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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Az 6ssejtek, és a regenerativ orvoslasban betoltott szerepiik

Az emberi szervezetben szamtalan kiilonb6z6 tipustt Ossejt megtalalhato. Ezek
koz0s vonasa, hogy egyenlétlen osztodassal képesek onmaguk klonjat 1étrehozni, vagyis
onmegujitd képességgel rendelkeznek, valamint létre tudnak hozni énmaguktol eltérd
tulajdonsaggal rendelkez6, valamilyen szoveti funkciora specializalodott utodsejtet. Ez
utobbi folyamatot nevezziik differencidlodasnak. Ezt a természetes folyamatot
mesterségesen tenyésztéedényben, vagy ugynevezett bioreaktorokban is végre lehet
hajtani, ha tudjuk biztositani az irdnyitott differencidciohoz sziikséges specialis
faktorokat, tenyésztési koriilményeket. Az ilyen mddon - in vitro koriilmények kozott -
l1étrehozott szovet felhasznalhatd olyan sériilések gyogyitasara, ahol a szervezet nem
képes ezt a feladatat ellatni. Az 4allanddo donorhiany, valamint szoveti
Osszeférhetetlenség miatt folyamatos a klinikai igény a ,.tissue engineering” modszerrel
(nem tul szerencsés magyar forditdsban nevezik szOveti sebészetnek is) eldallitott
szovetekre olyan esetekben, mint példaul a szervezet regeneracidos képességét
meghaladd méretii csontsériilések [1], kiterjedt porcdefektusok [2], vagy teljes szervet
érinté karosodasok [3]. Eppen ezért nagyon intenziven kutatott teriiletr6l van szo, amely
szamos eredményt szolgaltatott az elmult években a legkiilonbdzébb szovetek, szervek -
mint példaul sziv(izom) [4], maj [5], hamszdvet [6] valamint csont [7] - egy részének
vagy egészének potlasara. Forrdsukat ¢és differencidlodédsi allapotukat tekintve
kiilonbozd sejtekkel torténtek probalkozasok regenerativ orvoslas céljabol torténd
felhasznalasra (1. abra) [8]. A tovabbiakban részletesebben jellemezziikk a terapias
alkalmazas szempontjabol széba johetd sejteket.

Az els6 human embriondlis 6ssejtvonal 1étrehozasa 1998-ban [9] nagy reményekkel
kecsegtetett a szovetregeneracids felhasznalas teriiletén. A holyagesira allapotban 1évo
embrid belsé sejtcsomoOjabol kivett sejtek fenntarthatok specialis tenyésztési
koriilmények kozott, €s pluripotens differenciacios allapotuknak kdszonhetden spontan,
vagy iranyitott differenciacio segitségével elkotelezhetok az emberi szervezetben
fellelhetd barmely szdvet iranyaba, kivéve az extraembrionalis szoveteket, mint a
méhlepény, vagy koldokzsinor. Hamar kideriilt azonban, hogy terapids célbol torténd

felhasznalasukat korlatozza teratbma képzO0 tulajdonsaguk, valamint szdveti



Osszeférhetetlenségiik. Tovabbi hatranyuk, hogy a sejtvonalak alapitdsa csak emberi
embri6 elpusztitdsanak aran lehetséges, ezért hasznélatukkal kapcsolatban nagyon

komoly etikai kétségek meriilnek fel [10].
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1. abra: A terapias alkalmazas szempontjabol érdekes 0ssejtek

Hasonlé okokra vezethetd vissza a mérsékelt optimizmus, ami az indukdlt
pluripotens dssejtek transzplantacios célu felhasznalasat (induced pluripotent stem cell,
iIPS) 6vezi. Le kell kiizdeni ugyanis a kutatoknak a differencialt sejtekbdl pluripotens
allapotba visszaprogramozott sejtek genomi instabilitasat, tumorképzd hajlamat,
valamint esetleges allogén transzplantacié esetén HLA (human leukocita antigének)
Osszeférhetetlenségét [11]. A legkiilonbozobb farmakologiai vizsgalatokban és a
személyre szabott orvoslas teriiletén torténé alkalmazasuk mindenesetre nagyon
igéretesnek latszik [12].

Az in vivo transzplantacios kisérletekben azonban egyre inkabb hattérbe szoritjak a
pluripotens sejteket a szoveti eredetii 6s-, vagy elédsejtek, amelyek - szemben a fent
emlitett embriondlis és iPS sejtekkel - mar részben elkdtelezddtek valamilyen szdveti
iranyba, vagyis csak bizonyos sejttipusokat tudnak létrehozni. llyenek a csontvel6i

allomanyban, illetve a koldokzsinorvérben talalhatd hematopoetikus Ossejtek. amelyek a



mai napig a legnagyobb transzplantacios sikertorténetet jelentik. Szamtalan, a vérképzo
rendszer defektusara visszavezethet betegség esetében alkalmaztak mar eredményes
csontveld atiiltetést, mint példaul a kiillonb6z6 eredetti limfomak [13], szisztémas lupus

erythematosus [14] vagy sarlosejtes anémia [15] gyogyitasaban.

1.2. A mesenchymalis 6ssejtek jellemzése

A csontvelében a hematopoetikus &ssejtek mellett megtalalhatok még olyan
fibroblaszt alaki onmegujulasra képes sejtek, amelyek egyik fontos feladata, hogy a
vérképzé Ossejtek szamara biztositanak megfeleld mikrokornyezetet [16]. Eldszor
Friedenstein és munkatarsai, majd késébb tobb munkacsoport is kimutatta, hogy az
alkalmas ,,niche” megteremtésén til ezek a sejtek képesek egyenl6tlen osztodassal, in
vitro és in vivo kornyezetben csont, zsir, porc, illetve fibroblaszt sejteket is
létrehozni [17-21]. Ezeket a multipotens stroma sejteket nevezik mas néven
mesenchymalis dssejteknek (multipotent/mesenchymal stem/stromal cell), roviden
MSC-nek.

Az International Society for Cellular Therapy (ISCT) altal 2006-ben
megfogalmazott, és ma is elfogadott kritériumrendszer szerint akkor beszélhetiink
MSC-krél, ha egy szdveti izolatumbol nyert sejtpopulaciot alkoto sejtek: a) kitapadnak
milanyag tenyésztéedény feliiletére, b) a fentebb mar emlitett csont, zsir, porc iranyt in
vitro differenciacios képességgel rendelkeznek, c) sejtfelsziniikon kifejezik a CD105,
CD73, CD90 és CD44 antigéneket és nem hordozzak a hematopoetikus sejtekre
jellemzé CD45, CD34, CDI14 vagy CD11b, CD79alpha vagy CD19 ¢és HLA-DR
antigéneket [22].

Napjainkig - a csontveldi forrason tal - gyakorlatilag minden 1étezd szovetbdl
izolaltak ezen tulajdonsagokkal rendelkezd sejteket, beleértve zsirt, vazizmot,
simaizmot, valamint fogasszocialt szoveteket [20,23-25]. Az MSC-k a ,standard”
mesodermalis sejttipusokon (csont, zsir, porc) kiviil képesek tovabbi mesodermalis
eredetii sejttipusokat, igymint endotél [26], vazizom [27] vagy simaizom sejteket [28],
illetve csiravonalakat ativeléen - eredetileg endodermalis eredetii - majsejteket [29],
vagy - klasszikus embrioldgiai értelemben - ektodermalis eredetii idegsejteket [30] is
létrehozni (2. abra) [31].
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2. abra: A mesenchymalis dssejtek plaszticitasa

1.3. A mesenchymalis éssejtek immunologiai sajatsagai

Az MSC-k tobbiranyu differencialodasi képessége mellett mindenképpen ki kell
emelni kiilonleges immunologiai szerepiiket is. Kimutattak in vitro valamint in vivo
vizsgalatok soran, hogy az MSC-k gyakorlatilag az immunrendszer valamennyi
sejttipusara képesek hatni, mégpedig az immunszuppresszio irdnyaba. A citotoxikus és
helper T, valamint a B limfocitak, makrofagok és monocitak, természetes 6ldsejtek,
sejt-sejt kapcsolatokon keresztiil, valamint szolubilis faktorok termelésével is ki tudjak
fejteni. Az immunvalasz gatlasaban szerepet jatszé regulatoros T sejtek mikodését
ellenben serkentik, ezzel is fokozva annak immungatlo hatasat [32]. Tovabbi
immunologiai vonatkozasu tulajdonsaguk, hogy alacsony szinten (vagy egyaltaldn nem)
fejezik ki a szOveti Osszeférhetetlenségért feleléss MHC-I és MHC-II  (major
histocompatibility complex, {6 hisztokompatibilitasi komplex) antigéneket [33,34].

A fentebb felsorolt elényds adottsagaiknak: a) széleskorii plaszticitasuknak, b)

kiilénleges immunoldgiai sajatsagaiknak, ¢) valamint annak a tulajdonsaguknak, hogy a
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pluripotens sejtekkel szemben in vivo nem képeznek teratomat, d) tovabba annak a
ténynek, hogy hozzaférésiikh6z nem sziikséges elpusztitani embriokat, koszonhetéen
kertiltek az elmult években a regenerativ medicina figyelmének fokuszaba [10].

Az MSC-k olyan nagyfoku immunszuppressziv tulajdonsaggal birnak, hogy az
autolog alkalmazéson tal allogén terapids beavatkozasokra is alkalmasnak bizonyultak
[35], s6t olyan klinikai kisérletekben keriiltek felhasznalasra, ahol a szervezet
immunvalaszanak drasztikus mérséklésére volt sziikség, mint példaul az akkut GVHD
(graft versus host disease, graft versus host betegség) [36], vagy az elérehaladott
autoimmun Chron betegség [37]. Az MSC terapia egyik jelentés mérfoldkove volt a
Prochymal nevii MSC készitmény piacra keriilése 2012-ben. Azoéta szamtalan olyan
Klinikai  esetben alkalmaztak sikeresen, amikor a hagyomanyos szteroid

gyulladascsokkent6k hatastalannak bizonyultak [38].

1.4. A mesenchymalis éssejtek szovetregeneracios képessége

Az MSC-k természetes szovetregeneracidban betdltott szerepe kettds. Egyfeldl
parakrin faktorokkal képesek gatolni a szoveti sériilés helyén a talzott gyulladasi
folyamatokat, tovabba megakadalyozzak a hegképzOdést, és segitik a szovet
érhalozatanak kialakitasat is. Ezek a termelt faktorok kiilonb6z6 osszetételii szekretalt
gyulladascsokkentd  citokin/kemokin  elegybdl, mikrovezikuldkbol/exoszomakbol
allnak, valamint kimutattak, hogy az MSC-k képesek mitokondriumok atadasaval is
segiteni a sériilt szovet helyreallitasat [39]. Masfeldl, differenciacios képességiiknek
koszonhetéen - a sériilés helyére vandorolva - képesek a szdveti sériilés
helyreallitasaban Onmaguk is kozvetleniil részt venni, mint szovetpotld elemek.
Elsdsorban a mar emlitett mesodermalis csiravonal iranyua - csont, zsir, porc - sejtekké
tudnak elkotelezédni, de egyes forrasok szerint, ennél joval szélesebb differenciacios
spektrummal rendelkeznek [29, 30]. A regenerativ orvoslasban igyekeznek kihasznalni
immunmodulans hatasuk mellett nagyfoku differenciacios képességiiket is. Eppen ezért,
a csontpotld beavatkozasokban valo felhasznalasuk egyik legintenzivebben, és
legreménykeltobb eredményekkel szolgalo tertilet.

A klinikai gyakorlatban Oridsi sziikség lenne olyan modszerekre, melyek
gyakorlatilag korlatlanul szolgaltatnak a beiiltetheté csontgraftokat trauma, vagy tumor
kovetkeztében kialakult kritikus méretii csontdefektusok, [40] vagy a periodontiumot

érint6 agressziv periodontitisz [41] okozta 1ézidok potlasara. Az ilyen jellegii sériilések
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regeneracidja nagyon sok idot vesz igénybe, sok esetben nem is valosul meg kizarolag a
szervezet tdmogatdsaval. Az idegen donor eredetli csontgraftok korlatozott elérhetdsége,
¢s az autolég csontok kinyerésekor jelentkezd fajdalom, valamint a sebészeti
beavatkozassal jard egyéb mellékhatasok miatt jelentdsen megnétt az in vitro tervezett
csontszovetek iranti igény [42].

A jelenlegi gyakorlatban kiilonb6z6 autolog, vagy allogén csontképzd sejteket
tartalmazd szoveti graftokat hasznalnak fel, gyakran valamilyen szintetikus
sejteknek, a gyors és hatékony beépiilés érdekében, nagy csontképzd potenciallal kell
rendelkezni. A human oszteoblasztok limitalt hozzaférhet6sége miatt a figyelem az
elédsejtek, és az Ossejtek - ezen belill is a mesenchymalis Ossejtek - irdnydba
fordult [43].

A megfeleld csontgraftok eléallitasahoz nem elegendd csupan a legjobb csontképzo
tulajdonsaggal rendelkez6 sejt kivalasztasa. A kritikus méretii csontdefektusok
regeneraciojahoz  nagyméretii  graftokra van  sziikség, amelyek belsejének
tapanyagellatasarol is gondoskodni kell. Az érhalozat kialakitasanak hidnyaban ugyanis,
a graft belsejében nekrotikus folyamatok indulnak el, amelyek a szovet teljes
elhalasdhoz vezethetnek. Ez megakadalyozhato az in vitro eldallitott, Kiterjedt
csontszovethez érképzd sejtek hozzdadasaval [44]. Idedlis esetben ugyanazon forrasbol
szarmazé eldd-, vagy Ossejt képes lehet ezt a kettés funkciot ellatni. A mesenchymalis
Ossejtek teljesitik ezt az igényt, ugyanis a szOvetekbdl kinyert stroma vascularis
frakcioban (stromal-vascular fraction, SVF) nagy mennyiségben vannak jelen
csont-, és érprogenitor sejtek, amelyek felhasznalasaval vaszkularizalt csontgraftok

hozhatok létre [45].

1.5. A mesenchymalis éssejtek szoveti forrasai

Csontvel6i mesenchymalis sejteket mar néhany éve felhasznalnak regenerativ
orvoslas céljabol. A donorbol torténd izoldlasuk azonban szamos héatrannyal jar, tobbek
kozott fajdalommal, esetleges szovOdményekkel, mindezt csak viszonylag kevés
mennyiségii hasznos Ossejtért [20]. A zsirszovet ezzel szemben aranyaiban sokkal
nagyobb szamban tartalmaz Onmegujitd képességgel rendelkezd Ossejteket, amelyek
minimalis mellékhatassal - példaul zsirleszivassal - kinyerhetdk, és az eljaras akar rovid

1don beliil megismételhetd. Ennek megfeleléen, szamos klinikai alkalmazasban
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probaltak hasznositani, tobbek kozott csontgraftok human felhasznalas céljabdl torténd
eloallitasara [46,47]. A zsirszoveten kiviil még tobb olyan miitéti melléktermékként
keletkezd szoveti forras l1étezik, amely az esetek tulnyomo tobbségében kidobasra keriil,
pedig terapias szempontbol hasznos Ossejteket tartalmaz [48]. Ilyen példaul a
koldokzsinor belsejében, az erek kozott taldlhatd kotészovetes alloméany, a Wharton
kocsonya, vagy a méhlepény [49-51], illetve a szajsebészeti uton eltavolitott fog. A
felnétt fogak fogbél, mas néven pulpa allomanya, illetve a foggyokér felszinén talalhato
periodontalis ligamentum is tartalmaz multipotens sejteket [52].

A kiilonboz6 szovetekbdl szarmazo Ossejtek kozott azonban jelentds kiilonbségek
lehetnek osztodasi-, differencialodasi  valamint immunmodulans képességiiket
tekintve [53]. Az in vitro tenyésztett sejtkultirakon beliil is nagyon eltér6 alaka, méretii
¢és differencialtsagi allapoti sejtek talalhatok, attol fiiggben, hogy a sejtciklus mely
fazisaban allnak, illetve elkotelezddtek-e mar valamely iranyba. A terapids felhasznalas
szempontjabol elengedhetetlen a kiilonbdzd szoveti forrasbol szarmazod sejtek alapos

feltérképezése. Ez a folyamat a kétezres évek kozepét6l kezdve a mai napig tart [54,55].

1.6. A periodontalis ligamentum sejtek

A periodontalis ligamentum olyan lagy kotdszovet, amely embrionalis eredetét
tekintve a veldcsébol fejlodott ki, és fiziologias feladata a fog rogzitése a fogmederbe.
A foggyokér cementum rétege, valamint az alveolaris csont felszine k6zott helyezkedik
el (3. abra) [56], és panyvazd feladata mellett a periodontium homeosztatikus és
regeneracios funkcigjat is ellatja [57, 58]. A periodontalis ligamentum fibroblaszt
sejtekb6l  épiil  fel, amelyek kozott kisebb szamban mesenchymalis Gssejt
tulajdonsagokkal rendelkez6, ugynevezett periodontalis ligamentum 6ssejtek (PI-MSC)
talalhatok, ahogyan azt korabban mas csoportok, valamint mi is kimutattuk [24,59].
Ezek az Gssejtek egyszeriien izolalhatok a miitéti ton eltavolitott bolcsességfogak
felszinérdl, és konnyen fenntarthatok, valamint szaporithatok in vitro sejttenyészetben.

