1. Vérképzé ossejtek

Egy o&ssejtnek genetikai elkotelezettségetol, szoveti kornyezetétol, érettsegetol,
koratdl, stb. fliggéen sokféle és gyorsan valtozo arca lehet. Mindegyik arc ,,valodi” egy adott
pillanatban, de — éppen a folyamatos valtozas miatt — szdmunkra sokszor nehezen
felismerheto, illetve megfoghatd. Munkéank els6é részében 6-8 hetes (C57BI x DBA/2)F1
egerek haematopoeticus 6ssejtjeinek (HSC) a heterogenitasat vizsgaltuk. Az allatok csoves
csontjaibol (femur és tibia) kifujt sejtszuszpenziobdl izolaltuk a tenyésztéedények miianyag
feluletéhez nem tapadd (Na) és a kilonb6ozé vérsejtfejlédési sorokra jellemzé antigéneket
(CD3, CD45R/B220, CD11b, Ly-6G, TER-119) nem hordozd (Lin") fehérvérsejteket. A
tovabbiakban ezeket — az 6sszes csontvel6i magvas sejt 0,5-0,8%-at Kitevé - Na, Lin™ sejteket
jellemeztiik felszini markereik (&ramlasi cytometria), in vitro proliferacids képességik
(koloniaképzes lagy gélben és ,macskak6” kultdraban), valamint in vivo repopulacios
képességuk alapjan.

Megallapitottuk, hogy az Na, Lin" sejtek kozel fele (40-45%-a) nem 6ssejt, hanem Sca’
, c-kit*, CD34" és MHC-I" fenotipusu, lagy gélben haematopoeticus novekedési faktorok
(WEHI-3B kondicionalt feliliszd) jelenlétében koloniat kepzo, korai, de mar elkotelezett
elédsejt. A Na, Lin™ populacio tovabbi 20-25%-at az altalunk HSC2-esnek nevezett, Sca”, c-
kit", CD34" és MHC-I" fenotipusu, lagy gélben nem, de ,,macskakd” kultGraban 21 és 35 nap
utdn koloniat képzé — ,klasszikusnak” mondhatd — haematopoeticus 6ssejtek teszik Ki.
Ugyanakkor - az irodalmi adatokkal ¢sszhangban - igazoltuk egy korabbi (HSC1), Sca®, c-
kit", CD34" és MHC-1" fenotipus(, ,,macskaké” kultiraban 35 nap utan részben kimutathato,
de elsésorban a tartds in vivo repopulacidban résztvevo éssejt szubpopulacio létezését is.
Végiil ideiglenesen HSCO-nak neveztiik el azt az Sca®, c-kit CD34" és MHC-I" fenotipus(
sejtekbol allo szubpopuléciot, amelyrél — a sejtek Sca pozitivitasa alapjan — feltételezzuk,
hogy a legfiatalabb haematopoeticus dssejteket tartalmazza. Valoszintinek tartjuk, hogy ezek
és/vagy a semmilyen altalunk vizsgalt felszini markert nem hordozé Na, Lin" csontvel6i sejtek
felel6sek a haematopoeticus 6ssejtek in vivo megfigyelheté plaszticitaséaért.

2. Mesenchymalis éssejtek

A mesenchymalis 6ssejteket (MSC) bizvast nevezhetjlk a szervezet Janus-arcu szoveti
sssejtjeiknek. Becslések szerint 1:10° — 1:10° gyakorisaggal fordulnak elé a csontvelben, de
nem ismertink olyan specifikus markert vagy marker kombinaciot, amivel akar in vivo, akar in
vitro azonositani lehetne 6ket. 1zolalasuk Iényegében adherencidjukon alapul. A csontvel6bol
kitapasztott stroma sejteket, miutan benétték a rendelkezésiikre allo fellletet, felszedjik es kis
sejtsiiriiség mellett atoltjuk. Tébbszori atoltas utan egy jorészt fibroblast-szerii sejtekbél allo,
exponencialisan ndveked6 tenyészetet kapunk, amit — ha mar nem tartalmaz vérképzo sejteket
- MSC kultaranak tekinthetiink. Emberi csontvel6bél kiindulva altaldban mar harom, egér
csontvel6 esetén hat-nyolc atoltas utan érjuk el ezt az allapotot. Az ilyen sejtek egységesen
CD133, CD34, és CD45 (ember), illetve CD34, CD3, CD45/B220, CD11b, Ly-6G, és TER-
119 (egér) negativak. Lagy gél kultardban haematopoieticus ndvekedési faktorok jelenlétében
sem képeznek koloniat. Visszajuttatva 6ket a szervezetbe nem vandorolnak a csontvelébe
(minden csontvelé-transzplantalt beteg és kiserleti allat stromaja recipiens eredetii), hanem
inkabb szétszorddnak a kulonbozé szévetekben.

