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Bevezeto
Az egér embrionalis Ossejtek Onmegujulasanak, differencidlodasi képességének vizsgalata

kozelebb hozhat bennilinket az embrionalis fejlddésben szerepet jatszo faktorok
megismerésében.

Az integrin receptorok egy specidlis tipusa segiti szdmos sejttipus letapadéasat (neuralis
Ossejtekét, egér €s human embriondlis és mesenchimalis Ossejtekét). Azt vizsgaltuk, hogy a
kiilonbozo eredetti Ossejtek, képesek-e letapadni ezekre a feliiletekre. Ezen kiviil megnéztiik,
hogy az egér embriondlis eredetii dssejt vonalak esetében hogyan befolyasolja az AK-
c(RGDfC) adheziv peptiddel bevont feliilet a sejtek pluripotencidjanak megtartasat, illetve
differencialodasi képességét.

Definicio

Az 0Gssejt egy olyan differencialatlan sejt, amely képes Onmegujulasra, azaz sajat magat
reprodukalni, illetve egy masik utodsejtet létrehozni aszimmetrikus osztodéassal. Korlatlan
osztodasra képes és barmilyen testi sejt iranyaba differencialodhat. Ez altal tobbféle sejttipus
alakulhat ki bel6liikk, amelyek képesek lehetnek az elpusztult sejteket potolni, a roncsolt
szoveteket helyreallitani. Az Gssejteknek szamos specialis tipusa ismert, eltéré eredettel,
differencialodasi képességgel.

Osseijt tipusok
Az embrionalis fejlédés soran, az egy sejtes embriobol fejlédé embrid sejtjei egyre

korlatozottab fejlédési potenciallal rendelkeznek. Az Gsszes sejttipus létrehozasara képes
sejteket totipotensnek nevezziik. Ezek embrionalis és extraembrionalis szoveteket is képesek
létrehozni, ilyenek a megtermékenyitett petesejt és a bel6le fejlédé nyolc sejtes, illetve
szedercsira (morula) allapota embriok sejtjei (Wobus and Boheler, 2005). Pluripotensek azok
a sejtek, amelyek mar csak embrionalis szoveteket képesek létrehozni, vagyis minden testi
sejtet, illetve az ivarsejteket, de extraembrinalis szovetet mar nem. A multipotens Gssejtek
szamos szoveti sejt 1étrehozasara képesek, de mar ivarsejteket nem képesek létrehozni. llyen
sejtek tobbek kozt a mezenchimalis dssejtek (MSC), amelyek a szoveti dssejtek kozott talan a
legnagyobb plaszticitassal rendelkeznek. A progenitor sejtek, mar csak egy bizonyos
szovettipus, illetve sejttipus iranyaba tudnak differencialodni. llyenek lehetnek a vérben
talalhatd haematopoetikus &ssejtek, valamint a izom progenitor sejtek, amelyeknek
koszonhetden a szervezet képes potolni vérvesztéskor, izom sériiléskor a sejteket.

Pluripotens &ssejtek tipusai, eredetiik szerint
Az embrionalis karcinoma sejtek (EC sejtek) teratocarcindmakbol, azaz ivarszervekben

keletkez6 tumorokbol lehet létrehozni (Robertson et al., 1987). Jellemzdje, hogy spontan



képes differencialodni tobbféle sejtté, amelyek koziil felismerhetdek mind a harom csiralemez
iranyaba elkotelezodott sejtek. Sikeriilt embidszeri testecskéket (EB csomd) is létrehozni
beldlik (Andrews et al., 2005). A sejtek nagy részének karitipusa abnormalis. Az EC
sejtekkel végzett korai kutatasok jelentdsége az, hogy a korai kutatasok kozelebb vittek az
embrionalis 6ssejtek (ES sejtek) természetének a megismeréséhez.

Az 6ssejtek egyik legfontosabb csoportja az embrionalis eredetii Gssejtek (ES), amely
holyagcesira allapotu (blasztociszta) embrié embriocsoméjabol (ICM) szarmaztathato (1.
abra). Elészor egér embriokbol sikeriilt ezeket a sejtvonalakt 1étrehozni, egér embrionalis
fibroblaszt taplalo sejtrétegen, olyan médiumban, amelyben a sejtek differencialodasat
megakadalyoztak (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Morfologiajat tekintve az ES
sejtek hasonlitanak az EC sejtekre, vagyis a sejtmag/citoplazma arany magas, a sejtek
szorosan kapcsolodnak egymashoz. A beldlikk kialakuld koloniak ovalis alakuak és jol
koriilhatarolt szélik van. A sejtekkel nagy része normalis, euploid kariotipust mutat. Gazda
embridba injektalva kimérat lehet belSliik 1étrehozni, vagyis olyan allatot, amely mind a

gazda embriobol, mind pedig az ES sejtbdl szarmazo6 sejteket tartalmaz.
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1. dbra: Az dssejtek tipusai (Wobus, 2005)
2002-ben sikeriilt majom ES sejteket is eléallitani. Ezek segitségével kozelebb keriilhetiink a

human betegségek megértéséhez (Takada et al., 2002)



