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1.Bevezetés

Az 6ssejtek a fejlddd embridban, valamint a felndtt szervezetben is megtalalhatd, korlatlan
szamu osztddasra és dnmegujulasra képes, de meghatarozott szovet-iranyu differencialodésra
nem elkotelezett sejtek. Aszimmetrikus osztodasuk révén nemcsak sajat magukhoz hasonld
sejteket hoznak létre, hanem olyan utodsejteket is, amelyek képesek a szervezet, kiillonb6z6
funkciot ellatd, szomatikus (testi) sejtjeivé alakulni.

Sajat (autolég) MSC-k alkalmazasanak lehetdsége mind a huméan, mind az allati
betegségek terapias alkalmazasaban intenziven kutatott téma. Célunk olyan moddszer
kidolgozasa, mely lehetdvé teszi a zsirszovetbdl szarmazd MSC-k optimalis szeparaldsat, in
vitro tenyésztését és zsir-, porc-, csont-irdnyu differenciltatasat.

A jovOben tovabbi célunk a csont-iranyt differencidltatason keresztiil ment Ossejtek
biokompatibilis €s biodegradabilis hordozon (un. scaffoldon) vald kitapasztasa, majd in vitro
¢s in vivo csontositasa. Mindez lehetdveé tenné az MSC terapias alkalmazasat olyan allatorvosi
betegek részére, akik traumds behatds vagy sebészeti beavatkozas utdn igénylik nagyobb

szovethianyos teriiletek rekonstrukcigjat.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A mezenchimalis dssejtek

A megtermékenyitett petesejt totipotens sejtekbdl épiil fel. A totipotens sejtek képesek
embrionalis és extraembrionalis szdvetek és szervek létrehozédsara egyarant. Az embrid
esetében jelenlévo pluripotens sejtek vagy mas néven embrionalis Ossejtek, melyeket
blasztocisztadk belsd sejtcsomdjabol nyertek ki sikeresen, extraembriondlis képletek
felépitésében mar nem vesznek részt, viszont mindharom csiralemez kialakitasara ¢és
ivarsejtek képzésére is alkalmasak [1].

A multipotens sejtek részlegesen elkotelezddtek valamelyik szoveti differencialodas
iranyaba, de az ivarsejtek 1étrehozasaban nincs szerepiik. Ezekbdl a sejtekbdl az adott szervre,
szovetre jellemzd sejttipus alakulhat ki a késébbiek soran.

A mezenchimalis Ossejtek, mas néven felndtt kotdszoveti Ossejtek, minden szervben

eléforduld multipotens dssejtek, melyek megfelelnek harom alapvetd kritériumnak:

e Standard tenyésztési koriilmények kozott letapadnak a plasztik tenyésztd edény aljara.

e Meghatarozott feliileti antigénekkel rendelkeznek (CD105, CD73, CD90), de egyes
feliileti antigéneket pedig nem expresszalnak (CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a,
CD19, HLA-DR).

e Kiilonb6z0 mezodermalis eredetli sejtté, szovetté alakulhatnak at, igy képesek zsir-,

porc- és csont-iranyu differencidlodasra is [2].

Az MSC laboratériumi koriilmények kozotti izoldldsa mar szdmos szovetbdl sikerdilt:
csontveldbodl, zsirszovetbol, koldokzsindrvérbol, izom-, ideg-, csontszovetbdl, periosteumbol,
peridontalis ligamentumbdl, fogbélbdl, tejfogbdl, hasnyalmirigy és maj szovetébdl,

hajhagymabol és bérbél [1][3-15].
2.2. Allatorvosi megkdzelités

Az MSC terapias alkalmazasa igéretes jovOnek néz elébe mind a humén, mind az
allatorvosi klinikumban. Az d&ssejtek szamos kedvezd tulajdonsidga ad okot erre a
kovetkeztetésre, igy tobbek kozott az egyszerli izolalas, a sejtkultirdk gyors novekedése,

multipotens jellegiik, parakrin, immunmoduldl6 hatasuk és migracios viselkedésiik [16].



2.2.1. Allatok az 8ssejt kutatasban

Az Ossejt kutatasok teriiletén kisérleti allatként elsdsorban kutydkat alkalmaznak
koszonhetden annak, hogy megfeleld modellként szolgalnak kiilonbozd betegségek
tanulmanyozéasédhoz [17]. Az MSC kutatasok foként Beagle kutyafajtaval dolgoznak, kis-
kozepes termetiik, konnyli kezelhetdségiik és egységes genetikai hatteriik altal alkalmasak
laboratériumi koriilmények kozott zajlo kisérletekben vald részvételre, mint spontan beteg
allat, terapias célpont és kisérleti allatmodell [18-20].

A kutya mellett gyakori alanya az Ossejtekkel kapcsolatos kutatasoknak a nyul, az egér,

illetve a juh és a 16 is [21-24].
2.2.2. Terapias célpont

Az éllatorvosi MSC kisérletek kiilonbozo betegségek kezelését is megcéloztak. Lovak in és
inszalag sériilésének kezelése sordn csokkent a kiujulas veszélye, €s a versenylovak tjra
versenyezhettek [25]. Kutydk osteoarthritis kezelése utan a fajdalom csokkent, az esetek 80%-
aban szabadabba valt a mozgas [26]. Vizsgaltdk az Ossejt terapia hatdsat gerincveld sériilés,
csont-deformécio és periodontitis eléfordulasakor is [18][27][28]. Jelentds terapids cél még a
traumas, valamint sebészeti beavatkozast kovetden kialakult nagyobb csonthidnyos teriiletek
potlasa hordozoanyagba {iltetett, csont-irdny(l differencidloddson keresztiii ment vagy

oszteogenezisre indukalt MSC-kel [22][29][30].
2.3. Az MSC zsirszovetbdl torténd szepardlasa

A szervezet valamennyi szovetébdl kinyerhetdé Ossejt, a kisérletek soran elényben
részesitik a zsirszovetbdl torténd szeparalasat. Ennek oka, hogy a zsirszovet sok MSC-t
tartalmaz, nagy mennyiségben kinyerhetd, minimalisan invaziv a kinyerése példaul a
csontvel6ével szemben €s nagy az in vitro ndvekedési potencialja [19][22][31][32][33][34].
1 g human zsirszovetbdl 70 ezer dssejt tenyészthetd ki egy nap alatt [35]. A passzalasok soran
a zsirszOovetbdl szarmazo mezenchimalis dssejtek rendelkeznek a legmagasabb proliferacios
képességgel Osszehasonlitva a koldokzsinorvérbdl, Wharton kocsonyabdl és csontveldbol
nyert dssejtekkel [20]. A késdbbi oszteogenezis soran is az AD-MSC jobban festddik Alizarin
voOrdssel, mint a csontvel6bdl szeparalt dssejtek [27].

A zsirszovet gylijtése altalanos anesztéziaban, steril miitéti iton torténik hasi, hati, agyéki

vagy a far bor alatti teriiletérdl [17][19][22][27][36-38].



A levett mintat feldaraboljak, 2-3-szor PBS-sel atmossak, majd 15, 30 vagy 60 percig
kollagenaz enzimes (1 mg/ml) emésztésnek vetik ald 37 °C-on, folyamatos razogatas kdzben
[19][27][38].

Az oldatot ezutdn 100 pum poérus atmeérdjli nejlon héalon atsziirik, majd 200 xg
fordulatszamon 10 perc alatt vagy 1200 xg fordulatszamon 5 perc alatt centrifugaljak
[T][O][11][15][[18][19]. A feliiluszo ledntését kovetden PBS-sel atmossak a sejteket, melyek
ez utan egy olyan médiumba keriilnek, ami altaldban az alabbi OsszetevOket tartalmazza
(kiilonbozo laborokban eltérd protokollokat kovetnek):

e DMEM,
e 10% FBS,
e 0,2 mM Asc2P [17][19][22][36].