Fogvesztés, vagy agressziv periodontitisz esetén [60,61] felmeriil az igény olyan
sejtterapias megoldasra, amely képes potolni a roncsolodott szdveteket. Ilyen esetben
nem elegendd csak a panyvazd kotdszoveti rostok regenerdcioja, hanem a cementum
réteg poétlasardl is gondoskodni kell [62]. A hatékony regenerativ orvoslas céljabol
torténd felhasznalashoz figyelembe kell venni, hogy mely anatomiai szegmensbdl

izolalt sejtek lehetnek a legalkalmasabbak [47]. Megfigyelték, hogy a PI-MSC-k pozitiv
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hatassal vannak a csontregeneraciora és osszeointegraciora csontgrafttal [63], vagy
szintetikus implantatummal [64] egyiitt beiiltetve a defektus helyére. Kimutattak
tovabba hatékony cementum képz6 tulajdonsagat is [24,65], ezért talan érdemes lehet
eldnyben részesiteni ezt a sejttipust az egyeb szovetekbdl szadrmazdé MSC izolatumokkal
szemben. A Pl 8ssejtek oszteoblaszt és cementoblaszt fenotipusanak megallapitasa az
alkalikus foszfataiz (ALP) enzim, osteopontin (OPN), osteocalcin (OCN), osterix
(0OSX), és cementum protein 1 (CEMP1) gének kifejez6désén alapszik [65-67]. Az
oszteogén/cementogén tulajdonsaguk mellett zsir, és porcsejteket is tudnak létrehozni
indukcid hatasara, és kifejezik az MSC sejtekre jellemz6 sejtfelszini jelolé molekulakat
(CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166), valamint nem expresszaljak a

hematopoetikus markereket, ezért nevezhetjiik 6ket mesenchymalis dssejteknek.

Zomanc
Dentin

Foginy

Pulpa

Periodontalis

ligamentum e .
|
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Alveolaris
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vérerek

3. abra: A periodontalis ligamentum fiziologias elhelyezkedése

1.7. A periodontalis ligamentum 06ssejtek, és a ,,side population”

Régota fennalld igény a multipotens stroma sejtek esetében, hogy egyedi marker

alapjan ki lehessen valogatni a heterogén sejtpopulaciobdl a terapidsan hasznos sejteket.
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A PI-MSC-k esetében is szamos probalkozas tortént fokozott differenciacios
képességgel rendelkezd sejtek, egyedi molekulak (CD106, CD146, SSEA-4, STRO-1)
segitségével torténd azonositasara. Ezek az eredmények azonban gyakran nem voltak
elég meggydzoek, vagy a modszer csupan nagyon kevés hasznos sejt kivalogatasara volt
alkalmas, amely nem teszi lehet6vé azok terapias céli felhasznalasat [68-70].

Egy lehetséges megkdzelités multipotens sejtek megtalalasara az ugynevezett ,,Side-
population” (SP) sejtek kivalogatasa. Ezeket a sejteket az alacsony Hoechst 33342
festodés jellemzi. Az ABCG2 fehérje aktiv transzport segitségével megakadalyozza
ugyanis, hogy a sejtek felvegyék a festéket [71]. Az elmult években szamos egészséges,
¢és tumoros szovetben talaltak SP sejteket, amelyeket elddsejtekként, vagy dssejtekként
jellemeztek [72-74]. A periodontalis ligamentum is tartalmaz ilyen SP populaciot [75],
azonban még semmilyen funkciot nem tudtak tarsitani ezekhez a sejtekhez. Ninomiya és
munkatarsai [76] patkanyok periodontalis ligamentumabol szarmazd SP frakcidjanak
fokozott csont differenciacios képességérdl szamoltak be, am ebben az esetben a festék
eltavolitasaért egy masik multidrog transzportert, az ABCB1 fehérjét tették feleldssé.

Ezen tanulményok alapjan feltételezheté volt, hogy az ABCG2 fehérjét kifejezd
periodontalis ligamentum sejtek megvaltozott differenciacios profillal rendelkeznek.
Fontos megjegyezni, hogy az ABCG2 kifejezd sejteket antitest segitségével valogattuk
ki, ami alkalmassa teheti a mddszer terdpias célbdl torténd alkalmazéasat, szemben a

mutagén tulajdonsaggal bird6 DNS-kot6 festékek segitségével torténd szortolassal.

1.8. Implantatumok beépiilésének elésegitése

Trauma, vagy tumor okozta Kiterjedt csontszdvet hiany esetében, sziikségessé valhat
implantaitumok beiiltetése a kérosodott teriiletre. A szintetikus csontpotld anyagok
beépiilésének MSC-vel torténd eldsegitése, az utobbi évtizedben a regenerativ orvoslas
egy Uj iranyzatat jelolte ki. A titdndtvozet csontszovethez tapadasat felgyorsitja a
beiiltetésre vard implantatum mesenchymalis stroma sejtekkel vald befedése [77],
tovabba fokozott csontszovetképzddés figyelhetd meg titdnbol késziilt halora
kitapasztott dssejtek ortotopikus, vagy ektopikus alkalmazasa esetén [78,79]. Intenziv
csontképzddést eredményezett, ha nyulbol szarmazdé MSC-vel boritottak feliiletkezelt
titdncsavarokat és liltettek immundeficiens egerek bore ala [80]. Szervetlen csontmatrix

potlo anyagok, mint a hidroxiapatit, a trikalcium-foszfat, vagy a szarvasmarha csontbol
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késziilt Bio-Oss® granulatumok multipotens sejtekkel valé kombindcidja is a
csontképzddés fokozodasat eredményezte [81,82].

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az MSC-k megkonnyitik, el@segitik az
implantatumok osszeointegracios folyamatat. A  zsirszovetb6l szarmazé MSC-k
titdndtvozet és dsvanyi matrix feliileten is képesek osztddni, valamint oszteoblasztokat
képezni, ezért implantoldgiai felhasznalds szempontjabol idedlis  jeloltek
lehetnek [83,84].

A megfeleld beépiilés legnagyobb akadalyat az esetek tilnyomd tobbségében az
jelenti, hogy a terapias célra szant sejtek lassan, és nehezen tapadnak ki az implantatum
felilletére. Nehézséget jelent tovabba, hogy a mesenchymalis Ossejtek ex Vivo
tenyésztése allati szérum jelenlétében torténik, mig a klinikai gyakorlatban ez nem
megengedett. Szérum hidnyaban azonban a sejtek viselkedése megvaltozik, adhézios
képességiik csokken [85]. Kitapadasuk elésegitésére, és hosszi tavu tulélésiik
biztositasa érdekében ezért ezeket a felszineket valamilyen fizikai, vagy kémiai
eljarassal kezelik. Ilyen kémiai eljarasnak tekinthet6 a feliiletek biomimetikus anyaggal
torténé bevonasa. Az arginil-glicil-aszpartat (RGD) peptideket széles korben
alkalmaztak ilyen biomimetikus polimerek létrehozasara [86]. Ezek a vegyiiletek
alkalmasnak bizonyultak MSC-k titan és csontmatrix szkaffoldok feliiletéhez torténd

A szintetikus peptidek nagy elénye a természetes anyagokbol késziilt bevonatokkal
szemben, amilyen példaul a fibronectin, hogy ellenallnak a proteolitikus degradacionak,
valamint szabadon valtoztathaté bioaktiv motivumaik segitségével a kivant hatas

optimalizalhat6. Tovabbi elényiik, hogy eldallitasuk koltséghatékony [86].
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2.

1)

2)

3)

Célkitiizések

Célunk volt a regenerativ orvoslas céljara felhasznalhato, in vitro kulturaban tartott
human a) zsirszoveti, b) Wharton kocsonyabdl izolalt, c) foggyokérhez asszocialt,
fejlédéstanilag  vel6csO eredetli periodontalis ligamentumbo6l, valamint d)
csontvelébdl szarmazd mesenchymalis Ossejtek Osszehasonlitdsa, €s a mintak
heterogenitasanak bemutatasa kiilonboz6 modszerekkel. Az izolatumokat alkotd
vizsgalata, sejtfelszini molekulainak feltérképezése aramlasi citométerrel. Terveink
kozott szerepelt tovabba a sejtek zsir- és porcképzd potencidlja mellett részletesen a
csont-, valamint endotél iranyu differenciacios képességiik, illetve pluripotencia

markereik kifejezédésének tanulmanyozasa.

Tovabbi célunk volt olyan sejtfelszini jelzOmolekula megtalalasa mesenchymalis
Ossejteken, amelynek segitségével a heterogén Osszetételli izolatumokbol

kivalogathatok a terapids szempontbol hasznos dssejtek.

A veliink egylittmikdd6 csoport kimutatta egy ciklikus RGD motivumot tartalmazo
elagazo6 polimerrdl, hogy segiti a kiillonbozd sejtek kitapadasat, és tulélését miianyag
sejttenyésztd edényeken és iiveg feliileten. Célunk volt ennek tovabbfejlesztett
valtozatan adhézids és sejt differenciacios kisérletek elvégzése mesenchymalis
6ssejtekkel, klinikai szempontbol érdekes implantaitum anyagok - titan, Bio-Oss®

csontgranulatum - felszinén.
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3. Madszerek

3.1. A vizsgalt sejtek izolalasa és tenyésztése

Szoveti Ossejtkészitményeket allitottunk eld kiilonb6zé human széveti mintakbol.
A mesenchymalis Ossejteket egészséges, 4-20 éves nd ¢és férfi paciensekbdl: a)
ortopédiai miitét soran eltavolitott szubkutan zsirszovetbol (Zs-MSC, n=3, kor: 4-5 év);,
b) sziilést kdvetden a koldokzsinor ereit korilvevd zselés kotdszoveti allomanybol, a
Wharton kocsonyabol (Wk-MSC; n=3); ) szajsebészeti uton eltavolitott
bolcsességfogak gyokérfelszinén taldlhatd, ugynevezett periodontilis ligamentum
szalakbol (PI-MSC; n=3, kor:17-20 év), d) ortopédiai miitét melléktermékeként
keletkezd combcsont csontvel§jébol (Csv-MSC; n=1, kor: 4 ¢év) izolaltuk. A
tevékenységet a magyar Egészségligyi Tudomanyos Tanacs (ETT) hivatalos
engedélyével végeztiik (az engedély szama: 24083-3/2013/EHR). A kisérletben szerepl6
valamennyi szovetminta vételezése, illetve tudomdnyos kisérletekben torténd
felhasznalasa a donorok (illetve sziilojilk vagy gondviseldjiik) megfeleld szdbeli és
irasbeli tajékoztatasat kovetden, irasos beleegyezésiikkel tortént.

A kisérleteink tobbségében a Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) cég altal

forgalmazott reagenseket hasznaltuk, az ezektdl valo eltérést jeleztiik.
Zsirszovetbol szarmazo ossejtek

A zsirszOveti mintdkat kétszeri foszfat pufferelt sooldatos (phosphate buffered
saline, PBS) mosast kévetden, 0.1% IV-es tipust kollagenazzal (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) 1 oran keresztiil, 37°C homérsékleten emésztettik. Az emésztés
leallitasahoz  alapmédiumot hasznaltunk, amelynek Osszetétele a kovetkezo:
DMEM-F12 1:1 aranyu oldat, kiegészitve 10% magzati szarvasmarha szérummal (fetal
bovine serum, FBS), 2 mM L-glutaminnal, valamint 50 pg/mL gentamicinnel. A
sejteket centrifugaltuk 1200 percenkénti fordulatszdmon. A csapadékot ndévekedési
médiumban: alapmédium kiegészitve 1 ng/ml bazikus fibroblaszt névekedési faktorral
(basic fibroblast growth factor, bFGF) szuszpendaltuk, és 1x10° db sejt/cm? stirliséggel
tenyésztéedénybe tettiik. A tovabbiakban hetente egyszer 4x10° db sejt/cm? stirliséggel
oltottuk at a sejteket.
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Periodontalis ligamentum eredetii dssejtek

A szajsebészeti uton eltavolitott fogakat PBS oldattal mostuk, majd steril szikével
levalasztottuk a felszinéhez tapadt periodontdlis ligamentum szalakat. A szovet
emésztését 0.1% I-es tipusi kollagendzzal 1 o6ran keresztil 37°C homérsékleten
végeztikk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Az emésztést azonos térfogati
novekedési médiummal allitottuk le, ¢és centrifugaltuk 2100 percenkénti
fordulatszamon, majd a csapadékot novekedési médiumban szuszpendaltuk, &és
2x10° db sejt/cm? siiriséggel tenyésztbedénybe tettiik. Tenyésztésiik soran hetente
egyszer 4x10° db sejt/cm? siirtiséggel oltottuk 4t a sejtkultarakat.

Wharton kocsonydabdl szarmazo dssejtek

A koldokzsinorokat a sziiletést kovetd 24 oran belil feldolgoztuk. A kodzépso,
koriilbeliil 10 cm hosszasagh részt 1-2 cm-es darabokra vagtuk, majd csipesz
segitségével eltavolitottuk a vérereket, és a kocsonyas allomannyal a tenyésztdedény
felszine felé forditva kiteritett darabokat 2 mg/ml IV-es tipust kollagenazzal, valamint
100 TU/ml hialuronidaz enzimmel (Sigma-Aldrich), 45 percen keresztil 37°C
hémérsékleten. emésztettik Az inkubaciés 1d6 leteltét kovetben DMEM
alapmédiummal mostuk a darabokat, és az 6sszegyiijtott kocsonyas allomanyt steril 18G
injekcios tiin  keresztiil homogenizaltuk, majd 20% FBS-sel, és antibiotikum-
antimikotikum  oldattal = kiegészitett =~ magas  glikéz  tartalma = DMEM
tenyésztéfolyadékban szuszpendaltuk és 2x10° darab sejt/cm? kezdeti stirliséggel
tenyésztdedénybe tettik. A  harmadik atoltdst kovetéen hetente egyszer

4x10° db sejt/cm? siirtiséggel oltottuk 4t a kulturakat névekedési médiumban.
Csontveloi mesenchymalis ssejtek

Az ortopédiai mitétbdl szarmazé human combcsont eredetii csontveld aspiratumot
PBS-sel mostuk, majd Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich) oldattal 2100 percenkénti
fordulatszamon centrifugéltuk, fék nélkiil. A gradiens centrifugéalast kovetéen PBS
oldattal mostuk a Ficoll oldat tetején Osszegylilt mononuklearis sejtfrakciot, és

novekedési médiumban szuszpendalva 2x10° db sejt/cm? siiriiséggel tenyésztdedénybe
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tettiik. A tovabbiakban hetente egyszer 4x10° db sejt/cm? siirliséggel oltottuk 4t a

sejtkultarakat.

HUVEC

A human koldokvéna endotél sejteket (human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC) Németh Adrienntdl kaptuk ajandékba a Semmelweis Egyetem, Altalanos
Orvosi Kardnak Koérélattani Intézetébdl. A sejtek izolalasa €s tenyésztése a Bodor és
munkatdrsai dltal leirt médon tortént a Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvosi

Karanak Korélattani Intézetében [91].

HUES9

A kisérletekben kontrollként felhaszndlt human embriondlis dssejtvonal (human
embryonic stem cell line 9, HUES9) eredeti forrdsa Douglas Melton laboratoriuma
(Harvard University, USA). Az MTA TTK Pluripotens Ossejtlaboratériuma bocsatotta
rendelkezésiinkre. A HUESY sejtek tenyésztése az Apdti és munkatarsai altal leirt
modon tortént [92].

3.2. A sejtek morfologidjanak és méretének meghatarozasa

A tenyésztéedény feliiletéhez tapadt sejteket 4% formaldehid oldattal fixaltuk, ezt
kovetéen 10% Giemsa festéssel tettiik lathatovd. Minden izolatumbol 50 darab
véletlenszertien kivalasztott sejt hosszanti atmérdjét mértiik le SPOT Advanced Plus

program segitségével, majd az értékeket atlagoltuk.

3.3. A sejtek jellemzése aramlasi citometrias modszerrel

Az izolatumok sejtfelszini markereinek kifejez6dését aramlési citometriaval
vizsgaltuk.

A sejteket 0.05% tripszin / 0.02% EDTA oldat segitségével valasztottuk el a
tenyésztéedénytdl, és 10% FBS-t tartalmazé alapmédiummal semlegesitettiik a tripszin
hatasat majd PBS oldattal mostuk. A fluoreszcens festékkel jelolt monoklonalis

ellenanyagokat, vagy a megfelelé izotipus kontroll antitesteket 0.5% szarvasmarha
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szérum albumint (bovine serum albumin, BSA) tartalmazé PBS oldattal (réviden
0.5% BSA/PBS) higitottuk a forgalmazo altal javasolt végkoncentracioban. A sejteket
30 percen keresztiil, 37°C homérsékletii vizflirdében inkubaltuk az elkészitett oldattal.
A jeloletlen monoklonalis ellenanyagokhoz izotipusnak megfelel6, fluoreszcens
festékkel jelolt masodlagos antitesteket hasznaltunk 200x higitasban. Aramlasi
citometrids modszerrel az alabbi antigéneket vizsgaltuk: ABCG2, CD4, CD13, CD14,
CD29, CD31, CD34, CD44, CD49d, CD73, CD90, CD105, CD17, CD133, CD144,
CD146, CD166, CD271, CD309 valamint SSEA-4. Az antitestek részletes adatai
az 1. tablazatban talalhatok.