Ugyanakkor in vitro kultardban ezek a legplasztikusabb szOveti Gssejtek.
Mesodermalis (vérképzést tdmogatd stroma, csont, porc, zsirszOvet, inak, simaizom),
ectodermalis (neuron , glia) és endodermalis (majsejtek, inzulintermel6é B-sejtek) iranyba
egyarant képesek differencidlodni. Plaszticitasuk azonban — ellentétben az embrionalis
6ssejtekével — idovel fokozatosan csdkken. Megallapitottuk, hogy el6szér neuronalis iranyd
differencialodasi kepességiiket veszitik el (emberi MSC-k esetén 6-8 atoltas utan), majd egyre
nehezebben alakitanak ki vérképzést tamogat6 stromat. Az 6regedés kovetkez6 fazisaban mar



nem, vagy csak alig differencidlédnak zsirsejtekké izobutil-metilxanthin hatéséara. Legtovabb,
gyakorlatilag a kultdrak teljes eléregedéséig (25-30 atoltas), osteoblastokka képesek alakulni.
Ha az MSC-k, és ennek kovetkeztében a stroma — pontosabban a vérképz6 6ssejt niche -
Oregedése felgyorsul, megné az esélye annak, hogy egy-egy beteg verkepzé klon
elszaporodjon a csontveldben. Amikor példaul myelodysplasias (MDS) és myelomas (MM)
betegek csontvel6 mintéibdl izolalt MSC-k tenyészetét hasonlitottuk 0ssze egeszséges
csontvel6 donorokéval, megallapitottuk, hogy a myelomés betegekbdl szdrmaz6 stroma
tenyészetek, az egészséges emberek MSC-ibél kialakitott stroma rétegekhez hasonléan jol
ndvekednek in vitro, érett allapotban konfluensek és minden iranyba jél differencialédnak.
Ezzel szemben a myelodysplasids stromak morfologiailag kevésbé egységes kepet mutatnak,
lassabban novekednek, erésen apoptotikusak és altaldban nem érik el a konfluenciat.
Neurondlis iranyba egyaltalan nem képesek differencialodni és jelentés mennyiségi adipocyta
keletkezését is csak néhany MDS beteg stromdjaban siker(lt indukélni. VVérképzést tamogato
képességuik gyakran szintén rosszabb mint az egészséges emberek vagy MM-es betegek
csontvel6jébol kialakitott stroma rétegeké. MM-ben tehat egy olyan koélcsonds paracrin
kapcsolatot van a neoplasztikus plazmasejtek (a tumor) és a stroma kozdétt, amely a betegseg
progresszidjat elésegits, de korantsem visszafordithatatlan valtozasokat indukal az egyébként
egészséges csontveldi mikrokdrnyezetben. Ugyanakkor MDS-ben valoszintileg a stroma
betegsége az elsédleges, annak akceleralt 6regedese teszi lehetové egy beteg verképzoé klon
»elszabadulasat”.