A human ES sejteket human IVF kezelések utan visszamaradt, kutatasi célokra felajanlott
human embriokbol sikeriilt 1étrehozni (Thomson et al.,, 1998). A human ES sejtek
alapitdsahoz nagy segitséget jelentett a korabban human embridk in vitro tenyésztési
koriilményeinek optimalzasa soran végzett kisérletek (Gardner et al., 1998), valamint a
foemlésok ES sejtjeinek vizsgalata (Thomson et al., 1995, 1996). A human ES sejtek
pluripotenciajat igazold kisérletek, a sejtek kariotipizdldsa, in vitro és in Vvivo
differencialtatasa teratokarcinomakat létrehozva (természetesen kiméra eldallitasa etikali

okokbol nem lehetséges) igazolta, hogy egyenértékiinek tekinthetok ezek a sejtek az egér ES

2. abra: bal oldalt fibroblaszton tartott egér ES sejt kolonidkat lathatunk (sajat felvétel), jobb oldalon humdn ES sejtkolonia
ldthato (Giritharan, 2011)

Sikeriilt szamos mas allat embrioibol kiindulva is eléallitani ES sejteket (baromfi, nyul,
horcsog, kutya, macska, szarvasmarha...). Olyan patkanyt pluripotens homolog
rekombinacidt tartalmazo ES sejttenyészetek 1étrehozasa is sikeriilt, amelyekbdl mar ivarsejt
kiméra patkanyokat is 1étre tudtak hozni (Tong et al., 2010) A patkany jo modell allatnak
szamitanak cukorbetegség, illetve magas vérnyomas modellezéséhez. A patkany ES sejtek
pluripotencia markerek szempontjabol az egér ES sejtekhez hasonlitanak.

Az epiblast eredetii Ossejteket (EpisC) is megemliteném, amelyek szintén pluripotensek
(Brons et al., 2007). Beld6liik is sikeriilt 1étrehozni EB csomot, a harom csiralemez iranyaba
differencialodott sejteket, de csak korai passzazsok esetében sikeriilt kimérakat 1étrehozni. A
koloniak morfologidjukban jobban hasonlitanak a human ES sejtekhez, mint az egér ES
sejtekhez, ezért talan alkalmas modellként szolgalhatnak huméan ES sejtek fejlodési
potencialjanak vizsgalatdhoz.

Tovabb folytatva a sort, a primordialis Ossejtekbél (PGC) hoztak 1étre az ugynevezett
embrionalis csira sejt eredetli (EG) Ossejteket. Eloszor Matsuinak sikeriilt eldallitani EG
sejttenyészeteket (Matsui et al., 1992). EG sejtekbdl 1étrejohetnek testi és ivari sejtek kiméra

4.



allatok is. Abban kiilonboznek az ES sejtektdl, hogy a genom imprinting altal érintett gének
metilacigja nem tortént meg teljes mértékben, valosziniileg ennek kovetkeztében az EG
sejtekbdl kisebb eséllyel kaphatunk ivarsejt kiméra allatokat (Wobus and Boehler, 2005).
Végiil egy szintén jelentds csoport kovetkezik, az indukalt pluripotens sejtek (iPS), amelyeket
mar elkdtelezett testi sejtekbdl képesek transzkripeids faktorok beépitésével kialakitani
(Takahashi and Yamanaka, 2006). Az iPS sejtek képesek létrehozni EB csomot, valamint
teratoma képzddéssel a harom csiravonal iranyaba differencialédni (Taylor and Xu, 2010). A
legnagyobb elény abban rejlik, hogy az etikai problémak igy kikiiszobolhetéek, human ES
sejtek helyett az iPS sejteket alkalmazva, nem kell embriot elpusztitani. A masik alkalmazasi
elénye abban rejlik az iPS sejteknek, hogy sajat testi sejtbdl is eld lehet allitani iPS
sejttenyészeteket, ezaltal az immunrendszer miatti kilokédés veszélyét minimalizalni lehetne.

Differencidltatés
Az embrionalis Ossejtek képességeit jellemezhetjiik a differencidlodasi képességiikkel,

példaul a harom csiralemez irdnydba elkotelezodési képességgel, illetve in vivo teratoma
képzbédéssel, valamint in vitro spontan differencialédassal. A teratomaképzddéses vizsgalata
immundeficiens (SCID) egereken torténik. A vesetokba injektaljak be az embrionalis
Ossejteket. Néhany hét mulva mind hdrom csiravonal iranyaba differencialodo sejteket
talalhatunk (hamsejtek, izomsejtek, ganglionsejt-szerti srtuktirak, porcsejtek...) A spontan in
vitro differenciacios technika soran embrionalis Ossejtekb6l soksejtes aggregatumokat,
ugynevezett embrioszer( testecskéket (EB) hoznak 1étre. Ezek sejtjei az id6 elérehaladtaval
folyamatosan  elvesztik  pluripotenciajukat  (pluripotencia  markerek ellenérzésével
kimutathatd) és képesek mind harom csiralemez sejtjeinek 1étrehozasara.