Azokat az izolatumokat tekintettiik a vizsgalt markerre nézve pozitivnak, amelyeket
legalabb a sejtek 3%-a Kifejezett. Az adatok bemutatasa soran legalabb harom mérés
atlagat vettiik alapul. A CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 és CD166 markerek
esetében, median fluoreszcencia intenzitas (MFI) aranyt szamoltunk oly modon, hogy a
vizsgalt markerre nézve pozitiv sejtek fluoreszcencia intenzitas jelének medidn értékére
normaltuk a hozza tartoz6 izotipus kontroll fluoreszcencia intenzitas jelének medidn
értékeét.

Az ABCG2 fehérje maximalis kimutathatosdgat a transzporter specifikus
gatloszerének - Kol43 hidrat (Sigma-Aldrich) - 5 uM végkoncentracioban a
konformécio érzékeny monoklondlis 5D3 antitesthez (IgG2b) adéasaval értiik el. A halott
sejtek kizarasahoz 1 pg/ml propidium jodid, 2.5 um 7-amino-aktinomicin D (7-AAD)
vagy 0.5 um TO-PRO-3 jodid oldatot hasznaltunk. A mérések négy szincsatornas
FACSCalibur™ (BD Biosciences) aramlasi citométeren torténtek, €s az adatok
feldolgozasat CellQuest Pro™ (BD Biosciences) programmal végeztiik.

Az ABCG2 fehérjét magasan ¢és alacsonyan kifejezd sejtek kiilonvalogatasat
FACSAria™ fluoreszcencia aktivalt sejtszortirozo késziilékkel (BD Biosciences)
végeztiik 1x10° db sejt fentebb leirt modon torténd megjelolését kovetden.

A Vibrant® DyeCycle Violet™ (DCV) festéshez a tenyésztdéedénytdl elvalasztott,
¢s PBS oldattal mosott sejteket 2 pM festékkel inkubaltuk alapmédiumban 30 percen
keresztiil 37°C-os vizfiirddben. Az ABCG2 miikodésének gatlasahoz 5 uM Kol43
hidrat oldatot hasznaltunk, mig az Osszes transzporter funkcidjanak gatlasat 10 uM
verapamil (Sigma-Aldrich) segitségével értiik el. A DCV mérést Attune® AcoustiC
Focusing aramlasi citométeren (Life Technologies) végeztiik, a festék gerjesztéséhez
405 nm hulldmhossza ultraibolya 1ézert hasznaltunk, és a kettés hullamhosszon torténd

detektalashoz 450/40 (DCV-K¢ék) és 603/48 (DCV-Voros) sziirdket alkalmaztunk.
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Antigén ﬁﬁﬁglert Specifitas Te;lll:ilo Izotipus Gyarto / forgalmazo Katal6gusszam
Els6dleges / kozvetlen jelolt ellenanyagok
ABCG2 - Humén Egér 1gG2b  [Beckton Dickinson 552823
CD4 APC Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 561840
CD13 APC Humén Egér IgG1  |BD Pharmingen 561698
CD14 FITC Huméan Egér IgG2a  |Beckman Coulter IM0645U
CD29 APC Human Egér IgG1  |BD Pharmingen 561794
CD31 FITC Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 560984
CD34 FITC Humén Egér IgG1  |Beckton Dickinson 345801
CD44 FITC Huméan Egér 1gG2b  |BD Pharmingen 560977
CD49d APC Human Egér IgG1  |BD Pharmingen 561892
CD73 PE Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 550257
CD90 APC Humén Egér IgGl  |BD 559869
CD105 PE Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 560839
CD106 PE Human Egér 1gG1 BD Pharmingen 561679
CD117 PE Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 555714
CD133 APC Humén Egér IgG1  |Miltenyi biotec 130-090-8226
CD144 APC Huméan Egér IgG1  [eBioscience 17-1449-73
CD146 PE Huméan Egér IgG1  |BD Pharmingen 561013
CD166 PE Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 559263
CD271 AlexaFluor® 647 Human Egér IgG1  [BD Pharmingen 560877
CD309 PE Huméan Egér IgG1  [BD Pharmingen 560872
GATAG - Human | Kecske [ poliklonalis [R&D AF1700
HLA-DR PE Huméan Egér IgG2a  |BD Pharmingen 560943
Nestin - Humén Nyual | poliklonalis [AbCam Ab92391
SSEA-4 PE Huméan Egér 1gG3  |R&D FAB1435P
Vimentin - Humén Egér IgG1  |Dako MO0725
o-SMA - Huméan Egér IgG2a |Sigma Ab5228
B-1I-tubulin |- Huméan Egér 1gG2b  [Sigma T8660
Izotipus kontrollok
1gG1 - - Egér IgG1  [Thermo Fisher Scientific 554121
IgG1 FITC - Egér IgG1  |Beckton Dickinson 345815
1gG1 PE - Egér IgG1  [Beckton Dickinson 345816
IgG1 APC - Egér IgG1  |Beckton Dickinson 345818
1gG1 AlexaFluor® 647 - Egér IgG1  [Beckton Dickinson 557783
1gG2a - - Egér IgG2a |Thermo Fisher Scientific 559319
1gG2a FITC - Egér IgG2a  |Thermo Fisher Scientific 556652
1gG2a PE - Egér IgG2a  [BD Pharmingen 559319
19G2b - - Egér 1gG2b  |Thermo Fisher Scientific 555740
1gG2b FITC - Egér IgG2b  [BD Pharmingen 555742
19G3 PE - Egér 1gG3  |R&D IC007P
Maisodlagos ellenanyagok
1gG1 AlexaFluor® 488 Egér Kecske - Thermo Fisher Scientific A21121
1gG1 AlexaFluor® 647 Egér Kecske - Thermo Fisher Scientific A21240
19G2b AlexaFluor® 555 Egér Kecske - Thermo Fisher Scientific A21147
19G2b PE Egér Kecske - Thermo Fisher Scientific P21149
IgG(H+L)  [AlexaFluor® 488 Nyl Kecske Thermo Fisher Scientific A11008
IgG(H+L)  [AlexaFluor® 568 Kecske | Szamar - Thermo Fisher Scientific A11057
IgG(H+L)  [AlexaFluor® 568 Nyul Szamar - Thermo Fisher Scientific A10042

1. tablazat: Az aramlasi citometrias mérésekhez, valamint immuncitokémiai

vizsgalatokhoz hasznalt ellenanyagok listaja
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3.4. Az izolatumok jellemzése immuncitokémiai médszerrel

A tenyésztdedény aljdhoz tapadt sejteket 4% formaldehid oldattal fixaltuk, és az
ellenanyagok aspecifikus kotddését 1% BSA ¢és 4% szérum hozzaadasaval akadalyoztuk
meg. A sejteket a gyartok altal javasolt higitasban a Vimentin, Nestin, B-I1I-tubulin,
a-simaizom-aktin (a-smooth muscle actin, a-SMA) és GATAG6 elleni antitestekkel
1 6rén at inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd az izotipusnak megfeleld masodlagos
antitesttel 200x higitasban tovabbi 1 Oran at szobahOmérsékleten inkubaltunk, és a
sejtmagokat 0.5 pg/ml végkoncentracioban hozzaadott DAPI (Sigma-Aldrich) festékkel
jelenitettiik meg.

A DiSC3(5) fluoreszcens membranfestéket 5 uM végkoncentracioban adtuk a
sejtekhez.

A készitményeket Olympus IX51 tipusu inverz fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk,
az észleléseket fényképezéssel rogzitettiik, amelyhez SPOT RT3 Slider CCD-kamerat

hasznaltunk.

3.5. Kolonia formalo teszt

Egysejtes szuszpenzioban 40 db sejt/cm? siiriiséggel szélesztettik 10 cm atmérdjii
Petri csészében a sejteket, majd 14 nappal késébb 4% formaldehid oldattal fixaltuk, és
0.04% kristalyibolya festékkel festettik a készitményt. A szamolas soran a legalabb
50 darab sejtbdl allo egyedi kolonidkat vettiik figyelembe. A kiértékelés soran harom
parhuzamos mérés értékeit mutattuk be. A koloniaképzés hatékonysagat a koloniak
szamanak, a szélesztett sejtekhez viszonyitott hanyadosaban allapitottuk meg, ¢és

szazalékos értékben abrazoltuk.

3.6. Sejtosztédas, és a sejtek mennyiségének meghatarozasa

A vizsgalt sejtek osztodasi iitemének meghatarozasanak alapja a nem-fluoreszcens
resazurin festék, €16 sejtek altal fluoreszcens rezorufin festékké torténd atalakitdsan
alapul.

A sejteket 500 db sejt/cm2 stirtiségben 96 lyuku sejttenyészté edénybe tettiik, majd
24 oranként, harom azonosan tenyészé lyukhoz, resazurin (Sigma-Aldrich) festéket

adtunk 0.1 mg/ml végkoncentracidban, ¢és 1 oOrdn keresztiill 37°C hdémérsékleten
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inkubaltuk. A feliiluszot optikai plate-re pipettaztuk, és a keletkezett rezorufin festék
hulldmhosszon mértiik. A fluoreszcens jel leolvasasahoz Perkin-Elmer (Waltham, MA,
USA) Victor X3 plate olvasét hasznaltunk. A kapott értékekbol szamoltunk
populacidkettézodést, a hét napos mérési sorozat eredményeit atlagolva. A kiilonb6zo
peptidbevonatok miianyag feliileten torténd optimalizacidjat Szigeti Anna végezte.
oldatba helyeztiik, és 1 o6ran keresztiil 37°C homérsékleten inkubaltuk. A feliiluszot
optikai plate-re pipettaztuk, majd a leolvasott fluoreszcens jel alapjan, az ismert
sejtszammal bedllitott kalibracidos gorbe segitségével allapitottuk meg a sejtek
mennyiségét.

A titdnkorongokat a sejtekkel fedett felsziniikkel az atlatszo 96 osztasu plate alja
fel¢ forditva helyeztiikk el, és Perkin-Elmer Victor X3 plate olvason mértiik a GFP
fluoreszcencia jel intenzitasat. A sejtszamra ismert sejtszammal bedllitott kalibracids

gorbe segitségével kovetkeztettiink.

3.7. A mesenchymalis stroma sejtek differenciaciés képességének vizsgalata

A sejtek csont-, zsir-, valamint porcképzé képességét a 4-8 atoltasok kozott
végeztilk el a Thermo Fisher Scientific altal forgalmazott StemPro® oszteogenezis
(katalogusszam:  A10072-01), adipogenezis (katalogusszam: A10070-01) és
kondrogenezis (katalogusszam: A10071-01) indukcios médiumok segitségével.

3.7.1. Csont iranyu differencidcios képesség vizsgdlata

A vizsgélt szoveti Ossejtek csont iranyu elkdtelezodését, a differenciacid kezdeti
szakaszaban — hét nap indukcidt kovetéen -, az alkalikus foszfataz (ALP) enzim
kolorimetrias, illetve citokémiai modszerrel torténd detektalasaval mutattuk ki.
A csontmatrixba berakddott szervetlen kalciumot alizarinvords festékkel tettiik
lathatéva.

Az ALP, valamint tovabbi korai, és kés6i csont differenciacios gének RNS szintii
vizsgalatat valos ideji PCR reakcioban a Modszerek fejezet 3.8. bekezdésében

részletezett moédon végeztiik.
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Az alkalikus foszfataz enzim kimutatasa kolorimetrias és citokémiai modszerekkel

Az alkalikus foszfatdz enzim aktivitasanak meghatarozasahoz a kontroll, valamint 7
napig csont iranyba differencialtatott mintakat lizis pufferben (50 mM TRIS, 150 mM
NaCl, 0,1% Triton X-100, pH 9.5) szuszpendaltuk, ultrahanggal szonikaltuk, majd
centrifugaltuk (10 percig, percenként 12000 fordulaton). A mintakat lizis pufferben 10x-
re higitottuk, majd azonos térfogata ALP puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCI2, pH 9.5) és dinatrium 4-nitrofenil foszfat hexahidrat szubsztrat (Sigma-Aldrich)
2.6 mg/ml végkoncentracidban torténd hozzaadasat kovetden 1 oran keresztiil, 37° C-on
inkubaltuk a mintdkat. A reakciot NaOH oldat 0.2 M végkoncentracioban torténd
hozzaadasaval allitottuk le, majd Perkin-Elmer Victor X3 plate olvasé miiszer
segitségével 405 nm hulldmhosszon mértiik a fényelnyelddést. A kapott értékeket
fehérje koncentraciéra normalva mutattuk be. A fehérje mennyiségi meghatirozasat
Lowry-féle modszerrel végeztiik.

A csontgranuldtumokon 1évd sejtek ALP citokémiai kimutatdsidhoz egy hétig
stimulaltuk StemPro® oszteogenezis tapfolyadékkal, majd az alkalikus foszfatdz enzim
jelenlétét ALP pufferben oldott 0.02 % w/v 5-bromo-4-kloro-3-indolil foszfattal és 0.03
% nitro-kék tetrazoliummal vizsgaltuk. A reakcid kovetkezményeként képzodott kék

szin{i termék intenzitasabol lehetett kovetkeztetni az ALP enzimaktivitas jelenlétére.

A kalcifikalodas meghatarozasa alizarinvorés festéssel

A csont iranyu differencidltatds 14. napjan a sejteket 4% formaldehid oldattal
fixaltuk, majd az extracellularis kalciumot pH 4.3 kémhatason, 2% alizarinvords
festékkel tettiik lathatova. A kalcifikalodas mértékét a festék 10% ecetsavat és 20%
metanolt tartalmazo oldattal torténd kioldasat kdvetden plate leolvaso segitségével 450

nm hulldmhosszon mérve allapitottuk meg.

3.7.2. Zsir iranyu differencidcios képesség vizsgalata

A zsir iranyu differencidlodés 14. napjan 4% formaldehid oldattal fixaltuk a sejteket,
majd 0.5% olajvoros festékkel jelenitettik meg az intracellularisan felhalmozodott
lipidcseppeket. A készitményekbdl 100% izopropanollal kioldott festék fényelnyelését

plate leolvasd segitségével 490 nm hulldmhosszon mértik meg. A festék
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koncentraciojabol a felhalmozodott zsircseppek mennyiségére, ezaltal az adott sejttipus

zsir irdnyu differenciacios képességére lehetett kovetkeztetni.
3.7.3. Porc iranyu differencidcios képesség vizsgalata

A porc indukciés médiumban tartott sejtek, 14 nappal a stimulacio kezdete utan, 1-2
mm atméréjii gdmbdlyi, rugalmas képletet hoztak Iétre, melyet 4% formaldehid oldattal
fixaltunk. A paraffinba agyazast, ¢és hisztologiai metszetek elkészitését a SOTE
Altalanos Orvostudoméanyi Karanak I.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutaté Intézetében
végezték el. A deparaffindlast kdvetden a porcszovetet jellemzo gliikozaminoglikanokat

0.5% 1,9-dimetil-metilénkék festéssel tettiik lathatova.
3.7.4. Az endotél iranyu differencidcio vizsgalata angiogenezis modszerrel

A kiilonbdzé szovetekbdl szarmazo Sssejteket 1.5x10* db sejt/cm? denzitasban,
endotél differenciaciot eldsegitd tapfolyadékkal (Endothelial Cell Growth Medium,
EGM-2, Lonza, Basel, Switzerland) eléindukaltuk egy héten keresztiil orbitalis
razogépen, 37°C homérsekleten, sejtteny€sztd termosztatban. Az inkubacios 1do letelte
utan csovek képzddését eldsegitd, félkemény, gél allagh Matrigel kozegbe tettiik a
sejteket az alabbi modon: jéghideg extracellularis matrix komponensekbdl allo
Matrigelt (Corning, New York, USA) rétegeztink 24 osztdsu tenyésztéedény
mélyedéseibe, majd 37°C-on inkubaltuk 30 percig, hogy térhalos szerkezetet vegyen fel.
Az elSstimulalt, tripszinnel a tenyésztdedényrdl elvalasztott sejtekbsl 5x10* darabot a
Matrigellel megegyezd térfogatt EGM-2 médiumban a megszilardult mesterséges
bazalis membranra rétegeztiink. A morfologiai valtozasokat inverz mikroszkoppal
kovettiik 24 o6ran keresztiil a 37°C homérsékleten, sejttenyésztd termosztatban inkubalt
mintakon. Oranként fényképeztik, és TubeCount program [93] segitségével
kiértékeltiik a képzddott kapillaris halozat paramétereit a csovek szama, hossza, illetve
az elagazasok szama alapjan. Amikor tovabbi csovek képzddése mar nem volt
megfigyelhetd, hdrom jellemzd latoteret fényképeztiink, és elemeztiink ki. Harom

fiiggetlen kisérlet eredményeit atlagolva jelenitettiik meg az adatokat oszlopdiagramon.
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3.8. Génkifejez6dés vizsgalata valés idejii PCR modszerrel

A vizsgalni kivant sejteket TRIzol® reagenssel lizaltuk, majd fenol-kloroform
eleggyel izolaltunk beldliikk 6ssz.RNS-t. Reverz transzkriptaz enzimmel valo atirast
kovetden, reakcionként 50 ng cDNS-t hasznaltunk a valéds idejii PCR mérésekhez. Az
oszteokalcin (osteocalcin, OCN), osterix (OSX), RUNX2 (runt-related transcription
factor 2) és SOX9 gének kifejez0dését Power SYBR® Green PCR Master Mix, mig a
tovabbi (2. tablazatban felsorolt) gének expresszidjat TagqMan® Universal PCR Master
Mix hasznélatdval hatdroztuk meg StepOnePlus™ Real-Time PCR késziilékben
(Thermo Fisher Scientific). A SYBR® Green mérésekhez a Fwd és Rev primerek 10
pmol végkoncentracioban keriiltek a reakcidba, a TagMan® mérések esetén a gyartd
altal javasolt koncentracidt hasznaltuk. Az adatokat StepOne szoftver segitségével
hivtuk le a  késziilékrol, ¢s  Excel  programban  értékeltik ki

202 modszerrel a GAPDH gén kifejez8désére vonatkoztatva.