3. Ossejt plaszticitas

A csontvel6i 6ssejtek plaszticitasat foként transzplantacios kisérletek igazolték.
Allatmodellekben és csontvels-transzplantacio utan elhunyt betegek szovetmintaiban a
beliltetett 6ssejtek sorsa nyomon kovetheté és megallapithatd, hogy a donor eredetii 6ssejtek
szamos szervben — tobbek kozott a kozponti idegrendszerben is - megtelepednek, majd az
adott szoveti kdrnyezetnek megfelelé érett sejtekké differencidlédnak. A szinte vegtelennek
tiné szoveti 6ssejt plaszticitas Klinikai felhasznalasahoz azonban az eddig megfigyeltnél
sokkal nagyobb mértékii graft- beépllésre és az 6ssejtek fejlodésének ellenérzott iranyitasara
lenne szlikség. Hasznos lehetne példaul ha az éssejtek erését mar a bedltetés elétt - in vitro
kulturdban — el tudnank inditani a megfelelé sejtfejlédeési sor iranydba. Ezért sz&mos
munkacsoport dolgozott ki a mesenchymalis dssejtek (MSC) neuronalis iranyu
differencialtatasara alkalmas modszert. Kozulik a legegyszeriibb a Woodbury és mtsai (J
Neurosci Res 61: 364, 2000) altal leirt sejttenyészet, amelynek Iényege, hogy az MSC-ket
szérummentes tapfolyadékban, nagy mennyiségii 2-merkaptoetanol (2-ME) jelenlétében
inkubaljak. llyenkor az MSC-k jelentés morfoldgiai valtozason mennek keresztiil és néhany,
idegsejtekre jellemzé fehérjét expresszalnak. Ugyanakkor a legtdbb kritika is ezt a modszert
érte. Felvetodott, hogy az erds redukaloszer stresszt okoz, aminek kdvetkeztében jelentds
atrendezo6dés torténik a citoszkeletonban, megvaltozik a sejtek alakja és néhany neuronalis
fehérjere specifikus ellenanyag egyszeriien keresztreagal a karosodott sejtekkel. Munkankban
azt szerettlik volna tisztazni, hogy mi is torténik az ilyen sejttenyészetekben? Megéllapitottuk,
hogy szérummentes DMEM médiumban - 2,5 mM 2-ME jelenlétében - az emberi MSC-k 40-
70%-a valdban a tipikus idegsejtekre emlékezteté alakot (morfologiat) vesz fel. A korébban
lapos, szeétterilé sejtek lekerekednek és 6sszehizddnak mikozben hosszd, axon- és dendrit-
szerti nyulvanyokat képeznek. A hosszabb nydlvanyok (axonok?) végén jol lathatd kap van.
Néhany ora mulva Nissl-rogok is megjelennek az atalakulo sejtekben. Két-harom nap mulva a
sejtek citoplazmajaban neuron specifikus enoldz (NSE), sejtmagjukban pedig neuron
specifikus nuklearis fehérje (NeuN) mutathatd ki indirekt immunfluoreszcens maodszerrel.
(GFAP pozitiv sejteket egyetlen 2-ME-al kezelt MSC kulturakban sem talaltunk). Western
blot technikaval a kezeletlen MSC-kben csak nestint tudtunk Kkimutatni, ami a sejtek



differencialodasa soran fokozatosan eltiinik a citoplazmabdl, mikdzben egyre tobb NSE és
neurofilament-H (NF-H) expresszalodik. Mivel az immunfluoreszcens vizsgalatokat a
Chemicon, a Western blottokat a Santa Cruz Biotechnology ellenanyagaival végeztik (tehat
6sszesen hat kiilonbdz6 ellenanyag felhasznalasaval dolgoztunk), ez megerdésiti azt a feltevest,
hogy a 2-MA-al kezelt MSC-kben idegsejtekre jellemzé fehérjék jelennek meg. Réadasul, ha
a redukaloszer mellett Jagged-1 fehérjét is adunk a tenyészetekhez, ,dendrit-viragzas”
figyelheté meg, azaz a sejtek tobb, jobban elagazo, de révidebb nyalvanyt hoznak létre, mint
a Jagged-l-et nem tartalmazd kultdrakban. A dendrit-viragzast az NF-H fokozott
intracellularis expresszidja kiséri. EImondhatjuk tehat, hogy az MSC-kbél - szérummentes
tapfolyadékban - 2-ME hatdsara a neuronokra jellemzé fehérjéket expresszalo és a kilsé
szignal(ok)ra (Jagged-1) reagalo, €l6 sejtek keletkeznek. Termeészetesen tovabbi — elsésorban
elektrofiziologiai — vizsgalatokra van sziikség annak eldontéséhez, hogy ezeket az MSC
eredeti sejteket valddi neuronoknak tekinthetjlik-e?