Pluripotencia markerek

A pluripotencia markerek képesek kimutatni a sejt differencialatlan allapotat, pluripotenciajat,
ilyenek a legaltalanosabban hasznalt Oct3/4, Nanog, Sox2, ezen kiviil szamos specialis is
markert is alkalmazhatunk, attol fliggben milyen €él61énybdl allitottak el6 az ES sejteket.
Ezeken kivil, a mir290-295 mikroRNS klaszterr6l termel6d6 mMiRNS-eket emliteném,
amelyek ES sejtekre jellemzoek, 6ssejt specifikusak (Houbaviy et al.; 2003, Lichner et al.,
2011).

Médiumban 1évé faktorok
Az ES sejtek differencialatlan allapot fenntartdsaban nagyon fontos szerepet jatszanak azok a

faktorok, amiket a médiumhoz adnak hozza. Ilyen lehet a leukémia inhibitor faktor (LIF),
valamint a BMP csont morfogén fehérje, ezen kiviil egyéb inhibitorok (SU5402, PD0325905,
CHIR99021). Attol fliggden, hogy hany ¢és milyen fajta inhibitort hasznalunk
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megkiilonboztetiink harom (31), illetve két (21) rendszereket. Ezek a faktorok olyan specialis
¢s bonyolult szignalizacios utvonalakat (Stat3, Jak, Rock) befolyasolnak, amelyek a vizsgalt
Ossejtek differencialatlan allapotat képesek fenntartani.

Sejtletapaszto technikdk:
Az 6ssejtek differencialatlan allapotban maradasa nemcsak a fenntart6 médiumtol, hanem az

adott felszin anyagatol, taplalosejtrétegétol (fibroblaszt) valamint az altaluk termelt specialis
anyagoktol is fiigg.

Természetes eredetii felszin, az ES sejtek fenntartasaban mar klasszikussa valt fibroblaszt
taplalosejt réteg, amit az egér embrionalis Ossejtek esetében (MES) egér embriobol hoznak
létre, mig human ES sejtek (huES) esetében féleg eldbor eredetii fibroblasztot hasznalnak.
Szintetikus felszinek olyan sejtadhézios molekuldkat tartalmaznak, amelyek képesek
kapcsolatot 1étrehozni az Ossejtekkel. Ennek a sejt-felszin osszekottetésnek a Iétrejotte a sejtek
apoptozis elleni védelmét is szolgalja. Ha kevés kapcsolat van a felszin €s a sejtek kozott, a
sejtek elpusztulnak.

Matrigel az egyik legelterjedtebb ¢és talan az egyik leghatékonyabb felszin, amit a
differencialatlan sejtek fenntartasakor alkalmaznak. Engelbreth-Holm-Swarm
sarcomasejtekbdl szdrmazik, amely extracellularis anyagokat, proteoglikdnokat, névekedési
faktorokat és olyan nagy bioldgiailag aktivitassal rendelkezd membran kapcsold anyagokat
tartalmaz, amelyeken az Gssejt vonalak hosszi ideig pluripotens allapotban fenntarthatok
(Kolhar et al., 2010). Ez az anyag a szamos specialis 0sszetevd miatt nagyon draga. Ezért
fontos szempontnak szamit, hogy olcsobb, szintetikus, de az ssejtek fenntartasaban hasonld
eredmenyeket felmutatdo felszineket tudjanak eléallitani, mint az eddig bevallt felszinek
(Matrigel, fibroblaszt). Olyan fehérjékkel probalkoznak, amelyeken a sejtek szivesen
megtapadnak ndvekednek és nem sziikséges egy taplalo sejtréteget 1étrehozni.

Két olyan anyagtipust emlitenék meg, amivel szép eredményeket értek el. Az egyik az E-
cadherin alapu, a masik a RGD mintazatot koveté polimerek.

Roviden az E-cadherin egy Ca®" fiiggd sejtkapcsoldé molekula. Ezt az anyagot kiegészitve
IgG-FC doménnel, mTeSR1 médiumban jelentds sikereket értek el ezen a felszinen egér ES
sejtek alkalmazasakor. Sikeriilt pluripotenciajukat megorizni tobb passzalast kovetden.
Raadasul még kiméra egeret is el6 tudtak allitani, amelyben ivarsejtbe is beépiilt a megfeleld
genetikai informacio. HuES sejteket vizsgalva, olyan eredményeket kaptak, amelyben a sejtek
jellegzetes pluripotens sejtmorfoldogiat mutatnak, valamint hasonldé hatékonysaggal bir

tobbféle jellegzetességében, mint a Matrigelen tartott sejtek (Nagaoka et al., 2010).



A masik jelentds csoport, amelyet kisérleteink folyaman is felhasznaltunk, azok az RGD
mintazati integrin molekuldkat tartalmazo felszinek. Az RGD az integrinek egy olyan
specialis csoportjaba tartozik, amely alpha és béta heterodimerbdl épiilnek fel €s sejtadhézios
funkcioban latnak el feladatot. Irodalmi beszamolok alapjan a ciklikus RGD mintézatot
tartalmazo6 feliiletek magasabb hatékonysaggal képesek egér, illetve human ES sejtekkel
kotést 1étesiteni, vagyis letapasztani azokat (Kolhar et al., 2010).

