNF-o
magasabb, 50 ng/ml koncentracioban jelentdsen fokozta az MSC-k
PGE2 termelését, 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-a és 20
ng/ml IFN-y) esetén is jelentésen megné a szekretalt PGE2
mennyisége. Igy elmondhatjuk, hogy a gyulladasos kérnyezet fokozza
az MSC-k immunszuppressziv mediator termelését. A vizsgalt
mediatorok hatasa erésen szinergisztikus, hiszen az IFN-y jelentdsen
fokozni képes a mesenchymalis Ossejtek TNF-o indukalta PGE2
termelését.

10 uM indometacin hozzaadasa csontvel6i MSC kulturak esetén
nem csak a spontan, de a gyulladdsos mediatorok 4ltal stimulalt PGE2
szekréciot is szinte teljes egészében gatolni képes. A TNF-a és az
IFN-y egyidejli jelenlétében indukalt PGE2 termelés L-NMA-val is
gatolhat6, noha csak 60-70%-osan. Ezzel szemben az 50 ng/ml

cre

gatlasa nincs szignifikans hatassal.

6. Az MSC-k immunszuppressziv aktivitisa kisérletes autoimmun
encephalomyelitisben

Mivel az eddig bemutatott in vitro vizsgalati eredményeink €s
irodalmi adatok is arra engednek kovetkeztetni, hogy az MSC-k
immunszuppressziv aktivitasa terapias célra is felhasznalhato, ezért az
emberi sclerosis multiplex egy preklinikai allatmodelljében, a



kisérletes autoimmun encephalomyelitisben (EAE-ben) vizsgaltuk
sejtjeink hatasat.

A kontroll csoporthoz képest a 7. napon 2x10° csontveldi eredetii
mesenchymalis dssejt intraperitonedlis beadasaval kezelt egerek a
betegség elsd fazisaban, atmenetileg stlyosabb tlineteket mutatnak,
ami azonban nem tekinthetd szignifikansnak. A betegség legsulyosabb
szakaszaban (15-18. napon) egyaltalan nincs kiilonbség az dssejtekkel
kezelt, illetve a nem kezelt allatok bénuldsanak mértékében. Ezt
kovetéen (a 19. naptol) viszont a sejtterapian atesett egerekben
szignifikansan gyorsabb allapot-javulds kdvetkezik be, mint kontroll
tarsaikban. Az MSC kezelés modelliinkben tehat elsésorban nem az
EAE indukcidjat és progressziojat gatolja, hanem sokkal inkabb a
betegség remisszidjat segiti eld6. Mivel az agy- és gerincveldben zajlo
gyulladéasi folyamat(ok) f6 effektor sejtjei EAE esetében is a
mikroglia sejtek, tovabbiakban a mesenchymalis &ssejtek mikroglia
sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalatara Gsszpontositottunk in vitro
kisérleti koriilmények kozott.

7. Az MSC-k mikroglia sejtekre gyakorolt hatdsanak vizsgdlata
Ujszillott CD1 egerek agyvelejébdl kevert glia tenyészeteket
készitettlink, majd ezekbdl két Iépcsés tripszinezési eljarassal
szelektiven izolaltunk mikroglia sejteket, amelyekre tSbbszorosen
elagazd, nyugalmi sejtalak volt jellemzé. A mikroglia sejtek
morfologidgja MSC-k egyidejii jelenlétében jelentdsen megvaltozott:
kiteriilt, aktivalodott, améboid fenotipust vettek fel még akkor is, ha a
két sejttipust félig ateresztd hartyaval térben elvalasztottuk egymastol.
Ezutan funkcionalis tesztekben vizsgaltuk az MSC-k mikroglia
sejtre gyakorolt hatasat. Els6ként a fagocitotikus aktivitasaban
bekovetkezd  valtozasokat  tanulmanyoztuk, melyet élesztd
partikulumok segitségével tudtuk qvantifikilni. Egyetlen mikroglia
sejtek atlagosan 1541 éleszt6t kebelezett be a 60 perces inkubacid



alatt, mig mesenchymalis &ssejtek jelenlétében a fagocitozis
intenzitasa 24+2-re nodtt, amely szignifikans kiilonbségnek bizonyult.
Tehat a mesenchymalis Ossejtek jelenléte aktivalja a mikroglia
sejteket, amely a sejtalak és sejtméret valtozasdban, valamint a
fagocitdzis fokozodasaban érhetd tetten.

8. A mikroglia sejtek citokin termelése MSC-k jelenlétében

A kovetkez6kben arra voltunk kivancsiak, hogy MSC-k hatasara a
mikroglia sejtek milyen jellegli aktivacidja torténik meg, ezért
Osszehasonlitottuk az MSC-k és az LPS mikroglia sejtek citokin
termelésére gyakorolt hatasat. Endotoxin jelenlétében a mikroglia
sejtek TNF-oo termelése fokozodott, mig az IL-10 és PGE2
szekrécioban nem tapasztaltunk valtozast, vagyis a mikroglia sejtek
klasszikus aktivacion mentek keresztiil €és M1, gyulladasos fenotipust
oltottek. A mikroglia-MSC kokulturak feliiliszoéiban azonban nagy
mennyiségli IL-10 ¢és PGE2 volt kimutathatd, ami a milié
immunszuppressziv iranyba tolodasat és M2-es, alternativ aktovaciot
jelez. Ha a kétféle sejttipust térben elvalasztottuk egymastdl transwell
kultarakban, akkor a feliiliszokban csokkent a gyulladasgatlo
mediatorok koncentracidja, vagyis az immunszuppressziv hatas
kifejtéséhez ez esetben is sejt-sejt kontaktus sziikséges.

