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1. Bevezetés

1.1. AZ EMBRIONALIS ES A SZOVETI OSSEJTEK. A MESENCHYMALIS OS-,
VAGY STROMA SEJTEK (MSC-K) ELHELYEZESE A SZOVETI OSSEJTEK
KOZOTT

Az Ossejtbiologia az elmult években a modern kori orvosi kutatdsok egyik
legforrongobb teriiletévé notte ki magat. Ennek oka, hogy az dssejtek olyan klonogén
sejtek, melyek Onfenntartisra €s egyidejlileg olyan sejtfejlddési sorok elinditasara
képesek, melyek mas, differencialt sejttipusokat alakitanak ki, ezaltal regeneraciora,
elpusztult sejtek potlasara is alkalmasak lehetnek.

Eleinte a kutatasok a korai embrionalis korbol szairmazé embrionalis 6ssejtekben
rejlo lehetdségekre koncentraltak. Az elsé humdn embrionalis 8ssejtvonalat Thomson és
mts-ai izolaltak 1998-ban a blastocysta stadiumi embrié belsd sejtcsomojabol
(Thomson ¢és mtsai 1998). Az ES sejtek vizsgalataval és felhasznalasaval kapcsolatban
azonban sulyos etikai aggalyok meriilnek fel, tovabba problémat okoz az embrionalis
sejtek nagy tumorigenitdsa, valamint a szdveti Osszeférhetetlenség kérdése. Kutatasuk
jelenleg els6sorban az in vitro gyogyszer kiprobalasokhoz kapcsolodd szovetek
eléallitasanak iranyaban folyik.

Az etikai és technikai nehézségek miatt a késObbiekben egyre inkabb a szoveti
Ossejtek  keriiltek a regenerativ orvoslassal foglalkozé kutatok figyelmének
kozéppontjaba. Az utdbbiak kozé tartozo vérképzo dssejtekrol (HSC-krdl) mar az 1960-
as ¢években kideriilt, hogy sikeresen alkalmazhaték egyes vérképzd- ¢és
nyirokszervrendszeri betegségek kezelésében (Thomas és mtsai 1975). A mara mar
rutinszeriien kinyerhetd és beiiltethetd6 HSC-k forrasa a csontveld ¢€s tujabban a
koldokzsinérvér. Ugyanakkor az évek sordn nyilvanvalova valt, hogy csaknem minden
szerviinkben, szovetiinkben taldlhatoak olyan, differencidcids potencidllal bir6 sejtek,
melyek az adott szovet szoveti Ossejtjeinek, a szovetet alkotd végdifferencialt sejtek
progenitorainak tekinthetéek. Példaul bdr, bélham, hajhagyma, izom eredetli dssejteket
izolaltak vilagszerte az ezzel foglalkozé laboratoriumok (Mackenzie és mtsai 1970,

Cheng ¢és mtsai 1974, Mauro és mtsai 1961). Még a kozponti idegrendszerben is
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6ssejtekre bukkantak (neuronalis 6ssejtek, NSC-K) (Reynolds és mtsa 1992), pedig az
idegszovetet kordbban allandosult szovetnek tartottdk, melyben felnétt korban uj sejtek
mar nem keletkeznek. Ezek mellett, Ggy tlinik, hogy valamennyi szerviinkben
megtalalhato, feltehetéen a mindeniitt fellelhetd stromdban egy, terapias szempontbol is
kiilonlegesen érdekes tulajdonsdgokkal bird Ossejttipus. Ezek a mesenchymalis Os-,
vagy stroma sejtek (MSC-k), melyek a mi vizsgalodasaink targyat is képezik. Az MSC-
k nemcsak hogy tobb szoveti forrasbol is konnyen izolalhatoak, de jol tenyészthetok, in
vitro jol novekvo sejtek. A tenyészetben is potensek, plasztikusak, vagyis a tenyésztési
koriilmények megvaltoztatasaval tobb iranyba differencialtathatéoak. Eredeti in vivo/in
situ funkciojuk még tisztazasra szorul, de szamos bizonyiték szol amellett, hogy
terapidsan vissszaadva az in vitro felszaporitott sejteket, regenerativ és immunmodulald
képességekkel birnak.

A kovetkez6 fejezetben részletesebben kifejtjiik az MSC-k azon tulajdonsagait,
melyek kiemelten igéretes célpontjava teszik a preklinikai és klinikai kutatasoknak

ezeket a sejteket.

1.2. A MESENCHYMALIS OS-, VAGY STROMA SEJTEK RESZLETES
BEMUTATASA

Az MSC-k definidlasa

Az MSC-k olyan, nem vérképz0 0Os- és elddsejtek, amelyeket el6szor a
csontvel6bol nyertek ki (Friedenstein és mtsai 1976). Eredetileg ugy irtak le 6ket, mint -
in vitro koriilmények kozott - fibroblast-szerti morfologiaval rendelkezd, koloniaképzd
sejteket, ezért CFU-F sejteknek (=colony-forming unit fibroblast) nevezték el dket. A
kisérletekben egér hatbore ala beoltva, ott ektopikusan (a normal el6fordulédsi helytdl
eltérd modon) csontot képeztek, melyben a vérképzést tdmogatd mikrokornyezet jott
létre. Ennek alapjan tételezték fel azt, hogy szerepilik eredendden a csontveldben is a
vérképzo rendszer miikodését segitd stroma allomany létrehozasa (Friedenstein és mtsai
1987). Késobb hasonlé tulajdonsagu sejteket tobb szoveti forrasbodl is sikeriilt kinyerni
(Id. (3). pont alatt).
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Az MSC-k izolalasa milanyag feliiletekhez torténé kitapadasi hajlamuk —
plasztik adherencidjuk — révén, a legtobb dssejttipussal ellentétben viszonylag kdnnyen
kivitelezheté a csontveldbdl, vagy kellden homogenizalt és megemészetett mas
szovetekbol. Ugyanakkor nincs egyetlen olyan marker molekula sem, amely
segitségével kizarolagosan megkiilonboztethetok lennének mas sejtektél. Az izolalt €s
kultaraban tartott MSC-k sejtfelszinén nagyszamu fehérje azonosithat6é ugyan, de ezek
mindegyike szdmos mas sejttipuson is megtaldlhatd. Annak eldontésére, hogy a
kiilonbozé anatomiai helyekrdl, a kiilonb6zé munkacsoportok altal, részben eltérd
modszerekkel izolalt MSC-knek tartott sejtek valoban ugyanazon sejttipus képviseloi-e,
2006-ban az ISCT (International Society for Cellular Therapy) nevii nemzetkozi
szervezet sziikségesnek itélte, hogy kidolgozzon egy kritériumrendszert. Az emberi
MSC-kre vonatkoz6 megallapodds (Dominici és mtsai 2006) értelmében azokat a
sejteket nevezhetjiik mesenchymalis 6s-, vagy helyesebben stroma sejteknek, amelyek
egyidejiileg megfelelnek az alabbi kritériumoknak:

1. Adherensek, azaz a tenyésztéedény falahoz kitapadva novekednek;

2. CD105, CD73 ¢és CD90 pozitivok, de nem hordoznak vérképzé Os- ¢és
elédsejtekre, illetve a kiillonb6zd vérsejtfejlédési sorokra jellemzé markereket,
vagyis CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 molekulakat és HLA-DR
negativok;

3. invitro csont-, porc- és zsirsejtekké egyarant képesek differencialddni.

Megjegyzendd, hogy a sejtfelszini markerek szempontjabol némi kiilonbség
mutatkozik az egér eredetli MSC-k esetén, amelyek egységesen Kifejeznek Sca-1-et és
CDA44-et, de a CD73, CD90 ¢s CD105 pozitivitas valtozé lehet (da Silva Meirelles L és
mtsai 2003; Tropel és mtsai 2004; Guo és mtsai 2006).

Az MSC-k differenciacios és osztodasi potencialia

Az MSC-k differenciaciés potencialjuk szempontjabol —multipotensnek
tekinthetéek, mivel szamos mesodermalis eredetli sejttipust (osteoblast, chondrocyta,

adipocyta, fibroblast, myofibroblast és simaizom sejt) képesek létrehozni (Pittenger és
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mtsai 1999). Az ilyen iranya differenciacios képességet ortodox plaszticitasnak
nevezzilk, hiszen nem Iépi &t a csiralemezek jelentette hatarokat. Megjegyzendd
azonban, hogy tobb kutatdcsoport eredményei is arra engednek kovetkeztetni, hogy az
MSC-kbdl eldhivhatd a csiralamezeket atlépd, szélesebb spektrumu differencialodasi
képesség is, tn. nem ortodox plaszticitds. Az MSC-k megfeleld induktorok hatdsara
akar még ectodermalis (neuron, glia) (Sanchez-Ramos és mtsai 2000) és endodermalis
(B-sejt, hepatocyta) sejttipusokat is ki tudnak alakitani, legalabbis in vitro (Weng és
mtsai 2003).

A teljes igazsaghoz hozzatartozik, hogy az MSC kulturak heterogén
Osszetételiiek, vagyis nem kizardlag mesenchymalis Ossejtekbdl allnak, hanem az
azokbol képzddott tri-, bi- és unipotens elédsejtekbdl is. Ennek oka, hogy a tenyésztés
soran a sejtosztodasokkal egyidejiileg spontan differenciacio is torténik a kultaradkban.
Emiatt helyesebb mesenchymalis &ssejtek helyett inkabb mesenchymalis stroma
sejteknek nevezni az in vitro tenyészeteket, fenntartva, hogy a valddi Ossejt
tulajdonsagokkal bird sejtek is jelen vannak a tenyészetben. A sejtek nevezéktana ezen
ok miatt (is) volt zavartkelté az elmult évtizedekben. Elnevezésiik ugyanis egységesen
,mesenchymalis ssejtek” volt, majd 2005-ben az ISCT bevezette a — sejtkulturak
plaszticitdsat pontosabban tiikr6z6 — ,,multipotens mesenchymalis stroma sejtek”
elnevezést (Horwitz és mtsai 2005).

Az egérbdl izolalt stromasejt kulturdk korlatlan ideig tenyészthetdk. A
tapasztalatok szerint (Javazon és mtsai, 2004) a sejtek 6-8 atoltds utan spontan
immortalizdlodnak, 40-50. atoltds utdn pedig neoplasztikussd valnak, azaz
immunkompetens allatokban is tumort képeznek (Sreejit és mtsai 2012).

A kiilonb6z6 emberi szdvetekbdl izolalt MSC-k in vitro kulturdban torténd
tenyésztésérdl kordbban azt feltételezték, hogy csak rovid ideig lehetséges, mivel az
els6ként izolalt csontveld eredetii stroma sejtek (bone marrow MSC, BM-MSC) mar az
5-10. atoltas utan elveszitik osztodo és differenciacios képességiiket, eloregednek,
idegen szoval szeneszcenssé valnak. A tapasztalatok szerint viszont ugy tiinik, hogy az
emberi zsirszovetbdl szarmazo stroma sejtek (adipose tissue-derived regenerative cells,
ADRC) ennél joval tovabb, akar két-hdromszor annyi ideig fenntarthatoak. A
sejtosztodasok gyakorisagat és szdmat tekintve azonban a koldokzsinorvér eredetii

MSC-knek (umbilical cord blood MSC, UCB-MSC) van a legnagyobb proliferacios

10
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képessége (Kern és mtsai 2006). Ugyanakkor — az egér MSC-kt61 eltéréen — az emberi
stroma sejtek soha nem immortalizdlédnak a tenyésztés soran.

Az osztodasi képesség attol is fligghet, milyen kort donorbdl szarmaznak a
sejtek. Kiilonosen a BM-MSC-kre igaz, hogy a kor eldrehaladtaval egyre kevesebb
stroma sejt nyerhetd ki a csontvelbdl (Kern és mtsai 2006).

Nem csak nagymértékli osztodasi, de jelentds differenciacios potencialjuk,
valamint szinte korlatlan hozzaférhetdségiik (zsirleszivaskor keletkezé és kidobasra
szant anyag) miatt, a zsirszovetben talalhato MSC-k (ADRC) az elsé szamu jeloltekké
valhatnak a sejteken alapuld terapidk, valamint 0j esztétikai célu beavatkozasok

kifejlesztésében (mellnagyobbitas, arc- és kézfiatalitas stb).

Az MSC-k szoveti forrasai, in Situ helyiik, szerepiik kérdései

Az 1970-es évek oOta — amikor Friedenstein és munkatarsai elGszor izolaltak
csontvelébdl MSC-t — kidertilt, hogy az ott talalhatd stroma sejtekhez morfoldgiailag és
funkciondlisan nagyon hasonld sejtek az ember szdmos mas szovetébdl és szervébdl is
sikeresen kinyerhetdk. Kiilondsen alkalmasak erre azok a szovetek, amelyek kiterjedt
kotdszovetes vazzal és gazdag érhaldzattal rendelkeznek. Gazdag MSC forrds példaul a
zsirszovet (Gronthos és mtsai 2001, Zuk és mtsai 2002), a koldokzsinér (Romanov €s
mtsai 2003), a fogbél (Gronthos és mtsai 2011), a placenta (Fukuchi és mtsai 2004), a
koldokzsinérvér (Rubinstein €s mtsai 1993), az iziileti folyadék (De Badri és mtsai
2001), de még a foginy is (Zhang és mtsai 2010).

A kisérleti és a késobbi terapids célu izolalas szempontjabol 1ényeges kérdés,
hogy honnan lehet a legtobb MSC-t kinyerni. A stroma sejtek eléfordulédsi aranya a
kiilonbozd szovetekben igen valtozd, és nagyban fligg attdl, milyen kort az adott
szervezet. A fogbél és foginy esetén szintén a rendelkezésre all6 mennyiség a limitald
tényez6. A koldokzsinor esetében a stroma sejtek gyljtése csak egy szik
id6intervallumban lehetséges, pontosabban a sziiletést kovetd érakban. A tapasztalatok
szerint a legnagyobb ardnyban a zsirszovet tartalmazza ezeket a sejteket. Mig az eredeti
forrasként leirt csontveldben az MSC-k szdma az §sszes magvas sejtnek csupan mintegy

0,001-0,002%-a, addig a zsirszovetben ez az arany elérheti az 1-2%-o0t (Puissant és

11
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mtsai 2005, Fraser és mtsai 2006). A zsirszovetnek nagy eldnye, hogy szinte korlatlan
forrasként all rendelkezésre, mig a csontveld kinyerése igen fajdalmas, nem mentes
minden kockézattol és csak kis mennyiségben lehetséges.

A kiilonb6z6 szovetekben, szervekben talalhatdo MSC-K - a legtobb kutatd szerint
- minden tulajdonsdgukban hasonlitanak a csontvel6i stromat alkotd sejtekre.
Valamennyi tipus plasztik adherenciat mutat. Emellett multipotensek, vagyis képesek
differencialodni osteoblast, adipocyta és chondrocyta irdnyokba. Egységesen kifejeznek
olyan sejtfelszini antigéneket mint a CD73, CD90 és CDI105, ugyanakkor CD34 és
CD45 molekulakat nem hordoznak (Dominici és mtsai 2006).

A kutatasok probalnak magyarazatot talalni arra a tényre, hogy az MSC-k miért
talalhatok meg szinte az Osszes szOvetiinkben. A sejtek in vivo kilétének”
tisztazasaban, az MSC-K in situ azonositasaban nagy segitség lehet, hogy az évek soran
folyamatosan boviilt az MSC-k azonositasara szolgalo marker molekulak kore. Crisan
€s munkacsoportja (Crisan és mtsai 2008) ilyen beazonositas alapjan feltételezi, hogy az
MSC-k valdjaban az erek faldban elhelyezkedd perivasculdris sejtekkel (kapillarisok
esetében pericytakkal) azonosak. A kutatdcsoport perivascularis sejteket izolalt
kiilonbdzé emberi szdvetekbdl és szervekbdl (vazizom, hasnyalmirigy, zsirszovet,
placenta) ¢és vizsgalta azok sejtfelszini markereit, differencidcidos képességeit ¢és
kimutatni tovabbi, az MSC-kre is jellemz6 CD140b (PDGFR-B), CD146 (MCAM) és
NG2 fehérjéket, valamint hidnyoztak roluk a vérképzé és endothel sejt markerek. A
pericytak differenciacioja — szintén az MSC-khez hasonld6 moédon — osteoblast,
adipocyta és chondrocyta iranyokba sikeres volt. Elképzelésiikk — melyet azdta szamos
mas munka is alatamaszt (da Silva Meirelles L és mtsai 2008) — magyarazatul szolgalna
arra a megfigyelésre is, hogy az MSC-k miért talalhatok meg olyan nagy mennyiségben
a zsirszovetben. Ugyanakkor hangsulyozni kell, hogy a fenti bizonyitékok kozvetettek.
Az MSC-pericyta, illetve a perivascularis régio - ,,MSC-niche” azonossagot csak akkor
lehetne egyértelmiien igazolni, ha taldlnank egy olyan — ,MSC specifikus” — gént,
amelynek segitségével az ontogenezis sordn végig tudnank kovetni ezeknek a sejteknek
az eredetét és sorsat (lineage tracing). Ez azonban eddig egyetlen munkacsoportnak sem

sikertilt.

12


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puissant+B%2C+Barreau+C%2C+Br+J+Haematol%2C+2005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraser+JK%2C+Wulur+I%2C+Trends+Biotechnol%2C+2006

DOI:10.14753/SE.2014.1938

Az MSC-k szovetregeneracioban betdltott szerepe

Baleset vagy betegség kovetkeztében kialakuld szoveti sériilés hatdsara beindul
az adott szovet ongyogyitd mechanizmusa, a szovetregeneracio. Ebben a folyamatban
Ossejtek is részt vesznek, de hogy pontosan hogyan, arra tobbféle elképzelés létezik.
Egyrészt feltételezik, hogy az elhalt sejteket az dssejtek kozvetlen modon potoljak —
differenciaciés potencidljuk révén — differenciacio, dedifferencidciot kovetd
differenciacio, vagy direkt transzdifferenciacio révén (Herzog és mtsai 2003, Forbes és
mtsai 2002, Rudnicki 2003). Ekkor jutna szerephez in vivo az MSC-kben in vitro
megfigyelt ortodox és nem ortodox plaszticitas. A mesenchymalis stroma sejtek
elsdsorban csont-, porc-, zsir- és vérképzést timogato stroma sejteket 1étrehozni, vagyis
az arra a csiralemezre jellemz0 sejteket, amelybdl maguk is kialakultak. Ezt nevezziik
ortodox plaszticitasnak. A nem ortodox plaszticitas ezzel szemben ellentmond azon
korabbi ismeretiinknek, amely szerint a sejtdifferencialodas egy linearisan eldrehalado,
megfordithatatlan folyamat, amelyben az eltérd csiralemezekbdl kialakuld sejtsorok
kozott nincs lehetdség az atlépésre. Az elmult években szdmos beszdmolo szolt arrdl,
hogy az MSC-k mind in vivo, mind in vitro koriillmények kozott képesek atalakulni glia-
¢s idegsejtekké (Sanchez-Ramos 2002), izomrostokka (Bianco és mtsai 2001),
szivizomsejtekké, epithel sejtekké (Herzog és mtsai 2003), vagy inzulintermeld B-
sejtekké (Tang és mtsai 2004).