Primer neve Szekvencia / hivatkozasi szam
ABCG2 Hs01053790 ml
ALP Hs01029144 ml
CEMP1 Hs04185363 s1
GAPDH Hs 02758991 gl
NANOG Hs02387400 gl
OCN Fwd CATGAGAGCCCTCACA
OCN Rev AGAGCGACACCCTAGAC
OCT4 Hs00999632 gl
OSX Fwd CCCAGGCAACACTCCTACTC
OSX Rev GGCTGGATTAAGGGGAGCAAA
PECAM1 Hs00169777_ml
PPARy Hs 01115513 ml
RUNX2 Fwd GACGAGGCAAGAGTTTCACC
RUNX2 Rev GCCTGGGGTCTGTAATCTGA
SOX2 Hs01053049 s1
SOX9 Fwd TCTGAACGAGAGCGAGAAGC
SOX9 Rev CCGTTCTTCACCGACTTCCT
TERT Hs00972650 ml

2. tablazat: A valos ideji PCR mérésekben hasznalt primerek
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3.9. GFP fehérjét kifejezo zsirszoveti ossejt el6allitasa lentivirus feliiluszoval

Virustermelés céljabol, T-antigént kifejez6 human embrionalis vesesejteket (Human
Embryonic  Kidney, @ HEK293T), kalcium-foszfat  precipitacios  eljarassal
kotranszfektaltuk lentivirus struktarfehérjéket és reverz transzkriptdz enzimet kddolo
csomagold plazmidokkal, valamint az elongacios faktor 1 alfa gén (EF1a) promoterével
meghajtott, GFP fehérjét kodolo, 6ninaktivalodo lentivektorral (pRRLsin- EF1a-GFP).
A transzfekcidt kovetd napon a szérumot nem tartalmazé DMEM F12 (1:1) médiumba
termelt viruspartikulumokat 0.45 pm poérusméretii sterilsziiron (Nalgene, Rochester,
NY, USA) secjtmentesitettik. A virustiter megallapitasahoz 3x10* db sejt/cm?
stiriségben  kitapasztott HEK293 sejtekre, polibrén (Sigma-Aldrich) 6 pg/ml
végkoncentracidban torténd hozzdadasaval, kiilonb6zé koncentraciokban meértiink
feliiliszot. Hét nappal a transzdukcidt kovetden FACSCalibur™ késziilék segitségével
mértik a GFP fehérjét kifejezd sejtek aranyat. A szézalékos érték alapjan
kovetkeztettiink a fertdzoképes viruspartikulumok szamdra, egységnyi térfogatban
(transducing units per milliliter, TU/ml) [94].

A virustiter ismeretében a fert6zés multiplicitasat (multiplicity of infection, MOI)
1-2 érték kozé valasztottuk meg, vagyis elméletileg minden sejtre 1-2 fertézoképes
viruspartikulum jutott. A transzdukcidés hatékonysagot FACSCalibur™ 4ramlasi
citométerrel allapitottuk meg. A GFP-t kifejez6 sejtpopulaciokat FACSAria késziilékkel
valogattuk ki.

3.10. A SAK-c[RGDfC] peptidkonjugatum vizsgalatahoz hasznalt médszerek

A biomimetikus polipeptid konjugdtumot az MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatécsoport, Dr Mez6 Gabor altal vezetett laboratériuma allitotta eld
ciklikus[Arg-Gly-Asp-D-Phe-Cys] - roviden c[RGDfC] - peptid és elagazo
poli[Lys(Ser-DL-Alan)] - roviden SAK - vaz kovalens 0sszekapcsolasaval. A sejtek
kitapadasanak hatékonysagat megcélzo kisérletekben kontrollként a C[RGDfC] peptid €s
a SAK vaz oOnalldan is vizsgalat targyat képezte. Az eldallitds és a polimerizacid
részleteinek leirasa az alabbi munkakban megtalalhatok [95-97]

A peptid konjugdtum sejtadhéziora gyakorolt hatdsat kiilonbozd feliileteken
vizsgaltuk: a) a Greiner Bio-One (Mosonmagyarovar, Magyarorszag) cég altal

forgalmazott milanyag sejttenyészté edényeken; b) 5 mm atmér6ji, és 1.44 mm

27



vastagsagu titan 6tvozetbdl (Ti6AI4V) késziilt savmaratott korongokon; c) a Geistlich
Biomaterials (Wolhusen, Svajc) cég altal forgalmazott Bio-Oss® (GBO) marhacsont

granulatumokon (méret: 0.25-1 mm).
3.10.1. 4 bevonatok elkészitése, és a sejtek kitapasztasa

A kiilonb6z6 felszinekhez (plasztik, csontgranulatum, titdn) egyszerti fizikai
abszorbcidval kotottiik a) a SAK-c[RGDfC] peptidet, vagy az alabb felsorolt kontroll
vegytileteket: b) SAK vaz, peptid konjugatum nélkiil; ¢) konjugalatlan c[RGDfV]
peptid; d) human plazma fibronectin (FN) (Millipore, Billerica, MA, USA). A
szintetikus peptidek olddsdhoz desztillalt vizet, a FN olddsdhoz PBS-t hasznaltunk. A
kisérletekhez a peptid optimalis higitdsat 10 pg/ml-es koncentracioban hataroztuk meg.
A kiilonbozo felszinek bevondsat 2 oran keresztiil 37°C homérsékleten végeztiik, majd
szobahdémérsékleten szaritottuk, és a felhasznalasig 4°C-on taroltuk. A FN oldattal
kezelt felszinekre kdzvetleniil a bevonat készitése utan adheraltattuk a sejteket. A
zsirszOveti  stroma sejteket szérum-mentes adhézios médiumban (Thermo Fisher
Scientific cég altal forgalmazott StemPro® MSC SFM, kiegészitve 2 mM L-
glutaminnal és 25 pg/ml gentamicinnel) szuszpendaltuk.

Dozisfiiggo gorbe elkészitéséhez a vizsgalanddo bevonatokbol higitasi sort
készitettiink (0.04 — 10.0 pg/ml), és az oldatokkal 96 lyuku sejttenyészté edény aljat
kezeltik. A sejteket 5x10° db sejt/lyuk stirlisséggel, bevonatonként 3 parhuzamos
lyukba mértiik, 4 6ran keresztiil hagytuk letapadni, majd tovabbi 24 6raig inkubaltuk
szérum-mentes tapfolyadékban. A kvantitativ meghatarozast resazurin redukcios
vizsgalattal végeztiik a Modszerek fejezet 3.6. bekezdésében részletezett modon.

Time-laps mikroszkopias mérésekhez a sejteket 5200 db sejt/cm® denzitasban
sz€lesztettiik 24 lyuku sejttenyésztd edényre, 10 mM HEPES oldattal kiegészitett
adhézios médiumban.

A sejtek 3D szkaffoldokhoz torténd adhézids képességének megfigyelését célzo
kisérletekhez 5x10° db sejtet mértiink lyukanként 5-6 db GBO granulatumra, valamint
4x10* db sejtet lyukanként egy titankorongra 100 pl térfogatban. A 45 perces inkubéciot
kovetéen PBS oldattal mostuk le azokat a sejteket, amelyek nem tapadtak a
feliiletekhez, majd az adheralt sejtek mennyiségét resazurin redukcidés modszerrel, vagy
GFP jelintenzitas alapjan hataroztuk meg a Modszerek fejezet 3.6. bekezdésében leirtak

szerint.
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3.10.2. Time-lapse mikroszkopidas mérések

A time-laps mikroszkopias méréseket Dr Kristof Zoltan végezte az ELTE
Novényszervezettani Tanszékén. Az adhézios médiumban szélesztett sejtek letapadasat
CO; ellatas nélkiili 37°C-os kamraban fényképeztikk 5 perces idokozonként, 3.5 6ran
keresztiil. Lyukanként harom kiilonboz6 latomezordl készitettiink képet, és a letapadas
korai jeleit - mint gdmb alak elvesztése, a sejtek sotétebb kozéppontja és vilagosabb
korvonala kozotti kontraszt csokkenése - mutatd sejteket szamoltuk. A parhuzamos

mérések eredményeit atlagoltuk, és kummulativ Kaplan-Meier gorbén abrazoltuk.
3.11. Statisztikai analizis

A mérési adatok szamtani atlagat + standard eltéréssel abrazoltuk. A statisztikai
Osszehasonlitdshoz Student-féle t-eloszlast hasznaltunk, ahol a legtobb esetben P<0.001

értéket, a kiilonbozdé bevonatok vizsgalata soran P<0.05 értéket vettiik szignifikans

kiilonbségnek. Az ezektdl az értéktdl valo eltérést minden esetben kiilon jeleztiik.
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4. Eredmények

4.1. A kiilonb6z6é human szovetekbol szarmazo mesenchymalis dssejtek jellemzése

Multipotens 6ssejteket izolaltunk human zsirszovetb6l (Zs-MSC), Wharton
kocsonyabdl (Wk-MSC) és periodontalis ligamentumbol (PI-MSC). Kisérleteinkhez
kontrollként csontveléi mesenchymalis 6ssejtet (Csv-MSC) hasznaltuk. A tovabbi
vizsgélatokat az izolalast kovetd 3-8 atoltas kozott végeztiik, amikor a mintdk mar nem
tartalmaztak vérképzo Os-, és elédsejteket, tovabba még nem mutattak a szeneszcencia

jeleit — elnytl6 osztodasi id6, sejtvakuolizacio, a differenciacios képesség visszaesése.

4.1.1. Morfologia és méret tanulmanyozdsa

A Zs-MSC, Wk-MSC, PI-MSC, illetve Csv-MSC izolatumok alaki és méretbeli
vizsgalatait egységesen a harmadik atoltast kovetéen végeztiik el. A miianyag edény
felszinére kitapasztott, Giemsa festéssel lathatéva tett sejtek kozott nagyfoku

valtozatossag volt megfigyelhet6 (4. abra A, B).
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4. abra: A kiillonbozo szovetekbdl kinyert mesenchymalis dssejtek alaki és
méretbeli tulajdonsagainak vizsgalata.
Az egyes izolatumokat alkoto sejtek nagyfoku morfologiai kiilonbozoségének
demonstralasa Giemsa festéssel (A). Mintanként 6tven darab sejt atlagos hosszanti

atmerdjének abrazolasa oszlopdiagramon (B).
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A legegységesebb képet a csontveldi eredetli izolatum mutatta, amely szinte
kizardlag kisméretii (atlagosan 94 + 35 um atmérd;jii), orsé alaku sejtekbdl allt, szemben
a Wharton kocsonyabol szarmazo mintakkal, ahol az egészen kicsi (50-100 um
atmér6ji) hosszikas, fibroblaszt alaku sejtektél az extrém nagyméretii (200-300 pm)
lapos, kiteriilt sejtekig mindenféle tipusuak megtaldlhatok voltak. A periodontalis
ligamentum (atlag 137 + 48 pum) és a zsirszovet eredetli izolatumokat (atlag 155 + 62
um) tobbé-kevésbé egységesen kiterjedt romboid, vagy haromszog alaka sejtek
alkottak. Az azonos szoveti eredet(l, de kiilonb6z6 donoroktol szarmazd mintak hasonld

méret és alaki eloszlast mutattak.

4.1.2. Kolonia formalo teszt és osztoddsi képesség

Fontos vizsgalati elem a sejtkészitmények mindségi meghatarozasa soran, hogy az
alacsony sejtszammal szélesztett MSC izolatumok milyen ardnyban tartalmaznak
onmegujulasra képes sejteket, vagyis milyen hatékonysdggal képesek kolonidkat
képezni a miianyag tenyésztéedény feliiletén. A PI-MSC izolatumokban 400 db sejt
szélesztését kovetden 94.3 + 27.0 darab onmeghjulasra képes sejt volt megtalalhato,
amely kiemelked6en magas szam a Zs-MSC(46.3 + 21.0) és a WKk-MSC (24.2 + 8.9)
mintdkéhoz képest. A Csv-MSC is gyengébb hatasfokkal képezett koloniakat
(78.0 £ 10.5), am a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak a PI-MSC izolatumokhoz
viszonyitva (5. abra A, B).
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S. abra: A mesenchymalis dssejtek kolonia formalo képessége.
A tenyésztoedenyekbe szélesztett 400 darab sejtbol kinott koloniakat kristalyibolya
festeéssel tettiik makroszkopikusan ldathatova (A). A parhuzamos kisérletek eredményeibol

szarmazo kolonia szamok atlaga (B).
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Az O6ssejtek koloniaképzd €s sejtosztodasi képessége kozott szoros kapcsolatot
figyeltiink meg. Azok az izolatumok, amelyek nagyobb szdzalékban tartalmaztak
onmegujulasra képes sejteket, gyorsabb osztdodasi sebességgel birtak. A sejtosztodas
gyorsasagat resazurin  redukciés  vizsgalat alapjan  allapitottuk meg, és
populacidkettézddési (PK) id6 formajaban abrazoltuk (6. abra A, B). Minél gyorsabban
osztodik egy sejt, annal rovidebb populaciokettézodési idével teszi azt. A PI-MSC és a
Csv-MSC izolatum esetében volt tapasztalhato a legrovidebb populédciokettdzodési ido
(0.87 £ 0.2 és 0.28 + 0.2 nap), szemben a Wharton kocsonya eredetii (3.93 + 2.3 nap) és

zsirszovetbol izolalt sejtekkel (3.21 + 0.6 nap).
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6. abra: A Kkiilonb6z6 izolatumok populaciékett6zodési ideje.

A sejtosztodasi kisérletek eredménye, populaciokettozodési értékekkel feltiintetve.

4.1.3. A mesenchymalis dssejtek sejtfelszini markerei

A kultiraban tartott adherens sejtek immunprofiljat az Moddszerek fejezetben
talalhatd 1. tablazatban bemutatott antitestek segitségével, aramlési citometrids
modszerrel hataroztuk meg. Vizsgalataink soran a kiilonb6z6 szoveti kornyezetbdl
szarmazo sejtek 100%-ban kifejezték a mesenchymalis dssejtekre jellemz6é markereket,
ugymint CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ¢és CD166. Az endotél sejtekre
jellemz6 antigéneket, mint a CD31, CD144, CD309, valamint a vérképzdérendszer
Ossejtjeire jellemzé CD14, CD34, CD45, CD117 vagy CD133 és a HLA-DR
antigéneket nem, vagy elhanyagolhat6 mértékben hordoztak a felsziniikon. Itt érdemes
megjegyezni, hogy az egyik vizsgalt Wharton kocsonyabdl szarmaz6 minta esetében az

atoltasok soran a CD90 fehérje jelenlétének fokozatos csokkenése volt megfigyelhetd.
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Az irodalmi adatoknak megfeleléen a CD106 (vascular cell adhesion molecule 1,
VCAM-1) sejtadhézios fehérje a Pl dssejtek (20.6 £ 4.5 %) és a Csv Ossejtek egy
jelentés hanyadan (55.5 + 2.1 %) volt megtalalhato, mig a zsir-, valamint Wk-MSC
mintak nem fejezték ki. A pericita markerként is szamon tartott CD146 (melanoma cell
adhesion molecule, MCAM), azonban a csontveldi-, zsir- és Wharton kocsonyabol
szarmazd sejtekkel (25-55%) szemben nem volt kimutathatdé a Zs-MSC mintakban,

noha erre szamos irodalmi utalas talalhato (7. abra A).
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7. abra: A kiillonb6z6 human szovetekbdl izolalt sejtek felszini jelzofehérjéi.
Az aramlasi citométerrel meghatarozott CD106 és CD146 fehérjék szévetspecifikus
kifejezodése (A). Az osszes sejten jelen léevé CD90, CD73 és CD29 markerek median

fluoreszcencia intenzitas (MFI) értéke alapjan szamolt fehérjekifejezodés mértéke

jellemzo az adott szovetre (B).

