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6. ÁBRA. Csontirányú differenciálódás követése a „vezérlőgén” termékeként jellemzett RUX2 kimutatásával, immuncitokémiai 
eljárással
Első oszlop egynapos, második oszlop egyhetes, harmadik oszlop háromhetes osteogen tápban való tenyésztés után. 
RUNX2 festés: 1. antitest: anti-h/mRUNX2/CBFA1, 2. antitest: Alexa Fluor 568, Rat IgG2B, a DAPI festés a sejtmagokat jelöli. 
Első sor RUNX, második sor DAPI, harmadik sor RUNX + DAPI. Az első napon és az első héten a RUNX2 fehérje főleg a ci-
toplazmában található, a 3. hétre főként a sejtmagban és a sejtmagok körül lokalizálódik

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
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jelenti azt, hogy ez a két sejtfelületi marker nincs rajta az általunk izolált MSC-
ken, hanem azt feltételezzük, hogy a rendelkezésünkre álló anti-humán antites-
tek nem voltak elég specifikusak a kutya-MSC-kre. 

Az irodalmi adatokban is találunk hasonló eredményeket: Viera és mtsainak 
amellett, hogy a kutya zsír eredetű MSC-ken CD29, CD44, és CD90 pozitivitást 
sikerült kimutatniuk, addig az anti-humán antitestekkel (CD13, CD73 és CD105) 
történő jelölés negatív maradt (75). Egy másik kísérletben a kutya köldökzsinór- 
vérből izolált MSC-k esetében anti-kutya antitesteket használva a CD29, CD33, 
CD44, CD105, CD184 és Oct4 markerek voltak pozitívak, míg a CD90 és CD73 nem 
mutatott pozitivitást (57). Kang és mtsai összehasonlító vizsgálatot végeztek 
kutya zsír, csontvelő, köldökzsinórvér és Wharton-kocsonyából származó MSC-k 
sejtfelszíni markereinek expressziójára vonatkozóan áramlási citométerrel.  
A vizsgált markerek közül valamennyi mintában sikerült pozitivitást találni a CD44, 
CD73, CD90 és CD105-ös markerekre (35). Ezen kísérleti eredményeket is figye-
lembe véve feltételezzük, hogy a cAD-MSC-ken jelen van a CD90 és CD105-ös 
marker is, hasonlóan a humán eredetű MSC-khez, azonban az eredményeket 
sokkal inkább a megfelelő kutyaellenes antitest kiválasztása befolyásolja.

MSC-K DIFFERENCIÁLTATÁSA
A zsírirányú differenciálódás bizonyítására használt Oil Red O festéssel már 2 
hét elteltével sikerült kimutatnunk a sejtek citoplazmájában vörös cseppekben 
megjelenő zsírfelhalmozódást  (4. ábra). A sejtek morfológiáját dimetil-melilén-
kék festéssel tettük láthatóvá. 

A porcirányú differenciációt dimetil-metilénkék festéssel bizonyítottuk, 2 hét 
elteltével a festés metakromáziát mutatott, ami a porcszövetre jellemző szulfa-
tált glükóz-amino-glikánok jelenlétét mutatta  (5. ábra). 

Csontirányba sikerült mind a fiatal, mind az idős állatok MSC-it differenciáltat-
nunk, azonban a fiatal állatok esetében nagyobb ALP-aktivitást és kalciumkivá-
lást észleltünk, bár ez a kisszámú minta miatt nem tekinthető szignifikánsnak.

A zsír-, a porc-, és a 
csontirányú differenciá-

ciót is bizonyították  
a megfelelő festésekkel, 

ill. reakcióval

7. ÁBRA. Alkalikus foszfatáz hisztokémiai kimutatása: fiatal (A) és idős (B) kutya-MSC-n három hét csontirányú differenciáltatás 
után. BCIP (5-bromo-4-kloro-3’-indolil-foszfát) és NBT (nitro blue tetrazolium) az enzim jelenlétében kékesfekete színreakciót 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)

A B



409

MAGYAR ÁLLATORVOSOK LAPJA | 2016. JÚLIUS

IMMUNCITOKÉMIAI JELÖLÉS
A csontirányú differenciáltatás során a RUNX2 transzkripciós fehérje sejten belüli 
lokalizációjában változás történt: míg kezdetben a citoplazmában volt megfi-
gyelhető, a 3. hét végére főként sejtmagi és perinukleáris lokalizációt észleltünk  
(6. ábra).

ALP-AKTIVITÁS MÉRÉSE
A fiatal és öreg kutyák esetében az ALP-enzimaktivitás mértéke a csontirányú 
differenciáltatás során emelkedett, a harmadik héten mértük a legintenzívebbnek. 
Az öreg kutya ALP-enzimaktivitás értékei mindvégig a fiatal kutyákból származó, 
csontirányba differenciálódó MSC-k ALP-enzimaktivitása alatt maradt  (7. és 8. ábra). 