Mai felfogdsunk szerint azonban valosziniibb, hogy az MSC-k nem 1j sejtek
létrehozasaval, hanem kozvetett modon, az altaluk termelt molekulakon keresztiil
segitik elé az adott szovet helyreallitasat (trofikus és immunmodulal6 hatas) (Urban és
mtsai 2011). Olyan autokrin, parakrin, esetleg juxtakrin faktorok ezek, amelyek
megakadalyozzak az immunrendszer talmiikodését, csokkentik a gyulladast, a
hegképzddést, gatoljak az apoptozist, és elésegitik az angiogenezist, valamint az
endogén szoveti Ossejtek 0sztodasat (Caplan és mtsa 2011; Nauta és mtsa 2007).
Emellett szo6l, hogy az MSC-k olyan szolubilis faktorokat termelnek, melyek pozitivan
hatnak az érképzés folyamatara és a szovetek helyreallitasara szivinfarktus vagy stroke
utan is (Caplan és mtsa 2006).

A szolubilis faktorok altal torténd regeneracio serkentést ugy képzelhetjiik el,

hogy a szoveti karosodast érzékeld stroma sejtek olyan biologiailag aktiv molekulakat
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kezdenek termelni, melyek altal egy olyan mikrokornyezetet teremtenek a sériilt
szovetek koriil, amelyben a regeneracio folyamata zavartalanul miikddhet. Sajnos éppen
ez a nagyfoku tamogaté funkcié figyelhetd meg a tumorok koril kialakuld
mikrokdrnyezetben is. Kimutattdk ugyanis, hogy a szervezetbe bejuttatott MSC-K
maguk ugyan nem hoznak Ilétre daganatokat, mégis hozzajarulhatnak azok
novekedéséhez. A tumoros sejtek jelzéseit érzékelve, azok kozelébe vandorolva képesek
részt venni a tumor stromajanak kialakitdsaban. Ezaltal eldsegithetik a daganatsejtek
osztddasat és terjedését. Feltételezhetd, hogy a tumort is szovetkarosodasként érzékelve
regenerativ szerepilknek megfeleléen, de az egész szervezet szempontjabol nyilvan
hibasan taplaljak a koros sejteket, s6t még az immunrendszertdl is védelmezik Oket,
ugy, ahogy egy gyogyuld sebben is csokkentik a talzott gyulladast (Zhu és mtsai 2006,
Hall és mtsai 2007).

A fentiek miatt Iényeges kérdés, hogy a terapiasan bejuttatni szandékozott MSC-
k vajon hova jutnak a szervezeten beliil, és ott képesek-e kifejteni a megfeleld
regeneraciot célzo hatast. Megfigyelték, hogy az in vitro felszaporitott, majd a
szervezetbe intravénasan bejuttatott MSC-k — a vérképz6 Ossejtektdl eltéréen — nem a
csontvelébe vandorolnak (minden csontveld-transzplantalt beteg ¢és kisérleti allat
stromdja a recipienstdl szarmazik), hanem szétszorddnak a kiilonbozd — elsésorban a
gazdagon kapillarizalt — szovetekben. A sejtek zome a tiidoben ¢és a vesékben telepszik
meg (Gao és mtsai 2001, Anjos-Afonso és mtsai 2004). Ez egyrészt adodhat egyszerii
elakadasbol a sziik lument kapillarisokban, de az is allhat a hattérben, hogy az MSC-k
oda igyekeznek, oda ,,homingolnak™, ahova az izolalasuk eldtt tartoztak, vagyis az
érfalba. Utobbi esetben azoknak lenne igazuk, akik a pericytakkal azonositjak az MSC-
ket (Covas és mtsai 2008). Az elméletiik szerint szoveti sériilés esetén 1étrejovo
kemotaktikus ingerek hatasara a pericytak egy része kilép az érfalakbol és aktivalodva a
karosodas helyére vandorol (1/A dbra). Ott aztan az altaluk termelt szolubilis
dabra). Noha ezek a molekulak akar tavolrdl is hatékonyak lehetnek, kozvetleniil a
sériilés helyére adva az Ossejteket altalaban jobban érvényesiil a sejtek regeneraciot

eldsegité hatasa (Chamberlain és mtsai 2007).

14



DOI:10.14753/SE.2014.1938

A SZOVETI SERULES
-»*-» ) -»\f -»)*
Pericyta MSC A:l:is"él“ ,,Gﬁggté”
B IMMUNMODULALO TROFIKUS
HATAS HATAS
- Apoptozist gatld
i e \ - Hegesedést gatlo
B-sejtek
Angiogenikus
Dendritikus sejtek ‘ glog
Regulator T-sejtek ‘ Mitotikus faktorok
NK-sejtek stb. ,’Gﬁgéﬂo” \ ; )
Regenerativ
mikrokbrnyezet

1. abra: A pericytak feltételezett szerepe a szoveti regeneracio elosegitésében.

Az ,,A” abran az erek falaban in vivo megtalalhatd pericyta szoveti sériilés hatasara
bekovetkezd aktivacidja kdvethetd végig. Az érfalat érintd karosodas hatasara az ott
tartozkodo pericyta elvalik az ér falatol, és aktivalodva szabadon keringd sejtként
atalakul un. ,,gyogyito” MSC-vé. Ez a sejt aztan - a ,,B” dbrén lathatdo modon - az altala
termelt bioaktiv anyagok termelése révén egyrészt trofikus, masrészt immunmodulalo
aktivitasan keresztiil teremti meg regeneraciohoz sziikséges idealis mikrokdmyezetet. A
szovetek helyredllitodasa azutan is folytatodik, hogy az aktivalt MSC pericytaként

visszaéplil az eredeti helyére, az érfal abluminalis oldalara (Caplan és Correa 2011

nyoman).

Az MSC-k immunmoduldld képességgel rendelkeznek

Részben allatkisérletek, részben a klinikai kiprobalasok soran dertilt ki, hogy az
MSC-knek két tovabbi kiilonleges tulajdonsaga is van. Egyrészt allogén (ugyanazon faj
genetikailag eltér6 masik egyede), s6t néha xenogén (masik faj egyede) recipiensbe

oltva sem valtanak ki erdteljes, a sejtek kilokddésével jar6 immunvalaszt (Mansilla és
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mtsai 2005), azaz hipoimmunogének. Masrészt kifejezett — in vitro és in vivo egyarant
megfigyelheté — immunszuppressziv hatasuk van (Uccelli és mtsai 2006).

A klinikum akkor figyelt fel igazdn az MSC-k immunrendszert szabalyzo
képességére, amikor 2004-ben Le Blanc és munkatarsai (Le Blanc és mtsai 2004) az
MSC-k in vivo gyulladasgatld és immunszuppressziv hatasan alapuld sikeres terapias
beavatkozasrol szamoltak be. Egy 9 éves, akut lymphoid leukaemidja miatt allogén
csontveld-transzplantaciéval kezelt kisfitban rendkiviil sulyos (IV. stddiumu, az
emésztérendszert, a bort és a majat is érinté) akut graft versus host betegség (GVHD)
alakult ki. Ezt sikeriilt lekiizdeni a gyermek édesanyjabol szarmazé6 MSC-k ismételt
intravénds adasaval.

Kimutattdk, hogy az MSC-k az immunrendszer minden sejttipusara képesek
hatni, legyen sz6 akar a velesziiletett, vagy az adaptiv immunitas elemeir6l. Hatasuk
leggyakrabban a monocytak, dendritikus sejtek, NK sejtek, T és B limfocytak
ellenkezdje is megfigyelhet6. A stroma sejtek képesek citokin termelésiik gyors
megvaltoztatdsara attol fliggden, hogy gyulladasos vagy gyulladasgatlo funkciora van-e
sziikség (Hegyi és mtsai 2012, Krampera és mtsai 2011, Uccelli és mtsai 2008).

MSC-k jelenlétében példaul az aktivalt T-sejtek osztddasa csokken (Le Blanc és
mtsai 2003). Ez elsfsorban az immunvalaszt segité (helper) és citoxikus T-sejtek
esetében figyelhetd meg. Az MSC-k az immunvalaszt gitld, regulator T sejtekre
gyakorolt hatdsa ezzel éppen ellentétes. Az MSC-k részben szolubilis faktorok
segitségével, részben kozvetlen sejt-sejt kapcsolaton keresztiil fejtik ki hatasukat a T
sejtekre.

A dendritikus sejtek (DC-k) kulcsszerepet jatszanak mind a sajat, mind a nem-
sajat antigének elleni humoralis €s sejtes immunvalasz szabalyozasaban. A DC-k csak
érett allapotban vesznek részt az immunvalasz elinditasaban, éretlen allapotban
kifejezetten gatoljak azt. A mesenchymalis Ossejtek gatoljak a DC-k differencialodasat,
érését, és mikodését is (Aggraval és Pittenger 2005, Ramasamy és mtsai 2007). Ezt a
fajta gatld hatast is elsdsorban szolubilis mediatorok kozvetitik.

Az MSC-k ¢és B limfocytak kozti kdlesonhatas funkcionalis kdvetkezményeirdl

nagyon keveset tudunk. Corcione és munkatarsai (Corcione és mtsai 2006) leirtak, hogy
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crcr

emberben az MSC-k gatoljak a poliklonalisan aktivalt B-sejtek proliferaciojat és
ellenanyag-termel6 plazmasejtekké torténé differencialodasat.

A természetes 0losejtek (NK sejtek) a velesziiletett immunrendszer elemeiként
legfontosabb pusztitoi a virussal fert6zott sejteknek és a daganatsejteknek. Az MSC-k
kozvetitette citotoxikus reakcié gatlasahoz pedig a megfigyelések szerint
elengedhetetlen a kdzvetlen NK sejt - MSC kdlcsonhatas (Sotiropoulou és mtsai 2006).

Az MSC-k immunmodulalé képességének pontos mechanizmusa még nem
teljesen tisztazott, az azonban biztos, hogy a citokin termelésen ¢és a sejt-Sejt
interakciokon keresztiili szabalyozas nagyfoku redundanciat jelent (Aggarwal és
Pittenger 2005). A szamos sejttipusra kiterjedé és valtozatos hatasmechanizmussal
milk6dé immunregulacios képesség tette az MSC-ket a legigéretesebb jeloltekké az

immunrendszer eredetii betegségék gyogyitasaban (Zhao és mtsai 2010).

Az MSC-ket bemutatdo fenti 5 pontban lathattuk, hogy az MSC-k méltan
keltették fel a klinikum érdeklddését, ugyanakkor szdmos ponton kérdéseket vetnek fel.
A jelenleg foly6, MSC-kkel kapcsolatos klinikai kisérletek szama 334 (forras:
clinicaltrials.gov).  Ezekben a legkiilonbozobb betegségek gydgyitasat célozzak,
kihasznalva a sejtek érképz6 (Buerger-kor), immunszuppressziv (graft versus host
betegség), immunmoduldld (szkledzis multiplex, amiotrofias laterdlis szklerozis) és
regeneracios képességeit (1-es tipusu diabétesz). Ezeknek a teszteknek jo része azonban
az l-es és Il-es klinikai kiprobalasi fazisokban tart jelenleg, amely elsdsorban a terapia
biztonsagossagat teszteli.

Ahhoz, hogy az MSC-k bekeriilhessenek a mindennapos terapias gyakorlatba,
fontos lenne tisztdzni, hogy a felmeriilt lehetoségek koziil pontosan mi az élettani
szerepe a sejteknek az €16 szervezeten beliil, milyen molekularis mechanizmusok révén
hatnak az immunrendszerre €s a regeneraciora. Tovabba, hogy biztosak lehessiink
abban, hogy a kiilonbozé szoveti eredeti MSC-k egyforman, esetleg egymast
helyettesitve hasznalhatok-e gyogyitasra, tovabbi, a sejtek ontogenetikus eredetére
vonatkozd ismeretek lennének sziikségesek. Utobbirdl szolo ismereteinket, kordbbi

eredményeket és a felmeriil6 kérdéseket a tovabbiakban ismertetjiik.
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I11. A MESENCHYMALIS STROMA SEJTEK FELTETELEZETT FEJLODESTANI
EREDETE

Az MSC-k kialakulasara vonatkozo elképzelések

Az MSC-k szamos elonyos tulajdonsaga — a nagyfoku plaszticitas, az
immunszuppressziv hatas, valamint a konnyti izolalhatosag és tenyészthetéség (Uccelli
¢s mtsai 2008, Zhao és mtsai 2010) — az Osszes tobbi Ossejttipus koziil talan a
legigéretesebb ¢€s legvonzobb sejttipussa teszi Oket a jovobeli esetleges orvosi célu
alkalmazéasra. A szamos, MSC-kkel kapcsolatos kutatas ellenére azonban mostanaig is
csak igen keveset tudunk arrdl, hogy az MSC-k ontogenikusan honnan is erednek és mi
a valodi biologiai funkciojuk in situ. Enélkiil viszont a human gyodgyaszatban valo
felhasznalasuk is kockazatokat rejt magaban. A sejtek szervezetben betoltott
valésziniileg nélkiilozhetetlen szerepének terapias célu kiaknazasahoz elengedhetetlen
volna megismerni az MSC-k kialakulasat és fejlodését az ontogenezis (egyedfejlédés)
soran. A szakirodalomban nagyon kevés adat van a sejtek eredetére vonatkozodan, és

ezek sem egységesek. Alapvetden haromféle elképzelés 1étezik (2. abra).

1. Néhany kutatocsoport szerint (Anjos-Afonso és mtsa 2007) a stroma
kultardkban taldlhatd Ossejtek valdjaban a korai embriondlis iddszakbol valtozatlanul
fennmaradt a kotoszovetekben megbujo pluripotens sejtek. Szerintiik a csontveldben -
esetleg szdmos mas szovetben - talalhatd egy olyan primitiv mesenchymalis progenitor
sejtpopulacio, amely nemcsak a pluripotens sejtekre jellemz6 molekulakat expresszalja
(SSEA-1, Oct-4, Nanog ¢és Rex-1), de differenciacios potencialja is ennek megfeleléen
sz¢les. Ezek a sejtek sziikség esetén aktivalodva, sejtpotlasra, tehat regenerativ céllal,

igen sokféle sejttipus létrehozasara képesek.

2. Masok azt allitjak, hogy a kiilonb6zo szervekben eléfordulé mesenchymalis
Ossejtek egy olyan egységes rendszert alkotnak, melynek valamennyi sejtje a primer
mesenchymabodl alakult ki a gastrulaciét kovetéen az els6 EMT (epitelialis-
mesenchymalis 4talakulas (epithelial to mesenchymal transition) alkalmaval. Ezzel

kapcsolatban kétféle elképzelés is sziiletett:
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e Az elso szerint az MSC-k egy k6z6s mesodermalis eredetli progenitor sejtbdl, a
mesenchymoangioblastbol szarmaznak (Vodyanik és mtsai 2010). Vodyanik ¢és
mts.-ai szerint ez egy, a mesodermabol fejlddé kozds progenitora a
mesenchymalis éssejteknek és az endothel sejteknek.

e A masik feltételezés, ami az egységes eredetet alatamasztja az, hogy az MSC-Kk a
vérképz6 rendszerrel parhuzamosan az AGM (aorta-gonad-mesonephros)
régioban alakulnak ki, és a hematopoetikus sejtek vandorlasat kovetve

szorodnak szét a szervezetben (Mendes és mtsai 2005).

3. A harmadik tabor azt allitja, hogy a kiilonb6z6 MSC populédciok a mesoderma
szegmentacidja utan, az egyes testszelvényekben (talan a somitdkban) egymastol
fliggetleniil alakulnak ki, de hasonl6 funkcio(ka)t latnak el az egyes szervekben (vagyis
parhuzamos fejlédésrél van szd). Ez az esemény az els6 MET-et (mesenchymalis-
epithelialis atalakulas, mesenchymal to epithelial transition) kovetéen, a masodik EMT
utan torténik, vagyis a sejtek a szekunder mesenchymabol fejlodnek. Ezt az elképzelést
tamasztja ald Bianco munkacsoportja is, akik kimutattak, hogy a vazrendszert
(csontveld, csont, porc) 1étrehozo €és az egyéb szervekben taldlhatdé MSC-k kiilonb6zo
eredetii és jellegli sejtek (Bianco és mtsai 2010). A csontveldben a vazrendszert
1étrehoz6 elddsejtek mellett a vérképzést tamogato stroma progenitorai is megtalalhatok,
mig a tobbi szervbdél izolalt adherens sejtek egyéb kotészoveti progenitorokat

tartalmaznak és ezért nem képes a vérképzést in vitro sem tamogatni.

19



DOI:10.14753/SE.2014.1938

Epiblast

‘ Adipocyta ‘ | Szivizomsejt ‘

Hypoblast Osteoblast

Myoblast

Blastoysta

Epiblast
EMT l |
MET: ; ¥

1: - o8 F ol
Pri Szekunder
Sl epithelium
mesenchyma
: l EMT 3
» s 2 ‘ A vazrend-
szer és
>'% ........ > 5 Ye1SE]
Szekunder kétoszovet
MSC mesenchyma MSC ossejtjei.

2. abra: Az MSC-k kialakulasanak feltételezett ttvonalai. A szakirodalomban
olvashaté harom f6 elképzelés szerint (1) az MSC-k az embrionalis korbdl visszamaradt
pluripotens Ossejtek, (2) a primer mesenchymabol alakultak ki és egy kozos 0Os
leszarmazottai, illetve (3) a szekunder mesenchyma kialakulasat kovetden egymastol
fiiggetleniil jottek létre az egyes szegmentumokban, ahol parhuzamosan fejlodtek
tovabb.

Roviditések: CFU-F — colony forming unit fibroblast (fibroblastszeri koloniakat
létrehozo  sejtek), EMT — epithelial to mesenchymal transition (epithelialis-
mesenchymalis atalakulas), ICM — inner cell mass (bels6 sejtcsomo), MET —
mesenchymal to epithelial transition (mesenchymalis-epithelialis atalakulas), MSC —
mesenchymal stem cells (mesenchymalis stroma sejtek)

A fenti elméletek altal feltételezett MSC fejlddési utvonalak alaposabb megértésé¢hez
sziikséges a kérdéses idészakban folyd embriologiai események attekintése, melyekre a

kovetkezokben térink ki.
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Az MSC-k kialakulasanak idejéen zajlo embriologiai események attekintése

A mesoderma kialakulasa

Altalanosan elfogadott nézet szerint az MSC-k dontd része mesodermalis
eredetli, kivéve az arc- ¢és agykoponya csontokban taldlhatdo stromat, amely
neuroektodermalis eredetii. Ennél részletesebben azonban nincs biztos irodalmi adat a
sejtek pontos kialakulasi helyérdl és idejérél. Eddig csak egy-egy munka jelent meg
ebben a témaban, és ezek sem mutatnak egységes allasfoglalast (1d. el6z6 pontban
kifejtett elméletek).