Az eddigi eredmények alapjan kijelentheté, hogy az altalunk tanulményozott
izolatumok mind kifejezték az altalanos MSC markereket. Tovabbi vizsgalatokat
kovetden azonban azt tapasztaltuk, hogy az egyes antigének sejtfelszini stirlisége eltér a
kiilonboz6 szovetekbdl szarmazo mintak esetében. A szakirodalomban fellelhetd adatok

alapjan ismert, hogy bizonyos markerekhez valtozatos funkcidok rendelheték hozza.
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Tobbek kozott a CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ¢és CD166 antigéneknek is
tulajdonitanak valamilyen — aktiv vagy passziv - szerepet a tobbiranyu differencidcios
folyamatokban [98-100]. Mi is igyekeztiink Osszefiiggést talalni az altalunk vizsgalt
mintdk felszini antigén expresszidjanak mértéke, valamint a csont-, zsir- és endotél
iranyu differencidcios képessége kozott. Az egyes markerek génkifejezodését aramlasi
citometria segitségével mértiilk, majd median fluoreszcencia intenzitds mérdszammal
értékeltiik, a Modszerek fejezetben leirtak szerint. Nem talaltunk kiemelkedd eltérést a
mintdk CD44, CDI05 és a CD166 antigén kifejezodésében. A Thyl glikoprotein
(CD90) azonban jellemzéen a zsirszoveti, valamint Pl eredetli &ssejteken volt
nagymértékben fellelhetd, mig a Wharton kocsonyabdl izolalt sejteken jelentdsen
alacsonyabb volt az antigén stirisége. A CD73 ektonukleaz enzim a Pl és a Csv dssejtek
sejtmembranjaban szignifikansan nagyobb denzitasban volt megtalalhato, a Zs-MSC
valamint a Wk sejtekéhez képest. Az integrinek csaladjaba tartozé CD29 kifejez6dése a

zsirszovet eredetli sejtekben mutatkozott mérsékeltnek (7. abra B).

4.1.4. A kiilonbozo eredetii dssejtek csont, zsir és porc iranyu differencidcidja

A mesenchymalis Ossejtek plaszticitasanak igazoldsahoz a sejteket a nemzetkdzi
irodalombdl ismert indukciés médiumban neveltiik. A csontképzddés korai fazisaban -
hét nap oszteogén médiummal térténd indukcidt kovetden - megvizsgaltuk a runt-
related transzkripcios faktor 2 (runt-related transcription factor 2, RUNX2) és a nem
szovet specifikus alkalikus foszfataz (ALP) enzim gén expresszidjdnak valtozasat a
kiinduldsi mintakéhoz képest, valds idejli PCR reakcidkban. A RUNX2 gén terméke
mester transzkripcids faktorként szolgal a csontképzddés kezdeti szakaszéban, mig az
alkalikus foszfatdz enzim jelenléte elengedhetetlen a csontmatrix érési folyamata soran.
Indukcidt kdvetden minden sejttipusban megnovekedett a RUNX2 gén kifejezddése, és
a kiilonbozo izolatumok kozdtt nem volt statisztikailag jelentds kiilonbség kimutathato
(8. abra A). Az ALP enzim expresszidja azonban a zsirszovetbdl, a periodontalis
ligamentumbdl, illetve csontvelébdl szarmazd Ossejtek esetében is szamottevden

megemelkedett a Wharton kocsonyabdl izolalt sejtekéhez képest (8. abra B).
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8. abra: A csont iranyu differenciaciéo markereinek kovetése stroma sejtekben.
Egy hét oszteogen indukcio hatasara a RUNX2 (A) és az alkalikus foszfataz (ALP) gén
(B) kifejezodésében bekovetkezett valtozas kimutatasa valos idejii PCR-rel.

A sejtek extracellularis alloméanyaban felhalmozodott kalcium kimutatasat 14 nappal
az indukciot kovetden Alizarin voros festéssel végeztiik el (9. abra A). A festék
kolorimetrias mennyiségi meghatarozasa utan azt talaltuk, hogy a legnagyobb
mennyiségben a csontveldi MSC halmozta fel a szervetlen kalciumot. A zsirszovetbdl
¢és a periodontalis ligamentumbol kinyert sejtek mutattak még nagyfokll dsvanyi anyag
felhalmozodast, mig a Wharton kocsonyabol szarmazd sejtek festddése jelentdsen
elmaradt a tobbi dssejt mogott (9. abra B).

Irodalmi adatokra alapozva megvizsgaltuk, hogy a Thy-1 (CD90) fehérje
kifejezddése és a sejtek differencidcios képessége kozott kimutathato-e Gsszefiiggés.
Ennek részeként Gsszevetettiik a sejtek csontmatrix formald képességét a CD90 fehérje

kifejez6désének mintazataval, és szoros Osszefliggést talaltunk kozottiik. (7. abra B).
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9. abra: A kalcifikalodas kimutatasa a csontképzodési folyamat végén.
Az extracelluldris térben felhalmozodott kalciumot 14 napi oszteogén indukciot

kovetden alizarinvoros festéssel tettiik lathatova (A), majd a festéket kioldva

crer

Az zsirszovet képzés folyamatanak vizsgélatdit megcélzo kisérletek soran a
zsirszovetbdl szarmazd Ossejtek olajvords festést kovetden statisztikai modszerekkel
kimutathaté mértékben tobb lipidcseppet halmoztak fel a tovabbi vizsgalt izoldtumhoz
képest (10. abra A, B). Ez a jelentés kiilonbség megfigyelhetd volt a zsir iranyu
differenciacios folyamatokban kulcsszerepld, sejtmagi receptor PPARy gén valos ideji
PCR reakcioval vizsgalt valtozasaban is (7. abra B). Ezek az eredmények egyiittesen
azt jelzik, hogy a zsirszovet eredetii Ossejtek zsirképzod képessége kiemelkedik a tobbi
vizsgalt szoveti Ossejt koziil. A kordbban emlitettek szerint a CD29 gén kifejezddése a
zsirszovet eredetli sejtekben volt a legalacsonyabb, ez forditott Osszefiiggést
feltételezhet a CD29 expresszidjanak mértéke és az adipogenezis hatékonysaga kozott

(7. abra B).
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10. abra: A mesenchymalis dssejtek zsir iranyu differenciacios képessége.

A 14 napos adipogén indukciot kévetden olajvoros festéssel tettiik lathatova a
lipidcseppeket. A voros szinii cseppek megjelenése zsirsejtek képzodését mutatja az (A)
abran. A sejteket dimetil metilénkékkel festettiik (A). Az olajvorés festék koncentraciojat
kolorimetrids modszerrel hataroztuk meg kioldds utdn (B). A PPARy gén mRNS szintjét
valos idejii PCR modszerrel kovettiik a differencialtatas hetedik napjan (C).

Elvégeztik az izolatumok porc iranyt differencialtatasat is a Moadszerek
bekezdésben leirtak szerint, majd 14 nappal az indukcié megkezdése utan dimetil
metilénkék  festési  eljarassal  jelenitettik meg az  Gjonnan  képzodott

glukozaminoglikdnokat. Ezek alapjan mindegyik preparatum képes volt porcszovet

formalasara (11. abra).

Csv-MSC

11. abra: Az izolatumok porc iranyu differenciacioja.
A 14 napos differencidacios kisérlet végén a porcszovetre jellemzo

glukozaminoglikanokat dimetil metilénkék festéssel tettiik lathatova.
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4.1.5. Endotél iranyu differencidcios képesség vizsgalata

A kiilonb6zé szovetekbol izolalt mesenchymalis Ossejtek érképzd képességét
angiogenezis tesztben vizsgaltuk. A sejteket egy hétig kezeltiik endotél differencialtato
tapoldatban, majd 24 lyuku tenyésztéedényen matrigelre rétegezve 24 oran keresztiil
kovettiik, hogy milyen hatékonysaggal formalnak érkapillarisokra jellemzd halozatokat.
Oranként készitettiink reprezentativ felvételeket, és kiértékeltiik azokat a csovek szama,
hosszusaga, valamint eldgazasi pontjainak szédma alapjan. Amikor tovabbi csovek
képzodése mar nem volt megfigyelhetd, 2 tovabbi fényképet készitettiink minden
preparatumrodl, és harom kiilonbozd kisérlet adatait Osszesitve értékeltiik. A vizsgalat
soran azt talaltuk, hogy a zsirszovetbdl, Wharton kocsonyabol és csontvelobdl szarmazéd
Ossejtek a maximalis cséformald képességiiket 3-7 draval a szélesztés utan érték el, mig
a periodontalis ligamentum O&ssejteknek a kifejlodott  érkapillarisszerti  halozat
kialakitasahoz egységesen 18-20 drara volt sziikségiik. Egy, a periodontalis ligamentum

sejtek altal 1étrehozott fluoreszcensen jelolt képletet a 12. abran lehet megfigyelni.

12. abra: Endotél iranyba differencialtatott periodontalis ligamentum sejtek altal
létrehozott 3D kapillaris halozat fluoreszcens képe.

Az angiogenesis tesztben vizsgalt sejiek membranjat DiSC(5) (vords) a magjat DAPI

(cian) festékkel tettiik lathatova.

Ebben a kisérletben a zsir és periodontalis ligamentum eredeti Ossejtek a
kontrollként hasznalt HUVEC sejtekéhez kozelitd értékeket mutattak, mikozben a
Wharton kocsonyabdl és csontveldbdl izolalt sejtek altal képzett halozat mutatoi
statisztikailag szdmottevd mértékben elmaradtak a tobbi sejt esetében mért értékektdl

(13. 4bra A, B, C, D).
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13. abra: A mesenchymalis 0ssejtek endotél iranyu differenciacios képessége.
Egy hetes elddifferencialtatast kévetéen Matrigelen kapillarisszerii strukturat alkottak a
sejtek (A). TubeCount szoftverrel analizalva megallapitottuk a csovek teljes hosszat (B),

elagazasi pontjainak a szamat (C), valamint az osszes csé mennyiségét (D).
A kisérletekhez kontrollként human kéldokzsinor vénabol szarmazo primer endotél

sejteket (HUVEC) hasznaltunk.
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A kiilonboz0 tipusu sejtek altal 1étrehozott haldzatok fenotipusa kozott is jelentds
kiilonbség volt tapasztalhat6. Mig a Zs-MSC és Wk-MSC izolatumok jellemzéen rovid
csoveket képeztek, amelyek kozil a koldokzsinor Ossejtek kifejezetten vaskos
kotegeknek bizonyultak, addig a PI-MSC mintak altal alkotott kiterjedt halozatot,
valamint a Csv-MSC izolatumok altal formalt struktirat vékony, hossza csovecskék
alkottak.

Az endotél sejtekre jellemzé PECAMI (platelet endothelial cell adhesion molecule,
CD31) gén kifejez6désének valtozasat valds ideji PCR modszerrel kovettik a
stimulalatlan, az elddifferencialtatott, valamint az angiogenezis teszt soran a matrigelbdl
kinyert kapillarist formalt sejtekben (14. abra). Indukcié hatasara minden MSC
mintdban megfigyelhetd volt a PECAMI gén expresszidjanak ndvekedése. Ez a
Zs-MSC-ben 2,8-szoros, a Wk-MSC-ben 6,6-szoros, a PI-MSC-ben 9,9-szeres, mig a
Csv-MSC esetében 3,4-szeres valtozast jelentett a kontroll mintakhoz képest. A sejtek
érhalozat formalasat kovetden tovabbi PECAMI1 mRNS expresszid emelkedést
tapasztaltunk, azonban ennek szintje még igy is minden esetben statisztikailag jelentds
mértékben  elmaradt a  HUVEC  sejtekben  mért  értékekhez  képest.
A HUVEC sejtekben nem valtott ki a PECAMI1 gén kifejez6désében valtozast sem az
indukcios médiummal torténd kezelés, sem a Matrigel altal biztositott extracellularis

matrix kdrnyezet.
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1,E-03 -
1,E-04 -

1,E-05 -
Zs-MSC Wk-MSC PI-MSC Csv-MSC HUVEC

14. abra: A PECAMI1 gén kifejezodésében bekovetkezo mRNS szinti valtozasok.
Valos idejii PCR reakcioban vizsgaltuk az endotél-specifikus marker gén valtozasat egy

hét indukcio utan, majd az angiogenezis teszt elvégzését kovetien.
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Az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vizsgalt
periodontalis ligamentum és a zsirszoveti mesenchymalis Ossejtek érképzd képessége
kimagaslo a Wharton kocsonyabol, valamint csontvel6bdl izolalt mintakhoz képest.

A csontképzéshez hasonléan az MSC-k endotél iranyu differenciacios képessége és
a CD90 marker kifejezddésének mintdzata kozott is Osszefiiggés mutatkozott. Ezek a
megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy a magas CD90 expresszidval
rendelkez0 sejtek kiemelkedd differenciacios képességgel rendelkezhetnek, jollehet erre

kozvetlen kisérletes bizonyitékot nem kerestiink (7. abra B).

4.1.6. A pluripotencia- és mesodermalis eredetre utalo markerek vizsgdlata

Sokat vitatott kérdés hogy az MSC-k kifejeznek-e az embrionalis Ossejtekre
jellemz6 géneket, illetve ezek jatszanak-e szerepet a sejtek Onmegujito, illetve
tobbiranyu differenciacios képességében? Hagyomanyosan a POUSF1 (més néven
Oct4) Sox2, illetve Nanog transzkripcios faktor harmast tekintik kulcsszerepléknek az
embrionalis Gssejtek pluripotens allapotanak fenntartasaért [101]. Tovabba sziikséges a
sejtek ,,halhatatlansagdhoz” a kromoszoma - sorozatos osztodasok kovetkeztében
transzkriptaz (hTERT) enzim segitségével végeznek a sejtek [102]. Megvizsgaltuk,
hogy az altalunk létrehozott MSC tenyészetekben aktivak-e ezek a faktorok. Tovabbi
kérdésként vetettiik fel, hogy a Wharton kocsonydbdl szarmaz6 sejtek, mint
extraembrionalis szovetbdl szarmazo sejttipus vajon ,,0sibbnek” tekintheté-e a tobbi
tanulmanyozott felndtt szoveti dssejthez képest, és amennyiben igen, akkor ez mely
gének kifejezddésében nyilvanul meg. Kisérleteinkben pozitiv kontrollként HUES9
embrionalis Ossejtvonalat hasznaltunk.

A valos idejii PCR modszerrel vizsgalt transzkripcids faktorok (Oct4, Sox2, Nanog)
¢s a hTERT nem, vagy csupan -elhanyagolhato mértékben fejezddtek ki a
mesenchymalis &ssejtekben az embrionadlis sejtvonalban mérhetd expresszios szinthez
képest (az eredményt nem mutatjuk).

A Wharton kocsonyabdl izolalt sejtek nagy részének felszinén (37-65%)
ugyanakkor aramlasi citometrias modszerrel megtalalhatd volt az SSEA-4 glikoprotein
(stage-specific embryonic antigene-4), amelyet az embrionalis dssejtek differencialatlan
allapotanak egyik fontos jelzdjeként tartanak szdmon. A csontvel6bdl szarmazé sejtek

kisebb hanyada (26%) is kifejezte az SSEA-4 jelzomolekulat, mig a zsirszoveti, és a
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periodontalis ligamentum &ssejteken csak egy egészen kis populacion (6-8%) volt

megallapithato a jelenlétiik (15. abra).
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15. abra: Az 6ssejtek membranjaban megtalilhaté pluripotencia markerek.
Aramldsi citometrias modszerrel meghatdroztuk az egyes izoldtumok ABCG2, valamint
SSEA-4 kifejezodesét. Az oszlopdiagramokon a vizsgalt markert kifejezo sejtek, teljes
populdaciora viszonyitott aranyat tiintettiik fel. A legalabb harom mérésbol szarmazo

eredmények atlaga képezi a hibaszazalékot.

Az SSEA-4-hez hasonldéan az ABCG?2 transzporter is az embrionalis Ossejtek és
egyes szoveti Ossejtek membranjdban talalhatd pluripotencia marker, azonban
vizsgalataink soran ezt a fehérjét kizardlag a periodontalis ligamentum Gssejteken
tudtuk detektalni (15. abra). Az ABCG2 fehérje és a periodontalis ligamentum Ossejtek
kapcsolata részletesen a kovetkezd bekezdésben olvashat6.

Az MSC-k csiravonal eredetének vizsgalatat célzé6 immuncitokémiai kisérleteinkben
azt talaltuk, hogy a preparatumokban - Osszhangban az irodalmi adatokkal - minden
sejtben egységesen jelen volt a vimentin, amely a mesenchymalis eredetli sejtekre
jellemzd intermedier filamentum fehérje. Az elébbiekhez hasonld egységes kifejezodést
Is. A mesodermalis eredetre utaldo - egyes forrasok szerint az MSC-k O6nmegujitd
képességét is meghatarozo [103] - GATAG6 fehérje, és a simaizom sejtek jellemzd
alkotoja, az a-simaizom aktin azonban, csak a Wharton kocsonyabol izolalt sejtekben

volt szamottevéen kimutathat6 (16. abra).
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Wk-MSC

GATA6 Nestin B-tubulin Vimentin

a-SMA

16. abra: A mesodermalis eredetre utalé gének kifejezodése a kiillonb6z6 szoveti
eredetii 6ssejtekben.

