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Csontvelo-eredetii sztromalis sejtekbol szirmazé anyagok véredények
kialakitasara és angiogén, illetve serkento faktorok eléallitasara

torténo alkalmazasa

KIVONAT

A talalmany targya terdpias készitmény angiogenesis és vasculogenesis indukala-
saban torténd alkalmazasara, amely terdpias készitmény gyégyaszatilag elfogadhato sejtte-
rapiaval kapcsolatban §ssejtekbdl izolalt, angiogenesist és vasculogenesist indukalé fakto-
rokat tartalmaz. A taldlmany targya tovabba eljaras angiogenemés vasculogenesist indu-
kalo faktorok amplifikdlasara, amely eljardsban ssejteket teszj&ﬁ-’ldi és tenyésztgggggyﬁtt
angiogenesist és vasculogenesist indukald faktorok termelédését serkentd vegyiilettel. A
taldlmany targyat tovabba dssejtekbdl izolalt és tisztitott, terapias alkalmazasra szolgald,
angiogenesist €s vasculogenesist indukdl6 faktorok képezik. A fentiekben ismertetett,
angiogenesist és vasculogenesist indukalé faktorok eléallitasara szolgald elJarasban diffe-
rencialodas elott allo szovetbdl emberi mezenchimalis Gssejteket 1zolala@€€s tlSZtl?’M és
a mezenchimasejteket neuroldgiai €s a vazizomzat terdpiajara szolgal6 eszkoz eldéllitasara
expandéltatﬁ.pk( A mezenchimalis Ossejteket szévetek helyreéllitasahoz sziikséges kivant

sejtfenotipus dlfferen01alodasara és eldallitasara alkalmas, megfelelé vegyiilet hatasa alatt
as
izolaljuk és tenyesztyrﬁg
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Csontvelo-eredetii sztrémalis sejtekbdl szarmazé anyagok véredények
kialakitasara és angiogén, illetve serkentd faktorok eloallitasara

tortén6 alkalmazasa

A taldlmany targyat terapias anyagként alkalmazhato készitmények, valamint elja-
rasok képezik. Elénydsebben, a talalmany targya angiogenesis létrehozésa terapias Gton €s
angiogén illetve serkent6 faktorok eloallitasa.

Az Egyesiilt Allamok felnéttkora népességének korében az elhalalozas harmadik
legaltalanosabb oka, és a rokkantsag legfobb kivaltoja a széliités (stroke). Széliités akkor
jelentkezik, ha az agy valamelyik részében infarktus 1ép fel, melynek eredményeként az
agyi vérellatis megszakaddsa folytan az agyszovet egy része elhal. Az agyi infarktusokkal
jaro akut sz€liités hirtelen €s dramai mértékben bekdvetkezd neuroldgiai karosodast valt ki.
Mas neuroldgiai betegségek is eredményeznek szovetpusztulast és neurologiai karosodast.

Farmakologiai beavatkozasok mar torténtek a széliités dltal befolyasolt, és esetleg
tulélésre képes agyrészek vérellatisanak maximalizélasara, de a klinikai hatékonysag ala-
csonynak bizonyult. A ,Harrison’s principles of internal medicine,, cim kidavanyban (9.
kiadas, 1980, 1926. old.) az alabbiakat irtak le: ,annak ellenére, hogy kisérletes bizonyité-
kok igazoljak, hogy - nitrogénoxid eljarassal tortént mérés szerint - (az agyi értagitok) fo-
kozzéak a véraramlast az agyban, ezen anyagok a tranziens ischaemiés rohamok, trombdzis-
kialukulasi, vagy mar bekovetkezett hiidési stadiumban 1évé emberi széliitéses esetekben
végzett koriiltekintd kisérletekben nem bizonyultak hasznosnak. E megfigyelés igaz a ni-
kotinsavra, priszkolinra, alkoholra, papaverinre, €s 5%-os széndioxiddal végzett belélegez-
tetésre... Ezen eljarasok alkalmazasaval ellentétes az a felvetés, mely szerint az értagitok
inkabb karosak mint hasznosak, mivel a szisztemikus vérnyomas csokkentésével csokken-
tik a koponyan beliili anasztomozisos aramlést, vagy pedig az agy normalis részén 1€évo
erek tagitasaval vért vonnak el az infarktus helyétol.”

Eszerint, a sziv- és érrendszer betegségei az elhalalozas és a morbiditas legfébb
kivaltoi vilagszerte. Példaul, a szivelégtelenség egyre gyakoribb. Szivelégtelenség esetében
a vér nem képes megfeleld mennyiségii vért szallitani a test kiilonb6zd szerveibe. Jelenlegi
becslések szerint, t6bb mint 5 millié amerikaiban diagnosztizaltak a szivelégtelenséget,
évente kozel 500000 j eset fordul eld, és évente 250000 elhalédlozassal hozhaté kapcsolat-

ba ez a betegség. Az elmult 20 évben tortént jelentds gyogydszati eredmények ellenére, a
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szivelégtelenség eléfordulasa folyamatosan nd gyakran epidémikus mértékeket elérve €s a
fejlett dllamokban jelents gazdasagi terhet jelent.

A szivelégtelenséget elkiiloniilt, a sziv teljesitményében bekdvetkezett zavarokbol
és a vénakon beliili fokozott nyomas altal kivéltott szimptomék és jelekbdl allé klinikai
szindroma jellemzi. Ezenfeliil, a szivelégtelenség olyan progressziv elvaltozas, amelyben a
szivmiikodés — artalmas jelenségek hianya ellenére is - idSben folyamatosan romlik. A
szivelégtelenség nem megfeleld szivteljesitményt eredményez.

A szivelégtelenség altalaban két tipusba sorolhato. A jobb oldali szivelégtelenség
esetén a sziv jobb oldala nem képes a vénas vért a tiid6 vérkeringésébe pumpalni. A veér
visszaaramlik a testbe és duzzadast, illetve 6démat okoz. A bal oldali szivelégtelenség je-
lentkezésekor a sziv nem képes a vért a szisztemikus keringésbe pumpalni, igy a vér visz-
szaaramlik a bal szivkamraba, melynek kovetkeztében folyadék gytilik fel a tiidokben.

A szivelégtelenség foként vérbdséget eredményez. Ha a sziv nem elég hatékonyan
pumpélja a vért, a test, példaul hormonok vagy idegi szignalok alkalmazasaval megprobal-
ja ezt kompenzalni.

A szivelégtelenséget szamos ok képes kivaltani. Példaul, a sziv szovetallomanya-
nak betegsége szivizom-sejtek pusztulasat valtja ki. A bal kamra rendellenes mitkodésének
progresszioja, részben, kdzremikodik a szivizom-sejtek folyamatos elvesztésében.

Szamos eljaras ismert a szivelégtelenség kezelésére €s megeldzésére. Példaul, al-
latmodelleken, akut sziv-ischaemia és/vagy infarktus vagy sériilés esetében Ossejteket al-
kalmaztak szivsejtek regeneralasara. Az egyik konkrét példaban, donor labcsontok csont-
vel-allomanyabol izolalt életképes sztromalis sejteket tenyészetben felszaporitottak, jeldl-
tek, és izogén, felnétt patkany-befogadok miokardiuméba injektéltak. Az implantacio utan
4-12 nappal gytijtott szivekben megvizsgaltak az implantaciés helyeket és ugy talaltak,
hogy az implantalt sztrémalis sejtek szaporoddsi potencialt mutattak a miokardialis kor-
nyezetben [Wang és mtsai.].

A szivizom-sejtekrél méar kimutattak, hogy képesek D3 sejtvonalbdl szarmazo
pluripotens embrionalis (ES) sejtekbol, embridszerli aggregatumok (embrionid testek) ut-
jan differencialodni. A sejteket a teljes differencidlodasi periddus alatt a teljessejt-
elvezetéses ,,patch-clamp” eljarassal, morfoldgiailag és génexpresszid-analogia segitségé-
vel jellemezték [Maltsev és mtsai., (1994)]. Tovéabba, egéreredetii pluripotens ES sejtek
képesek voltak az emlds szivre jellemz6 f6bb tulajdonsagokat expresszéald szivizom-

sejtekké differencialodni [Maltsev €s mtsai., (1993)].
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Az Ossejteknek, eredetiiktol fiiggetleniil (embrionalis, csontvel$-eredetii, vaz-
izomzatbol szarmazoé, stb.), megvan az a képességiik, hogy a test kiilénbdz6 sejttipusaiva,
vagy akar barmely sejttipusava differencialédjanak. Az Ossejtek képesek mikddo sziv-
izom-sejtekké differencialodni. Igy, a szivelégtelenség kezelésére szolgdlo, 6ssejteken ala-
pulé terdpiak szamos elényt nyujtanak a mar meglévé terapias eljarasokhoz képest.

Az alabbiakban roviden dsszefoglaljuk a talalmany szerinti megoldast.

A talalmany szerint, a talalmany targya terdpias szer angiogenesis és vasculo-
genesis indukalasara. A terdpias szer tartalmazhat &ssejtekbdl izolalt, angiogenesist €s
vasculogenesist indukalé faktorok mellett angiogenesis €és vasculogenesis indukalasara
szolgalo, gyogyaszatilag elfogadhatd sejtterapias terapias anyagot. A talalmany targya to-
vabba, eljaras az angiogenesist és vasculogenesist indukalo faktorok termel6désének
amplifikalasara, amely soran az ilyen faktorokat termeld sztromalis sejteket az angio-
genesist és vasculogenesist indukalé faktorok termel6dését fokozd vegyiiletnek tessziik ki
és ilyen vegyiilet jelenlétében tenyésztjiik. Tovabba, a talalmany targyat képezik az dssej-
tekbél izolalt és tisztitott, angiogenesist és vasculogenesist indukalé faktorok alkalmazasa
terapiaban. A talalmany targya eljaras a fentiekben ismertetett, angiogenesist €s vasculo-
genesist indukalo faktorok eléallitasara, amely eljarasban differencialodas elétt allo szo-
vetbél emberi mezenchimaeredetii Ossejteket izolalunk és tisztitunk és a mezenchima-
sejteket neurologiai és az izmok és csontvaz terdpidjara szolgald eszkoz eloallitasara ex-
pandaltatjuk, majd a mezenchimalis 6ssejteket szovetek helyreallitasahoz sziikséges kivant
sejt-fenotipus differencialodasara és el6allitisra alkalmas, megfeleld vegyiilet hatasa alatt
izolaljuk és tenyésztjlik.

Az aldbbiakban réviden ismertetjiik a talalmanyhoz tartoz6 abrakat.

A talalmany egyéb elényei konnyen felismerhetdk, és jobban érthetébbek lesznek,
ha az alabbi részletes leirast a kiséré abrakkal egytitt értékeljiik.

1A.-1E. abra. A BDNF (1A. abra), NGF (1B. abra), bFGF (1C. abra), VEGF (1D.
abra) és HGF (1E. abra) novekedési faktorainak szekrécidit mutaté fotok.

2A. és 2B. abra: A kozéps6 agyi artéria okkluziojat megelézéen és utana, illetve
intravénasan beadott MSC-vel kezelt, vagy kezeletlen patkanyokon végzett viselkedési
tesztek eredményei.

3A. és 3B. abra: A patkanyeredetii szaruhdartya neovaszkularizaciés modell alkal-
mazasa annak vizsgalatara, hogy MSC-szekrécio indukal-e angiogenesist in vivo. A 3A.

abra kontroll operalt szaruhartyat mutat be, ahol a neovaszkularizécidra nincs bizonyiték,
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mig a 3B. abran az lathatd, hogy ha MSC-feliiliszoval bevont kollagén ostyat illesztiink a
szaruhartya-résbe, akkor a szaruhértydban er6teljes neovaszkularizacié megy végbe.

4. 4bra: A talalmény alatdmasztisara végzett kisérletek bemutatasa, ahol csontve-
16t vontunk ki egy adott allatbol, az MSC-t elkiilonitettiik és 3-5 passzazsolasban tenyész-
tettiik, az MSC-t idegi karosodast szenvedett allatba injektaltuk és a sejtek szelektiven a
sériilt szovetbe vandoroltak és a sériilés hatértertiletére lokalizalédtak, az MSC ekkor egy
sorozat, az MSC altal kozvetitett erdsité eseményt, parenchimasejtek altali szekréciokat,
névekedési és serkenté faktorokat aktival, javitva ezzel a neurologiai miikodést.

5. abra: A patkany agyanak eliils6 varratanak szintjén azonositott, standard koro-
nalis szekci6, amely a jobb oldali féltekét harom alrégiora €s nyolc mezére osztja.

6A. és 6B. abra: A kozépso agyi artéria okklizidjat megeldzden s azt kovetden
végzett funkcionalis viselkedési teszt eredményeit bemutaté grafikon.

8A. és 8B. abra: Patkanyeredetii lépsejtek €s hMSC kozotti kevert limfocita-
reakciot bemutaté grafikon.

9. abra: Exogén, emberi csontvel$-eredetli sztromalis sejtek (hMSC) és patkany-
agybol szarmazo endogén agysejtek morfoldgiai jellemzoit bemutatd mikrofotok.

Az alabbiakban leirjuk a talalmany szerinti megoldast.

Altalaban, a talalmany targya csontveld-eredetli sztromalis sejtek vagy mas Ossej-
tekbél szarmazo, angiogenesist és vasculogenesist indukalé faktorok alkalmazasa
angiogenesis és vasculogenesis indukalasara iranyuld sejtterapia részként. El6ny6sebben, a
talalmany targya eljaras sztromdlis vagy mads Ossejtek dltal szekretalt, angiogenesist €s
vasculogenesist indukalé faktorok (példaul, angiogén, serkentd, és novekedési faktorok)
termelésének amplifikalaséra, ahol a termelddott faktorokat beadva a terdpia soran
angiogenesist vagy mas elonyds novekedést indukalunk. Ez az amplifikacio akkor torténik,
ha a sejteket az agyi sejtekkel és/vagy kalciummal érintkeztetjiik €s tenyésztjiik egyditt.

A leirds szerinti értelemben, az ,angiogenesis” (vagy masnéven
neovascularisatio) kifejezés olyan szdveti vascularizacios folyamatot jelent, amely uj
és/vagy fejloédd vérerek novekedésével jar egyiitt. A folyamatot az endotél sejtek és sima-
izom-sejtek besziirddése kozvetiti. A folyamat az alabbi hdrom 1t egyikével mehet végbe:
az erek sarjadhatnak a mar korabban meglevé erekbol, Gj erek fejlédhetnek prekurzor-

sejtekbol (vasculogenesis), és/vagy kis erek atméréjének novekedése utjan.
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A leiras szerinti értelemben, a ,,fokozodik” vagy ,fokozddas” kifejezésekbe tarto-
zik — minden korlatozas nélkiil — a feldusitas vagy diisabba tétel bizonyos kivant mindségl
vagy mennyiségi anyag hozzaadasaval vagy az anyag mindségének vagy mennyiségének
fokozasaval.

A leiras szerinti értelemben, az ,,agykivonat” kifejezésbe tartoznak - minden kor-
latozas nélkiil — agyi eredetii sejtek vagy az agybol nyert mas hasonlo sejtek. E sejtek te-
nyészthetdk tapoldatban és a feliiliszot agykivonatként alkalmazhatjuk.

A leiras szerinti értelemben, a ,,sériilés” kifejezésbe tartoznak - minden korlatozas
nélkiil — fizikai vagy biologiai sériilések, igy genetikai elvaltozasok, betegségek, és korhoz
kotott betegségek. Példaul, a paciensek hiidés, CNS sériilése, és neurodegenerativ betegsé-
gek kovetkeztében szenvedhetnek neurologiai vagy funkcionalis elégtelenségtol.

A leiras szerinti értelemben, a ,,sejtterapia” kifejezésbe tartozik - minden korlato-
zas nélkiil — az Gssejtek terapias alkalmazasa. Az dssejt olyan altalanos anyasejt, amelynek
utédjai kiilonféle sejttipussa specializalodnak. Az &ssejtek kiilonféle eredettiek lehetnek,
igy példaul szarmazhatnak — minden korlatozas nélkiil — embriébol, csontveldbol, majbol,
sztrémabol, zsirszdvetbol, és az Gssejtek szakember altal ismert mas elofordulasi helyeirdl.
fgy, kiilonféle génsebészeti eljardsokkal, példaul - minden korlatozas nélkiil — transzfek-
ciéval, delécioval és hasonlokkal, az 8ssejteket meg lehet valtoztatni abbol a célbol, hogy
fokozzuk azok tulélésének valosziniiségét vagy barmely mas kivant célbol.

Emberi alanynak torténd in vivo beadas esetén az 6ssejtek képesek dnmagukat re-
generalni és egy meghatérozott sejtvonalra korlatozodo progenitor sejtté valni, amely azu-
tan specifikus sejtvonalakka differencialédik és szaporodik. A leiras szerinti értelemben, az
,Ossejtek” kifejezés emberi csontveldbol szarmazo sztromalis sejtet és nem pedig mas sejt-
tipusok Osscjteit jelenti. Elonyds, ha az ,0ssejtek” emberi csontvel6bdl szarmazo
sztrémalis sejteket jelentenek.

A leiras szerinti értelemben, az ,,6ssejt” vagy ,pluripotens” Gssejt kifejezéseket
egymassal felcserélhetéen alkalmazzuk, és ezek olyan Ossejtet jelentenek, amely (1) bar-
melyik meghatarozott hematopoietikus sejtvonal utddsejtjévé képes alakulni, és (2) amely
bssejt onmegljulassal képes egy adott sulyosan karosodott immunrendszer(i gazda minden
vérsejttipusat és annak utodjait, igy a pluripotens hematopoietikus Ossejtet, ujraképezni.

A csontveld a hossza csontok veldiiregeit, bizonyos Havers-csatornakat, és a lika-
csos vagy szivacsos csontok trabeculai kozotti teret elfoglalé lagyszovet. Kétféle csontve-
16t ismeriink: a vordset — amely a élet korai szakaszaban az 6sszes csontban megtaldlhatéd

és amelynek jelenléte meghatirozott helyekre (azaz a szivacsos csontra) korlatozodik a
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felnottkorban és a vordsvértestek (azaz a hematopoiesishez) és a hemoglobin (innen a vo-
ros szin) termelddéséhez van koze; és a sargat, amely foként zsirtesteket (innen a sarga
szin) és kotoszovetet tartalmaz.

Mint egész, a csontveld olyan komplex szévet, amely hematopoietikus dssejteket,
vords- és fehérvérsejteket és ezek prekurzorait, mezenchimalis Ossejteket, sztromalis sejte-
ket és ezek prekurzorait, €s a ,,sztroma”-nak nevezett kotdszoveti haldzatot alkoto,
fibroblasztokbol, retikulocitakbol, adipocitakbél és endotel sejtekbol allo sejtcsoportot tar-
talmaz. A sztromabél szarmazo sejtek a sejtfelszini fehérjék és a novekedési faktorok ko-
26tti kozvetlen kolcsonhatas révén morfoldgiailag szabalyozzak a hematopoietikus sejtek
differencialédasat és résztvesznek a csont szerkezetének megalapozéasaban és timogatasa-
ban.

Allatmodellek alkalmazasaval tortént kisérletek felvetették annak lehetSségét,
hogy a csontveld olyan ,,pre-sztromalis” sejteket tartalmaz, amelyeknek megvan a kapaci-
tdsa porccd, csontta €s mas kotdszoveti sejtté valé differencialodasra [Beresford, Clin.
Orthop. 240, 270 (1989)]. Jelen bizonyitékok jelzik, hogy ezek a pluripotens sztromalis
dssejteknek vagy mezenchimalis dssejteknek nevezett sejtek, aktivalas esetén képesek
szamos, kiilonféle sejtvonal-tipust (azaz, csontsejtek, kondrociték, zsirsejtek, stb.) general-
ni. Azonban, a mezenchimalis dssejtek csak igen Kis mennyiségben, kiilonféle mas sejtek-
kel egyiitt (azaz eritrocitakkal, vérlemezkékkel, neutrofilekkel, limfocitakkal,
eozinofilekkel, bazofilekkel, zsirsejtekkel, stb.) van jelen a szdvetben, és — a kor
elérehaladtaval forditott aranyban — e sejtek, kiilonféle bioaktiv faktorok hatasatol fiiggden,
képesek kiilonféle kotoszovetekke differencial6dni.

A taldlméany célja a csontveldbol szarmazoé sztromalis sejtek, csontveldbdl szar-
mazé sztromalis sejtek feliiluszdjanak, vagy a csontveldbdl szarmazo sztromalis sejtek €s
mas Ossejtek kozotti kolesonhatas eredményeként keletkezo szekrétumok alkalmazasa a
betegség kezelésére. E szekrétumok kozé tartozik - minden korlatozas nélkiil — egy sorozat
novekedési, serkentd és angiogenetikus faktor. A talalmany szerinti eljaras idegi sériilés-
bol, vagy mas sériilésbdl torténé felépiilést segiti eld oly moédon, hogy fokozza a kezelés
hatésait, példaul az angiogenesist, és fokozza a még nem létez6 vagy korabban mar 1étezd
erezetbdl a vérerek kialakulasat. A taldlméany alkalmazhaté tovabba, CNS-t ért karosodast
vagy degeneréci6 utan, az agynak az agymikodés javitasara iranyul6 kompenzacids me-
chanizmuséanak fokozasara. Ezenfeliil, a taldlmany szerinti eljarasok és készitmények fo-

kozhatjék a sejtterapia hatékonyséagat.
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A sériilt sejtek kiesésébdl eredd hidny, a sériilt sejteket potlo sejtekké differencia-
16d6 transzplantalt dssejtek utjan torténd feldisitasa és/vagy a sejtek felszaporitasa révén
javitja a mitkddést. Példaul, ha ezt a terapiat a szivben alkalmazzuk, a terapia fokozhatja a
szivben az 6sszehtizodé elemek szamat. Emellett, az 6ssejtek feleldsek lehetnek kiilonféle
anyagok, igy serkentd faktorok, felszabaditasaért. fgy példaul, a serkenté faktorok felsza-
badulasa angiogenesist indukal (noveli a véredények szamat) azért, hogy fokozza a sziv
mitkodését és/vagy hogy kezelje a szivelégtelenséget. Ezért, az Ossejtek nemcsak gy mi-
kodnek, hogy funkcionalis szivizom-sejtekké differencialédnak, hanem kiilonboz6 mecha-
nizmusok utjan fokozzak a szivmikodést és/vagy kezelik a szivelégtelenséget.