Az egyes embriologiai események sordn, tObbé-kevésbé ismert idorendi
sorrendben ¢s testtaj-specifikusan gének atirddasa indul meg, mas gének pedig bizonyos
szakaszokhoz ¢s teriiletekhez kothetéen elnémulnak. Az atirodas szabalyozasanak
molekularis emlékeit, vagyis epigenetikus memoriajukat a sejtek a késobbi fejlodésiik
soran is megorzik. Identitisuk e fontos elemei az in vitro tenyésztés soran is
feltételezhetéen fennmaradnak. Elképzelésiink szerint, e jellegzetes gének,
géncsoportok tanulméanyozasaval, majd atirodasanak vizsgalataval kiillonbozd eredetii

MSC tenyészeteinkben, hozzajarulhatunk azok fejlédéstani eredetének felderitéséhez.

Mivel a mesoderma kialakuldsa dontd szinhelye a sejtek megjelenésének is,
kovessiik végig ennek a csiralemeznek sorsat. A mesoderma, vagy harmadik csiralemez
a gastrulacio folyamata sordn jon létre, amikor a kétrétegli embridpajzs haromréteglivé
valik. A mesoderma filogenetikus értelemben eldszor a gytrtsférgek egyedfejlodése
soran jelenik meg, azonban kialakuldsanak modjaban szamos eltérés figyelheté meg a
felsobbrendli gerincesekhez, azon beliill is az emldsokhoz képest. A gastrulacio
sejtszintli eseményei jOl ismertek, a folyamat hatterében all6 molekularis
mechanizmusok viszont egy igen intenziven kutatott, de még szamos megvalaszolatlan
kérdést tartogato teriilete a fejlodésbiologianak.

A gastrulacié tanulmanyozasaban a hagyomanyos modellallat a csirke, de ma
mar jol ismerjiik a folyamat 1épéseit — tobbek kozt — egérben és emberben is. A
folyamat csirkében az embriondlis fejlddés 18. ordjaban, emberben a 17-21. napon

kezdddik meg. Ennek soran az embriopajzs lateralis részeir6l sejtvandorlas indul a
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kozépsik iranyaba, ahol ennek hatdsara egy magvastagodas, benne pedig egy
bemélyedés jelenik meg. Mindez az embrid posterior végén indul meg, kialakitva a
primitiv csom6t, mas néven a Hensen csomoét. Az embri6 hossztengelye mentén
elérefelé novekvd bemélyedést pedig primitiv csiknak nevezziik. A Hensen csomo ¢€s a
primitiv csik teriiletére érkezé sejtek olyan dssejtek, melyek utddai fognak belépni és
befordulni (ingresszid) az epiblast (késébbi ectoderma) és hipoblast (késdbbi

endoderma) sejtréteg kozé és képezni a leendé mesodermat (3. dbra).

Hensen csomé P,
Primitiv g6dor

Velbélemez . : | Brimitiv
Primitiv - PR, A . barazda
csik g ~egh )
Alaphartya .. Ectoderma
Mesoderma
e Endoderma

Leend6 chorda dorsalis

3. abra: A gastrulacié folyamata emberben.

A gastrulacio soran zajlo sejtvandorlas eredményeképpen megjelenik a primitiv csomo
(melyén a primitiv gddor) és primitiv csik (mélyén a primitiv barazda). A befordulo
epiblast sejtek vandorlasanak tutjat a nyilak jelolik (emberi embridpajzs keresztmetszeti
rajza az amnioniireg feldl nézve) (Sadler TW - Langman Orvosi embrioldgia c. konyve

nyoman).
Egér esetében a primitiv csik megjelenése az embriondlis fejlédés 6,5. napjan (Theiler

stage 9) torténik. A csirkéhez és az emberhez hasonloan a primitiv csomé az embrid

leendd posterior végén jelenik meg. Az epiblast sejtek az ectoderma és a visceralis
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endoderma ko6zé fognak bevandorolni, és az embrid végleges endodermajat ezek az ide

érkezd sejtek fogjak alkotni, nem pedig a visceralis endoderma sejtei.

A Hensen csomo teriiletérél a kozépvonal mentén cranidlis irdnyba migralo
sejtek hozzak 1étre a prechorda lemezt és a chorda dorsalist (4. dbra). Ekozben a
primitiv csik teriiletén befordul6 sejtek laterdlisan és cranidlisan vandorolva létrehozzak
az embrionalis mesodermat. Utobbi az embrid eliilsé testfelében a buccopharyngealis

membranig, hatul pedig a cloaca membranig talalhatdo meg (4. dbra).

Az embrionalis mesoderma hosszanti iranyba harom kiilonb6z6 részre oszthato
(4. dabra). Az els6 a chorda dorsalisszal parhuzamosan futd paraxialis (kozépsik
melletti) mesoderma. Ez fog szegmentalodni somitakka, €és ebbdl lesz késébb a
tengelyvaz, valamint a vazizmok. A paraxialis mesodermatol lateralisan jelenik meg az
intermedier (kOzti) mesoderma, mas néven gononephrotom, amely a huagy-ivar
szervrendszer eldfutara. A legoldalsobb elhelyezkedésii az oldallemez, amely a testfalat

¢és a zsigeri szervek falat fogja alkotni.

Cranialis vég

| Buccopharyngealis
Prechorda | membran
lemez

Chorda
dorsalis

Paraxialis

mesoderma
Hensen
csomo Oldallemez

mesoderma

Primitiv
csik

Extraembrionalis
mesoderma

Allantois” !

Caudalis vég

4. abra: Az embrionalis mesoderma harom részbél épiil fel

(Carlson BM: Human Embryology and Developmental Biology c. kényve nyomdn).
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A paraxidlis mesoderma feldaraboléddsa: a somitogenezis

A gastrulaci6 soran kialakuld6 mesoderma harom - a tovabbi fejlédés soran eltérd
strukturakat létrehoz6 - része koziil csak a paraxialis mesoderma szegmentalodik. Ezt a
folyamatot nevezziik somitogenezisnek. Ahogyan a paraxialis mesoderma (innentdl
presomitikus mesodermanak nevezik) elkezd feldarabolodni, a beldle 1étrejovo
szegmentumokat somitoméraknak nevezziik. Ezekbdl alakulnak ki kés6bb a somitak,
vagy Oscsigolyak (5. abra).

Emberben a 25. nap kornyékén, egérben az embrionalis fejlédés 7,5-8. napjan
(Theiler stage 12) jelenik meg az els6 par somita. Ez a 8. somitomérabol alakul at, mivel
az els6 7 par somitoméra nem képez somitdkat, azokbol a fej, az arc és a nyak
mesodermdja fejlodik. Csirkében és emberben 0Osszesen 37 par somita fejlodik,
sorrendben a kovetkezok: 4 occipitalis, 8 cervicalis, 12 thoracalis, 5 lumbaris, 5 sacralis
¢és 3 coccygealis somitapar. Egérben Osszesen 56-60 par somita alakul Ki (Aulehla és

mtsai 2008), mig ez a szam kigyoban akar tobb szaz is lehet.

Feji vég

- Vel6sancok
Vel6cso

Feji
mesoderma

Hall6hdlyag

Somitak

Uj somita megjelenése
Rostro-caudalis tagol6édéas

Testszelvény kialakulasa

Presomitikus

mesoderma
Paraxialis mesoderma
Farokbimbé — kialakulasa
Farki vég

Testtengely ndvekedése
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5. abra: Emberi embrié somitai a fejlodés negyedik hetében. A somitak paros
megjelenése anterior-posterior sorrendben torténik az embrid hossztengelye mentén.
Feliilnézeti rajz, a somitak szamozasa a kdvetkezd szabalyokat koveti: SO: az éppen
formal6do somitapar, a korabban kialakuldkat pozitiv (SI, SII), a késobb formalédokat

negativ romai szamokkal jel6lik (S-1, S-11) (Mary-Lee Dequéant és mtsa 2008 nyoman).

A somita az embrionalis korban megjelend atmeneti szovetféleség, mesoderma
egység. Kialakulasa soran mesenchymalis-epithelialis atalakuldas (MET) torténik.
Korabban ugy gondoltak, hogy a somita egésze atalakul mesenchymalis sejttipusbol
epithel jellegl sejttipussa, a legijabb elképzelés szerint viszont csak a somita hatarokat
érinti. ez a valtozds. A somitdk részt vesznek az embrido strukturajanak
ujraszervezésében, illetve alapvetdek a test szelvényezettségének Iétrehozasaban.
Beloliik jonnek létre ugyanis a tamasztdszovetek szelvényenként, vagyis a gerincoszlop
¢s a borddk csontjai és porcai (sclerotom), valamint az adott szelvényhez tartozé
izomzat (myotom) és kotészovetes elemek (dermatom).

A sejtek szintjén latott valtozasokat kiséréd molekuldris tényez6k mibenléte
részben ismeretes, de folyamatosan tlinnek fel ijabb szerepldk a fejlodés ezen igen
eseményduis idOszakaban. A somita hatarok 1étrehozdsaban szerepld faktorokat példaul
ugy gondoljuk, mar ismerjiikk, de példaul a somitdk egyenletes idobeli megjelenését

hajté mechanizmusok még tisztazatlanok.

A pozicionadlis informdcio és a Hox gének kialakuldsa

A kétoldali szimmetriaji allatok embriondlis fejlodésében az elso
szimmetriabont6 esemény az, amikor a 32 sejtes blastocysta stddiumban elkiiloniil
egymastol a belsé sejtmassza (ICM — inner cell mass) €és a trophoectoderma sejtek
rétege. Ekkor hatarozédik meg az embrionalis és az azzal szembeni abembrionalis
polus. Ezt a folyamatot véletlenszerli események befolydsoljak, nevezetesen, hogy az
adott idOben a sejt éppen milyen pozicidban helyezkedik el.

A gastrulacié idészaka is egy igen meghatarozo fejlédési szakasz a sejtek un.

crer

testtengelyei. Legelsként a cranio-caudalis €s a medio-lateralis tengelyek helye ddl el,
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amelyeket a primitiv csik pozicidja hataroz meg. A jobb-bal oldalisdg a primitiv
gddorben zajlo molekularis események hatdsara, az un. godoraramlas eredményeképpen
alakul ki, de a dorsalis és ventralis oldal szintén ebben a korai allapotban

determinalodik.

A fejlodés soran a sejtekbe ,,beirodo”, €s a késObbiekben is megmarado
pozicionalis memoria kialakitdsaban részt vevd géneket részben ismerjiik, de egyre
gyakoribb, hogy régdta ismert génekrdl fedezik fel, hogy fontos szerepiik van ebben a
folyamatban. A tengelyek kialakitasaban szerepld gének emlésokben mind a zigotabol
szarmaz6, un. zigotikus gének. Az eredetileg ecetmuslicaban (Drosophila
melanogaster) felfedezett és leirt zigotikus gének a szelvényezett testfelépités
kialakitdsdban nélkiilozhetetlenek, de a fejlettebb allatcsoportok fejlédésében is
megtalalhatok. A gap gének szélesebb paraszegmentumok teriiletén kifejez6do, igy a
test durvabb tagolasaért felelos gének. Finomabb felbontasat végzik a testszelvényeknek
a pair-rule gének, amelyek néhany sejtsor szélességben irodnak at. A szegmentumoknak
ennél is pontosabb elkiilonitését végzik a szegment-polaritds gének, lehetévé téve a
szomszédos sejtsorok kozotti kiilonbségek megjelenését. A szelvények kozotti

kiilonbségek kialakitasaért felelések a homeobox (Hox) régidt tartalmazo gének.

A Hox gének jellemzése és funkcidja

A transzkripcids faktoroknak — funkcidjat tekintve — egyik legfontosabb tipusa a
homeodomén régioval rendelkezd fehérjék csaladja. Ezekre az jellemzd, hogy a DNS-
hez valod specifikus kotddésiik révén a génexpresszid szabalyozasaban jatszanak fontos
szerepet (Levine és Hoey 1988). A homeodomén egy evolucidsan erésen konzervalt, 60
aminosavbol allo  hélix-hurok-hélix térszerkezetii funkcionalis egység, ami a
szekvencia-specifikus DNS-kotésben jatszik szerepet (Scott és mtsai 1989). Ezt a
homeodomént egy 180 bazisparbol allo génszakasz kodolja, melyet homeobox régionak
neveziink. Az err6l a régiorol elnevezett homeobox (Hox) géneket eldszor a
Drosophildban irtak le, mint az antennapedia és bithorax komplexek alkotoit.

A Hox génekrdl atirddd transzkripcios faktorok az embrionalis fejlédés soran

olyan gének kifejez0dését szabalyozzak, amelyek elsdsorban a szdveti morfogenezisért
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felelosek, példaul novekedési faktorokat, sejtadhézidos molekuldkat, szignalizacids
molekuldkat, és extracellularis matrix fehérjéket koédolnak. A Hox gének a fejlddés
korai szakaszaban irdnyitjak a szovetek megfelelé mintazatképzését, nélkiilozhetetlenek
az allat hosszanti tengelyének kialakitasaban, valamint az embrionalis testszelvények és
hozzéjuk tartozo fliggelékek, példaul végtagok 1étrejottében, €és elsdsorban a testtdjak
kozotti kiilonbségek kialakitasaban (Duboule és Dolle 1989, McGinnis és Krumlauf
1992).

A Hox gének jellegzetessége, hogy a genomban csoportokba, Gn. klaszterekben
rendezédve helyezkednek el. A Hox klaszterben az egymast kovetd gének
szekvenciainak nagyfokt hasonldsaga arra enged kovetkeztetni, hogy a klaszter egy 6si
gén sorozatos tandem duplikaciojanak eredményeként johetett 1étre (Garcia-Fernandez
2005). Gerinctelen allatokban (és igy a Drosophilaban is) a Hox gének egyetlen
csoportba szervezddtek, mig a gerincesben négy-hét Hox klaszter talalhatd, amelyek
részben atfed6é funkcidt latnak el (Amores és mtsai 1998). Emlésokben 4 klaszterben
Osszesen 39 Hox gén taladlhatd, melyek 13 paralég csoportba rendezdédtek 3°-5°
talalhato géneket ortologoknak nevezziik, ezek szekvenciai és funkcidja igen hasonlo. A
klaszterekbe rendez6dott, klasszikusnak is nevezett Hox géneken kiviil a genomban
elszortan fellelhetd homeobox tartalmu gének a ParaHox gének. Ezeket funkcionalis és
szerkezeti tulajdonsagaik alapjan lehet csaladokba sorolni, példaul ilyenek a Cdx vagy a
Pbx gének (Garcia-Fernandez 2005). A homeodomén fehérjéknek tobb mint 1000
tipusat azonositottak eddig a kiilonboz6 fajokban, ezeknek dontd része ParaHox gén.

A Hox Klaszterek miikodésére jellemzo a kolinearitas, vagyis a homolog gének
klaszterekben valo elhelyezkedésének és az aktivacios/funkciondlis doménjeik
mitkodésének az Gsszefliggése (McGinnis és Krumlauf 1992, limura és Pourquie 2007).
A Hox klaszter 3* végén talalhatd gének elséként és a test eliils6 részében fejezodnek ki
az egyedfejlodés egy korai szakaszaban (az eliils6 testtdjak azonossaganak
meghatarozasaban jatszanak szerepet), mig a klaszter 5° végén 1évé gének miikodése
idoben késobb és a test hatulso részében nyilvanul meg (tér- és idobeli kolinearitas) (6.
dbra). A Hox géneknek ezen tér- és idObeli szekvencialis aktivalodasa teszi lehetévé,
hogy a szegmentalt struktardk - mint a gerinc, a végtagok vagy pl. az emésztd- és

szaporito szervrendszerek - a megfeleld helyzetben fejlédjenek.
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6. abra: A kolinearitas elvének szemléltetése ecetmuslicaban és emberben. A Hox komplex
3> végén elhelyezkedd gének idében korabban ¢és térben elorébb fejezédnek ki a test
hossztengelye mentén, mint a klaszter 5° végén talalhatoak. Az egyes gének kifejez6désének
sorrendje pedig a kromoszomakon elfoglalt helyzetiiknek megfelelden torténik. Az ortolégok
gének azonos szinnel vannak jeldlve, kifejezddésiik helye az ugyanazon szinnel jelolt testtaj.
Drosophilaban egyetlen Hox klaszter talalhato, alatta lathato az 6si Hox klaszter, legalul pedig
az eml6sok/ember 4 Hox klasztere, amelyet klasszikus Hox géneknek is neveziink: HOXA,
HOXB, HOXC ¢és HOXD csalad (Veraksa és mtsai 2000 nyoman).
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A Hox géneknek az adott sejtre jellemz6 egyedi kombinacioja az un. Hox kod,
amely lehetdvé teszi a sejt identitdsdnak megallapitasat, megléte ugyanis egy életen at
tartd poziciondlis informaciot hordoz az adott sejt eredeti elhelyezkedésérdl (Gruss és
Kessel 1991, Knittel és mtsai 1995). Példaul fibroblastokban kimutattak, hogy — a test
barmely pontjarol izolalva Oket — egyedi Hox gén mintazatuk alapjan anatdémiai
eredetiik pontosan beazonosithaté (Rinn és mtsai 2006). Ez azt bizonyitja, hogy a Hox

kod epigenetikailag rogzitett és tovabb orokithetd.
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2. Célkituzések

A jovO sejtterapias eljarasainak rendkiviil igéretes sejttipusai a szinte minden
szerviinkben eléforduldé mesenchymalis 6s-, vagy stroma sejtek (mesenchymal
stem/stromal cells, MSC-k), mivel jelentds szerepet jatszanak a szOvetek
megujuldsaban, és kiilonbdzé mechanizmusokon keresztiil szabalyozzak — altalaban

gatoljak — az immunrendszer miikodését is.

Jellemzbiket és miikodésiiket azonban eddig foleg a csontvel6bdl — elsé izolalasi
helylikr6l — szdrmazd stroma sejteken vizsgaltak. Keérdés, hogy a mas forrasbol
szarmaz6o MSC-k mennyiben kiilonbdznek csontveldi tarsaiktol, és mi lehet az esetleges

kiilonbségek jelentdsége a majdani sejtterapias beavatkozasok soran?

Ezért szerettiik volna elvégezni a modellallatként valasztott C57B1/6 egerek kiilonb6zo
szerveibdl — csontveld, zsirszovet, 1ép, thymus és aorta fal — izolalt MSC vonalak

Osszehasonlito vizsgalatat.

1. Elséként felndtt (2-3 honapos) és fiatal (14 napos) C57Bl/6 egerek kiilonbozd
szerveibdl 6 adherens stroma sejtvonalat allitottunk eld, és arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy ezek a sejtek felszini markereik €s in vitro differencialodasi képességiik
alapjan valéban MSC-knek tekinthetok-e? Ha igen, akkor teljesen azonos-e a
sejtfelszini antigén mintazatuk, illetve differencialédasi képességiik, vagy vannak-e

kisebb kiilonbségek a kiilonb6zo szervekbdl szarmazd MSC-k kozott?

