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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k e kbzleménysorozat elsé felében ismertették a mesenchymalis ssej-
tek orvosi, de f6ként allatorvosi hasznosithatdsagardl szold ismereteket. Ebben
a részben bemutatjdk sajat eredményeiket, amelyeket kiulonbozd korl kutyak
zsirszovetébdl izolalt mesenchymalis 8ssejtek (MSC) in vitro szaporodasi és
csontiranyl differencialtatasa soran nyertek. Kisérleteikhez beagle kutyak bér
alatti zsirszovetébdl nyert MSC-készitményeket hoztak Iétre, amelyeket szapo-
ritottak, a nemzetkdzi elGirdsoknak megfeleléen jellemeztek, differencidltattak,
majd késdbbi felhasznalas céljara lefagyasztottak. Megfigyeléseik azt mutattak,
hogy az id8s és fiatal beagle kutyakbdl izolalt MSC-k in vitro kérilmények kdzott
jol szaporodnak, az MSC-kre jellemzd morfoldégiat mutatjak, valamint képesek
zsir-, porc- és csontiranyba is differencialédni. A csontiranyl differencialédast
az alkalikus foszfataz enzimaktivitasaval és a kalciumfelhalmozas mennyiségé-
vel mérték. A fiatalabb allatokbdl nyert sejtek differencialtatdsa soran mindkét
meghatarozott paraméter jelentésebb emelkedést mutatott, mint az idésebb
kutyabol szarmazé MSC-k esetén.
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Munkacsoportunk e kétrészes kozleménysorozat masodik részében fiatal és
id8s kutydkbdl szarmazd mesenchymalis dssejtek csontirdnyl differencialtata-
saval kapott sajat eredményeiket foglaljak dssze.

Kisérleteinket beagle (testtomeg: 14 + 2 kg) kutyakon végeztik az OKK Orszégos
Sugérbiolégiai és Sugaregészségligyi Kutatd Igazgatdsdagon (OKK OSSKI).
Az allatokat ad libitum viz és tap, normal, ill. 12 6ras fény-sotét ciklusl stan-
dard (h8mérséklet: 22-24 °C; paratartalom: 55 £ 6%) korulmények kozott tar-
tottuk az allatvédelmi és tartdsi szabalyok betartasaval (etikai engedély szama:
22.1/4200/003/2009).

A zsirszovetmintakat harom 6 hdnapos és egy 12 éves egészséges beagle kutya
mellkasi terlletének bdr alatti zsirszovetébdl nyertlk steril sebészeti beavatko-
zas soran. Az MSC-szeparalast mar kordbban ismertetett médon végeztik (75),
kisebb modositasokkal.

A szdvetdarabokat 1% penicillin/sztreptomicint (DE17-602E, Lonza) tartalmazd szo-
bah&mérsékletl PBS-sel (BE17-516F, Lonza) 2-3 alkalornmal atmostuk, mig a folyadék
feltisztult. Ezt kovet8en a zsirszbvetet szikével és olldval 1-2 mm-es darabokra felda-
raboltuk és 1 mg/ml kollagenaz- (C 1-22, Biochrom) oldattal megemésztettiik. Centri-
fugalas (5 perc, 300x g) utan eltavolitottuk a fellllszoét, a visszamaradt sejtes Uledé-
ket, az Un. stromalis vascularis frakciét szobahémérsékletl PBS-sel tobbszor mostuk,
majd DMEM-HG-t (32430, Gibco), 10% FBS-t (A15-151, PAA) és penicillin/sztreptomicint
tartalmazé tapfolyadékban tenyésztettik dket 5% CO,-koncentracion, 37 °C-os ter-
mosztatban. 48-72 Oras inkubaciot kovetSen PBS-sel lemostuk a tenyészetet, ekkor
szabadultunk meg a vorosvérsejtektdl, a le nem tapadt sejtektdl és tormeléktdl.

A tenyészt8edény (4420200N, Orange Sci) aljara letapadt sejteket Tripszin-EDTA-
val (L11-002, PAA) szedtlk fel. A passzaladsok soran egy flaskaba 5000 sejt/cm?
slrliségben helyeztlk el a sejteket.

