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A vastagbél gyulladasos folyamataiban kialakulé regenericidban csontvel6i eredeti mesenchymalis Essejtek (MSC) is részt vehetnek.
Ezek a sejtek a vastagbél hamrétegébe vandorolnak, ahol hamsejtté érnek, vagy megtartva Gssejttulajdonsagaikat, utddsejteket hoz-
nak létre. Az MSC-sejtek feltehetSen a lymphoid aggregdtumok teriiletén Iépnek ki az erekbdl, majd innen vindorolnak a kornyezé
cryptikba. Vandorldsuk sordn a szoveti mikrokornyezet hatdsira megvaltoznak. Célkitiizés: Munkdnkban a csontvel6i Gssejtek vas-
tagbélhdmba épiilésénck jellegzetességeit vizsgiltuk egészséges és gyulladasos mintakban. Megvizsgéltuk a lymphoid aggregitumok
szerepét is a hdmréteg regeneracidjaban. Anyagok és modszerek: Tanulmanyunkhoz férfi donor csontvel@vel dtiiltetett nk vastag-
belébdl szarmazod biopszids mintikat hasznaltunk fel. A mintikon el6szor nemi kromoszémakat mutattunk ki fluoreszcens in situ
hibridizacioval (FISH), majd a metszeteket digitdlisan archivaltuk, ez utin CD45 ¢és cytokeratin (CK) kettds fluoreszcens immun-
hisztokémiai (IF) jelolést végeztiink. A metszeteket ismételten digitalizaltuk, a mintdkat virtudlis mikroszk6p (Mirax Viewer) se-
gitségével parhuzamosan értékeltiik. Eredmények: A cryptik himrétegébe beépiil§ Y-FISH-pozitiv, CD45-negativ potenciilis
MSC-sejtek szima lényegességi szintet meghalad6 (szignifikans) emelkedést (p = 0,002; p = 0,003) mutatott (1,075%) a lymphoid
aggregatumok kornyezetében, mind a normilis vastagbélszovet (0,027%), mind az enyhe gyulladdsos (0,045%) mintikhoz képest.
Kivetkeztetés: Adataink arra utalnak, hogy a szoveti Essejtek kapacitdsa elégséges a kisfokt gyulladdsos folyamatok regeneracidjihoz.
Az aspecifikus gyulladds esetében azonban a hamrétegbe beépiil6 MSC-sejtek szima megnd, ezek funkciondlé hamsejtté érése gya-
koribb, mint az utddsejtek létrehozisa. Eredményeink azt mutatjak, hogy a lymphoid aggregitumok részt vesznek a him regenera-
ci6s folyamataiban.
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Appearing of bone marrow derived stem cells in healthy-
and regenerating colonic epithelium

In the process of regeneration following colon inflammation mesenchymal stem cells (MSC) of bone marrow origin may also take
part besides their local counterparts. These cells migrate in the colon epithelium where they may contribute to epithelial regenera-
tion or form progeny for keeping up local stem cell pool. MSC cells probably leave circulation around lymphoid aggregates to then
migrate into nearby crypts. During migration they change their phenotype upon the influence of local microenvironment.
Aims: In this study epithelial migration and transition of bone marrow stem cells were examined. Samples from normal healthy
individuals and from aspecific inflammation were used. The possible role of lymphoid aggregates in the epithelial regeneration was
also studied. Materials and methods: Samples of normal colon (2) and those showing mild aspecific colitis (3) from female patients
who were initially transplanted with male bone marrow were studied. First we detected gender chromosomes with fluorescent in
situ hybridization (FISH) and the samples were archived with digital scanning. Then CD45 and cytokeratin (CK) double immuno-
fluorescent reactions (IF) were made followed by digitalization again. Digitalized samples were estimated simultaneously with vir-
tual microscopy (Mirax Viewer). Results: Significant elevation of CD45 negative /Y-FISH positive potential MSCs were found in
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crypts locating to the neighborhood of lymphoid aggregates (1,075%) compared with both normal (0,027%, p = 0,002) and mild
colitis (0,045%, p = 0,004) samples. Conclusion: Local stem cells probably have enough regeneration capacity in case of minor in-
flammation. However, in aspecific inflammation the number of MSCs contributing to epithelial regeneration was elevated, suggest-
ing their facilitated contribution to the repair process with less probable forming of local stem cell progeny.