Uj adheziv biofeliiletek kialakitdsa
Az altalunk is vizsgalt feliiletek is szintén ilyen ciklikus (cCRGDfC) felépitésiick. Az ELTE —

MTA peptidcsoport a BIO-SURF palyazat keretén beliil egy olyan vegyiiletcsaladot alakitott

ki, amelyik egy oszteopontin nevezetii extracellularis matrix fehérje szekvenciajan alapul. Ez
az anyag nagy jelentdséggel bir6 biologiai aktivitassal rendelkezik: sejtadhéziora,
immunmodulacidra valamint szovetregenaralodasra. Ezeket a tulajdonsagokat alkalmaztak
biofeliiletekként, elsdsorban csontimplantdtumok felszinén.

Az eldallitott cRGDfC fehérje olyan specidlis integrinekhez kapcsolodik, amelyek hatdssal
csoportot hoztak létre. A kozds benniik, hogy mindegyikben ott van az RGD mintézat ciklikus
formaban, valamint a kapcsolt SAK polipeptid csoport is.

Célkitiizések:

Célunk, olyan specialis 0Jssejt valogatdsi modszer kidolgozasa, aminek segitségével
lehetségessé valik a sejtek szelektiv letapasztasa, differencialédasanak adott iranyokba torténd
befolyasoldsa (ideg, csont, szivizom iranyba torténd in vitro differencialodas soran). Ezen
kiviil célunk volt, egér embrionalis fibroblaszt (MEF), illetve a drdga mesterséges anyagok
(matrigel, fibronektin, laminin) helyett olyan feliiletek kialakitasa, amelyek az Ossejtek
letapadasat segitik eld, illetve csontimplantatumok felszinén olyan specialis anyagbevonatot

hoznak 1étre, amin jobban megtapadhatnak a csont-6ssejtek.

Alkalmazott modszerek:

Feliilletkezelés polipeptidlancokkal (ligl, lig2-1 ... 1ig2-6)

A Petri-csészék milanyag felszinét bevontak az altalunk vizsgalt konjugatumokkal (AKcRGD
(ligl), illetve kiilonbozé SAK-cRGD-OPN vegyiiletekkel (li2-1,..1ig2-6). A felszinekre

ioncserélt vizeben oldott polimert tettek, majd inkubaltik 6ket 37 °C-on 2 éran keresztiil.

Végiil olyan felszint kaptunk, amelyek szarazon, 4 °C-on is eltarthatd, akar hosszi tdvon is.



Szamunkra ezeket az anyagokat a BIO-SURF palyazat keretén beliil az ELTE — MTA
peptidcsoport biztositotta.

Zselatinréteg készitése
6 cm atmér6jii Petri-csészében (Greiner) 4ml 0,1 %-os zselatin oldatot (Sigma) mériink,

amelyet 30 percig hagyunk allni szobahdmérsékleten, majd viz-légszivattyu segitségével
eltavolitjuk. 10 perc szaradast kovetéen, EM médiummal atmossuk.

Fibroblaszt sejtek felolvasztasa, fenntartasa
A sejteket folyékony nitrogénben tartjuk lefagyasztva, ahol a sejteket -196°C-on korlatlan

ideig fenn lehet tartani. A felolvasztasi protokoll szerint, a felolvasztast a lehet6 legrovidebb
id6 alatt kell elvégezni, mert a fagyasztas soran véddéanyagként hasznalt DMSO (Sigma)
karosithatja a sejteket. A kiolvadt sejteket 5 ml fibroblaszt tenyészté (FM) médiumban
vessziik fel egy centrifugacsébe. Centrifugaljuk a sejtszuszpenziot 7 percen keresztiil, 4°C-
on, 1400-1600 rpm-el. Viz-lég szivattyu és Pasteur pipetta segitségével tavolithatjuk el a
feliiluszot. A leiilepedett sejteket 6ml FM médiumba felszuszpendaljuk (elészor 1-2 ml-t
alkalmazunk és kipotoljuk) majd kihelyezziik megfeleld méretii (altalaban 10cm) miianyag
Petri csészére. A sejteket inkubdatorba helyezziik (37°C, 5% [CO,]) . Masnap érdemes az
elhalt sejteket, tormelékeket PBS-sel lemosni, majd médiumot cserélni. Atoltani, vagyis
passzalni 3-4 naponta sziiksége a fibroblasztokat.

Az egér fibroblaszt sejtek tenyésztése
10 cm atmérdjii Petri-csészén torténik. A sejteket konfluens allapotig (a felszint egyenletes

rétegben lefedd sejtek (1-3 x107 sejt / Petri-csésze)) ndvesztjiik, majd Gjabb Petri csészékbe
osztjuk szét, szaporitjuk fel. A sejteket a felszintél és egymashoz valo kotddés
felszabaditasahoz tripszin-EDTA (1:4) oldatot hasznalunk (3ml tripszin-EDTA/Petri-csésze,
10 min, 37°C), aminek a hatdsara lekerekednek a sejtek. Az emésztést 3 ml FM médiummal
allitjuk le. Majd centrifugaljuk a sejtszuszpenziot (7 min, 4°C, 1400-1600 rpm) és eltavolitjuk
a feliiluszot, felszuszpendaljuk 6 ml FM médiumba és kihelyezziik 10 cm atmérdjii Petri-
csészékre, majd inkubatorba helyezziik és a megfeleld koriilmények kozé (37°C, 5% [CO3] ).

