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Bevezeto
Az egér embriondlis Ossejtek onmegujulasanak, differencialédasi képességének vizsgalata

kozelebb hozhat bennlinket az embriondlis fejléddésben szerepet jatszd faktorok
megismerésében.

Az integrin receptorok egy specialis tipusa segiti szamos sejttipus letapaddsat (neuralis
Ossejtekét, egér és human embriondlis €s mesenchimalis dssejtekét). Azt vizsgaltuk, hogy a
kiilonb6z6 eredetli 6ssejtek, képesek-e letapadni ezekre a feliiletekre. Ezen kiviil megnéztiik,
hogy az egér embrionalis eredetli dssejt vonalak esetében hogyan befolyasolja az AK-
c(RGDfC) adheziv peptiddel bevont feliilet a sejtek pluripotencidjanak megtartasat, illetve
differencialodasi képességét.

Az Ossejt egy olyan differencialatlan sejt, amely képes Onmegujuldsra, azaz sajat magat
reprodukalni, illetve egy masik utddsejtet létrehozni aszimmetrikus osztddassal. Korlatlan
osztodasra képes €s barmilyen testi sejt iranyaba differencialodhat. Ez altal tobbféle sejttipus
alakulhat ki bel6lik, amelyek képesek lehetnek az elpusztult sejteket potolni, a roncsolt
szoveteket helyreallitani. Az Ossejteknek szdmos specidlis tipusa ismert, eltérd eredettel,
differencialodasi képességgel.

Az embriondlis fejlodés soran, az egy sejtes embriobol fejlddd embrid sejtjei egyre
korlatozottab fejlédési potenciéllal rendelkeznek. Az Osszes sejttipus létrehozasara képes
sejteket totipotensnek nevezziik. Ezek embrionalis és extraembrionalis szoveteket is képesek
létrehozni, ilyenek a megtermékenyitett petesejt €s a beldle fejlddd nyolc sejtes, illetve
szedercsira (morula) allapoti 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 multipotenséssejtek
szamos szoveti sejt 1étrehozasara képesek, de mar ivarsejteket nem képesek létrehozni. Ilyen
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 differencidldédni. Ilyenek lehetnek a vérben
taldlhatdé haematopoetikus Ossejtek, valamint a izom progenitor sejtek, amelyeknek
kdszonhetden a szervezet képes potolni vérvesztéskor, izom sériiléskor a sejteket.

Az embrionalis karcindma sejtek (EC sejtek) teratocarcindmakbol, azaz ivarszervekben
keletkezé tumorokbodl lehet 1étrehozni (Robertson et al., 1987). Jellemzdje, hogy spontan
képes differencialodni tobbféle sejtté, amelyek koziil felismerhetéek mind a harom csiralemez
iranyaba elkotelezddott sejtek. Sikeriilt embioszerli testecskéket (EB csomo) is létrehozni

beldliik (Andrews et al., 2005). A sejtek nagy részének karitipusa abnormalis. Az EC
2.



sejtekkel végzett kutatasok jelent6sége az, hogy a korai kutatasok kozelebb vittek az
embrionalis Ossejtek (ES sejtek) természetének a megismeréséhez. Még egy olyan specialis és
érdekes csoportot szeretnék megemliteni, a trofoblaszt eredetii &ssejteket (TSC).
Trofektoderma sejtekbdl vagy extraembionalis sejtekbdl szarmaznak és a magzati fejlodésbe
bekapcsolddva hasonléan mikddnek, mint az ES sejtek. Ezek a sejtek nem képesek a magzat
embriondlis szoveteinek létrehozasara, hanem csak a méhlepény, szikzacsko kialakitasara
képesek (Roberts et al., 2011). Az &ssejtek egyik legfontosabb csoportja az embrionalis
eredetii 6ssejtek (ES), amelyekhoélyagcsira allapota (blasztociszta) embrié embridocsomdjabol
(ICM) szarmaztathatoak (/. dbra). El6szor egér embriokbol sikeriilt ezeket a sejtvonalakt
létrehozni, egér embrionalis fibroblaszt taplald sejtrétegen, olyan médiumban, amelyben a
sejtek  differencialodasat megakadalyoztak (Evans andKaufman, 1981; Martin,
1981).Morfologiajat tekintve az ES sejtek hasonlitanak az EC sejtekre, vagyis a
sejtmag/citoplazma arany magas, a sejtek szorosan kapcsolédnak egymashoz. A bel6lik
kialakuloé koloniak ovalis alaktiak és jol koriilhatarolt szélik van. A sejtek nagy része
normalis, euploid kariotipust mutat. Gazda embridba injektalva kiméra embridt, kiméra
allatotlehet beldliik l1étrehozni, vagyis olyan allatot, amely mind a gazda embriobol, mind

pedig az ES sejtbdl szarmazo sejteket tartalmaz.
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1. dbra: Az dssejtek tipusai (Wobus, 2005)



2002-ben sikeriilt majom ES sejteket is eldallitani. Ezek segitségével kozelebb keriilhetiinka
human betegségek megértéséhez (Takada et al., 2002)

A human ES sejteket human IVF kezelések utan visszamaradt, kutatasi célokra felajanlott
human embridkbol sikeriilt létrehozni (Thomson et al.,, 1998). A human ES sejtek
alapitdsdhoz nagy segitséget jelentettek a kordbbanhuméan 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
pluripotencidjat igazold kisérletek, a sejtek kariotipizaldsa, in vitro €s in vivo
differencialtatasa teratokarcinomakat létrehozva (természetesen kiméra elGallitasa etikali
okokbdl nem lehetséges) igazolta, hogy egyenértékiinek tekinthetdk ezek a sejtek az egér ES
sejtekkel. A kolonidk morfologidjat tekintve az egér ES sejtekhez viszonyitva sokkal
laposabbak, mint a tobb sejt réteget tartalmazo, tojasdad alaka egér ES sejtek (2. abra).