Keywords: colitis, epithelial regeneration, mesenchymal stem cells

(Beérkezett: 2009. jalius 21.; elfogadva: 2009. augusztus 16.)

Roviditések

GALT = bélhez kapcsolodo lymphoid szévet; GVHD = graft versus
host betegség; EMT = epithelialis-mesenchymalis atalakulds; IEL =
intraepithelialis lymphocytak; MET = mesenchymalis-epithelialis at-
alakulds; MHC = f& hisztokompatibilitdsi komplex; MSC = mesenchy-
malis Gssejt; SSEA-I = stadiumspecifikus antigén-I; TGF-8 = transzfor-
malé novekedési faktor-B; TNF-a = tumornekrézis faktor-o

A vastagbél béliregi hatarit egyrétegli hamszovet bo-
ritja, amely védelmet biztosit a behatolé kérokozdkkal
szemben [1, 2]. A hdmréteg sejtjei az érés soran a crypta
alapi részétdl a felszin felé vandorolnak, ahol apoptozis
kovetkeztében elpusztulnak és a béliregbe keriilnek.
A vastagbél hamsejtjeinek Gjratermel&dése fokozott &s-
sejttevékenységet igényel. A folyamat soran kialakulnak a
szekréciot végzd Paneth-, enteroendokrin- és kehely-
sejtek, valamint a felszivist végz§ hamsejtek [1, 2, 3].
A sejtek pétlasa normdlis esetben a szoveti Gssejtek fel-
adata, amelyek szdmdt a szervezet bizonyos keretek ko-
z0tt képes véltoztatni [4]. Nagyobb mértékd szoveti sé-
rilés, példaul gyulladisos bélbetegek vagy graft versus
host betegség (graft versus host disease, GVHD) eseté-
ben a szoveti eredetii Gssejtek kapacitisa mar nem elég-
séges a tokéletes regenericiéhoz, ekkor a csontveldi ere-
detd sejtek (példdul mesenchymalis Gssejtek) segithetik a
gyogyulast [1, 5, 6].

A mesenchymalis 8ssejtek (mesenchymal stem cell,
MSC) 8-10 um nagysagu, nagy sejtmagu és kevés cito-
plazmaja sejtek (in vitro kultarakban) [7]. Ex vivo koriil-
mények kozott szdmos sejttipus kialakulhat beldliik,
igy példaul csont-, porc-, zsir-, stromalis és himsejtek
[8]. Immunhisztokémiai kimutatasuk negativ (CD34,
CD44, CD45, c-Kit, ¢és major histocompatibility
complex, MHC I és II) és pozitiv (Flk-1, Sca-1, Thy-1,
CD13, stddiumspecifikus antigén, I /SSEA-I, Musashi-1)
jelz6k (markerek) segitségével torténhet [1, 7]. Az
epithelium sériilésének kovetkezményeként ezek a kerin-
g8 csontvelbi Gssejtek megnovekedett szamban vando-
rolnak a vastagbél stromalis rétegébe [9]. Innen az MSC-
sejtek egy kis része a hamrétegbe épiil, ahol tobbségiik
elkotelezddik, kehely-, Paneth-, enteroendokrin-, illetve
hamsejtté érik. Néhany sejt azonban tovabbra is meg-
tartja osztodasi képességét. Matsumoto és mitsai Altal
csontvelG-atiiltetett betegeken végzett, az egész emész-
térendszerre kiterjedd vizsgalatban, a Musashi-1 (Gssejt-

specifikus mRNS-kotd fehérje) -pozitiv sejteknek csak
0,08%-a volt Y-FISH-pozitiv, tehit donor csontvel6i ere-
detd, Gssejt-tulajdonsagu sejt [1].