A sejteket 5%-0s CO;, koncentracion, 37°C-on tenyésztik. 48-72 ora elteltével a nem
letapadd sejteket eltavolitjdk PBS-es mosassal [17][27][36]. A passzalast 2-3 alkalommal
szlikséges megismételni, hogy a sejtkultira minél homogénebb legyen.

Amikor a sejtkultardk elérik a 70-80 %-os konfluenciat (konfluencia=szubjektiv becslése
annak, hogy a sejtek milyen mértékben novik be a rendelkezésre allo feliiletet szazalékosan),
akkor tripszin segitségével felszedik a letapadt sejteket, majd a differencialtatashoz sziikséges
tapfolyadékba keriilnek 4t a sejtek.

A sejteket Gigy osztjak szét, hogy 5000 sejt/cm? keriiljon egy plate-be [38].

2.4. Zsir-iranyu differencialtatas
2.4.1. Tapfolyadék Gsszetétele

A zsirszovetbdl szeparalt MSC-k tovabbtenyésztése torténhet adipogenezis irdnyaba is. A
differencialo DMEM-hez ebben az esetben hozzaadnak még (kiilonb6z6 laborokban eltérd
protokollokat kovetnek):

10% FBS-t,

10 uM inzulint,

1 uM dexametazont,

200 uM indometacint,
0,5 mM izobutil-metil-xantint [22][38].



Harom nap utén lecserélik a tapoldatot olyan DMEM-re, ami csak 10% FBS-t és 10 uM
inzulint tartalmaz. Ezt a tapfolyadékot 4. napot kovetden cserélik. A folyamatot még kétszer
megismétlik [27].

0,2%-0s Oil-Red O festékkel 14 nap utdn kimutathato a zsirfelhalmozodas.

2.5. Porc-irdnyu differencialtatas

2.5.1. Tapfolyadé€k osszetétele

Az MSC-k chondrogenezis¢hez olyan DMEM-re van sziikség, ami tartalmaz (kiilonb6z6
laborokban eltérd protokollokat kdvetnek):
e 1% antibiotikumot/antimikotikumot,
e ImM dexametazont,
e 50 uM Asc2P-ot vagy 17 mM aszkorbinsavat,
e 10 ng/ml TGF-B1-et,
o 1% vagy 10% ITS,
e 35 mM L-prolint,
e 0,1 M natrium-piruvatot [38].

A passzalason atesett dssejteket a tripszines emésztést kovetden reszuszpendaljak a fent
leirt médiummal, majd 800 xg fordulatszdmon 5 percig centrifugaljak. A feliilisz6 ledntése
utan a sejtek ismét a porc-iranyu differencialodast eldsegitd tapoldatba keriilnek. A tapoldatot
heti kétszer célszerii cserélni [36]. A porcosodas kimutathaté Toulidinkék, Alcainkék, dimetil-
metilénkék festéssel és immunfluoreszcenciaval, ahol Il-es tipusu antikollagén antitestet

hasznalnak [17][38].
2.5.2. Kimutatasi eljaras és eredmény

Elészor a sejteket 4%-os pufferolt formaldehid oldattal fixaljak, PBS-sel atmossak,
paraffinba agyazzdk és feldaraboljak. A metszeteket hematoxilin-eozinnal megfestik, majd a
porcszoveti mukopoliszacharidok és gliikozaminoglikanok kimutatdsdhoz 1% Toulidinkeék,
0,1% Safranin O és 1% Alcainkék festéket alkalmaznak. Desztillalt vizzel atmossak és 100%-
os etil-alkohollal viztelenitik a mintdkat. Egy é&jszaka leforgasa alatt a metszetek
megszaradnak, ¢s fénymikroszkoppal vizsgalhatova valnak. 21 napos tenyésztés

eredményeként a porcsejtekre jellemzé metakromazia mutathato ki [38].



2.6. Csont-iranyu differenciéltatas

2.6.1. Tapfolyadék osszetétele

A sejtek csont-iranyu differencidltatasahoz sziikséges tapfolyadék altalaban a kovetkezd
OsszetevOokbol épiil fel (kiilonb6zo laborokban eltérd protokollokat kovetnek):
e DMEM,
e 10% FBS,
e 10 nM dexametazon,
e 10 nM 1,25-dihidroxi-vitamin D3,
e 50nM Asc2P,
e 10 mM B-glicerofoszfat,
e 1% antibiotikum/antimikotikum [17][22][36].
A médium harom naponkénti cseréje sziikséges, az inkubacid 14 vagy 21 napot vesz

igénybe [20][22][27][36][38].
2.6.2. Kimutatasi eljarasok

A csontosodas mértékének meghatarozasara a von Kossa-féle festést, az alkalikus foszfatdz

(ALP) aktivitdsanak mérését és az Alizarin vords festést hasznaljak.
2.6.2.1. von Kossa-féle festés

A von Kossa-féle festési eljaras soran az 1%-os AgNOs oldatot 45 percig, UV-fény alatt a
sejteken hagyjak, ezutan 5 percig natrium-trifoszfattal atoblitik és van Gieson kontrasztfestést
alkalmaznak [38]. A kalcium lerakodas helyén fekete csapadék keletkezik a festést kdvetden,

ezt fénymikroszkoppal ellendrzik.
2.6.2.2. ALP aktivitads mérése

Az ALP aktivitds mérésekor eldszor extrahdld oldattal feloldjak a sejteket, ezt koveti a
centrifugalas 1600 xg fordulatszamon, 4°C-on 10 percig, majd a feliiliszot 0sszegyljtik és
osszekeverik PNPP szubsztrat oldattal. Az inkubacié 37°C-on 30 percig tart, a végén natrium-
hidroxiddal felfiiggesztik a folyamatot, ¢és 405 nm hulldimhosszisagu fénnyel,

spektrofotométerrel meghatarozzak a szinelvaltozas abszorbancidjanak mértékeét.



2.6.2.3. Alizarin vOros festés

Az Alizarin vords festés elso 1épéseként a sejteket fixaljak 4%-os formalinnal vagy 70%-0s
jéghideg etanol oldattal, majd PBS-es ¢&s desztilldlt vizes atmosas kovetkezik.
Szobahdmeérsékleten, 4,1-4,3-as pH-an, 10 percig 2%-os Alizarin vorossel megfestik a
mintdkat, majd desztillalt vizzel ismét atmossak Oket [20][36]. A megfestett mintakat
inverzios vagy fénymikroszkop segitségével vizsgaljak. A szinezék oldataval a kalcium-

vegyiiletek narancsvorosre szinezodnek.
2.6.2.4. Kimutatési eredmények

A sejtek alakja poligonal format vesz fel az 5. vagy 7. napot kdvetden [22][38]. A
mineralizaci6 14, 28 nap utan valik lathatova von Kossa-féle festéssel [22][38]. Alizarin voros
festéssel 21 nap utan észlelhetd jelentds meszesedés [36]. A csontosodast eldsegitd

médiumban 1évé sejtek a 14. napon mar kifejezett ALP aktivitast mutatnak [22].
2.7. Autolog ¢€s allogén transzplantacio

Az Ossejt terapia alkalmazédsa soran felmeriild kérdések kozé tartozik az is, hogy az
autolog, sajat vagy az allogenikus, azonos faj, fajta mas egyedébdl szarmazo sejtekkel érhetd
el jobb eredmény. Az allogenikus sejtek, szovetek felhasznaldsa magaban rejti kiilonb6z6
betegségek atvitelét a donorrdl a recipiensre, kovetkezménye lehet kilokddés,
beagyazddasbeli problémak [29]. Ugyanakkor a sériilt allatbol torténd sajat sejtek levétele
nem szerencsés, eléfordulhat, hogy a beteg allapota nem is engedi ilyen tipusu beavatkozas
végrehajtasat.