A betegség vagy serilés kdvetkeztében karosodott izileti porc az érellatas hidnya és a
porcsejtek rendivil kis fajlagos mennyisége miatt alig, vagy egyéaltalan nem képes
regeneralodni. Ezért rendkivil nagy az érdekl6dés minden olyan mddszer irant, amely
alkalmas lehet a szervezetbe belltetheté porcszovet (vagy teljes izuleti protézis) in vitro
eléallitasara, esetleg a sérilt porcteriilet in situ potlasara. A csontvelsi stromabdl izolalhatd
mesenchymalis 6ssejtek (MSC) kilondsen igéretes kiinduldsi anyagot jelentenek e
prébalkozasok soran. Az MSC-k olyan multipotens sejtek, amelyek barmilyen kots- és
tdmasztdszovet valamint a verképzest tamogatd stroma irdnyaba egyarant keépesek
differencialodni. Munkénkban egy, a csontvel6i stromabdl izoladlt MSC-k porc irdnyu
differencidlodasanak vizsgalatara alkalmas, 96-lyuku tenyésztotalcan  kivitelezhet6
mikromaodszert fejlesztettiink ki. A csontvelémintakat csipoprotézis mitéten atesett betegek
eltavolitott combfejébdl nyertiik. A csontvel6i adherens sejteket 10-20 generacion keresztl
sorozatos atoltdssal tartottuk fenn. A szuszpenzidba vitt MSC-ket U-alju tenyésztotalcakon
szélesztettik (2x10°sejt/lyuk), centrifugaltuk (micromass pellet), majd 14 napig inkubaltuk
ket 10% foetalis borjusavét (FCS), 5ng/ml rekombinéns TGF-p3-at, 6pug/ml inzulint és 107
M dexamethazont, vagy 10% FCS-t és demineralizalt csont-matrixot (DBM), illetve 10%
FCS-t, rekombindns ndvekedesi faktorokat és DBM-et egyarant tartalmaz6 DMEM/F12
médiumban. Az egyes lyukak fenekén kialakult miniatiir szévetkorongok 6sszetételét fény és
elektronmikroszkdpos modszerekkel, valamit izotdpos jel6lés segitségével tanulmanyoztuk. A
chondrogenesis soran szintetizalodott szulfatalt glikozamino-glikanokat 0,1%-o0s dimetil-
metilénkék festéssel tettik lathatova (metakromazia). Az l-es és Il-es tipusi kollagén
jelenlétét indirekt immuncitokémia mddszerrel igazoltuk a mintdkban. A fehérjeszintézis
mértékét a kultirak *H-leucin felvétele, a kén beépiilését *S tartalml szulfation felvételiik
alapjan hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a chondrogenesis TGF-B3, inzulin és
dexamethazon, vagy DBM, illetve a ndvekedési faktorok és DBM egyidejti jelenlétében is
megindul. Utébbi — kombinalt kezelés - esetében azonban a differencialédas sokkal
markansabb, mint a csak ndvekedési faktorokkal és dexamethazonnal, vagy csak DBM-el
kezelt kultardkban. A TGF-B3, inzulin, dexamethazon és DBM egyideji jelenlétében
képzodott szovetkorongok kevés lekerekedett sejtbdl és nagy mennyiségii — proteoglikanokat
és ll-es tipusu kollagént (is) tartalmazé - extracellularis matrixbol allnak. *H-leucin és
normalizalt szulfat-felvételik is magasabb, mint a csak ndvekedési faktorokkal vagy csak
DBM-el kezelt mintaké. Utdbbiak tobb sejtet és kevesebb extracellularis matrixot
tartalmaznak a kéthetes inkubalas utan. A DBM tehat bioldgiailag aktiv formaban tartalmazza
mindazokat a morfogéneket és ndvekedési faktorokat amelyek az MSC-k chondrocyta iranyu
differencialodasahoz szilksegesek. Raadasul a DBM lassan degradalodik és nem immunogén
in vivo. Ezért feltételezzlik, hogy az MSC/DBM kompozit olyan 6nallé egységet alkot, amely
— kulénésen TGF-B3-al és inzulinnal elokezelve - a szervezetbe juttatva képes a