Az els8 passzalast kovetSen a sejtek egy részét DMEM-HG/10%DMSO (A3672,
Applichem)/ 20% FBS-t tartalmazé, jéghideg médiumban felszuszpendaltuk,
1 x 108/ml| koncentracidban és fagyasztdécsovekbe (7353353, Sigma-Aldrich)
pipettaztuk. A csoveket izopropilént tartalmazé fagyasztédobozba (55710-200,
Thermo Sci,) helyeztik -70 °C-ra, majd egy hét elteltével, tovabbi felhasznalasig
folyékony nitrogént tartalmazo tartalyban taroltuk.

A megfelel§ sejttenyésztési feltételek kidolgozasa érdekében vizsgaltuk a
passzalasok soran a bFGF hatdsat a populacié megkett6z8désének szamitasa-
(130-093-837, Miltenyi Biotec) egészitettiik ki a DMEM-HG (10% FBS/penicillin/
sztreptomicin) tapoldatot.

A populacié megkettdzddésére a kovetkezd formulat hasznaltuk (48): pd = In(Nf/
Ni)In 2, ahol Nf az egy passzalas soran nyert sejtszam, Ni a kiindulasi sejtszam,
In a természetes log. A populacié megkettéz8dési idejét pedig a pdt = CT/pd
képlettel szamoltuk, ahol CT a killtetés és a passzalas kozott eltelt iddt jeldli.

A kutyak zsirszovetébdl szeparalt MSC-ket a masodik passzalast kovetSen vizsgaltuk.
1 x 10° sejtet helyeztiink a FACS csdbe, 1 ml PBS-t, 0,5% BSA-t (9048-46-8, Sigma-
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Aldrich) és 2 mM EDTA-t tartalmazd pufferoldattal feltdltottik, 10 percig 300x g-n
centrifugaltuk. A fellillszé ledntése utan 50 ul hCD90-PE (130-097-932, Miltenyi Bio-
tec), mCD44-PE (553134, BD Pharmingen, Ausztria), hCD105-PE (130-094-941, Miltenyi
Biotec) és hCD73-PE (130-095-182, Miltenyi Biotec) antitestet hasznaltunk. 37 C°-os
vizfUrdében harminc percig torténd inkubalas utan pufferes mosast alkalmaztunk.

A méréseket dramlasi citométer (FACSCalibur, BD) segitségével végeztik el.
Izotipuskontrollként a human antitestek esetében mlgG1-PE antitestet (130-
092-212, Miltenyi Biotec), a CD44-PE esetében patkany IgG2b-PE (553989 BD
Pharmingen) egérellenes antitestet hasznaltunk.

Az MSC-ket a zsirszovetbdl tortént kivonas utan haromszor passzaltuk a diffe-
rencialtatas elétt, hogy homogén MSC-kultlrakat kapjunk, majd 24 lyuk( sejtte-
nyésztd lemezre (5530300, Orange Sci.) helyeztlink 40 000 sejt/cm? sirliségben.
Amikor a sejtek elérték a 90-100%-0s konfluenciat, differencidltatd médiumot
helyeztik rajuk: DMEM-HG, 10% FBS, 10 pM inzulin (12643, Sigma-Aldrich), 0,1
UM dexametazon (D49-02, Sigma-Aldrich), 0,5 mM izobutil-metil-xantin (15879,
Sigma- Aldrich) és penicillin/sztreptomicin. 14 napig hetente 2x cseréltik a diffe-
rencidltaté tapot a sejteken, majd 4% paraformaldehid- (PFA) (158127, Sigma-
Aldrich)/PBS oldattal fixaltuk, és 0,2%-o0s Oil-red-O (00625, Sigma-Aldrich)
festéssel mutattuk ki a sejtekben felhalmozddd zsircseppeket, a sejtek morfo-
l6giajat 1,9-dimetilén-metilénkékkel (341088, Sigma- Aldrich) tettik lathatéva.

2,5 x 105 sejtet 96 lyukl, U alakl, nem letapadd tenyésztéedényben (M8060,
Sigma- A) centrifugaldssal ,mikromass”’-kultirdt hoztunk létre, és differencial-
tatd médiumot helyeztink ra. A chondrogenezist indukald tapfolyadékot harom
hétig hetente kétszer cseréltink teljes egészében, ami a kovetkezd dsszete-
véket tartalmazta: DMEM-HG, 10 ng/ml| huméan TGFB-3 (100-36E, Peprotech),
100 nM dexametazon, 50 pg/ml aszkorbinsav (49752, Sigma-A), 40 pug/ml prolin
(P0O380, Sigma-A), 10 ul ITS (51300-044). Harom hét tenyésztés utadn a mintakat
kriosztattal metszettik, 0,1%-0s dimetilén-metilénkékkel 10 percig festettik.