Mitomycinezés
Ahhoz, hogy ES sejtek tenyésztéséhez taplalo sejtként hasznalni tudjuk ezeket a fibroblaszt

sejteket, sziikségiink van a sejtosztodasuk leallitisara. Mitomycin-C-t alkalmazunk erre a
célra. Hasznélataval a sejtek elvesztik o0sztodd képességiiket, de életképességiiket nem. Az
altalunk hasznalt protokoll szerint 60ul mitomycin oldatot (Img/ml torzs oldatbol)(Sigma)
adunk 10 cm Petri-csészéhez (Greiner) 150 perc, 37°C, 5% [CO,] kériilmények kozott
hagyjuk allni. Utana at kell mosni kétszer PBS oldattal, majd atpasszalni a mar emlitett

modon. A centrifugabol kiszedve, leszivva a feliiluszot felszuszpendaljuk FM médiumban
8.



4x10° sejt/ml koncentracioban és az ES sejtek tenyésztésére hasznalatos 6 cm atmérdjii Petri-
csészékre helyezziik ki. Két hétig hasznalhatjuk az igy kialakitott mitomycinezett taplalo
sejtréteget az ES sejtek tenyésztéséhez.

ES sejtek eldkészitése, tenyésztése
Altalunk alkalmazott kisérletek folyaman R1 egér ES sejteket (Nagy és mtsai., 1993)

hasznaltunk fel. A felolvasztasi modszer ugyanaz, mint a fibroblaszt sejtek esetében, annyi
kiilonbséggel, hogy itt a sejteket, mar mitomycinezett 6 cm atmérdjii Petri-csészékben
talalhato fibroblaszt sejtrétegre helyezziik ki, valamint Ossejt tenyészté6 médiumot (ES
médiumot) alkalmazunk, az FM médium helyett. ES sejtek tenyésztésekor altalaban 6 cm-es
atmeérdjli Petri-csészét alkalmazunk, amelyhez 3 ml EM médiumot adunk hozza. Egy Petri
csészébe atlagosan 1x10° db ES sejtet helyeziink ki. A médiumot érdemes minden nap
cserélni, minden masnap passzaljuk a sejteket. A passzalas soran itt is a fibroblaszt sejteknél
megszokott metodikaval viz-1égszivattyval tavolitjuk el a feliiliszot, valamint tripszin-
EDTA oldatos kezeléssel valasztjuk le a sejteket a felszinrél, ugyanolyan koriilmények kozott
centrifugaljuk és szuszpendaljuk a sejteket, majd a mar frissen eldkészitett mitomycines
fibroblaszt rétegre tessziikk ra a sejteket. Természetesen az egér ES sejteket is ugyanazon
koriilmények kozott tenyésztjiik (37°C, 5% [CO2])

RNS izoldlas
Az els6 lépésben az ES sejtek trizol oldat (Sigma) és pipetta segitségével feltarjuk. Az

altalunk hasznalt protokoll szerint 5-10x10° sejt lizalasahoz 1 ml trizol oldatot hasznalunk. A
kapott lizatumot fagycs6be helyezve -70°C-os hiitdben taroljuk.

Ezt kovetben, a felolvasztott 500ul trizolos mintakat 100ul kloroformban szuszpendaljuk fel,
majd 10-15 percig szobahdmérsékleten allni hagyjuk. Az igy kapott mintakat lecentrifugaljuk
15 percig 1200rpm, 4°C kériilmények kozott, ennek sordn az elegy harom fazisra kiildniil el.
A legfelsd szintelen lesz az RNS, a k6zépsé enyhén opalos, fehéres szinli a DNS, az also
rozsaszin fazis pedig a fehérjéket alkotja. A legfelsd réteget koriiltekintéen leszivjuk pipetta
segitségével as athelyezziik egy eppendorf csobe. Ilyenkor adunk hozza 250ul izopropanolt,
majd 5-10 percig allni hagyjuk szobahémérsékleten. Centrifigalast kovetéen (10min,
12000rpm, 4°C) egy papirtdrld segitségével felszivjuk a folyadékot és a bent maradé pelletet
1 ml 75% etanollal tisztitjuk. Egy utolso centrifigalas (7500 rpm; 5 min; 4 °C) torténik, majd
a feliiluszo folyadékot eltavolitjuk, 5-10 percig hagyjuk szobahdmérsékleten szaradni. A

mintakat tisztitott desztillalt vizben veszem fel és -70°C-on taroljuk.



Real time PCR (qPCR)
A TagMan ® Gene Expression Assays protokoll szerint tortént az eljaras. Egy

reakcidelegyhez sziikséges egyenként 7,5 ul PCR mix, 0,75 pl Tagman primer, 5,75ul
desztillalt viz valamint 1pl cDNS, vagyis 0sszesen egy mintanak 15ul-nek kell lennie.