A serkentd faktorok, novekedési faktorok és angiogén faktorok eldallitdsa koltsé-
ges és bonyolult folyamat. A talalmany szerinti eljaras és készitmény olcséd és egyszeri
eljarast biztosit tiszta serkenté faktorok, novekedési faktorok és mas rokon faktorok el6alli-
tasara egyszertien a talalmany szerinti terapia alkalmazasaval. E faktorokat paciensek keze-
lésére alkalmazhatjuk. Példaul, a faktorokat alkalmazhatjuk angiogenesis, vasculogenesis
indukalasara és szovetek miikodésének és helyreallitasanak in vivo €s in vitro fokozasara.
Ezért elényds annak meghatérozésa, hogy a csontveld milyen sztromalis sejtjei alkalmaz-
hatok serkentd, novekedési és angiogén faktorok termelésére és szekretalasara szolgalo
sejtgyarként. E faktorok - minden korlatozas nélkiil — az alabbiak: VEGF, HGF, BDNF,
NGF, bFGF, stb. A taldlmany szerinti eljaras lehetdvé teszi, hogy e faktorok termelését a
sejttenyésztés koriilményeivel manipulalni lehessen. Példaul, a tenyésztés koriilményeit
manipuldlni lehet valamilyen szovettel vald egyiitt-tenyésztéssel és/vagy ugy, hogy a tap-
oldathoz kalciumot adunk kiil6nbdz6 koncentracidban.

A taldlmany a sejtterapia betegségek kezelésére torténé alkalmazasan alapul. Bar
az 6ssejtek kiilonbozd eredetiiek (embriobdl, csontveldbol, majbadl, zsirszovetbol, stb.),
mindegyikiikknek megvan az a kozos tulajdonsaga, hogy a test kiilonb6z4 sejttipusaiva,
akar barmelyik sejttipusava, képesek differencialodni. Ahogyan a fentiekben emlitettik, az
dssejtekrol kimutattak, hogy képesek szivizom-sejtekke differencialéodni [Maltsev és
mtsai., (1993; 1994)].

Neurologiai és izom-vazrendszeri terapia szamara hasznos eszkoz elallitdsa cél-
jabol eljarast fejlesztettiink ki differencialodas elétti mezenchimalis éssejtek emberi s26-
vetbdl torténd izolalasara és tisztitasara, majd ezt kovetden a mezenchimalis Ossejtek te-
nyészetben valé felszaporitdsara. Az ilyen manipulacié célja az, hogy nagymértékben
megnoveljiik a mezenchimalis Ossejtek szamat és hogy e sejteket a test normalis reparativ

kapacitasanak atiranyitasara és/vagy felerésitésére hasznositsuk. A nagy szémban begytij-
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t5tt mezenchimalis Gssejteket bizonyos szovetek sériilt teriileteire alkalmazzuk abbdl a
célbol, hogy a regeneracid és/vagy rendbehozatal céljabol fokozzuk vagy serkentsiik az in
vivo szaporodast, implantacié utdni aktivalas €s differencialtatas révén javitsuk egyes
implantatumok adhézidjat kiilonbdzd protézisekhez, fokozzuk a hematopoietikus sejtek
termelddését, stb.

A tenyészetben felszaporitott, tisztitott mezenchimalis Sssejteknek a helyreallitas,
implantacid, stb. helyére torténd transzferére, immobilizalasara €s aktivalasara kiilonb6z0
eljarasokat vettiink szamba, igy a sejtek injektalasa a vaz karosodott helyére, a sejtek
inkubalasa egy adott protézissel és a protézis implantalasa, stb. Eszerint, a sejtek differen-
cialodas elétti izolalasaval, tisztitasaval és tenyészetben torténd felszaporitasaval, majd
pedig a differencialodasi folyamatnak - a szovetkarosodas helyére torténd vitelével vagy a
transzplantacio eldtti in vitro elokezeléssel torténd - aktiv szabalyozasaval a tenyészetben
felszaporitott, differencidlatlan mezenchimalis dssejteket kiilonféle terapias célokra — pél-
daul szamos neurologiai betegség, idegi sériilés, metabolitikus csontbetegségek, csontvaz
diszplaziak, porckarosodasok, szalag- ¢€s inbetegségek és mas izom-vazrendszeri €s kto-
szoveti elvaltozasok esetén kiilonféle terapias célokra — alkalmazhatjuk.

A mezenchimalis éssejteknek vagy progenitor sejteknek a helyreallitas, implanta-
cio, stb. helyére torténd transzferalasara, immobilizélasara €s aktivalasara a kiilonbdz6
por6zus keramiai vivoanyagokon vagy hordozokon at, kiilonféle eljarasokat vettiink szam-
ba, igy a sejteknek a sériilés helyére torténd injektalasat is.

Az emberi mezenchimalis éssejteket szdmos kiilonféle forrasbol nyerhetjik, igy
példaul degenerativ iziileti betegségben szenvedd paciensektdl csip6- vagy térdpétlasos
sebészeti beavatkozas soran a combcsont feji részének likacsos részébdl szarmazo6 csontda-
raboknal alkalmazott tamponokbol, jovébeli csontveld-transzplanticio céljabol normalis
donorokbél és rakos paciensekbdl leszivassal gyijtott csontveldbdl. Bar a begyiijtott
csontveld a sejttenyészetben torténd izolalas céljabol kiilonféle mechanikai izolacios elja-
rason megy keresztiil a begyiijtott csontveld eredetétdl figgden (azaz, a példaul csontszi-
lankok, periférialis vér, stb. jelenléte), az izolacids folyamat kritikus lépése annak a specia-
lisan eldallitott tapoldat alkalmazésa, amely nemcsak a mezenchimalis 6ssejtek differencia-
lodas nélkiili szaporodasat teszi lehetdvé, de irdnyitja azt is, hogy csak a mezenchimalis
ssejtek tapadjanak le a tenyészedény milanyag- vagy iivegfelszinére. A csontveld-
mintakban csak igen kis mennyiségben jelenlevd, kivant mezenchimalis Ossejtek szelektiv

kitapadasat lehetévé tevé tapoldat eléallitasival lehetséges volt a mezenchimalis dssejtek
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elvalasztasa a csontveldben jelenlévd tobbi sejttdl (azaz vords- és fehérvérsejtektol, mas,
mar differencialddott mezenchimalis sejtektdl, stb.).

Ahogyan a fentiekben jeleztiik, a kiindulasi gytjtdeljaras konkrét tipusatdl figgd-
en a komplett tapoldatot szdmos kiilénboz6 izolacios folyamatban alkalmazhatjuk a be-
gyljtott csontveld sejttenyészetre torténd preparalasa céljabol. Ha likacsos csontbol szar-
mazé csontvelédugokat alkalmazunk, a csontveldt hozzéadtuk a teljes tapoldathoz, majd
vortexeléssel diszperzi6t képeztiink, amelyet lecentrifugilva valasztottuk el a csontveld-
sejteket a csontdaraboktdl, stb. A csontveldsejteket (amely foként vords- és fehérvérsejtek-
bél, is igen kis mennyiségii mezenchimélis ssejtekbdl, stb. alltak) egyediilallo sejtekre
disszocialtattuk Ggy, hogy a csontveld-sejteket tartalmazé komplett tapoldatot 16-os, 18-as
és 20-as méretii tiikoén atnyomtuk. Szerintiink, barmely enzimatikus elvilasztasi eljarassal
szemben, a mechanikai szeparacids folyamatok altal nyujtott elény az, hogy a mechanikai
eljaras kismértékii valtozast okoz a sejtekben, mig barmely enzimatikus folyamat sejtkaro-
sodast okoz kiilonosen a tenyésztéskor a letapadashoz és szelektiv elvalasztashoz szikse-
ges fehériekotd-helyekben, és/vagy a kérdéses mezenchimalis Ossejtekre specifikus
monoklonalis antitestek eléallitasahoz szikséges fehérjehelyeken. A kiilondllo sejteket
tartalmazo szuszpenziét (amely koriilbelil 50-100 x 10%, sejtmagot hordozd sejtet tartal-
maz) 100 mm-es csészékbe lemezeltiik ki abbél a c€lbol, hogy a mezenchimalis Ossejteket
a szuszpenzioban visszamaradt sejtektdl valo szelektiv elvalasztashoz és/vagy izolalashoz.

Ha az emberi mezenchimalis 6ssejtek forrasaként aspiralt csontveldt alkalmazunk,
a csontveld-eredetii dssejteket (amelyek csak kevés csontszilankot, de nagy mennyiségii
vért tartalmaznak) a komplett tépoldathoz adjuk és az alibbiakban részletesen leirt Percoll
(Sima, St. Louis, MO.) gradiensen frakcionaljuk. A Percoll gradiens a voros vértestek €s a
mononuklearis hematopoietikus sejtek nagy szazalékat elkiilonitette a csontvel6bdl szar-
maz6 mezenchimalis dssejteket tartartalmazo, alacsony siiriségli vérlemezke-frakciotol. A
vérlemezke-frakcio — amely koriilbeliil 30-50 x 10° sejtet tartalmazott — meghatarozatlan
mennyiségli vérlemezkét, 30-50 x 108, sejtmagot tartalmazo sejtet, és csak koriilbeliil 50-
500 mezenchimalis &ssejtet tartalmaz a csontvelé-donor koratol fiiggéen. Az alacsony sii-
riiségii vérlemezke-frakciot ekkor a sejt-kitapadason alapul6 szelektiv elvalasztashoz Petri-
csészére lemezeltiik ki.

A szivacsos csontbdl vagy csipé-aspiratumbodl nyert csontvelé-eredetii sejteket
(azaz a primer tenyészetet) komplett tapoldatban tenyésztettik és az alabbiakban leirt ko-
rilmények szerint 1-7 napon &t lehet6vé tettiik, hogy a sejtek a Petri-csészek felszinére

kitapadjanak. Mivel 3 nap elteltével a kitapadt sejtek szima nem novekedett, harom nap-
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nak hataroztuk meg azt a standard idét, amelynél a nem kitapadt sejteket az eredeti komp-
lett tapoldat friss komplett tapoldatra valo cseréjével eltavolitottuk a tenyészetbdl. Ezt ko-
vetden négy naponként cseréltiik a tapoldatot egészen addig, amig a tenyésztésre alkalma-
zott csészékben a sejtek Osszefolyasig nem szaporodtak (amihez normalis esetben 14-21
napra volt sziikség). Ez a differencialatlan, emberi mezenchimalis Ossejtek szamanak 10°-
10*-szeres novekedésének felelt meg.

A sejteket ekkor levalasztasi agenssel — példaul, tripszin-EDTA (etiléndiamin-
tetraecetsav) (0,25% tripszin, 1 mM EDTA (1-szer), Gibco, Grand Island, NY) - vagy kel-
atképz6 agenssel — példaul, EGTA (etilénglikol-bis-(2-aminoetiléter)-N,N’-tetraecetsav)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) levalasztottuk a tenyésztésben alkalmazott csész€k-
rl. A kelatképzé alkalmazésa azért elonydsebb, mint a tripsziné, mert a tripszin esetleg
lehasithatja a mezenchimalis Gssejtek kotsfehérjéinek egy részét. Mivel e kotofehérjék
felismerési helyeket tartalmaznak, amikor monoklonalis antitestek eldallitasat terveztik,
tripszinnel szemben kelatképzd agenst (példaul EGTA-t) alkalmaztunk levalasztasi agens-
ként. A levalasztasi agenst ezutan inaktivaltuk és a levalasztott, tenyésztett, differencialat-
lan mezenchimalis éssejteket komplett tapoldattal mostuk a felhasznalas el6tt.

Bizonyos koriillmények kozott, tenyésztésben felszaporitott mezenchimalis dssej-
teknek megvan az a képességiik, hogy csontta differencialodjanak, ha atiiltetésre keriild €16
szovetként pordzus kalciumfoszfat-keramidkkal inkubaljuk. Bar azok a faktorok, amelyek
a mezenchimalis éssejteket abban az iranyban befolyasoljdk, hogy e sejtek porc helyett
csontta differencialodjanak nem teljesen ismertek, ugy tiinik, hogy ha kozvetlentil lehetové
tessziik a mezenchimalis dssejtek szaporodasat és a porozus kalciumfoszfat-keramidkhoz
adott, érrendszerbél szarmazé taplalo faktorok (a diffizios kamraval szemben) befolyésolta
a mezenchimalis 8ssejtek csontta torténé differencialodasat. Tovabba, az agyi kivonatok
arra késztetik az dssejteket, hogy tovabbi serkenté faktorokat allitsanak eld ezzel tovabb
fokozva az ssejtek hatasat. Ennek eredményeként, az izolalt és tenyészetben felszaporitott
mezenchimalis dssejtek - specifikus koriilmények kozott ésivagy bizonyos faktorok befo-
lyasa alatt — alkalmazhatok a szovet-helyredllitashoz sziikséges, kivant sejt-fenotipussa
torténd differencialodasra és a kérdéses sejt-fenotipus eldallitasara.

Egyetlen dézisban beadott mezenchimalis &ssejtek hatékonyan csokkenthetik
vagy eliminalhatjak a T-sejtekre nézve allogén szovetre vagy ,,nem sajat” szovetre adott T-
sejt valaszt, kiilonosen abban az esetben, ha — a mezenchimalis éssejtektdl valo elkiilonité-
siik utan - a T-limfocitak megtartjak azt a tulajdonsagukat, hogy allogén sejtekkel szemben

érzéketlenek maradnak (azaz, tolerancia vagy anergia).
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Az Sssejtek agykivonattal egyiitt, a miokardiumba torténd transzplantaciojanak al-
talanos eljarasa az alabbi. Az dssejteket és az agykivonatot beadjuk a paciensnek. A beadas
lehet szubkutin, parenteralis, igy intravénas, intraarterialis, intramuszkularis,
intraperitonealis, €s intranazalis, mellett intrathecalis és infuzios eljarassal kivitelezett be-
adas.

A mezenchimalis dssejtek dozirozasa széles hatarok kozé esik és illeszkedik az
egyes konkrét esetekben az egyedi sziikséglethez. Altalaban, a parenteralis beadas esetén,
testtomeg-kilogrammonként koriilbelill 0,01 és koriilbeliill 5 millié kozotti sejtet szokas
beadni. Az alkalmazott sejtszdm fiigg a befogado tomegétdl és allapotatol, a beadasok
szamatol és gyakorisagatol, és a szakember altal ismert egyéb valtozoktdl. A
mezenchimalis ssejtek beadhatok a szovetnek, szervnek vagy a transzplantlni kivant
sejtnek alkalmas modon. Beadhatok szisztémasan, azaz parenterdlisan, intravénas injekci-
oval vagy a konkrét szovetre vagy szervbe — példaul csontveldbe — irdnyithatok. Az emberi
mezenchimalis Ossejtek beadhatok a sejtek szubkutan implantacidjaval vagy az Ossejtek
kotdszovetbe, példaul izomba, torténd injektalasaval.

A sejteket megfeleld diluensben, koriilbeliil 0,01 sejt/ml és kortilbeliil 5 x 10°
sejt/ml kozotti koncentracioban felszuszpendalhatjuk. Injektalhato oldatokhoz alkalmas
adalékanyagok kozé tartoznak azok, amelyek bioldgiailag és fiziologiailag kompatibilisek
a sejtekkel és a befogadoval (példaul, pufferelt sdoldatok vagy mas alkalmas adalékanya-
gok). A beadasra szolgalo készitmeényt a megfeleld sterilitast és stabilitast biztosito stan-
dard eljarasok szerint kell formulazni, eldallitani és tarolni.

Bar a talalmany nem erre korlatozédik, mezenchimalis ssejtek izolalhatok, elo-
nydsen csontvel6bél, tisztithatok, €s tenyészetben — azaz in vitro - felszaporithatok, a meg-
felelé szamu sejtek eldallitasara a fentiekben leirt eljarasokban torténd alkalmazasra. A
csontban talalhaté pluripotens blaszt sejteket kialakito mezenchimalis 6ssejtek normalis
esetben igen alacsony gyakorisaggal (1:100.000) fordulnak eld a csontvelében €s mas
mezenchimalis szovetekben [lasd: Caplan és Haynesworth, US 5.486359 sz. amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat]. Mezenchimalis dssejtek géntranszdukcidja az iroda-
lomban ismert [Lasd: Gerson és mtsai., US 5.591.625 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi irat].

Hacsak masként nem jeleztiik, a genetikai manipulacidkat a Sanbrook és Maniatis,
Molecular Cloning: A laboratory manual, 2. kiad., kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY (1989) cimii kiadvanyban leirtak szerint végeztiik.
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A talalmany értékes, mivel eléggé egyértelmi, hogy a barmilyen eredetii szivelég-
telenség esetén a szivmitkédés rosszabbodasénak egyik mechanizmusa — részben — sziv-
izom-sejtek folyamatos elhaldsan alapul [Sabbah (2000)]. E probléma megoldasa a
miokardium feldusitasa és/vagy tjratelepitése j szivsejtekkel, amelyek atveszik az elve-
szett sejtek helyét vagy a mar miik6do szivsejteket tovabb erdsitik, igy javitva a gyengiild
sziv pumpalé mikodését.

A talalmany az 6sszes eddigi kezelésnél elonydsebb, mivel nincs ismert mellékha-
tasa és a kezelés kevéssé invaziv. Példaul, a szivelégtelenség jelenlegi kezelése a
neurohormonalis rendszereket befolyasolé drogokon alapul. Ezenfeliil, a 1étezd sebészi
beavatkozasok kozé tartozik szivatiiltetés és szivkamra vagy mindkét szivkamra mikodé-
sét segité eszkozok alkalmazasa. A taldlmany altal biztositott elény az a képesség, hogy a
kezelés kozvetleniil a szivelégtelenséget a betegség elsddleges okara, nevezetesen az 6sz-
szehtizodo egységek elvesztésére, iranyul. A miokardium, az elégteleniil miiksdo sziv alta-
lanos funkcidjaban résztvevd dsszehiizodo egységekké differencialddo, Ossejtekkel torténd
tjratelepitése Gjszerli és a probléma kozpontjara iranyul. Mas elényok kozé a farmakologi-
ai kezelés alkalmazasaval jaré mellékhatdsok hianya és a szivatiiltetést vagy mas szervatiil-
tetést megnehezité immun-kilokédés hidnya, és az Gssejtek altal termelt serkentd faktorok
fokozasa tartozik.

A taldlmanynak meg van az a képessége, hogy szamos jelenlegi sebészeti terapiat
és feltehetéen akar farmakologiai terapiat is helyettesitsen. Az Ossejtek €s ezekkel egyiitt
az agykivonat elégteleniil miikodo szivbe katéteren alapulo megkozelités alkalmazasaval
torténd bevitelét lehetdvé tevd eszkozok jelenleg is l1éteznek, igy elkeriilheté a nyitott
mellkassal térténéd sebészi beavatkozas sziikségessége. Tovabba, a talallmany alkalmazhato
az emberi gyogyaszati kornyezet mellett az allatgyégyaszatban is.

A talalmany szerinti eljarast és készitményt az alabbi ,,Példak™ cimil részben irjuk
le. Bar specifikus megvalésitasi modokat ismertetiink, e megvalositasi médok nem részle-
tesek és magukban foglalhatnak olyan mas alkalmas médokat is, amelyek a szakember
szamara ismert médok és moédszertan tekintetében eltérnek. Alapjdban véve, a talalmany
alapgondolatatél valé eltérés nélkiil barmely, a szakember altal ismert eltéré maod, eljaras,

szerkezet és anyag alkalmazhat6.



10

15

20

25

30

o8 ss0s o8 s Lol
. . . v ’

100729-9448 13-

PELDAK

Eljarasok

A molekularis biologiaban alkalmazott altaldnos eljarasok: Az altalunk kovetett,
technikaban ismert, de konkrétan nem részletezett, standard molekularis bioldgiai eljarasok
az irodalomban le vannak irva [Sanbrook és mtsai, Molecular Cloning: A laboratory
manual, kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989);
Ausubel és mtsai., Current protocols in molecular biology, kiad.: John Wiley and Sons,
Baltimore, Maryland (1989); Watson és mtsai., Recombinant DNA, Scientific American
Books, New York; Genome analysis: A laboratory manual series, szerk.: Birren és mtsai.,
kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998); és az US 4.666.828 sz, US
4.683.202 sz., US 4.801.531 sz., US 5.192659 sz. és US 5.272.057 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi iratokban ismertetett metodoldgia; amely publikaciok a kitanitas
részét képezik]. Polimeraz-lancreakcidkat (PCR) az irodalomban ismertek szerint [PCR
protocols: A guide to methods and applications, kiad.: Academic Press, San Diego, CA
(1990)] végeztiink. Specifikus DNS- és RNS-szekvenciakat tartalmazo sejtek kimutatasara
in situ (a sejtben) PCR-t kombinaltunk aramlési citometriaval [Testoni és mtsai., Blood 87,
3822 (1996)].

Az immunologiaban alkalmazott altalanos eljardsok: Az altalunk kovetett, techni-
kaban ismert, de konkrétan nem részletezett, standard immunoldgiai eljarasok az iroda-
lomban le vannak irva [Basic and clinical immunology, szerk.: Stitest és mtsai., kiad.:
Appleton and Lange, Norwalk, CT (1994); Selected methods in cellular immunology,
szerk.: Mishell és Shiigi, kiad.: W. H. Freeman and Co., New York (1980)].