Egy tanulmany soran 30 Beagle kutyanal idéztek eld gerincveld-sériilést lumbalis
szakaszon. Az éllatokat harom csoportra osztottak. Az elsé csoport kontrollként nem részesiilt
kezelésben, mig a masodik csoport tagjaiba autoldég, a harmadik csoport tagjaiba pedig
allogén csontveld eredetli Ossejteket fecskendeztek a sériilés helyére. Az elsé hetet kdvetden
végzett MRI vizsgalat nem hozott lathatd eredményt egyik csoportnal sem. Ot hét elteltével
viszont jelentds javulas allt be a masodik csoport egyedeinél, és kisebb mértékben, de a
harmadik csoport betegeinek is jobba valt az allapota [39].

Autolog és allogén csontveld eredetli Ossejtek terapias alkalmazasanak Osszehasonlitasat
elvégezték nyulak sipcsontjdn kialakitott csonthidny potlasakor is. Héarom csoportot

alakitottak ki 54 nyulbol. Az ,,A” csoport egyedeibe szimpla hidroxiapatit hordozoanyagot
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iiltettek be, a ,,B” és ,,C” csoport tagjaiba pedig hidroxiapatitba lltetett autolog és allogén
csontveld eredetli dssejteket. A ,,B” és ,,C” csoportndl a 30. napot kdvetéen mar lathatod volt
az 1j csont kialakuldsa, a 60. napon mar jelentdsen csokkent a csonthiany mértéke, a 90.
napon mar teljesen kitdltdtte az Uj csont az anyaghianyt. A csontosodds mértéke
szignifikdnsan magasabb volt a ,,B” ¢és ,,C” csoportnal Osszehasonlitva a kontrol , A”
csoporttal [21].

Kutyak esetében szintén elvégeztek egy, az elobbihez hasonlo kisérletet. Tizenkét Beagle
kutyan alakitottak ki a koponyacsonton kétoldali nagymértékli csonthidnyt. Korall
hordozoanyagra iiltettek ra autolég ¢és allogén zsirszovet eredetli, csont-iranya
differencialtatason atesett Ossejteket. A jobboldali csonthidnyba keriilt az allogén, a
baloldaliba pedig az autolog (1. csoport) vagy a sima hordozoéanyag (2. csoport). A 24. hét
végére a csontosodds gyulladas és lymphocyta infiltracié nélkiil ugyanolyan mértékben ment
végbe a sajat és allogén sejtek esetében egyarant. A szimplan beiiltetett hordozdanyag
esetében csak egy vékony, fibrozus szovet jelent meg. A kezelés soran nem alkalmaztak

immunszupressziv terapiat [31].

2.8. Fiatal és 1dos allatbol szarmazo MSC 6sszehasonlitasa

Tobb alkalommal végeztek olyan kisérletet, mely soran megvizsgaltak, hogy a donor
allatok életkora befolyasolja-e az MSC-k kinyerhetdségét, szaporithatdésagat és a kiillonb6zo
szovet-iranya  differencialhatosagat. Patkanyoknal eldidézett szivinfarktust kovetden a
myocardium sériilt részének potlasara hasznaltak fel fiatal és idos allatokbol szarmazo MSC-
ket. In vitro a fiatal MSC-k jobban toleraltak az apoptotikus folyamatokat, és in vivo is elobb
alakitottak ki a szivizomra jellemz0 tubularis szerkezetet [40]. Mig egyes tanulmanyok azt
irjak, hogy szervezeten beliil zajlé valamennyi Oregedési folyamat hatassal van az Ossejtek
allapotara, addig a kutatok madsik csoportja azt allitja, hogy az in vivo folyamatok nem
valtoztatjak meg az Ossejtek potencidjat, azonban in vitro koriilmények kozott fontos, hogy
megovjuk a sejteket az oxidativ stressztdl [41-43]. Kutyaknal eldidézett csonthiany potlasakor
arra jutottak, hogy nem befolydsolja szamottevOen az Ossejtek kora a csontosodds mértékét
[19]. Fiatal patkanyok fogpulpdjabol izolalt MSC-k nagyobb mértékli proliferacios és
gyengébb csont-irdnyu differencidlodasi képességgel rendelkeztek 0sszehasonlitva az idésebb
egyedekbdl szarmazd MSC-kel [44]. Human teriileten is ellentmondédsos eredmények
sziilettek: egyes kutatocsoportok nem talaltak kiilonbséget a fiatal és idds donorokbol nyert

MSC-k csontosodasi potencialja kozott, mig mas vizsgalatoknal a fiatal donorokbol szarmazo
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MSC-k nagyobb csontosoddsi hajlamot mutattak. Fontos megjegyezni, hogy azoknal a
kisérleteknél, ahol nem talaltak eltérést a korosztalyok kozott, ott a fiatal donorok életkora 18-
29 év és 18-42 év kozé esett. Ahol kiilonbséget talaltak, ott 0-18 év és 7-18 év kozotti fiatal
korosztalyokat vizsgaltak [45-48].

2.9. Tovabbi célok

2.9.1. In vivo ektopikus csontformacio

Az MSC-k zsirszovetbdl torténd szepardldsa, majd eredményes csont-irany
differencialtatasa csak az els6 1épés afelé, hogy csonthianyos teriiletek potlasat sikeresen
hajtsak végre Ossejt terapia segitségével. A sikeres betiltetésnek alapvetd kritériuma az elébb
emlitett oszteogenezisre hajlamos sejttenyészet és a mar létrejott csontsejteknek vazat ado

hordozbanyag.
2.9.2. Hordozobanyag

A traumads sériilés vagy sebészeti beavatkozast kovetden kialakult nagyobb csonthianyok
potlasara nem elegendd a csontosodason atment MSC beinjektalasa. A folyamat elején a
differencialtatott sejtek hordozoéanyagba torténd beiiltetése sziikséges. A hordozoanyag lehet
korall, keramia, B-trikalcium-foszfat és kitozan alapt [19][30][31][44][49][50]. A természetes
korall féosszetevije kalcium-karbonat, homogén szerkezettel rendelkezik, porus mérete
19575 um [19]. A B-trikdlcium-foszfat porus mérete ezzel szemben nagyobb, 450+£50 pm. A
kitozdn N-acetil-D-gliilkozaminbol épiil fel és gyarilag a kitin lagos hidrolizisével allitjak eld
[48]. A keramia alapt hordozdanyag 65%-ban hidroxiapatitbol és 35%-ban B-trikélcium-
foszfatbol épiil fel. A sejtek rahelyezését a fent leirt hordozokra autoklavos, besugarzéasos
vagy alkoholos lemosassal torténd sterilizalas el6zi meg [49].

A mar steril hordozdanyagra répipettazzak a sejt-szuszpenzidt, ezt 37°C-on 4 Oras
inkubacié koveti, hogy eldsegitsék a sejtek megtapadasat. Ezutan a csontosodast eldsegitd
médiumot helyezik a sejtekre és 7 napig tartd inkubacid alatt 3 naponként cserélik a
tapfolyadékot [19][31]. Mar a harmadik napon elkezdenek kitapadni a sejtek a kivalasztott
anyagon, a 7. napon valamennyi pérust kitoltik [19][30].
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2.9.3. Beiiltetések eredménye

Kutydk koponyajanak parietalis részen kialakitott csonthianyra {iltettek be korall
hordozoanyagot AD-MSC-kel. Tizenkét hét elteltével CT-vel lathatdo volt az 0j csont
formalodasa, 24. hetet kdvetden pedig 84,19+6,45%-os kitdltottség [19].

