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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




KISALLAT

A zsir-, a porc-, és a
csontirdnyu differencid-
ciét is bizonyitottdk

a megfeleld festésekkel,
ill. reakciéval

MESENCHYMALIS OSSE)JTEK ALLATORVOSI ALKALMAZASA

jelenti azt, hogy ez a két sejtfellleti marker nincs rajta az altalunk izolalt MSC-
ken, hanem azt feltételezzilk, hogy a rendelkezéslinkre all6 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 eredet(i MSC-ken CD29, CD44, és CD90 pozitivitast
sikeriilt kimutatniuk, addig az anti-humaéan antitestekkel (CD13, CD73 és CD105)
torténd jeldlés negativ maradt (75). Egy masik kisérletben a kutya koldokzsinér-
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). KaNe és mtsai dsszehasonlitd vizsgalatot végeztek
kutya zsir, csontveld, koldokzsinérvér és Wharton-kocsonyabdl szarmazé MSC-k
sejtfelszini markereinek expresszidjara vonatkozdan aramlasi citométerrel.
Avizsgalt markerek kézUl valamennyi mintaban sikerUlt 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 CD105-0s
marker is, hasonléan a human eredetli MSC-khez, azonban az eredményeket
sokkal inkdbb a megfelelS kutyaellenes antitest kivalasztasa befolyasolja.

MSC-K DIFFERENCIALTATASA

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.




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



MESENCHYMALIS 6SSEJTEK ALLATORVOSI ALKALMAZASA

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