A csontiranyl differenciaciot tobb maddszerrel is bizonyitottuk. Az immuncito-
kémiai festéshez 96 Iyukl sejttenyészté lemezt (M0187, Greiner) hasznaltunk,
lyukanként 3000 sejtet helyeztiink el. Az ALP kvalitativ és kvantitativ méréséhez,
valamint a kalciumkivalas kvalitativ és kvantitativ méréséhez 24 lyuk( sejtte-
nyésztd lemezt hasznaltunk, amire 40000 sejt/cm? sirliségben helyeztik ki a
sejteket. A csontosodast eldsegitd tapfolyadékot harom hétig heti kétszer cse-
réltik. A DMEM-HG tapfolyadékot az alabbi dsszetevSkkel egészitettik ki: 10%
FBS, 0,1 mM 2-merkaptoetanol (ES-007-E, Millipore), 10 mM B-glicerofoszfat
(G9422, Sigma- Aldrich), 50 pg/ml aszkorbinsav, 100 nM dexametazon, penicillin/
sztreptomicin. Hetente 2x cseréltik teljes egészében a tapfolyadékot. A csont-
képzés |épéseinek nyomon kovetésére, valamint a csontosodas mértékének
meghatarozasara szolgald méréseket a differencialédas kezdetekor, 1 hét utan
és a kisérlet lezarasakor végeztik el.

A RUNX2 transzkripcidés faktor a csontiranyl differencialédas beinduldsanak
wvezérldgénje™ A RUNX2 fehérje megjelenését a sejtmagban, a differencialédas
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elsd napjan, az elsé héten és a harmadik hét végén vizsgaltuk immuncitoké-
miai modszerrel. 4% PFA/PBS-sel fixaltuk a tenyészetet, majd permeabilizald
és blokkol6oldatot (1%-0s BSA/PBS, 4% kecskeszérum (G9023, Sigma-A), 0,1%
Triton-X-100 (T8787, Sigma-A) helyeztink ra.

A festéshez anti-h/mRUNX2/CBFA1 Purified Rat Monoclonal IgG2B antitestet
(MABOO61, R&D System), Alexa Fluor 568, goat anti-rat 1gG (H+L) (A11077, Invit-
rogen) antitestet és végil 4',6—diamidino-2-fenilindolt (DAPI) (D8417, Sigma-A)
hasznaltunk. A jeldlt sejteket 0,5%-0s BSA/PBS-sel mostuk szobahémérsékleten.

Az ALP-aktivitas hisztokémiai kimutatasahoz 2% BCIP (5-bromo-4-kloro-3'-in-
dolil-foszfat) (B6149, Sigma-A) és 70% DMSO- (dimetil-szulfoxid) oldatban 3%
NBT (nitro blue tetrazolium) (11585029001, Roche) hasznaltunk, amit 100-szo-
rosara higitottuk ALP-pufferben [100 mM TRIS bazis (T-1378, Sigma-A), 100 mM
NaCl (30423, Lach-Ner), 5 mM MgCl, (13007-1-30, Reanal)]. Az oldatot 10 percig,
37 °C-on a sejteken hagytuk, majd PBS-sel atmostuk a tenyészeteket. Az oldat
enzim jelenlétében kékesfekete szinreakcidt ad.

A sejteket lizispuffer (pH 9,5) (50 mM TRIS béazis, 150 mM NacCl, 0,1% Triton X-100)
segitségével felszedtlk, és a mérésig -20 °C-on taroltuk. Kiolvasztas utan
haromszor 5 masodpercig jégben szonikaltuk, majd 10 percig 12000x g fordulat-
szamon centrifugaltuk. Az igy kapott felilGszét hasznaltuk a tovabbiakban. 96
lyukU plétbe mértik a kovetkezdbket: 10 ul mintahoz 90 ul lizispuffert, 100 ul ALP-
puffert és 5 ul Sigma 104 2x-os foszfataz szubsztratot (121H-50301, Sigma-A).
37 °C-o0s termosztatban egy 6ran at inkubaltuk a mintakat, majd 50 ul 1 N
NaOH-oldattal allitottuk le a reakcidt. A mérést Victor X3 Multilabel Readerrel
(PerkinElmer) 405 nm hulldmhosszlisdgon végeztik. A kapott abszorbanciaérté-
keket egy mg fehérjére normalizaltuk, amit Lowry-méddszerrel szamitottunk ki.