2. dbra: bal oldalt fibroblaszton tartott egér ES sejtkolonidkat lathatunk (sajét felvétel), jobb oldalon human ES sejtkolonia
lathato (Giritharan, 2011)

Szamos mas allat (baromfi, nyal, horcsdg, kutya, macska, szarvasmarha...) embri6ibdl kiindulva is
sikeriilt ES sejteket eldallitani. Olyan pluripotens patkany ES sejttenyészetek is sikertilt
1étrehozni, amelyek homoldg rekombinaciot tartalmaztak, és amelyekb6l mar ivarsejt kiméra
patkanyokat is 1étre tudtak hozni (Tong et al., 2010). A patkany j6 modell allatnak szdmit
cukorbetegség, illetve magas vérnyomas modellezéséhez. A patkany ES sejtek pluripotencia
markerek szempontjabol az egér ES sejtekhez hasonlitanak.

Az epiblast eredetli Ossejteket (EpisC) is megemliteném, amelyek szintén pluripotensek
(Brons et al., 2007). Beldliik is sikeriilt 1étrehozni EB csomot, a hdrom csiralemez irdnyaba
differencialodott sejteket, de csak korai passzazsok esetében sikeriilt kimérakatlétrehozni. A
kolonidk morfologiajukban jobban hasonlitanak a human ES sejtekhez, mint az egér ES
sejtekhez, ezért talan alkalmas modellként szolgalhatnak huméan ES sejtek fejlodési

potencialjanak vizsgalatdhoz.



Tovéabb folytatva a sort, a primordialis Ossejtekbdl (PGC) hoztdk létre az ugynevezett
embriondlis csira sejt eredetii (EG) Ossejteket. Eldszor Matsuinak sikeriilt eléallitani EG
sejttenyészeteket (Matsui et al.,1992). EG sejtekbdl 1étrejohetnek testi és ivari sejtek kiméra
allatok is. Abban kiilonboznek az ES sejtektdl, hogy agenom imprinting altal érintett gének
metilacidja 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 kdvetkezik, az indukalt pluripotens sejtek (iPS), amelyeket
mar elkdtelezett testi sejtekbdl képesek transzkripcids faktorok beépitésével kialakitani
(Takahashi and Yamanaka, 2006). Az iPS sejtek képesek létrehozni EB csomét, valamint
teratoma képzddéssel a harom csiravonal iranyaba differencialodni (Taylor and Xu, 2010). A
legnagyobb elény abban rejlik, hogy az etikai problémak igy kikiiszobdlhetdek, human ES
sejtek helyett az iPS sejteket alkalmazva, nem kell embridt elpusztitani. A masik alkalmazasi
elénye abban rejlik az iPS sejteknek, hogy sajat testi sejtbdl is eld lehet allitani iPS

sejttenyészeteket, ezaltal az immunrendszer miatti kilokodés veszélyét minimalizalni lehetne.

Pluripotenciat befolyasolé LIF és BMP faktorok

Az ES sejtek differencialatlan allapot fenntartasaban 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 fiiggben, hogy hany ¢és milyen fajta inhibitort hasznalunk
megkiilonboztetiink harom (31), illetve két (21) rendszereket. Ezek a faktorok olyan specialis
¢s bonyolult szignalizdcidos Utvonalakat befolyasolnak, amelyek a vizsgalt Ossejtek
differencidlatlan allapotat képesek fenntartani. Mai tuddsunk szerint hdrom f6 ES sejtek
differencidlodasat szabalyoz6 utvonalat ismeriink a JAK/STAT3, a PI3K/AKT valamint
SHP2/MAPK. Ezek a rendszerek bonyolult utakon keresztiil szabalyozzak az ES sejtek

differencialodasat, nagyon finom és érzékeny modon. (Hirai, H., 2011)

Transzkripcios faktorok, mikroRNS-ek mint pluripotencia markerek

ES sejtek esetében a pluripotens allapot fenntartdsaban kiemelkedd szerepet t6lt be a Nanog,
Oct4 és a Sox2 transzkripcios faktorok. A Sox2 —t korai idegi markernek irtdk le, amely

fontos feladatot 14t el a szem fejlodésében. A f6 szabalyozd faktorokat eldszér egérben



publikaltak. Kimutattak, hogy az Oct4, Nanog expresszalodik ICM-ben (embriécsomoban),

epiblastban, korai embridokban valamint egér ivarsejtekben. (Sanchez-Sanchez, A. V., 2011).

Mikro RNS-ek (roviditve miRNS) olyan kis méretii RNS fragmentek, amelyek koriilbeliil 21-
26 nukleotidbdl allnak. Ezek a kisméreti RNS-ek olyan transzkripcidt kovetd szabalyozo
képességgel rendelkeznek, amely a mai kutatdsi teriileteken 0j dimenzidkat nyitottak.
Prekurzor alakjuk kettds szali ellentétben a sima egyszali mRNS-sel. Funkciojukat tekintve
altalanosan fOleg a transzlaciora hat allatok esetében, novényeknél mas szabalyozasokat is

befolyasolhat (RNS endonukleaz aktivitas, transzkripci6 csendesités). (Molnar,V., 2008)

Bizonyos miRNS-ek alapvetéen szabalyozzak a pluripotens allapotban maradast, a
sejtosztodast és az dssejtek differencialodasat. A pluripotens allapot fenntartasanak hatterében
bonyolult molekularis halozati komplex figyelhetd meg, amelyben alapvetd szerepet jatszanak

a transzkripcios faktorok és epigenetikus szabalyozé egységek szignalizacids utakon keresztiil

(Chen, 2008)

Példaul egy specifikuspluripotens sejtekre jellemzé mikroRNS egerek esetében a mir290-295
klaszterrél termel6do miRNS-ek, amelyek ES sejtekre jellemzoek,
6ssejtspecifikusak(Houbaviy et al.; 2003, Lichner et al., 2011).

Sejtfelszinek:

Pluripotens sejtekre vonatkozoan:
Az 8ssejtek differencialatlan allapotban maradasa nemcsak a fenntart6 médiumtdl, hanem az

adott felszin anyagatol, taplalosejtrétegétdl (fibroblaszt) valamint az altaluk termelt specialis
anyagoktol is fligg.

Természetes eredetli felszin, az ES sejtek fenntartasdban mar klasszikussa valt fibroblaszt
taplalosejt réteg, amit az egér embrionalis Ossejtek esetében (mES) egér embridbdl hoznak
létre, mig human ES sejtek (huES) esetében foleg elobdr eredetii fibroblasztot hasznalnak.
Szintetikus felszinek olyan sejtadhéziés molekuldkat tartalmaznak, amelyek képesek
kapcsolatot 1étrehozni az dssejtekkel. Ennek a sejt-felszin dsszekottetésnek a 1étrejotte a sejtek
apoptozis elleni védelmét is szolgalja. Ha kevés kapcsolat van a felszin és a sejtek kozott, a
sejtek elpusztulnak.