Combcsonton sebészi Uton kialakitott szegmentdlis csonthidnyt poétoltak porodzus
hidroxiapatit keramiara szuszpendalt BM-MSC-kel, 4 honap elteltével a hordozé porusainak
39,9%-at toltotték ki csontsejtek [51].

Tibia proximalis csonthidnyos részére betiltetett keramia hordozéanyag BM-MSC-kel 6
honap utan mar beépiilt, 7 év utan teljesen gyogyult, bar a hordozo csak részlegesen szivodott
fel [52][53].

Allkapocs B-trikalcium-foszfattal és BM-MSC-kel torténd rekonstrukcidjat kovetden mar a
4. héten észleltek csontosodast, a 32. héten kialakult 0j csontalloméany [30].

Kutya ulna sériilését kezeltek B-TCP-be agyazott AD-MSC-kel, 16 hét utin a
csontdefektus nagymértéki gyogyulasat figyeltek meg [22].

Radiuson 1év6 csonthidnyba iiltetett B-TCP UCB-MSC-kel a 12. héten mar rontgennel is
jol lathatd, egységesen radiolucens teriiletet hozott 1étre [54].

Csontveldbdl nyert MSC-kel mar sikeresen allitottak helyre csontdefektust juhokkal
végzett kisérletben is [55].
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3. Anyag és modszer

3.1. Zsirszoveti mintdk gytiijtése

A zsirszoveti mintakat harom 6 honapos és egy 12 éves Beagle kutya nyakanak ventralis
rész€rdl, a toka tajék bor alatti zsirszovetébdl nyertiik ki steril sebészeti beavatkozas soran.

A mintékat 1% penicillin/sztreptomicint tartalmaz6 PBS-sel (14190-136, Lonza, Belgium)
2-3 alkalommal atmostuk, mig a folyadék feltisztult (1. abra).

1. abra Zsirszoveti minta.

A PBS a puffer oldatok kozé tartozik, jelenléte biztositja az allandé semleges (7,4-es) pH-t.
Ozmolaritdsa és ionkoncentracidja megegyezik az emberi szervezetben jelenlévdvel (1.
tablazat).

1. tablazat PBS OsszetevOi.

So Koncentracio (mmol/L) Koncentracio (g/L)
NaCl 137 8,01
KCl 2,7 0,20
Na,HPO, x 2 H,O 10 1,78
KH>PO, 2,0 0,27

1 mg/ml kollagenaz (CI-22, Biochrom, Németorszdg) enzimes oldatot négyszeresére
higitottunk, ebben a folyadékban, egy-egy Petri-csészében steril olloval és szikével

feldaraboltuk a letisztitott zsirszovet darabkakat (2. abra).
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2. abra Darabolas és dsszedarabolt minta.

A feldarabolt mintakat 50 ml-es centrifugacsdvekben, 37°C-on termosztatban emésztettiik
1-2 6ran keresztiil. Rendszeresen Osszeraztuk, €s ellendriztiik az emésztés folyamatat (3.

abra).

3. abra Kollagendz enzimes emésztés.

Amikor a zsirszoveti mintdk simava, folyossa valtak, az emésztést befejeztiik, a kollagenaz

enzimet centrifugéldssal és tobbszori PBS-es mosasi 1épésekkel eltavolitottuk.
3.2.Vegyes sejtliledék és a zsir, stroma elemek szeparalasa

Az elébb leirt modszerrel elOkészitett mintdkat 300 xg fordulatszamon,
szobahdmérsékleten centrifugaltuk 5 percig, majd ismét jol Osszeraztuk, hogy az adipocytak
¢s a stroma sejtek teljesen elszeparalodjanak egymastol. Ismételt centrifugalas utan (300 xg, 5

perc) pipettaval leszivtuk a feliiliszot. Az igy visszamaradt sejtes liledéket SVF-nek
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nevezziik, melyben az O&ssejtek mellett még, a passzalasok soran eltavolitasra keriild
zsirsejtek, vorosvérsejtek, mononukledris sejtek és sejttormelékek is megtalalhatdak.
A SVF-t 5 ml PBS-sel felszuszpendaltuk, majd 100 um-es pérust sziirén atsziirtiik (4.

abra).

4. abra Szurés.

Kovetkezd 1épésként 5 ml, DMEM-HG-t (32430-027, Gibco, Anglia), 10% FBS-t (A15-

151, PAA, Ausztria) és antibiotikumot tartalmazé tapoldattal mostuk at a mintakat.
3.3. In vitro teny€sztes

A tapfolyadék cseréje utan, a zsirszévet mennyiségétdl fiiggden 1 vagy 2 db 75 cm*-es
milanyag edényben szélesztettiik szét az Ossejteket tartalmazd szuszpenzidkat. A
tenyészeteket 5% CO, koncentracion, 37°C-os termosztatba helyeztik, ¢és 48-72 ora
inkubaciot kovetéen PBS-sel lemostuk, ennek koszonhetéen szabadultunk meg a
vorosvérsejtektdl €s a le nem tapadt tormelékektol.

Megkozelitéleg 1 hét utan a sejttenyészetek elérték a mikroszkdppal lathatd 80-90%-os
konfluenciat, a sejtek fibroblaszt jellegli morfologiat mutattak.

A passzalasnak nevezett, ezt kovetd folyamat soran a sejtekrdl ledntottiik a tapfolyadékot,
PBS-sel mostuk, hogy a maradék médiumot is eltavolitsuk, majd Tripszin-EDTA (211-002,
PAA, Ausztria) emésztd folyadékot pipettaztunk a sejtekre. A flaskdkat visszahelyeztiik a
termosztatba, és 10 perc mulva mikroszkoppal megvizsgaltuk, hogy sikeriilt-e felszedni a
plasztik-adherens sejteket. A folyamatot a flaska gyengéd kézi iitdgetésével segitettiik.
Amennyiben a sejtek elvaltak a flaska aljarél, akkor mikroszkopos képiik fibroblaszthoz

hasonld alak helyett mar lekerekedett morfologiat mutatott. FBS-t tartalmazo tapfolyadékot
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pipettdztunk a sejtekre, hogy az emésztés folyamatat leallitsuk, mivel a FBS olyan proteaz
inhibitorokat tartalmaz, amelyek gatoljak a tripszin miikodését.

A tenyésztdé edények tartalmat centrifugacsébe pipettaztuk, centrifugéaltuk, a feliiluszo
leszivasa utan a sejteket ismét DMEM-t, FBS-t és antibiotikumot tartalmazé médiumban
felszuszpendaltuk, és Biirker-kamra segitségével megszamoltuk. A passzalas folyamatat addig
ismételtiik, mig a tenyészetiink a szeneszcencia jeleit nem mutatta és tovabb mar nem tudtuk
in vivo fenntartani. Egy edénybe 5000 sejt/cm? siiriiségben helyeztiik el a sejteket.

Az els6 passzalast kovetden a sejteket 10 percig jégen hiitottiik, majd a szintén jéghideg
fagyaszt6 médiumban felszuszpendaltuk, cryocsovekbe pipettaztuk, csovenként 1ml-t,
1x10%ml koncentracioban. -80C°-on fagyasztottuk izopropilént tartalmazd fagyasztd
dobozban, majd nitrogénes tartalyba helyeztiik tovabbi felhasznalasig.

A megfeleld sejttenyésztési feltételek kidolgozéasa érdekében vizsgaltuk a passzalasok
bFGF-ral (13256-029, Miltenyi Biotec, Franciaorszag) egészitettiik ki a DMEM-es tapoldatot.