A kilonboz8 idépontokban 4%-o0s PFA/PBS-sel fixalt sejttenyészeteket szoba-
hémérsékleten PBS-sel atmostuk, 10 percig a sejteken hagytuk a 2% alizarinvo-
ros festéket (pH 4,3) (A-3757, Sigma-A), majd PBS-sel torténd tobbszori mosas
utan mikroszkdéppal megvizsgaltuk a tenyészetet. A kalciumlerakdédas narancs-
voros szinben festédott. A kalciumkivalas mennyiségi méréséhez a sejteket
0,5% HCl-oldattal felszedtlk, majd Calcium liquicolor kit-et (0150-250, Stanbio)
hasznaltunk a hasznalati utasitasnak megfelel§en. A mérést Victor X3 Multilabel
Readerrel 540 nm-en végeztUk.

A fénymikroszképos és fluoreszcens mikroszképos vizsgéalatokat IX51 INVERTED
MICROSCOPE (Olympus) mikroszképpal végeztik, ill. SPOT RT3TM (Diagnostic
Instruments) kameraval rogzitettik a felvételeket.

Mind a fiatal, mind az id8sebb kutyakbdl sikerilt MSC-ket izoldlnunk és in vitro
szaporitanunk 10% FBS-sel és bazikus fibroblast névekedési faktorral (bFGF)
kiegészitett DMEM-ben. Az idésebb kutyabdl szarmazé MSC-k is hasonléan jol
szaporodtak, mint a fiatalabb allatokbdl kinyertek, 1 hét tenyésztés utan elérték
a 80-90%-0s konfluenciat és fibroblast jellegl morfoldgidt mutattak (1. dbra).
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1. ABRA. Fibroblastszer( 8ssejtek fiatal (A) és idSs (B) kutya zsirszévetébd!
Faziskontraszt-mikroszképos felvétel, 100x

FIGURE 1. MSCs from young (A) and old (B) canine adipose tissue show fibroblast-like morphology

Phase contrast microscopy, 100x

2. ABRA. Bdzikus fibroblast %'
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Passzalasok szdama

Az Oreg és a fiatal kutyabdl nyert sejtkészitmények mikroszképos megfigyeléssel
hasonld morfolégiat mutattak a tenyésztés kezdetén, majd néhany passzalas
utan az dregebb allatbdl szarmazod sejtek ellapultak, méretik megndvekedett és
szaporodasuk lelassult.

A fiatal és 6reg donor allatokbdl szarmazd MSC-populacidk megkettdzddésének
ideje az atoltdsok sordn egyre noévekedett mind a fiatal, mind az 6reg allatbél
kivett MSC-k esetében. A sejtek novekedése jelentdsen lelassult, tdbb esetben
megallt a negyedik passzalasnal. A tenyésztétaphoz adagolt bFGF-fel azonban
gyorsabb szaporodast figyeltiink meg, és mind a fiatal, mind az 6reg allatbdl szar-
mazd MSC-k tovabb fenntarthatdak voltak in vitro korilmények kozott, valamint
tovabb megtartottak fibroblastszer( alakjukat is a 7-8. passzalasig (2. dbra).

Az aramlasi citométerrel végzett mérések soran az egérellenes CD44-PE antitest
99,8%-ban hozott pozitiv eredményt, az anti-huméan CD90-PE antitest pedig
98%-ban (3. dbra). Az anti-human CD73-PE és anti-human CD105-PE antitesttel
torténdjeldlés negativeredményt hozott. Véleménylnk szerint ez nem feltétlenul
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3. ABRA. Kutya-MSC-k sejtfelszini antigénprofil kimutatdsa dramldsi citométerrel (FACS): a CD105 és CD73 antigén nem volt
kimutathaté, mig a CD44 és CD90 antigének a sejtek kézel 100%-dn jelen voltak (balrdl jobbra: CD105, CD73, CD44 és CD90)

FIGURE 3. Profile of cell surface antigens on cAD-MSCs by FACS measurement (from left to right: CD105, CD73, CD44, and CD90).
The cells were negative for CD105 and CD73 antigens but for CD44 and CD90 they were almost 100% positive