KALCIUMKIMUTATÁS
Mind a fiatal, mind a beagle kutyákból származó MSC-k esetében a 3. héten 
detektáltunk jelentősebb kalciumkiválást mind az alizarinvörös festéssel, mind 

8. ÁBRA. Alkalikus fosz-
fatáz enzimaktivitásának 
mérése három fiatal (kék 
oszlop) és egy öreg kutya 
(vörös oszlop) csontirányba 
differenciáltatott MSC-te-
nyészetének egy nap, egy 
hét és három hét után

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

9. ÁBRA. Fiatal kutya zsírszövetéből származó MSC-tenyészet differenciáltatása csont irányba.  
A kalcium lerakódás kimutatása Alizarin-vörös festéssel egy nap (A) (40×), egy hét (B) (40×) és három hét (C) (100×) elteltével

FIGURE 9. Osteogenic induction of MSCs from a young dog with Alizarin Red staining after one day (A) (40×), one week (B) (40×) 
and three weeks (C) (100×) post-differentiation
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pedig a kalcium mennyiségi mérésével. Az osteogen tápfolyadékkal kezelt 
sejttenyészetben az első napon  (9. ábra A), ill. az első héten  (9. ábra B)  
az alizarinvörös festés sötétvörösre színezte a tenyésztőedényben letapadt 
sejteket. A kalciumlerakódásra utaló, csontirányú differenciálódást jelző 
élénk narancsvörös elszíneződést azonban csak a 3. héten sikerült kimu-
tatnunk  (9. ábra C). A fiatalabb kutyák esetében valamivel nagyobb mértékű 
kalciumfelhalmozódást sikerült kimutatnunk a 3. héten, bár ez statisztikai-
lag nem értékelhető a kis mintaszám és az ismétlések hiánya miatt  (10. és 
11. ábra).

10. ÁBRA. Alizarinvörös festés: fiatal kutyából (A) és öreg kutyából (B) származó MSC-k három hét csontirányú differenciálta-
tás után (100×)

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

11. ÁBRA. Kalciumkiválás 
mérése három fiatal (kék 
oszlopok) és egy öreg kutyá-
ból (vörös oszlopok) szárma-
zó, csontirányba differenciál-
tatott MSC-ken egy nap , egy 
hét és három hét után

FIGURE 11. Quantitative 
measurement of the calcium 
content of osteogenically 
induced MSCs from three 
young (blue columns) and 
one old dogs (red columns) 
after one day, one week and 
three weeks
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MEGVITATÁS

Megfigyeléseink igazolták, hogy mind a fiatal, mind az idősebb állatok zsírszö-
vete alkalmas MSC-k kinyerésére. A fiatal és idős állatokból kinyert letapadó sej-
tek egyaránt mutatták az MSC-kre jellemző fibroblastszerű sejtalakot, képesek 
voltak zsír-, porc- és csontirányba differenciálódni, valamint a sejteken kimutat-
tuk a CD44 és CD90 antigének jelenlétét. Egyes irodalmi adatok azt mutatják, 
hogy idős emberekből izolált csontvelő-eredetű MSC-knél nem sikerült fibrob-
lastszerű sejteket kinyerni (4). Saját megfigyeléseink azt mutatják, hogy az öreg 
kutyadonortól származó zsíreredetű MSC-k az első 3 átoltás során klasszikus fib-
roblastszerű morfológiát mutatnak, amelyek a passzálások során egyre inkább 
elvesztik alakjukat. A mikroszkópos megfigyelések azt mutatták, hogy a passzá-
lások során mind a fiatal, mind az idősebb donortól vett MSC-k egyre laposab-
bak és nagyobbak lesznek, amely az in vitro sejtöregedés egyik jele (34). Meg-
figyeléseink arra engednek következtetni, hogy az MSC-k in vitro proliferációs 
képessége jelentősen függ a tenyésztési körülményektől, a passzálások számá-
tól, jóval inkább, mint a donorok életkorától. A tenyésztési feltételek optimali-
zálásával, a tenyésztőtáphoz adagolt bFGF hozzáadásával mind a fiatal, mind az 
idősebb donoroktól származó sejtek hosszabb időn keresztül megőrizték fibrob-
lastszerű sejtalakjukat és proliferációs képességüket, így in vitro tovább fenn-
tarthatóak voltak. A fagyasztás után tenyésztett sejtek hasonlóan viselkedtek, 
mint a frissen izolált és szaporított sejtek.

A csontirányú differenciálódás bizonyítására többfajta módszert is alkalmaz-
tunk; az immuncitokémiai kimutatás során a RUNX2 fehérje – ami a csontoso-
dási folyamatok egyik fő transzkripciós faktora – kezdetben főként a citoplazmá-
ban, a 3. héten főként a sejtmagban és körülötte lokalizálódik. Mindez egybevág 
azzal a megfigyeléssel, hogy a kalciumkiválás szintén a 3. héten a legintenzí-
vebb, amit az alizarinvörös festési eljárással és a kalciumkoncentráció mérésével 
is bizonyítottunk. Már az első héttől kezdve emelkedett ALP-aktivitást észleltünk 
mind az enzimatikus méréssel, mind a hisztokémiai eljárással, ami a harmadik 
hétre további növekedést mutatott. 