Terapias szerek bevitele

A taldlmany szerinti sejteket a jo laboratorium gyakorlat szerint adhatjuk be és
dozirozhatjuk, figyelembe véve az egyedi paciens klinikai allapotat, a beadas helyét és a
beadasi eljarast, a beadas iitemezését, a paciens korat, nemét, testtomegét és a gyakorlo
orvos altal ismert mas faktorokat. A leiras szerinti értelemben, a célra alkalmas, gyogy-
aszatilag ,,hatékony mennyiség” igy meghatarozhat6 a technikaban ismert ilyen koriilmé-
nyek alapjan. A mennyiségnek hatékonynak kell lennie a javulas (igy példaul - minden
korlatozas nélkiil — talélési arany vagy sokkal gyorsabb felépiilés, a szimptomak javulasa
vagy megsziinése, és a szakember szamara ismert megfeleld fokmérdknek kivalasztott jel-

z0k) eléréséhez.
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A talalmany szerinti eljarasban, a taldlmany szerinti sejteket kiilsnféle médokon
adhatjuk be. Meg kell jegyezniink, hogy beadhatok sejtekként vagy gyogyaszatilag elfo-
gadhat6 soként és beadhatok onmagukban vagy hatéanyagként, gydgyaszatilag elfogadha-
t6 hordozokkal, diluensekkel, adjuvansokkal és vivéanyagokkal kombindlva. A sejteket
beadhatjuk oralisan, szubkutin vagy parenteralisan, igy intravénasan, intraarterialisan, int-
ramuszkularisan, intraperitonealisan, és intranazalis beadas mellett intratékalis és infuzids
eljarasokkal. A sejtek implantalasa is lehetséges. A kezelni kivant paciens melegvérii allat
és elényosen emlds, pl. ember. A gyogyaszatilag elfogadhaté hordozok, diluensek,
adjuvansok és vivbanyagok, akércsak az implantatum-hordozok, éltaldban, a talalmany
szerinti hatdanyaggal nem reagalo, inert, nem toxikus szilard vagy folyékony toltéanyago-
kat, diluenseket vagy kapszulazo anyagot jelentenek.

Megjegyezziik, hogy az embereket ltalaban hosszabb ideig kezeljiik, mint az ege-
reket vagy a példaként felhozott mas kisérleti allatokat, amely kezelés a betegség folyama-
ta hosszaval és a drog hatékonysagaval aranyos. A dozis lehet tobb napon at beadott egyet-
len dézis vagy tobbszoros dozis, de elonydsek az egyetlen dézisok.

A dozis lehet tobb napon 4t beadott egyetlen dozis vagy tobbszords dozis. A keze-
Iés a betegség folyamata hosszaval, a drog hatékonysagaval aranyos és a kezelni kivant
paciensnek megfeleld.

Ha a taldlmény szerinti sejteket parenteralisan adjuk be, a sejteket altalaban egy-
ségnyi dozisként injektalhaté forméba (oldat, szuszpenzid, emulzid) formulazzuk. Az in-
jektalhaté gyogyaszati formulaciok kozé vizes oldatok vagy diszperziok €s steril injektal-
hat6 oldatokka vagy diszperziokka alakithato steril porok tartoznak. A hordozo6 lehet oldat
vagy diszperzios kozeg, amely — példaul — vizet, etanolt, poliolt (példaul, glicerint,
propilénglikolt, folyékony polietilén-glikolt, és hasonlokat), ezek alkalmas keverékeit, €s
z6ldségolajokat tartalmaz.

A megfeleld folyékonysag példaul bevonattal, példaul lektinnel, diszperzi6 eseté-
ben a megfeleld szemcsemérettel és feliiletaktiv-anyagok alkalmazasaval tarthaté fenn. A
sejtkészitményeknél, bizonyos oldoszer-rendszerekként, nem vizes hordozdk, mint amilyen
a gyapotmag-olaj, szezamolaj, olivaolaj, sz6jaolaj, kukoricaolaj, napraforgéolaj, vagy mo-
gyorbolaj, illetve észterek, igy példaul izopropil-mirisztat, is alkalmazhatok. Tovabba, a
készitmény stabilitasat, sterilitasat, és izotonikussagat fokozé adalékanyagok, igy példaul
antimikrobialis tartositoszerek, antioxidansok, kelatképzok és pufferek, is adhatok a ké-
szitményhez. A mikroorganizmusok miikédésének megakadalyozasat kiilonféle antibak-

terialis és gomba elleni szerekkel — példaul, parabének, klorbutanol, fenol, szorbinsav, €s
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hasonlok — biztosithatjuk. Sok esetben kivanatos lehet az, hogy a készitmény
izotonikussagot biztosité agenseket, példaul cukrokat, natriumkloridot, és hasonlokat, is
tartalmazzon. Az injektalhat6 gyogyaszati formak elhuzédé abszorpeidjat ugy érhetjiik el,
ha abszorpciot késleltetd agenseket — példaul aluminium-monosztearatot vagy zselatint —
adunk a készitményhez. A taldlmany szerint, azonban, barmilyen vivoanyagot, diluenst
vagy adalékanyagot is alkalmazunk, annak kompatibilisnek kell lennie a sejtekkel.

Steril, injektalhato oldatok készitheték a talalmany gyakorlatba vételében haszno-
sitott sejtek beépitésével — kivansag szerint - kiilonb6zé mas Osszetevoket is tartalmazo,
megfeleld oldoszer sziikséges mennyiségébe.

A taldlmany szerinti farmakologiai formulacidk a paciensnek beadhatok barmi-
lyen kompatibilis hordozot — mint példaul, kiilonféle vivoanyagot, adjuvansokat, adal€k-
anyagokat és diluenseket — tartalmazo, injektalhaté formulacioban; vagy a talalmany gya-
korlatba vételében hasznositott sejtek beadhatok parenteralisan a paciensnek lassi felsza-
badulast biztositd, szubkutan implantatum vagy iranyitott beviteli rendszerek — mint példa-
ul monoklonalis antitestek, vektoron alapulé bevitel, iontoforézis, polimer matrixok,
liposzémék és mikroszférak — formajaban. A talalmanyban hasznosithaté beviteli rendsze-
rek kozé tartoznak példaul az alabbi szabadalmi iratokban ismertetett rendszerek: US
5.225.182 sz., US 5.169.383 sz., US 5.167.616 sz., US 4.959.217 sz., US 4.925.678 sz, US
4.487.603 sz., US 4.486.194 sz., US 4.447.233 sz., US 4.447.224 sz., US 4.439.196 sz. €s
US 4.475.196 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok. A szakember sok mas
ilyen implantatumot, beviteli rendszert és modult ismer.

A sejteknek a talalmanyban hasznositott farmakoldgiai formuldcidja beadhaté ora-
lisan is a paciensnek. Hagyomanyos eljarasok, mint példaul a sejtek tablettaként, szuszpen-
ziokként, oldatokként, emulzidkként, kapszulakként, porokként, szirupokként és hasonlok
formajaban torténd beadésa alkalmazhato. Elénydsek az olyan ismert eljarasok, amelyek
oralis vagy intravénas beadasra alkalmasak és amelyek alkalmazasa soran a bioldgiai akti-
vitds megmarad.

A talalmany egyik megvaldsitasi modjaban, a talalmany szerinti sejtek kezdetben
intravénas injekciéval beadhatok abbol a célbdl, hogy a vérben a sejtek szintjeit alkalmas
szintre emeljilk. A paciensben 1év§ szinteket ekkor oralisan beadhat6 dozisok formdjaban
tartjuk fenn, bar mas beadasi formék is alkalmazhatok a paciens allapotatol fliggden €s a
fentiekben jelzettek szerint. A beadandé mennyiség a kezelni kivant pacienstdl fliggden
véltozik, és koriilbeliil naponta 100 ng/testtdmeg kg-tol koriilbeliil 100 mg/testtomeg kg-ig,
elénydsen 10 mg/testtomeg kg-tol koriilbeliil 10 mg/testtdmeg kg-ig terjed.
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1. PELDA

Traumas agysériilés (TBI) kezelése csontvel6bdl szarmazo sztromalis sejtekkel
(MSC-k) patkanyokban funkcionélis javulast eredményezett. A sejttranszplantacios terapi-
aban nemcsak a szovethelyettesités az egyetlen kompenziciés méd. Mivel szamos noveke-
dési faktorrol kimutattak, hogy segiti a karosodott szovet javulasat és helyettesitését, az
MSC-k olyan serkenté tdmogatast biztositanak, amely szerepet jatszik a karosodott szovet
kezelésében. Az emberi MSC-k (hMSC-k) TBI-bdl szarmaz6 cerebrélis szovetkivonatra
adott valaszat vizsgaltuk és teszteltitk annak meghatérozéséra, hogy a TBI kdrnyezet indu-
Kkal-e hMSC differencialédast és novekedési faktor szekréciot. HMSC-ket tenyésztettiink
TBI kivonatokkal in vitro és immuncitokémiat és kvantitativ, szendvics, enzimmel kap-
csolt immunszorbens vizsgalatot (ELISA) végeztiink. Az eredmények szerint a TBI-vel
feljavitott hMSC-k az alabbi specifikus sejtfehérje-markereket expresszaltak: az idegsejtek
magjara specifikus NeuN (a teljes hMSC-k 0,2-0,5%-a), korai idegsejt-differencialédasra
és neurit-kindvésre specifikus Tuj-1 (6-10%), asztrocitara specifikus GFAP (4-7%), és az
oligodendrocitakra specifikus MBP (3-5%). Ezenfeliil, a TBI kivonatokkal kezelt h(MSC-k
az agybél szarmazo neurotrof faktor (BDNF), idegi novekedési faktor (NGF), bazikus
fibroblasztndvekedési-faktor (bFGF), vaszkularis endotélidlis ndvekedési faktor (VEGF) és
hepatocita-eredetii novekedési faktor (HGF) szekrécidjanak fokozo szabalyozasaval vala-
szoltak (idétél fiiggden). Ezen adatok demonstraljak, hogy a TBI kivonatok serkentik a
hMSC-ket az agyszovetre fenotipusos neuralis morfologia €s fehérjék expresszalasara.
Tovéabba, az ELISA adatok szerint, a transzplantalt hMSC-k terapias hasznot hajtanak az-
zal, hogy egy sorozat olyan faktor szekretdlnak, amely timogatja az idegi védelmet €s
angiogenesist.

Ha csontvelobdl szarmazé sztromalis sejteket (MSC-k) traumds agysériiléses
(TBI) patkanynak transzplantalunk intravénas uton, az MSC-k elésegitik az idegi miikodés
helyreallasat [Lu és mtsai., (2001a)]. Transzplantaci6 esetén, az MSC-k migraci6 szem-
pontjabol elényben részesitik a karosodott szoveti helyszint, €s bizonyos sztromalis sejtek
az agy endogén-szerli sejtjeire fenotipusos fehérjéket expresszalnak [Lu és mtsai., (2001b);
Lu és mtsai., (2001a); Mahmood és mtsai., (2001)]. Bér a karosodott szgvet Ossejtekkel
torténd helyettesitésének hosszi tavh stratégidja a neurdlis sériilések kezelésének direkt
megkozelitése, a TBI modell akut és rovid tavu terapias transzplantacidja az MSC diffe-
rencialédasanak alacsony szintje miatt nem valdszinii, hogy biztositana a vart funkcionalis
hasznot [Lu és mtsai., (2001b); Lu és mitsai., (2001a); Mahmood és mtsai., (2001)] és a

haszon biztositasanak mechanizmusa még mindig ismeretlen.
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Az MSC-k természetes koriilmények kozott kiilonbféle citokineket és novekedési
faktorokat termelnek [Takai és mtsai., (1997); Labouyrie és mtsai., (1999); Bjorklund és
Lindvall, (2000); Dormady és mtsai., (2001)], amelyek szekrécios tulajdonsagait azok mik-
rokdrnyezete befolyasolja [Dormady és mtsai., (2001)]. A neurotrofinok, mint példaul az
agyi neurotr6f faktor (BDNF) és idegi novekedési faktor (NGF, a sériil CNS-szovet tulélé-
sét in vivo és in vitro egyarant serkentik [Hefti, (1986); Kromer, (1987); Koliatsos és
mtsai., (1993); Bullock és mtsai., (1999); Gage, (2000)]. Elozetes klinikai vizsgalatokban
széleskorben tanulmanyozott novekedési faktor a bazikus fibroblasztndvekedési-faktor
(bFGF) [Az és mitsai., (1999)]. A vaszkularis endotélidlis novekedési faktor (VEGF)
expresszidja szintén segiti az angiogenesist és az idegi helyreallitast [Papavassiliou €s
mtsai., (1997)]. A széliités VEGF-el torténé kezelése mikddésbeli javulast eredményez
[Zhang és mtsai., (2000b)]. A hepatocita-eredetii novekedési faktor (HGF) expresszidja az
agyat ért sériilésen beliil természetesen fokozolag szabalyozott €s az apoptozist gatlo hata-
sokat mutat a cerebralis neuronokon [Zhang és mtsai., (2000a)].

Anvagok és eljarasok

Reagensek
Hank-féle kiegyenlitett séoldatot (Hank's balanced salt solution, HBSS),

Dulbecco altal modositott Eagle-féle tapoldatot (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
DMEM), knock-out DMEM-et, knock-out szérum-po6tlot, foetalis borjubdl szarmazé szé-
rumot (FBS), tripszint és etiléndiamin-tetraecetsavat (EDTA) a GIBCO-tol (Grand Island,
NY) szereztink be. A Ficoll a Pharmacia-tél (Piscataway, NJ) szarmazott. Neuronalis
sejtmag-antigén (NeuN) elleni monoklonalis, B-tubulin 1-es izotipus (Tuj-1) elleni
poliklonalis, gliabol szdrmaz¢ fibrillaris savas fehérje (GFAP) elleni poliklonélis és bazi-
kus mielinfehérje (MBP) elleni poliklonalis antitesteket a CHEMICON-tol (Temecula,
CA) vasaroltuk. BDNF, bFGF, VEGF és HGF kimutatasara szolgald, szendvics, enzimmel
kapcsolt immunszorbens vizsgalathoz (ELISA) sziikséges készleteket az R&D Systems-t6l
(Minneapolis, MN) szereztiik be. Az NGF elleni ELISA-készletet a laboratériumban alli-
tottuk elé. A B(2,5S, 7S) NGF elleni monoklonalis antitest, B(2,5S, 7S) NGF-p-gal elleni
antitest, NGF-p standard a Roche Molecular Biochemicals-tol (Indianapolis, IN) szarma-
zott. Hacsak masként nem jeleztiik, a reagenseket a Sigma Chemical Co.-t6l (St. Louis,

MO) vasaroltuk.
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Elsédleges hMSC-tenyészet

Az elsédleges csontveldt harom normélis emberi donor csipécsontjanak tarajabol
vett 15-16 ml aspiratumbdl nyertiik. Az egyes aspiratumokat 1:1 aranyban HBSS-sel higi-
tottuk és kérilbeliil 10 ml Ficoll-ra rétegeltiik. Centrifugalas (2.500 x g, 30 perc) utan, az
egysejtmagu sejtréteget a réteghatarrol eltavolitottuk és HBSS-ben felszuszpendaltuk. A
sejteket centrifugaltuk (1000 x g, 10 perc) és szovettenyésztd csészénként (100 mm, Fal-
con, Becton-Dickinson, NJ) 5 x 10° sejtet 10% FBS-sel kiegészitett, komplett DMEM-ben
felszuszpendaltunk. A sejteket 37°C-on, 5%-os CO,-ben 3 napig inkubaltuk és a fel nem
tapadt sejteket a tapoldat cseréjével eltavolitottuk. Amikor a tenyészet elérte az 6sszefo-
lyast (altalaban 2-3 hét), a sejteket 0,05% (w/v) tripszint és 0,02% (w/v) EDTA-t tartalma-
26, foszfattal pufferelt sooldattal 5 percig 37°C-on végzett inkubalassal sszegyujtottiik,
Gjra lemezeltiik és tovabbi 2 hétig tenyésztettiik, majd osszegylijtottiik. A sejteket a késdb-
bi felhasznalasig lefagyasztva téroltuk. Az e kisérletekben alkalmazott sejteket 3-5
passzazsolas soran gyijtottiik dssze.

Traumasan sériilt agybdl késziilt kivonatok

Kisérleteket végeztiink him Wistar patkdnyokon (250-300 g, n=21). A patkanyo-
kat intraperitonealisan beadott klordlhidrattal (35 mg/100 g testtomeg) érzéstelenitettiik. A
végbélben mért hémérsékletet visszacsatolassal szabalyozott, vizes melegito rendszer al-
kalmazasaval 37°C-on tartottuk a sebészi beavatkozas sordn. A patkanyokat sztereotaxis
keretbe helyeztiik. Sériilést idéztiink el6 a bal félteke (ipsilateral cortex) pneumatikus du-
gattytival (6 mm-es csics, 4 m/sec rata, 2,5 mm-es stirités) végzett iitésével [Dixon €s
mtsai., (1991)]. A kontroll allatok kraniotémién estek at, de sériilést nem okoztunk az
agyukban. A patkdnyokat a miitét utan 1, 4 és 7 nappal eloltiik. A kisérleti és normalis
kontroll (n=3) patkanyokbol azonnal agyszdvet-kivonatokat készitettiink. A kisérleti €s
kontroll patkanyok agyanak bal féltekéjébodl vett szegmentumokat jégre helyeztiik és ned-
ves tomegiiket (grammokban) gyorsan megmértik. Ezt kovetden, a szovetdarabokat
DMEM hozzaadasaval (150 mg szévet/ml DMEM) elhomogenizéltuk és 10 percig jégen
inkubaltuk. A homogenatumot centrifugaltuk (10 perc, 10.000 x g, 4°C). A feliiliszot 6sz-
szegytijtottiik és a hMCS-ek kezeléséig -80°C-on taroltuk.

Seitdifferencialodas

A fehérje-fenotipusos kisérleteket ugy végeztiik, hogy 1,0 x 10° sejtet 35 mm-es
csészébe transzferaltunk és friss, 20% knock-out szérumpotlét, 10%, 20% vagy 40% TBI

szovetkivonat-feliiluszot tartalmazé inock-out DMEM-mel kezeltiik. Az Osszes sejtet 7
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napig inkubaltuk. Az immunreaktiv, idegsejt-szerii sejtek szamanak becslése azon alapult,
hogy 10, véletlenszeriien kivalasztott latomez6ben (10x objektiv), minimum 3 kiilonbdz6
kisérletben a sejteket megszamoltuk. A fenotipusos sejtek aranyat a teljes sejtszambol
szamitottuk ki.

Kétszeres és haromszoros festéssel végzett immuncitokémia

HMSC-ket 35 mm-es csészékben, iiveg targylemezfed6-lemezekre (18 x 18 mm?)
transzferaltuk 1,0 x 10° stirtiségben, a fentiekben ismertetett kiillonbozo kezelések alkalma-
zasaval. Az liveg targylemezfeds-lemezeken lévo sejteket alkalmaztuk immuncitokémiara.
A tapoldat feliiluszéjat kvantitativ ELISA-mérésekre alkalmaztuk az alabbiak leirtak sze-
rint. A sejteket PBS-sel (pH 7,4) mostuk és 4%-os paraformaldehiddel 10 percig fixaltuk.
A nem specifikus kotdhelyeket 4%-os 16szérummal, 2%-os borjuszérum-albuminnal és
0,1%-o0s Triton X-100-al 1 éréan 4t blokkoltuk. A fedSlemezeket PBS-sel mostuk és Tuj-1,
GFAP vagy MBP elleni primer antitestekkel 1 oran at inkubaltuk. A lemezeket PBS-sel
ismét mostuk és fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt, egér elleni, kecskeeredetii
antitesttel vagy nyul elleni IgG mééodlagos antitesttel 1 6ran at inkubaltuk. A Tuj-1-re fes-
tett hMSC-fedélemezeket ismét mostuk és masodik primer NeuN antitesttel 12 oran at
inkubaltuk, PBS-sel mostuk és cianin-5,18-el (Cy5) konjugalt egérelleni IgG masodlagos
antitesttel 1 6ran at inkubaltuk. 4’B-diamidin-2-fenilindol-diklorohidrid (DAPI) fest¢ket
alkalmaztunk a sejtszamok, a latomezében a sejtmagok szamoldsaval torténd meghataroza-
sara. A feddlemezeket glicergel befoglald anyaggal kasiroztuk.

ELISA

ELISA-t alkalmaztunk a BDNF, NGF, bFGF, VEGF ¢és HGF hMSC-k altali szek-
récidjanak mérésére TBI-vel és normalis agykivonat felilluszojaval kiegészitett tenyészet-
ben az 1., 4. és 7. napon. Roviden, az 6sszes reagenst €s munka standardot a gyart6 itmuta-
tésa szerint készitettiik el, és 50-150 pl standardot vagy vizsgalatra higitott oldatot adtunk
egy 96-lyuku lemez egyes lyukaihoz. A lyukakban 1évé oldatot 6vatosan Ssszekevertiik €s
2.4 6ran 4t szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az egyes lyukakban 1év6 folyadékot leszivtuk
és a lyukakat mostuk, a folyamatot haromszor megismételve. Az utolsé6 mosast kvetoen,
az Osszes puffert leszivassal vagy dekantélassal eltavolitottuk a lyukakbol, és a kiilonbdz6
névekedésifaktor-konjugatumokboél 200 pl-t adtunk az egyes lyukakhoz. A lemezt 2-4 6ran
at szobahémérsékleten inkubaltuk. A leszivast és mosast megismételtik. Az egyes lyukak-

hoz 200 pl szubsztratumoldatot adtunk és szobahémérsékleten 15-30 percig inkubaltuk.

Ehhez 50 pl stop oldatot adtunk és 6vatosan osszekevertiik. Az egyes lyukakban az optikai
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stiriiséget 30 percen beliil, 450-620 nm-re beallitott mikrolemez-leolvasoval hatdroztuk
meg.