A populacié megkettézddésére a kovetkezd formulat hasznaltuk: pd=In(Nf/Ni)ln2, ahol Nf
az egy passzalds soran nyert sejtszdm, Ni a kiinduldsi sejtszam, In a természetes alapu
logaritmus. A populacid megkett6zddési idejét pedig a pdt=CT/pd képlettel szamoltuk, ahol

CT a kitiltetés és a passzalas kozott eltelt idot jeldli.

3.4. MSC-k morfolodgiai ¢és sejtfeliileti antigének jelenléte szerinti

karakterizalasa

3.4.1. CD markerek kifejezddése kutya MSC-ken

Egy fiatal és egy 1d6s kutya zsirszovetébdl szeparalt MSC-k mésodik passzalast kdvetden
1x10° sejtet helyeztiink egy FACS cs6be, 1 ml puffer oldattal feltoltottiik, 10 percig 300 xg-n
centrifugaltuk. A feliiliszo ledntése utan 50 pul CD90-PE (130-097-932, Miltenyi Biotec,
Franciaorszag) /mCD44-PE (553134, BD Pharmingen, Ausztria) /hCD105-PE (130-094-941,
Miltenyi Biotec, Franciaorszdg) /hCD73-PE (130-095-182, Miltenyi Biotec, Franciaorszag)
antitestet (Miltenyi Biotec, Franciaorszag) és 50 pl puffer oldatot adtunk a sejtekhez. Harminc
percig hiitdben, sotétben inkubaltuk, majd 1 ml puffer oldattal atmostuk a szuszpenziot. Ismét
centrifugaltuk a mintakat, a feliiliszo6 eltavolitasa utan 200 pl pufferben felvéve, a mérésig
hiitében taroltuk a megjelolt sejteket. A puffer oldat a kovetkezd OsszetevOkbdl allt: PBS,
0,5% BSA (9048-46-8, Sigma, Kina), 2 mM EDTA.
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A méréseket aramlasi citométer segitségével végeztiik el. Izotipus kontrollként a humén

antitestek esetében mlgG1-PE antitestet, az egér CD44-PE antitestnél pedig patkany IgG2a-

PE antitestet hasznaltunk.

3.5. Differencialodas 3 iranyba

3.5.1. Zsir-iranyu differencialtatas

A megtisztitott MSC-ket 24-es plate-re helyeztiik 40 000 sejt/lyuk ardnyban. 100%-o0s

konfluenciandl a tenyésztd tapot differencialodast indukalora valtottuk, a sejteket 2 hétig 5%

CO; koncentracion, 37°C-os termosztatban inkubaltuk, a tobb G6sszetevobol allo médiumot

hetente kétszer cseréltik:

DMEM

10% FBS

0,1 uM dexametazon (D49-02, Sigma, Kina)
0,5 mM izobutil-metil-xantin

10 pg/m inzulin

penicillin/sztreptomicin (DE17-602E, Lonza, Belgium)

3.5.2. Porc-iranyu differencialtatas

A porcositas soran 2,5x10° sejtet helyeztiink 96 lyuka U-alak(i nem letapadé plate-be, 200

ul differencialtatd médium keriilt egy lyukba. A chondrogenezist indukal6 tapfolyadék, amit

szintén harom hétig hetente kétszer cseréltiink, a kovetkezd dsszetevoket tartalmazta:

1 ml DMEM/gentamicin

10 ng/ml TGFb-3 (100-21C, Peprotech, Anglia)
100 nM dexametazon

50 wml aszkorbinsav (49752, Sigma, Németorszag)
40 pg/ml prolin (PO380, Sigma, Kina)

10 pl ITS (51300-044, Gibco, Németorszag)

3.5.3. Csont-iranyu differencialtatas

A 3. passzalast kovetden a sejteket ismét felszedtiik, centrifugaltuk, majd 24 lyuku plate-re

helyeztiik, 40 000 sejt keriilt egy lyukba. Az immuncitokémiai festéshez 96 lyuku plate-et
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hasznaltunk, lyukanként 3 000 sejtet helyeztiink el. A csontosodast eldsegitd tapfolyadékot
harom hétig heti kétszer cseréltiik. A DMEM steril tapfolyadékot az aldbbi Osszetevokkel
egészitettiik ki:

e 10% FBS

e 0,1 mM 2-merkaptoetanol (ES-007-E, Millipore, USA)

e 10 mM B-glicerofoszfat (G9422, Sigma, USA)

e 50 pg/ml aszkorbinsav (A-4544, Sigma, Kina)

e 100 nM dexametazon

e penicillin/sztreptomicin
3.6. Zsir-, porc-, csont-iranyu differencialodas bizonyitasa
3.6.1. Zsir-iranyu differencialédas bizonyitasa

A zsir-iranyu differencialodéast indukald tapfolyadékot 2 hét inkubécid utan pipettaval
leszivtuk a sejttenyészetekrdl, 4%-os paraformaldehid (1581274, Sigma, Kina)/PBS-sel
fixaltuk, majd PBS-sel atmostuk a sejteket. 0,2 %-os Oil Red O festékkel (1320-06-5, Sigma,
Kina) 10 percig festettiik, ezutan ismételten PBS-es 6blités kovetkezett. 10 percig metilénkék
oldattal festettiik és Ujra PBS-sel atmostuk a sejteket. A lilaskékre festddd sejtekben a

zsircseppek vorods szintire festodtek.
3.6.2. Porc-iranyu differencidlodas bizonyitasa

Porc-iranyba differencialtatott kutya AD-MSC kompakt csomokat képez. Fagyasztva
metszett szeletének festése dimetil-metilénkékkel metakromaziat mutat.
3 hét tenyésztés utan pipetta segitségével leszivtuk a differencialo tépoldatot, 4%-os
paraformaldehiddel fixaltuk, majd PBS-sel atmostuk a sejteket. A mintakat lefagyasztottuk,
kriosztattal metszettiik, dimetil-metilénkékkel 10 percig festettiik, majd ecetsavval lemostuk.

A dimetil-metilénkék festéket 0,1%-o0s koncentracidban 3%-o0s ecetsavban oldva hasznaltuk.
3.6.3. Csont-iranyu differencialodas bizonyitasa

A csontképzés lépéseinek nyomon kovetésére, valamint a csontosodds mértékének
meghatarozasara szolgald méréseket a differencialodas kezdetekor, 1 hét utan és a kisérlet
lezarasakor végeztiik el. A kalcium-felhalmozodast Alizarin vords festékkel detektaltuk. Ezen

felil a sejteken immuncitokémiai jelolést végeztink a RUNX2 fehérjére, amely a
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csontosodadsi folyamatok beinditdsanak f0 szabalyozo faktora, tovabba hisztokémiai

modszerrel, BCIP/NBT reagenssel mutattuk ki az ALP enzim aktivitasat.
3.6.3.1. Immuncitokémiai jelolés (RUNX2)

RUNX2 a csont iranyt differencialédas egyik kulcsfaktora. A RUNX2 fehérje jelenlétét a
differencialédas elsé napjan, az els0 héten ¢és a harmadik hét végén vizsgaltuk
immuncitokémiai modszerrel.

Els6 1épésként fixaltuk a sejteket 4% PFA/PBS-sel, ami 10 percig allt rajta, majd kétszer
ismét atmostuk a sejttenyészeteket PBS-sel. Ezt kovetden permeabilizalo és blokkold oldatot
helyeztiink ré: 1%-o0s BSA/PBS-be 4% kecske szérum és 0,1% Triton-X.

A blokkol6 oldatban oldottuk az anti-h/mRUNX2/CBFAT1 Purified Rat Monoclonal 1gG;p
antitestet (R&D, MAB 2006) 50x higitasban.