Matrigel az egyik legelterjedtebb ¢€s talan az egyik leghatékonyabb felszin, amit a

differencialatlan sejtek fenntartasakor alkalmaznak. Engelbreth-Holm-Swarm



sarcomasejtekbdl szarmazik, amely extracellularis anyagokat, proteoglikdnokat, novekedési
faktorokat €s olyan nagy bioldgiailag aktivitassal rendelkez6 membran kapcsold anyagokat
tartalmaz, amelyeken az Ossejt vonalak hosszt ideig pluripotens allapotban fenntarthatok
(Kolhar et al., 2010). Ez az anyag a szamos specialis 0sszetevé miatt nagyon draga. Ezért
fontos szempontnak szamit, hogy olcsobb, szintetikus, de az dssejtek fenntartasdban hasonld
eredmenyeket felmutatd felszineket tudjanak eléallitani, mint az eddig bevallt felszinek
(Matrigel, fibroblaszt). Olyan fehérjékkel probalkoznak, amelyeken a sejtek szivesen
megtapadnak novekednek és nem sziikséges egy taplalo sejtréteget 1étrehozni.

Az egyik ilyen tipustii molekula az E-cadherin, amely egy Ca* fiiggd sejtkapcsold molekula.
Ezt az anyagot kiegészitve IgG-FC doménnel, mTeSR1 médiumban jelentds sikereket értek el
ezen a felszinen egér ES sejtek alkalmazasakor. Sikeriilt pluripotencidjukat megdrizni tobb
passzalast kovetden. Rdadasul még kiméra egeret is eld tudtak allitani, amelyben ivarsejtbe is
beépiilt a megfeleld genetikai informacido. HUES sejteket vizsgélva, olyan eredményeket
kaptak, amelyben a sejtek jellegzetes pluripotens sejtmorfoldgiat mutatnak, valamint hasonlo
hatékonysaggal bir tobbféle jellegzetességében, mint a Matrigelen tartott sejtek (Nagaoka et
al., 2010).

Osszetett métrix fehérjéket, mint a laminin vitronectin, fibronectin is elésegitik az ES sejtek
letapadésat. Ilyen polipeptiddekkel kezelt feliiletek nagyon sz€p eredményeket mutatnak, de
még a gyakorlati alkalmazasa korant sem kiforrt, hiszen nagyon koltséges az eldallitasuk.
(Chen, G. 2011)

Human eredetli rekombindns laminin alaptl feliileteket vizsgalva nagyon érdekes
eredményeket kapott egy svéd kutatocsoport. Rekombinans laminin alapu polipeptidet
vizsgaltak LIF és egyéb differencidlodast gatldo anyag hozzaadéasa nélkiil. Két tipusu laminin
alapt polipeptid (LN 511 és LN 332) adott jelentds eredményt egér ES sejtek fenntartasara. A
publikéci6 szerint sikeriilt differencialatlan allapotukat fenntartani 169 napig, 31 passzazson
keresztiil. Ezen kiviil pedig kiméra allatot is sikeriilt eldallitaniuk 95 nap utdn a 17 passzazst
kovetden. Azt tapasztaltdk, hogy zseltainon és Matrigélen mar viszonylag hamar
eldifferencidlodnak a sejtek, mig ezeken a feliileten hosszabb ideig megdrzik pluripotens
jellegiiket. Ezeket alatdmasztjak a pluripotens markerek expresszidja is (Oct4, Nanog, Sox2)
valamint a sejtkoloniak morfologiaja is megérzi pluripotens jellegeket(Domogatskaya, A.,
2008).

A masik jelentds csoport, amelyet kisérleteink folyaman is felhasznaltunk, azok az RGD
mintdzati integrin molekuldkat tartalmazé felszinek. Az RGD az integrinek egy olyan

specialis csoportjaba tartozik, amely alpha és béta heterodimerbdl épiilnek fel és sejtadhézios
7.



funkcioban latnak el feladatot. Irodalmi beszdmolok alapjan a ciklikus RGD mintéazatot
tartalmazo feliiletek magasabb hatékonysaggal képesek egér, illetve human ES sejtekkel
kotést 1étesiteni, vagyis letapasztani azokat.Specidlis szintetikus feliiletek alkalmazasakor

crer

inhibitort (példaul a Rock inhibitort) hasznalnak. (Kolhar et al., 2010).

Idegsejtekre vonatkozo sejtfelszinek és gyégyaszati céljuk:

A legutobbi kutatasok szerint idegsejtekre alkalmazhato felszinek koziil is az RGD mintazatot
mutato polipeptidek keriilnek el6térbe.

Egy magyar kutatocsoport egy olyan ) mesterséges ciklikus RGD motivummal rendelkezd
polipeptidet allitott el6, amelyen specialis idegi progenitor sejteket, radialis gliasejt szerti
sejteket (RGI sejtek) képesek adhézié alapjan szelektalni mas érett idegsejtektol.
Konjugélassal allitottak eld ezt az 0j adheziv AK-c[RGDfC] polipeptidet. Szérummentes
médiumban, csak EGF novekedési faktor hozzaadasaval sikeriilt idegi ds/progenitor sejteket
fenntartani, differencialtatni. Ezek a RGI sejtek, mind magzati, mind felnétt allatban egyarant
megtalalhat6. Embriondlis korban a neuralis cs6 és agyhdlyag teriileteibdl szarmaznak, mig
felnétt korban az agy szubventrikularis (SVZ), szubgranuldris (SGZ) zonakbdl valamint a
hippocampus teriiletein fordulnak eld. Ezek az &s/pogenitor sejtek képesek sokféle idegsejt
iranyaba differencialodni. Ezek a sejtek olyan terlileteken vannak, ahol kimutattak, hogy nagy
mennyiségben vannak jelen olyan extracellularis anyagok (ECM), mint a vitronevtin,
fibronectin. Az 4j RGD mintazattal rendelkezé polipeptid olyan specialis integrineket
tartalmaz, amelynek segitségévelaz elobb emlitett extracelluldris anyagok szivesen kotddnek.
Ennek az kapcsolatnak készonhetéen az RGI sejtek preferaltan megkotddnek ezen a specialis
Uj polipeptiddel kezelt felszinen, mint mas érett idegsejtek. (Marko, K. 2011)