legklilonbdzobb porckarosodasok kockazat és mellékhatasok nélkili “kijavitasara”, vagyis
kozvetlenil a klinikai gyakorlatban is felhasznalhatd. Végul legaldbb ilyen fontos, hogy a
protézis mutétek sordn nyerhet6 csontvelé mintak alkalmasak lehetnek egy emberi MSC bank
létrenozésara.

4. Az ossejt ,,niche”

A vérképzé 6ssejtek csontveldi mikrokdrnyezete — a haematopoeticus 6ssejt niche -
valdsziniileg az egyik legOsszetettebb szovetiink. Az 6ssejteket kilonbdzo stroma sejtek
(fibroblasztok, adipocytdk, macrophagok, reticularis sejtek, sth.), fejl6dé vérsejtek, valamint
gazdag sejtkozotti allomany, extracellularis matrix veszi korul. A stroma sejtek részben
kdzvetlen sejt-sejt kolcsonhatdsok, részben az Altaluk termelt szolubilis és/vagy az
extracellularis matrixhoz kotott cytokinek (SCF, Flt-3, IL-3, IL-6, IL-7), kemokinek (SDF-1)
és morfogének (TGF-B1, BMP2/4, Wnt fehérjék) segitségével befolyéasoljak (vagy inkabb
iranyitjak?) az ossejtek sorsat. Raadasul a kilénbdz6 tipusu stroma sejteket — sét a stroma és
az ossejteket is — az 1 kD-nal kisebb hirvivd molekulak (Ca™ ionok, CAMP, ATP, és
aminosavak) gyors tovabbitasara alkalmas réskapcsolatok szazai kotik 6ssze.

A Notch egy filogenetikailag 6si, a soksejtii szervezetek differencidlédasa soran
nélkildzhetetlen sejt-sejt kolcsonhatasokat biztositdo és az érintett sejtek tovabbi sorsat
meghatarozd jeltovabbitd rendszer. Emberben négy receptorbdl (Notchl, 2, 3, 4) és legalabb
hat ligandumbol (Jaggedl, 2 és Delta(-like)1, 2, 3,4) all. Kulcsszerepe van a genomban tarolt
fejlédési program(ok) kifejez6désében, a kilénbdz6 szervek és szdvetek kialakulasanak
szabalyozésaban. Felmerilt, hogy a verképzé 6s- és elédsejt kompartmentben is (legalabbis
részben) a Notch-rendszer biztositja az Onfenntartd osztédas(ok) és a differencidlodas
megfelelé egyensulyat, azaz a folyamatos vérképzés fenntartasat. Az erre vonatkozé adatok
azonban meglehetésen ellentmondéasosak. Munkéankban ezért a csontvel6éi stroma sejtek
felszinén legnagyobb mennyiségben expresszalddd Notch-ligandum — a Jaggedl fehérje —
szolubilis (monovalens) és Sepharose-4B szemcsék fellilletéhez kotott (multivalens)
forméajanak az egér haematopoeticus 6s- és elédsejtek fejlodésére gyakorolt hatasat szerettik
volna tisztazni.

A Jaggedl fehérje extracellularis doménjét (JG15°P) kédolé cDNS-t tartalmazéd
pUSEamp(+) plazmidot E. coliban felszaporitottuk, izolaltuk a vektort, majd LipofectAmine
Plus™ reagens segitségével COS-7 sejtekbe jutattuk. A sikeresen transzfektalt - neomycin
rezisztens - COS-7 sejtek felliliszojabol kecskében termelt anti-Jaggedl ellenanyaggal fedett
affinitas oszlopon izolaltuk a rekombinans JG15°P fehérjét, amelynek egy részét BrCN-al
aktivalt Sepharose-4B szemcsékhez kotottuk. Csontvel6i magvas sejteket, valamint az ezek
néhany tized szazalékat Kitevo Lin", azaz egyik versejtfejlédesi sorra jellemz6 merkereket sem
hordoz6 fiatal sejteket 6-8 hetes (C57BI/6XDBA/2)F1 egerek csoves csontjaibdl a
laboratériumunkban korabban leirt médszerrel izolaltunk. A mono- és multivalens JG15P
ligandumoknak a csontvel6i sejtekre gyakorolt hatasat kiilonb6z6 tipusu in vitro kultardkban
tanulmanyoztuk.