4. ABRA. Zsirsejtek kimutatdsa Oil Red O festéssel:
a kutyazsirszévetbdl izolalt MSC-k két hét zsirirGnyd differen-

cidltatdsa utdn

A festék a citoplazmaban felhalmozdédo zsircseppeket
pirosra festi (400x), a sejtek morfol6giajat dimetil-metilén-
kék festéssel tettlk lathatéva

FIGURE 4. MSCs separated from canine adipose tissue diffe-
rentiated into adipose lineage show red coloured fat droplets in
the cytoplasm by Oil Red O staining (400x%), cells were stained
with dimethyl methylene blue dye to show cell morphology

5. ABRA. Porc kimutatdsa kutya zsirszévetébdl izoldlt MSC-k
hdromheti porciranyu differencidltatdsa utdn

A porciranyba differencialdodott kutya-MSC dimetil-
metilénkékkel metakromaziat mutat, a rézsaszin-lila szind
festédés porcsejtek jelenlétére utal (200x)

FIGURE 5. Cartilage detection of canine adipose derived
MSCs after three weeks of chondrogenic differentiation

The differentiated cAD-MSCs show metachromasia staining
with dimethyl methylene blue. The pink-violet staining is
cartilage specific (200x)
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6. ABRA. Csontirdnyd differencidlédds kévetése a ,vezérlégén” termékeként jellemzett RUX2 kimutatdsdval, immuncitokémiai
eljdrdssal

Elsd oszlop egynapos, masodik oszlop egyhetes, harmadik oszlop hdromhetes osteogen tapban vald tenyésztés utan.
RUNX2 festés: 1. antitest: anti-h/mRUNX2/CBFA1, 2. antitest: Alexa Fluor 568, Rat 1gG2B, a DAPI festés a sejtmagokat jeldli.
Elsd sor RUNX, masodik sor DAPI, harmadik sor RUNX + DAPI. Az elsd napon és az elsé héten a RUNX2 fehérje fSleg a ci-
toplazmaban talalhatd, a 3. hétre féként a sejtmagban és a sejtmagok korul lokalizalddik

FIGURE 6. Immunocytochemical labelling of RUNX2, the key regulatory gene of osteogenic differentiation

CAD-MSCs were differentiated into osteo lineage in one day (first column), one week (second column) and three weeks (third
column). Staining with RUNX2 (first row), DAPI (second row) and RUNX2 + DAPI (third row). RunX2 staining: primary antibody:
anti-h/mRUNX2/CBFA, secondary antibody: Alexa Fluor 568, rat IgG2B, DAPI: nuclei staining. During osteogenic differentiation,
the localization of RUNX2 protein has changed: in early stage, the protein can be found in cytoplasm but from the third week,

RUNX2 is mainly visible in nuclei and perinuclei

DAPI
RUNX2 + DAPI

1 nap
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jelenti azt, hogy ez a két sejtfellleti marker nincs rajta az altalunk izolalt MSC-
ken, hanem azt feltételezzUlk, hogy a rendelkezésiinkre allé anti-human antites-
tek nem voltak elég specifikusak a kutya-MSC-kre.

Az irodalmi adatokban is taldlunk hasonld eredményeket: VIERA és mtsainak
amellett, hogy a kutya zsir eredetli MSC-ken CD29, CD44, és CD90 pozitivitast
sikertlt kimutatniuk, addig az anti-human antitestekkel (CD13, CD73 és CD105)
torténd jeldlés negativ maradt (75). Egy masik kisérletben a kutya koldokzsindr-
vérbdl izolalt MSC-k esetében anti-kutya antitesteket hasznalva a CD29, CD33,
CD44, CD105, CD184 és Oct4 markerek voltak pozitivak, mig a CD90 és CD73 nem
mutatott pozitivitast (57). KaNG és mtsai dsszehasonlitd vizsgalatot végeztek
kutya zsir, csontveld, kéldékzsindrvér és Wharton-kocsonyabdl szarmazé MSC-k
sejtfelszini markereinek expresszidjara vonatkozéan &aramlasi citométerrel.
Avizsgalt markerek koézll valamennyi mintadban sikerilt pozitivitast talalni a CD44,
CD73, CD90 és CD105-6s markerekre (35). Ezen kisérleti eredményeket is figye-
lembe véve feltételezzik, hogy a cAD-MSC-ken jelen van a CD90 és CD105-06s
marker is, hasonléan a human eredetli MSC-khez, azonban az eredményeket
sokkal inkdbb a megfelelS kutyaellenes antitest kivalasztasa befolyasolja.