Eppendorf fugdn 5000 xg fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk, hogy ne legyen
szemesés a festés. A 96 lyuku plate egy lyukaba 40-50 ul-t pipettaztunk 6vatosan. Ejszakara 4
C°-on hagytuk allni. Kovetkezd nap 1 %-os BSA/ PBS-sel mostuk 2x10 percig billegtetve,
szobahOmérsékleten. A blokkoldban oldottuk az Alexa Fluor 568, goat anti-rat IgG (H+L),
(A11077, Invitrogen, Németorszag) antitestet 250x-es higitadsban. Eppendorf centrifugan 5000
xg fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk, hogy ne legyen szemcsés. Egy oOran at
szobahdémérsékleten, fénytél védve, allni hagytuk. Az utols6 10 percre DAPI-t tettiink bele
(D8417-1MG, Sigma, Kina) 10 000x higitasban, mely a sejtmagokat fluoreszcensen festette
meg. Ezutan ujra mosas kovetkezett: 0,5 %-os BSA/ PBS-sel mostuk 2x10 percig billegtetve,
szobahOmérsékleten. Végiil PBS-t tettiink ra.

3.6.3.2. ALP aktivitas kimutatasa

3.6.3.2.1. ALP hisztokémia

Az ALP hisztokémia soran a kovetkezo 0sszetevoket oldottuk 450 ml desztillalt vizben:

e 6,05 g TRIS (100 mM)
e 2.9 NaCl (100 mM)
e 0,51 gMgCl, (5 mM)

A pH-t 9,5-re allitottuk be 1 N-os HCl-dal, utana 500 ml-re feltoltottiikk az oldatot. A kész
puffer oldatba 100x-ra higitva kertiltek bele a szubsztratok:
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e 2% BCIP 20 mg/1 ml DMSO
e 3% NBT 30 mg/1 ml 70%-0s DMSO (700 pul DMSO + 300 pl H,O)

Az oldatot 10 percig, 37°C-on a sejteken hagytuk, majd PBS-sel atmostuk a tenyészeteket.

3.6.3.2.2. ALP enzimes mérése

70 ml desztillalt vizbe 0,605 g TRIS bazist (T-1378, Sigma, Kina) és 0,876 g NaCl-t
(30423, Lach-Ner, Csehorszag) raktunk. A pH-t 9,5-re allitottuk be 1 N HCl-dal, az igy kapott
oldatot 100 ml-ig feltoltottiik desztillalt vizzel. Az oldat kettéosztasa utan az egyik felébdl
101,5 mg MgCl, x 6 H,O (13007-1-30, Reanal, Magyarorszag) hozzaadasaval készitettiik el
az ALP puffert, a masik felébdl pedig 500 pl 10%-os Triton X-100 hozzdadédséaval a lizis
puffert.

A sejteket a 24 lyuka plate-b6l 100 pl lizis pufferrel a pipettahegy segitségével
felkapartuk, haromszor 5 masodpercig jégben szonikaltuk, majd Eppendorf centrifugdban 10
percig 12000 xg fordulatszdmon centrifugaltuk. Az igy kapott feliiliszot hasznaltuk a
tovabbiakban, valamint a Lowry modszer soran.

96 lyuku plate-be mértiik a kovetkezdket: 1. lyukba 10 pl minta + 90 pl lizis puffer + 100
pl ALP puffer + 5 pl Sigma 104 20x-os torzsoldat (1,36 ml ALP pufferben feloldott 71,5 mg
Sigma 104 foszfataz szubsztrat (121H-50301, Sigma, Kina)), 2. lyukba 20 pl minta + 80 ul
lizis puffer + 100 pl ALP puffer + 5 pl Sigma 104 20x-os torzsoldat. Vak lyukat is
készitettlink: 100 pl lizis puffer+ 100 pul ALP puffer + 5 ul Sigma 104 20x-os torzsoldat.
37°C-os termosztatban egy o6ran 4t inkubaltuk a mintdkat, majd minden lyukba 50 pl 1 N
NaOH-ot tettiink. A mérést Victor X3 Multilabel Reader-rel (Perkin Elemér) 405 nm
hullamhossztsagon végeztiik.

A Lowry modszernél hasznalt reagensek: Folin A =5 g Na,CO; x 10 H,O + 0,1 N NaOH
(100 ml), Folin C = 1. 1 ml K-Na-tartarat (1,49 g 100 ml desztillalt vizben oldva), 2. 1 ml
CuSO4 x 5 H,O + 98 ml Folin A. 10 pl mintdhoz 1,5 ml Folin C-t adtunk, majd azonnal
vortexeltiik, 10 percig szobahOmérsékleten pihentettiik. A fenol reagenst (0,1 N NaOH)
(F9252, Sigma, Kina) 1:1 higitottuk desztillalt vizzel, ebbdl 10 perc elteltével 150 pl-t
beletettiink minden csdbe, ezutan vortexeltiink. A mintdkat szobahdmérsékleten 40 percig
inkubdltuk, utana fotométeren 660 nm-en fehérjemérést végeztiink. Kalibraciés gorbét 1
mg/ml standard BSA-bol készitettiink. (A kapott abszorbancia értékekbdl kivontuk a vak

minta értékét, és normalizaltuk az adatokat 0sszfehérjére.)
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3.6.3.3. Alizarin voros festési eljaras

Az Alizarin voros festés elsd lépéseként PBS-sel atmostuk, 4%-os paraformaldehid oldattal
fixaltuk, majd PBS-sel ismét atoblitettiik a sejteket. Két percig a sejteken hagytuk az Alizarin
voros festéket (A-3757, Sigma, Kina). A festék eldallitasa soran 2 g Alizarin Red S-t 100 ml
desztillalt vizben oldottunk fel, a pH-t 10%-0s NH4OH hozzaadasaval 4,3-ra allitottuk be.

A két perc leteltével leszivtuk pipettaval a felesleges festék oldatot a sejttenyészetrél. PBS-
sel torténd tobbszori mosas utdn mikroszkoppal megvizsgaltuk a tenyészetet, a kalcium

lerakodas narancs-vords szinben festodott meg.
3.6.3.4. Kalcium kivalas mérése

A sejteket a 24 lyuku plate-rél 100 ul 0,5 N HCl-dal szedtiik fel. A méréshez Calcium
(CPC) liquicolor kit-et (0150-250, Stanbio, USA) hasznaltunk. Tiz percig 12000 xg
fordulatszdmon centrifugaltuk a mintat, majd a feliiliszot egy tiszta csObe pipettaztuk at. A kit
A ¢és B reagensét egyenld aranyban Osszemértiik és 500 pl-t adtunk 5 pl mintahoz. Egy
kalibracios sort is készitettliink a kitben taldlhatdé 10 mg/dl standardbdl. Mikrotiter plate egy
lyukaba 200 pl-t mértiink be a mintakbol €s a kalibracids sor mintaibol. A mérést Victor X3

Multilabel Reader-rel (Perkin Elmer) 540 nm-en végeztiik.
3.6.4. Mikroszkopos vizsgalatok

A fénymikroszkopos és fluoreszcens mikroszkopos vizsgéalatokat IX51 INVERTED
MICROSCOPE (Olympus) mikroszképpal végeztiik, illetve SPOT RT3™  kameraval

rogzitettiik a felvételeket.
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4. Eredmények

4.1. Zsirszovetbdl szeparalt MSC-k in vitro tenyésztése

Mind a fiatal, mind az iddsebb kutydkbol sikeriilt MSC-ket izolalnunk, in vitro
szaporitanunk. 10% FBS-sel és bazikus fibroblaszt novekedési faktorral (bFGF) kiegészitett
DMEM-ben az idésebb kutya MSC-k is hasonldan jol szaporodtak, mint a fiatalabb allatokbol
kinyertek, 1 hét tenyésztés utan elérték a 80-90%-os konfluenciat, és fibroblaszt jellegii
morfoldgiat mutattak (5. abra; 6. abra).