Ezutan azt szerettiik volna kideriteni, hogy az MSC-mikroglia
kokulturakban mely sejttipus termeli a fent emlitett pro- és anti-
inflammatorikus citokineket. Két 1épcsds transwell kisérletek és
génexpresszios vizsgalatok egyiittes eredménye szerint a TNF-o és
IL-10 zomét a mikroglia sejtek termelték, mig a mesenchymalis
Ossejtek csak PGE2-t szekretaltak szamottevd mennyiségben.

9. MSC-k hatasa a mikroglia sejtek antigén bemutato képességére
A mikroglia sejtek antigén-bemutatd képességét ovalbumin
(OVA)-specifikus T-sejtek és OVA kiilonbozé koncentracidinak



jelenlétében vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a mikroglia sejtek
hatékonyan prezentaltdk az ovalbumint, amelyet a mesenchymalis
Ossejtek egyidejii jelenléte még tovabb fokozott. Ezt timasztja ald az a
megfigyelésiink is, miszerint a mikroglia sejtek antigén-bemutatd
képességében kulcsszerepet jatszo sejtfelszini molekulak (MHC-II és
CD86) expresszioja is fokozodott MSC-k jelenlétében. Ezek alapjan
ugy véljik, hogy a mesenchymalis 6ssejtek hatasara regulator tipusu
alternativan aktivalt mikroglia sejtek alakulnak ki, amelyekre
amoeboid sejtmorfologia, intenziv fagocitozis, gyulladasgatlo
medidtorok termelése, valamint fokozott antigén prezentalod képesség
jellemzd. Ez a tény terapias szempontbdl is kiemelkedd jelentséggel
bir, hiszen az esectleges Ossejt-kezelés hatasara megjelend regulator
tipusu mikroglia sejtek eredményesek lehetnek a koros, autoimmun
eredetli neurodegenerativ korképek megfékezésében.

10. Az inflammaszomak szerepe a mikroglia-MSC kolcsonhatisban
A mikroglia sejtek és a mesenchymalis sejtek kozotti kdlcsonhatas
alaposabb vizsgalatakor tobb kiilonféle mediator (IL-1c, 1L-13, IL-6,
Arg-1 és MCP1) génexpressziojat vizsgaltuk meg. Ezek koziil
kiemelném az IL-1B-t, amelynek kifejez6dése MSC-k jelenlétében
szignifikansan csokken mikroglia sejtekben. Ez felvetette annak
lehetdségét, hogy az MSC-k a mikroglia sejtek inflammaszoémain
keresztiil, azokra (is) hatva fejtik ki immunszuppressziv aktivitasukat.
Ennek alatamasztasdra megvizsgaltuk a mikroglia sejtek NLRP3
MSC-k hatékonyan képes gatolni a gliasejtek inflammaszomak
felépitésében kulcsszerepet jatszd6 NLRP3 génjének kifejez6dését és

srer



Kovetkeztetések

1. A csontveld mellett a zsirszovetbdl, thymusbdl, 1€pbdl és az aorta
falabol is sikeriilt olyan, fibroblast-szeri morfoldgiat mutato,
adherens sejteket izolalnunk, amelyek felszini markereik,
valamint adipocyta és osteoblast iranyu differencialodasi
képességiik alapjan mesenchymalis éssejteknek tekinthetok.

2. [Ezek az MSC-k — a thymusbol szarmazo sejtek kivételével —
gatoljak a T limfocitdk mitogén ¢és alloantigén-indukalt
osztodasat in  vitro  kultaraban,  vagyis  hasonlo
immunszuppressziv aktivitdssal rendelkeznek.

3. A csontveldi és zsirszovet eredetli MSC-k aktivalt T sejtek vagy
gyulladédsos  citokinek  jelenlétében nagy  mennyiségi
prosztaglandin E2 termelésére képesek, ami potencialis
immunszuppressziv mediatornak tekinthetd.

4. A legfontosabb gyulladasos citokinek — TNF-oo és IFN-y -
egymas hatasat erdsitve fokozzak a mesenchymalis &ssejtek
PGE2 termelését.

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

6. Mesenchymalis Ossejtek adasaval eredményesen kezelhetdé a
kisérletes autoimmun encephalomyelitis.

7. MSC-k jelenlétében a mikroglia sejtek morfologidja, élesztd
fagocitozis intenzitasa, citokin termelése illetve antigén
prezentdld  képessége jelentésen modosul. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a mesenchymalis Gssejtek M2 tipust
vagyis alternativ aktivaciot idéznek el6 a mikroglia sejteken.



MSC-k jelenléte nem gatolja teljesen, sokkal inkabb csak
moduldlja a klasszikus aktivaci6 folyamatait, amelyet a
patogén(ek)bdl szarmazo antigének (mint pl. gombasejtek,
endotoxinok) inditanak el.

Az MSC-k altal termelt PGE2 lehet az egyik fontos szolubilis
medidtor, amely a mikroglia sejtekre hatva moddositja azok
gyulladdsos és  gyulladasgatld citokin  termelését. Az
inflammaszomak miikodésének gatlasa is jelentds szerepet jatszik
az MSC-mikroglia kolcsonhatasban.
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