Egy california kutatocsoprt pedig egy RGD mint4zatot tartalmazé polipeptideket alkalmazott
két rétegli foszfolipidrétegbe agyazva. Neurdlis Ossejtek letapadasat, differencidlodéasat
vizsgaltak. Eredményeik szerint, mar néhany ora alatt szépen letapadtak a megfeleld sejtek és
két —harom héten keresztiil degradaci6 nélkiil fenntarthatoéak. FBS és retionsav hozzaadasaval
differencidlodasra késztették a sejteket. B-111 tubulin expresszié kimutatdsan keresztiil
azonositani is tudtak az idegsejteket. (Ananthanarayanan, B., 2010)

Olyan sejtadhézion alaptlo protokollokat dolgoztak ki, amellyel az idegi Gssejteket képesek

fenntartani valamint differencialtatni mindharom ideg sejt iranyaba (neuronok, asztrocitak és
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oligodendrocitak) A jovoben talan lehetdség nyilik, hogy klinikai célokra is alkalmazhatova
valjon Alzheimer-kor, Parkinson-kor és egyéb idegrendszeri leépiiléssel jar6 komoly
betegségek kezelésében. (Lindvall, O, 2006)

Csontiranyu differencialtatasra kialakitott sejtfelszinek és klinikai alkalmazasuk a
jovoben:

Egy masik magyar kutatocsoport szintén RGD mintazati polipeptideket vizsgalt, mind
linearis, mind ciklikus formdaban, hogy milyen hatassal vannak in vitro és in vivo
koriilmények kozott csontiranyu differencidltatds soran szérummentes kozegben. Mar
korabban publikaltdk, hogy RGD motivumt polipeptidek milyen szép eredményeket
targya most ezzel a specialis RGD alapt polipeptiddel titdniumot, és mas, asvanyi eredetii
csontimplantatumot vontak be (hidroxiapatit, BIO-Oss” borju csont potlék), majd az allat
megfeleld részébe beépitették és modern eszkdzokkel (scanning elektro mikroszkop, time labs
mikroszkdp) detektaltak a sejtek letapadasat, differencialodasat invivo koriilmények kozott is.
Multipotens zsirsejt eredetli dssejteket (Ad-MSC) valamint csontveld eredetli csontprogenitor
sejteket vizsgaltak ezekben a kisérletekben. Mivel ezek a sejtek nem szivesen tapadnak le az
implantatumként hasznalt csupasz titdnium Otvozetekre és egyéb nem organikus feliiletekre,
ezért nagyon fontossa valt olyan biofeliiletek kialakitasa, amelyen nagyobb hatékonysaggal
tapadnak le olyan ds/progenitor sejtek, amelyek képesek csont iranyban differencialodni és az
implantdtum a megfeleld6 modon képes beépiilni a szervezetbe. Az eredmény az, hogy a
vizsgalt biofeliileten a tényleg hatékonyabban €s gyorsabban tapadtak le multipotens dssejtek
¢s magasabb aranyban kezdtek el differencialédni, ezzel jelentGsebben eldsegitve az
implantdtum beépiilését a szervezetbe. Immunhianyos nyulak titdniummal ellatott lemezeket
iltettek meg ¢és figyelték meg, hogyan tapadnak meg MSC sejtek és milyen gyorsan
differencialodnak csont iranyaban. Ezen kiviil specialis fémhalokat allitottak el6 és vontak be
a megfelel aktiv biofeliilettel és helyezték bele egy csontba. Olyan szép eredményeket értek
el, hogy 20 %-kal magasabb aranyban épiiltek be progenitor sejtek, mint biofeliilet
alkalmazasa el6tt. (Tatrai, P., 2010)

Egy masik jelentés oszteopontin SVVYGLR motivumu feliiletet szeretném kiemelni, amely
szintén jelentds hatdst gyakorol a csont regeneracids folyamatokban. Bizonyitott, hogy mar
viszonylag hamar, 4 nap a beiiltetés utdn szérummentes kozegben sikertilt letapadt MSC-ket

kimutatni és csont iranyban differencialodni ezen a tipust biofeliileten. (Tatrai, P., 2010)
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Klinikai gyogyaszat esetében rendkiviil jelentdés elOrelépés lenne ilyen tipust
biofeliiletalkalmazéasa, hogy az implantatum ne mozduljon ki a helyérdl és egyéb kellemetlen
elmozdulést, problémat okozva ezzel. Példaul egy csipdprotézis vagy mas csontprotézis

esetében igen fontos, hogy az implantatum ne mozduljon ki a helyérol.

Differencialtatas

Az embriondlis Ossejtek képességeit jellemezhetjiik a differencialédasi képességiikkel,
példaul a harom csiralemez iranyaba elkotelezodési képességgel, illetve in vivo teratoma
képzddéssel, valamint in vitro spontan differencialodassal. A teratomaképzodéses vizsgalata
immundeficiens (SCID) egereken torténik. A vesetokba injektaljdk be az embriondlis
Ossejteket. Néhany hét mulva mind harom csiravonal iranyaba differencialodo sejteket
talalhatunk (hamsejtek, izomsejtek, ganglionsejt-szerii srtuktarak, porcsejtek...). A spontan in
vitro differencidciés technika sordn embriondlis Ossejtekbdl soksejtes aggregiatumokat,
ugynevezett embridszeri testecskéket (EB) hoznak létre. Ezek sejtjei az id6 elérehaladtaval
folyamatosan elvesztik  pluripotencidjukat  (pluripotencia markerek ellendrzésével

kimutathat6) és képesek mind harom csiralemez sejtjeinek 1étrehozésara.

Sejtletapaszto technikak:

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

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

ki, amelyik egy oszteopontin nevezetli extracellularis matrix fehérje szekvenciajan alapul. Ez
az anyag nagy jelentdséggel bird biologiai aktivitdssal rendelkezik: sejtadhéziora,
immunmodulaciora valamint szovetregenaralodasra. Ezeket a tulajdonsagokatalkalmaztak
biofeliiletekként, elsésorban csontimplantatumok felszinén.