2. A kovetkezd lépésben azt vizsgaltuk, hogy vannak-e eltérések a kiilonb6z6 MSC
vonalak génkifejez6dési mintazataban, kiilonds tekintettel a sejtek esetleges pozicionalis
ugyancsak homeotikus szelektor domént tartalmazd — transzkripcids faktorokat kddold
génekre? Ennek alapjdn rendelkeznek-e a kiilonb6zd eredeti MSC-k poziciondlis
memoriaval, azaz a sejttenyészetben is ,,emlékeznek-e” arra, milyen volt az anatoémiai

lokalizaciojuk in vivo?
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3. Lehet-e eredményeinkbél az MSC-k eredetére ¢és fejlodésére vonatkozo
kovetkeztetéseket is levonni? Kifejeznek-e a kiilonb6z6 szervekbdl izolalt MSC-k az
adott szervre jellemzd, illetve annak fejlédése soran nélkiilozhetetlen transzkripcios

faktorokat is?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A mesenchymalis ossejtek izoldlasa és tenyésztése

Az MSC-k izolalasat Peister és munkatarsai (Peister és mtsai 2004) altal
kidolgozott mddszerrel, néhdny aprobb, mar korabban leirt modositassal (Hegyi és
mtsai 2010), illetve a kiilonb6z6 szoveti forrasokra alkalmazva végeztiik. Az allatokat
gyors, kiméletes nyakcsigolya diszlokacioval aldoztuk fel (Budapest Fovarosi
Allategyészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomas altal megadott etikai engedély
tgyirat szama: 830/003/F6v/2006). Ezt kovetdéen felndtt (10-12 hetes) C57BI/6
egerekbdl kivettiilk a combcsontokat €s a zsirszovetet, valamint fiatal (2 hetes) C57Bl/6

allatok combcsontjait, 1€pét, thymusat és aortajat is eltavolitottuk.

A combcsontok vel6irét fecskend6 segitségével komplett tenyésztéfolyadékkal
(CM) atfujtuk, és az igy kimosott sejteket a CM-mal felszuszpendaltuk. Az itt hasznalt
CM osszetétele a kovetkez6: DMEM/F12 médium (Dulbecco altal modositott
Eagle/Ham-féle F12 tartalmi médium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10% foetalis
borju szérum (FCS), 5% 16 szérum (Invitrogen), 50 U/ml penicillin, 50 upg/ml
streptomycin (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamin (Invitrogen), kiegészitve heparinnal 5
U/ml végs6 koncentracidban. A veldiirbdl kimosott sejtek szuszpenzidjat egyenként 25
cm? letapadasi feliiletet nyujto tenyésztd edényekbe (BD Falcon, Bedford, MA, USA)
osztottuk 2-4x108 sejt/cm? siirliségben. Az edényeket ezutan 72 orara 37 °C-0S
hémérsékletli, nedves, 5 %-0s CO, atmoszférat biztositd termosztatba helyeztiik. A le
nem tapadt sejteket 72 ora elteltével egy Oblitéssel és a tapfolyadék cseréjével
eltavolitottuk. Az adherens sejteket 3-4 naponként friss tapfolyadékkal lattuk el,
mikozben azok osztodtak és bendtték a tenyésztéedény aljat. A kultarakrol 3-4 hét
mulva - amikor az adherens sejtréteg Osszefliggévé (konfluenssé) valt - eltavolitottuk a
tapfolyadékot, majd PBS-ben mostuk. Ezt kovetdéen 0,25 %-0s tripszin-EDTA oldattal
(Gibco) 5 percig, 37 “C-on inkubaltuk a tenyészeteket. A tripszines inkubacio hatasara a
sejtek levaltak az edény felszinérdl. Az emésztést FCS hozzdadasaval éllitottuk le.
Ezutdn szérummentes médiumban 10 percig tartd, 1200-as percenkénti fordulatszamon

végzett centrifugalds (mosas) kovetkezett, majd egy 75 cm?-es tenyésztd edénybe (BD
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Falcon) 1:5 higitasban szélesztettiik a sejteket. A késobbi atoltasok hasonloan torténtek.
A tenyészetekbOl a hematopoetikus sejtek (CD45+, CD34+ és /vagy granulocyta-
makrofag koloniaképzd sejtek) a 6., 7. atoltassal teljesen eltiintek. A sorozatos
osztodasok sordn a vérképzd sejtek eldifferencialodtak és eloregedtek. Az eloregedd
sejtek nem adherensek, igy azokat a tenyésztofolyadék rendszeres cseréjével

eltavolitottuk.

A 1ép, thymus és aorta fali sejteket mechanikai apritassal és passzirozassal
nyertiik ki. A tormelékek eltavolitasara egy 60 um lyukatmérdjii halon sziirtiik at a
sejtes szuszpenzidt, majd Hanks’ oldatban (6sszetétele: 0.137 M NaCl; 5.4 mM KClI;
0.25 mM Na2HPO4; 0.1g gliikk6z; 0.44 mM KH2PO4; 1.3 mM CaCl2; 1.0 mM MgSO4;
4.2 mM NaHCO3) torténé centrifugalassal kétszer megmostuk. A sejtek szuszpenzidjat
a csontvel6i sejtek szuszpenzidjaval azonos modon kezeltiik: szélesztettiik tenyésztd
edényekbe, majd a konfluens tenyészeteket tobbszor atoltottuk, azért, hogy az adherens

sejtek morfologiailag homogén kulturait nyerjiik.

A hasi és lagyéki zsirszoveteket a kimetszésiik utan foszfattal pufferalt
sooldatban (phosphate-buffered saline, PBS) alaposan megmostuk. Ez két-harom
alkalommal, egy 600-as fordulatszam mellett végzett, 8 percen at tartd centrifugalassal
tortént. Ezt kdvetden 0.1% kollagenaz (Sigma-Aldrich) tartalmu PBS-ben, plate razaté
automatara helyezve, 250 percenkénti rotacié mellett, 37°C-on emésztettiilk a szovetet
30 percen at. Az érett zsirsejteket és a kotdszoveti részeket az emésztés végeztével 1200
rpm mellett 10 percig torténd centrifugalas utan elontottiik, a visszamaradt pellet az un.
stromalis vascularis frakcio (SVF), mely - tobbek kozott - a mesenchymalis stroma
sejteket is tartalmazza. Ujraszuszpendilva az SVF-et még egy mosést végeztiink PBS-
ben. Az Gjabb szuszpendalast kovetden a tovabbiakban ugyantgy jartunk el a szélesztés
€s a tenyésztés soran, mint a tobbi stroma sejt kultara esetében.

Az igy nyert MSC tenyészetek gyakorlatilag végtelen ideig fenntarthatok
(immortalizalt sejtvonalak). Kisérleteinket 10-15 alkalommal atoltott, a hematopoetikus

szennyez0 elemektdl mentes, de még jol differencialodoé sejtekkel végeztiik.
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3.2. Polimeraz lancreakcion (PCR) alapulo vizsgdlatok

PCR Array moédszer géncsoportok atirodasanak egyidejii vizsgalatara

Minden egyes MSC sejtvonalat egymastol fliggetleniil harom kiilonb6z6
allatcsoportbol nyertiik ki azért, hogy harom valodi, bioldgiai parhuzamos mintan
végezhessiik el a gének vizsgalatait. A harom kiilonb6zd allatcsoportbdl, egymastol
fliggetleniil alapitott sejtvonalak, kiilonbdz6 anatomiai eredetli sejttipusaira, harom
kiilon PCR Array analizist végeztiink. A tizedik €s tizendtodik atoltas kozotti konfluens
kultirdk sejtjeit TRI REAGENT™ (Sigma-Aldrich) hozzdadasaval lizaltuk. Az RT?
gPCR-Grade RNA Isolation Kit (SA Biosciences, Frederick, USA) segitségével, a
gyartd utasitdsait kovetve a sejtek teljes RNS tartalmat izoldltuk. Az izolalt RNS
tisztasagdt a Nano Drop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
spektrofotométerrel ellendriztiik. Ezt kovetéen minden mintabol 1,5 pg-nyi teljes RNS
kivonatot RT? First Strand Kit (SA Biosciences) segitségével cDNS-be irtunk at. Az igy
nyert cDNS szolgalt aztan kiindulasul a SYBR® Green alapt, RT?> SYBR Green gPCR
Master Mixet (SA Biosciences) hasznald, valds ideji (real-time) PCR méréseinkhez. A
cDNS-ek amplifikaciojat Roche Light Cycler 480 késziilékkel végeztiik, ugy, hogy a 10
perces, 95°C-on végzett polimerdz aktivalast 40 olyan ciklus kovette, melyekben 15
masodpercig tartd, 95°C-os denaturdlas és 1 perces 60°C-os amplifikdcio valtotta
egymast. A gyartd utasitasait kovetve 84-84 gént vizsgaltunk meg a RT? Profiler PCR
Array-ken, a Mouse Mesenchymal Stem Cell PCR Array és a Mouse Homeobox Genes
PCR Array (SA Biosciences) (1. és 2. kiegészité tablazat) segitségével.

A PCR array 5 kiilonboz0 haztartasi gént tartalmazott, melyek koziil — a gyarto
ajanlasa szerint — kivalasztottuk azt az egyet, amelynek a Ct értéke a legkevésbé tért el a
mintak kozott a mérések soran. Igy esett a valasztasunk a Hprtl génre (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1). Az Osszes, array-vel végzett mérés soran erre a génre

normalizaltunk.
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Kvantitativ valés idejii PCR (qRT-PCR) egyes gének atirodasanak vizsgalatara

A PCR Array mérések soran kapott kiiszobciklus értékek egy részét kvantitativ
valos ideji PCR moddszerével, egyedi primerek segitségével is megmértiik.
Kiindulasként az MSC-k teljes RNS tartalmat PBS-sel torténd mosast kovetden, TRI
REAGENT™ (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval nyertiik ki, a gyarto utasitasait kovetve.
Minden mintabdl egységesen 0,5 pg RNS-t irtunk cDNS-be a High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems; Foster City, CA) felhasznalasaval és a
hozza mellékelt utasitasok szerint. A gRT-PCR méréseket az Eppendorf Mastercycler
ep realplex4 berendezésen végeztiik, tgy, hogy a 10 perces, 95°C-on végzett
enzimaktivalast 40 olyan ciklus kdvette, melyekben 20 masodpercig tartd, 95°C-0s
denaturalas ¢és 65 masodpercig tarté 60°C-os amplifikacié valtotta egymast. Az MSC-k
Nanog, Pou5fl, Zfp42, Brachyury, Klf4, Acta2, Gata4, Gata6 és Nkx2.5 génjeirdl
szarmaz6 transzkriptumok mennyiségét ebben az esetben a partner laboratoériumban
(G6dollén)  hasznalatos Gapdh haztartasi génre normalizaltuk (TagMan Gene
Expression Assays, Applied Biosystems). Az egyes génekre specifikus primerek

katalogusszamai a 3. kiegészité tabldzatban talalhatoak.

3.3. Az adatok elemzése

A kilonbozé  szovetekbdl szdrmazé MSC-ket egymassal kivantuk
Osszehasonlitani, ezért valasztanunk kellett egy kontroll sejttipust koziilik. Mivel az
MSC-ket el0szor a csontveldben irtak le és ezekrdl a sejtekrdl van a legtobb informacio
a szakirodalomban, igy a valasztasunk a fiatal egerek csontvelejébdl izolalt MSC-kre
esett. A masik 5 kisérleti sejtvonal génkifejezodési adatainak elemzése soran az mRNS
mennyiségének viszonyszamat (fold change = hanyszoros a valtozas) a AACt modszert
haszndlva kalkuldltuk ki. FElemzéseink sordn az SA Biosciences weboldal

(http://sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php) kinalta mintaelemzés példajara

tamaszkodtunk. A relativ . mRNS szintek atlagértékeit a harom fliggetlen kisérlet
eredményeibdl szdmoltuk ki. A statisztikai elemzést az SPSS 13.0 programmal
végeztik ¢és a Kruskal-Wallis tesztet hasznaltuk. Az eredményt akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha a P értéke kisebb volt, mint 0,05.
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3.4. A PCR eredmények validalasa a fehérje kifejezodés szintjén

Aramlasi citometria

A génkifejez6dést fehérje szinten is igazolni kivantuk. A 3.1 alatt
részletezett tripszines modszerrel felszedett MSC-ket 5x10° sejtet tartalmazod
mintakra osztottuk. Ezt kovetden a sejteket fikoeritrinnel (PE) konjugalt, egér
CD31, CD34, CD44, CD73, CD90.2 elleni, vagy biotinnal konjugalt, egér
CD45R/B220 elleni monoklonalis antitesttel (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA),
30 percen at 4°C-on jeloltik. Az utdbbi esetben masodik reagensként PE-el jelolt
streptavidint (Sigma-Aldrich) alkalmaztunk. A megfestett sejteket PBS-ben
mostuk, majd analizaltuk FACScan flow citométerben a CellQuest software

segitségével (Becton-Dickinson, Mountain View, CA).

Immunfluoreszcencia

A sejteket 4%-0s, PBS-ben oldott paraformaldehiddel fixaltuk és 0,5%-0s, PBS-
ben oldott Triton X-100-al permeabilizaltuk, majd 1%-0s, PBS-ben oldott BSA-ban
blokkoltuk. A sejtkultarakat 50-szer higitott, kecskében termeltetett anti-Mkx, anti-
Pitx1, anti-Tbx5, anti-En2 és nytlban termeltetett anti-Hox11/TIx1 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) ellenanyagokban inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. A
kotédott ellenanyagokat NLS557 fluorokrommal jeldlt, szamarban termeltetett, kecske
elleni 1gG-vel (R&D Systems, Minneapolis, USA), ill. kecskében termeltetett, nyul
elleni 1gG-vel (Invitrogen) mutattuk ki, 1 6ras inkubacioval, 1/200-as higitasban. A
negativ kontrollokat az elsé ellenanyag elhagydsdval mértiik (eredményét nem
mutatjuk). A fotokat Olympus IX51 fluoreszcens mikroszkophoz kapcsolt (Olympus,
Tokyo, Japan) SPOT RT3 fényképezdgéppel (Burroughs, MI, USA) és a SPOT 4.6

software-rel készitettiik.
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Western blot

Az MSC-ket a szokasos modon feltripszineztiik, majd jéghideg PBS-ben
mostuk. A mosast jelentd centrifugalast kovetden a sejteket tartalmazd csapadékot a
kovetkezd  Osszetételi, nem ionos detergenst tartalmazé lizis pufferben
reszuszpendaltuk: 25 mM HEPES, 1% Triton X-100, 5 mM KCI, 0,5 mM MgCI2, 1mM
DTT (dithiothreitol), 1 mM PMSF (phenylmethanesulfonylfluorid). A lizis puffert
2x107 sejt/ml mennyiségben alkalmaztuk. Ezt kdvetden szeparaltuk a citoplazmatikus
fehérjéket és az intakt sejtmagokat egy 13 000 g-n, 15 percen at folytatott
centrifugalassal. Az igy nyert, Gn. nuklearis pelletet redukaldé loading pufferben
oldottuk, majd néhany percen at forraltuk. A 8x10° sejtb6l nyert magi fehérjéket
megfuttattuk a 7.5-12%-0s SDS-PAGE gélen (GE Healthcare, Little Chalfont, Egyesiilt
Kiralysag), majd nitrocellul6z membranra vittiik at. A nitrcellul6z membranra kotott
fehérjéket azonnal blokkoltuk TBS-Tween 20-ban oldott zsirmentes tejporral. Ezutan a
membrant kecskében termeltetett, anti-Tbx5-1gG-vel (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, USA) inkubaltuk, majd masodik ellenagyagként torma proxidazzal
jelolt, szamar, anti-kecske 1gG ellenanyagot (Santa Cruz Biotechnology) alkalmaztunk.
A specifikus kotddést erdsitett kemilumineszcens eljarassal detektaltuk (Amersham
ECL Plus, GE Healthcare) a gyartd utasitasait kovetve. Az egyenletes felvitel
probajaként a membrant Re-Blot Plus Solution-nel kezeltiik (Millipore), melyet torma-
peroxidazzal konjugalt, az ubikvitinalt magfehérjékre (PCNA) specifikus ellenanyaggal
tettiink lathatova (Santa Cruz Biotechnology).

Citokin fehérjék kimutatasa feliiliiszobol

A hat kiilonb6z6 szoveti eredetli, konfluens MSC kultira feliilaszojaban a
kovetkezo citokinek jelenlétét vizsgaltuk meg a Mouse Inflammatory Cytokines Multi-
Analyte ELISArray Kit (SABiosciences) segitségével: 11-1a, Il-1b, 1I-2, 11-4, 11-6, 11-10,
[1-12, 1I-17A, Ifn-y, Tnf-0, G-Csf és GM-Csf. A reakcié ledllitasa utan - a gyarto
utasitasait kovetve - a fényelnyeléseket 450 és 570 nm-en olvastuk le. A citokinek
jelenléte okozta fényelnyelésbeli kiilonbségeket a negativ kontroll abszorbancidjahoz

viszonyitva hataroztuk meg.
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3.5. A mesenchymalis Ossejtek plaszticitasanak vizsgdlata

Csont iranyu differencialtatas

Az osteoblast iranyu differencidlodast Pittenger moddszere (Pittenger é€s
mtsai 1999) alapjan végeztilk. A konfluens MSC tenyészeteket olyan komplett
médiumban tartottuk két héten at, amelyet hidrokortizonnal, B-glicerofoszfattal,
¢s aszkorbinsavval (valamennyi a Sigma-Aldrichtol) egészitettiink ki. Az un.
oszteogén médium pontos Osszetétele a kovetkezé: DMEM, 10% FCS, 10mM f-
glicerofoszfat, 50 pg/ml aszkorbinsav, 10-® M hidrokortizon, 2mM L-glutamin,
100 IU penicillin és 50ug/ml sztreptomicin. A pH (7,2) beallitasahoz NaHCO3-t
hasznaltunk. A differencidltatds sordn a médiumot 3-4 naponta cseréltik a
tenyészeteken. Két hét elteltével az extracellularisan lerakddott kalcium
kristdlyokat Alizarin vords festékkel (Sigma-Aldrich) tettiik lathatéva és inverz
mikroszkop alatt vizsgaltuk (Olympus CK2, Olympus Optical Co., Tokio, Japan)
és digitalis kameraval rogzitettiik (Nikon Coolpix 4500, Tokio, Japan).