5. abra Kutya zsirszovetébdl szarmazd MSC-k szeparalas (A), lemosas utani képe (48 6ra)

(B), passzlasa 1 hét utan (C).

6. abra Fibroblaszt-szerii 6ssejtek fiatal (A) és id6s (B) kutya zsirszovetébol.

A populéacio megkettdzodésének ideje a passzalasok soran egyre ndvekszik mind a fiatal,
mind az dreg allatbdl kivett MSC-k esetében. A sejtek novekedése jelentsen lelassult, tobb
esetben megallt a negyedik passzalasnal. Azonban a tenyésztotaphoz adagolt bFGF —fel
gyorsabb szaporodast figyeltiink meg és mind a fiatal, mind az 6reg allatbol szarmazé MSC-k

tovabb fenntarthatoak voltak in vitro koriilmények kozott (7. abra).
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7. abra bFGF hatasa az MSC-k tenyésztése soran.

4.2. MSC-k morfoldgiai és sejtfeliileti antigének jelenléte szerinti

karakterizalasa

4.2.1. CD markerek kifejezddése kutya MSC-ken

Az aramlési citométerrel végzett mérések soran, a hCD73-PE és hCD105-PE antitesttel

torténd jelolés negativ eredményt hozott. Ez nem jelenti azt, hogy ez a két sejtfeliileti marker

nincs rajta az MSC-ken, hanem azt feltételezziik, hogy a rendelkezésiinkre all6 humén

antitestek nem voltak elég specifikusak a kutya MSC-kre.
A mCD44-PE antitest 99,8%-ban hozott pozitiv eredményt fiatal és idds kutyanal egyarant.

A hCD90-PE antitest a fiatal kutydkbol szarmaz6 MSC-ken 98%-ban volt pozitiv, mig az

1d6sebb kutydbol szarmazon csak 85%-ban (8. abra).

fiatal

Counts.

Counts

10 .20 30 40 50 60 70 80 90

Counts

L 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Counts

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

[

99,8%

A

103 10! 10° 10! 102 10° 10t
CDRO-PE h

L0 10 20 30 4 50 60 70 80 9%

T T
103 104 10° 10!

3
&

f T
102 10° 10 10! 102
CO73-PER CD44-PEm

8. abra Az MSC-ken talalhato sejtfeliileti antigének.
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4.3. Zsir-iranyu differencidlodas bizonyitasa

Két hét inkubaciot kovetden Oil Red O festési eljarassal mutattuk ki a sejttenyészetekben

felhalmozodott zsir jelenlétét (9. abra).

9. abra Oil Red O festéssel piros cseppekben lathato a zsirfelhalmozodas (400X): kutya MSC

zsir iranyu differencialtatasa.

4.4. Porc-iranyu differencialtatas bizonyitasa

Sikeresen differencialtattunk fiatal és idds kutya zsirszovetébdl szeparalt MSC-ket
chondrogenesis irdnyaba. Dimetil-metilénkékkel festett fagyasztva metszett mintan

metakromazia figyelhetd meg (10. abra).

10. abra A rézsaszin festddés porcsejtek jelenlétére utal: kutya MSC (400X).
4.5. Csont-iranyu differencialodas bizonyitasa

Csont-iranyba sikertilt mind a fiatal, mind az 1dds allatok MSC sejtjeit differencialtatnunk,
azonban a fiatal allatok esetében robusztusabb kalcium kivalast és ALP aktivitast észleltiink.

A csont-iranyu  differencidlodds beinduldsanak indikatoraként alkalmazott RUNX2
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szignalfehérje 1 hét differencialtatas utdn még nem, csupan 3 hét utan mutatott specifikus,

sejtmagi festodést.
4.5.1. Immuncitokémiai jelolés

A differencialtatds soran a RUNX2 sejten beliili lokalizaciojaban valtozas tortént: mig
kezdetben a citoplazméaban volt megfigyelhetd, a 3. hét végére foként sejtmagi lokalizaciot

¢észleltiink (11. abra).

RUNX2:

Nukleinsav festés DAPI-val:

Merge: RUNX2 és DAPI:

1 nap 1 hét 3 hét

11. abra Immuncitokémiai jelolés: RUNX2.
4.5.2. ALP aktivitas mérése

Fiatal kutya esetében nagyobb ALP aktivitast mértiink (12. abra; 13. abra; 14. abra).
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12. abra Kutya zsirszovetébol szeparalt, csont-iranyu differencialtatdson kersztiil ment MSC-

k ALP aktivitdsa 1 nap (A), 1 hét (B) és 3 hét (C) utdn.

13. abra ALP aktivitas kimutatasa: fiatal (A) és id6s (B) kutya (100X).

40

35

30

25

B lnap

20

B 1hét
15 -

ALP aktivitas

m 3hét

10 -

atl._Fiatal Oreg

14. abra ALP aktivitas enzimes mérése: fiatal és idds kutyabol szarmazé MSC-k esetében

(6sszefehérjére normalizalt ALP aktivitas).
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4.5.3. Alizarin vOros festés

Fiatal Beagle kutyabol szarmaz6é MSC-k nagyobb mértékii kalcium kivalast mutatottak az

1d6sebb kutyabodl szarmazé MSC-kel szemben (15. abra; 16. abra; 17. abra; 18. abra).

15. abra 24 lyuku plate-ben fiatal (A) és id0s (B) kutyabdl szarmazd MSC-k Alizarin voros

festése.

17. abra Alizarin voros festés: idos kutyabol szarmazo minta (40X és 100X).
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18. abra Fiatal kutya zsirszovetébdl szdrmazd MSC tenyészet Alizarin voros festése 1 nap

(A), 1 hét (B), 3 hét (C) elteltével.

4.5.4. Kalcium kivalas mérése

A fiatal kutyak esetében erdteljesebb kalcium kivalast detektaltunk (19. abra).

1.40

W 1nap
B 1hét

m 3hét

Kalcium kivalas (mg/ml)

atl._Fiatal Oreg

19. abra Kalcium kivalas mérése: fiatal és id6s kutyabodl szarmazd MSC-k dsszehasonlitasa.
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5. Megbeszélés

Megfigyeléseink igazoltdk, hogy mind a fiatal, mind az iddsebb allatok zsirszovete alkalmas
MSC-k kinyerésére. A fiatal és 1dds allatokbol kinyert sejtek egyarant mutattdk az
irodalomban leirt morfologiat, sejtfeliileti antigének koziil kimutattuk a CD44 és CD90
meglétét, valamint az MSC-kre jellemz6 zsir-, porc- €s csont- iranyu differencialodast.

A zsir-irdnyt differencialodés bizonyitasara hasznalt Oil Red O festés a 14. napon mutatott
jelentds zsirfelhalmozddas, a chondrogenezis soran megjelend porcsejtek jelenlétét dimetil-
metilénkék festékkel 3 hét elteltével detektaltuk, mindez megegyezik az irodalmi adatokkal. A
csont-irany differencialodds immuncitokémiai kimutatidsa soran a RUNX2, ami a
csontosodasi folyamatok egyik f6 transzkripcios faktora, kezdetben a citoplazmaban, a 3.
héten a sejtmagban lokalizalodott. Mindez egybe vag azzal a megfigyeléssel, hogy a kalcium
kivalas szintén a 3. héten a legintenzivebb, amit az Alizarin vords festési eljarassal és a
kalcium koncentracié mérésével is bizonyitottunk. Mar az els6é héttdl kezdve kifejezett ALP
aktivitast észleltiink mind az enzimatikus méréssel, mind a hisztokémiai eljarassal, ami a
harmadik hétre tovabbi novekedést mutatott.