Immuncitologiai modszerrel mutattuk ki a sejtekben kifejezodo Vimentin (z6ld), p-111-
tubulin (zold), Nestin (piros), GATAG6 (piros) és a-simaizom aktin (a-SMA, zold)
fehérjéket (DAPI-kék). Kiilonbséget csak a Wk-MSC mintakban talaltunk, amelyek nagy
szamban tartalmaztak GATA6 és a-SMA B) kifejezo sejteket.
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4.2. Az ABCG2 fehérjét kifejezo periodontalis ligamentum 6ssejtek jellemzése

4.2.1. Az ABCG2 transzporter kifejezodése periodontdlis ligamentum dssejteken

Az ABCG2 multidrog transzporter jelenlétét leirtak korabban embrionalis-, indukalt
pluripotens-, és kiilonb6z6 szoveti dssejtek egy kisebb csoportjanak felszinén [104,105].
Az ABCG2 fehérjét kifejezé sejtekre jellemzO, hogy a Hoechst 33342-t, vagy annak
analogjat, a Dye Cycle Violet (DCV) fluoreszcens festéket nem engedik az
intracellularis térbe, ezért aramlasi citométerrel vizsgalva halvanyan festddnek. Az
ABCG2-t nem expresszald sejtekbe a festék akadalytalanul jut be. A transzporter
mitkodése gatolhatd specifikus inhibitorok segitségével, mint a fumitremorgin C (FTC),
vagy a Ko143 hidrat [106]. Ha az ABCG2-t kifejez6 sejteket a fentebb emlitett festékek
egyikének felhaszndlasdval kivalogattak, akkor azok kiilonleges tulajdonsaggal,
ugynevezett ,,side population” (SP) fenotipussal rendelkeztek, amely egyik jellemzdje a

fokozott tobbiranyu differenciacios képesség.
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17. abra: Az ABCG2 transzporter kifejezodése PI-MSC izolatumokban.
Aramlasi citométerrel vizsgaltuk az ABCG2 fehérjét kifejezd sejtek ardnyat, antitest-
jeloleés segitségevel (piros vonal, izotipus kontroll - fekete vonal) (A4), valamint DCV
kizardasos modszerrel (B). A szogletes kapukon beliil talalhatok a Kol43, az ABCG2

specifikus inhibitoraval gatolhato SP sejtek. A sejtekben talalhato ABCG2 mRNS szint
osszhangban volt a fehérjét kifejezo sejtek aranyaval (C).
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Harom egészséges paciensb6l szarmazd PI-MSC izolatumot jel6ltink meg
monoklondlis ellenanyag (5D3) segitségével. A kiilonb6z6 mintdkat F48, F38 és F28
jelzéssel lattuk el. Az aramlasi citometrids mérések soran a 15. abran bemutatott
eredményt kaptuk: az egyes mintak 34+21%-a, 57£5%-a illetve 64+7%-a fejezte ki az
ABCG?2 fehérjét (17. abra A). Ezt kovetéen DCV festék felvételével, illetve annak
specifikus gatlasaval vizsgaltuk az antitest segitségével kimutatott ABCG2 fehérje
funkciojat. A DCV festéket a sejtek lényegesen alacsonyabb hanyada pumpalta ki,
vagyis a SP mérete kisebbnek bizonyult az antitesttel kapott populacido méreténél (17.
abra B). Ertékekben kifejezve a SP sejtek aranya teljes populaciora nézve 2,8%, 15,6%
és 17% volt. Az ABCG2 gén RNS szintii kifejezédése a kiilonb6zé PI-MSC mintakban

kovette a funkcionalis fehérje mintazatot (17. abra C).
4.2.2. Az ABCG?2 kifejezo Pl sejtek differencidcios képességének vizsgadlata
Monoklonalis ellenanyag segitségével, fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatd

késziilékkel kivalogattuk a PI-MSC izolatumokbol az ABCG2 fehérjét magas
(ABCG2™9%) & alacsony (ABCG22*Y) szinten kifejezé sejteket.
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18. abra: Az ABCG2 transzporter kifejezodése a kivalogatott PI-MSC sejtekben.
A szortolt PI-MSC-k aramlasi citometrids mérése antitesttel torténd jelolést kévetoen
(anti-ABCG?2 jelolt sejtek - piros vonal, izotipus kontroll - fekete vonal) (A), és
funkcionalis tesztben (a szogletes kapukon beliil talalhatok a DCV kizaro SP sejtek egy

reprezentativ minta esetében) (B), valamint az ABCG2 RNS mérés eredménye (C).
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A szortolast kovetden ellendriztiik az ABCG2 kifejezddését antitest jeloléssel, DCV
kizarasi modszerrel, valamint valos ideji PCR-rel (18. abra).

Az ellen6érzé mérések megerdsitették elvarasainkat, vagyis minden mintaban
sikeriilt elkiiloniteni ABCG2™9% &5 ABCG24%° populaciokat. Mind fehérje, mind
pedig az RNS szinti ABCG2 kifejezddés Osszhangban volt a funkciondlis tesztben
kapott eredményekkel. A SP fenotipus igazoldsdnak érdekében megvizsgaltuk a
kivalogatott mintdk csont iranyu differenciacios képessége mellett a zsir és porcképzo
kapacitasukat is.

A szortolt sejtek csontformald képességének Osszehasonlitasahoz a parentalis, az
ABCG2M9% ¢g ABCG2¥%° populaciokat csont-indukeids tapkdzegben tartottuk egy
hétig, majd megmértiik az alkalikus foszfatdz enzim aktivitdsukat. Ahogyan az a
19. abran lathato, az ABCG2™* populacié minden esetben szignifikdnsan magasabb
enzimaktivitdst mutatott a hét napos stimuldciét kdvetden a parentdlis, valamint
ABCG2%" nopulaciokhoz képest. A kapott eredményeket RNS szintii mérésekkel is
alatdmasztottuk, ahol az ALP gén expresszids mintdzata megegyezett az enzimaktivitas

vizsgalata sordn tapasztaltakkal.
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19. abra: Az alkalikus foszfataz enzim aktivitasanak meghatarozasa az ABCG2
kifejezodés alapjan kivalogatott populaciokban.
A nem differencialtatott, és a 7 napig oszteogén tapfolyadékkal kezelt periodontalis

ligamentum sejtek ALP enzimaktivitasat kolorimetrias modszerrel hataroztuk meg.
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Hasonl6 - az ABCG2 expresszids szintjével pozitiv 0sszefiiggést mutato jelenség -
volt tapasztalhato a csontmatrix érési folyamataiban szintén kulcsszerepld oszteokalcin
(OSC), a csontképzddés soran elengedhetetlen jelentdségli transzkripcids faktor osterix
(OSX), és a fogagyi eredetli Ossejtekre jellemzd, cementogenezisben szerepet jatszo

cementum protein 1 (CEMP1) gén kifejez6dése soran is (20. abra).
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20. abra: Az 0szteo-/cementogenezisben szerepet jatszé gének kifejezodése a
kivalogatott PI-MSC sejtekben. 4 csontdifferencidacio korai szakaszaban (7 nap utdn)
vett mintdkban minden vizsgalt marker magasabb expressziot mutatott az ABCG2™9%

2alacson

sejtekben a parentdalis és az ABCG Ypopuldcidkhoz képest.

A csontszdvet potlasat célzo klinikai alkalmazashoz elengedhetetlen, hogy az adott
készitmény csontmatrixdba megfeleld mennyiségben agyazodjanak be a sejtek altal
kivalasztott asvanyi anyagok, amelyek tulajdonképpen a szovet szilarditd funkciojat
biztositjak. A differenciacio késoi fazisaban - 14 nap utdn - a mintdk dsvanyi anyag
tartalmanak mértékét kalciumkotd alizarinvords festék segitségével hataroztuk meg.
A 21. abran lathatd, hogy az ABCG2™9 sejtek nagyobb mértékben kalcifikalodtak

2alacsony

(intenziv voros festddés) a parentdlis és az ABCG populacidkhoz képest.
Kolorimetrias modszerrel azonban pontosan meghataroztuk a festék kioldasa utan annak

mennyiségét is, amely alatamasztotta hisztologiai megfigyeléseinket (21. abra B).
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21. abra: A szortolt sejtek kalcifikaciojanak meghatarozasa.
Alizarinvéros festékkel tettiik lathatova 14 nap utan a sejtek matrixaban felhalmozott

szervetlen kalciumot (A), majd kioldas utan kolorimetrias modszerrel megallapitottuk a

erer

Kovettiik a szortolt sejtek porcképzd képességét is. A 14 napos kondroinduktiv
tenyésztofolyadékkal torténd kezelés utan a képzddott glukozaminoglikanokat
1,9-dimetil metilénkék festékkel tettilk lathatova, és azt talaltuk, hogy a festddés
mértéke az ABCG2™%* sejtekben volt a legnagyobb mértékii (22. abra A).

A Parentilis ABCG2™magas ABCG23lacsony
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22. abra: A kivalogatott sejtek porcképzése.
A 14 napos indukcio végén 1,9-dimetil-metilénkék festéssel vizsgaltuk a szortolt sejtek
glukozaminoglikan képzodeését (A), valamint valos idejii PCR-rel kévettiik a
porcszovetre jellemzo SOX9 geén kifejezodését (B).
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A vizsgélat soran vizudlis tapasztalatainkra hagyatkoztunk, azonban a SOX9 gén
kifejezoddése aladtdmasztotta megfigyelésiinket. A SOX9 egy, a porc irdnyd
differenciacioban szerepet jatsz6 transzkripcios faktor, melynek expresszids mintdzata
hien tiikkrozte a differenciacios protokoll végén tett immunhisztokémiai
megfigyeléseinket (22. abra B).

Elvégeztik az ABCG2 fehérjét eltéré mértékben kifejezé Pl sejtek zsir iranya
differencialtatasat is. Az ABCG2 kifejez6 sejtek szignifikansan tobb lipidcseppet
halmoztak fel, amelyeket olajvoros festékkel tettiink lathatéva. A festék kioldasat

kovetd kolorimetrias analizis alatdmasztotta megfigyeléseinket (23. abra A, B).
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23. abra: A szortolt 6ssejtek zsirképzo képessége.

A sejtek lipidképzést a differencidcio 14. napjan olajvoros festéssel mutattuk ki (A).

erer

A differenciacio hetedik napjan megvizsgaltuk a PPARy gén kifejezddését is, amely
0sszhangban volt az ABCG2 gén expressziojaval, tehat emelkedett szintet mutatott az
ABCG2™9 gejtekben a parentalis, valamint az ABCG2 fehérjét alacsony szinten
kifejezd sejtekhez képest (24. abra).

Altalanossagban elmondhaté tehat, hogy az ABCG2 transzporter fehérjét magas
szinten kifejezd periodontalis ligamentum  &ssejtek  kivalogatasaval — olyan
dssejtpopulaciot azonositottunk, amely nem csak kiemelkedd csont/cementum irdnyu
differencidcios képességgel rendelkezik, hanem hatékonyabban képes porc- ¢és
zsirszovetet is 1étrehozni stimulaléd tapfolyadékban a parentdlis, illetve ABCG2 fehérjét

nem - vagy alacsony szinten kifejezd - sejtekhez képest.
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24. abra: Az ABCG2-t eltéré mértékben Kkifejezo ossejtek PPARY expresszidja.
A PPARYy gén kifejezédésének valtozasat valos idejii PCR-rel kévettiik a kontroll, és a 7

napig indukalt sejtekben.

Az ABCG2 fehérje csont iranyt differenciacioban betdltott szerepének tisztazasa
érdekében egy PI-MSC mintat az ABCG2 egy szelektiv gatloszerének - Kol43 -
jelenlétében stimulaltuk és kovettiik a kalcifikaciora gyakorolt hatdsat. Ahogyan az a
25. abran is latszik, a transzportfolyamatok kikapcsolasa nem volt hatassal a sejtek
matrixaban felhalmozott kalcium mennyiségére. A nem gatolt mintdkban tortént
génexpresszios vizsgalatok azt mutattdk tovabba, hogy a differenciacidé sordn az
ABCG2 gén kifejezédése jelentés mértékben csokken a sejtekben (25. abra B), sét a
hetedik napra teljesen eltlinik a sejtfelszinrdl, ahogyan azt &ramlasi citométerrel

kimutattuk (25. abra C).
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25. abra: Az ABCG?2 szerepe a csont iranyu differenciacios folyamatban.

A specifikus gatloszer (Kol43) jelenlétében differencialtatott PI-MSC kalcium
felhalmozasa megegyezett a kontroll mintaéval (A). Az indukcios folyamat hetedik
napjan valos idejii PCR-rel (B) és aramlasi citométerrel (piros vonal — anti-ABCG2
ellenanyaggal jelolt sejtek, fekete vonal — izotipus kontroll) (C) is megallapitottuk az

ABCG? kifejezodésének csokkenését.
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4.3. Implantatumok csontbeépiilését elosegito vegyiilet tesztelése

Az in vitro 2D tenyésztési koriilmények kozott vizsgalt sejtek csak korlatozott
informaciot szolgaltatnak annak szovetpotld képességérdél. Az in vivo kisérletekhez 3D
strukturdkba rendezett sejtekre van sziikség. Nagymértékii csontkdrosodas, vagy
fogvesztés esetén ugyanis sziikségesé valhat implantatum felhasznalasa az eredeti
csontszovet potlasara. Az alkalmazasi teriilettdl fliggéen nagyon valtozatos méretii,
formaju, illetve anyagu implantaitumok keriilnek beiiltetésre: pl. ortopédiai vagy
fogpotlo titanimplantaitumok, humén vagy allati eredetli sejtmentes csontérlemény (Bio-
Oss®), stb. Minden esetben fontos azonban, hogy a kornyezd csontszovethez
megfelelden rogziiljenek, hiszen az implantaitumok részleges bedgyazodéasa iddvel
annak kimozduldsédhoz vezet, és az adott szerv igy nem lesz képes ellatni teljes koriien
fiziologias feladatat. A csontbeépiilés eldsegitésének egy lehetséges modja, hogy az
implantatum feliiletét valamilyen fizikai vagy kémiai kezelésnek vetik ald. Csoportunk
az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport altal kifejlesztett elagazo poli[Lys(Seri-DL-
Alay)] - réviden SAK - polimerhez kotott ciklikus arginil-glicil-aszparagin (cCRGD)
motivumot tartalmazo peptid, mesenchymalis Ossejtek letapadasara és csont iranyu

------

lathatd. Az el6allitasi modszer a [92,93] cikkekben talalhato.
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26. abra: A SAK-cyclo|[RGDfC] peptid sematikus képe
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4.3.1. A peptid koncentrdciojanak és a sejtek szélesztési idejének optimalizaldsa

A mesenchymalis Ossejtek SAK-C[RGDfC] peptidhez valé optimalis kitapadasi
idejének beallitasat, és az idealis peptidkoncentracid megvalasztasat miianyag feliileten
végeztilk zsirszovetbdl szarmazo sejtekkel. A vizsgalatok alapjat a Modszerek fejezet
3.6. bekezdésében részletesen ismertetett, a sejtek osztodasat kimutato tesztek képezték.

A SAK-c[RGDfC] peptidbdl, illetve a kontroll vegyiiletekbél koncentraciofiiggd
gorbét készitettiink, amely alapjan 24 oraval a kitapasztast kovetéen, 10 pg/ml
koncentracional allapitottuk meg a teljes telitddést. Az ennél az értéknél leolvasott
sejtszamok alapjan, a bevonattal nem kezelt milanyag feliilethez képest 69+13%-kal
tobb sejt maradt a tenyészt6edény felilletén a SAK-c[RGDfC] peptiddel bevont
feliileten. A pozitiv kontrollként hasznalt fibronectin esetében ez 65+12%-kal tobb
sejtet jelentett, mig a nem-konjugalt C[RGDfV] nem fejtett ki pozitiv hatast. Erdemes
megemliteni, hogy a SAK vaz énmagaban kifejezetten negativan befolyasolta a sejtek
tapadasat. A 3D szkaffoldok vizsgalata soran a 10 ug/ml SAK-c[RGDfC]
peptidkoncentraciot hasznaltuk.

A sejtek kitapadasanak kinetikdjat time-lapse mikroszkopiaval kovettiik, €s azt
tapasztaltuk, hogy mar 30 perc elteltével a sejtek 82%-a mutatta a letapadas jeleit a
SAK-cyclo[RGDfC] peptiddel kezelt felilleten (FN: 71%), mig a 3,5 o6ras kovetés
végére sem haladta meg a letapadt sejtek aranya a 93%-ot (FN: 87%). A kontrollként
hasznalt, nem-konjugalt c[RGDfV] motivum csak részleges adhézidés hatassal birt
(71%), mig a SAK vazhoz, illetve a kezeletlen feliilethez nagyon kevés, vagy egyetlen
sejt sem tapadt le (7.0% és 0.0% 3,5 ora alatt). Mindezek alapjan az idealis kitapasztasi

1d6t 45 percben allapitottuk meg.

4.3.2. A sejtek kitapadasa és differencidcioja kiilonbozo implantatumok felszinén

A peptidkonjugatum tesztelését két klinikai szempontbol érdekes implantdtum
anyagon veégeztik el. A sejtek lathatosagat sajat készitésli, GFP fehérjét kifejezd
Ossejtek alkalmazéasaval oldottuk meg. A sejtmentes fogédszati implantatumként hasznalt
marhacsont granulatum-készitmény - Bio-Oss (GBO) — mellett, Ti6Al4V anyagbol -
késdbbiekben titan - késziilt korongok felszinét kezeltiik a konjugalt peptiddel, illetve a
nem konjugalt alkotérészekkel. A Bio-Oss granuldtumok esetében resazurin redukcios

tesztben, mig a titankorongok esetében GFP pozitivitds alapjan vizsgaltuk a sejtek
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viszonyitva.