Statisztikai analizis

Student-féle t-tesztet alkalmaztunk a serkentett mintak és a megfeleld kontrollok
kézotti morfologiai kiilonbségek értékelésére. Az id6 szerepének tisztazasa a varianciaana-
lizis mértékének ismételten megéllapitasaval (ANOVA) tortént. Az ELISA-adatokat
linearizaltuk a kiilsnboz6 novekedési faktor koncentraciok logaritmusanak az optikai stirt-
ség logaritmusanak fliggvényében torténd dbrazolasaval, és regresszio-analizissel legjobb
illesztést (best-fit) készitettiink. A standardokra, kontrollra, €s mintakra atlagosan két leol-
vasast végeztiink, és ebbdl levontuk az dtlagos nulla standard optikai striiséget. Minden
értéket atlag + SD értékként abrazoltunk (statisztikusan szignifikans a p<0,05).

Eredmények

A hMSC-k morfologiai differencidlédasa idegsejt-szerii sejtekké

Faziskontraszt mikroszkopos elemzés normalis fibroblaszt-szeri morfolégiaja
hMSC-k mutattuk ki 10% FBS-sel kiegészitett komplett DMEM-ben tortént tenyésztést
kovetden. Hét napos expozici6 utan, a 20% knock-out szérumpdtloval kiegészitett knock-
out DMEM-ben bizonyos refraktiv sejten rovid kinovéseket figyeltink meg. A normalis
agyszovetbdl késziilt kivonat feliiliszojaban tenyésztett hMSC-k koziil néhany sejt (az
osszes sejt koriilbelill 2-3%-a) idegsejtszeri morfologiat mutatott. Azonban, a 20% knock-
out szérumpétloval kiegészitett knock-out DMEM-ben tenyésztett hMSC-khez képest (1,24
x 10* £ 0,5 x 10%ml) a normalis agyszovetbdl késziilt kivonat hMSC-proliferaciét indukalt
(1,56 x 10% £ 0,2 x 10%/ml) (p<0,05). A 20% ~ 40% TBI kivonatbdl szarmazé feliiliszoban
tenyésztett hMSC-kben diverz morfologiaju, de jellemzden refraktiv, hosszu eldgazd king-
véseket (kinovések hossza: >10 um) és novekedési kénusz-szerli terminalis szerkezeteket
hordozo sejteket (az Osszes sejt koriilbelill 13%-30%-a idegsejt-szerii sejt), illetve kis €s
multipolaris nytlvanyokat hordozo, csillag alaku sejteket mutattunk ki. A TBI kivonatot
tartalmazo tenyészetben az 9sszes sejtszam csokkenését tapasztaltuk (1,08 x 10* + 0,3 x
10*/ml), de ez nem érte el a statisztikai szignifikancia hatarat. A kiilonféle koncentraciéban
alkalmazott TBI szévetkivonatok mindegyike indukalta a hMSC-ket arra, hogy idegsejt-
szerli sejtekre morfologiailag hasonlitsanak.

Neuralis markerek expresszidja hMSC-kkel

A 20% knock-out szérumpétloval kiegészitett és 10%, 20% vagy 40% TBI-

szévetkivonatot tartalmazé knock-out DMEM-ben végzett 7 napos tenyésztést kvetben, a
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hMSC-ket immun-citofluoreszcencias vizsgalatnak vetettiik ala. A vizsgalat lehetove tette
a hMSC-k DAPI-val (biborkék szinnel festi a sejtmagot) és F ITC-el (z6ld) torténd dupla,
vagy CYT5-tel (voros) torténd tripla jelzését annak meghatarozasara, hogy a csontveld-
eredeti sejtek expresszalnak-e idegsejtre (NeuN, Tuj-1), asztrocitakra (GFAP), és
oligodendrocitékra (MBP) specifikus markereket. A sejtmagokat DAPI-val festettiik.
Immunreaktivitasra festett tenyészetekben, a hMSC-k 0,2-0,5%-a expresszalt NeuN fehér-
jét, és a hMSC-k 6-10% jelzddott a Tuj-1 fenotipussal. A NeuN és Tuj-1 immunreaktivitas
ugyanazokon a sejteken egylittesen fordult eld (rozsaszin). A hMSC-kbdl szarmazo sejtek
4-7%-a GAFP immunreaktivitast expresszalt. A hMSC-kbél szarmaz6 sejtek 3-5%-a MBP
immunreaktivitast expresszalt. Az alkalmazott killonbdz6 TBI-kivonatok mindegyik kon-
centracidja a hMSC-ket neuralis fenotipusra jellemzo immunreaktivitas indukélta.

Novekedési faktorok TBI-szovetkivonatbdl szarmazo feliiluszoval kezelt h(MSC-k

altali szekrécidja

A 20% knock-out szérumpétloval kiegészitett és 20% TBI-szovetkivonat-
feliiltiszot tartalmazé knock-out DMEM-ben végzett 1, 4 és 7 napos tenyésztést kovetden, a
hMSC-k névekedési faktor szekrécidit az 1. dbran mutatjuk be. A normalis agybol és TBI-
szévetbdl késziilt kivonatok befolyasoltdk a hMSC BDNF (la. abra), NGF (1b. ébra),
bFGF (lc. abra), VEGF (1d. 4bra) és HGF in vitro szekréciojat (le. abra). A ,tapoldat 6n-
magaban” kontrollhoz képest a normalis agybol szarmazé kivonat fokozta az 6sszes kimu-
tatott novekedési faktor in vitro szekrécidjat. Az egyes kisérleti csoportokban, a kiegészi-
tett TBI-kivonatokban a BDNF, NGF és HGF szekrécidja fokozddott az 1-7 napon. A
VEGF szekrécioja hasonlé a normalis agykivonatos és TBI utani agykivonatos csoportok-
ban. A VEGF szekrécidja kovetkezetesen nagyobb volt a 4 és 7napos tenyészetben, mint
az | napos tenyészetben. A bFGF szekrécio profiljai kiilonboztek a tobbi serkentd faktore-
tol. Az 1 napos tenyészetben a bFGF szekrécios értékei — a tobbi novekedési faktorral el-
lentétben — a 4 napos és 7 napos értékeket meghaladta vagy azokkal azonos volt. Ezek az
adatok jelzik, hogy a TBI eldsegiti az NGF és BDNF hMSC-k altali in vitro szekrécidjat,
és az osszes neurotropin, illetve tesztelt novekedési faktor hMSC-k altali szekrécioja, a
szérumpétlasos tapoldatban mért értékekhez képest, szignifikans novekedést mutatott a
normalis agyban.

Eredmények értékelése

TBI-kivonatokkal kezelt, emberi csontvel6bdl szarmazo sztromalis sejtek ideg-
sejt-szerii sejtekké képesek differencialddni és az agyi parenchimalis sejtekre fenotipusos

fehérjéket expresszalni. A hMSC-k BDNF-et, NGF-et, bFGF-et, VEGF-et, HGF-et
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szekretalnak, és a szekrécios szintek fiiggnek a tapoldatban a TBI-nek valo kitettség idOtar-
tamatél és attol az id6tdl, amikor a TBI-szovetbdl kivonat késziilt.

Az adatok demonstraljak, hogy TBI szovetkivonatokkal végzett in vitro kezeléssel
a hMSC-k iranyithatok arra, hogy idegsejtre morfologiailag hasonlé sejtek szub-
populacioihoz hasonlokka alakuljanak. A kezelt hMSC-k specifikus agyi markereket, pél-
daul NeuN-t (idegsejtekre specifikus), Tuj-1 (korai idegsejt-differencialodasra és neurit-
kinovésre), GFAP (asztrocitara), és MBP (oligodendrocitakra), expresszaljanak. igy, a
hMSC-k képesek tobbszords sejtvonal mentén képes differencialodni. Kisérleti eredmé-
nyek szerint, a hMSC-k meghajthatok arra is, hogy reagensek hatasara [Sanchez-Ramos €s
mtsai., (2000); Woodbury és mtsai., (2000); Deng €s mtsai., (2000)] és sériilt CNS-ben
idegsejt-szerii sejteké differencialodjanak [Azizi és mtsai., (1998); Kopen és mtsai.,
(1999); Chopp és mtsai., (2000); Li és mtsai., (2000); Chen és mtsai., (2001); Lu és mtsai.,
(2001b); Lu és mtsai., (2001a); Mahmood és mtsai., (2001)]. Az adatok elsdként mutatjak
be, hogy ha bizonyos hMSC-ket specifikus, TBI szovetkivonatot tartalmazo mikrokdrnye-
zetbe helyeziink in vitro, akkor erre a hMSC-k cerebralis parenchimasejtekre morfologiai-
lag és fenotipusosan jellemzd tulajdonsagok kialakitasaval vélaszolnak. Terapias transz-
plantacié esetén, e sejtek a TBI altal karosodott agyban képesek a sejtek potlasara forras-
ként szerepelni.

A normalis hematopoiesishez csontveld-eredetli sztromalis sejtek sziikségesek. Az
MSC-k altal szekretalt, szamos olyan oldhaté faktor jellemzésére keriilt mas sor, amely
faktorok kozvetitik a hematopoiesist [Berezovskaya és mitsai. (1995); Majumdar és mtsai.,
(1998); Majumdar és mtsai., (2000)]. Az MSC-k egyrészt termelek IL-6-ot, -7-€t, -8-at, -
11-et, -12-t, -14-et, -15-6t és Flt-3 ligandumot, és az M-CSF, G-CSF, GM-CSF és SCF
megfeleld alapszintjeinek fenntartasat indukaljak. Azonban nem valdszind, hogy e fakto-
rok onmagukban képesek biztositani a TBI MSC-vel torténd kezelésének terapids elonyét
fokoz6 mechanizmust. Feltehetden léteznek mas, de még ismeretlen sztromalis faktorok is.
A leirasban bemutatott kisérletekben, a kvantitativ ELISA-adatok demonstraltak, hogy TBI
szovetkivonatokkal kezelt hMSC-k egyidejiileg szekretdlnak BDNF-et, NGF-et, bFGF-et,
VEGF-et és HGF-et, és ez a szekréci6 fligg a tenyésztési idotol és attol az idéponttol, ami-
kor a TBI-kivonat eléallitasra keriilt. Patkanyokon végzett traumas agysériilés utan, az int-
ravénasan beadott BDNF csokkenti a sériilés méretét és segiti a BDNF agysériilésben kifej-
tett neuroprotektiv szerepét [Koliatsos és mtsai., (1993); Bullock és mtsai., (1999)]. NGF-
injekciot, vagy NGF-et termeld fibroblasztok implantaciojat kovetden, illetve NGF-re

transzgénikus egerekben neuroprotektiv potencialt mutattak ki a kisérletes agysériilés kii-
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I6nféle paradigmaiban [Hefti, (1986); Kromer, (1987); Caneva és mtsai., (1995); Gage,
(2000)]. Patkanyok, egerek €s macskéak fokalis agyi ischaemias modelljében, az intravéna-
san beadott bFGF csokkentette az infarktus térfogatat [Sugimori és mtsai., (2001)]. A
VEGF, az angiogenesis erés promotere, szintén serkentette az axonok kin6vését, az ideg-
sejtek tulélését és a Schwann sejtek proliferaci¢jat [Sondell és mtsai., (1999)]. Az iiléideg
roncsolasi 1éziojat kovetden a VEGF mennyiségének novekedése felveti azt, hogy a VEGF
szerepet jatszik az idegek regeneraciojaban [Sondell és Kanje, (2001)]. Patkanyokban a
Kkisérletes széliités VEGF-fel tortént kezelése szignifikans meértékben csdkkentette a miiko-
désbeli veszteségeket [Zhang és mtsai., (2000b)]. A hMSC-k konstitutivan HGF-t is ter-
melnek [Takai és mtsai., (1997)], és a HGF a szovetjavitasban résztvevd fontos molekula
[Mizuno és mtsai., (2000)]. Ezért, az eredmények hatarozottan ramutatnak arra, hogy a
hMSC-k érzékenyek a normalis agyban 1€vo és a TBI kornyezetre, és ezekre szamos faktor
lényeges mértékben megnovekedett termelésével valaszolnak. Mivel adott az, hogy a
transzplantalt MSC-k a traumasan sériilt idegszovetben képesek tulélni [Lu és mtsai.,
(2001b); Lu és mtsai., (2001a); Mahmood és mtsai., (2001)], a neuroprotektiv €s angiogén
faktorok MSC-k altali folyamatos és a mikrokomyezetnek megfelel6 szekrécioja az érintett
szovet helyi szintjén, kulcsszerepet tolt be az MSC-k transzplantaciojaval elért funkciona-
lis elényok kozott.

Az adatok azt mutatjak, hogy a felndttkori MSC-ket indukalni lehet arra, hogy sa-
jat mezenchimalis elkotelezettségiiket legybzzék és a kiilonbozd neuroldgiai betegségek
kezelésére, elterjedt és elérhetd agyi eredetll sejt- €s molekulaforrast képezzenek. Az
eredmények bemutatjdk azt is, hogy TBI esetén a transzplantalt MSC-k funkcionalis el6-
nyoket biztositanak [Lu és mtsai., (2001b); Lu és mtsai., (2001a); Mahmood €s mtsai.,
(2001)]. Elénydsen, az MSC-k kdnnyen eldallithatok a paciens sajat csipdtarajabol szar-
mazé csontvelébdl, majd tenyészetben felszaporithatok. Ezért, az MSC-k a transzplantaci-
6ra szolgalé autolog sejtek konnyen elérheté és megujulo forrasat biztositjak. Sérilt szo-
vetben e sejtek a sériilt agy javitdsara és plaszticitasara szolgalé vitalis novekedési faktorok
folyamatos forrasai lehetnek.

Az 1. 4bran a BDNF (1A. abra), NGF (1B. abra), bFGF (1C. abra), VEGF (ID.
4bra) és HGF (1E. abra) novekedési faktorok TBI szévetkivonatbol szarmazo feliiliszoval
kezelt hMSC-k altali szekrécidjat mutatja be. A szekretalt faktorok mennyiségét ELISA-
val mértik. Onmagaban a tapoldathoz képest, a normalis agyszovetbdl késziilt kivonat
fokozta az Osszes kimutatott novekedési faktor in vitro szekréciojat. Az egyes kisérleti

csoportokban a kondicionalt TBI-kivonatokban a BDNF, NGF és HGF szekrécidja az 1
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naptol kezdve a 7. napig novekedett. A VEGF szekrécidja hasonl6 volt a normalis agyki-
vonattal és a TBI kivonattal kezelt csoportokban. A VEGF szekrécidja a 4 és a 7 napos
tenyészetben kovetkezetesen nagyobb volt, mint az 1 napos tenyészetben. A bFGF szekré-
ci6 profilja eltart a tobbi serkentd faktorétol. A tobbi vizsgalt faktorhoz képest, a bFGF
szekrécios értéke az 1 napos tenyészetben meghaladta a 4 és 7 napos tenyészetben mért
értékeket.

2. PELDA

Eljarasok

Patkanyokon, tranziens okkluziét hajtottunk végre az agyi kozépso artérian és a
s7éliités utan 3 x 10° hMSC-t injektaltunk i.v.. A széliités eldtt €s 1, 7, illetve 14 nappal
kés6bb mikodésbeli kovetkezményt mértiink. Kevert limfocitareakciot €s a citotoxikus T-
limfocitak kialakulasaval mértiik a hMSC immun-kilokddését. Emberi sejtmagra specifi-
kus monoklonalis antitestet (mAb1281) alkalmaztunk a hMSC azonositasara és a neuralis
fenotipus mérésére. ELISA-val analizaltuk a neurotrofinok szintjeit a hMSC-vel kezelt s
nem kezelt patkanyok agyszovetében. Bromdeoxiuridint injektaltunk az (jonnan kialakult
sejtek azonositasara.

Eredmények

A 14. napon, a kontroll, ischaemias patkanyokhoz képest a hMSC-vel kezelt pat-
kanyokban a miikodés jelentds mértékii helyreallitodasat talaltuk. Néhany (1-5%) hMSC
agyi parenchimalis sejtekre fenotipusos fehérjéket expresszalt. Az agybol szarmazo
neurotrof faktor és az idegi novekedési faktor mennyisege szignifikansan megnétt, €s az
ischaemias hatarzénaban jelentds mértékben lecsokkent az apoptdzisos sejtek szama; szig-
nifikansan tobb, brémdeoxiuridinra reaktiv sejteket mutattunk ki a hMSC-vel kezelt patka-
nyok ischaemias féltekéjének szubventrikularis zonajaban. A hMSC a citotoxikus T-
limfocitak indukalasa nélkiil indukalt limfocita-proliferaciot.

Kovetkeztetések

Patkanyokban, a széliités hMSC-vel végzett kezelése eredményeként kapott neu-
rolégiai elény szarmazhat a novekedési faktoroknak az ischaemids szovetben bekdvetke-
zett novekedésébol, az apoptdzis csokkenésébdl a 1€zid penumbralis zéndjaban, és a
szubventrikularis zondban az endogén sejtek proliferacidjabol.

A csontvelébdl szarmazé sztromalis sejtek (MSC; masnéven mezenchimalis 8ssejt
és progenitor sejt) multipotens sejtek €s képesek eldsegiteni a szovetek in vivo €s in vitro
helyredllitddasat. Normalis esetben az MSC csont-, porc-, és mezenchimalis sejtek kelet-

kezését idézi eld, és az MSC miocitakka, hepatocitakka, gliasejtekké, és neuronokka képes
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differencialodni. Az MSC képes athaladni a vér-agy gaton €s atvandorolni az eldagyon és a
cerebellumon. Ha himekb&l szarmazo, szisztemikus infuziéval nostény ischaemias patka-
nyokba juttatott csontveld-sejtek migracié szempontjabol elédnyben részesitik az
ischaemias agykérget. Ha him egerekbdl szarmazo6, besugarzott ndstény egereknek beadott
csontvels-sejtek belépnek az agyba €s napok vagy hetek alatt mikrogliava és asztrogliava
differencialédnak.

Nincs olyan neuroprotektiv agens, amely javitotta volna a széliités utani allapotot.
Az emberi MSC (hMSC) terapias elénye patkanyokban a miokardialis ischaemia és sziv-
betegség esetén a szovet helyettesitésébdl, illetve az angiogenesis €s vasculogenesis indu-
Kkalasabol ered. Az MSC szamos novekedési faktort €s citokint szekretal, amelyek normélis
esetben eldsegitik a hematopoietikus progenitor sejtek proliferaciojat és differencialodasat.
A csontveld kiilonféle primitiv sejteket tartalmaz, amelyek szamos angiogén novekedési
faktort, igy VEGF-et és bFGF-et, szekretalnak. Igy, az MSC-b8l neurologiai betegségek
kezelésére alkalmas terapiat lehet kifejleszteni. Az agyi kozépsé artéria okkluzidjanak
(MCAO) patkanymodelljén szignifikans funkcionalis helyreallitodast mutattak ki ragcsa-
16b61 szarmazo6 MSC-vel tortént kezelést kdvetoen.

Anvyagok és eljarasok

HMSC elballitas és in vitro szaporodési kinetika

A sejtszaporodas kinetikdjanak és a hMSC in vitro expanzidjanak vizsgalatéhoz —
helyi érzéstelenitéssel - csontveld-aspiratumot gy(ijtottiink harom egészséges emberi donor
csipbcsontjanak hatulso tarajabol. A csontveld-mintakbol (személyenként 15-16 ml)
mononukledris sejteket valasztottuk el Ficoll stirliséggradiensen (Ficoll-Paque, 1,073-as
stiriiség, Pharmacia, CA). A hMSC-k izolalasat és tenyészetbe vitelét a Digirolamo ¢s
mtsai. altal leirtak szerint végeztik. Réviden, mononukleéris sejteket 1 x 10° sejt/75 cm?
szovettenyésztd flaska koncentracioban, 20 ml alacsony gliikéztartalma, 20% foetalis bor-
juszérummal (Gibco BRL), 100 E/ml penicillinnel, 100 pg/ml streptomicinnel, és 2 mmol/l
L-glutaminnal kiegészitett, Dulbecco-altal médositott Eagle-féle tapoldatban (Gibco BRL,
Grand Island, NY) kilemezeltiink. Hetvenkét oras inkubalas utan, a le nem tapadt sejteket a
tenyészetbdl eltavolitottuk, €s friss tapoldatot adtunk a flaskakhoz. A miianyaghoz tapadt
hMSC-ket a 14. napon (90%-os 6sszefolyas) szétvalasztottuk és ezt kovetden 7 naponként
értékeltiik a sejtszaporodast és a sejthozamot. A transzplantaciéhoz megfeleld szdmu sejt
biztositaséra, a sejtmagot hordozé csontvelésejteket citométer alkalmazéasédval megszamol-
tuk. Az egyes patkanyoknak 3 x 10 hMSC-t tartalmazé dozist adtunk be. Ot

passzazsolasbol gyujtétt, és 20% knock-out szérumpétléval kiegészitett Dulbecco-altal
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moédositott, knock-out Eagle-tapoldatban (Gibco BRL) tovabbtenyésztett hMSC-t alkal-
maztunk ELISA mérésekre (n=6). Az agyi eredetli neurotr6f faktor (BDNF) és idegi nove-
kedési faktor (NGF) hMSC-altali szekréciojat Dulbecco-altal mddositott, szérummentes
Eagle-tapoldatban mértiik.

Patkanveredetii 1épsejtek és hMSC kozotti kevert, in vitro limfocita-reakcid

Antigénnel indukalt limfocita proliferacio tanulmanyozasara, egészséges patka-
nyok vagy két héttel korabban 3 x 10° hMSC-vel injektalt patkanyok lépébdl nyert 2 x 10°
sejtet besugarzassal (20 Gy) kezelt vagy nem kezelt h(MSC-vel 96 6ran at inkubaltuk (1:10
a serkentére (hMSC) vélaszt ado (Iépsejt) aranyban) haromszoros ismétlésben. A kevert
sejteket 16 oran at 3H-timidinnel kezeltik (0,25 pCi/lyuk). A léperedetii limfocitak
proliferacidjanak hMSC-altali indukcidjat a >H-timidin replikal6do lépsejtekbe torténd
beépiilésével mértiik. A tenyészeteket automata késziilékkel begyjtottiik, és a ’H-timidin

beépiilését folyadékszcintillacioval mértik.