A mesenchymalis sejtek hdmrétegbe torténd kilépé-
sét mesenchymalis-epithelialis dtalakulasnak (mesenchy-
mal to epithelial transition, MET) nevezzik [10, 11].
A szervezetben fiziologids (példaul embrionalis fejlédés)
és patologias (példaul gyulladas, attétképzés) korilmé-
nyek kozott ennek a folyamatnak az ellentéte (epithelia-
lis-mesenchymalis 4talakulds/epithelial to mesenchymal
transition, EMT) is végbemegy. Az dtalakuldsok a szo-
veti mikrokornyezet dltal termelt faktorok (példaul
TGEF-B, TNF-a, egyes endogén atird tényez6k) hatdsira
mennek végbe [11, 12]. Az MSC-sejtek a hamrétegbe
jutast kovetSen az epithelialis sejtekre jellemz§ atalaku-
lason mehetnek keresztiil (példaul cytokeratintermelés,
funkcionalis hdmsejtté differencidlodas) [1, 13]. Vogel-
stein elmélete szerint az Gssejt mikrokodrnyezetében ta-
lalhat6 sejtek befolyasoljak annak szaporodasi tulajdon-
sagait [ 14]. A feltételezést ebbdl a szemszogbdl vizsgilva
felvethets, hogy a kornyezeti jelek (szignidlok) nemcsak
az Ossejtek szaporoddsdra hatnak, hanem az atalakulds
iranyanak meghatarozasa révén befolydsolhatjik az attét-
képzést is.

A bélhez kapcsolodd lymphoid szovetek (gut-asso-
ciated lymphatic tissue, GALT) elsGdleges fontossaguak
az immunreakciok kialakitdsiban [15, 16], szerepiik le-
het azonban a him gyogyuldsi folyamataiban is [17].
Saxena és mtsai tanulmdnyukban a him gyogyuldsi fo-
lyamatait hasonlitottak 6ssze, egészséges és Payer-plakk-
eltavolitason dtesett patkinyokban. Ez utébbi esetben,
a gyogyulds korai fazisaban a kimetszett teriiletekkel
szomszédos cryptak fejlédése rendellenesnek mutat-
kozott, a sebgydgyulasi folyamatok lassabban zajlottak,
a hdmsejtek proliferacidja csokkent [17]. Feltételez-
hetS, hogy a lymphoid aggregitumok a regeneraci6-
ban részt vevs sejtek (példaul: MSC) kilépési és taroldsi
helyéiil szolgilhatnak, amelyek a gyulladdsos tertiletre
vandorolva részt vehetnek a gyogyuldsi folyamatokban
(1. abra).

Tanulmanyunk soran 0Osszehasonlitottuk a hamré-
tegbe épuls Y-FISH+, CD45—, potencidlis MSC-sejtek
szamat egészséges és gyulladdsos mintikban, valamint
az egészséges ¢és a gyulladasos mintdk lymphoid aggre-
gatumokkal hatdros tertiletein is.
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1. 4bra Elméletiink szerint az MSC-sejtek kilépési/tarolasi helyeként a lymphoid aggregiatumok szolgilhatnak. A lymphoid aggregatumbdl kilépve a szoveti

mikrokornyezet hatdsira az &ssejtek a himba viandorolnak, ahol himsejtirinyban érnek, vagy pedig 6ssejtutédokka osztédnak