Az eldallitott cRGDfC fehérje olyan specidlis integrinekhez kapcsolodik, amelyek hatassal
csoportot hoztak 1étre. A kdzos benniik, hogy mindegyikben ott van az RGD mintazat ciklikus

formaban, valamint a kapcsolt SAK polipeptid csoport is.
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Ceélkituzések:

Célunk,olyan specialis Ossejt valogatdsi modszer kidolgozdsa, aminek segitségével
lehetségessé valik a sejtek szelektiv letapasztasa, differencidlédasanak adott irdnyokba torténd
befolyasolasa (ideg, csont, szivizom iranyba térténd in vitro differencialédas soran). Ezen
kiviil célunk volt, egér embrionalis fibroblaszt (MEF), illetve a draga mesterséges anyagok
(matrigel, fibronektin, laminin) helyett olyan feliiletek kialakitasa, amelyek az O&ssejtek
letapadasat segitik eld, illetve csontimplantatumok felszinén olyan specialis anyagbevonatot

hoznak 1étre, amin jobban megtapadhatnak a csont-Ossejtek.

Alkalmazott modszerek:

Feliiletkezelés polipeptidlancokkal (ligl, lig2-1 ... lig2-6)

A Petri-csészék miianyag felszinét bevontak az altalunk vizsgalt konjugatumokkal (AKCRGD
(ligl), illetve kiilonb6z6 SAK-CRGD-OPN vegyiiletekkel (li2-1,..1ig2-6).A felszinekre

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

Végiil olyan felszint kaptunk, amelyek szirazon, 4 °C-on is eltarthatd, akar hossza tavon is.
Szamunkra ezeket az anyagokat a BIO-SURF palyazat keretén beliil az ELTE — MTA
peptidcsoport biztositotta.

Zselatinréteg készitése
6 cm atmérGjii 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 nitrogénbentartjuk 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 véddanyagként 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 szivattyll és Pasteur pipetta segitségével tavolithatjuk el a
feliilaszot. 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 inkubdtorba helyezziik (37°C, 5% [CO,]). Masnap érdemes az elhalt
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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 x10” sejt / Petri-csésze)) ndvesztjiik, majd Gjabb Petri csészékbe
osztjuk szét, szaporitjuk fel. A sejteket a felszintdl és egymashoz vald kotodés
felszabaditasahoz tripszin-EDTA (1:4) oldatot hasznalunk (3ml tripszin-EDTA/Petri-csésze,
10 min, 37°C), aminek a hatasara lekerekednek a sejtek. Az emésztést 3 ml FM médiummal
allitjuk le. Majd centrifugaljuka sejtszuszpenziot (7 min, 4°C, 1400-1600 rpm) éseltavolitjuk a
feliiluszot, felszuszpendaljuk 6 ml FM médiumba és kihelyezzilk 10 cm atmérdji Petri-

csészékre, majd inkubétorba helyezziik és a megfeleld koriilmények kozé (37°C, 5% [CO,] ).

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

sejteket, sziikséglink van a sejtosztodasuk leallitasara. Mitomycin-C-t alkalmazunk erre a
célra. Hasznalataval a sejtek elvesztik osztodd képességiiket, de életképességiiket nem. Az
altalunk hasznalt protokoll szerint 60ul mitomycinoldatot (Img/ml térzs 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
4x10° sejt/ml koncentracioban és az ES sejtek tenyésztésére hasznalatos 6cm atméréjii Petri-
csészékre helyezziik ki. Két hétig hasznalhatjuk az igy kialakitott mitomycinezett taplalo

sejtréteget az ES sejtek tenyésztésehez.

ES sejtek elokészitése, 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 tenyésztd médiumot(ES
médiumot) alkalmazunk, az FM médium helyett. ES sejtek tenyésztésekor altalaban 6 cm-es
atmérdjli Petri-csészét alkalmazunk, amelyhez 3 ml EM médiumot adunk hozzéa. 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-légszivattylival tavolitjuk el a feliiluszot, valamint tripszin-

EDTA oldatos kezeléssel valasztjuk le a sejteket a felszinrdl, ugyanolyan koriilmények kozott
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centrifugaljuk és szuszpendaljuk a sejteket, majd a mar frissen elokészitett mitomycines
fibroblaszt rétegre tessziik rd a sejteket. Természetesen az egér ES sejteket is ugyanazon

koriilmények kozott tenyésztjiik (37°C, 5% [CO,])

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

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

Ezt kovetden, a felolvasztott 500ul trizolos mintakat 100ul kloroformban szuszpendaljuk fel,
majd 10-15 percig szobahémérsékleten allni hagyjuk. Az igy kapott mintakat lecentrifugaljuk
15 percig 1200rpm, 4°C koriilmények kozott, ennek soran az elegy harom fAzisra kiiloniil el.
A legfelsé szintelen lesz az RNS, a kozépso enyhén opalos, fehéres szinii a DNS, az als6
rozsaszin fazis pedig a fehérjéket alkotja. A legfelsd réteget koriiltekintden leszivjuk pipetta
segitségével as athelyezziik egy eppendorf csébe. Ilyenkor adunk hozza 250ul izopropanolt,
majd 5-10 percig allni hagyjuk szobahémérsékleten. Centrifugalast kovetéen (10min,
12000rpm, 4°C) egy papirtorld segitségével felszivjuk a folyadékot és a bent maradé pelletet
1 ml 75% etanollal tisztitjuk. Egy utolso centriftigdlas (7500 rpm; 5 min; 4 °C) torténik, majd
a feliilusz6 folyadékot eltavolitjuk, 5-10 percig hagyjuk szobahOmérsékleten 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
1ul cDNS, vagyis dsszesen egy mintanak 15ul-nek kell lennie.