Zsirsejt iranyu differencialtatas

Az adipocyta iranyu differencialédas kivaltasara Pittenger szerint (Pittenger
és mtsai 1999) jartunk el. A konfluens MSC kultardkat olyan CM-ban
tenyésztettilk két héten at, amelyet dexametazonnal és 3-izobutil-1-
metilxantinnal (IBMX) (Sigma-Aldrich) egészitettiink ki. Ennek az Gin. adipogén
médiumnak a pontos receptje: DMEM/F12, 10% FCS, 107 M dexamethazone,
0,5 mM IBMX, 100 IU penicillin és 50 pg/ml streptomicin. A pH (7,2)
beallitdsdhoz NaHCOg3-t hasznédltunk. A médiumot a differencialtatds sordn 3-4
naponta cseréltiilk a tenyészeten. Ezt kovetden a sejteket 10%-0s formalinban
fixaltuk és olajvoros (Oil Red O, Sigma-Aldrich) festékkel festettiik, majd inverz
mikroszkdpban vizsgaltuk (Olympus CK2).
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3.6. Az aorta fali MSC-k vérképzés-tamogato képességének vizsgdalata

Dexter tipusu kokultura

Az aortafal eredeti adherens sejteket egy — z6ld fluoreszcens fehérjét kodolo -
harmadik generacios lentivirus vektorral (RRL-PPT.SF91) fert6ztiik meg (melyhez Dr.
M. Grez, Frankfurt, Németorszag szives felajanlasa révén jutottunk). A fertdzott
sejtpopuldcio mintegy 80-90%-a fejezte ki a citoplazmaban a GFP-t. A GFP+ aorta
eredetll sejteket 5-10-szeres tObbségben 1évo, frissen kinyert csontveldi sejtek
jelenlétében, Dexter és Testa (Dexter és Testa 1976) altal elozdleg leirt koriilmények
kozott - un. Dexter kultirdban - tenyésztettik. Két hét elteltével a tenyészetek
sejtjeiben a GFP ¢s egyes leukocyta marker gének (CD45R, CD11b, Grl) egyiittes
kifejezodését FACS méréssel vizsgaltuk.

Osteoclast iranyba torténd differencialtatas

Az aortafal eredeti MSC-k tapfolyadékat hat napon at 10 M 1.25 (OH), D3
vitaminnal (Supelco, Bellefonte, PA) kezeltiik, elérve igy a JA0-MSC-k osteoclast
iranyu differencialodasat. A tartarat rezisztens savas foszfataz enzim tartalma (TRAP
pozitiv) osteoclastokat az Acid Phosphatase Leuokocyte Kit (No. 386) (Sigma-Aldrich)
segitségével mutattuk ki, a gyartd utasitasait kovetve. Pozitiv kontrollként frissen

kinyert csontveldi sejteket hasznaltunk.

A vérképzo rendszer in vivo betelepiilésének vizsgalata

Az aorta eredetii sejtek in vivo repopulacidos képességét transzplantacios
kisérlettel vizsgaltuk meg. Recipiensként felnétt C57Bl/6 egereket haszndltunk. A
myeloablativ besugéarzas egy dozisban, '3'Cs-forrasbol szarmazd, 80 cGy/perc
intenzitdst y-sugarzassal tortént az Orszagos Sugarbioldgiai és Sugdregészségiigyi
Intézetben. A besugarzast kovetéen az Aallatokat 2x10° aorta eredetii sejttel
transzplantaltuk. Pozitiv kontrollként 10°® frissen preparalt csontveldi sejtet, negativ

kontrollként 50ul sejtmentes PBS-t adtunk intravéndsan.
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4. Eredmények

4.1. Mesenchymalis stroma sejtek izolalasa egér Kiilonb6z6 szoveteibol, szerveibol

Els6 1épésként 10-12 hetes felnétt C57B1/6 egerek csontvelejébdl (Csv-MSC) és
zsirszovetébol (Zs-MSC), valamint 14 napos C57Bl/6 egerek csontvelejébdl (JCsv-
MSC), thymusabol (JThy-MSC), 1épébdl (JLp-MSC) és aorta falabol (JA0-MSC)
adherens stroma sejteket nyertiink ki, és bel6liik sejtkulturakat hoztunk létre. Mivel a
tenyészetek a 6-7. atoltasig az adherens sejteken kiviil tartalmaznak még vérképzo Os-
¢s progenitor sejteket, valamint a beldliik képzddott érett vérsejteket, ezért csak a 10.
passzalas utan kezdtiink el dolgozni veliik és a 15. atoltasig hasznaltuk Oket. Az egér
MCS kultarakra az jellemzd, hogy a sejtek altalaban nem keriilnek a replikativ

szeneszcencia allapotaba, vagyis gyakorlatilag korlatlan ideig tenyészthetdk in vitro.

4.2. Sejtfelszini markerek vizsgalata

A 10. atoltast kovetden megvizsgaltuk az MSC-k azonositasara szolgald felszini
molekula mintdzatot. Az dramlasi citometrids mérések szerint az altalunk izolalt MSC
populaciok pozitivak Sca-1-re és CD44-re, kivéve az JAo-MSC-t, ami Sca-1-bdl, és a
JThy-MSC-t, ami CD44-bdl joval kevesebbet fejez ki. A CD73 a JCsv- és JA0-MSC-
ken, mig a CDI05 a JCsv-, JLp- és JAo-MSC-ken taldlhaté meg a legnagyobb
mennyiségben. A CD90.2 jelenléte pedig a Zs-MSC-kben volt igen szembetiind, mig a
tobbi szervbol szarmaz6 MSC-ben alig fejezédik ki (7. dbra). Hozza kell tenni, hogy
CD90.2 pozitivitds egér sejtekben inkabb a korai atoltasok alatt jellemzd, illetve
hosszabb tenyésztés soran csak tilsagosan nagy sejtsiiris€g esetén. Hasonld tendencia
figyelhetd meg a CD73 expresszidjaban is a kultirak hosszi tavu fenntartdsa soran.
Ezzel szemben az Sca-1 molekula kifejezodése egy ettdl eltérd valtozast mutat, ugyanis
expresszidja - az atoltasok szamanak novekedésével - fokozatosan emelkedik (az

adatokat nem mutatjuk).
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7. abra: Egér kiillonbozo szerveibol izolialt adherens stroma sejtek
immunfenotipusa.

A csontvelé (Csv-), thymus (Thy-), 1ép (Lp-) és aortafal (Ao-) eredetii sejtekbdl
létrehozott sejtkultirakon az MSC-kre jellemzd felszini molekulakat vizsgaltuk
aramlasi citometriaval a 10-12. atoltas utan. Az aramlasi citometrias hisztogramokat
egyedi antitest jeloléssel kaptuk (szines vonalak), amelynek jelét a megfeleld

izotipus kontrollhoz (sziirkére festett teriiletek) viszonyitottuk.

A fehérjekifejezddés mellett a gének szintjén is informécidt akartunk kapni az MSC
,markerek” jelenlétérél vagy hianyarol az egyes MSC populaciokban. Az 1. tabldzatban
jol lathato, hogy a PCR Array-vel kapott eredmények igen jol tiikrozték az aramlasi

citometrias mérések adatait. Vagyis az Osszes forrasbol szarmazo stroma sejt egyarant
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nagy mennyiségben fejez ki Cd44 mRNS-t. Tovabba a Cd73 génje kiemelked6en magas
(150-szeres) expressziot mutat a JAo-MSC-kben, illetve a Cd90.2 gén kb. 5700-szoros

mennyiségben van jelen a Zs-MSC-kben a JCsv-MSC-kel 6sszehasonlitva.

Relativ mRNS expresszié
Ct érték
Csv- Zs- JAo- JLp- JThy-
(JCsv-MSC)

MSC MSC MSC MSC MSC

Cd44 24,95 5,03 3,86 2,51 4,35 2,79
Cd73 29,08 1,09 1,35 150,12 0,38 0,67
Cd90.2 34,69 2,04 5752,61 1,82 1,53 18,38

1. tablazat: Sejtfelszini molekulak génjeinek kifejezodése a kiillonb6z6
szervekbdl izolalt MSC-kben (Mouse Mesenchymal Stem Cells PCR Array-vel
kapott eredmények). A 6-féle MSC kultirabol a fiatal allatokbol szarmazo
csontveldi MSC-ket (JCsv-MSC) valasztottuk referencianak. A JCsv-MSC-ben az
egyes gének (Cd44, Cd73, Cd90.2) esetében mért kiiszobeiklus (Ct) értékeket a
tablazatban sarga cellakban tiintettiik fel. A relativ mRNS kifejezodés a masik 5
MSC populécioban a JCsv-MSC-kben mért Ct értékekhez képest van tehat

meghatarozva.

Tovabba, olyan

hematopoetikus markereket, mint a CD34, CD3e, CD45R/B220, CD11b, Ly-6G ¢és a

egyik altalunk vizsgalt MSC populacié sem fejez ki
TER-119 fehérjék, illetve az endothel sejtfejlédési sorra jellemzé CD31 molekulat sem
(aramlasi citometrias mérések alapjan, 8. dbra ill. a tobbi eredményt nem mutatjuk).
Ugyanakkor, a stroma sejt tenyészetek egyike sem hozott létre granulocyta-makrofag,
erytroid- vagy kevert vérképzé sejt kolonidkat lagy gélben (az adatokat nem mutatjuk),

vagyis azt mondhatjuk, hogy mentesek mindenféle vérképzo és endothel elemtdl.

42



<«— Relativ sejtszam

Csv-MSC

Zs-MSC

JCsv-MSC

JThy-MSC

DOI:10.14753/SE.2014.1938

s 3
3 8 8
H 8 8
CD34 } CD45R i Ly-6G }
‘s (B220) °*¢ b
e ] 2
P D (e Aniri Ran A I Jaad N I 2o
g g g
8 8 H
cos CD11b ' TER119 ¢’
g o8 g
8 & /\\ 2
T T T ety E R I e - Joa- oo g i
1Height FL2Haight
= Fluoreszcencia intenzitas w
CD34 CD31
4 { i 8. abra: A Kkiilonboz6é szervekbol
HE ‘ . . . .
/“\ szarmazo MSC-k nem fejeznek ki a
/ \ vérképzo és endothel sejtekre jellemzo
R A £ marker molekulikat (dramlasi
gl | : citometrias eredmények).
s / \ (A) Csontvel6i MSC-ken a 6 f6 vérképzo
f . . fqs
! 9 sejt marker egyike sem mutathato ki.
e (B) A korai vérképz6 sejtekre jellemzd
c : CD34  fehérje ¢és az  endothel
Eud £® R
a8 & progenitorok markere, a CD31 molekula
[ \ " : il e .
g N egyik forrasbol szarmazo MSC-n sem
R (R M g ‘Lw{‘
n%[g ; - . taldlhaté meg.
8 24 . . .
é; (*\ . A hisztogramokon az egyedi antitest
= F k o jeloléseket szines vonalakkal abrazoltuk,
CEl \\ %
Y e . és azokat a megfeleld izotipus
& kontrollhoz (sziirkére festett teriiletek)
& [\ﬁ o hasonlitottuk.
324
3 / { “ Roviditések: Csv — feln6tt csontveld; Zs-
&y} 8]
o K et et o M MSC - feln6tt zsirszovet, JCsv —
: juvenilis csontvel6; JThy — juvenilis
2 8
§ ‘g"\ ES thymus; JAo — juvenilis aorta; JLp —
‘ juvenilis 1ép;, MSC — mesenchymalis
& ? \
vow e e e e e e e Osset.

<+— Fluoreszcencia intenzitas —

43



DOI:10.14753/SE.2014.1938

4.3. A sejtek plaszticitasanak vizsgalata

Azt, hogy a stroma kultaraink valoban multipotens sejtekbdl allnak-e ugy
vizsgaltuk meg, hogy specialis tenyésztési koriilmények kozott tartva mesodermalis
sejttipusok iranyaba differencialtattuk el Oket. Zsir iranyt differencialodast eldsegitd
tenyésztokozegben tartva az MSC-ket, azok bizonyos id0 elteltével intracellularisan
lipidcseppeket halmoznak fel (9. dbra), mig a csont irany differencialédas soran a
sejtek a kozottiik 1évo térben kalciumban gazdag mineralizalt matrixot hoznak létre (9.
dabra). Ezzel egyértelmlien bizonyithatd, hogy MSC tenyészeteink multipotens
tulajdonsagu sejtekbdl allnak. A kiilonbozo szovetekbol szarmazdo MSC-k esetén
azonban eltéréseket tapasztaltunk ezen differencidlodasi képességben. A csontveldi,
thymus és 1ép eredetli sejtek konnyedén, mig az aorta fali MSC-k nehezen hoznak létre
adipocytakat. Tovabba, a thymus sejtek joval kisebb mennyiségli a4svanyos matrixot
hoznak létre a csontveldi, 1ép és aorta fali sejtekhez képest. Ugyanakkor, nagy
sejtstirliség esetén spontan is bekovetkezik zsirsejt iranya differenciacio a csontveldi és

1ép eredetii MSC tenyészetekben (ennek eredményét nem mutatjuk).
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9. abra: A Kkiillonb6zo szovetekbol szarmazo MSC-k eltéro differencialodasi

képességgel rendelkeznek. Kontrollként 10-12. atoltasbol szarmazo, fixalt és

------

.....

soran keletkez6 lipidcseppeket olajvords festékkel tettiik lathatova, mig az osteogén
iranya differenciaciot a lerakodott kalcium kristalyok kimutatasaval bizonyitottuk
(alizarin voros festés). Nagyitasok: az eredeti 10-szerese (kontroll, osteoblastok) és

az eredeti 40-szerese (adipocytak).

Az osteogén, valamint az adipogén differencidlodasaban szerepet jatszé gének

koziil a Runx2, Pparg és osteokalcin (Bglapl) jelenlétét vizsgaltuk meg PCR modszer
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segitségével. Azt talaltuk, hogy az els6 két gén valamennyi MSC tipusban hasonld
mértékben fejezédik Ki (/0. dbra), viszont az osteokalcin (Bglapl) transzkriptumai a
JCsv-MSC-kben joval meghaladtak a tobbi MSC-ben mért mennyiséget (P=0,011). Meg
kell jegyezni, hogy a vizsgalt MSC sejtvonalak egyes génekre vizsgalt mRNS értékei a
10. és a 15. atoltas kozott nem valtoztak sem az atoltdsok szamaval, sem attol fiiggden,

hogy melyik atoltas utani fagyasztasbol vettiik fel 6ket (adatokat nem mutatjuk).
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10. abra: Csont és zsir iranyu differencialédasaban szerepet jatszé gének
kifejez6dése az MSC-kben. Nativ stroma sejt kultirakban az osteoblast iranyt
differencialodas alatt aktiv Runx2 és Bglapl gének, valamint a zsirsejt iranya
atalakulasban nélkiilozhetetlen Pparg gén kifejezdése hasonlé mintdzatot mutat a
6-féle MSC kultaraban (kvantitativ PCR Array mérések eredményei). A 6-féle MSC
kultarabdl a JCsv-MSC-t valasztottuk referencianak, és a benniik mért kiiszobciklus
értékekhez (Ct) hasonlitottuk a masik 5 MSC minta Ct értékeit. A felsé diagramon
lathatok a JCsv-MSC-kben az egyes gének esetében mért Ct értékek. Az also
diagram pedig a JCsv-MSC-khez képesti génkifejez6dés valtozasokat (,,up- vagy
downregulaciokat™), vagyis a relativ mRNS kifejezdést szemlélteti a tobbi MSC
kultaraban (logaritmikus skala). Az adatok 3 fiiggetlen kisérlet eredményeibdl

szarmaznak.
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Barmilyen, MSC-kel torténé munkéanak alapvetd feltétele a sejtek valodi MSC
voltanak a bizonyitasa. Az attekinthet6ség kedvéért egy tablazatban (2. tabldazat)
foglaltuk 0ssze a kisérleteinkben felhasznalt és 6-féle kiillonb6zd szovetbdl izolalt MSC

minta karakterizalasat (sejtfelszini markereit és differencialodasi képességét).

MSC eredete

Csontveld6 Thymus Lép Aorta fal Zsir

Sejtfelszini markerek

Sca-1 +++ +++ +++ + ++
CD44 ++ + ++ ++ +++
CD73 + - - +++ +
CD90.2 - - - - +++
CD105 ++ - + + +
CD34 - - - - -

,Lineage” markerek - - - - -
(CD3e, CD45R, CD11b,
Ly-6G, TER-119)

Pericyta/myofibroblast
marker a-SMA 40-60%  40-60% 40-60% ~100%  40-60%
Differenciacio
Adipogén iranyu +++ +++ +++ + +
Oszteogén iranyu +++ + +++ +4++ +++

2. tablazat: A kiillonbozo szervekbol izolalt MSC-k karakterizalasa.
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4.4. A Kkiilonbozo szoveti eredetii MSC-k génkifejezodési mintazatainak

osszehasonlitasa citokinekre, novekedési faktorokra, csont morfogenikus

fehérjékre és sejtadhézios molekulikra nézve

A kiilonb6z6 MSC sejtpopulaciok mRNS értékeit a Mouse Mesenchymal Stem
Cell PCR Array (/1. dbra) segitségével hataroztuk meg. Az igy kapott nyers adatokat
(Ct értékeket) eldszor egy haztartdsi génre (Hprtl) normalizaltuk, majd a 14 napos
allatok csontveldjébol izolalt MSC-k (JCsv-MSC) értékeihez hasonlitottuk, igy kaptuk
az abrakon szerepld relativ mRNS értékeket. Az eredeti Ct értekek az 1. kiegészito

tablazatban talalhatoak.

JLp-MSC
Csv-MSC
JCsv-MSC

Génkifejez6dés mértéke

minimum atlag maximum

11. abra: A Mouse Mesenchymal Stem Cells PCR Array-vel végzett mérések
eredményébdl 1étrehozott hétérkép 84 gén relativ kifejezodését abrazolja. Minden
egyes oszlop egy adott gén relativ expresszios szintjét jeldli a kiillonbdzo szdvetekbol
szarmaz6o MSC mintdkban. A piros szin a normalizalashoz hasznalt haztartasi génhez —
jelen esetben a Hprtl-hez - viszonyitott nagyobb mennyiségii mRNS szintet jeloli, mig a
z6ld szin az ehhez képesti csokkent kifejezédést mutatja. A vizszintes sorokban az
eltérd szoveti forrdsbol szarmazd MSC-k taldlhatok, és benniik a 84 vizsgalt gén

kifejez6dési mintazata olvashato le.

A 12. abran mutatjuk be a citokinek kifejez6désére vonatkozo eredményeket. Az I1-6-
nak és a GM-CSF-nek (Csf2) megfelel6 transzkriptumok valamennyi MSC mintaban
jelentds mennyiségben megtaldlhatoak. Maga az IL-6 ¢s a GM-CSF fehérje kimutathato
volt a sejtek feliiluszojaban is a Mouse Inflammatory Cytokines Multi-Analyte
ELISArray Kit segitségével (adatokat nem mutatjuk). A Csf3 (P=0.034) és az 1110
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(P=0.026) gének viszonylag magas expressziot mutattak valamennyi MSC sejtvonalban,
ha a JCsv-MSC-ket vessziik viszonyitasi alapnak. A felndtt csontveld eredetii MSC-k
kitintek a tobbi koziil, ami a citokineket kodold6 mRNS-ek kifejezddését illeti, hiszen a
Csf3, 1lI-1b (P=0.007), Ifng (P=0.013) ¢s a Tnf-a (P=0.007) mRNS-ek ezekben voltak a
legdominansabbak. Mindazonaltal a fenti gének fehérjetermékeit nem mutattuk ki a

feln6tt egerek csontvelejébol izolalt MSC-k (Csv-MSC) feliiluszojaban.