Els6 1épésben felolvasztjuk a tagman probat -20°C-rél majd centrifiigalas kovetkezik (5 min,
2000rpm, 4°C) koriilmények kozott. Egy mixet készitiink a desztillalt vizbél, PCR mixbél,
valamint a tagman probabol, majd a PCR gépben hasznalatos eppendorf csdvekbe helyeziink
ki beldliik 14ul mintdnként, majd a 1ul cDNS mintakkal feltoltjiik 15 pl-re. Mar csak egy
centrifugalas kdvetkezik (3 min, 2000rpm, 4°C) és mar be is helyezhetjiik a Real Time PCR
gépbe, hogy az adott programon végigfuthassanak a mintdink. A PCR munka sorin
pluripotens Ossejtek, illetve egyéb differencialdédasi iranyba mutatd markereket alkalmaztunk.
korai pluripotencia marker az Oct3/4, Nanog, Sox2, mar ideg iranyba elkotelezodést mutat az
Sox1, Nestin valamint szivizomsejt iranya elkotelezodést pedig az alfa-MHC, brachyury
marker mutatta meg szamunkra.

Embridszerii testecskék (EB) létrehozasa, differencidltatas
Az ES sejtek hetedik passzalasat kovetden, in vitro sziviranyu differencialtatast inditottunk a

megfeleld6 médiumban (LIF mentes 20 % FBS-t tartalmazé médium). Olyan embrié (EB)
csomokat hoztunk létre, amelyek mar elindulnak egy differencialodasi iranyba, attol fliggden,
milyen médiumokat adunk hozza, mindezt fliggécsepp tenyészetben végeztiik el. Az ideg
iranya protokoll szerint a neuralis indukcio el6tt a sejteket 0,1%-0s zselatinnal (Sigma) kezelt
petri-csészékre (Greiner) helyeztikk 24 orara. A sejteket (n=200) fliggdesepp tenyészetben
aggregaltattuk két napig, majd a kapott embrionalis testecskéket (EB csomokat) bakterialis
Petri-csészékbe helyeztiik, differencialtatd tapoldatba (KO-DMEM médium, kiegészitve az
alabbi komponensekkel: Glutamax, 50 pg/ml streptomycin, 50 U/ml penicillin, 50 mM f-
mercaptoethanol, 0,1 mM nem-esszencialis aminosavak, és 10% FBS). Az EB csomodkat két
nap mulva 0j Petri-csészébe, zselatin felszinre helyeztiik. ldegsejt iranyt differencialtatas
képességének vizsgélata szintén LIF mentes, 10% FBS tartalmazé médiumban (DIFF EM),
illetve egy specidlis differencialtatd médiumban, Neuro-D médiumban tortént. Az EB
csomokat a harmadik napon tripszines emésztést kovetden zselatinos felszinre helyeztiik ki.

Alkalikus foszfatdz festés

A pluripotens sejtek magas alkalikus foszfataz aktivitasanak kdszonhetéen a fast RED festék egy
enzimatikus reakcido soran vOr0s szintire festi azokat. A festési eljarast megelézden a sejteket
zselatinnal kezelt Petri csészén kell tartani. Miel6tt fixalnank a sejteket eltavolitjuk az EM médiumot,

majd PBS-sel atmossuk. A fixalas 4% paraformaldehid (PFA, Sigma) oldattal torténik (3ml/Petri
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csésze), majd 15 percig szobahémérsékleten inkubaljuk a sejteket. Még egy PBS mosast kovetéen 3
ml TM pufferben (1x Tris-malate) hagyjuk a sejteket allni 10 percig szobahémérsékleten. Az oldatot
eltavolitjuk és kovetkezik a festés 3ml APS oldattal 30 percig szobahdmérsékleten. Végiil PBS
oldatban mossuk a sejteket és taroljuk 4°C-on. A TM pufferek és az APS festék Osszetevdi a
kovetkezok:

TM puffer (40x): 23,72 m/m% Tris-maleate; 12,11 m/m% Tris base; MQ vizben.

TM puffer (1x): 2,5 VIV% TM puffer (40x); MQ vizben.

APS oldat: 2,5 viv% TM puffer (40x); 0,8 V/IV% MgCl,; 0,04 m/m% Naphtyl phosphate; 0,1 m/m
%, Fast red; MQ vizben.

Immunfestés:
Az ES sejtek tenyésztését kovetden a médiumot leszivtuk, majd PBS-sel mostuk. A fixalast

4% paraformaldehidben végeztiikk (PFA, Sigma) 10 percen keresztiil szobahdmérsékleten. Ezt
kovetden 0,5 % BSA-t (Bovine Serum Albumin. Sigma) tartalmazé PBS oldattal tortént a
mosas. Az antitestek hozzdaddsat megel6zéen a blokkolast 1% BSA-val kiegészitett PBS
oldatban 30 percen keresztiil alkalmaztuk. Egész éjszakan keresztiil hagytuk a mintainkat az
elsédleges antitesttel 4°C-on, a masodlagos antitestet mar csak egy 6ran keresztiil inkubdltuk
szobahomérsékleten. A kovetkezo elsdédleges antitesteket alkalmaztuk:

nestin (patkany 401, 1:3, Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City, 1A), glll
tubulin (G7121, 1:2000, egér IgG, Promega), nanog (963488, 1:10, kecske 1gG Promega)
1:400 higitott oldatként hasznaltuk fel 6ket. DAPI tartalmua Vectashield mounting médiummal
(Vector laboratories) fedtiikk a sejteket. A megfestett sejteket fluorescens mikroszkop alatt
vizsgaltuk (Zeiss), illetve Olympus inverz mikroszkdpot hasznalva készitettiik a fotokat.