Az általunk vizsgált három fiatal és egy öreg kutya esetében az alkalmazott 
módszerek alkalmasak a különféle sejttípusok létrehozására. Különbség mutat-
kozik a csontosodási képességben a fiatal kutyák előnyére, azonban hangsúlyozni 
szeretnénk, hogy ez a kisszámú minta és az ismétlések hiánya miatt statisztikai-
lag nem kiértékelhető és általános következtetések nem vonhatóak le belőle. 

Eddigi eredményeink alapján úgy gondoljuk, hogy idősebb kutyákból is érde-
mes lehet MSC-sejteket izolálni és azt autológ terápiákban felhasználni. Olyan 
kutyák esetében azonban, amelyeknél a zsírszövet levétele akadályozott, vagy 
MSC-i korlátozott csontosodási kapacitással rendelkeznek, megfontolandó egy 
esetleges allogén transzplantáció lehetősége. Kezdeti eredményeink megerő-
sítése érdekében tervezzük a kísérletbe további kutyák bevonásával a minta-
vételek számát megnövelni a statisztikailag releváns mintaszám eléréséhez. 
Továbbá kísérleteket folytatunk az MSC-k biokompatibilis és biodegradábilis hor-
dozón (ún. scaffoldon) in vitro és in vivo csontirányú differenciáltatásával. Mindez 
lehetővé tenné az MSC terápiás alkalmazását olyan állatorvosi betegek részére, 
amelyek traumás behatás vagy sebészeti beavatkozás után igénylik nagyobb 
szövethiányos területek rekonstrukcióját.

KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS

Köszönetünket kívánjuk kifejezni a Creative Cell Kft.-nek és az Országos Vérel-
látó Szolgálatnak, hogy ötleteikkel, szellemi kapacitásukkal jelentős mértékben  

Az MSC-k in vitro  
proliferációs képessége 

jóval inkább függ  
a tenyésztési körülmé-
nyektől, a passzálások 

számától, mint  
a donorok életkorától

A fiatalabb kutyák 
MSC-i jobb csontoso-

dási képességet mutat-
tak, de a különbség  

nem volt szignifikáns
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hozzájárultak e munka létrejöttéhez, valamint megosztották velünk eszközparkju-
kat, a tárgyi és mérési feltételeket biztosították. A mikroszkópos felvételek szintén 
a Creative Cell Kft. laboratóriumában készültek. Külön köszönet a sok segítségért 
Bakki Attilánénak és Bátkai Lászlónénak. Valamint köszönettel tartozunk a Frank 
Diagnosztika Kft.-nek, akik a megfelelő sejtfelületi markerek megtalálásához 
többfajta antitestet is biztosítottak számunkra. A dolgozat alapjául szolgáló kísér-
leteket több hazai (KMOP-1.1.1-08/1-2008-0017 és KMOP-1.1.1-09/1-2009-0056, 
GOP-1.1.1-09/1-2010-0107) és nemzetközi pályázat (IAEA-CRP, EMIL NoE) támoga-
tásával végeztük, amiért ezúton is köszönetünket fejezzük ki.

IRODALOM

Az irodalmi hivatkozásokat lásd cikkünk 1. részében (MÁL 2016. június).

RENDEZVÉNY
A Magyar Zoonózis Társaság és a Nemzeti Élelmiszer-
lánc-Biztonsági Hivatal Budapesten május 23-án közö-
sen rendezte a Rudnai–Kemenes Tudományos Ülését. 

Az ülés fő témái  „A migráció egészségügyi veszé-
lyei”, valamint  „A szúnyogok által terjesztett betegsé-
gek  a klímaváltozásban”.

Dr. Melles Márta főigazgató, az MZT elnökének meg-
nyitója után, az első témakörben:

•	 A migráció zoonotikus veszélyei (Tuboly Sándor),
•	 A más földrészeken felkerekedő embertömegek 

átvonulásának parazitológiai kockázatai 
(Merényi László),

•	 Tularaemiától botulizmusig (Mészáros Endre)
•	 Tularaemia és botulizmus: járványügyi informá-

ciók (Krisztalovics Katalin) 
című előadások szerepeltek.

 A második részben: 
•	 A Zika-vírussal kapcsolatos legújabb információk 

(Bognár Zsófia).
•	 A magyarországi invazív szúnyog-surveillance 

rendszer elindítása és első eredményei 
(Sztikler János, Zöldi Viktor)

című előadások hangzottak el.

Az ülésen mintegy 200 fő vett részt. A tudományos 
ülést élénk vita követte és a résztvevők újfent hang-
súlyozták a humán és az állat-egészségügyi szolgálat 
együttműködésének fontosságát a zoonózisok meg-
előzésében és felszámolásában.
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további információk:
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