W Csf2
~x O 40 i Cfs3
QW
X 35 [lfng
\q’ E
£ T 30 mI10
=3 2 b
(G2 W6
=~ 20 @ Tnf
Gének
uo *
2 1000,00
0
n
S 100,00
3
o
) i
Z 10,00
E
> 1,00 A
)
S
O
2 010
s

12. abra: A kiilonb6z6 szervekbol izolalhaté MSC-k citokin gén expresszids
mintazata. A kvantitativ PCR eredmények szerint az 116 és Csf2 mRNS-ei igen
nagy mennyiségben vannak jelen mindegyik stroma sejt kultiraban. Ugyanakkor a
Csf3, Ifng, 1110 és Tnf gének a JCsv-MSC-kben alig mutathatok ki (fels6 diagram),
és ugyanez elmondhat6 a tovabbi 5 MSC mintara is (lasd az als6 diagramon: relativ

mRNS expressziok).
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Az elemzésbe bevont novekedési faktorok kifejezodése meglehetdsen sejttipus-
figgének bizonyult (13. dbra). A legfeltiinébb eltérést az insulin II (Ins2) esetében
talaltuk, mivel ez a gén csak a JAo-MSC-kben (P=0.009) volt kimutathaté jelentdsebb
mennyiségben. A fiatal egerekbdl szarmazo csontveldi MSC-k (JCsv-MSC) esetén azt
mértiik, hogy kifejezik a hepatocita novekedési faktor (Hgf), az ér endotelialis
novekedési faktor A (Vegfa), az agyi neurotrofikus faktor (Bdnf), és a fibroblast
novekedési faktor 10 (Fgf10) mMRNS-ét. Ezzel szemben a zsirszévet eredetti MSC-kben
nem sikeriilt detektalnunk Hgf-et és Igfl-et. Az aorta- és a 1ép-eredetii MSC-k pedig
joval kevesebb Igfl-et (JA0-MSC-re, P=0.017) és Vegfa-t (JA0-MSC-re és JLp-MSC-re
P=0.013) kédol6o mRNS-t fejeztek ki, mint a JCsv-MSC-k.
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13. abra: Az MSC kulturak novekedési faktor gén Kifejezése. A vizsgalt 8-féle
novekedési faktor gén kifejez6désének mértéke altalanossagban hasonlonak
mondhato (1gfl, Vegfa, Bdnf, Fgf2, és Egf), bar egyes sejttipusokban némi eltérések

voltak mérheték.
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A csont morfogenetikus fehérje (BMP) csaldd tagjainak kifejezddésének
tekintetében a kiilonb6z6 MSC csoportok kozott eltéréseket tapasztaltunk. A BMP-4 és
a transzformald novekedési faktor béta 1 és 3 (Tgfbl, Tgfb3) kodold gének hasonld
mértékben voltak kimutathatok a kiilonb6z6 MSC vonalakban. Ugyanakkor a
novekedési differenciacios faktor 15 (Gdfl5) atirddasa a JCsv-MSC-kben mérthez
képest lényegesen alatta maradt az aorta eredetli sejtekben (P=0.017), és kisebb
mértékben, de hasonldéan csokkent kifejezodést mutatott a zsirszovet eredetii sejtekben.
Masfeldl a JAo-MSC-k és az Zs-MSC-k nagyobb mennyiségben fejeztek ki at Gdf6-ot
(BMP-13) (P=0.036) és Bmp6-ot (P=0.033), mint a tobbi MSC sejtvonal (/4. dbra).
Megjegyzendd itt, hogy a BMP-13 kifejezddése erdsen gatolja a csont irdnyu
differencialodast, foleg a matrix mineralizacidjat (Shen és mtsai 2009), tgyhogy
egyaltalan nem meglepd, hogy az aortafalbol és a zsirszovetbdl szarmazéd sejtek

esetében magas MRNS kopiaszamot talaltunk.

s W Bmp2| |0 Gdf5
35 | M Bmp4/| | W Gdf6
30 ‘ [1Bmpé6 || Gdf7
25 M Bmp7 || H Tgfb1
20 @ Gdf15||[@ Tgfb3

Gének

Ct értékek
(JCsv-MSC)

10000,00
1000,00 -
100,00

Relativ mMRNS expresszié
IS
o
o

o1



DOI:10.14753/SE.2014.1938

14. 4dbra: A BMP csaldd génjeinek Kkifejez6désében nagy mennyiségi
kiillonbségek talilhatok a 6-féle forrasbol szarmazé MSC mintaban. Mig a
Bmp4, Tgfbl és Tgfb3 mRNS-ek az §sszes mintaban nagy kopiaszamban van jelen,
mig a Bmp-6 és Bmp-13 mRNS a JCsv-MSC-khez képest megemelkedett a JAo-
MSC-kben és a Zs-MSC-kben.

Kiilonboz6 sejtadhézidos molekuldk és integrinek atirddasdnak mértékét is
bevontuk vizsgalatainkba. Ezek koziil a Cd44, a B-catenin (Ctnnbl), az I tipusa
kollagen a-lanca (Collal) és az endoglin (CD105) (Eng) a kiilonb6z6 eredetit MSC
vonalakban hasonld6 mértékben irodott at (/5. dbra). Az intracellularis adhézids
molekula 1-et (CD54) (Icaml) kodol6 mRNS-t nem tudtuk kimutatni a JCsv-MSC-kben
¢s a JThy-MSC-kben, ugyanakkor a tobbi sejtvonalban a kovetkezd csokkend
sorrendben megtalaltuk: Zs-MSCs > JA0-MSCs > Csv-MSCs > JLp-MSCs (/5. dbra).
Az aktivalt leukocita sejtadhéziés molekula (CD166) (Alcam) mRNS-e valamennyi
MSC populacidban jelen volt, de ezekben jelentds kopiaszam eltérést mutatott. A
legtobb ilyen mRNS-t a Csv-MSC-kben, a JAo-MSC-kben, a Zs-MSC-kben ¢és a JLp-
MSC-kben talaltuk (P=0.010) (/5. dbra). A melanoma sejt adhézids molekula (CD146)
(Mcam) és a vaszkularis sejt adhézios molekula 1 (CD106) (Vcaml) mRNS-e csaknem
valamennyi sejttipusban hasonlé mennyiségben fordult eld. Ez alodl kivételt jelentett a
magasabb Mcam kifejez6dés a Zs-MSC-kben ¢és a JLp-MSCKk-ben (P=0.043), illetve az
alacsonyabb Vcaml szint a JLp-MSCKk-ben.

52



DOI:10.14753/SE.2014.1938

dAlcam
_ B Cd44
s 3 @Col1al
S = [JCtnnb1
S % MEng
5 g @lcam1
W Mcam
@ Vcam1
'0 10000,00 -
0
g 1000,00 4
£ 100,00 A
)
(7] J
E 10,00
= 1,00 -
=
E 0,10
A 0,01

15. abra: A sejtek kozotti kapcsolatok kialakitasaban részt vevé fehérjék
génjeinek kifejezodése az MSC-kben. A Cd44, Colllal, Ctnnbl, Vcaml, Eng és
Mcam adhézidos molekuldkat kodold6 mRNS-ek igen nagy mennyiségben
detektalhatok az Osszes vizsgalt stroma sejten. Mas sejtadhézios molekulak, mint
az Alcam és az Icaml viszonylag alacsony szinten fejezOdnek ki a fiatal allatok
csontvel6i MSC-iben, viszont jelentés emelkedés volt kimutathat6 a zsir, az aorta

¢és részben a 1ép eredeti sejtekben.

Az integrin sejtadhéziés molekulacsalad tagjai - amelyek a sejtek és az
extracellularis matrix kozotti interakciokért felelnek - a /6. abrdn lathatdé modon -
valtozd atirodast mutattak az egyes MSC populaciokban. Az integrin ax (CD11c)
(ltgax) és az integrin av (CD51) (ltgav) mRNS szintek hasonlénak mutatkoztak
valamennyi stroma sejtvonalban. Az integrin 1 (CD29) (Itgbl) kifejez6dése hasonlo
mértékt a JAo-MSC-kben, a JThy-MSC-kben és a JCsv-MSCKk-ben, valamint kissé
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magasabbnak bizonyult a Csv-MSCk-ben, a Zs-MSCk-ben ¢és a JLp-MSCk-ben. A Zs-
¢s a JAo-MSC-kben kissé, de nem szignifikdnsan magasabb integrin a6 (CD49f)
(Itga6) mRNS kopiaszamot talaltunk, mint a tobbi tenyészetbdl nyert sejtekben (16.

dbra).
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16. abra: A sejt-extracellularis matrix kapcsolatok kialakitasaban szereplé
integrin (Itgb1), és integrinekhez kapcsolodé molekulak (Itga6, Itgav és Itgax)
génjeinek kifejezédése az MSC-kben. A vizsgalt gének koziil az Itghl, az Itgav és
az Itgax gének mRNS-ei hasonld mintazat szerint mutathatok ki a 6-féle MSC
mintadban. Egyediil az Itgab mRNS az, amely jelentds expresszioszint emelkedést

mutatott a Zs- és JAo-MSC-kben a JCsv-MSC-khez képest.

4.5. Az MSC-k nem fejeznek ki pluripotencia géneket

Néhany, nemrégiben megjelent tanulmany szerint a kifejlodott szervezet testi
sejtjeinek egy része, igy pl. az MSC-K is (Anjos-Afonso és mtsai 2007, Gang és mtsai
2007) kifejezhetnek olyan géneket, amelyeket eredetileg a pluripotens allapottal hoztak

Osszefliggésbe. Ezek kozott szerepelnek a Pou domént tartalmazo Pou5f1/Oct-4, a cink-
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ujj fehérjék csaladjaba tartozo Rex-1/Zfp-42 és a Nanog transzkripcios faktor, melyek az
embrionalis dssejtek pluripotenciajanak fenntartdsaban is ismert szereppel birnak.

Hogy utana jarjunk ezen feltételezés helyességének, a Mouse Mesenchymal
Stem Cell PCR Array segitségével megvizsgaltuk ezen faktorok jelenlétét a kiilonbozo
szervi eredeti MSC kultardkban. Méréseink egyik MSC sejtvonal esetében sem
mutattak ki a fenti pluripotencia markerek atirddasat. Eredményeink tovabbi
igazolasaként egyedi primerek segitségével génenként lefuttatunk néhany kvantitativ
RT-PCR reakciét is valamennyi MSC tenyészetre gy, hogy pozitiv kontrollként az
egér R1/E embrionalis Ossejt vonalat hasznaltunk (Gocza Elen szives felajanlasa).
Ahogy az a 17. abrabdl kitiinik a Pou5f1/Oct-4 (P=0.003), a Nanog (P=0.002), és a
Rex-1/Zfp-42 (P=0.003) mRNS atiratainak mennyisége tobb nagysagrenddel kisebbnek
bizonyult — gyakorlatilag nem irodtak at - az MSC-kben, mint az embrionalis R1/E
sejtekben. A pluripotencia génekkel egyiitt vizsgalt Kriippel-like faktor 4 (KIf-4)
kifejez0dése viszont hasonlénak mutatkozott az MSC-kben és az embriondlis
Ossejtekben (/7. abra). Ez az eredmény azonban nem meglepd szdmunkra, tekintve a
Klf-4-nek a fejlédésben, sejtproliferacioban és differencialodasban betoltott sokrétii
funkcidjat (Evans és Liu 2008). Feltételezziik, hogy ez a gén fontos szereppel birhat az

MSC-k dnfenntartasanak biztositasaban.
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17. abra: Egyik altalunk vizsgalt MSC populicié sem tartalmaz pluripotens
markereket kifejezé sejteket. A gRT-PCR eredmények alapjan bizonyitottuk,
hogy egy egér embriondlis Ossejt-vonalhoz (R1/E) képest MSC kulturdink egyike
sem fejez ki a pluripotens allapottal dsszefiiggésbe hozhaté Oct4, Nanog €és Rexl
molekuldk génjeit. A legnagyobb expresszioszint csOkkenést az Oct4 mRNS
esetében mértiik. Tovdbba — az RI1/E embriondlis Ossejtekhez hasonléan -
valamennyi MSC kultirara igen szamottevé/meghatarozdo Kif4 mRNS szint

jellemzo.

4.6. Az aortabdél Kkivont stroma sejtek némileg ..kilognak” a sorbél — a

Kiillonbozoség részletesebb vizsgalata

Az MSC-k szoveti Ossejt-mivoltdbol adodo dnmegujitd képességét, valamint a

beldliik tovabbi sejtfejlodési vonalak létrejottét lehetévé tevé multipotenciaval
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Osszefliggésbe hozhatd gének kifejez6dését is meg kivantuk vizsgdlni. Az MSC PCR
Array eredményei szerint a JA0-MSC-kben igen magas - a masik 5 MSC populacidhoz
képest 9- és 15-szor0s - telomerdz reverz transzkriptdz (Tert) és leukémia inhibicids
faktor (Lif) mMRNS szint mérhetd, de valamennyi sejtvonalban mértiink ezekbdl egy kis
mennyiséget (az eredményeket nem mutatjuk). A JA0-MSC-k abban is kitiintek a tobbi
kultara kozil, hogy joval kisebb meéretliick ¢és jellegzetes, a tobbi MSC-t6l eltérd
novekedési morfologiajuk van. Azutan, hogy tenyészetik konfluenssé valik, azaz
miutan bendvik a tenyésztéedény aljat, rendkiviil kompakt, tobb szaz, esetleg tobb ezer
sejtbél allo kis csomokban (szferoidokban) ndovekednek tovabb (18/4 dbra). Ez a
fenotipus emlékeztet egy éretlenebb sejttipusra, az un. ,,mesoangioblastra”, amely fiatal
egér aortajabol is konnyen izolalhatd. A Minasi és mts.-ai (Minasi és mtsai 2002) altal
bevezetett “mesoangioblast” elnevezés azokat a progenitor sejteket jeloli, melyekbdl
egyarant létrejohetnek az erek falat alkotd (vascularis), valamint azon Kkiviili
(extravascularis), mesodermalis eredetli sejttipusok. A megfigyelések szerint a
mesoangioblastok a mesoderma fejlédésének egy joval kordbbi fazisat jelentik, mint a
mesenchymalis 0Ossejtek. Ennek kovetkeztében képesek még vérképzd sejtek
létrehozasara is (Minasi és mtsai 2002) ez a tulajdonsdg azonban a mesenchymalis
Ossejtekre mar nem jellemz6. Ha nem csak kiillemiikben, de differenciacios
potencidljukban is megfeleltethetoek ezek a gombolyded struktirdk a
mesoangioblastoknak, akkor feltételezziik, hogy akar vérképzo Gssejtek is lehetnek az

aorta eredetii kulturank sejtjei kozott.
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18. abra: Az aorta eredeti MSC kultirik novekedési morfologiaja (A)
emlékeztet, a korai mesodermara jellemzo brachyury gén kifejezédése viszont
ellene szl a JAo-MSC-k feltételezett mesoangioblast voltanak (B). (A) A
faziskontraszt mikroszkdpos felvételen lathato, hogy a tenyésztdedény aljat mar-mar
tulnovo JAo-MSC kultirakban a sejtek szferoidszer(i morfologiat vesznek fel, ami a
mesoangioblastokra jellemzé tulajdonsag (az eredeti nagyitas 40x-es). (B) A Bra (T
gén) a korai mesodermara jellemz6 transzkripcios faktor. Az 0sszes vizsgalt stroma
kultirdban — beleértve az aorta eredetli sejteket is - a gén alacsony szintii

kifejezédése jellemz6 (Ct=37,7 a JCsv-MSC-ben).

Az aorta-eredetii stroma sejtek valodi kilétét tisztazandd egy sor olyan kisérletet
veégeztiink el, amelyekben az aorta sejteket vérképzo sejtekké probaltuk differencialtatni
in vitro és in vivo. Ezen vizsgalatokhoz az aorta eredetii adherens sejteket zold
fluoreszcens fehérje (GFP) génjét hordozod lentivirussal (RRL-PPT.SF91)
transzdukaltattuk, majd a zolden vilagito sejteket FACS berendezés segitségével
dusitottuk. Célunk az volt, hogy a sejteket kovetni tudjuk az egyes kisérletek soran.
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l. DEXTER-TIPUSU KOKULTURA TESZT

Az aorta falabol szarmazo stroma sejteknek  vérképzdsejt iranyt
differencialodasi képességét elGszor in vitro végzett kisérleteinkben vizsgaltuk. Dexter-
tipust kultaraban (Minasi és mtsai, 2002) GFP* aorta eredeti MSC sejteket frissen
izolalt, még vérképzo sejteket is tartalmazd csontveldi sejtekkel inkubaltunk 14 napig
33°C-on. Azt talaltuk, hogy a 14. napon vett sejtmintdkban egyaltalan nem voltak
kimutathatok olyan CD45R pozitiv, CD11b pozitiv, vagy Grl pozitiv sejtek, amelyek
kettés pozitivok lettek volna, azaz egyidejlileg GFP-t is Kifejeztek volna (79. dbra).
Vagyis minden, a tenyészetben kimutathato B-sejt (19/4 abra), makrofag (19/B abra) és
granulocyta (/9/C dabra) GFP negativ volt, azaz a normal csontveld sejtekbdl
keletkezett, nem pedig az aorta MSC-kbdl. Minasi és munkacsoportja (Minasi és mtsai
2002) szerint az aorta sejteknek a még vérképzo sejteket is tartalmazo csontveldi sejtek
jelenlétében vérsejtek iranyaba kellett volna differencialodniuk. A kiilonleges kisérleti
koriilmények (33°C és a tizszeres mennyiségli csontvel§) is — szerintiik — ezt lettek

volna hivatottak eldsegiteni.
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19. abra: Az aorta eredetii sejtek Dexter kultiraban nem differencialédnak

vérképzo sejtekké. Frissen szeparalt csontvel6i és GFP-vel jelolt aorta sejteket 14
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napig egyiitt tenyésztve Dexter-tipusu kultiraban a keletkezé6 CD45R (A), CD11b
(B), és Grl (C) pozitiv sejtek kdzott nem fordulnak eld zdlden is fluoreszkald, azaz

kettds pozitiv sejtek.