FISH + IF

2. dbra A himba vindorl6, donoreredetii csontvel6i (CD45—, Y-FISH+) sejt (piros korok). A kromoszémak jelolése (FISH) (A kép) utin, ugyanazon a met-
szeten a CD45 és a cytokeratin (CK) fluoreszcens immunhisztokémiai (IF) kimutatdst végeztiink el (B kép) — 70-szeres nagyitds. Az MSC-sejteket,
illetve az elkotelezett himsejteket CD45-negativitasuk és Y-FISH-pozitivitdsuk alapjan azonositottuk

Anyagok és modszerek 1 ¢és 11 ¢év kozott valtozott, javallatukat akut myeloid

leukaemia (AML), akut lymphoid leukaemia (ALL), kré-
Férfi csontvel@vel dtiltetett nék vastagbéltiikrozése so- | pikus myeloid leukaemia (CML), illetve non-Hodgkin-
ran szigmabélbdl ¢s a rectumbol szdrmazd biopszids | lymphoma (NHL) képezte. A szovettani vizsgilat soran
mintdkat haszndltunk fel. A betegek életkora 34-52 év | a formalinban fixdlt, paraffinba dgyazott mintikb6l 4 pm
kozé esett. A csontvelG-transzplantaciok ota eltelt id§ | vastagsaghh metszeteket készitettiink. Deparaffindlast és
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CD45 xy(+) sejtek aranya a hamsejtekhez képest

I

Ep Gyulladas

3. 4dbra
ben

rehidralast koévetéen TRIS-EDTA pufteres (pH 9,0)
antigénfeltaras kovetkezett (mikrohullimt antigénfelti-
ras, 10 perc, 900 W teljesitmény, majd 40 perc, 300 W
teljesitmény). Ez utdn fluoreszcens in situ hibridizdcios
(FISH) jelolést végeztiink az X- és Y-kromoszémdik
centromerdjira specifikus alfa-szatellita prébakeverékkel
(SpectrumOrange, illetve SpectrumGreen jel6lés; Vysis,
Downers Grove, Amerikai Egyesiilt Allamok). A dena-
turaciot 85 C°-on 10 percig, a hibridiziciét 37 C°-on
egy éjszakan at végeztiikk. A sejtmagokat DAPI-t tartal-
maz6 fed6éanyaggal (Vectashield mounting medium with
DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, Amerikai Egye-
siilt Allamok) festettiik. A targylemez lefedése utin a
metszetet digitalisan archivaltuk (Mirax Scan, szoftver-
verzié 1.11.25.0), majd eltivolitottuk a fedSlemezt és
mosidst kovetSen 1%-os BSA-oldat segitségével blok-
koltuk az aspecifikus kotShelyeket. Ez utin monoklo-
nélis egér-anticytokeratin (1:1, Miltényi Biotec, Bergish
Gladbach, Németorszag) és anti-CD45 (clone:2 B11+PD
7/26, 1:100, Leukocyta Common Antigen, M0701,
DakoGlostrup, Ddnia) els6édleges ellenanyagokkal a
mintikat szobahdmérsékleten 60 percig inkubaltuk.
A CD45-jclolés esetében madisodlagos jelolGanyagként
Alexa Fluor 546-ot (1:200, Invitrogen, Carlsbad, Ame-
rikai Egyesiilt Allamok) alkalmaztunk. Tovibbi mosast
kovetGen magfestést végeztiink (Hoechst No. 33258,
1:1000, Sigma, St. Louis, Amerikai Egyesiilt Allamok),
majd Gjra lefedtiik a targylemezeket. A tirgylemeze-
ket digitilisan archivaltuk (Mirax Scan szoftververzid
1.11.25.0). Ennck eredménycképpen azonos tirgyle-
mezrdl két, kiillonb6z6 informacidkat hordozé digitalis
targylemez késziilt. A metszetek kiértékelését parhuza-
mosan, digitalis mikroszkép (Mirax Viewer v.1,11,43,0)
segitségével végeztiik. A vizsgalt személyek elézetes iras-
beli felviligositist kovetSen beleegyeztek a vizsgalatba,
amelyet a 69,/2008-as szamon engedélyezett a Semmel-
weis Egyetem Tudomdnyos és Kutatasetikai Bizottsaga.