Sejtszamolas:
A sejtszamolas szintén az Olympus inverz mikroszkopon keresztiil tortént. Az alkalikus

foszfataz altal festett (piros) koldniakat szamoltuk le a kiilonb6z6 felszineken (3 - 4. abra) és

elemeztiik az eredményeket.
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Eredmények:
A vizsgalt feliileteknek fantazianevet adtunk ligl, amely az AkcRGD felszint takarja, illetve

lig2(1-6) a kiilonb6z6 SAK polipepdtidlancoknak megfeleléen 6 csoportba rendezve dket.
A negyedik passzast kdvetden vizsgaltuk meg alkalikus foszfataz (AP) aktivitas alapjan (3-4.
abra) és hasonlitottuk Ossze a felszineken letapadt kolonidkat. Eredményeink azt mutatjak,

hogy a ligl valamint lig2-6 os felszinen szivesebbentapadnak le a sejtek (3. dbra).

B 1cm2 feliiletere letapadt ES koléniak szama (4 = AP pozitiv kolonidk aranya % SD
parhuzamos mérés) R1/E_lig2-1_p4
R1/E_If92-1 R1/E_lig2-2_p4 |
R1/E_lig2-2 R1/E_lig2-3_p4
R1/E_lig2-3 i |
. R1/E_lig2-4_p4
R1/E_lig2-4 :
_ R1/E_lig2-5 _p4
R1/E_lig2-5 .
R1/E_lig2-6 Rl/E‘hg.z_G_le
RUE. ligl R1/E_ligl p4 ,
0 65 130 195 260 325 000 50,00 100,00

3. dbra: Az 1 cm? — re letapadt ES sejtek szdma (db) 4. passzdzskor 4. dbra: Alkalikus foszfatdzzal festédéit kolonidk
szdzalékos megoszlasa az adott feliileteken

Az AP aktivitas, immunfestés €s pluripotens markerek szempontjabol pedig szépen kovethetd,

hogy a letapadt ES sejtek a negyedik passzast kovetden is megtartjdk differencialatlan,
pluripotens allapotukat (5. dbra).

lsics wﬁ 20x

5. abra: negyedik passzazst kovetden késziiltek a képek.
Jobb oldalon az AP festést a bal oldalon immunfestédést lithatjuk

A lig2-5 felszin érdekessége, hogy szignifikansabban magasabb értéket kaptunk az Oct4 és

Nestin expressziot illetéen, mint a tobbi vizsgalt felszin (6. dbra).
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Hm Nestin SD

E QOct4 SD
R1/E_lig2-6_p4 R1/E_lig2-6_p4
R1/E_lig2-4 p4 R1/E_lig2-4_p4
R1/E_lig2-5_p4 R1/E_lig2-5_p4
R1/E_gel_p4 R1/E_gel_p4
0,000 2,000 4,000 0,000 4,000 8,000

6. dbra: Octd pluripotens marker és nestin korai ideg irdnyi differencidléddst jellemzé marker expresszidja az adott
feliiletekre vonatkozoan a negyedik passzadzst kévetéen

Ezen kiviil még zselatinos (gel) felszinen is tenyésztettiik parhuzamosan ES sejteket. A
pluripotens sejtekre jellemz6 markerek (Oct4 (6.dbra), Nanog, miR290 és miR295(7. dbra),
illetve korai differencialodasi markerek (Nestin, Gata4, Brachyury, Sox1) (8.dbra) szerint
hasonld expresszids szintet mutatnak a zselatinon, illetve ligl felszinen tartott koloniak
esetében a 2. passzazst kovetden. Megemliteném, hogy kiméra egereket azonban csak a ligl

feliileten tartott sejtekbdl kiindulva lehetett 1étrehozni.

= miR290 SD ® miR295 SD
R1/E_gel pl R1/E_gel p1
R1/E_ligl_p2 R1/E_ligl_p2
R1/E_gel_p2 R1/E_gel p2
0,00 1,00 2,00 0,00 2,00 4,00

7. dbra: miR290 és mir295 mikroRNS pluripotens dllapotot jellemzd markerek expresszidja ligl (Akc-RGD) illetve zselatinos
feliileteken elsé és masodik passzadzst kovetGen
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m Gata4d SD m Sox1 SD

R1/E_gel pl R1/E_gel p1
R1/E_ligl p2 R1/E_ligl _p2
R1/E_gel_p2 R1/E_gel_p2
0,00 0,50 1,00 1,50 0,00 2,00 4,00

8. dbra: Gatad4 és Soxl korai differencialodast jellemzé markerek ligl(Akc-RGD) illetve zselatinos feliileteken elsd és
masodik passzdzst kovetden