I1. OSTEOCLAST IRANYU DIFFERENCIALODAS

Az osteoclastok - vagy csontfald sejtek - a monocytakkal kozos el6alakkal
rendelkezd, hematopoetikus eredetli sejtek. Ezeknek a monocytakhoz hasonlo sejteknek
a fuzidjaval jonnek létre az aktiv osteoclastok, amelyek a monocyta — makrofag —
fagocyta (MPS) rendszer tagjai.

D3 vitamin jelenlétében a csontveléi magvas sejteket — pontosabban az ezek
kozott  talalhato  osteoclast elddsejteket - in vitro osteoclast iranyba lehet
differencialtatni. Ezzel a modszerrel is leteszteltiik tehat aorta eredetli mesenchymalis
stroma sejtjeinket, hogy valdban tartalmaznak-e vérképzo eredetii sejteket is? A frissen
izolalt csontvel6t hasznaltuk kontrollként, amely sejtek tenyészeteiben — D3 vitamin
rezisztens savas-foszfatiz enzim) pozitiv sejtek (20/4 dbra), mig az aorta eredetii MSC-

k kulturaiban osteoclastok nem fordultak el6 (20/B dbra).

20. abra: Aorta falabél izolalt mesenchymalis sejtek D3 vitamin jelenlétében

sem differencialédnak osteoclastokka.
D3 vitamin tartalmi tapfolyadékban a friss csontvel6i sejtek (pozitiv kontroll)
tenyészeteiben szamos osteoclast keletkezik (A), az aorta eredetii MSC kultirakban

(B) azonban ilyen iranyu differencialodas nem figyelheté meg. A bal oldali képek

60



DOI:10.14753/SE.2014.1938

faziskontraszt mikroszkoppal késziiltek (a fehér nyilak mutatjak az osteoclastokat,
eredeti nagyitas 20x-0s); a jobb oldali képek a TRAP-festés utani allapotot mutatjak
(eredeti nagyitas 100x-0s).

M. IN VIVO TRANSZPLANTACIO

A csontveldhalalt okozo, 9 Gy egésztest besugarzasnak kitett szingén (azonos
genetikai allomanyu) egerek hagyomanyos csontveld transzplantacioval (BMT = bone
marrow transplantation) meggyogyithatok. Ennek soran az allatok frissen izolalt, vagyis
elézdleg nem tenyésztett csontveldi magvas sejteket kapnak, amelyek még vérképzo 6s-
¢s elddsejteket is tartalmaznak. Ha friss csontveld oltvany (graft) helyett aorta eredetli
mesenchymalis Ossejteket adtunk a besugarzott egereknek, az allatok 6-14 nap alatt
elpusztulnak (21. dbra). Az aorta eredetli MSC-k tehat nem képesek helyreallitani a

letalisan besugarzott allatok vérképz6 rendszerét in vivo.

/L
o Teljes csonlt‘velc’i (106 sejtiallat)
4

§ 3 Aorta (2x10° sejt/allat)

]

z2) }
- i KonLroII (50 pl PBS/allat)

* /s

4 8 12 16 30 60 90
Talélési idd (napok)

21. abra: Az aorta fali MSC-k nem képesek vérképzo sejtekké differencialédni
in vivo. Kétmillio aorta sejtet, vagy csak PBS-t (negativ kontroll) adva intravénasan
9 Gy egésztest besugarzasnak Kkitett egercknek, az allatok 8-14 nap alatt
elpusztulnak, mig az egymillio friss magvas csontvel6sejttel oltott allatok (pozitiv

kontroll) életben maradnak.
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A mesoangioblastokrdl - vérképzo sejtekké torténd differencidlédasukon tul -
Minasi és munkatarsai (Minasi és mtsai 2002) leirtak, hogy onmagukban nem, csak
fibroblast ,,taplald” (feeder) sejtrétegen tarthatok fenn és tenyészthetok. Nekiink
azonban minden esetben sikeriilt ,,feeder” sejtek nélkiil izolalni és ndveszteni az aorta
eredetli adherens sejteket. Végiil pedig lagygél tesztben az aorta eredetti adherens sejtek
egyaltaldn nem képeztek hematopoetikus kolonidkat (Hegyi és mtsai 2010). igy tehat
bizonyossa valt szamunkra, hogy a JA0-MSC-k nem képesek hematopoetikus sejtekké

differencialodni sem in vitro sem in vivo.

A Brachyury transzkripcios faktor (vagy 7 gén) a gasztulacio soran a posterior
mesoderma specifikaciojat ¢€s differencialodasat szabalyozo fehérje (Wardle és
Papaioannou 2008). Ezen korai mesoderma marker jelenlétérdl kivantunk tobbet
megtudni az altalunk vizsgalt stroma sejt kultarakban. A RT-PCR szerint a T gén
MRNS-ének szintje alig mérheté a JCSv-MSC-kben (kiiszobciklus érték: 37,7), ill. a
tobbi sejtvonalbol is teljesen hianyzik (/8/B dbra). Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az MSC-k sorsanak és szerepének alakitasdban a Brachyury szerepe

elhanyagolhato.

4.7. A mesodermalis eredetre utalé gének kifejezodése az MSC-kben

A kiilonb6zé MSC  sejtvonalak mesodermalis eredetének vizsgalatat a
leggyakoribb kotoszoveti fehérjék mRNS szintjének meghatarozasaval kezdtik el. A
simaizom-szovetre jellemzo aktin izoforma az a-simaizom aktin (a-SMA) (Acta2), az
intermedier filamentumok ko6z¢é tartozé vimentin (Vim) és az l-es tipusu kollagént
javarészben alkotd I. tipusu kollagén a-lancanak (Collal) jelenlétét PCR Array-vel,
valamint kvantitativ RT-PCR-rel hataroztuk meg (22. dbra). A viszonyitasi
sejttipusként hasznalt JCsv-MSC-k jelentds mértékben atirjak a Collal-t, a Vim-t és az
Acta2-t is (Ct értékek: 21,11; 17,17 és 22,11). Ami a tobbi MSC vonalat illeti, a JCsv-
MSC-khez hasonléoan magas Collal és Vim kifejezodést mutattak, ugyanakkor az o-
SMA tekintetében jelentds eltéréseket mértiink. Amig a zsir- €s a 1ép-eredetic MSC-K
joval a JCsv-MSC-k szintje felett (attol 10-szer nagyobb mennyiségben) irtdk at az
Acta2 mRNS-¢ét (P=0.024), addig az aorta-eredetli MSC-k ennél kisebb mennyiségben.
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Az a-SMA fehérje szinti kimutatdsa soran viszont a JAo-MSC kultara egységes,
minden sejtre kiterjedd kifejezodést mutatott (100%-os pozitivitas). Ezzel szemben a
mas forrasokbol szarmazdé MSC-K esetén a sejteknek csak mintegy 40-60%-aban
tudtunk o.-SMA fehérjét detektalni fehérje szinten, viszont ezekben a sejtekben nagyobb

intenzitassal volt lattathatd az immunfluoreszcens jelolés (Hegyi és mtsai 2010).
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22. abra: Valamennyi altalunk vizsgalt MSC kultiraban kifejezddnek a
msenchymara jellemzé marker gének. A qPCR mérések nagy mennyiségi
Collal, Vim és Acta2 mRNS jelenlétét mutattak ki a 6-féle forrasbol szarmazo
sejtekben. Mig a Collal és a Vim hasonld mennyiségben talalhaté meg a Csv-, Zs-,
JA0-, JThy- és JLp-MSC-kben a JCsv-MSC-khez viszonyitva, addig az Acta2
MRNS-¢ koriilbeliil 10-szeresére nétt a Zs- és JLp-MSC-kben.

A kovetkezokben harom olyan transzkripcids faktort kodolo gén (Gatad, Gatab
¢és Nkx2.5) kifejez6dését mértilk meg kvantitativ RT-PCR-rel, melyek a mesodermalis
eredetli sejtek fejlodésében ¢€s differencialodasaban jatszanak szerepet. Ezek koziil a

Gatab génjének hasonldan magas kifejezddését mértiik valamennyi MSC mintaban (23.
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abra). A masik két faktor, a Gatad és az Nkx2.5 mMRNS-ébdl nagyon kevés mutathato ki
a JCsv-MSC-kben és a felnétt egerek Csv-MSC-iben (Ct értékek>35). S6t, az Nkx2.5
MRNS szint - a Gatad-ével ellentétben - hasonléan alacsony volt a JAo- és a JThy-
MSC-kben. Ezzel szemben a Gata4 mRNS szintje valtozo az egyes mintakban, a ~800-
szoros ¢s a koriilolbeliil tizezerszeres mennyiség kozott volt mérhet6 a Zs-, JThy- JLp-
¢s a JAo-MSC-kben (P=0.011) a JCsv-MSC-khez viszonyitva. Az Nkx2.5 magas
kifejez6dését talaltuk a Zs-MSCk-ben és a JLp-MSCk-ben, ez ~80-, illetve ~1000-

szerese a JCsv-MSC-kben mértnek (P=0.049).

A fent kapott eredmények arra utalnak, hogy a kiilonb6zé6 MSC populaciokat

mesodermalis eredetli mesenchymalis sejteknek tekinthetjiik.
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23. abra: Mesodermalis marker gének Kkifejez6dése az MSC-kben. Egyedi
primerekkel végzett RT-PCR méréseink egységesen magas Gata6 mRNS szintet
mutattak valamennyi MSC mintaban. Ugynakkor a Gata4 és Nkx2.5 atiratok igen
alacsony mennyiségben voltak kimutathatok a JCsv-MSC-kben, mig ehhez képest a
Gatad a Zs-, JAo-, JThy- és JLp-MSC-kben, valamint az Nkx2.5 a Zs- és a JLp-

MSC-kben nétt jelentosen.
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4.8. Az MSC-K pozicionalis memdriaja

A homeotikus szelektor (Hox) gének egy - evolucids értelemben - konzervalt
transzkripcids faktor csaladot kodolnak. Ezek a szabalyzé molekuldk az embri6 testének
els6dleges (anterior-posterior) és masodlagos (dorso-ventralis) testtengely mentén
torténd  felosztasaért felelnek. Kifejez6désiik, illetve a kiillonbozé Hox gének
kifejez6désének kombindcidja meghatarozza, hogy adott pozicidban milyen struktirdk
fejlodjenek. A Kkifejlett allatban is megdrzott expresszids mintazatuk pedig, mint
egyfajta pozicionalis memoria jelzik, hogy az adott sejt melyik anatomiai helyrdl
szarmazik (Wang €s mtsai 2009).

Annak eldontésére, hogy a Hox gének vajon szerepet jatszanak-e az eltérd
eredeti stroma sejtek kozotti szovetspecifikus kiillonbségek kialakitasaban, mindegyik
MSC mintaban megvizsgaltuk a Hox génkifejezodési mintazatot. Ezen kisérletek soran
elsdsorban a Mouse Homeobox (HOX) Genes PCR Array hasznalatara tamaszkodtunk,
amely Osszesen 84 Hox-specifikus primer parral dolgozik (24. dbra). Az eredeti Ct

értékeket a 2. kiegészitd tablazat tartalmazza.

JThy-MSC
JCsv-MSC

JLp-MSC
Csv-MSC
Zs-MSC

Hoxcl
Hsp9oab1
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o

o

o
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o

Génkifejez6dés mértéke

minimum atlag maximum

24. abra: A Mouse Homeobox (HOX) Genes PCR Array-vel végzett mérések
eredményébol létrehozott hétérkép 84 gén relativ kifejezodését abrazolja.
Minden egyes oszlop egy adott gén relativ expresszids szintjét jeloli a kiilonb6zo
szovetekbdl szarmazé MSC mintakban. A piros szin a normalizalashoz hasznalt
housekeeping génhez — jelen esetben a Hprtl-hez - viszonyitott nagyobb
mennyiségi mRNS szintet jeloli, mig a z6ld szin az ehhez képesti csokkent
kifejez6dést mutatja. A vizszintes sorokban az eltérd szoveti forrasbol szarmazo

MSC-k talalhatok, és benniik a 84 vizsgalt gén kifejezodési mintazata olvashato le.
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A 4 klasszikus Hox gén csalad (Hox a, b, ¢, d) szamos génje koziil 24-nek a
jelenlétét hasonlitottuk Gssze a kiilonbozo stroma sejt kultarakban. A PCR vizsgalat azt
az eredményt hozta, hogy a 24-b6l 5 gén (Hoxal,7, Hoxb3,4 és Hoxd9) az 6sszes MSC
sejtvonalban igen nagy mennyiségben irodott at. Tovabbi 6 gén (Hoxbl,9,
Hoxd1,3,12,13) egyik sejtpopulacioban sem volt megtalalhatd, a maradék 13 gén
(Hoxa9, Hoxb2,7,8, Hoxc6,8,9,10,11,12,13 és Hoxd4,8) pedig eltéré Kkifejez6dési
mintazatot mutatott a ki{ilonbozé forrasbol szarmazd tenyészetekben (25. dbra).
Elmondhatjuk tehat, hogy az MSC-k egyedi “Hox koddal”, vagy mas szoval “Hox gén
kifejez0dési ujjlenyomattal” jellemezhetok, és ez a specialis génmintazat utal az adott

sejtpopulacio eredeti anatomiai elhelyezkedésére.
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Ct érték (JCsv-MSC)
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25. abra: A Kkiilonb6z6 szervekbdl izolalt adherens sejtek eltéré Hox gén

kifejezodési mintazattal rendelkeznek. A Mouse Homeobox (HOX) Genes PCR

Array tartalmazza a 4 klasszikus Hox csalad szamos génjét: (A) Hoxal,7,9; (B)
Hoxb1,2,3,4,7,8,9; (C) Hoxc6, 8,9,10,11,12,13; (D) Hoxdl,3,4,8,9,12,13. Ezek

koziil néhany hatarozottan magas kifejezodést mutat valamennyi MSC kultiraban

67



DOI:10.14753/SE.2014.1938

(Hoxal,7; Hoxb3,4; és Hoxd9). Tovabba, vannak olyan klasszikus Hox gének,
amelyek teljesen hianyoznak az 6sszes MSC mintabol (Hoxbl,9, és Hoxd1,3,12,13).
A maradék 13 gén pedig eltérd mennyiségben van jelen a kiilonbozé helyekrol
szarmazé sejtekben (Hoxa9; Hoxb2,7,8; Hoxc6,8,9,10,11,12,13 és Hoxd4,8). Az

adatok 3 fliggetlen mérés atlagabol szarmaznak.

21 egyéb - funkciojat tekintve részben leirt, de foként ismeretlen - homeodomén-
tartalma transzkripcios faktort kodold gén atirodasat is vizsgaltuk a sejtkultirakban.
Ezek egyikét sem tudtuk kKimutatni egyik MSC vonalban sem (adatokat nem mutatjuk).
Ezek a gének a kovetkezOk: Arx, Barxl, Cdx1,2,4, Dmbx1l, Emx1, Hopx, Lbx1,
Lmxl1a,1b, Nkx3-1, Otx2, Pdx1, Phox2b, Pitx3, Propl, Six3, Vax1, Vsx1.

Ugyanakkor, 30 masik - a testtajak kialakitasaban, a morfogenezisben és mas
egyedfejlodési folyamatokban részt vevé - homeobox-tartalmi gén, noha eltérd
mértékben, de megtalalhatdo a kiillonbozé eredetli MSC sejtvonalainkban. Ezek az
altalunk vizsgalt, an. nem klasszikus Hox gének a kovetkezok: Alx1,3,4, DIx2,3,4,5,6,
Emx2, Enl (26/4 abra), Hhex, Isll, Isl2, Lbx2, Lhx1, Meisl, Meox1, Mixl1, Msx1,2
(26/B abra), Otp, Otx1, Pax3, Pitx2, Prox1, Shox2, Six1,2,6), és a Vax2 (26/C dabra). Az
Alx1 gén kifejezédése példaul - amely az agy, az arckoponya csontok és a végtagok,
els6sorban a porcsejtek fejlédésében jatszik szerepet (Beverdam és Meijlink 2001) -
igen eltérd az egyes tenyészetekben. A Csv-MSC-kben mintegy szazszoros (P=0.014),
a JThy-MSC-kben pedig koriilbeliil ezerszeres (P=0.003) mRNS szinteket mértiink a
JCsv-MSC-khez viszonyitva (26/4 dabra). Masik példa a Pax3, amely fontos szerepet
jatszik a duclécbdl kialakulo sejtek fejlodésében, de a somitak teriiletén is kimutathato
(Buckingham és Relaix 2007, Langha és mtsai 2009). Mennyisége a Csv-, a JAO-,
valamint a JLp-MSC-kben tébb mint szazszorosa (P=0.006) a JCsv-MSC-kben

mérhetOnek.
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Ct érték (JCsv-MSC)
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Ct érték (JCsv-MSC)
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26. abra: Nem Klasszikus Hox-gének kifejezédése az MSC-kben.

Talaltunk tovabba olyan, homeodomén-tartalmu transzkripcios faktorokat
kodold géneket — mint amilyen a cut-like homeobox 1 (Cux1), a distal-less homeobox 1
(DIx1), a Mohawk (Mkx), és a sine oculis-related homeobox 4 (Six4) — amelyek
egyarant magas kifejez6dést mutattak valamennyi sejtvonalunkban. Irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy a Cuxl fontos szerepet jatszik a sejtvaz atépiilésében, a sejtek
kozotti adhézioban, a sejteknek az extracellularis matrixhoz vald kapcsolasaban, az
epitelialis-mesenchymalis  tranzicidoban, valamint transzkripcid6 szabalyozasban
(Sansregret és Nepveu 2008). A DIx1 nélkiilozhetetlen bizonyos eléagyi neuronok
differenciacidjaban, és az arckoponya strukturainak (csontok, izmok) mintazatanak
kialakitasaban (,,patterning”), valamint fontos szereppel bir a tengely- és végtagvazak
fejlédésében is (Kraus és Lufkin 2006). Az Mkx minden, somita eredetii sejtvonalban
kifejezédik (Anderson és mtsai 2006, Ito és mtsai 2010), hasonloan a Six4 génhez, mely
a somitak és a végtaghbimbok teriiletén is expresszalodik (Kumar 2009) (27. dbra). A
Mohawk gén kifejezddését fehérje szinten is megerdsitettilk immunofluoreszcens mérés

segitségével (28. dbra).
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27. abra: Az 6sszes MSC mintiban egységesen magas kifejez6dést mutat a

Cuxl, DIx1, Mkx és Six4 homeobox régiéval rendelkezé gén mRNS-e.

Csv-MSC

Zs-MSC

JCsv-MSC

JA0-MSC

JThy-MSC

JLp-MSC

28. abra: A Mohawk (Mkx) transzkripcios faktor immunhisztokémiai kimutatasa.