Lymphoid aggregatum

A CD45—, Y-FISH + sejtek ardnya az egészséges, a gyulladdsos mintikban, valamint a lymphoid aggregitumok kozelében taldlhaté cryptik himrétegé-

4. dbra

CD45-, Y-kromoszémit tartalmazé sejtek a crypta osztoddsi
zondjiban. A CD45-, Y+ sejtek nagy szdma Gssejtaktivitdst
jelezhet (fehér nyilak). Ezek a sejtek a bevandorld ssejt ledny-
sejtjeinek tartott sejtek, jol megkiilonboztethetSek az intraepi-
thelialis lymphocytdktol (piros nyil). Fluoreszcens mikroszkopos
felvétel, 100-szoros nagyitds

Eredmények

Vizsgalatunk sordn a férfi donorbdl szarmazoé csontvels-
vel atiiltetett nébetegek mintaiban a himsejtek elsGsor-
ban XX-kromoszémadkat tartalmaztak. Nem taldlkoztunk
olyan mintaval, amelyben a férfi csontveli eredetd (XY)
sejtek nagymértékben megjelentek volna a crypta hamré-
tegében. A hamrétegben igen kis szamban fordultak el§
olyan CD45-negativitast és Y-FISH-pozitivitist mutatd
sejtek, amelyek elkiilonithetGek voltak a kiérett intraepi-
thelialis lymphocytakedl (IEL) (2. dbra).

A CD45-, Y-FISH+ sejtek szamdt dsszehasonlitottuk
egészséges és gyulladasos mintikban. Ez utdbbi esetben
a vizsgilt teriiletet a megemelkedett gyulladasos sejt-
szam alapjan valasztottuk ki. A nagymértékd, immunsej-
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tes aggregatumok jelentSs része follicularis szerkezetd,
miésutt egyértelmiek voltak a difftaz lymphoid aggrega-
tumok. Mindkét esetben a gyulladasos sejtek Y-kromo-
szémdt hordoztak, vagyis donoreredettiek voltak.

Biar a mérsékelt immunsejtes beszlir6dést mutato
gyulladasos teriileteken is jelentés novekedést (0,045%)
tapasztaltunk a himba vandorld sejtek szamdban a nor-
milis mintidkhoz képest (0,027%), a kiilonbség statisz-
tikailag nem volt értékelhets (p = 0,995), valdszintleg a
mintdk kis szima miatt.

Megvizsgaltuk a mintaban taldlhaté lymphoid aggre-
gatumok (nagy immunsejtstrtiségti, kornyezetiktdl
¢lesen elhatirol6dé immunsejtes csoportosuldsok) koz-
vetlen kornyezetében talalhatéd cryptikban a CD45-,
Y-FISH+ sejtek szamat. Ezeken a tertileteken az int-
raepithelialis donorsejtek szama, a kevésbé gyulladt te-
riiletekhez képest is nagymértékben megnovekedett
(1,075%), amely lényegességi szintet meghaladdan
(szignifikinsan) eltér a normalis (0,027%, p = 0,002),
valamint a gyulladdsos (0,045%, p = 0,003) mintikhoz
képest (3. abra). Az Y-FISH+ sejtek legtobbszor egye-
sével helyezkedtek el a himrétegben. Két esetben talal-
tunk a gyulladdsos gécok kozelében egy crypta hamré-
tegében két CD45—, Y-FISH+ scjtet, tovabba sikertilt
egy 3 XY+ sejtbdl allo csoportosulast kimutatni egy,
a vizsgdlat teriiletén kiviil fekvs crypta osztdddsi zénd-
jaban (4. 4bra). Ez utébbi esetben ezek a sejtek az MSC
helyi szaporodasara utalnak, hiszen ilyen mértékd, par-
huzamos bearamlasuk nem valészind.