A kezeletlen, illetve kizardlag SAK vazzal vagy C[RGDfV]-vel kezelt titan
felszinhez képest - ahol elhanyagolhaté mennyiségii letapadt GFP-pozitiv sejt volt
megfigyelheté - szignifikansan tobb sejt adheradlt a konjugalt peptiddel, illetve
fibronectinnel kezelt feliiletekhez. A kontroll anyagokkal kezelt feliiletek helyett a
sejtek inkabb egymashoz tapadva kis sejtcsomokat hoztak 1étre, €s mosasi 1épések soran
konnyen eltavolithatok voltak, mig a C[RGDfV]-vel és a fibronectinnel kezelt feliileten
nagy mennyiségben voltak talalhatok kiteriilt orsé alakt Ossejtek, amelyek gyakorlatilag
Osszefliggod réteget képeztek a titankorongok felszinén. Figyelemre méltd, hogy a SAK-
c[RGDfC] peptiddel bevont titan feliiletre a pozitiv kontrollként hasznalt fibronectin
kezeléshez képest 145+20%-kal tobb tapadt ki (27. abra A, B).

uncoated SAK c[RGDfV] SAK-c[RGDfC] FN
A |
Ti6AI4V
B 2,00
% 1,80
@
£ 160
2 140
@ o GBO
g Titan
é 1,00
§ 0,80
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[
€ 040
§o.2o ’_I_Lh
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= Kezeletlen SAK c[RGDfV] SAK- FN
c[RGDIC]

27. abra: A sejtek titan illetve csont felszinhez kotodésének hatékonysaga,
kiilonboz6 kezelések hatasara.

A GFP kifejezo ossejtek (A) zold fluoreszcencia jelintenzitasan, valamint resazurin
viabilitasi teszten alapulo mérések soran statisztikailag is a SAK-cyclo[RGDfC]
peptidkonjugdtum kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak (B), (FN= fibronectin). Az
oszlopok folotti csillagok az eltérés mertéket jelzik: ** P=0.007; *** P<0.001.
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A GBO-n elvégzett kisérletek hasonld eredményre vezettek, a peptid kezelés
146+11%-kal tobb sejt kitapadasat eredményezte a FN-kezeléshez viszonyitva, azonban
a kontroll feliileteken is megfigyelhetd volt 23-37% sejtadherencia. Erdekesség, hogy a
SAK vaz sejttaszitod hatasa ebben a kisérletben nem volt megfigyelhetd (27. abra A, B).

Az eredmények tiikrében talin nem meglepd, hogy indukciot kovetden, a sejtek
csont iranyu differenciacios markerei is a SAK-cyclo[RGDfC] és fibronectin kezelt
feliiletek esetében voltak a legkifejezettebbek. A Bio-Oss feliiletére kitapasztott
sejteken, 10 nap csont iranya differencialtatast kovetden elvégzett ALP enzim
citokémiai kimutatasa soran (28. abra A) a nem bevont Bio-Oss granulatumokon is
megfigyelhetd volt nyomokban a jellegzetes sotét elszinez0dés, ami az enzim
mikddését jelezte. Az elszinez6dés mértéke azonban jelentésen elmaradt a konjugalt
peptiddel bevont feliileten differencialtatott sejtekéhez képest.

A kitapadas nyujtotta elény, a titdn felszinen végzett 21 napos csont iranyu
differencialtatast kovetden is tapasztalhato volt. A SAK-cC[RGDfC] kezelt titankorongon
jelent6s szervetlen kalciumfelhalmozo6das volt tapasztalhat6, ezzel szemben a kezeletlen

feliileten nem maradt sejt, amelyen a kalcifikalodas kimutathato lett volna (28. abra B).

Fibronectin/ Kezeletlen/ SAK-c[RGDfC]/
Kontroll Differencialtatott Differencialtatott

-
o5,

28. abra: A zsir eredetii 6ssejtek csont iranyu differenciaciés képessége SAK-
¢[RGDfC] kezelt és bevonat nélkiili csontgranulatumokon, illetve titankorongon.
Alkalikus foszfataz enzim aktivitasanak kimutatasa Bio-Oss felszinén citokémiai
modszerrel (sotétsziirke festodés), 10 nap differencidltatdst kovetéen (A), és kalcium
felhalmozodas megjelenitése 4 hét csontositas utan alizarinvoros festéssel,

titankorongon (B).
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5. Eredmények megvitatasa

Régota ismert, hogy mesenchymalis dssejtek megtalalhatok az emberi szervezet
gyakorlatilag 0sszes szovetében, st plasztikadherencia alapjan konnyuszerrel
izolalhatok is. K6zos tulajdonsaguk - a szoveti forrastol fiiggetleniil-, hogy a) kifejezik a
CD44, CD73, CD90 és CDI105 molekulakat, b) nem a vérképzé rendszer fejlodési
soraibol szarmaznak, tovabba c) képesek megfelelé indukcidés hatasokra in vitro
tenyésztési koriilmények kozott csont, zsir, valamint porcsejteket 1étrehozni [22]. A
Dominici €s munkatarsai altal kidolgozott egységesnek latsz6 meghatarozas azonban
jelentésen eltérd tulajdonsdgokkal rendelkezd sejttipusokat takar, akar egy adott
szOvetbdl szarmazod sejtek esetében is. Munkank sordn ezeket a kiillonbozdségeket
kivantuk feltarni regenerativ orvoslas céljara torténd felhasznalas szempontjabol
érdekes mesenchymalis 6ssejttipusok kozott.

Multipotens sejteket izolaltunk: a) ortopédiai miitét soran eltavolitott szubkutan
zsirszovetbdl, b) a koldokzsinorokban futd ereket koriilvevéd Wharton kocsonyéabol,
c) szajsebészeti uton eltavolitott bolcsességfogak foggydkerének felszinén talalhato
periodontalis ligamentumbol, d) kontrollként combcsonti csontveld dllomanybol.

Az egyes izolatumokban megtaldlhato sejtek kozott nagyfoku kiillonbozdségek
latszottak méret, alak, osztddasi-, valamint koloniaformalé képesség tekintetében,
azonban a heterogenitas mértéke az adott szovettipusra jellemzd volt. A veldcso eredetii
periodontalis ligamentum sejtek képeztek a leghatékonyabban kolonidkat a zsirszoveti
¢s Wharton kocsonya eredetii stromasejtekhez képest, mig a csontvel6i izolatumban a Pl
Ossejtekkel Osszevethetd szamu koloniaformalo sejtet talaltunk.

A nemzetkozi elvarasoknak megfelelden jellemeztiik izoldtumainkat a sejtfelszini
fehérjék kifejezOdése alapjan, amelyek mindegyike kimutathato volt a sejteken. A
vérképzo rendszer Ossejtjeire jellemzd markerek hidnyoztak a sejtfelszinrdl, vagy csak
nagyon kismértékben fejezddtek ki. A kiillonbozd szoveti izolatumok CD90, CD73 és
CD29 antigének expresszids mintazataban is jelentds eltéréseket talaltunk, ami az egyes
csoportokon beliill azonban homogénnek mutatkozott, tehat ezen géntermékek
kifejezddése jellemzd volt az adott szovetre.

A CD90 fehérje magas expresszidja a zsirszoveti, periodontdlis ligamentum ¢és
csontveldi Ossejtek felszinén, parhuzamos ezen sejtek nagymértékli oszteogén

differenciacios képességével. Ez a megfigyelés Osszhangban van azokkal az irodalmi

55



adatokkal, amelyek egér calvaria defektus modellben irjak le a Thy-1 (CD90) molekulat
magas szinten kifejezd zsir eredeti mesenchymalis sejtek kiemelkedd in vivo
csontregeneracios képességét. A korai és késéi csontdifferenciacios markerek
expresszidjanak valtozasa kovette a CD90 gén kifejez6désének mintazatat [107]. Az
endotél irany differenciacid soran vizsgalt paraméterek, ugyis mint a matrigélben
végzett angiogenezis teszt, PECAMI1 génexpresszid mintazata is megegyezett a CD90
fehérje kifejezddésével. Kozvetlen vizsgalattal ugyan nem bizonyitottuk, mégis arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Thy-1 fehérjének kozvetve vagy kozvetleniil szerepe
lehet a tobbiranya differenciacios folyamatokban, illetve olyan sejtek felszinén
fejezédhet ki, melyek fokozott differenciacios képességgel rendelkeznek.

Rodeheffer és munkatarsai kimutattak, hogy a CD29 molekula jelenléte gatolta az
MSC-k zsirsejtekké alakulasat [108]. A kisérleteink soran mi is azt talaltuk, hogy a
CD29 fehérje a zsir eredetii sejtek felszinén talalhaté meg a legalacsonyabb denzitdsban
a tobbi vizsgalt izolatumhoz képest.

Statisztikailag jelentds eltérést talaltunk még a CD73 antigén szdvetek kozotti
eloszlasaban, azonban semmilyen differenciacios kisérleti eredménynek nem lehetett
megfelelteni az ecto-5-nukleotidaz enzim (CD73) aramlasi citometridsan meghatarozott
expresszios mintazatat.

A mesenchymalis Ossejtek sejtfelszini fehérjéinek jellemzésével parhuzamosan,
elvégeztiik multipotens képességiik igazolasat is. Az in vitro porc iranyt differenciacios
folyamat végén, immunhisztologiai eljarassal minden izoldtumban kimutathatdé volt
ujonnan keletkezett gliikozaminoglikdn, amely a kondrogenezisben meghatarozo
szerepet jatszo poliszacharid. A sejtek tehat eleget tettek a porcképzd képességet eldird
kovetelménynek.

A in vitro adipogén indukcié eredményeképpen a zsirszovetbdl szarmazo sejtek
nagy mertékli lipidképzddést mutattak, amelyet a PPARy gén megndvekedett
kifejez0dése kisért. Azok a sejtek, amelyek természetes kornyezetiikben részt vettek
csontképzési folyamatokban, mint a periodontalis ligamentum, vagy a csontveldi
eredetli Ossejtek, jelentésen kisebb mértékben mutattak lipidhalmozddast, ellenben
14 nap oszteogén indukciot kovetden intenziv csontképzddést figyeltiink meg.
Figyelemre méltd, hogy oszteoindukcid soran a zsirszovet eredetli sejtek altal képzett
kalcium mennyisége 0sszemérhetd volt a periodontalis ligamentum Gssejtekével. Ezek
az eredmények alatamasztjak a korabban in vitro €s in vivo kisérletek soran masok altal

tett megfigyeléseket [109,110]. A csontmatrix formalédasahoz elengedhetetlen

56



alkalikus foszfataz enzim szintjének emelkedése a sejtekben teljes 6sszhangot mutatott a
kalcifikaciés folyamatokkal. Erdemes megemliteni, hogy a Wharton kocsonya eredetii
sejtek csontformald képességérdl kiilonbozo kutatocsoportok ellentmondasos adatokat
kozoltek. Yu és munkatarsai hasonld eredményre jutottak, mint a mi csoportunk, vagyis
a periodontalis ligamentum 0Jssejtek jelentsen tobb kalciumot halmoztak fel a Wharton
kocsonya Ossejtekhez képest, noha a RUNX2 gén kifejez6désében nem mutatkozott
jelentOs eltérés a vizsgalt sejtek kozott [111]. Tankonyvi adat, hogy a csontosodasi
folyamat a RUNX2 mester transzkripcids faktor sejtmagban torténd megjelenése nélkiil
nem indul el, azonban 6nmagaban ez nem elegendd érett oszteocitdk létrehozéasahoz.
Egyebek mellett az ALP enzim fokozott expressziojara is sziikség van az érett
csontmatrix kialakulasahoz, valamint a differenciaci6 késOi szakaszaban a RUNX2
géntermék mennyiségének mérséklodését is megfigyelték [112]. A Wharton
kocsonyabodl szarmazé izolatumainkban oszteogén indukci6 hatasara kimutatott magas
RUNX2, valamint viszonylagosan alacsony ALP génexpresszid egyiittesen szolgalhat
magyarazatul a mérsékelt csontformalo képességiikre. Eredményeinkkel ellentétesen,
Zhang és munkatarsai részletes munkaban bizonyitotta, hogy in vitro vizsgalati
koriilmények kozott, a koldokzsinér eredeti MSC-k éppen olyan hatékonyan képesek
csontszdvetpotld szerepet betdlteni, mint a zsiraspiratum eredetli stroma sejtek, valamint
in vivo, ektopikusan immundeficiens egér bdre ala iiltetve [113]. Meg kell jegyezni,
hogy Zhang csoportja az altalunk hasznalt differenciacios protokollhoz képest kétszeres
indukcios idével dolgozott.

Szamos publikaci6 szamol be egyebek mellett a zsirszoveti, periodontalis
ligamentum, Wharton kocsonya, illetve csontvel6i Ossejtek biztonsagos Klinikai
felhasznalasarol, ahogyan azt Gamie és munkatarsai egy Osszefoglald cikkben leirtak
[114]. A craniofacialis régioban, és ezen beliil a periodontiumban, bekdvetkezd defektus
szarmazo6 sejteket alkalmazunk a hosszi csontoktol eltérd, egyedi felépitése miatt [115].

A hosszu csontok endokondralis csontosodasi folyamattal jonnek létre, amely soran
a mesenchymalis sejtek koztes porcszoveti differencidcios allapotot kovetden alakulnak
csontszovetté, szemben az intramembran csontosodassal, ahol a lemezekbe rendez6dott
mesenchymalis kotOszovet kozvetlen alakul csontszovetté. A craniofacidlis csontok
jellemzéen a két folyamat kombinacidjanak eredményeképpen, azonban az
intramembran csontosodasi tipus talstlyaval alakulnak ki. A két kiilonboz6

mechanizmus hatterében eltérd fejlodéstani okok allnak: mig a végtagok, é€s
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fliggeszt6ovek az embrid lateralis mesodermajabdl eredeztethetdk, addig a fej-nyaki
régidoban taldlhaté csontok a veldcsObdl, illetve a paraxialis mesoderma rétegbol
alakultak ki [116].

Patkanyokon [117,118] és nyulakon [119] végzett calvaria defektus modellekben
kimutattdk, hogy az intramembran differencidcios folyamat eredményeképpen 1étrejott
csontbol szarmazo graft, hosszu tdvon jobban képes regenerdlni a kritikus méretli
sériillést az endokondralis csontokbdl szarmazoéhoz képest. A jelenség hatterében a
sejtek elter6 HOX génexpresszids mintazata allhat. A mesenchymalis Ossejtek a
szervezetbdl eltavolitva is megtartjak az eredeti niche-re jellemzd6 tulajdonsagaikat,
vagyis meg0rzik a pozicionalis memoriajukat [120,121].

Kritikus méretli csontdefektusok regeneracioja esetén a megfeleld szoveti eredetii
sejttipus €és implantatum kivalasztdsa mellett, komoly kihivast jelent a csontgraft bels6
vérellatasanak biztositdsa is. A nem megfeleléen erezett csontszovet belseje
potlasa [44]. A mesenchymalis Gssejtek érregeneracios felhasznalasa is igéretes klinikai
lehetdségként kindlkozik. A sejtek egyfeldl parakrin faktorok (pl. VEGF) termelésén
keresztiil segitik az érképz6 folyamatokat, masrészt maguk is képesek kozvetleniil
endotél sejtekké formalodni. Szamos klinikai tanulmany szamol be csontveldi,
zsirszovet eredetli vagy Wharton kocsonya eredetli multipotens sejtek autolog vagy
allogén érpotld transzplantacids felhasznalasarol [122-124]. Periodontalis ligamentum
sejtek kozvetlen érregeneracios felhasznalasarél nem 4ll rendelkezésiinkre irodalmi
adat, azonban a fejlédéstanilag nagyon kozel all6 fogpulpa eredetii dssejtekkel mar
sikeresen hajtottak végre értjraképzd kisérleteket egér iszkémias-reperfiizios modell
rendszerben [125]. Kimutattdk mas csoportok tovabba, hogy Pl Gssejtek pericitakként
funkcionalva, hatékonyan képesek segiteni az érprogenitor sejtek halozatformalasat
[126-127]. Endotél iranyu differenciacios képességiiket azonban eddig senki nem irta le.
Az altalunk vizsgalt Pl izolatumok a zsirszoveti MSC-kel Gsszehasonlithatd mértékben
voltak képesek kapillarisok képzésére, ahogyan az in vitro érképzés soran kapott
eredményeinket a PECAM1 gén kifejezddése is alatdmasztotta.

Vitatott kérdés, hogy a mesenchymalis dssejtek kifejeznek-e embrionalis Ossejtekre
jellemzd pluripotencia markereket, illetve ha igen, akkor ezek hogyan befolyasolhatjak
a sejtek kiillonb6zo szovetek iranyaba torténd elkotelezddését [128,129]. Az altalunk
vizsgalt szoveti dssejtek mRNS szintjén, a kontroll HUES9 sejtvonalhoz képest nem,

vagy csak elhanyagolhatdé mértékben expresszaltdk az OCT4, SOX2, Nanog
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transzkripcids faktorokat, illetve a hTERT gént. A szintén embriondlis Ossejtmarkerként
szamon tartott SSEA-4 sejtfelszini antigén azonban viszonylag nagymértékben volt
megtalalhatdo a Wharton kocsonya, tovabba a csontveldi eredetii sejtek membranjaban.
Az SSEA-4, valamint a csak a koldokzsinor eredetii sejtek altal kifejezett
a-SMA ¢és a GATAG jelzomolekuldk jelenléte, azt a kovetkeztetést engedik levonni,
hogy ezek a sejtek valoban kozelebb allhatnak az embrionalis éssejt allapothoz, mint a
tobbi vizsgalt felndtt szoveti MSC [103]. Tobb olyan tanulmany is megjelent, amelyben
az SSEA-4 glikolipidet kifejez6 kiilonbozé MSC-k differenciacios képességét
vizsgaltdk. Ezekben a munkdkban egymasnak ellentmondé eredmények sziilettek,

amelyek alapjan tehat nem lehet egyértelmii kovetkeztetéseket levonni [130-132].