Az ES sejteket egér fibroblaszton (fib), zselatinon (gel), illetve ligl (Akc-RGD) kezelt
feliileten tartottuk fent. Ezt kvetden LIF mentes ES médiumban (DIFF EM), illetve idegsejt
differencialodast eldsegitd médiumban (NeuroD) EB csomodkat hoztunk létre szuszpenzios
tenyészetben. A Nestin, Sox1 és Neurodl expressziot vizsgaltuk. A ligl felszinen tartott ES
sejtek a DIFF EM médiumban nagyobb aranyban hoztak létre korai idegsejtekre jellemzo
markereket expresszallo sejteket (10. dbra), illetve NeuroD médiumban joval tobb
BIIItubulint expresszald sejtet lehetett kimutatni. A BIITtubulint egy korai idegsejt

differencidlodastra jellemz6 marker.

axtigl Newsp 2xligl_Neuro RI/EES médium nestin  soxl neurodl
p2gel DIFF EM +
p2ligl DIFFEM  + + +
p2gel  NeuroD ++ +
p2ligi  NeuroD ++
9. dabra: mdsodik passzdlast kovetSen ligl (Akc-RGD) 10. d@bra: masodik passzazst utan ligl(Akc-RGD), illetve
feliiletekrél készitet sejtek [SIITtubulin, DAPI zselatinnal kezelt feliileten DIFF EM illetve NeuroD
immunfestéssel készitett felvételei médiumban tenyésztett ES sejtek dsszehasonlitdsa (Nestin,

Sox1, Neurodl)

Szépen lathato a ligl feliilleten DIFF-EM médiumban tartott ES sejtekben, hogy masodik
passzazst kovetden piros szinnel jelolt, az idegsejt iranyu differencialédas mértékét jelezvo

BIIItubulin pozitiv sejtek aranya milyen magas (9-10. dbra).
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Kovetkeztetések:

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a ligl (Akc-RGD) és lig2-6 felszinek elésegitik az
egér embrionalis Ossejtek letapadasat. Ezen kiviil az Akc-RGD felszinen fenntartott egér ES
sejtek tobb passzalast kovetden is megorzik pluripotencidjukat. Ezen a felszinen fenntartott
egér ES sejteket felhasznalva, a masodik passzazst kovetden, kiméra egereket lehetett
létrehozni. Tovabba megemliteném, hogy a lig2-5 feliileten fenntartott egér ES sejtek Oct4 és
nestin expressziodja szignifikdnsan megnévekedett (6. Abra). Szeretnénk kideriteni milyen
sejttipus novekedését segitheti ez a felszin. Osszehasonlitanink az Akc-RGD felszinnel kapott
eredményeket késdi passzazsokban, valamint megvizsgalnank képes-e hosszabb idon
keresztiil is a ligl felszin az &ssejtek pluripotens allapotat megtartani, képesek—e ekkor is
kimérakat létrehozni. Az Ak-CRGD felszinen fenntartott egér ES sejtek nagyobb aranyban
képesek neuronokat 1étrehozni, mint a zselatinon fenntartott sejtek. Ezt a megfigyelést talan a
kés6bbiekben, ki lehetne hasznalni ideg iranya differencialtatas alkalmazasaban. Ha tovabbi
eredményeink is igazoljak elGzetes kisérleteink eredményeit, elképzelehetd, hogy az Ak-
CRGD anyaggal bevont feliiletekkel le tudnank cserélni a dragabb szintetikus anyagokat
(laminin alapa, Matrigel), valamint a nagyobb koriiltekintést igénylé bonyolultabb é16,
taplalosejtes fibroblasztos felszint is. Ezaltal egy olyan olcsobb feliiletet alakithatunk ki,
amellyel ugyanolyan megbizhatdo eredményeket érhetiink el, mint az ES sejttenyésztés
szempontjabol hasznalatos felszineken (fibroblast, laminin, Matrigel). Ezen kiviil az Ak-
CRGD tipust felszin a korai passzdzst kovetden idegirdnyu differencidlodast mutatva a
késobbiekben talan egy specidlis Ossejt valogatasi mddszerben is segitséget nyuajthat. A
jovoben talan olyan differencialtatasi modszert dolgozhatunk ki ez alapjan, amely szerint csak
egy feliletvaltas elég volna ahhoz, hogy az erre alkalmas sejtek a megfeleld iranyba
differencialodjanak. Természetesen ezen modszerek eléréséhez még sziikséges tovabbi
vizsgalatok, kisérletek.

A legnagyobb lehetdséget talan a gyodgyaszatban lathatjuk. A kiilonbdz6 anyagbdl késziilt
csontimplantatumokon (titan, platina egyéb fém oOtvozetek) kevésbé képesek sejtek
megtapadni, ezaltal kisebb stabilitast biztositanak a csont-protézis kozotti kapcsolat szamara.
Viszont, ha megfeleld adheziv peptidekkel bevonjuk, amelyekkel, szivesen Iétesitenck
kapcsolatot progenitor, vagy mas tipusu differencialatlan sejtek, és képesek csont iranyba
elkotelez6dni és megtapadni, akkor 1étrehozhatunk egy stabilabb, megbizhatobb beépiilést

példaul egy csipdprotézissel rendelkezé ember szdmara. A tdvlatokban a gyodgyaszat
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csontimplantatumokat felhasznalo teriiletein (sebészet, fogaszat...) nagy jelentOséggel

birhatnak az ilyen bioldgiailag aktiv anyagokkal ellatott felszinek.
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