Elsé 1épésben felolvasztjuk a tagman probat -20°C-rél majd centrifigalas kovetkezik (5 min,
2000rpm, 4°C) koriilmények kozott. Egy mixet készitiink a desztillalt vizbdl, PCR mixbdl,
valamint a tagman probabol, majd a PCR gépben hasznalatos eppendorf csovekbe helyeziink
ki belolik 14ul mintanként, majd a 1ul cDNS mintakkal feltoltjik 15 pl-re. Mar csak egy
centrifigalas kovetkezik (3 min, 2000rpm, 4°C) és mar be is helyezhetjiik a Real Time PCR
gépbe, hogy az adott programon végigfuthassanak a mintadink. A PCR munka soran
pluripotens 6ssejtek, illetve egyéb differencialodasi iranyba mutatdo markereket alkalmaztunk.
korai pluripotencia marker az Oct3/4, Nanog, Sox2, mar ideg iranyba elkotelez6dést mutat az
Sox1, Nestin valamint szivizomsejt iranyu elkotelezédést pedig az alfa-MHC, brachyury

marker mutatta meg szamunkra.
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Embridszeri testecskék (EB) 1étrehozasa, differencialtatas
Az ES sejtek hetedik passzalasatkdveten, in vitro sziviranyu differencialtatastinditottunk a

megfeleld6 médiumban (LIF mentes 20 % FBS-t tartalmazé médium). Olyan embri6 (EB)
csomokat hoztunk 1étre, amelyek mar elindulnak egy differencialodasi iranyba, attol fiiggden,
milyen médiumokat adunk hozza, mindezt fliggécsepp tenyészetben végeztiik el.Az ideg
iranyt protokoll szerinta neuralis indukci6 el6tt a sejteket 0,1%-0s zselatinnal (Sigma) kezelt
petri-csészékre (Greiner) helyeztilk 24 orara. A sejteket (n=200) fiiggéesepp tenyészetben
aggregaltattuk két napig, majd a kapott embriondlis testecskéket (EB csomokat) bakterialis
Petri-csészékbe helyeztiik, differencialtatd tapoldatba (KO-DMEM médium, kiegészitve az
alabbi komponensekkel: Glutamax, 50 pg/ml streptomycin, 50U/ml penicillin, 50mM -
mercaptoethanol, 0,1mM nem-esszencialis aminosavak, és 10% FBS). Az EB csomokat két
nap mulva 0j Petri-csészébe, zselatin felszinre helyeztiik. ldegsejt iranyu differencialtatas
képességének vizsgalata szintén LIF mentes, 10% FBS tartalmazé médiumban (DIFF EM),
illetve egy specidlis differencidltatdé médiumban, Neuro-D médiumban tortént. Az EB

csomokat a harmadik napon tripszines emésztést kovetden zselatinos felszinre helyeztiik ki.

Alkalikus foszfataz festés
A pluripotens sejtek magas alkalikus foszfataz aktivitasanak koszonhetéena fast RED festék

egy enzimatikus reakcid soran vords sziniire festi azokat. A festési eljarast megel6zden 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 csésze), majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk a sejteket.Még egy
PBS mosastkdvetéen 3 ml TM pufferben (1x Tris-malate) hagyjuk a sejteket allni 10 percig
szobahdmérsékleten. Az oldatot eltavolitjuk és kovetkezik a festés 3ml APS oldattal 30 percig
szobahémérsékleten. Végiil PBS oldatban mossuk a sejteket és taroljuk 4°C-on. A TM
pufferek és az APS festék Osszetevoi akovetkezok:

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 v/iv% TM puffer (40x); 0,8 V/V% 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 végeztiik (PFA, Sigma) 10 percen keresztiil szobahdémérsékleten. Ezt
kovetden 0,5 % BSA-t (Bovine Serum Albumin. Sigma) tartalmaz6 PBS oldattal tortént a
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mosas. Az antitestek hozzdadasat megeldzéen 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 éran keresztiil inkubaltuk
szobahomérsékleten. A kovetkezo elsddleges antitesteket alkalmaztuk:

nestin (patkany 401, 1:3, Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa City, 1A), Sl
tubulin (G7121, 1:2000, egér IgG, Promega), nanog (963488, 1:10, kecske 1gG Promega)
1:400 higitott oldatként hasznaltuk fel 6ket. DAPI tartalmu Vectashield mounting médiummal
(Vector laboratories) fedtiik a sejteket. A megfestett sejteket fluorescens mikroszkop alatt

vizsgaltuk (Zeiss),illetve Olympus inverz mikroszkopot hasznalva készitettiik a fotokat.

Sejtszamolas:

A sejtszamolas szintén az Olympus inverz mikroszkopon keresztiil tortént. Az alkalikus
foszfataz altal festett (piros) koloniakat szamoltuk le a kiilonb6z6 felszineken(3 - 4. abra) és
elemeztiik az eredményeket.

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

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

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

m 1cm2 feliiletere letapadt ES koléniak szama (4 m AP pozitiv koloniak aranya % SD
, h A A .
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
RL/E_lig2-3 -
- R1/E_lig2-4_p4
R1/E_lig2-4 .
! R1/E_lig2-5_p4
RL/E_lig2-5 .
RL/E_lig2-6 RUENg26.pd |
RUE. ligl R1/E_ligl_p4 |

0 65 130 195 260 325 0,00 50,00 100,00

3. dbra: Az 1 cm? — re letapadt ES sejtek szdma (db) 4. passzdzskor 4. dbra:  Alkalikus foszfatdzzal festdditt koldnidk
szazalékos megoszlasa az adott feliileteken
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Az AP aktivitas, immunfestés és pluripotens markerek szempontjabol pedig szépen kovethetd,
hogy a letapadt ES sejtek a negyedik passzéast kovetden is megtartjadk differencidlatlan,

pluripotens allapotukat (5. dbra).

» i

5. abra: negyedik passzazst kovetéen késziiltek a képek.
Jobb oldalon az AP festést 40 szeres nagyitasnal, mig a bal oldalon immunfestédést
lathatjuk 20 szoros nagyitdasnal

A lig2-5 felszin érdekessége, hogy szignifikdnsabban magasabb értéket kaptunkaz Oct4 és

Nestin expressziot illetden, mint a tobbi vizsgalt felszin (6. dbra).