A zsirirdny( differencialédas bizonyitdsara hasznalt Oil Red O festéssel mar 2
hét elteltével sikerllt kimutatnunk a sejtek citoplazméjaban vorés cseppekben
megjelend zsirfelhalmozdédast (4. dbra). A sejtek morfolégiajat dimetil-melilén-
kék festéssel tettik lathatéva.

A porciranyu differenciaciéot dimetil-metilénkék festéssel bizonyitottuk, 2 hét
elteltével a festés metakromaziat mutatott, ami a porcszovetre jellemzé szulfa-
talt glikdéz-amino-glikanok jelenlétét mutatta (5. dbra).

Csontiranyba sikerilt mind a fiatal, mind az id8s allatok MSC-it differencialtat-
nunk, azonban a fiatal allatok esetében nagyobb ALP-aktivitast és kalciumkiva-
st észleltlnk, bar ez a kisszamU minta miatt nem tekinthetd szignifikdnsnak.

7. ABRA. Alkalikus foszfatdz hisztokémiai kimutatdsa: fiatal (A) és idés (B) kutya-MSC-n hdrom hét csontirdnyd differencidltatds

utdn. BCIP (5-bromo-4-kloro-3’-indolil-foszfat) és NBT (nitro blue tetrazolium) az enzim jelenlétében kékesfekete szinreakciét ad

FIGURE 7. Detection of alkaline phosphatase activity by histochemistry from young (A) and old canines (B) MSCs differentiated
into osteo lineages for 3 weeks. BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3’-indoly-phosphate / nitro blue tetrazolium) reagent gives blue-black
colour reaction in the presence of alkaline phosphatase (ALP)



8. ABRA. Alkalikus fosz-
fataz enzimaktivitGsanak
mérése hdrom fiatal (kék
oszlop) és egy 6reg kutya
(v6rés oszlop) csontirdnyba
differencidltatott MSC-te-
nyészetének egy nap, egy
hét és hdrom hét utdn

FIGURE 8. Measurement of
ALP enzyme activity of MSCs
from three young (blue colum-
ns) and one old (red columns)
canines one day, one week
and three weeks osteogenic
post-differentiation
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A csontiranyu differencialtatas soran a RUNX2 transzkripciés fehérje sejten belili
lokalizacidjaban valtozas tortént: mig kezdetben a citoplazmaban volt megfi-
gyelhetd, a 3. hét végére fGként sejtmagi és perinuklearis lokalizacidt észleltlink
(6. dbra).

A fiatal és Oreg kutyak esetében az ALP-enzimaktivitds mértéke a csontiranyu
differencialtatas soran emelkedett, a harmadik héten mértik a legintenzivebbnek.
Az 6reg kutya ALP-enzimaktivitds értékei mindvégig a fiatal kutyakbdl szarmazo,
csontiranyba differencialédé MSC-k ALP-enzimaktivitasa alatt maradt (7 és 8. Gbra).

Mind a fiatal, mind a beagle kutyakbdl szarmazé MSC-k esetében a 3. héten
detektaltunk jelent8sebb kalciumkivaldst mind az alizarinvords festéssel, mind
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9. ABRA. Fiatal kutya zsirszévetébdl szérmazd MSC-tenyészet differencidltatdsa csont irdnyba.

A kalcium lerakddas kimutatasa Alizarin-véros festéssel egy nap (A) (40%), egy hét (B) (40x) és harom hét (C) (100x) elteltével

FIGURE 9. Osteogenic induction of MSCs from a young dog with Alizarin Red staining after one day (A) (40x), one week (B) (40x)
and three weeks (C) (100x) post-differentiation
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10. ABRA. Alizarinvérés festés: fiatal kutydbdl (A) és éreg kutydbdl (B) szdrmazé MSC-k hdrom hét csontirdnyd differencidlta-
tds utdn (100x)

FIGURE 10. Alizarin Red staining of MSCs prepared from young (A) and old (B) dogs after three weeks of osteogenic differen-
tiation (100x)