Tovabbi 6ssejt jellemzOként vizsgaltuk az ABCG2 multidrog transzporter
Kifejez6dését, amely az altalunk tanulmanyozott izolatumok koziil kizardlag a Pl
Gssejtekben volt kimutathato. Ismert, hogy ezeknek a sejteknek egy kis populacioja
(,,side population”, SP) képes kipumpalni a fluoreszcens Hoechst33342-t [76], vagy
annak analogjat a Vibrant DyeCycle Violet (DCV) festéket [133]. Ez leggyakoribb
esetben az ABCG2 multidrog transzporter kozvetitésével torténik. Ezekr6l az SP
sejtekrdl leirtdk, hogy Ossejt-tulajdonsdgokkal birnak, habar a legkiilonb6z6bb
szovetekbdl izolaltak Oket [134,135], beleértve patkanyok fogzacskojat [136] vagy
human fogpulpat is [137]. Ezért kisérleteink soran megprobaltunk valaszt talalni arra a
kérdésre, hogy vajon a human ABCG?2 fehérjét kifejez6 periodontalis ligamentum sejtek
is nagyfoku differencidcios képességgel rendelkeznek-e?

Az ABCG2 transzporter jelenlétét igazoltuk mRNS szintjén, tovabba egy - a sejtek
membranjdnak kiilsé felszinén 1év0 epitopot felismerd, konformacidérzékeny -
monoklonadlis antitest segitségével (5D3), valamint DCV kizaré modszerrel is. A DCV
festek kipumpdldsa a sejtekbdl gatolhaté volt a legtobb multidrog transzporter
inhibitoraként ismert verapamillal (az eredményt nem mutattuk be), valamint az
ABCQG?2 transzporter specifikus gatloszerével a Kol43-mal is. A két vegyiilet hasonlo
mértékl gatld hatisa arra enged kovetkeztetni, hogy a DCV kipumpaléasa kizarolag az
ABCG?2 aktivitasanak tulajdonithatd. A két kiilonb6zd aramlasi citometrids mérési
modszer kozlil a monoklonalis antitesttel torténd jelolés bizonyult érzékenyebbnek a
DCV kizar6 modszerrel szemben, ugyanis a sejteknek jelentésen magasabb hanyadat

sikeriilt igy kimutatnunk. Megfigyelhetd volt ugyanakkor, hogy az aramlasi citométerrel
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mért adatok és az ABCG2 mRNS vizsgalatok is megegyeztek aranyaikban a kiilonb6z6
sejtek esetében, csupan mértékiik tért el a vizsgalati modszertdl fiiggden.

Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a magasabb ABCG2 expresszidval
rendelkezd sejtek tobb kalciumot voltak képesek felhalmozni az extracellularis térben.
Annak bizonyitasara, hogy ez a fokozott kalcifikalodas az ABCG2 fehérjéhez kotheto,
¢s fliggetlen a donorok egyéni tulajdonsagaitél (kor, nem, genetikai hattér),
monoklonélis antitest segitségével kiilonvalogattunk ABCG2™9% ¢s ABCG2?cso
populdciokat harom kiilonb6z6 izolatumbol, és vizsgaltuk azok csontdifferenciacios
tulajdonsagai mellett a zsir-, tovabba porcképzo képességiiket is.

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az ABCG2™9* populdciokban minden vizsgalt
csont/cementum marker kifejez6dése (ALP, OSX, OCN, CEMP1) megemelkedett
indukci6 hatésara az ABCG2%%° ¢&s a parentalis populaciokhoz képest, és a fokozott
kalciumfelhalmozddas is kimutathat6 volt alizarinvoros festék segitségével.

Hasonl¢ jelenséget tapasztaltunk porcformald képességet vizsgald kisérleteink soran
is: az ABCG2™% populaciok megemelkedett SOX9 kifejez6dést mutattak, valamint
nagyobb siirliségben volt tapasztalhat6 a gliilkozaminoglikdnok képzddése is.

A periodontalis sejtek zsirképz6 potencidlja meglehetdsen limitalt, azonban az
antitest alapu szortolast kovetden itt is kimutathatd volt szignifikans kiilonbség az
ABCG2™% gejtek javara, amely a PPARy gén kifejez6désének megemelkedésében,
valamint a lipidcseppek felhalmozodasdnak mennyiségében nyilvanult meg.

Eredményeink O6szhangban vannak a human fogpulpabol izolalt sejteken végzett
hasonl6 kisérletekkel, ahol az SP sejtek fokozott in vitro oszteogén, adipogén, tovabba
képest [PI-MSC, 29]. Ezek az eredmények egyiittesen azt mutatjak, hogy a fogasszocialt
ABCG2 kifejezd dssejtek tobbiranyt differenciacios képességgel rendelkeznek.

Az altalunk alkalmazott ABCG2 kifejez0 periodontalis ligamentum &ssejtek
egyszerll antitest alapu kivalogatasa olyan in vivo vizsgalatokat alapozhat meg, amely
bebizonyithatja ezen sejtek alkalmazhatosagat csont/cementumpdtld felhasznalasra. A
Pl &ssejtek oszteogén/cementogén tulajdonsagat kimutattdk mar korabban ektopikus
egér modellben [138], patkany periodontium regeneracios kisérletben allogén Pl sejtek
felhasznalasaval [139], barany-egér xenogén rendszerben [140], valamint kutyakon
iIs [141]. Fontos megemliteni, hogy sikeresen alkalmaztak autolog sejteket harom
elérehaladott periodontitiszben szenvedd human betegen is [60], tehat ezen sejtek

klinikai felhasznélasa biztonsagosnak és eredményesnek tlnik.
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A Pl Gssejtek  nagyobb méreti  defektusok  regeneraciojara  torténd
felhasznalhatdsagat neheziti a sejtek korlatozott hozzaférhetdsége. Megoldast jelenthet,
hogy hosszt ideig kulturaban tarthatok, és szaporithatok fenotipusos valtozas nélkiil.
Tovabbi elényiik, hogy fagyasztva tarolhatok kés6bbi felhasznalas céljabol [142].

Kivancsiak voltunk, vajon az ABCG2 fehérje csak 0ssejt markerként,
xenobiotikumok elleni védelmi funkciot ellatva talalhatd-e meg a sejtek membréjaban,
vagy aktiv szerepet jatszik a differenciacios folyamatokban? A kisérleteink soran az
elobbi hipotézis keriilt bizonyitasra, ugyanis amellett, hogy az oszteogenetikus folyamat
korai fazisaban jelentésen csokkent az expresszidja, ha specifikus inhibitor jelenlétében

A tobbi vizsgalt MSC izolatum sejtfelszinén nem volt kimutathatdé az ABCG2
transzporter, differenciaciés képességiik mégis Osszevethetd volt a Pl Gssejtekével.
Ezeken a megfigyeléseken alapulva kijelenthetd, hogy az ABCG2 fehérjének nincs
funkcionalis szerepe a differenciacios folyamatokban.

Erdemes megjegyezni azonban, hogy a paraxialis mesoderméabol szarmazé MSC-kel
szemben a velOcsd eredetli 6ssejteken (pl. fogpulpabdl [137], vagy cornea stromajabol
izolalt sejteken [143]) korabban masok is megfigyeltek magas ABCG2 kifejezddést.
Elképzelhetd, hogy a veldcsd eredetli, a craniofacialis régioban elhelyezkedd szoveti

progenitor sejtek sajatsaga ez a viszonylag magas ABCG2 génexpresszio.

A megfeleld sejtek megvalasztisa csontpotld beavatkozasokhoz 6nmagéban sok
esetben alkalmaznak titdnbol készitett implantatumokat, illetve éllati vagy human
eredetii (decellularizalt) csontgraftokat a csonthiany poétlasara. Ezek az implantatumok
biokompatibilis anyagokként képesek beépiilni a szervezetbe, azonban a rogziilés lasst
folyamat sok esetben tokéletlen, idével az implantaitumok kilazulnak és cseréjiik
sziikségessé valhat, ezzel ujabb miitéti beavatkozasnak kitéve a beteget [144].

A beépiilési hatékonysag fejlesztésének egyik modja, hogy az implantatumok
kezelik. Korabbi megfigyelések is igazoltak, hogy a kezeletlen titan feliiletre, valamint a
szdjsebészeti beavatkozdsoknal széleskorlien alkalmazott csonthelyettesité GBO
granulatum felszinére in vitro koriilmények kozott az MSC-k kis hanyada tapadt ki
[145,146]. A szérum-faktorok megvonasaval, eredményeinkkel megegyezden, a

sejtadhézio hatékonysaga tovabb romlott [147]. Human felhasznalas céljara in vitro
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eléallitott, sejttel bevont implantaitumok esetében pedig allati eredetli szérum
felhasznaldsa nem megengedett.

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport altal kifejlesztett ciklikus RGD
motivumot tartalmazo6 elagazo peptidkonjugatum jelentdsen képes volt megnovelni a
kiilonb6z6é implantatumok feliiletén a zsirszoveti MSC-k kitapadasanak hatékonysagat.
Az adhézid eldsegitésére gyakran hasznalt polilizinnel ellentétben az elagaz6 SAK-
Cc[RGDfC] peptid nem toxikus. Tovabbi elénye, hogy egyszerii fizikai abszorpcid
segitségével feljuttathatd a kezelni kivant feliiletre, és immobilizalasa nem igényel
semmilyen specifikus munkafézist, szemben mas ciklikus RGD peptidekkel, ahol
szilanizalasra illetve bifunkcionalis keresztkotések kialakitasara is sziikség lehet [87].

Az RGD motivumot tartalmazo peptidek titanotvozethez vald sejtadhéziot eldsegitd
¢s oszteoinduktiv tulajdonsagai ismertek voltak korabbi csontveldi oszteoprogenitor,
illetve egér MC3T3-E1 oszteoblasztokon végzett munkakbol [87,148], de egészséges,
human eredettii sejteken eddig nem végeztek hasonld kisérleteket.

Bevonatok tesztelésére gyakran alkalmaznak még (a GBO granuldtumhoz hasonlo)
hidroxiapatitbol (HA) késziilt korongokat is. Az elagazo, illetve nem elagaz6 RGD
peptidek HA korongokon torténd alkalmazasa esetében sokkal ellentmondasosabb
eredményekrdl szamoltak be. Oszteoprogenitor sejtek és csontveldi MSC-k kitapadasat
eldsegitette, ha eldtte kezelték a feliiletet [88], azonban maésok szerint természetes
adhézios faktorok jelenlétében ez a kitapadast serkentd hatds elmarad a sejteken
talalhatdo matrix receptorokért torténd verseny miatt [149]. Szérummentes rendszerben
ez a kompeticid, a kezdeti kitapasztasi 1épésnél kizarhatd. Tovabb arnyalja a képet,
hogy egyes forrasok az RGD motivum elhanyagolhato sikerérdl, vagy teljes
hatastalansagardl szamolnak be in vitro [150,151], illetve in vivo rendszerekben [149].
Meg kell ugyanakkor jegyezni, hogy a felsorolt esetekben a kisérleti elrendezés nagy
mértékben eltért az altalunk alkalmazottél (pl. HA korongok alkalmazasa a GBO
granulatumokkal szemben).

Az altalunk tesztelt ciklikus RGD motivumot tartalmazd, SAK vazhoz konjugalt
peptid azonban - a fibronectinhez hasonlé mértékben - egyértelmiien és jelentOsen
megnovelte a Zs-MSC-k plasztikhoz, titdndtvozethez, illetve csont felszinhez vald
kitapadasanak hatékonysagat, és lerdviditette annak idStartamat. Eldsegitette tovabba a

------

indokoltta tennék a vegyiilet in vivo rendszerben torténd kiprobalasat is.
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6. Osszefoglalas

Az emberi szervezetbdl izolalhaté mesenchymalis 6ssejtek (MSC) a regenerativ
medicina nagy igéretének szamitanak. Ezek az onmegujulasra képes sejtek in vitro
koriilmények kozott differencialtathatok csont, zsir, és porc iranyba, meghatarozott
sejtfelszini fehérjéket fejeznek ki, és nem hematopoetikus eredetiiek.

Ellentmondasos irodalmi adatok utalnak a kiilonb6zé szoveti MSC-k eltérd
tulajdonsdgaira, pedig terapids alkalmazas szempontjabol ezek tisztdzdsa nagy
jelentdséggel bir. In vitro kisérleteink soran human zsirszévetbdl (Zs-MSC), Wharton
kocsonyabol (Wk-MSC), és periodontalis ligamentumbdl (PI-MSC), tovabba
csontvel6bdl (Csv-MSC) izolaltunk stroma sejteket. Az egyes izolatumokat alkoto
sejtek mérete, osztodasi, €s koldoniaformald képessége, valamint sejtfelszini marker-
kifejezése jelentdsen eltérdnek bizonyult, de a szarmazasi szovettipusra minden esetben
jellemz6 volt. Csont iranyu differencialtatast kovetéen a Zs-MSC, PI-MSC, és Csv-
MSC sejtek fokozott kalciumhalmozodast mutattak, mig zsir differencialtatas soran a
Zs-MSC-k intenziv lipidtermelése emelkedett ki a tobbi izolatuméhoz képest. A munka
egyik fo Ujdonsaga, az MSC-k endotél iranyu differencidlédasanak bemutatasa. A
vizsgalt izolatumok mindegyike mutatott Matrigelben érhalozatszer(i cs6képzodést, de a
legkiterjedtebb kapillarishalozatot a PI-MSC és a Zs-MSC mintak képezték. A Wk-
MSC-k csont-, zsir- és érképz6 képessége elmaradt a tobbi izolatumhoz képest, ezt
bizonyos markerek (SSEA-4, GATAG, a-SMA) jelenlétével magyaraztuk.

Célul tiztiik ki tovabba, hogy talaljunk olyan szelekcios markert, amely segitségével
a heterogén izolatumbdl kivalogathatok terapias szempontbol hasznos Ossejtek. A
kiilonb6z6 Gssejteken megtalalhato ABCG2 transzportert a PI-MSC sejtek egy
populacioja is kifejezte. Ezek a sejtek monoklonalis antitest-jelolés segitségével
szortolhatok voltak, és fokozott csont, zsir valamint porcdifferencialodasi képességet
mutattak. Az igy kivalogatott dssejtek hosszu tavu megoldast jelenthetnek a fogagyi
megbetegedések kezelésében (Szepesi és mtsai, 2014).

Végiil, klinikai gyakorlatban alkalmazott 3D implantatum-anyagok felszinét vontuk
be ciklikus arginil-glicil-aszparagin (RGD) motivumot tartalmaz6 peptiddel.
Az igy kezelt titdn, valamint szdjsebészeti csontpotld eljardsokban alkalmazott
marhacsontérlemény felszinéhez jelentGsen tobb sejt és rovidebb id6 alatt tapadt ki,

illetve képezett csontszévetet, mint a kontroll felszineken (Tatrai és mtsai, 2012).
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7. Summary

Mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from various tissues are promising
candidates to be used in the field of regenerative medicine. These cells are not of
haematopoietic origin, express specific cell surface markers, possess self-renewal
ability, and a capacity to differentiate into bone, fat and cartilage.

Data in the literature are controversial regarding the properties of MSCs derived
from various tissues, while for a proper therapeutic application a clarification of these
features is required. For achieving a comparative characterization, in our in vitro
experiments we used human MSCs, derived from adipose tissue (Zs-MSC), Wharton’s
jelly (WKk-MSC), periodontal ligament (PI-MSC), and bone marrow (Csv-MSC). The
size, morphology, frequency of colonies, population expansion time and surface marker
expression of the cells were considerably different, but showing tissue-specificity.
Zs-MSC, PI-MSC and Csv-MSC isolates showed enhanced calcium accumulation after
induction of bone differentiation, while an enhanced lipid droplet production was
observed in Zs-MSCs. One of the key achievements in our studies was the detailed
characterization of the endothelial differentiation capacity of the MSCs isolates. We
found that capillary structures were developed by all the examined MSC isolates in
Matrigel, and the most extensive tubular network was formed by PI-MSC and Zs-MSC
samples. The bone, fat and endothelial differentiation ability of Wk-MSCs was less
pronounded than that of other isolates, and the expression of certain marker genes
(SSEA-4, GATAG6, a-SMA) may explain this difference.

In these studies we also aimed to find selection markers allowing to obtain
therapeutically relevant MSC populations. We found that the stem cell marker ABCG2
was expressed in a small population of PI-MSCs. The ABCG2 expressing cells could be
sorted out after antibody labeling, and these MSCs exerted enhanced osteogenic,
adipogenic and chondrogenic differentation potential. These MSCs may offer long-term
regeneration potential in the treatment of periodontal diseases (Szepesi et al, 2014).

In order to study MSC function in 3D implants, we coated the surface of materials,
used in clinical practice, e.g. in oral surgery, with a special cyclic arginine-glycine-
aspartic (cCRGD) peptide. We found that significantly more MSCs adhered to the treated
surface of titanium and bovine bone substitute, and the MSCs also showed elevated

bone differentiation capacity (Tatrai et al, 2012).
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