= Octa SD m Nestin 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. abra: Oct4 pluripotens marker és nestin korai ideg iranyu differencialédast jellemzd marker expresszidja az adott
feliiletekre vonatkozoan a negyedik passzazst kovetden

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

feliileten tartott sejtekbdl kiindulva lehetett 1étrehozni.
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EmiR290 SD mmiR295 SD

R1/E_gel_p1 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 1,00 2,00 3,00

7. abra: miR290 és mir295 mikroRNS pluripotens dllapotot jellemzd markerek expresszidja ligl (Akc-RGD) illetve zselatinos
feliileteken elsé és masodik passzazst kévetéen

mGatad ®SD = Sox1 SD
R1/E_gel p1 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 1,00 2,00 3,00

8. dbra: Gata4 és Soxl korai differencialodast jellemzé markerek ligl(Akc-RGD) illetve zselatinos feliileteken elsd és
mdsodik passzdzst kévetden

Az ES sejteket egér fibroblaszton (fib), zselatinon (gel), illetve ligl (Akc-RGD) kezelt
feliileten tartottuk fent. Ezt kovetéen LIF mentes ES médiumban (DIFF EM), illetve
idegsejtdifferencidlodasteldsegité médiumban (NeuroD) EB csomokat hoztunk 1étre
szuszpenzios tenyészetben. A Nestin,Sox1 és Neurodlexpressziot vizsgaltuk. A ligl felszinen
tartott ES sejtek a DIFF EM médiumban nagyobb aranyban hoztak 1étre korai idegsejtekre
jellemzd markereket expresszalld sejteket(/0. abra), illetve NeuroD médiumban joval tobb
BITtubulint expresszald sejtet lehetett kimutatni. A BIItubulint egy korai idegsejt

differencialodastra jellemz6 marker.
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ligl_neuro | p2 3RSl RI/EES médium nestin  soxl neurodl

p2gel DIFF EM +
p2ligl DIFF EM + + -
p2gel  NeuroD ++ +
p2ligl  NeuroD ++
9. dbra: masodik passzaldst koveten ligl (Akc-RGD) 10. a@bra: masodik passzdzst utan ligl (Akc-RGD), illetve
Seliiletekrdl készitet sejtekf3lItubulin, DAPI zselatinnal kezelt feliileten DIFF EM illetve NeuroD
immunfestéssel készitett felvételei médiumban tenyésztett ES sejtek dsszehasonlitasa (Nestin,

Sox1, Neurodl)

Szépen lathato a ligl feliileten DIFF-EM médiumban tartott ES sejtekben, hogy mésodik
passzazst kovetden piros szinnel jelolt, az idegsejt irdnyu differencidlodas mértékét

jelez6BIMItubulin pozitiv sejtek aranya milyen magas (9-10. dbra).

Kovetkeztetések:

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a ligl (Akc-RGD) és lig2-6 felszinek el6segitik az
egér embrionalis Ossejtek letapadasat. Ezen kiviil az Akc-RGD felszinen fenntartott egér ES
sejtek tobb passzalast kovetéen is megérzikpluripotencidjukat.Ezen a felszinen fenntartott
egér ES sejteket felhasznilva, a masodik passzazst kovetdenkiméra egereket lehetett
létrehozni. Tovabba megemliteném, hogy a lig2-5 feliileten fenntartott egér ES sejtek Oct4 és
nestin expresszioja szignifikansan megndvekedett(6. Abra). Szeretnénk kideriteni milyen
sejttipus ndvekedését segitheti ez a felszin. Osszehasonlitanank az Akc-RGD felszinnel kapott
eredményeket késdi passzazsokban, valamint megvizsgalnankképes-e hosszabb id6n keresztiil
is a ligl felszin az Gssejtek pluripotens allapotat megtartani, képesek—e ekkor is kimérakat
létrehozni. Az AK-CRGD felszinen fenntartott egér ES sejtek nagyobb aranyban képesek
neuronokat létrehozni,mint a zselatinon fenntartott sejtek. Ezt a megfigyelést talan a
késobbiekben, ki lehetne hasznélni ideg irdnyu differenciéltatds alkalmazasaban.Ha tovéabbi
eredményeink is igazoljak eldzetes kisérleteink eredményeit, elképzelehetd, hogy az Ak-
CRGD anyaggal bevont feliiletekkel le tudnank cserélni a dragabb szintetikus anyagokat
(laminin alapu, Matrigel), valamint a nagyobb koriiltekintést igénylé bonyolultabb ¢éI6,
taplalosejtes fibroblasztos felszint is. Ezaltal egy olyan olcsobb feliiletet alakithatunk ki,
amellyel ugyanolyan megbizhatdé eredményeket érhetiink el,mint az ES sejttenyésztés

szempontjabol hasznalatos felszineken (fibroblast, laminin, Matrigel). Ezen kiviil az Ak-
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cRGD tipusu felszin a korai passzazst kovetéen idegiranyu differencidlodast mutatva a
késébbiekben talan egy specialis Ossejt valogatasi modszerben is segitséget nyujthat. A
jovOben talan olyandifferencialtatasi modszert dolgozhatunk ki ez alapjan, amelyszerint csak
egy feliiletvaltas elég volna ahhoz, hogy az erre alkalmas sejtek a megfeleld iranyba
differencialodjanak. Természetesen ezen moddszerek eléréséhez még sziikséges tovabbi
vizsgalatok, kisérletek.

A legnagyobb lehetéséget talan a gyodgyaszatban lathatjuk. A kiilonboz6 anyagbolkésziilt
csontimplantatumokon (titan, platina egyéb fém Otvozetek) 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 létrehozhatunk egy stabilabb, megbizhatobb beépiilést
példaul egy csipOprotézissel rendelkezd ember szamdra. A tavlatokban a gyogyaszat
csontimplantdtumokat felhasznalé teriiletein (sebészet, fogaszat...) nagy jelentdséggel

birhatnak az ilyen biologiailag aktiv anyagokkal ellatott felszinek.

19.



Irodalomjegyzék:

Ananthanarayanan, A., Little, L., Schaffer, D.V., Healy, K. E, Tirrell, M. 2010. Neural stem
cell adhesion and proliferation on phospholipid bilayers functionalized with RGD
peptides. Biomaterials.31 (33): 8706—8715. doi:10.1016/j.biomaterials.2010.07.104.

Andrews, P. W, Matin, M. M., Bahrami, A. R., Damjanov, I., Gokhale, P., Draper, J. S. 2005.
Embryonic stem (ES) cells and embryonal carcinoma (EC) cells: Opposite sides of
the same coin. Biochem Soc Trans 33:1526-1530.

Brons, 1.G., Smithers, L.E., Trotter, M.W., Rugg-Gunn, P., Sun, B., Chuva de Sousa Lopes,
S.M., Howlett, S.K., Clarkson, A., Ahrlund-Richter, L., Pedersen, R.A., and Vallier,
L. 2007. Derivation of pluripotent epiblast stem cells from mammalian embryos.
Nature 448:191-195.