Megbeszélés

A mesenchymalis 8s/progenitor sejtek szerepe ismert
a vastagbélhdm regenerdciéjiban [1, 5, 6]. Vizsgalata-
inkban a férfi csontvelGvel atiiltetett nGbetegek vastag-
bél-biopszids mintdiban a himba vindorlé CD45-nega-
tiv, Y-kromoszémat hordozé &ssejtek lényegesen gyak-
rabban fordultak elé diffdz gyulladds vagy lymphoid
aggregatumok kozelében. Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a fokozott immunaktivitisra utal6 diffaz vagy ren-
dezett aggregitumok elGsegitik a csontvel6i eredetd
(mesenchymalis) &ssejtek megjelenését és részvételét a
vastagbélham regeneracidjiban.

A recipiens n6ktdl szarmazé vastagbélmintak hamsejt-
jei XX-kromoszémadkat tartalmaztak, tehat cryptdiknak
hdmrétege nem cserélédott ki a férfidonor-eredett (XY)
sejtekre. Ez a tény arra utal, hogy ha nem éri nagyobb
mértékd sériilés a vastagbél falat, a szoveti Gssejtek az
atiiltetés utdn évekkel is biztositani tudjak a hdmsejtek
Gjratermeléséhez és a kismértékd regeneracidhoz sziik-
séges utddsejteket. Matsumoto és mtsni szamos beteg
(GVHD, nyel6csG-, vastagbélgyulladas) és egészséges
mintat tanulmanyozva kis szimban figyeltek meg Y-kro-
moszomajua, egymas szomszédsagaban elhelyezkedd sej-
teket [1]. Ez a tény és ezen sejtek kismértékd Musashi-
1-kifejez6dése arra utalhat, hogy a sejtek ritkin osz-
tédnak, hamsejtirinya érésiik gyakoribb jelenség. Ezt
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vizsgalatunk is alditimasztotta, jollehet, az egyik crypta
osztodasi zondjiban harom egymds kozelében elhelyez-
kedS Y-kromoszémaju sejtet talaltunk, amelyek csont-

A4 .

velbi eredetd Gssejt 0sztddasabol szarmazhattak.

A gyulladasos folyamatok és a him regenericidjinak
idébeli lefutasa még nem ismert. Valoszintileg a hamsejt-
té érd és az osztdbdd MSC-sejtek egymashoz viszonyitott
aranya valtozhat meg a gyulladdasos mikrokérnyezet ha-
tasara (példaul nagyobb mértékd szoveti karosodast ko-
vetd, gyors regeneracié soran). Igy a mesenchymalis Gs-
sejtek utddsejttermelésiikkel hatékonyabban vehetnek
részt a hamréteg regeneracidjaban.

A hamban talilhat6 CD45—-, Y-FISH+ sejtek szdma-
nak nagymértékd novekedése az aggregitum kornye-
zetében taldlhaté cryptikban arra utal, hogy az aggre-
gatumoknak fontos szerepe lehet a him regenericids
folyamataiban.

Szamos dllatkisérlet eredménye szerint a mesenchy-
malis &ssejtek keringésbe jutdsa felgyorsitja a gyullada-
sos betegséggel Osszefiiggésbe hozhatd regenericios
folyamatokat, csokkentik a klinikai tineteket [18, 19].
A csontvel6Si eredetli, mesenchymalis Gssejtek regene-
racios folyamatainak feltérképezése segithet Gj kezelési
modszerek kialakitdsiban.
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Koérhazak, egészségligyi intézmenyek,
tudomanyos tarsasagok

szakmai és tovabbképzd programjait,

az egészseguggyel, az orvostudomannyal
kapcsolatos palyazatok felhivasait,
osztondij-felhivasait és

a kérhazak, az egészségligyi intézmények
palyazati hirdetményeit

kedvezményes aron tudjuk k6z6Ini lapunkban.
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