Megallapitottuk, hogy a kilonbdz6 vérsejtfejlédési sorok iranyaba elkdtelezett, l1agy
gélben koloniat képzé elédsejtek (CFU-GM, BFU-E, CFU-GEMM) osztodasat a szolubilis és
az inszolubilizalt JG15°P - més novekedési faktorok (IL-3 és CSF-ek) egyidejii jelenlétében —
fokozza. A stroma-fliggé ,,macskakdé kultardkban” 7-14 nap utan koloniat képzé sejtek
(CAFC) arénya szintén megné 5-10 pg/ml JG15P jelenlétében. Ugyanakkor a legfiatalabb
vérképzé sejtek (28-35 napos CAFC) koléniaképzését hasonlé mennyiségii szolubilis JG15P
gatolja. Ha Lin" sejteket inkubalunk 6ssejt-faktor (SCF), FIt3-ligandum (FIt3L), trombopoetin
(TPO) és szolubilis vagy inszolubilizalt JG15P-t tartalmaz6 szuszpenziés kult(rakban, két hét
utan a JG15°P-Sepharose-4B-t tartalmazé tenyészetekben kozel egy nagysagrenddel tobb



fiatal - ,,macskaké kulturaban” csak 35 nap utan koloniat képzé sejt — talalhaté mint a harom
novekedési faktort és szolubilis JG15P-t, vagy csak a novekedési faktorokat tartalmazé
tenyészetekben. (Utobbiakban az 6ssejtek szama nem valtozik két hét alatt).

A multivalens, inszolubilizalt Jaggedl tehat stromasejteket vagy korai novekedési
faktorokat (SCF-et, FIt3L-t és TPO-t) tartalamzd in vitro tenyészetekben képes sorozatos
onfenntartd osztodasra késztetni a verképzé oOssejteket, azaz segit megndvelni az 6ssejt
kompartment méretét anélkiil, hogy kézben romlana a sejtek ,mindsége”. Szolubilis JG15°P
egyidejt jelenléte a kultarakban ezt gatolja. Ugyanakkor a mar valamely sejtfejlédési sor
iranyaba elkotelezett elédsejtek szamara a Jaggedl mono- és multivalens formaban egyarant
egy nem tal hatékony ndvekedesi faktor.

A csontvel6i stroma sejtek altal (is) termelt kis molekulasulyt lektin, a galektin-1
(Gal-1) kulénb6zé kord vérképzé 6s- és elédsejtekre gyakorolt hatdsat szintén
tanulmanyoztuk. Csontvel6i magvas sejteket, valamint az ezek néhany tized szazalékat kitevo
Lin, azaz egyik vérsejtfejlédési sorra jellemz6 merkereket (CD3, CD45R/B220, CD11b, Ly-
6G, TER-119) sem hordozé fiatal sejteket 6-8 hetes (C57BI/6XDBA/2)F1 egerek csoves
csontjaibol (femur, tibia) a laboratériumunkban korabban leirt modszerrel izolaltunk. A Gal-1
sejtfelszini kotoédesét és/vagy intracellularis megjelenését aramlasi cytometriaval mértik. A
granulocyta-macrophag (CFU-GM) és erythrocyta (BFU-E= burst forming unit-erythroid)
irdnyba elkotelezett koloniakepzé elédsejteket lagy gél kulturaban tenyésztettiik. A vérképzo
6s- és elédsejt kompartment(ek) teljes korstruktarajat preformalt stromarétegen végzett
limitalt higitas, un. ,,macskaké kultura” (CAFC=cobblestone area-forming cells) segitségével
hataroztuk meg.