Egyenlet beillesztése

HMSC-re adott, patkanyeredetti, citotoxikus in vitro T-limfocita-valasz

A T-limfocitakrol ugy vélik, hogy azok a végzetes graft-versus-host iatrogén be-
tegség beinditdi. Ezért, emberi graft-versus-patkany gazda T-sejtvalaszt mértiink a litikus
hatds meghatarozasara szolgalo SICr vizsgalattal. Egészséges patkanyokbol vagy két héttel
korabban 3 x 10° hMSC-vel injektalt patkanyok 1épéb6l nyert 2 x 10° sejtet besugarzassal
kezelt vagy nem kezelt h(MSC-vel 96 éran at inkubaltuk (1:10 a serkentére (h(MSC) valaszt
ado (lépsejt) aranyban). Az inkubéci6s id6 végen, a tenyészetekbol életképes sejteket gytij-
t6ttiink és °'Cr-felszabadulas vizsgalatban S1Cr-rel jelzett hMSC-vel citotoxicitdsra nézve
teszteltik.

Allati MCAO modell

Felndtt, him (270-300 g-os) Wistar patkanyokat a Charles River Breeding

Company-t6l (Wilmington, MA) szereztiink be. A patkanyokat elészor 3,5%-os halotannal
béditottuk el és a bodulatot 1,0-2,0% halotant tartalmaz6, 70% N,O-bol €s 30% O,-bél 4ll6
eleggyel arcmaszk alkalmazaséval tartottuk fenn. A végbélben mért hémérsékletet vissza-
csatolassal szabélyozott, vizes melegité rendszer alkalmazaséaval 37°C-on tartottuk a sebé-

szi beavatkozas soran. Tranziens MCAO-t indukéltunk a laboratériumban modositott,



1 4

10

15

20

25

30

te wSee® e .
LY . . .. A
. LLX] (X T2 »
* e« e 9
®eee ote “e oedg o

200

100729-9448 -27-

intraluminalis vaszkularis okkluziés eljaras alkalmazasaval. A jobboldali k6z6s nyaki ve-
réeret, a kiilsé nyaki verSeret és a belsd nyaki verderet kezeltiik. Az allat testtomege alap-
jan meghatarozott hosszusagu, egyszali nylon sebészcérnat (4-0, 18,5-19,5 mm), amelynek
végét langhoz kozel tartassal eltompitottuk, a kiilsd nyaki artéria fel6l a belsd nyaki veroér
lumenébe vezettiink addig, amig az nem blokkolta az MCA kezdetét. Az MCAO utan két
4raval, az allatokat halotannal Ujra elboditottuk, és a sebészcérna kivételével reperfiziot
végeztiink.

Kisérleti csoportok

1. csoport

A neutrofinek mérésére, patkanyokon MCAO-t végeztiink kezelés nélkill (n=3)
vagy a széliités utan 1 nappal a farokvénaba 1 ml, 3 x 10° MSC-t (n=3) vagy 3 x 10° maj-
fibroblasztot (n=3) tartalmaz6 folyadékot injektaltunk. A maj-fibroblaszttal végzett vizsga-
lat volt az a ,.kontroll”, amelyben a fibroblasztot azonos Wistar patkanytorzsb6l gyijtottitk
a kontroll sejtek gazda patkdnyokra gyakorolt nem vart immunvalaszanak elkeriilésére. Az
MCAO utan 7 nappal a patkanyokat eloltiik a neutrofinek mérése céljabol. Kontrollként
harom egészséges patkanyt is alkalmaztunk.

2. csoport

Patkanyokon MCAO-t végeztiink, majd az 1. napon 3 X 10° MSC-t (n=9) vagy 3 x
10° maj-fibroblasztot (n=9, kontroll) injektaltuk vagy MCAO-t végeztiink sejtdonorok nél-
kil (n=10, kontroll). Az MCAO utani 14. napon a patkanyokat eldltiik a sejtmorfologia
meghatarozasa céljabol. Mivel az MCAO indukalja az endogén idegi Ossejtek €s progenitor
sejtek proliferaciojat az ependimaban €s a szubependimalis zondban (masnéven, a ventri-
kuléris zona/szubventrikularis zéna, VZ/SVZ), a sejtproliferacio meghatarozasa céljabol a
2. csoportban 17 patkéanyt bromdeoxiuridinnel (BrdU, az ujonnan szintetizalt DNS-t meg-
jelolni képes timidin analég, 50 mg/kg) naponta intraperitonealisan injektaltunk az MCAO
utani 14 napon at donor sejtek i.v. injektalasaval vagy anélkiil. Kontrollként tovabbi két
egészséges allatnak adtunk be 50 mg/kg BrdU-t intraperitonealisan 14 napon at naponta,
egészen az allatok eloléséig.

Viselkedési tesztek

Az MCAO elbtt és 1, 7 illetve 14 nappal utana az 6sszes allattal viselkedési tesz-
teket végzett egy kutato, aki a kisérleti csoportokat nem ismerte. A mells§ 1ab szomato-
szenzorikus asszimetridinak mérésére kisméretil, ragacsos hatt papirkorongokat (113,1
mm?) alkalmazott kétoldalii tapintasi stimulusként és az egyes mells6 labak csuklérészének

radialis helyezte fel az allat ketrecében végzett napi 5 proba soran. Feljegyzésre keriilt az
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az idépont, amikor az 4llat érintkezésbe keriilt a stimulussal és az, amikor azt az éllat elta-
volitotta. Az egyedi vizsgalatok kozott legalabb 5 perc sziinet volt. Az allatokat a ragacsos
korong eltavolitasi tesztre trenirozta a sebészi beavatkozas elétt 3 napon at. Amikor a pat-
kanyok képesek voltak a korongokat 10 masodpercen beliil eltavolitani, az allatokat
MCAO-nak vettettiik ala. Modositott neuroldgiai sulyossagi pontozast (mNSS) alkalmaz-
tunk a neurologiai funkcié kiilonb6z6 aspektusainak kategoridkba sorolasara. Az mNSS
motoros (izomallapot és abnormalis mozgds), szenzoros (vizuélis, tapintasi €s

proprioceptiv), és reflex tesztekbdl tevodik dssze.

1. tablazat

Moédositott neuroldgiai sulyossagi pontszam teszt

Motorikus teszt Pontszam

A patkany felemelése a farkanal fogva 3
= a mellsd 1ab begorbitése

1 = a hatso 1ab begorbitése

1 = a fej a fiiggéleges tengely koriil >10°t mozdul

Maszkalas a padozaton (normalis = 0, maximum = 3) 3
0 = normalis mozgas

1 = képtelen egyenesen jarni
2 = a hiidéses oldal felé koroz
3 = a hiidéses oldal felé elddl

Szenzorikus teszt 2

1 = helyezéses teszt (vizualis és tapintasi)
2 = proprioceptiv teszt (mély érzes, a mancs nyomasa az asztal széléhez
a 1ab izmainak serkentése végett)

Meérlegkaron valo egyensilyozasi teszt (normalis = 0, maximum = 6) 6
0 = biztos helyzeti egyensulyozas

1 = fogéasok a kar oldalan

7 = a kar atdlelése és az egyik 1ab leesése a karrol

3 = a karrol két lab is leesik vagy a kar koriili atperdiilés (>60 s)

4 = hiabavalé kisérletek az egyensily visszanyerésére és leesés (>40 s)
5 = hiabavalo kisérletek az egyenstly visszanyerésére €s leesés (>20 s)
6 = leesés, nincs kisérlet az egyensuly visszanyerésére vagy a kar atole-
1ésére (>20 s)

Reflexek és abnormalis mozgasok 4

1= cimpa reflex (a fejét razza, ha megérintik a

Modositott neurolégiai sulyossigi pontszam teszt
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Kivonat készitése az ischaemids agybdl

MCAO utén 7 nappal, az 1. csoport patkanyait halotannal elboditottuk, az agyai-
kat eltavolitottuk, és az ischaemias féltekéket jégen kimetszettiik. A mintdkat -80°C-on
taroltuk. Ezt kovetden, az egyes szovetmintakat grammonként 1 ml homogenacios puffer-
ben elhomogenizaltuk, majd a homogenatumot centrifugaltuk (10.000 x g, 10 perc, 4°C) és
a feliiluszot dsszegylijtottik a szekrétumok mérése céljabol.

Novekedési faktorok szekréciojanak mérése szendvics ELISA alkalmazésaval

A BDNF készletet az R&D Systems-tdl (Minneapolis, MN) szereztiik be, és az
ELISA eljarast a gyarto Gtmutatasai szerint végeztitkk. Az ELISA oldatot készitettiink NGF-
re. A B(2,5S, 7S) NGF elleni monoklonalis antitest, (2,55, 7S) NGF-B-gal elleni antitest,

NGF-p standard a Roche Molecular Biochemicals-t6] (Indianapolis, IN) szarmazott. R6vi-
den, az ischaemids szovetbdl szarmazd feliiluszot vagy a hMSC tenyésztésében alkalma-
zott szérummentes tapoldatot 100-200 pl-es mintakra osztottuk (haromszoros ismétlés).
BDNF és NGF elleni monoklonalis antitesteket alkalmaztunk a gyarté Gtmutatasai szerint.
Ezt kévetden, az egyes primer antitestekre specifikus masodik poliklondlis antitestet adtuk
a vizsgalati keverékekhez. Kromogén szubsztratummal tortén inkubalas utan fejloédd szin
megfelel a novekedési faktorok mennyiségének, és ezt a szint mikrolemez-leolvasé beren-
dezésben (450-620 nm) mértik.

Szévettani, immunhisztokémiai €s apoptdzisos értékelés

Lemezek készitése

A 2. csoportba tartoz6, az MCAO utan még 14 napig életben tartott patkanyokat
alkalmaztunk morfolégiai analizisre. Az MCAO utani 14. napon a patkanyokat ketaminnal
(44-80 mg/kg intraperitonealisan) vagy xylazinal (13 mg/kg intraperitoneédlisan) elbdditot-
tuk, és a keringési rendszert heparinizalt, foszfattal pufferelt séoldattal, majd 4%
paraformaldehidet tartalmazo PBS-sel a sziven keresztill atmostuk. Az agyakat 4%
paraformaldehidet tartalmazo PBS-be meritettitk 2 napra, majd az agyszovetet hét, egyenld
vastagsagu (2 mm) korondlis blokkra szeleteltiik. A szoveteket feldolgoztuk, €s az egyes
blokkokbol 100 pm vastag metszeteket (blokkonként 6t metszet) készitettiink szabad moz-
gasu vibratom alkalmazasaval. A blokkbol visszamaradt agyi sz6vetet paraffinba dgyaztuk,
és ebbdl 6 pm vastag metszetekbdl allo sorozatokat készitettiink.

Az infarktus térfogatanak mérése

Hét blokkbol szarmazo, koronalis részbdl készitett (6 pm vastag) metszetek egyi-

két hematoxilin-eozinnal (H-E) festettiik. A hét agyi metszetet a Global Lab Image analizis
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rendszerrel (Data Translation, Malboro, MA) éatmasoltuk. A kozvetett 1ézibteriiletet,
amelyben az azonos oldali félteke érintetlen teriiletét levontuk az ellentétes oldali félteke
teriiletébol, kiszamitottuk. A 1€zi6 térfogatat a 1ézi6 szazalékos térfogataként, az ellentétes
oldali féltekével osszehasonlitva, adtuk meg.

Immunhisztokémiai festés

Normalis szérumban tortént blokkolas utan, az 0sszes vibratom metszetet emberi
sejtmagra  specifikus, PBS-ben 1:100 aranyban higitott, monoklonalis antitesttel
(mAb1281, Chemicon, Temecula, CA) inkubaltuk 3 napon &t 4°C-on. Ezutan,
fluoreszcein-izotiocianattal konjugalt, eger elleni, nyalban termelt antitesttel (1:100 higitas,
Dakopatts, CA) inkubaltunk, minek kovetkeztében a szekunder antitest a primer mAb1281
antitesthez kotdodott. A hMSC-bol szarmazo sejteket morfologiai kritériumok szerint és a
donor sejtekben jelenlévo, de a parenchimalis sejtekbol hianyzé mAb1281-re végzett
immunhisztokémiai festéssel azonositottuk. Az mAb1281 és a sejtspecifikus markerek
ugyanabban a sejtben valo jelenlétének cellularis lokalizaciojara, kettos festést alkalmaz-
tunk az ischaemias kozpontra (koordinatak a koponyatetén: -1,0, 1,0 mm) iranyitott refe-
rencia vibratom-metszesorozaton. Az egyes koronalis metszetet a primer mAb1281 anti-
testtel kezeltiik a fentiekben leirtak szerint, majd pedig a sejtre specifikus masodik, cianin-
5.18-al konjugalt primer antitesttel (Calbiochem, CA) inkubaltuk 3 napon at 4°C-on: ideg-
sejtmag-antigén (NeuN — idegsejtmag, 1:200 higitas, Chemicon), mikrotubulussal asszoci-
alt 2-es fehérje (MAP-2 — idegsejt-dedritek, 1:200 higitas, Sigma), glidbdl szarmazo
fibrillaris, savas fehérje (GFAP — asztrocitak, 1:1000 higitas, DAKO, Carpiteria, CA) és
vWF (endotél sejtek, 1:400 higitas, DAKO). Az egyes allatokra vonatkozo negativ kontrol-
lokat az immunhisztokémiai festéssel azonosan kezeltiik, de nem alkalmaztuk a primer
antitesteket.

Lézeres pasztazo konfokalis mikroszkdpia

A koponya elillsé részén fekvo agyteriiletbol késziilt vibratdm-metszeteket Zeiss
mikroszképra (Bio-Rad, Cambridge, MA) szerelt Bio-Rad MRC 1024 (argon és kripton)
lézer-szkenning konfokalis leképezo rendszerrel analizaltuk. Az immunfluoreszcens Gton
jelzett lemezeknél, a lemezeken kimutathaté zold (fluoreszcein-izotiocianat) és voros
fluorokromokat (cianin-5.18) 488 és 647 nm-es lézersugarral excitaltuk, és emmissziokat
regisztraltunk egymas utan, fotonsokszoroz6 csovon, 522 nm-es és 670 nm-es emisszios
sziirokon keresztiil. Mind a hét blokk esetében, az egyes blokkokra vonatkozdan, 6t egy-

mast kovetd (100 pm vastag) metszeten (sejtszamolasra az XYZ stadium-kodolas alkalma-
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zaséval) meghataroztuk az mAbl1281-re pozitiv sejtek teljes szamat. 26 A teljes eléagy
mAb1281-re pozitiv dsszes sejtjeinek szamat a hét blokkbol szarmazé mAb1281-re pozitiv
sejtek szaménak Osszegzésével szamitottuk ki. Allatonként &sszesen 500, mAbl1281-re
pozitiv sejtet szamoltunk meg a sejttipusra specifikus markereket (NeuN, MAP-2, vWF, és
GFAP) hordozé, mAb1281-re pozitiv sejtek aranyanak, kettos festéssel tortént megallapi-
tasahoz.

Apoptdzisos sejtek festése

Ot, a koponya eliilsé részén fekvo agyteriiletbdl, a fentiekben hivatkozott blokk-
bol (koordinatak a koponyateton: -1,0, 1,0 mm) késziilt paraffinos metszetet (6 pm vastag,
25 um intervallum) alkalmaztunk az apoptézisos sejtek analizisére. Ezeket a metszeteket a
terminalis deoxinukleotidil-transzferaz altal kozvetitett dUTP nick végjelsléses (TUNEL)
eljarassal festettiik az apoptozis in situ kimutatasara (ApopTag kit, Oncor, Gaithersburg,
MD). Miutan az endogén peroxidaz-aktivitast PBS-ben oldott H,0;-vel leallitottuk, a met-
szeteket terminalis deoxinukleotidil-transzferazba helyeztiikk. Digoxigenin ellen készitett,
peroxidézzal konjugalt antitestet vittink fel a lemezekre, és a peroxidazt 3,3’-
diaminobenzidinnel kimutattuk. A TUNEL festés utan, a lemezeket Mayer-féle
hematoxilinnal ellenfestettiik. Az egyes blokkokbol negativ kontroll metszeteket is futtat-
tunk. A TUNEL preparatumokban, csak a sotétbarna apoptézisos testeket (>2) tartalmazo
sejteket tekintettiik apoptozisos sejteknek.

A 2. abra bemutatja a patkanyagy eliilso kommisszurajanak szintjén azonositott,
standard koronalis szekcidt, amely a jobb féltekét harom szubrégiora (ischaemias centrum,
ischaemiés hatarzéna, és VZ/SVZ) osztja. Exogén hMSC-t (mAb1281), sejttipusra pozitiv
sejteket (NeuN, MAP-2, GFAP ¢s vWF) és apoptézisos sejteket (TUNEL-pozitiv sejtek)
hataroztunk meg az azonos oldali (ipsilateralis) €s ellentétes oldali (contralateralis) féltekék
ezen régidiban. Rutin H-E festés utan, a harom régié — az ischaemias lézidban az
ischaemias centrum (az eozinofil hattér diffuz halvanysaga) és a belso (a neutrofil
vakuolizacidja vagy szivacsossaga) illetve a kiilsé hatarzonak (a szivacsosségtél a teljesen
érintetlen szovetig) [a legtobb sejt intakt volt, azonban szétszortan sériilt vagy elpusztult
sejteket is megfigyeltiink] - azonositasa és a sejtek alakjaban bekovetkezett valtozasok €s a
festhetdség meghatarozasa hisztologiai sajatsagokon alapult. A 2. dbra bemutatja a pat-
kanyagy eliilsé kommisszurdjanak szintjén azonositott, standard koronalis szekciot, amely
a jobb féltekét harom szubrégiora (ischaemias centrum [IC], ischaemiés hatarzona [IBZ],

&s ventrikularis zona/szubventrikularis zona [VZ/SVZ]) és nyolc mezore osztja (1 — kéreg
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az IC-ben, 2 — striatum az IC-ben, 3-4 — kéreg az IBZ-ben, 5-6 - striatum az IBZ-ben, és 7-
8 _ striatum a VZ/SVZ-ben) a kezelésre adott valasz analizise céljabol.

Statisztikai analizis

Az dsszes mérést ,,vakon” végeztiik. A viselkedési pontszamokat (a ragados ko-
rong eltavolitasi tesztbdl €s az mNSS-bé1) normalizaltuk. Ismételt mérési analizist végez-
tiink a kezelésnek a viselkedési pontszamra gyakorolt hatasinak tesztelésére. Az analizis a
kezelés — id6 kolcsonhatas 0,1 szignifikancia szinten tortént tesztelésével kezd6dott; a tel-
jes kezelés hatasanak tesztjét akkor kezdtiik el, ha a 0,05 szignifikancia szinten nem volt
kimutathat6 kdlcsonhatas. A kezelés egyes viselkedési pontszamokra az egyes idépontok-
ban gyakorolt hatisanak alcsoport analizisét 0,05 szignifikancia szintnél végeztiik, ha a
kezelés — idé kolesonhatas 0,1 szignifikancia szinten vagy a teljes kezelés hatasa 0,05
szignifikancia szintnél megallapithat6 volt. Maskiilonben, az alcsoport-analiziseket kisérle-
tinek tekintettiik. A 16zi6 térfogata és a sejtek szdma tekintetében, a kezelt csoport és kont-
roll csoport kozotti killonbségek értékelésére a Student-féle t-tesztet alkalmaztuk. Az
ELISA-adatokat linearizaltuk a BDNF és NGF koncentracidk logaritmusanak az optikai
siiriiség logaritmusanak fiiggvényében torténd dbrazolasaval, és regresszio-analizissel leg-
jobb illesztést (best-fit) készitettiink. A standardokra, kontrollra, és mintékra atlagosan két
leolvasast végeztiink, és ebbdl levontuk az atlagos nulla standard optikai strtséget. Bemu-
tattuk az atlagokat (SD) és a kezelt és kontroll csoportok kozotti kiilonbségek tesztelésére
szolgalo p értéket is.

Eredmények

A hMSC in vitro szaporodasi kinetikdja

Harom egészséges emberi donor csontvel8jébol szarmaz6 hMSC-t teszteltiink te-
nyésztésben valo felszaporitassal. Az elsédleges tenyészetekben, a hMSC fibroblaszt-szert
sejtek morfologiailag homogén populécidjaként szaporodott. Az egymast kovetd — altala-
ban 7 naponként tortént - passzazsok soran, a hMSC tométt, orso alaku sejtekként, ives
alakzatban szaporodott. Az 5. hét (4 passzazs) végeén, a hMSC 5,4-6,6 x 10 sejtet eredmé-

nyezett (2. tablazat).
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2. tablazat
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A hMSC szaporodasi kinetikdja

HMSC (10%) (7 napos passzazsok)
Donor Sz. | Csontvelé | Mononuklearis
(ml) sejtek (10%)
1. passzazs | 2. passzazs 3. passzazs 4. passzazs | 5. passzazs | 6. passzazs | 7. passzazs
1 16 100 1,65 9,0 18,9 53,6
2 16 130 3,21 14,3 35,8 64,3
3 15 160 10,8 18,9 28,8 66,0

hMSC = Emberi csontvelébdl szarmazé sztromalis sejtek.