A fiatal kutyak zsirszovetébdl szeparalt MSC-k nagyobb mértékli kalcium kivalast, és
erfteljesebb ALP aktivitdst mutattak az idds kutyabol nyert MSC-kel osszehasonlitva.
Ugyanakkor az irodalmi adatok ellentmondasosak, valamint allatfajonként eltérdek:
patkanyok esetében a fiatal egyed jobb proliferacios, az idésebb egyed pedig nagyobb
csontosodasi képességgel rendelkezett; fiatal és idés emberekbdl szarmazdo MSC-k
csontosodasi potencialja kozott egyes kutatdcsoportok nem talaltak kiilonbséget, mig masok
fiatalok és gyerekek MSC-i esetében erdteljesebb csontosodasi hajlamot észleltek. Egy
tanulmany szerint csonthiany pétlasakor a kutyak életkora nem befolydsolta az autolog MSC-
k csontosodasdnak mértékeét.

Az altalunk vizsgalt harom fiatal és egy oreg kutya esetében kiilonbség mutatkozik a
csontosodasi képességben a fiatal kutydk elényére, azonban ez a kisszdmu minta miatt
statisztikailag nem kiértékelhet. Eddigi eredményeink alapjan az allogén transzplantacid
lehetségesnek tlinik olyan kutydk esetében, akiknél a zsirszovet levétele korlatozott, vagy
MSC-i korlatozott csontosodasi kapacitdssal rendelkeznek. Kezdeti eredményeink
megerdsitése érdekébeni célunk, hogy a kisérletbe tovabbi kutydk bevonasaval a mintavételek
szamat noveljiik, illetve, hogy a mar kisérletbe vont allatokbdl eltérd életkorukban is mintat

vegyiink.
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6. Osszefoglalas

A multipotens tulajdonsagokkal rendelkez6 mezenchimalis dssejtek (MSC) valamennyi
szervben megtaldlhatdak, osztddasra, valamint zsir-, porc-, és csont-iranyu differencialédasra
egyarant képes, mezodermalis eredetli sejtek. MSC-t szamos differencialt szovettipusbol
izolaltak mar: csontveldbdl, zsirszovetbdl, és koldokzsinor Wharton kocsonydjabol. Mivel a
zsirszovet konnyen hozzaférhetd, rendszerint nagy mennyiségben all rendelkezésre, a human
¢s allatorvosi regenerativ orvoslés, illetve a szoveti helyreallité mutétek (pl. csont-,
porcpotlas) egyik alternativ dssejt forrasa lehet.

Céljaink kozott szerepelt kutyak zsireredetli Ossejt izoldlasanak, karakterizéldsanak, in
vitro tenyésztésének és differencidlddasanak modszertani kidolgozésa és a lehetséges klinikai
célu felhasznalas bemutatdsa. Vizsgalataink soran kiilonbozé kora Beagle kutydk in vitro
osztodasi €s differencialodasi képességeit is 6sszehasonlitottuk.
alkalmanként 5-20 grammnyi zsirszovetet. A zsirszoveti mintékat feldaraboltuk, kollagenaz
enzimes emésztés utdn centrifugaltuk, majd a vegyes sejtiilledéket tenyésztd flaskakba
helyeztiik, és tapfolyadékban tenyésztettiik. Amikor a letapadt, novekvd sejtek egységes
fibroblaszt-szerli képet mutattak fénymikroszkopos vizsgalattal, a tapfolyadékot (10%
borjusavoval kiegészitett DMEM taptalaj) csont-, és porc indukcios tdpfolyadékokra cseréltiik
¢s ebben a kozegben folytattuk a tenyésztést. A differencialodas megkezdésekor, 1 és 3 héttel
késobb ellendriztiik az oszteogenezist alizarin vords festéssel (kdlcium rogok kimutatdsa) és
5-bromo-4-kloro-3’-indolil-foszfat / kék nitro-tetrazolium reagenssel (alkalikus foszfataz
enzim aktivitds kimutatasa). A porcosodas kimutatasdra dimetil-metilénkék festéket
hasznaltunk ugyanilyen id6kdzokben.

A fiatal kutydkbol szarmazod Ossejtek fokozott novekedési és differencialodasi
tulajdonsagokat mutattak az iddsebb kutydkbodl nyert mintakhoz képest. Meggy6zddésiink
szerint a kutya zsirszoveti sejtekbdl eldallitott, in vitro differencialédott vagy multipotens
Ossejtként in vitro tenyésztett sejtek, alkalmasak allatorvosi klinikai kiprobalasra. Modszeriink

megfeleld modell lehet human 6ssejt kutatdsok szamara.
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7. Summary

Isolation-, characterisation-, in vitro cultivation and differentiation of adipose

tissue originated stem cells in dogs — preliminary results.

Mesenchymal stem cells (MSCs) also called as multipotent adult stem cells are present in
almost all organs and tissues in dogs as well. MSCs are self-renewing, can differentiate
toward adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineages. The most available tissue sources
of MSCs include the bone marrow, the adipose tissue, and the Wharton’s jelly of the
umbilical cord. Regenerative medicine both in the human and veterinary fields often use
adipose tissue originated stem cells for bone and cartilage defect replacements.

Aims of our studies were to establish methods for MSCs isolation, characterisation and
differentiation and to prove their therapeutical potentials for the veterinary use. Furthermore
we compared the in vitro growing and differentiating abilities of MSCs originated from dogs
at different age.

Five to 20 gramm adipose tissue (AT) samples were collected from subcutaneous fat
depots from the thoracic region of Beagle dogs using standard sterile surgical procedures. The
AT was cut into small pieces, digested by collagenase enzyme, and separated the fat from the
mixed population cell pellet by centrifugation. Only the cells adhered the bottom of culture
flasks, passed further in Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with
10% Fetal Bovine Serum (FBS). The culture medium was replaced with osteo-inductive and
chondro-inductive mediums, when the cells showed homogenous fibroblast-like morphology
under light microscope. At the start, one and three weeks later the osteogenesis was detected
by Alizarin red staining (calcium deposits) and 5-bromo-4-chloro-3'-indolyl phosphate / nitro
blue tetrazolium test (BCIP/NBT, alkaline phophatase production) while the chondrogenesis
was tested by dimethyl-methylblue staining.

cAD-MSCs originated from young dogs show faster multiplication in vitro before and after
induction of osteo- and chondrogenesis. We strongly believe that canine adipose tissue is an
available source of MSCs also in dogs and these cells with or without in vitro differentiation
theoretically available for veterinary regenerative medicine. The canine model could be a

useful tool for human stem cell research.
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10. Fuggelék

DMEM-HG 06sszetevOi.

Osszetevok: Kon;fgn/tlfaclo
Inorganikus sok:
CaCl, x 2H,0 200
FG(NO3)3 X 9H20 0,1
KCl 400
MgSO,4 x 4H,0 96,67
NacCl 6400
NaHCO; 3700
NaH2P04 X H20 125
Mas osszetevok:
Gliikoz 4500
Fenol voros Na 15
Aminosavak:
L-arginin HCl 84
L-cisztin 48
L-alanin-L-glutamin 862
Glicin 30
L-hisztidin HCI x H,O |42
L-izoleucin 105
L-leucin 105
L-lizin HC1 146
L-metionin 30
L-fenilalanin 66
L-szerin 42
L-treonin 95
L-triptofan 16
L-tirozin 104
L-valin 94
Vitaminok:
D-Ca-pantotén 4
Kolin-klorid 4
Folsav 4
Myo-inozitol 7,2
Niacinamid 4
Piridoxin HCL 4
Riboflavin 0,4
Tiamin 4
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