Megallapitottuk, hogy a csontvel6i magvas sejtek 70-75%-a és a Lin" sejtek tobb mint
95%-a képes rekombindns Gal-1-et kotni. Intracellularis Gal-1-et azonban csak a magvas
sejtek 40-45%-aban — elsésorban az adherens sejtekben - talaltunk. Magas (5-10 ug/ml-es)
koncentracidju Gal-1 minden csontvel6i sejtet elpusztit, a kilonb6z6é kort verképzé sejtek
Gal-1 érzékenysége kozott azonban szignifikans kilonbség van. A legérettebb (7 napos
CAFC és lagy gélben koldniat kepzé sejtek) a legérzékenyebbek, mig a legfiatalabb (35 napos
CAFC) haematopoeticus sejtek a legellenallobbak a Gal-1-indukéalt apoptézissal szemben.
koldniaképzését (CFU-GM, BFU-E, 7 napos CAFC) és - egyidejtileg - csokkenti a 21 napos
(az atmeneti haematopoeticus repopulaciora képes sejteknek megfeleld) ,,macskako-kepzé”
sejtek gyakorisdgat. Az in vivo tartds haematopoeticus repopuléciét biztositd 6éssejtekhez
legkozelebb allo, azaz legfiatalabb (35 napos CAFC) vérképzo sejtek gyakorisagat azonban a
kis mennyiségti Gal-1 nem befolyasolja.

A Gal-1 tehat tobbféle mechanizmus — apoptdzis kivaltasa, proliferacié fokozas
és/vagy gatlas, differencialodas elinditasa - segitségével képes befolyasolni a vérképzé 6s- és
elédsejtek aktudlis  korstruktargjat, a kilénbozé korl és érettségi  sejtekbol  allo
kompartmentek relativ. méretét. Eredményeink nagyban hozzajarulhatnak annak
megértéséhez, hogy miért olyan hatékony immunszuppressziv és gyulladasgatlé anyag a Gal-
1 in vivo.

Mivel a csontvel6i stroma sejtek felszinén, a vérképzé sejtekkel ellentétben, nagy
mennyisegi gal-1 mutathatd ki, felvetodott a kérdés: képes-e a gal-1 befolyasolni a
haematopoeticus sejtek és mikrokdrnyezetik kolcsdnhatasat, azaz a véképz6 6ssejt niche
miikodését in vivo? Megallapitottuk, hogy a gal-1 mar igen kis mennyiségben (125-250
ug/testsuly kg) hatékonyan géatolja a (C57BIXDBA/2)F1 egerek vérképzé 6s- és
elédsejtjeinek, valamint granulocytainak ciklofoszfamiddal (CY) és granulocyta koloniai-
stimulalo faktorral (G-CSF) indukalt mobilizacigjat. A rekombinans fehérje megakadalyozza
a tartdés in vivo repopulaciéra képes 6ssejtek, a granulocyta-macrophag fejlédési iranyba



elkotelezett (koldnia-képzo) elddsejtek és az érett granulocytdk megjelenését a CY-al és G-
CSF-el kezelt allatok keringésében. Ugyanakkor a citosztatikummal és kolonia-stimulald
faktorral oltott egerek csontvel6jében a gal-1 addsa sem a magvas sejtek szadmaban, sem a
kolonia-képzé sejtek gyakorisdgaban nem okoz szignifikans valtozast. Raadasul az Sca-1*
(haematopoeticus 6s- és progenitor) sejtek, valamint az érett granulocytak (Ly-6A" sejtek) és
monocytak (CD11b" sejtek) aranya gal-1 hatasara kifejezetten megnétt a CY-al és G-CSF-el
kezelt &llatok csontvel6 mintaiban. A gal-1 tehdt — legaldbbis az Altalunk vizsgalt
koncentracié tartomanyban - nem csokkenti a verképzé sejtek osztddasat és
differencialodasat a csontvelében és nem is 6li meg éket, mobilizaciojukat viszont gatolja. Ez
— legalabbis részben — magyarazatot adhat arra, miért képes a gal-1 hatékonyan gatolni a
kiilénbdz6 gyulladasos és autoimmun folyamatokat in vivo.