Patkanveredetti 1épseitek és hMSC kozdtti in vitro kevert limfocita-reakcid és

citotoxikus T-limfocita—valasz

A nem serkentett 1épsejtekhez képest a hMSC szignifikans mértékben fokozta az
egészséges patkanyok 1épsejtjeinek proliferaciéjat (serkentési index = 18,8) (2A. abra). A
hMSC-vel injektalt patkanyokbol szarmazo 1épsejtek proliferacioja szintén fokozodott a
hMSC-vel tortént in vitro tjraserkentést kovetoen (serkentési index = 15,6); azonban, a
sejtekben a proliferativ valasz nem kiilonbozétt szignifikdnsan az egészséges patkanyok
1épsejtjeivel mértektél. Ezek az adatok jelzik, hogy bar a hMSC képes proliferativ valaszt
indukalni a patkanylépbdl szarmazd limfocitakban, a hMSC patkanyoknak torténé beaddsa
in vivo nem érzékenyitette a limfocitdkat egy masodlagos proliferativ vélaszra.

A 8A. abra patkanyeredeti 1épsejtek €s emberi csontveldbdl szarmazd sztromalis
sejtek (hMSC) kozotti kevert limfocita reakciét mutat be: 2 héttel korabban, egészséges
patkany 1épébol szarmazd 2 x 10° sejtet (N-SpI) vagy hMSC-vel i.v. kezelt patkanyokbdl
szarmazo 2 x 10° lépsejtet (T-Spl) tenyésztettiink besugarzott (20 Gy) hMSC-vel vagy
anélkiil 96 6ran at, haromszoros ismétlésben (10:1 vélaszold: stimulator aranyban). A te-
nyészeteket 16 oOran at 3H-timidinnel kezeltiik (0,25 pCi/lyuk), majd a sejteket automata
berendezéssel begyljtottiik. A ’H-timidin beépiilését folyadékszcintillaciéval meértiik..
Nem talaltunk kiilonbséget a hMSC-vel kezelt illetve nem kezelt patkanyokbol nyert 1ép-
sejtek kozott. SI = serkentési index. (B) Patkanylépbodl szarmazé sejteket (1 x 10") 5 napon
at 1 x 10°, besugarzott (20 Gy) hMSC-vel tenyésztettiink. Az inkubécids idd veégen, a te-
nyészetekbdl életképes sejteket gyljtottink és 8 oOras S1Cr-felszabadulasi vizsgalatban
(effektor:cél, E:T ardnyok mellett) azokat °'Cr-rel jelzett hMSC-vel citotoxicitdsra nézve

teszteltiik. Patkanylépbdl szarmazo sejtek nem generalnak citotoxikus T-limfocita-valaszt a
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hMSC ellen. Minden értéket atlag + SD formaban fejeztiink ki. A 8B. abra szerint a célsejt
(hMSC) <4%-os lizise figyelhetd meg a serkentdkkel (hMSC) vagy anélkiil inkubalt,
egészséges patkanyok 1€pébdl szarmazo sejteknél. Hasonloképpen, a Iépsejtek hMSC be-
adasaval tortént in vivo elsbdleges aktivalasa, majd azt kévetben a tenyészetben hMSC-vel
5 napig tortént Gjraserkentés a Iépsejtekben nem valtott ki citotoxikus valaszt, ami jelzi,
hogy a patkanylépbdl szarmazo sejtekben a hMSC nem indukadl citotoxikus T-limfocita-
valaszt.

Neurologiai funkcionalis tesztel€s

A csak MCAO-nak kitett kontroll patkanyokhoz és patkanymajbol szarmazo 3 x
106 fibroblaszttal injektalt kontroll patkanyokhoz képest, a sz¢liités utan 14 nappal, az
MCAO utan 1 nappal, 3 X 106 hMSC-vel injektalt patkanyokban funkcionalis helyreallito-
dast mutattunk a ragacslap eltavolitasi tesztben (3A. abra, p<0,05) és az mNSS tesztben
(3B. abra, p<0,05).

A 3. abra a viselkedési funkcionalis tesztek (A. ragacslap eltavolitasi teszt, B:
modositott neuroldgiai sulyossagi pontszim (mNSS) a kozépsd agyi artéria okkluziojat
(MCAO) megel6zben €s az utan. Patkanyokat 2 6ras MCAO-nak vettetiink ala (n=10)
vagy MCAO utén 1 nappal, tenyésztett, emberi csontveldbdl szarmazé sztromalis sejtekkel
(hMSC) (LC, n=9) vagy patkanymajbol szarmazo fibroblaszt-sejtekkel injektaltunk. A
kontrollokhoz képest, szignifikans helyreallitodast tapasztaltunk a hMSC-vel kezelt patka-
nyokban. Ures koérok = MCAO, teli korok = +LC, haromszdg = + hMSC.

Mennyiségi meghatarozas szendvics ELISA-val

Szendvics ELISA-val tortént meghatarozas szerint, a BDNF (969 + 198 pg/ml vs
434 + 59 pg/ml és 498 + 76 pg/ml) és NGF (1.227 £ 111 pg/ml vs. 834 + 123 pg/ml és 980
+ 55 pg/ml) szekrécios szintjei sejtkezelés nélkiili és majeredetii fibroblasztokkal kezelt ,
az MCAO utan 7 nappal vizsgalt patkanyokban mértekhez képest a hMSC-vel kezelt pat-
kanyokban novekedtek (p<0,05). In vitro adatok szerint, a hMSC-k - 1d6tdl figgben -
BDNF-et és NGF-et szekretalnak. A szérumtél mentes tapoldatban a tenyésztés 1. napja-
hoz képest a 4. és 7. napon a BDNF és NGF mennyiségében jelentés mértéki emelkedést

mutattunk ki (3. téblézat).
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3. tablazat

A hMSC-k neurotrofin szekrécidja tenyészetben

Neurotrofin id6 (nap) Atlagos fehérjeszint £ SD (pg/ml)
BDNF

1 010

4 57+12%*

7 141+£28%*

NGF

1 162422

4 321+£74*

7 581+147*

A szérumt6l mentes tapoldatban a tenyésztés 1. napjahoz képest a 4. és 7. napon a
BDNF és NGF mennyiségében jelentos mértéki emelkedést mutattunk ki.

*p<0,05.

HMSC = emberi csontvelébdl szarmazo sztromalis sejtek, BDNF = agyi eredetii
neurotréf faktor, NGF = idegi novekedési faktor.

Morfoldgiai analizis

Két 6ras MCAO-nak kitett patkanyokba, az ischaemia utan 1 nappal, infiziéval 3
x 10° hMSC-t juttattunk, majd az éllatokat az MCAO utan 14 nappal morfoldgiai analizis
céljabol eloltik. A H-E-vel festett koronalis metszeteken beliil sotét és voros neuronokat
figyeltink meg az MCAO-nak Kkitett, hMSC-injekcioval vagy anélkiil kezelt, dsszes pat-
kany ischaemias kozpontjaiban. Onmagaban az MCAO-nak Kkitett (1ézi6 mérete,
36,3%+10,5%) vagy az MCAO utan 14 nappal, patkdnymajbol szarmazo fibroblasztokkal
injektalt patkanyokhoz képest (34,6%%9,1%) a hMSC-vel kezelt patkanyokban z
ischaemias karosodas méretén nem figyeltiink meg lényeges csokkenést (33,3%17,6%).

Az agyszoveten beliil, a hMSC-bdl szarmazo sejteket az emberi sejtmagra speci-
fikus mAb1281 antitesttel azonositott, kerek-ovalis sejtmagok jellemzik. A hMSC (124 x
10° + 46 x 10% a 3 x 10° hMSC 4%-a) a befogado patkanyok ischaemiésan karosodott
agyaban tilélt és elterjedt. Bar az azonos oldali félteke tobb teriiletében, igy a cortexben €s
striatumban, mAb1281-re reaktiv sejteket figyeltiink meg, az mAbl1281 antitesttel jelolt

hMSC legnagyobb része (az Osszes 124 x 10% + 46 x 10° sejt 60%-a) az ischaemias hatér-
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z6naban helyezkedett el. Néhany (9 x 10° + 2x 10> a 3 x 10° hMSC 3%-a) sejtet megfi-
gyeltiink az ellentétes oldali féltekében is.

Kettés festéssel végzett immunfluoreszcencia ravilagitott arra, hogy néhany,
mAb1281-re pozitiv sejt reaktiv az alkalmazott neuralis markerekre. A NeuN, MAP-2
GfAP és vWF markereket expresszalo, mAb1281 antitesttel jelzett sejtek 1%-ban, 1%-ban,
5%.-ban és 2%-ban (megfelelden) fordultak el6. Lézer-szkenning konfokalis mikroszkép-
pal késziilt képek kimutattak az emberi sejtmagokra specifikus mAb1281 monoklonalis
antitest (a hMSC azonositasanal zold szin) €s a NeuN, MAP-2, GFAP, vagy vWF (sejtti-
pusra specifikus markereknél vords szinii) markerek egyiittes elofordulasat a befogadd
patkanyagyban (4a-h. dbrak). A legtSbb mAbl1281-re pozitiv sejt véredények koriil, néhany
sejt pedig a parenchimaban volt lathato.

A O Abran bemutatott mikrofotok az exogén, emberi csontvel6bol szarmazo,
sztromalis sejtek (hMSC) és a patkanyagyban 1évé endogén agysejtek morfoldgiai jellem-
z6it abrazoljak. Kettds immunfluoreszcens festés alkalmazéasaval kimutattuk, hogy az
mAb1281-re (az emberi sejtmagokra specifikus monoklonalis antitest) pozitiv sejtek az
agy kérosodott régiojaban vannak jelen. Lézer-szkenning konfokalis mikroszkoppal ké-
sziilt képek mAb1281-et (a hMSC-re z6ld; a, ¢, d, f-h), idegsejt-eredetli sejtmag-antigént
(NeuN) (b, c), mikrotubulussal asszocialodott 2-es fehérjét (MAP-2), gliabdl szarmazo
fibrillaris, savas fehérjét (GFAP) (g) és vWF-et (sejttipusra specifikus markereknél voros
szin(i) mutattak ki a befogadé patkany agyaban (skalaoszlop=50 pm).

TUNEL (7c., a., és d. abrak) és H-E festés alkalmazasaval (7b. abra) jellemz6en
s6tétbarna, kerek vagy ovalis apoptozisos testeket tartalmazd, apoptozisos sejteket meg-
szamoltuk az ischaemias hatarzonaban. A referencidnak alkalmazott koronalis 6 um-es
metszetben, az apoptozisos sejtek mért szama alacsonyabb volt a hMSC-vel kezelt patka-
nyok ischaemias hatirzonajaban (38,5+3,4) mint énmagiban az MCAO utan 14 nappal
vizsgalt allatokban (82,613,8) vagy a maj-fibroblasztokkal kezelt ischaemias patkanyokban
(76,4+6,8) (p<0,05).

A 7. abra kozéps6 agyi artéria okkluzidjat (MCAO) kovetden az ischaemias zona-
ban jelenlevé apoptozisos sejteket mutat be (a: terminalis deoxinukleotidil-transzferaz éltal
kozvetitett dUTP-biotin nick végjelsléssel [TUNEL] pozitivnak talalt sejtek [nyilak]; b:
hematoxilin-eozin [H&E] festés). A maj-fibroblasztokkal injektalt patkanyokkal 6sszeha-
sonlitva kevesebb szamu apoptozisos sejt (d: kék — hematoxilinnal visszafestett sejtek;

nyilhegyek) volt kimutathato az emberi csontveldbdl szarmazd sztromalis sejtekkel
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(hMSC) injektalt patkanyokban (c). Az egészséges agyban néhany, bromdeoxiuridinra
(BrdU; ujonnan szintetizalédott DNS kimutatasara alkalmas marker) pozitiv sejt volt jelen
a ventrikulkaris/szubventrikularis zénaban (VZ/SVZ). A csak MCAO kezelést kapott pat-
kanyok (f) és maj-fibroblasztokkal injektalt patkanyok (g) azonos oldali féltekéjének
VZ/SVZ z6éndjaban megnovekedett szamu, BrdU-ra pozitiv sejtet mutattunk ki. Az
MCAO-kezelést sSnmagaban vagy MCAO-kezelést kapott és majsejtekkel injektalt patka-
nyokhoz képest, a hMSCvel kezelt patkanyok esetében a BrdU-ra pozitiv sejtek szama
jelentdsen megnétt a VZ/SVZ z6naban (skalaoszlop=15 pm).

A VZ/SVZ-ben néhany, BrdU-ra pozitiv sejt volt jelen (lasd 7e-h. abrak). Sokkal
t6bb, BrdU-ra pozitiv sejtet mutattunk ki az MCAO ¢és hMSC kezelésnek egyarant kitett
patkanyok azonos oldali féltekéjében (lasd 7h. abra), mint a csak MCAO-kezelést (lasd 7f.
4bra) vagy MCAO-kezelést kapott €s méjsejtekkel injektalt patkanyokban (lasd 7g. abra).
Ot, a koponya eliils6 részén fekvo agyteriiletbol, a fentiekben hivatkozott blokkbdl (koor-
dinatak a koponyatetén: -1,0, 1,0 mm) késziilt paraffinos metszetet (6 um vastag, 25 um
intervallum) alkalmaztunk a BrdU-ra pozitiv sejtek analizisére. Az MCAO és hMSC keze-
lésnek egyarant kitett patkanyok VZ/SVZ z6n4jabol készolt metszeteken a BrdU-ra pozitiv
sejtek szama metszetenkent (95,3+24,1) lényegesen nagyobb volt, mint a csak MCAO-
kezelést kapott (27,5+18,5) vagy a méj-fibroblasztokkal injektalt ischaemias patkdnyok
VZ/SVZ zénajaban (37,8+11,2). Az MCAO és hMSC kezelésnek egyarant kitett patka-
nyok agyabol késziilt metszeteken nagyobb szamu, BrdU-ra pozitiv sejt expresszalt NeuN-
et (2,5+0,4) és GFAP-ot (4,412,3), mint a csak MCAO-kezelést (0,5£0,6 és 1,4+1,1) vagy
a széliités utan 14 nappal maj-fibroblasztokkal injektalt patkanyok (0,6+0,4 és 1,7£0,5,
megfeleléen) (p<0,05).

Megvitatas

A szomatoszenzorikus pontszam és az mNSS szerint, a csak MCAO-kezelést ka-
pott vagy a maj-fibroblasztokkal injektalt patkanyokkal dsszevetve, a sz€liités utan 1 nap-
pal i.v. injektalt hMSC jelentos mértékben fokozta a mitkddésbeli javulast. Ez az elonyds
hatas a novekedési faktorok — igy a kérosodott parenchimasejtek javulasat eldsegito
neutrofinek — termelddésében, az ischaemids hatarzénaban az apoptozis csokkenésében, €s
széliités utan a patkanyok VZ/SVZ-jében az endogeén, neuralis dssejtek €s progenitor sejtek

proliferaciojanak €s differencialédasanak fokozodasaban jelentkezik
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Az atiiltetett é16 idegszovetek visszaforditottak az agysériiléssel kapcsolatos funk-
cionalis hianyokat. A jelen, ember-versus-patkany gazdara vonatkozé adatok egybeesnek
mas eredményekkel, amelyek szerint, besugarzott allatokban 7 6ras permanens MCAOQO
jelentkezése utan, nem besugarzott allatokban pedig 2 6ras MCAO utan, az i.v. transzplan-
talt, allogén csontvels-sejtek migracio szempontjabol elényben részesitik a sériilés helyét.
Morfologiai analizis szerint, a hMSC-nek megvan az a képessége, hogy a patkanyagy
ischaemiasan karosodott részébe vandoroljon szelektiven. A hMSC képes tulélni, és kozii-
lik néhany pedig parenchimalis agysejtekre jellemzo fehérjemarkereket expresszal.

Bar a hMSC-nek megvan az a képessége, hogy pétolja az elveszett neuronokat,
valoszinti, hogy a jotékony terapias hatdst biztosito mechanizmusok szerteagazok. Az ada-
tok kimutattak, hogy a kezeletlen patkanyokkal dsszehasonlitva, a széliités utan beinjektalt
3 x 10° hMSC - a szomatoszenzorikus pontszam és az mNSS szerint - a beadas utan 7 €s
14 nappal fokozta a mikddésbeli javulast (p<0,01). Azonban, a hMSC-knek csak 1%-a,
5%-a, és 2%-a expresszalt idegi, asztrocita-eredetii és endotél sejtre jellemzo fehérjéket
]évén, hogy ekkor még nem tortént meg a sejtes differencialodas és szovetbe valo integra-
16das. Ezért, sokkal valosziniibb, hogy a révid tava jotékony hatas azért kovetkezett be,
mert a hMSC a kérosodott szdveteket egy sor, a visszamaradt neuronok funkcionalis hely-
reallitodasat eldsegité és az ischaemids hatarzondban az apoptozist csokkentd novekedési
faktorral latja el. Az MSC kozvetleniil is részt vehet az ishaemiasan karosodott neuronok
plaszticitasdnak elémozditasaban vagy ugy, hogy a gliasejteket neurotrofinok (példaul,
BDNF és NGF) szekretalasara serkenti. A hMSC és a gazda agya kozotti kolcsonhatas
résztvehet a mikodés 16zi6 miatt bekovetkezett elvesztésének helyreallitasaban 30. 31
Szendvics ELISA alkalmazasaval e tanulméanyban kimutattuk, hogy a BDNF és NGF szek-
récios szintjei szignifikansan megnottek a hMSC-vel kezelt patkanyok ischaemiés félteké-
jében ahhoz képest, amilyen értékeket a kezelés utan 7 nappal mértiink csak MCAO keze-
lést kapott patkanyokban vagy az MCAO kezelést €s patkanymajbol szarmazo sejteket is
kapott patkanyokban. Bar az ischaemias agyban a BDNF és NGF jelenlétét mértik, nem
zartuk annak lehetéségét, hogy mas novekedési faktorok (mint példaul a VEGF*? és HGF?*?
angiogén faktorok) is képesek eldsegiteni — az angiogenesis fokozasaval legaldbbis részben
_ a funkcionalis felépiilést. Az angiogenesis kapcsolatban all a hiidébdl vald fokozott, neu-
rolégiai felépiiléssel.

Az MSC kismolekulakat gyarté ,,gyarként” viselkedik. E sejtek egy sor citokint €s
serkentd faktort termelnek. E sejtek e faktorokat kiterjedt idotartam alatt is szekretaljak és

nem egyetlen bolus dézisban. Az MSC a hematopoiesisben szerepet jatszé szdmos citokin
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expresszalasa mellett olyan autokrin, parakrin és juxtakrin faktorokat is szolgaltat, amelyek
csontveld mikrokdrnyezetében 6nmagukban jelenlevo sejtekre befolyast gyakorolnak. Va-
16szinti, hogy az agyszdveten belill a MSC expresszélja e faktorokat, és e citokinek és ser-
kentd faktorok agyszovetre gyakorolt hatasa az, amely gyorsan és hatékonyan mozditja el6
a funkciok helyreallitodasat. Ha e sejteket eltérd ionos (példaul kalciumot tartalmazé) mik-
rokdrnyezetben tenyésztjikk a sejtek az ionos mikrokdrnyezet hatasara a ndvekedési fakto-
rok expresszalasanak atallitasaval reagalnak. Ez felveti annak valdsziniiségét, hogy a sériilt
szoveten beliili sejtek a szdvet igényeinek megfelelden beallitott serkentd és ndvekedési
faktorokat expresszalnak. Az agyban, a széliités MSC-vel végzett kezelése kiilonféle ser-
kentd faktorok és citokinek anatomiailag elosztott, szovetre érzékeny, és idélegesen miiko-
dé moédon torténd termelését eredményezi, €les ellentétben egy adott specifikus faktor
egyetlen lokalizalt injektdlasaval.

Neuralis ssejtek a VZ/SVZ-n beliil helyezkednek el, és e sejtek a fejlodo agyban
migralnak a végso helyiikre. Az egészséges felndtt agyban, az eléagy idegsejt-termelé-
sének hianya nem a megfeleld, idegi prekurzor sejtek hidnyat, hanem a mitdzis utani
trofikus és migracios tamogatas alapallapoti gatlasat és/vagy hianyat titkr6zi vissza. E ta-
nulmanyban, a BrdU-ra reaktiv sejtek szama az MCAO és hMSC egyiittes kezelést kdve-
téen — a csak MCAO kezelést kapott allatokhoz képest — megnétt a VZ/SVZ-ben, amely
azt a lehetdséget veti fel, hogy az i.v. injektalt hMSC serkenteni tudja az endogén agysej-
tek proliferacidjat és részvételét az ischaemiasan karosodott agyak helyreallitodasat. E fel-
ismerések egybevagnak a patkanybol szarmaz6 MSC i.v. beadasaval kapott adatokkal.

A kevert limfocita reakcioval in vitro meghatarozottak szerint, a hMSC 1i.v.
transzplantaciéja nem teszi hMSC-re érzékennyé a patkanyokat. Hasonloképpen, az egész-
séges patkanyokbol vagy hMSC-vel injektalt patkdnyokbol szarmazé lépsejtek nem tudtak
citotoxikus T-sejtvalaszt (az idegen szerv/sejt-transzplantatum kilokddésében szerepet jat-
sz6 funkcionalis immunvalasz) generalni a hMSC ellen. Ezek az adatok felvetik azt, hogy
a hMSC patkanyokban tapasztalt, immunologiai kilskddése nem érinti a hMSC tesztelését
a széliités kezelésére. Lehetséges, és fontosabb, az is, hogy a patkanylép alacsony €érzeé-
kenységet mutatnak az injektalt hMSC-vel szemben, vagy arra egyaltaldban nem is érzéke-
nyek. Az a sajatsag, hogy a hMSC nem képes erés immunviélaszt kivaltani kapcsolatba
hozhaté e sejtek gyenge immunogenitaséval, ami annak koszonhetd, hogy e sejtek a f6
hisztokompatibilitasi komplexet (I. és IL. osztaly) és az ezzel kapcsolatos serkenté moleku-
lakat (CD40, CD80, és CD86) nem vagy csak alacsony szinten expresszaljak. Ezenfelil, a

hMSC olyan oldhatd meditorokat is szekretdl, amelyek csokkenté modon szabalyozzak
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egy adott xenogratft kilokédésében résztvevd immunvalaszok kialakulasat. Ezek az adatok
tisztazadsa tovabbi kisérleteket igényel az MSC sejthez kotédé populacioi immuno-
genitasanak vizsgélata terén.