Domogatskaya, A., Rodin, S., Boutaud, A., Tryggvason, K. 2008. Laminin-511 but Not -
332, -111, or -411 Enables Mouse Embryonic Stem Cell Self-Renewal In Vitro.
Stem Cells. Doi: 10.1634/stemcells.2007-0389

Evans, M. J, Kaufman, M. H. 1981. Establishment in culture of pluripotentialcells from
mouse embryos. Nature 292:154-156.

Gardner, D. K., Vella, P., Lane, M., Wagley, L., Schlenker, T., Schoolcraft WB. 1998.
Culture and transfer of human blastocysts increases implantation rates and reduces
the need for multiple embryo transfers. Fertil Steril 69:84-88.

Giritharan, G., llic D., Gormley M., Krtolica A., 2011. Human embryonic stem cells derived
from embryos at different stages of development share similar transcription profiles.
PLoS One. 6(10):e26570

Chen, G. és mtsi. 2011. Chemically defined conditions for human iPsc derivation and culture
Nature America, Inc. doi:10.1038/nmeth.1593

Hirai, H., Karian, P., Kikyo, N.: Regulation of embryonic stem cell self-renewal and
pluripotency byleukaemia inhibitory factor. Biochem. J. 2011. 438, 11-23
d0i:10.1042/BJ20102152

Houbaviy, H.B., Murray, M.F., and Sharp, P.A. 2003. Embryonic stem cell-specific
MicroRNAs. Dev Cell 5:351-358.

Kolhar, P., Kotamraju, V.R., Hikita, S.T., Clegg, D.O., Ruoslahti E. 2010. Synthetic surfaces

for human embryonic stem cell culture. Journal of Biotechnology 146: 143-146

20.



Lichner, Zs., Pall, E., Kerekes, A., Pallinger, E., Maraghechi, P., Bésze, Zs., Gocza, E. 2011.
The miR-290-295 cluster promotes pluripotency maintenance by regulating cell
cycle phase distribution in mouse embryonic stem cells. Differentiation, 81(1):11-24.

Lindvall O, Kokaia Z. 2006. Stem cells for the treatment of neurological disorders. Nature.
441(7097):1094-1096

Marké, K., Koéhidi, T., Hadinger,N., Jelitai, M.,Mez6, G., Madarasz, E. 2011. Isolation of
Radial Glia-Like Neural Stem Cells from Fetal and Adult Mouse Forebrain via
Selective Adhesion to a Novel Adhesive Peptide-Conjugate. PLoS One. 6 (12):
e28538.

Matsui, Y., Zsebo, K., Hogan, B.L.M. 1992. Derivation of pluripotential embryonic stem
cellsfrom murine primordial germ cells in culture. Cell 70:841-847.

Molnér, V., Bakos, B., Hegyesi, H., Falus, A. 2008. Nem kodol6 genom ¢és mikro-RNS-ek: j
fejezet a genetika torténetében LAM. 18 (8-9):591-597.

Nagaoka, M., Si-Tayeb, K., Akaike, T. and Duncan, S.A. 2010. Culture of human pluripotent
stem cells using completely defined conditions on a recombinant E-cadherin
substratum. BMC Developmental Biology 10:6.

Nagy, A., Rossant, J., Nagy, R., Abramow-Newerly, W., and Roder, J.C. 1993. Derivation of
completely cell culture-derived mice from early-passage embryonic stem cells.
ProcNatl Acad Sci U S A 90:8424-8428.

Roberts, R. M., Fisher, S. J. Trophoblast Stem Cells. 2011. Biology of Reproduction. 84,
412-421

Robertson, E.J. 1987.Embryo-Derived Stem Cell Lines in Teratocarcinomas andEmbryonic

Stem Cells a Practical Approach. IRL Press, Oxford, 108-112.

Sanchez-Sanchez, A. V., Camp, E., Mullor, José¢ L. Fishing Pluripotency Mechanisms In
Vivo. 2011. International Journal of Biological Sciences. 7(4):410-417

Takada T, Suzuki Y, Kondo Y, Kadota N, Kobayashi K, Nito S, Kimura H, Torii R. 2002.

Monkey embryonic stem cell lines expressing green fluorescentprotein.
CellTransplant 11:631-635.

Takahashi K, Yamanaka S. 2006. Induction of pluripotent stem cells frommouse embryonic

and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell126:663-676

Tatrai, P., és mtsi. 2010. Cyclic RGD functionalization of bone implant surfaces improves
serum-free adhesion of human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells.
[submitted]

21.



Taylor, M. and Xu, R.H. 2010 Determinants of Pluripotency: From Auvian,
Rodents,toPrimates.PROSPECT Journal of Cellular Biochemistry 109:16-25
Thomson JA, Kalishman J, Golos TG, Durning M, Harris CP, Becker RA, Hearn JP.
1995.Isolation of a primate embryonic stem cell line. Proc Natl Acad Sci USA

92:7844-7848.

Thomson JA, Kalishman J, Golos TG, Durning M, Harris CP, Hearn JP. 1996. Pluripotent
cell lines derived from common marmoset (Callithrix jacchus) blastocysts. Biol
Reprod 55:254-259.

Thomson JA, ltskovitz-Eldor J, Shapiro SS, Waknitz MA, Swiergiel JJ, Marshall VS, Jones
JM. 1998. Embryonic stem cell lines derived from humanblastocysts. Science
282:1145-1147.

Tong C, Li P, Wu NL, Yan Y, Ying QL. 2010. Production of p53 gene knockout rats by
homologous recombination in embryonic stem cells. Nature 467:211-3.

Wobus, Anna M., and Kenneth R. Boheler. Embryonic Stem Cells. 2005. Prospects for
Developmental Biology and Cell Therapy. Physiol Rev 85: 635678

22.



Koszonetnyilvanitas:

Szeretném megkoszonni témavezetdimnek: Dr. Madarasz Emilianak és Dr. Gocza Elennek az
elméleti és gyakorlati felkésziilésben nyujtott tamogatasukat.
Rajtuk kiviil készonom Bontovics Babettnek és Grof Mihalyné, Marikanak a segitséget, amit

kisérletek gyakorlati kivitelezése soran kaptam.

23.