11. ABRA. Kalciumkivdlds

mérése hdrom fiatal (kék 1,40 4
oszlopok) és egy éreg kutyd-
bél (vorés oszlopok) szdrma- 1,20 A
z6, csontirdnyba differencidal-
tatott MSC-ken egy nap , egy —_ 1,00 4
hét és hdrom hét utdn g
g% ® Fiatal
FIGURE 11. Quantitative £ 0.4 -
measurement of the calcium g * W |dos
content of osteogenically gg
induced MSCs from three 0,40
young (blue columns) and
one old dogs (red columns) 0,20
after one day, one week and 0.00

three weeks

1 nap 1 hét 3 hét

pedig a kalcium mennyiségi mérésével. Az osteogen tapfolyadékkal kezelt
sejttenyészetben az elsé napon (9. dbra A), ill. az elsd héten (9. dbra B)
az alizarinvords festés sotétvordsre szinezte a tenyésztedényben letapadt
sejteket. A kalciumlerakdédasra utald, csontiranyl differencidlédast jelzd
élénk narancsvoros elszinez8dést azonban csak a 3. héten sikerllt kimu-
tatnunk (9. dbra C). A fiatalabb kutyak esetében valamivel nagyobb mértékd
kalciumfelhalmozddast sikerllt kimutatnunk a 3. héten, bar ez statisztikai-
lag nem értékelhetd a kis mintaszam és az ismétlések hidnya miatt (10. és
11. dbra).
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Megfigyeléseink igazoltak, hogy mind a fiatal, mind az idGsebb allatok zsirszo-
vete alkalmas MSC-k kinyerésére. A fiatal és idds allatokbdl kinyert letapadd sej-
tek egyarant mutattak az MSC-kre jellemzé fibroblastszer( sejtalakot, képesek
voltak zsir-, porc- és csontirdnyba differencialédni, valamint a sejteken kimutat-
tuk a CD44 és CD90 antigének jelenlétét. Egyes irodalmi adatok azt mutatjak,
hogy idés emberekbdl izoldlt csontvelS-eredetli MSC-knél nem sikeriult fibrob-
lastszer{ sejteket kinyerni (4). Sajat megfigyeléseink azt mutatjak, hogy az 6reg
kutyadonortél szarmazo zsireredetld MSC-k az elsd 3 atoltas soran klasszikus fib-
roblastszerd morfoldégiat mutatnak, amelyek a passzalasok soran egyre inkabb
elvesztik alakjukat. A mikroszképos megfigyelések azt mutattak, hogy a passza-
lasok soran mind a fiatal, mind az idésebb donortél vett MSC-k egyre laposab-
bak és nagyobbak lesznek, amely az in vitro sejtéregedés egyik jele (34). Meg-
figyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy az MSC-k in vitro proliferaciés
képessége jelentbsen fligg a tenyésztési kortlményektdl, a passzalasok szama-
tél, jéval inkdbb, mint a donorok életkoratdl. A tenyésztési feltételek optimali-
zalasaval, a tenyésztStaphoz adagolt bFGF hozzdadasaval mind a fiatal, mind az
idésebb donoroktdl szarmazod sejtek hosszabb idSn keresztil megdrizték fibrob-
lastszer( sejtalakjukat és proliferacidés képességuket, igy in vitro tovabb fenn-
tarthatdak voltak. A fagyasztas utan tenyésztett sejtek hasonldan viselkedtek,
mint a frissen izolalt és szaporitott sejtek.

A csontiranyl differencialddas bizonyitasara tobbfajta mdodszert is alkalmaz-
tunk; az immuncitokémiai kimutatas soran a RUNX2 fehérje — ami a csontoso-
dasi folyamatok egyik f6 transzkripcids faktora — kezdetben f6ként a citoplazma-
ban, a 3. héten féként a sejtmagban és korulotte lokalizalddik. Mindez egybevag
azzal a megfigyeléssel, hogy a kalciumkivalas szintén a 3. héten a legintenzi-
vebb, amit az alizarinvoros festési eljarassal és a kalciumkoncentracié mérésével
is bizonyitottunk. Mar az elsé héttdl kezdve emelkedett ALP-aktivitast észleltlink
mind az enzimatikus méréssel, mind a hisztokémiai eljarassal, ami a harmadik
hétre tovabbi névekedést mutatott.

Az altalunk vizsgalt harom fiatal és egy oreg kutya esetében az alkalmazott
modszerek alkalmasak a kulonféle sejttipusok Iétrehozéasara. Klulonbség mutat-
kozik a csontosodasi képességben a fiatal kutyak elényére, azonban hangsulyozni
szeretnénk, hogy ez a kisszamu minta és az ismétlések hianya miatt statisztikai-
lag nem kiértékelhetd és altalanos kovetkeztetések nem vonhatdak le belGle.