Az adatok jelzik, hogy az i.v. beadott hMSC el8segiti a neurologiai funkcionalis
felépiilést 2 héttel a széliités utan. A hMSC és az ischaemias agy kozotti kolesonhatas fo-
kozza az ischaemias hatarzonaban az idegsejtek apoptozisat csokkenteni képes és a vi-
szonylag intakt SVZ-bol a sejtek proliferacidjat elémozdito neurotrofinok szekrécidjat az
ischaemias agyban. Azonban az még nincs meghatarozva, hogy az SVZ-bol szarmazo6 sej-
tek migralnak-e és épiilnek-e be az ischaemias agyba. A CNS-ben, a neuralis sériilések
hatékony kezeléséhez sziikség lehet az endogén kompenzacioés mechanizmus aktivalasara,
igy az agyi korforgasok atalakitasara. A neurologiai karosodasok MSC-altal kivaltott csok-
kenését meger6sité mechanizmus, €s a hosszu tava terapias javulas demonstralasanak tisz-
tazasaval, a hMSC hatékony molekularis €s cellularis lehetdséget biztosit a széliités és fel-
tehetben sok, emberi neurologiai elvaltozas terapias kezelésére.

3. PELDA

Neuralis sériilés kezelése: elozetes klinikai protokolok

Annak vizsgalatara, hogy az MSC elésegiti-e a széliités utani funkcionalis felépii-
lést, killsnféle, sejteken alapuld elézetes klinikai protokolokat hasonlitottunk &ssze. Az
érintendd kivant téméak kozott volt az, hogy mikor és hova implantaljuk a sejteket. Mivel
minket elsésorban az erdsitd terapia érdekelt — és feltételeztiik azt, hogy az ischaemias
1ézi6 méretét a hatékony erésitd terapia nem valtoztatja meg — kezdetben az éllatokat a
széliités utan 1 vagy tobb nappal kezeltik 31,32 E7 az id6zités klinikai szempontbol megfe-
lels. Ha hianyossagok a széliités utan egy nappal még léteztek, az esetet hiidésnek és nem
tranziens ischaemias rohamnak minésitettiik. Az elsé napon, amikor a paciensek stabiliza-
16dni 1atszanak a neurologiai karosodasok konnyen felmérhetdk.

A sejteket sebészi transzplantaciéval helyezhetjiik legkdzvetlenebbiil az agyba. A
kérdés az, hogy a sejteket a 1ézion beliilre, egészséges, nem ischaemids szovetbe vagy pe-
dig a hatarzonaba helyezziik. Az agyon, kiilonosen a fejlodési stadiumban 1€vo 1€zi6 hatar-
z6najan végzett megfigyeléseket szem elott tartva, a kezdeti kisérletekben a naiv teljes
csontveld-sejteknek a hatarzona szovetallomanyaba torténd behelyezését valasztottuk 32,
igy, donor patkanyokbol sejteket vontunk ki és sebészileg térben meghatarozott helyre, az
agykéreg ala és a kéregszovetben, az ischaemias 1ézi6 hatarzonajaba implantaltuk 3.3
Elsésorban azt akartuk tesztelni, hogy e sejtek eldsegitik-¢ a funkcionalis felépiilést, €s

ennek megfelelden neurologiai és funkcionalis teszteket végeztiink az allatokon. Komplett

(2]
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neurologiai vizsgalatot végeztiink (1. tablazat). Ebben a vizsgalatban, a modositott neuro-
l6giai sulyossagi pontszam (mNSS) a motorikus, szenzorikus reflex és az izomallapot
egyik indexe 3438 Eaenfeliil, egy ragacslapnak a mancsrol torténd eltavolitasat mérd
szomatoszenzorikus tesztet 39 és egy forgorud tesztet 40 alkalmaztunk, amely mérte azt az
idét, amit a patkany egy gyorsulo taposémalomban eltoltott. A méréseket a széliités elott €s
7 nappal illetve 14 nappal utana végeztiik. Az allatokat a 14. napon elsltiik, és hisztologiai
vizsgalattal az agyszovetben transzplantalt sejteket figyeltiink meg. E hisztolégiai analizis-
sel kapcsolatos egyik kérdés az volt, hogy az MSC differencialédik-e agyi parenchimalis
sejtekké. Hasonlo kisérleteket végeztiink olyan egereken, amelyeken a kozéps6 agyi artéri-
4n embolias okkluzidt végeztiink, majd pedig donor egerekbdl szarmazd, naiv teljes csont-
vel-sejtek agyon beliilre torténd transzplantaciojaval kezeltik. A transzplantacio utan 28
nappal funkcionalis méréseket végeztiink. E sejteknek az ischaemiés 1ézi6 hatarzonajaba
tortént behelyezése utdn jelentds €s gyors miikodésbeli felépiilést figyeltink meg. MSC-
nek striatumba torténd intraparenchimalis transzplantacioja olyan egerekbe, amelyekben 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinnel Parkinson-szerii 1ézi6t indukaltunk, a motorikus
funkci6 jelentds visszanyerését eredmenyezte 42 Hasonloképpen, a gerincoszlop zizodasos
sériiléséhez kozel implantalt MSC, jelentds funkcionalis javulast okozott.

E kisérletek valtozatai megmutattak, hogy az MSC és serkentd faktorok — mint
példaul agyi idegi eredeti novekedési faktor - egyiittes beadasa elésegiti a funkcionalis
felépiilést, és e sejtek novekedési faktorokkal tortént elézetes egyiitt-tenyésztése eldmoz-
ditja a funkciondlis javulast és noveli az agysejtre fenotipusosan jellemzd fehérjéket
expresszalo sejtek szamat. Ugy tiinik, hogy a tenyésztett sejteknek az agyi mikrokdrnye-
zethez valo akklimatizaciéja megkonnyiti az in vitro tenyészetbol in vivo kdrnyezetbe tor-
ténd tranziciot. Sok transzplantalt csontvelé-sejt apoptozison megy keresztiil az ischaemias
agyban. Ezért, a csontveld-sejteket Z-Val-Ala-DL-Asp-fluormetilketon (Z-V AD) kaszpaz-
inhibitorral egyiitt adtuk be. Az elképzelés igazolédott: az apoptozisos sejtek szama jelen-
t6s mértékben csokkent és a forgorid teszttel mért funkeid novekvo javulast mutatott. igy,
a sejtes terapia mellett, még a jarulékos terapia is képes fokozni a kivant hatast.

Hasonlo terapias beavatkozasok szintén hatasosak voltak a traumas agysériilés,
gerincveld-sériilés, és Parkinson koér allatmodelljeiben; mindharom modellben az MSC
sebészi implantaci6javal a neuroldgiai karosodasok szignifikans csokkenése volt tapasztal-
haté. A terapias javulés a transzplantacios napokon beliil egyértelmiivé valt. Azonban, csak
a sejtek 1-3%-a expresszalt parenchimasejtekre fenotipusos fehérjéket. Bar az ilyen fehér-

jéket expresszalo fehérjék aranya elétenyésztéssel novelhetd, a transzplantalt sejtek szamai
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elenyésznek a félteke agyszovetének a kozépsd agyi artéria okklizioja utan infarktust ka-
pott részéhez képest (durvan 40%). Az okkluzié utan 14 nappal, koriilbeliil 50.000 sejt (SE
18 000) azaz a 400.000 transzplantalt sejt 12,5%-a talélt; csak egy kis szazalékuk
expresszalt neuralis fehérjéket — tul kevés ahhoz, hogy az infarktust kapott szovetet helyet-
tesitse.

E sejtek kozvetleniil az agyba torténd transzplantacidjanak sikere fellenditette a
beadas kevésbé invaziv, vaszkularis modjanak tesztelésére iranyulé kisérleteket. Patkanyok
kozépsd agyi artéridjan okkluziot végeztiink, és az ischaemias 1€zi6t kapott féltekével azo-
nos oldali nyaki artériat bekantileztik a sejtek injektalasa céljabol. A széliités utan 1 nappal
Kkériilbeliil 2 milli6 MSC-t injektaltunk. Neuroldgiai tesztek sorozatat végeztiik el a kezel€s
clétt és utan. Szdvettani analizis kimutatta, hogy csekély szdamu sejt expresszal
parenchimalis sejtekre fenotipusos fehérjéket. Azonban, jelentés mitkddésbeli javulas volt
tapasztalhato. A traumas agyseriilés kezelésére teszteltik az MSC artérias modon torténd
beadasanak lehetdségét. Annak ellenére, hogy a nyaki artérian at beadott sejtek bejutottak
az agyba, nem tapasztaltunk miikédésbeli javulast, feltehetéen azért, mert a beadasi mod-
hoz szitkség volt a belsd nyaki verdér ligciojara, és ez a traumas agysériilést sulyosbitd
hipoperfuziét okoz.

Ezutan teszteltiik a beadas klinikailag relevansabb, intravénas modjat. E megkdze-
lités egyértelmilen kevésbé invaziv és kevesebb karos hatassal jar, mint nyaki vagy kozvet-
len sz6vetbe torténd injekcid. A vénas mod lehetdvé teszi a tobbszords és hosszi idotarta-
mu sejtkezeléseket.

Masok mar kimutattak, hogy az intravénasan injektalt sejtek megtalaljak a modjat
annak, hogy milyen uton jussanak az agyba. Azonban, nem torténtek kisérletek annak ki-
mutatasara, hogy a sériilés — mint példaul széliités vagy trauma — esetén, az intravénasan
injektalt sejtek szelektiven migralnak-e az ischaemias sériilés helyére, és eldsegitik-e a
funkciondlis javulast. Igy teszteltik ezt az elképzelést is vizsgaltuk olyan patkanyokon,
amelyek kozéps6 agyi artérigjan okkltziét végeztiink. A széliités utan egy vagy tobb nap-
pal, 1-3 milli6 MSC-t injektaltunk az allatok farki vénajaba, majd egy sorozat neuroldgiai
kovetkezményt vizsgaltunk (1. tablazat). A széliités utan egy nappal sejtekkel kezelt alla-
tokat a széliités utan 14 nappal (1. abra), a széliités utin 7 nappal kezelteket pedig a szél-
iités utdan 35 nappal oltik el. A megel6zd kisérleteknek megfelelden, a sejteket
bromdeoxiuridinnel (az ujonnan szintetizalt DNS markere) jeloltitk az Gjonnan létrejott
sejtek azonositasa céljabol. Emellett, him patkanyokbol szarmaz6 MSC-t injektaltunk nés-

tény allatokba, és a sejteket az Y kromoszomahoz tortént in situ hibridizacidval azonositot-
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tuk. A kezelt allatokon a kezelés hatdsara jelent6s mérteki funkcionalis javulast tapasztal-
tunk (2. abra). Kontroll sejtpopuldciot is alkalmaztunk annak tesztelésére, hogy sejtek a
javult mikkodés elésegitésében mennyire specifikusan miikddnek kozre. Elpusztult MSC,
majbol és tlidébol szarmazo fibroblaszt (mint nem mezenchimalis eredeti kontroll) nem
mutatott terapias eldnyt és nem volt jobb, mint a foszfattal pufferelt sooldattal kezelt kont-
roll. Igy, a széliités és trauma utan, az intravénas mod jelentds funkcionalis javulast bizto-
sit. Ez a megfigyelés igaz volt a széliités utan 7 nappal inditott kezelésre, és a funkcionalis
javulas hasonlé volt a him €s ndstény patkanyokban.

Az emberi testben fennallé koriilmények jobb megkdzelitése végett, a patkany-
eredetii MSC helyett inkabb emberi csontvelbdl szarmazd sejteket alkalmaztunk donor
sejtpopuldcioként. Helyi érzéstelenités mellett, emberi sejteket vontunk ki egészséges do-
norokbél a csipdcsont hatsé tarajanak punkcidjaval. A csontveld-kivonatokbol (15-16 ml)
mononuklearis sejteket kiilonitettiink el. Okklizié vagy traumas agysériilés utan 1 nappal,
az egyes patkanyokba 3 millié emberi MSC-t tartalmazé dozist injektaltunk intravénasan.
Erés funkcionalis javulast figyeltiink meg a széliités €s a trauma utan egyarant. Az emberi
sejtek donorokbol konnyen eléallithatok, konnyen szaporithatok, és az aramlési
citometriaval vagy magneses sejtosztalyozassal torténd elvalasztashoz vannak megfeleld
antitestek. Emberi MSC-t mar alkalmaztak rdkos vagy sclerosis multiplexes paciensek ke-
zelésére. gy elérhetdk az emberekre vonatkoz6 biztonsagi adatok.

Vizsgalataink soran nem tapasztaltuk az immunkilskddés egyetlen jelét sem (nem
kozolt megfigyelés). A kezeletlen patkanyok és emberi MSC-vel kezelt allatok 1épeit elta-
volitottuk és emberi MSC-vel tenyésztettiik. Az emberi MSC-vel injektalt patkanyok I€p-
sejtjeinek proliferécioja fokozodott az MSC-vel végzett in vitro Ujraserkentés utan; azon-
ban, a proliferativ valasz nem kiillonb6zdtt lényeges mértékben a kezeletlen patkanyok 1ép-
sejtjeinél tapasztaltakhoz képest. igy, bar az emberi MSC képes elsddleges proliferacios
valaszokat indukalni a patkanylépbdl szarmazo limfocitékban, az MSC in vivo beadasa
patkanyoknak nem érzékenyiti a limfocitakat egy mésodik, in vitro proliferativ valaszra. A
T-limfocitakrol Ggy vélik, hogy graft-versus-host betegséget inditanak be. Ezért, a pat-
kanyeredetii gazda T-sejtek emberi graftra adott valaszat standard krom-51 vizsgalattal
mértiik a litikus hatas megallapitasa céljabol. Az emberi MSC nem indukalt citotoxikus T-
limfocita valaszt a patkany 1épsejtjeiben. Nem tudjuk kizarni azt a lehetdséget, hogy a rag-
csalok és az emberi lények kiilonbozéen reagalnak az MSC-kezelésre. Azonban, egy masik
lehetéség az, hogy univerzalis sejtek, allogén sejtek, és nem pedig autoldg sejtek alkal-

mazhatok paciensek kezelésére. Egyértelmi, hogy ezen elképzelés tesztelésére t6bb, embe-
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ri alanyokbél szarmazé adatra van sziikség. A kezdeti klinikai alkalmazas autolog transz-
plantacioval jar.

Még mindig van szamos megvalaszolatlan kérdés, igy az, hogy hogyan lehet e sej-
teket a sériilés helyére irdnyitani, és hogy hogyan fejtik ki jotékony hatasukat. Honnan tud-
jak a sejtek, hogy hova kell migralniuk? Milyen mechanizmus iranyitja e sejteket specifi-
kusan a sériilés helyére? A legérdekesebbek, azonban, a sejtek agyra kifejtett hatasai és az,
ahogy e hatasok terapis javulasra forditddnak.

Az MSC iranyitasa az agyi sériilés helyeire

Hova migralnak az intravénasan injektalt sejtek? E19sz6r, az injektalt sejteket meg
kell jelezni, hogy azok a szdvetben azonosithatok legyenek. Az MSC konnyen azonositha-
16 a kiilonféle jelolésekre reaktiv antitestekkel. Az MSC-t jelezhetjitkk bromdeoxiuridinnel;
himekb&l szarmazo sejteket ndstény allatokba injektalhatjuk és az Y kromoszomékat in
situ hibridizacioval azonosithatjuk; vagy emberi sejteket injektalhatunk patkanyokba €s
emberi antigének elleni antitesteket alkalmazhatunk. Intravénasan injektalt sejteket megta-
lalhatjuk a majban vesében, lépben €s csontvelében. Azonban, a legtobb azonositott MSC
e szervek hajszalereiben cirkulal, és néhany sejt pedig a parenchimaban lokalizalodott.
Igen kevés sejtet (a kezelés utan 14-35 nappal, a 3 milli¢ injektalt MSC 1,5-3,0%-a) mutat-
tunk ki az agyszovet parenchiméjaban. A sz€liités vagy trauma utan, a sériilt agyban a sej-
tek legnagyobb része a sériilés helyét vette célba. Példaul, széliités utan, a sejtek tobb mint
80%-a a érintett féltekén beliil volt, és e sejtek nagyobb része a 1éziot koriilvevo tertilete-
ken gyiilt 5ssze. Sok sejt az erek kozvetlen kozelében vagy az erekben volt jelen. Hogyan
veszik célba a sejtek a sériilt szovetet, €s lényeges-e, hogy e sejtek a hajszélerekben he-
lyezkednek el?

Az MSC-nek a sériilés helyére vald iranyitasa a gyulladasos sejteknek a sériilt
szovetre adott valaszara emlékeztet. Osszerendezett, keringési és cellularis molekularis
szignalok sorozata révén a neutrofilek és monocitdk célbaveszik a sériilt és gyulladasos
szovetet. A gyulladt sejteken és a keringésen expresszalt adhézios molekuldk és azok re-
ceptorai iranyitjak a sejteket a sérilt szovetre és attranszportaljak e sejteket az erezet hatar-
felilletén, altalaban a vér-agy giton keresztiil is. E célbairanyitd és adhézios molekuldk
egyiittmikodnek a kemokinekkel. Boyden-kamrat (két, egymastol permeabilis membran-
nal elvalasztott kamra kozotti sejtmigracio vizsgilatara szolgalo teszt) alkalmaztunk. Az
MSC koncentracidjat 5 x 105 sejt/migracios kozeg (Iscove-altal mddositott, 5% borjusze-
rum-albumint tartalmazé, Dulbecco-féle tapoldat) értékre allitottuk be. Az egyes fels6 lyu-

kakba 50 pl sejtszuszpenziot mértiink. Az also felszinre migralt MSC-k szamét 6t optikai
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mez6ben (0,12 mm? teriilet) szamoltuk meg. Mivel az ischaemias agyszovet kemotaktikus
fehérjéket, példaul 1-es monocita-kemoattraktans fehérjét és makrofagokbol szarmazo 1-es
gyulladasos fehérjét, expresszal, ezeket az anyagokat az alsé kamraba helyeztiik a migracio
dozistdl fiiggd fokozasa céljabol. Hasonlé valaszokat kaptunk akkor is, ha adhéziés mole-
kulakat, mint példaul 1-es adhézios molekulat helyeztiink az als6 kamraba. A fokozott
migraciot hatékonyan lehetett blokkolni ugy, ha az alsé kamraba adhézios molekuldk vagy
a kemokinek elleni antitesteket adtunk. Jelentosen csokkent a sejtmigracio akkor is, ha
traumés sériilésnek vagy hiidésnek kitett agybol szarmaz® szovetet helyeztiink az alsé
kamraba. E megfigyelések betekintést nyujtanak abba, hogy a sejt hogyan vesz fel gyulla-
dasos sejtekre jellemzé identitast, és hogy hogyan ,tudja” specifikusan a sériilt szovetet
célbavenni. gy, barmely olyan sériilés, amely gyulladasos valaszt — igy neurodegenerativ
folyamatokat, példaul Parkinson kort és sclerosis multiplexet — valt ki, iranyithat MSC-t az
érintett helyekre. Az, hogy az iranyitas fligg a sériilés mértékétol, a sejtek ,,hatékony” d6zi-
sanak titracios formajat biztositja. Minél sulyosabb a sériilés és az azzal jelentkez6 gyulla-
dasos valasz, annal nagyobb szamu sejt iranyul a sériilt helyre.

Hatasmechanizmus

Hogyan gyakorolnak hatast e sejtek az agyra és segitik eld igy a seriilésbol és pa-
tologiai folyamatokbol torténd funkcionalis felépiilést? Annak lehetdsége, hogy az MSC
agysejtekké valo atalakulasa révén gyakorol jotékony hatast az agyszovetre, igen csekély.
Intravénas injekcioval beadott néhany szazezer intraparenchimalis sejt igen kevés ahhoz,
hogy - ha egyaltalan be is kovetkezik — néhany kobmilliméternél nagyobb szovettérfogatot
helyettesitsen. Azonban, sok esetben javulas tapasztalhaté a kezelés utan néhany nappal.
Legtobbszor a sejteknek csak egy kis hanyada expresszal parenchimasejtekre fenotipusos
fehérjéket. E fehérjék expresszidja nem jelez valodi differencialodast és idegi vagy
gliasejtre jellemz6 miikodést. R&vid id6 utan, még a differencialodott sejtek sem valoszind,
hogy igazabol integralodtak volna a szovetbe, és komplex kapcsolatokat képeztek volna
(ami a mitkddést javitana). fgy, a szovethelyettesités, mint az a mechanizmus, amivel az
MSC esetleg kifejtené jotékony hatasait, igen valészintitlen. A jotékony hatasra sokkal
valoszinitbb magyaréazat az, hogy az MSC agyi szoveteket indukél az agy endogén helyre-
4llit6 hatasainak aktivalasara. Az MSC be tud kapcsolni bizonyos reakciokat, és kéleson-
hatasba képes 1épni az aggyal abbol a célbol, hogy helyreallitod és feltehetden regeneracios

mechanizmusokat aktivaljon.
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Az MSC kismolekulakat gyarté ,,gyarként” viselkedik, €s sok kiilonféle citokint
¢s serkentd faktort termel. Valoszind, hogy az agyszovetben vagy a sérillt agy hajszalerei-
ben az MSC expresszalja ezeket a faktorokat, és a serkent6 faktorok agyszovetre gyakorolt
hatdsa az a mechanizmus, amely gyorsan és hatékonyan segiti el6 a mikdés helyreallito-
dasat. Kimutattuk, hogy az MSC — sok mis serkentd és novekedési faktor mellett -
hepatocita-eredetli novekedési faktort, VEGF-et, idegi ndvekedési faktort (NGF), és agyi
eredetii neurotréf faktort (BDNF) is termel. Ezek a valtozatos faktorok, és nem egy adott
névekedési faktor egyetlen adagja, teszi lehetdve a jotékony hatast. E megfigyelés felveti
azt, hogy a sériilt szdveten beliili sejtek, a szovet igényeihez igazitott, serkentd és noveke-
dési faktorokat expresszalnak. Killonféle kornyezetek befolyasoljak e faktorok szekrécio-
jat. igy, a szoveti sériilés mértéke és ennek megfelelden az ionos kornyezet szétesése sza-
balyozzék a serkentd faktorok szekréciojat. Ezt az elképzelést szamos kdrnyczeti feltétel
mellett teszteltiik. Ha hiidéses vagy sériilt agybol kivont szovetekben MSC-t tenyésztet-
tiink, a serkenté faktorok szekrécioja jelentdsen megnétt. E kisérleteket a novekedési fak-
torok MSC-vel kezelt agyban torténd expressziojanak mérésével folytattuk. Az agyban
expresszalt ndvekedési faktorok immunjelzéses eljarasokkal torténd mérésére kvantitativ,
szendvics-ELISA-t alkalmaztunk. A serkentd faktorok expresszidja szignifikansan na-
gyobb a hiidéses vagy traumas allatokban, az MSC-vel tortént kezelés utan, mint az MSC-
vel nem kezeltekben.

Mivel adott az, hogy az MSC szelektiven képes belépni a sériilt agyba €s a sz0o-
vetben - visszacsatolasos szabalyozassal — novekedési és serkentd faktorokat szekretalni,
vajon hogyan viltoztatjak meg € faktorok az agyat az ilyen terapias javulas elésegitésére?
A miikodési hipotézisiink az volt, hogy a terapias javulast az agy plaszticitdsaval kapcsola-
tos események sorozata indukalja; e folyamatok - minden korlatozas nélkiil — az alabbiak:
angiogenesis, neurogenesis, szinapszisképzés, dendritikus abortizacio, és a szovet hatarzo-
najaban a stratégiailag fontos szdvetben az apoptozis csokkenése.

A VEGF és a fibroblaszt-eredetii bazikus novekedési faktor hatékony angiogén
agens. Teszteltiik az MSC-t vagy az MSC-r8l szarmaz6 feliiluszé angiogenesis indukalasa-
ra kifejtett hatasat. Méréseket végeztiink egy sor emberi agybol szarmazo endotél sejten,
amelyek feliiliszéiban az MSC-rdl szarmaz6 feltiliszokrol mar kimutattuk, hogy azok a
tubulusok gyors kialakulasat indukaljak (ami szerkezeti és angiogén folyamatra utal). Az in
vivo alkalmazott vizsgalati eljaras a klasszikus vaszkularis szaruhartya-vizsgalat volt. Se-
bészi uton zsebet (rést) készitettiink a szaruhartyan €s MSC-feliiliszdval bevont kollagén

ostyat vagy MSC-t onmagaban illesztettiink a szaruhartya-résbe. A kontrollban elvégeztiik



10

15

20

25

30

100729-9448 -47 -

a sebészi bemetszést és csak kollagén vizet vagy kozvetleniil VEGF-et helyeztiink a szaru-
hartya-résbe. Az MSC-feliiluszoval bevont ostyaval kezelt szaruhartydban gyors €s erdtel-
jes neovaszkularizaciot figyeltiink meg. Bar a szaruhartya-bemetszésbe kozvetleniil behe-
lyezett sejtek legnagyobb héanyada eldiffundalt a helyrél,'az angiogenesis vilagosan kimu-
tathat6 volt. A kontroll allatokban nem tapasztaltunk angiogenesist (2. abra). Az MSC fe-
liiltszoval indukalt angiogenesis sokkal erételjesebb volt, mint ami a VEGF kozvetlen al-
kalmazasa utan volt megfigyelhetd, és ez jelzi, hogy a feliilusz6 az angiogén faktorok igen
hatékony forrasa. Angiogenesis agyszovetek MSC-kezelésével torténd indukalaséan folyta-
tott eldzetes tanulmanyok is az 01j véredények fokozott mértékit kialakulasara utalnak (nem
kozolt megfigyelés). Bar az angiogenesis indukalasa kozvetleniil nem okozza a mikodés
eldmozditasat, korabban mér kimutattuk, hogy a szélités utan egy vagy tobb nappal, a
széliités VEGF-fel tortént kezelése szignifikdnsan javitja a funkcionalis javulast és fokozza
az angiogenesist.

A széliités utani funkcionalis javulasaban részt vesz az is, hogy az MSC neuro-
genesist is indukal. A neurogenesis egyik fontos helye az oldals6 agykamrakhoz kozel ta-
lalhaté szubventrikularis zona. Neurogenesis torténik még a bulbus olfactoricus-ban €s a
patkanyok agyanak fogazott agytekervényében. Agysériilés, példaul hidés, az agy bizo-
nyos régidin beliil felerdsiti a neuronok termelddését. Funkcionalis javulas, kiilonosen a
sz&liités utani hosszabb idétartam alatt, kapcsolatba hozhaté az 0j agysejtek keletkezésével.
Az ilyen sejtek termelodését eldsegitd mechanizmusok javithatjak a feléptilést. Teszteltiik
a széliités MSC-vel torténd kezelésének neurogenesis indukalasara gyakorolt hatasat. Mé-
réseink szerint, a széliités utan a sejtszam jelentés mértekben nétt a szubventrikularis zo-
naban. E sejtek koziil sok hordozott az ujonnan képz6datt progenitor-szerii sejtekre jellem-
z6 markereket (példaul specifikus molekulamarkerek, igy a Tuj-1, expresszalodtak). Az
azonos oldali félteke agyszoveteiben szintén tapasztaltuk a nestin — az dssejtek markere -
expresszijanak massziv novekedéset, amely az agyszovet progenitor vagy fejlédési alla-
potba torténd aktivalodasat jelzi. Az MSC-vel transzplantalt agyszovet szOvettani analizise
szintén kimutatta az ischaemias szoveteken beliil elhelyezked neuroszféra rozettak jelen-
1étét. Ezek az idegsejtekbol allo rozettak hasonlok ahhoz, amit a fejlédé agyban taldlha-
tunk. E sejtrendszer agyszovetbe torténd migraciéjat irdnyithatjak az agykamrak alkotta
76nabol szarmazé asztrocita-szerii nyulvanyok, amely szintén a fejlodo agyban zajl6 ese-
ményekre emlékeztet. igy, a csontvels-sejtek jelenléte tgy tiinik, hogy eldsegiti az 4j sej-
tek gyors indukalésat és az agykamra alkotta z6nabol és az érfonatbdl, mint primer forras-

bol, a sériilt agyrészbe torténd gyors migraciéjat. E sejtek résztvehetnek a funkcionalis
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javitasban, bar a neurogenesis indukalasa és e sejtek a funkcid helyreallitisanak helyére
t6rténd migracidja kozotti kapesolatot kdzvetleniil még nem tesztelték.

Az MSC altal termelt ndvekedési és serkentd faktorok befolyasolhatjak a szinap-
szisok kifejlodését és a sériilt és ischaemids agyban fokozhatjak az dendritikus elagazaso-
kat. A széliités MSC-vel torténd kezelésének a dendritikus elagazasok kialakulasara kifej-
tett kozvetlen hatasa tovabbi vizsgalatokra var. Eldzetes kisérleteinkben kimutattuk a
szinaptofizin elnevezésii szinaptikus fehérje fokozott expresszidjat a széliités utani
ischaemias 1ézi6 hatarzonajaban.

Neuralis sériilés utén, a gliosis gatolhatja a neuritek kinovését €s elagazodasat.
Transzformacios novekedési faktor fehérjék a sebgyogyulasban f6 szerepet jatszanak, €s
jelentdségiik van a borben €s szivizomban a hegképz6dés gatlasaban és a foetusban megfi-
gyelt, hegesedés nélkiili sebgyogyulasban. Mivel az MSC termeli ezt a novekedési faktort,
a terapias haszon szarmazhat a hegképzddés csokkenésébil és ezt kovetden a szinapszisok
fejlddésének és a dendritikus elagazodasok kialakulasanak javulasabol.

A citokinek és serkentd faktorok mellett, az MSC a csontok kialakulasaval kap-
csolatos faktorokat, példaul osteoblastra specifikus 2-es faktort és csont-morfogenetikus 1-
es fehérjét, expresszal. Az MSC expresszal meg neurofillint (idegi sejtadhéziés molekulat)
¢s neurotrof faktorokat, igy NGF.et és BDNF-et. Ujkeletli vizsgalatok mar kimutattak,
hogy a csontvelébdl szarmazd morfogeneikus fehérjék, Sonic siindiszné gén ("Sonic
hedgehog"), paratiroid hormon, és fibroblaszt-eredetii 8-as novekedési faktor - a
mezodermalis és neuroektodermalis utvonalak modositésaval - szabalyozo6 szerepet tolte-
nek be az embriondlis sejtek differencialédésa soran. Annak eldéntése, hogy e citokin-
kaszkad MSC-altali szekréciéja a sériilt agyban funkciondlis javuldssal jar-e vagy sem,
alapos megfontolast és tovabbi kisérleteket igényel.

A 1ézi6 el6tti teriilet az apoptozisos sejtpusztulasra igen fogékony. Az apoptozis a
széliités vagy agyi trauma utan még hénapokig fennall. A gyégyulasra gyakorolt hatas is-
meretlen. Kimutattuk, hogy széliités €s agyi trauma MSC-vel tortént kezelése jelentosen
lecsokkentette az e teriileten beliili apoptozist. A hatast kozvetitheti a ndvekedési faktorok
— példaul NGF — termel6dése a sériilt agyban. Ugy véljiik, hogy ha e région belill az
apoptozist szelektiven csokkentjiik, akkor megtorténhet az agyi idegsejt-halozat ujraépiilé-
se.

A mechanizmus, amellyel az agy ujramodellez, a neurogenesis €s a neuroprotektiv
mechanizmusok 4ltal a sériilés utan kivaltott funkcionalis javulas bizonytalan és fontos

tudomanyos kérdés. Az, hogy ezek az események, amelyeket az MSC-vel végzett kezelés-
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sel amplifikalunk, valéban résztvesznek-e a széliités és trauma utéani fokozott javulasban
még vizsgalat alatt allnak.

Ekkor még nem tudtuk izolalni azokat a specifikus eseményeket, amelyek eldsegi-
tik a neurolégiai funkciok helyreallitodasat. Azonban, kigondoltuk, hogy a miikodés hely-
reallitodasat elésegité folyamat nem egyszeriien szoveti modositas (példaul neurogenesis),
hanem valdszinii, hogy egy sorozat esemeény, angiogenesis, neurogenesis, szinapszis-
képzés, és a hegesedés csokkeneése a hatarrészen és apoptozis Osszeszovodésének kombi-
nacidja, ha nem is szinergista modon, a mitkodés javitasa céljabol. Bar e hipotézis tesztelé-
se és a javult neurologiai funkcidban résztvevd specifikus faktorok azonositasa megéri a
faradozast, csak korlatozott mértékben voltunk képesek szelektiven fokozni az apoptozist a
hatarzonaban, és csokkenteni az angiogenesist a neurogenesis befolyéasolasa nélkiil.

A sériilt agyszovet szamos médon osszegzi az egyedfejlodést. Széliités vagy séru-
Iés utan, az agyszovet visszatér a fejlédés egy korabbi stadiumaba és igy igen érzékennyé
valik a beadott MSC-b6l szarmazé citokinek, serkentd és novekedési faktorok altal kival-
tott serkentésre. Az MSC feltehetden serkentd hatast fejt ki a latszolag fejlodo agyszovet-
ben és serkenti a regenerativ valtozasokat, igy az angiogenesist, vasculogenesist,
neurogenesist és a dendritikus elagazasok fejlodését. Inkabb a szdvet primitiv stadiuma,
amely kiilonboz6 serkentdkre €s novekedési faktorokra igen érzékeny, mint az MSC primi-
tiv stadiuma az, ami eldmozditja a terapias valaszt. Az MSC egyszeriien csak biztositja az
ontogén agyszovetnek sziikséges forrasokat az agyi ijramodellezés serkentésére. Nem zar-
juk ki annak lehetéségét, hogy mas sejtek vagy citokinek és novekedési faktorok meghata-
rozott mennyiségli infizidjanak sorozata képes serkenteni a kéarosodott agysejteket a va-
laszra és helyreallitani a mikodést. Hasonloképpen, nem zérhatjuk annak valdszinliségét,
hogy az MSC egy adott alpopulacidja Ossejt-szerii vagy progenitor-szerti, €s szinergista
moédon reakcioba léphet a sériilt szovettel. Bizonyosnak véljiikk viszont azt, hogy az agyban
az MSC nem helyettesit szovetet, és nem differencialédik mitkodoképes idegsejtekkeé €s
tamogato asztrocitakka, legalabbis azon az id6tartamon beliil, mikor a funkcionalis javulast
lattuk. Az elsédleges eldny a sériilt szovetek tjra-felépiilésének és a sériilés kompenzacio-
janak aktivalasaban rejlik. A 3. 4bra mutatja be a jelenlegi elképzelésiinket arrol a folya-
matrél, amellyel az MSC begyijthetd és alkalmazhat6 sériilt agyszovet kezelésere.

Paciensekbe torténd transzplantalas

Egyértelmii, hogy mieldtt a sejtterapia e formajat paciensekben alkalmazhatnank,
biztonséagi vizsgalatokat kell végezni. Bar a csontveld-transzplantacio altalanosan eljaras a

rakkezelésben és a sclerosis multiplex—es paciensekben is alkalmazték mar kieggszito tera-
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piaként, szilkség van a biztonsagot érint6 1. fazisi vizsgalatokra a széliités kezelése terén.
Az eddig mintegy 2000 széliitéses allaton végzett kisérletben, nem tapasztaltuk a terapia
egyetlen karos hatésat sem és nem tapasztaltunk daganat-kialakulasra utalo jeleket sem. A
pacienseket a sajat sejtjeikkel, HLA-egyeztetett sejtekkel, vagy univerzalis donor populé-
ci6bol szarmazé sejtekkel kellene-e kezelni? Az el6zetes klinikai adatok eddig azt vetik
fel, hogy lehetséges a donor sejtekkel torténd kezelés. Azonban, az eldzetes és 1. fazisu
klinikai vizsgalatoknak e kérdésre kell iranyulniuk. A leirasban ismertetett elozetes klinikai
és alapkisérletek jelzik, hogy a széliités MSC-vel torténd kezelése életképes és igen haté-
kony helyreallitasi terdpiat biztosit. igy sziikség van klinikai kisérletekre.

A leirasban kiilonféle kozleményekre — igy amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi iratokra — hivatkoztunk szerzo, évszam €s szabadalmi iratszam alapjan. A kozlemé-
nyek teljes listajat az alabbiakban mutatjuk be. E kdzlemények és szabadalmak teljes egé-
szilkben a kitanitas részét képezik, és a talalmany jobb megértését szolgaljak.

A talalmanyt illusztrativ modon irtuk le, €s egyértelmi, hogy az alkalmazott ter-
minologia a leirasi célokat szolgal és a talalmanyt semmiben sem Korlatozza.

Nyilvanvald, hogy a fenti kitanitasok fényében a taldlméany sok médositasa €s val-
tozata lehetséges, ezért egyértelmii, hogy csak a talalmany oltalmi korén beliil lehet a ta-

lalményt a specifikusan leirtaktol eltéréen gyakorlatba venni.

Tablazat
hMSC-k differencidlodasanak indukaldsa TBI szovetkivonatokkal

Csoportok TBI kivonat (%) Idegsejt-szeri sejtek (%)
Knock-out DMEM 0
Normalis agybol késziilt| 20 3,16%1,97
kivonat
40 2,08+1,19
TBI kivonat 10 2,07+0,49
20 29,60£16,89*
40 12,70+8,49*

TBI szovetkivonatokkal kezelt hMSC-k 6sszehasonlitasa a kontroll knock-out szé-
rump6tlét tartalmazo knock-out DMEM ¢és normalis agybol késziilt kivonatokkal kezeltek-
kel. * p<0,01
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Terapias szer angiogenesis €s vasculogenesis indukalasara, amely terapids szer
ssejtekbdl izolalt, angiogenesist €s vasculogenesist indukalé faktorokat és gyogyaszatilag
elfogadhaté sejtterapias szert tartalmaz, amely terapias szer angiogenesis s vasculogenesis
indukalasara szolgal.

2. Az 1. igénypont szerinti terapias szer, ahol az angiogenesist és vasculogenesist
indukalé faktorok lényegében az alabbiakat tartalmazé csoportba tartoznak: angiogén, ser-
kentd és/vagy novekedési faktorok.

3. Az 1. igénypont szerinti terapias szer, ahol a sejtterapias szer Ossejt, amely 1é-
nyegében az alabbiak barmelyike: mezenchimalis 9ssejt sztromalis sejt és annak prekur-
zorai, fibroblasztok, retikulocitak, adipocitak vagy endotél sejtek koziil kivalasztott dssejt.

4. Eljaras sztromalis sejtekbol szekretalodo, angiogenesist és vasculogenesist in-
dukalo faktorok eldallitasanak amplifikalasara azzal jellemezve, hogy sztromalis sejteket
differencialodast indukalé vegyiiletnek tesziink ki és azzal tenyésztjiik egyiitt, mialtal fo-
kozzuk angiogenesist és vasculogenesist indukalo faktorok termelddését.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy sztromalis sejteket diffe-
rencialodast indukalé vegyiiletnek tesziink ki és azzal tenyésztjiik egyiitt, mialtal fokozzuk
az angiogenesist és vasculogenesist indukalo faktorok termelddését, ahol a differenciald-
dast indukal6 vegyiilet 1ényegében agyi kivonat vagy kalcium.

6. Ossejtekbdl izolalt és tisztitott, angiogenesist és vasculogenesist indukalo fakto-
rok terapiaban valo alkalmazasra.

7. A 6. igénypont szerinti, angiogenesist €s vasculogenesist indukalo faktorok,
amelyek képesek az ilyen kezelést igényld paciensnek torténd beadas esetén angiogenesist
és vasculogenesist indukalni.

8. A 6. igénypont szerinti, angiogenesist €s vasculogenesist indukalo faktorok,
amelyeket az Gssejtek akkor szekretalnak, ha azokat kitesziink és egyiittenyésztiink egy
adott, differencialédast indukalo vegyiilettel.

9. A 8. igénypont szerinti, angiogenesist €s vasculogenesist indukalo faktorok,

ahol a differencialédast indukalo vegyiilet lényegében agykivonat vagy kalcium.

LX)
Y .

. °
. -
. oe



10

15

20

25

30

S« evas on
e eo@ -

4 W0e eonm
P

‘> ® o°- e

100729-9448 _56-

10. A 9. igénypont szerinti, angiogenesist €s vasculogenesist indukal6 faktorok,
ahol az agykivonat lényegében az alabbiak barmelyike agysejtek, agybol nyert sejtek vagy
tapoldatban tenyésztett sztrémalis sejtek feliiluszdja.

11. Eljaras a 6. igénypont szerinti, angiogenesist és vasculogenesist indukalo fak-
torok elballitasara, szolgald eljaras azzal jellemezve, hogy differencialédas elétti szovetbol
emberi mezenchimalis dssejteket izolalunk és tisztitunk; és

a mezenchimalis sejteket neurologiai és izom- és vazrendszer gyogyitasara szol-
galo eszkoz elballitasara tenyészetben felszaporitjuk.

12. Izolalt és differencidlodast indukalé vegyiilet hatdsa alatt tenyésztett,
mezenchimalis 9ssejtek, amelyek képesek differencialodni és a szévetjavitashoz sziikséges,
kivant sejtfenotipust eléallitani.

13. A 12. igénypont szerinti &ssejtek, ahol a differencialodast indukald vegyiilet
agykivonat vagy kalcium.

14. A 13. igénypont szerinti 6ssejtek, ahol az agykivonat lényegében az alabbiak
barmelyike: agysejtek, agybol nyert sejtek vagy tapoldatban tenyésztett sztromalis sejtek
feliiluszoja.

15. A 12. igénypont szerinti ossejtek a sejtek javitokapacitasanak atiranyitasaban
valé alkalmazasra.

16. Ossejtekbdl izolalt, angiogenesist €s vasculogenesist indukalé faktorok és
gyogyaszatilag elfogadhat6 sejtterapias szer alkalmazasa angiogenesis €s vasculogenesis
indukalaséra iranyulo terapidban alkalmazhaté terapias készitmény vagy készlet eldallita-
sdban, ahol a terapiés szer a paciensben angiogenesis €s vasculogenesis indukal.

17. A 16. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a terapias készitmény vagy készlet
lényegében  szubkutan, parenteralis, intravénas, intraarterialis, intramuszkularis,
intraperitonealis, intranazalis, intrathecalis vagy infuzids beadasra alkalmas.

18. Ossejtekbodl izolalt, angiogenesist €s vasculogenesist indukalé faktorokat €s
gyogyaszatilag elfogadhato, szovetjavitast indukalo sejtterapids szert tartalmazd készit-
mény vagy készlet szovetjavitas indukalasaban valo alkalmazasra

19. A 18. igénypont szerinti készitmény vagy készlet, amely, lényegében,
szubkutan, parenteralis, intravénas, intraarterialis, intramuszkularis, intraperitonealis,

intranazalis, intrathecalis vagy infuzids beadasra alkalmas.
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20. Terapias szer sejtfunkciok fokozasaban valé alkalmazasra, amely Ossejtekbol
izolalt, sejtfunkciot fokozo faktorokat ¢és gyogyaszatilag elfogadhato sejtterapids szert tar-

talmaz, és a terapias szer sejtfunkcio fokozasara szolgal.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

Dr. Svingor Adam
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