Eddigi eredményeink alapjan Ugy gondoljuk, hogy idGsebb kutyakbdl is érde-
mes lehet MSC-sejteket izolalni és azt autoldg terapidkban felhasznalni. Olyan
kutyak esetében azonban, amelyeknél a zsirszovet levétele akadalyozott, vagy
MSC-i korlatozott csontosodasi kapacitassal rendelkeznek, megfontolandd egy
esetleges allogén transzplantacid lehetésége. Kezdeti eredményeink megers-
sitése érdekében tervezzik a kisérletbe tovabbi kutydk bevonéasaval a minta-
vételek szdmat megnodvelni a statisztikailag relevans mintaszam eléréséhez.
Tovabba kisérleteket folytatunk az MSC-k biokompatibilis és biodegradabilis hor-
dozdén (Gn. scaffoldon) in vitro és in vivo csontiranyU differencialtatasaval. Mindez
lehetdvé tenné az MSC terapias alkalmazasat olyan allatorvosi betegek részére,
amelyek traumas behatas vagy sebészeti beavatkozas utan igénylik nagyobb
szovethianyos terlletek rekonstrukcidjat.

Koszdnetlnket kivanjuk kifejezni a Creative Cell Kft.-nek és az Orszagos Vérel-
latd Szolgalatnak, hogy otleteikkel, szellemi kapacitasukkal jelentés mértékben
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hozzajarultak e munka létrejottéhez, valamint megosztottak vellink eszkdzparkju-
kat, a targyi és mérési feltételeket biztositottak. A mikroszkdpos felvételek szintén
a Creative Cell Kft. laboratériumaéaban készlltek. Kilon kdszdnet a sok segitségért
BAkKl ATTILANEnak és BATKAI LAszLONEnak. Valamint kdszonettel tartozunk a Frank
Diagnosztika Kft.-nek, akik a megfeleld sejtfellileti markerek megtaldlasahoz
tobbfajta antitestet is biztositottak szamunkra. A dolgozat alapjaul szolgald kisér-
leteket tobb hazai (KMOP-11.1-08/1-2008-0017 és KMOP-11.1-09/1-2009-0056,
GOP-111-09/1-2010-0107) és nemzetkozi palyazat (IAEA-CRP, EMIL NoE) tdmoga-
tasaval végeztik, amiért ezlton is kdszbnetiinket fejezzik ki.

Az irodalmi hivatkozasokat Iasd cikkink 1. részében (MAL 2016. junius).

RENDEZVENY

A Magyar Zoondzis Tarsasadg és a Nemzeti Elelmiszer-
lanc-Biztonsagi Hivatal Budapesten majus 23-an kozo6-
sen rendezte a Rudnai-Kemenes Tudomanyos Ulését.

Az Ulés f6 témai ,A migracié egészséglgyi veszé-
lyei”, valamint ,A szUnyogok altal terjesztett betegsé-
gek a klimavaltozasban”.

DR. MELLES MARTA f8igazgatd, az MZT elndokének meg-
nyitdja utan, az elsé témakorben:
A migracié zoonotikus veszélyei (TuBoLY SANDOR),
A mas foldrészeken felkerekedd embertomegek
dtvonulasanak parazitoldgiai kockazatai
(MERENYI LASzLO),
« Tularaemiatél botulizmusig (MEszAROS ENDRE)
. Tularaemia és botulizmus: jarvanyugyi informa-
ciék (KriszTaLovics KATALIN)
cim{ elbadasok szerepeltek.

A masodik részben:
A Zika-virussal kapcsolatos legUjabb informéacidk
(BOGNAR ZSOFIA).
A magyarorszagi invaziv szUnyog-surveillance
rendszer elinditasa és elsG eredményei
(SzTIKLER JANOS, ZOLDI VIKTOR)

cimU el6adasok hangzottak el.

Az Ulésen mintegy 200 f§ vett részt. A tudomanyos
Ulést élénk vita kovette és a résztvevdk Ujfent hang-
sllyoztdk a human és az allat-egészséglgyi szolgalat
egyluttmikodésének fontossagat a zoondzisok meg-
el6zésében és felszamolasaban.

Budapest 2016. jdn. 9.

Korzenszky Emdd dr.
Tuboly Sandor dr.
tovabbi informacidk:
Wwww.zoonozistarsasag.hu