Az Mkx fehérje immunfluoreszcens jeldlédése a csontveldi, zsir, juvenilis csontveldi,

aorta fali, thymus és 1ép eredeti MSC-kben. Az elsddleges ellenanyag kecskében

termeltetett poliklonalis anti-Mkx, a masodlagos antitest NL-557 fluorokrommal

konjugalt szamarban termeltetett anti-kecske IgG volt. Az elsédleges antitest nélkiili

jelolés szolgal negativ kontrollként.
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M¢ég érdekesebb, hogy sikeriilt olyan transzkripcios faktorokat azonositanunk,
amelyek csak egy adott MSC populécidoban fejezddtek ki jelentds mértékben, mig a
tobbiben teljesen hianyoztak. A T-box 5 (Thx5) példaul, amely a fels6 végtagok és a
sziv fejlédésében jatszik szerepet (Wardle és Papaioannou 2008, Chapman és mtsai
1996), kiilonésen nagy mennyiségben irddott at a JThy-MSC-kben (P=0.037). Az
engrailed homeobox 2 (En2) a JAo-MSC-kben (P=0.028) volt szembetiind, a T-sejt
leukémia homeobox 1 (TIx1) pedig a JLp-MSC-ben (P=0.017). Ez utdbbi transzkripcids
faktor alapvetd szereppel bir a 1ép korai szervtelepének mintazatkialakitasaban és a
like homeodomén transzkripcios faktor 1 (Pitx1) — mely a hatso végtagok fejlodésében
miitkodik kozre (Meijlink és mtsai 1999) - kifejez6dése a combcsontbol nyert csontveld
eredetli sejtekben (JCsv-MSC-k és Csv-MSC-k) volt jellemz6 (P=0.024) (29/4 dabra).
Specifikus antitestekkel végzett immunfluoreszcens méréssel sikeriilt fehérje szinten is
megerdsiteniink a Tbx5, az En2, a TIx1, és a Pitx]l kifejez6dést az adott MSC
mintakban (29/B dbra). Tovabba Western blot technika segitségével megmutattuk azt
is, hogy a Tbx5 fehérje csak a thymus eredetii sejtekben van jelen, viszont hidnyzik a
fiatal csontveld eredetli MSC-kbdl (29/C dbra). A fehérjék szintjén is elvégzett mérések
tehdt megerdsitették azt, amit mar mRNS szinten is lattunk, vagyis, hogy az adott
anatomiai  eredethez megfeleld géntermék  kifejez6dés tarsul az  egyes
sejtpopulaciokban. igy példaul a Tbx5 kifejezdése a JThy-MSC-kben, a TIx1-¢ a JLp-
MSC-kben, a Pitx1-é¢ a JCsv-MSC-kben és a Csv-MSC-kben, illetve az En2 jelenléte a
JA0-MSC-kben jellemzé.
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29. abra: Az egyes MSC kultirakban preferencialis kifejezodést mutaté gének.
(A) A csak az egyes MSC populaciokban kifejez6d6 gének koziil a Thx5 a thymus,
a TIxl a Iép, a Pitx1 a csontveld, mig az En2 az aorta fal eredeti sejtekben
mutathaté ki. (B) Specialis antitestek segitségével immunfluoreszcens jeloléssel
sikeriilt meger6siteniink a PCR-rel kapott mRNS szintii eredményeket. (C) Hasonlo
szinten, a Tbx5 esetén Western blot technikaval ugyanezt az eredményt kaptuk.

Eredményeink azt jelzik, hogy a kiilonbozd szoveti és szervi eredeti MSC
sejtvonalak jol elhatarolhatdak egymastol génkifejez6dési mintazatunk alapjan is, mert a
mesodermalis fejlodésnek és az elhelyezkedésiiknek megfeleld anatomiai régidnak mas

€s mas, jellegzetes génjeit fejezik ki.
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5. Megbeszélés

5.1. A kiilonboz6 szoveti eredetii adherens sejtek karakterizalasa

A szakirodalomban egyre nd az olyan kozleményeknek a szdma, amelyekben a
kiilonboz6 egér (da Silva Meirelles L és mtsai 2006) vagy emberi (Beltrami és mtsai
2007, Covas ¢és mtsai 2008) szovetekbdl, illetve szervekbdl szarmazé MSC-k vagy
MSC-szerli sejtek vizsgalataval foglalkoznak. Intenziv vita folyik arrél, hogy hogyan
lehet az MSC-ket biztosan megkiilonboztetni a hozzajuk igen hasonl6 tulajdonsagokkal
rendelkezd szoveti fibroblastoktdl, myofibroblastoktol vagy az érfalakban
perivascularisan elhelyezkedd sejtektél. Egyre tobben vannak azon az allasponton, hogy
azon sejtpopulaciok, amelyek plasztik adherensek, bizonyos sejtfelszini molekula
mintazattal rendelkeznek, valamint képesek differencialédni zsir, porc és csont iranyba,
nevezhetok MSC-knek (Bianco és mtsai 2008, Haniffa és mtsai 2009). Ennek
megfeleléen fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy 14 napos és 10-12 hetes C57BI/6
egérbdl izolalt és kultaraban tenyésztett MSC-k megjelenésiikben, illetve funkciondlisan
megfelelnek-e az MSC-kkel szemben 2006-ban az ISCT altal bevezetett kritériumoknak
(Dominici és mtsai 2006), illetve azon tul is mennyire hasonlitanak-e egymashoz?
Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk izolalt valamennyi stroma sejtvonal tobbé-
kevésbé megfelelt az MSC-kkel szemben tamasztott kovetelményeknek. A sejtkultarak
morfologiai megjelenése igen hasonld volt, ennek ellenére szamos kiilonbséget is
megfigyeltiink benniik, elsdésorban a sejtfelszini molekula mintazatban, valamint a
differencialodasi képességben. Ezen eltérések okéanak tovabbi, de mar mRNS szinti

vizsgalatok segitségével jartunk utana.

5.2. A kiilonbozé szoveti eredetii adherens sejtek génkifejezédési jellegzetességeik

o0sszehasonlitasa

crer

visszatérd, eddig még megvalaszolatlanul maradt kérdés az, hogy vajon mikor dél el a
sejtek sorsa, vagyis az ontogenezis mely szakaszaban torténik meg a szoveti

elkotelezddésiik. Nem vilagos, hogy ez mar a korai embriogenezisben megtorténik-e,
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tehat még a szovetek kialakulasa el6tt kijelolddik-e a késobbi hovatartozasuk, vagy csak
kés6bb az adott szdveti kornyezet, amelybe keriiltek, lehet a meghatarozd ebbdl a
szempontbdl. E kérdés megvalaszolasdban ez idaig is az jelentette a legnagyobb
akadalyt, hogy nem ismeriink olyan, csak az MSC-kre jellemzd markert, amely lehet6vé
tenné ezeknek a sejteknek a kizarolagos kovetését. A klasszikus ,lineage tracing”
modszer igy esetilkben nem alkalmazhato, ehelyett a kiilonb6zd szdvetekbdl kinyert
MSC-k jellemzésére olyan gén egylittesek atirodasat vizsgaltunk meg, amelyeket 4
kiilonbozé csoportra oszthatunk. Ezek a gén egyiittesek jo eséllyel jellemezhetik az
MSC-ket, ugyanis 1.) pluripotenciaval sszefliggésbe hozhato gének, 2.) tobbszor leirt,
un. klasszikus MSC gének, 3.) mesenchymalis és mesodermalis sejtekre jellemz6 gének
szerepelnek kozottiik.

Nemrégiben olyan publikaciok lattak napvilagot, melyekben mind ragcsalod
(Anjos-Afonso és Bonnet 2007), mind emberi eredeti (Gang és mtsai 2007) stroma sejt
kultarak kicsiny alpopulacidiban pluripotenciaval Osszefliggésbe hozhatdé gének -
elsésorban a Pou5f1/Oct-4 - kifejezddését irtak le. Ezeket az “embrionalis jellegiinek”
titulalt Ossejteket tették a szerzok feleldssé a vazrendszer szoveteinek felndttkori
megujulasaért, vagy a sériilést kovetd regeneracidjaért. Ezzel szemben Lengner és mts.-
ai (Lengner és mtsai 2007) kizartak egy pluripotens szubpopulacié jelenlétét az MSC
kultirdkban és nem tudtak kimutatni pluripotencidval 0Osszefliggésbe hozhatd
génkifejezddést sem. Eredményeink ez utobbi kozlemény igazat tdmasztjak ala, ugyanis
egyik szoveti eredetii MSC tenyészetben sem talaltunk Pou5f1/Oct-4, Nanog, és Rex-
1/Zfp-42 mRNS-t. E faktorok expressziojat ES sejtekben sikerrel kimutattuk és ez
utobbi eredményeket hasznaltuk 0Osszehasonlitasi alapként az MSC-kben torténd
atirodas hianyanak szemléltetéséhez. Eredményeink szerint tehat nincsenek
“embrionalis maradvanynak” tekinthetd, vagyis embrio-eredetli pluripotens sejtek a
megsziiletés utan kinyerheté MSC sejtpopulaciokban. Igy nem nyert bizonyitast az a
nézet, miszerint az MSC-k Onfenntartd képességének ¢és a szdveti homeosztazis
fenntartasaban betoltott szerepének hatterében egyes pluripotencia gének megdrzott
kifejez6dése allna.

Korabban megjelent tanulmanyainkban (Hegyi és mtsai 2010, Urban és mtsai

2008) és jelen munkaban (Sagi és mtsai 2012) egér kiilonb6z6 szoveteibdl, szerveibol
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izolalt MSC-ket hasonlitottunk Ossze a rajuk jellemzoének elfogadott, klasszikus MSC
markerek ¢€s differenciacios faktorok (Bglapl, Runx2 és Ppary) atirédasa, ill. a sejtek
plaszticitdsa szempontjabol. Utdbbi vizsgalathoz a tenyésztési koriilmények
modositasaval a sejteket adipocyta és osteoblast iranyokba differencialtattuk. Ahogy
varhatoé volt, valamennyi sejtkulturaban kimutattuk a jellegzetes MSC sejtfelszini
markereket. A kiilonb6z6 szoveti eredetii kultarak kozott a felszini markerek
megjelenésében mennyiségi eltéréseket ugyan kimutattunk, de mindségi kiilonbségeket
nem tapasztalunk. Fehérje szintli adataink jol egybevagtak a PCR-rel kapott

eredményekkel és a sejtek differenciacios képességével.

5.3. A Kkiilonbozoé szoveti eredetii adherens sejtek leszarmazasa: az egyedfejlodés
torténései és az izolalas forrasaul szolgalé szoveti kornyezet pozicionalis

memoriaja a génkifejezodés jellegzetességeiben

Menicanin és munkatarsai (Menicanin és mtsai 2009) az MSC-k egységes
mesodermalis eredetét feltételezik. A mi eredményeink is ezt tdmasztjak ala, hiszen
sikeriilt behatarolnunk ¢és leirnunk egy olyan ,,k6z06s transzkriptomat”, mely valamennyi
MSC sejtvonalra jellemzd, barmely altalunk vizsgalt szvetbdl szarmazzék is (29. abra).
Eszerint minden egyes MSC mintdban nagy mennyiségben irodtak at tipikus
mesenchymalis és mesodermalis markerek (o-simaizom aktin, I-es tipust kollagén a-
lanc, PPAR 7, Runx2, vimentin), novekedési faktorok (BDNF, EGF, FGF2, HGF, IGF1,
VEGFa), morfogének (BMP4, TGF-B1, TGF-3), citokinek (IL-6, GM-CSF),
sejtadhézios molekulak (CD44, B-katenin, endoglin, MCAM, VCAMI) és integrinek
(CD29, CDA49f, CD51, CD11c) génjei. Néhany szekretalt, ill. sejtfelszinre kikeriild
fehérje molekula - mint amilyen a BMP6, az FGF10 és a HGF - génjének tekintetében
taldltunk ugyan jellegzetes mennyiségi eltéréseket, tipusaik azonban ugyanazok voltak
az egyes MSC sejtvonalakban (mindségi eltérés nem volt kozottik). Ami talan a
legfontosabb sajatossaga ennek a k6zOs expresszios mintazatnak, az az, hogy szamos
olyan transzkripcidos faktor is benne foglaltatik, melyeknek alapvetd bioldgiai
folyamatokban tulajdonitanak jelentdséget. Ilyen példaul a CuxlI, Kif4 és a Gata6,
melyeknek az embrionalis fejlédés, a szervfejlodés, a sejtproliferacio és differencialodas

soran ismert szereppel birnak (Sansregret és Nepveu 2008, Suzuki és mtsai 1996).

77



DOI:10.14753/SE.2014.1938

Kimutattak példaul, hogy emberi MSC-k 06nmegujitd képessége lecsokken, ha a
GATAG-ot kis gatl6 RNS-sel kiiitotték benniik (Kubo ¢és mtsai 2009). A Gatad
transzkripcios faktor génje - a csontveld eredetiiek kivételével - valamennyi MSC
sejtvonalban kifejez0dott. A Gatad kifejez0dését olyan jelatviteli utak szabéalyozzak,
melyek az endoderma és a mesoderma korai meghatarozodasa soran, azaz a zsigeri
szervek egy részének (sziv, belek, maj, hasnyalmirigy, simaizmok) kialakulasa idején
lépnek mitkddésbe és iranyitjak azokat (Watt és mtsai 2007). Egy masik transzkripcios
faktor génje, az Nkx2.5 a JA0-MSC-kben és a JLp-MSC-kben mutatott magasabb
expressziot, és ugyanitt fokozta a Gatad atirodasat is (Riazi és mtsai 2009). Erdekes,
hogy a Pax3 gén egyarant kifejez0dott a csontveld, a 1ép €s az aortafal eredetii sejtekben
is. Morikawa ¢és mts.-ai (Morikawa és mtsai 2009) azt allitjak, hogy a posztnatalis
MSC-k a duclécbdl eredeztethetéek. Miutdn a Pax3 kifejezédik a diclécben, valamint
szerepet jatszik a duclécbdl szarmazo sejtek tovabbi fejlodésében is, nem zarhatjuk ki
annak a lehetdségét, hogy az MSC-k egy kisebb alpopulacioja valoban a dacléc sejtek
leszarmazottja. Ugyanakkor a Pax3 kifejez6dés egyes somita teriiletekre is jellemzd,
mégpedig azokra, melyekbdl a késObbiekben az embriondlis véazizmokat alkotod
progenitorok, illetve a fejlédo végtagbimbok vazizmat 1étrehozd progenitorok jonnek
létre (Lagha és mtsai 2010). Tovabba az altalunk vizsgalt olyan gének atirodasat,
melyek az agy és altalanosan az idegrendszer fejlodésében jatszanak szerepet — igy az
Arx, az Dmbx1, az Lbx1, az Otx2, a Phox2b, a Propl, és a Six3 — az MSC sejtvonalak
egyikében sem tudtuk kimutatni. A kiilonb6z6 MSC populaciok génkifejezédési
profiljaban megmutatkozé nagyfoku hasonlosag arra enged kovetkeztetni, hogy a
kiilonbozo szovetekbdl izolalt adherens stroma sejtek fenotipusukat tekintve rokon
jellegliek, melynek hatterében egy rokon — de nem azonos — transzkriptoma all. Az
el6z6ekben ismertetett eredményeink azt a masok altal is megfogalmazott (Bianco és
mtsai 2008) kovetkeztetést engedik megerdsiteni, hogy a megsziiletés utani MSC-k
nagy valosziniséggel mesodermalis eredetiieck. Hozza kell tenni azonban, hogy az
arckoponya teriiletére es6 MSC-k eredetét ez a tanulmany nem vizsgalja, és nem IS

vitatjuk azok duclécbdl valod — tehat ectodermalis - szarmazasat.
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29. abra: A kiilonb6z6 szervekbol kinyert MSC-k génexpressziés mintazatanak sematikus
abrazolasa. A valamennyi stroma sejtre jellemzd ,,k6z0s transzkriptoma” (kékkel szinezve)
mellett olyan gének is kimutathatok benniik, amelyek csak egy adott szoveti forrasbol szarmazd
sejtekre jellemzoek (sargaval szinezve). A sejtek kiilonbozoségére utal tovabba a

sejtpopulacioként eltérd egyedi Hox kodjuk.

Megvizsgaltuk tovabba a DIx1, a Six4 és az Mkx gének atirodasat, hogy jobban
behatarolhassuk az ontogenezisnek azt az iddpillanatat, amikor a sejtek elkdtelez6dnek
a mesenchymalis Ossejt sors iranyaba. Megtorténik-e mar az elkdtelezddés a fejlédés
azon szakaszaban, amikor a postszegmenticios mesoderma ¢€s beldle a somitak
létrejonnek? A DIx csalad génjei az agy fejlédésében és az egyes agyholyagok
elhatarolodasaban, az arckoponya strukturainak, valamint az tengely- és végtagvazak
csontjainak kialakitasaban jatszanak szerepet (Kraus és mtsai 2006). A Six4 egérben az
embriondlis élet 8. napjatdl kezdddden atfedd kifejezOdési mintdzatot mutat a

somitdkban, a végtagbimbokban, a gerincvel¢ hatulsé gyokerének dicaiban és az
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aortaivekben, valamint egyes belsé szervek fejlodésében is szerepet jatszik (Ando és
Sato 2005). Még frissebb tanulmdnyok szerint a Six4 fehérje meghatarozd szerepet
jatszik a sejtciklus néhdny atkapcsoldsi pontjanak szabalyozésiban is (Ford és mtsai
1998). Az Mkx vagy mas néven Mohawk gén kifejez6dését minden, somita eredetii
sejtvonalban kimutattak egér egyedfejlédésével foglalkozé6 munkakban. Az Mkx az
embriondlis élet 9. napjatdl kezdddden fejezddik ki a dermomyotom dorsomedialis és
ventrolateralis teriiletein ugy, hogy egy anterior-posterior irdnyu gradienst hoz 1étre. A
somitdk tovabbi érésével az inak kialakitasaért felelés syndetomban és a sclerotom
eredetll, kondenzal6d6 mesenchyma teriileteken is atirédik, mely utoébbiak a proximalis
bordakat és csigolyatesteket hozzak majd létre (Anderson és mtsai 2006). Az Mkx
fehérje - homeodoménje 4ltal - képes kotddni a DNS megfeleld helyeihez és igy
megakadalyozni az érintett embriondlis szovetek myogén irdnyu differencidlodasat
(Anderson ¢és mtsai 2009). A génkilitott egerek inai testszerte alulfejlettek. Az inak
Ossztomegének csokkenése ellenére azonban az Mkx-/- egerek farki inkétegeiben a
sejtek szama nem tér el jelent6sen a vad tipusu allatokétol (Anderson és mtsai 2009).
Eredményeink szerint ezek a somitafejlédésben kulcsszerepet jatszo gének valamennyi
MSC kultaraban nagy mennyiségben atirddnak, tekintet nélkiil azok szoveti eredetére.
fgy alatimasztva latjuk azt az elképzelést, miszerint valamennyi szovetben talalhato
MSC populédcié a postszegmentacios mesodermabol, illetve nagy valdsziniiséggel a
somitak teriiletérdl eredeztethetd. Feltételezéslink mellett szdlnak azok a kozlemények
is, melyekben leirtak, hogy a mesoangioblastok — egy multipotens, mesodermalis
eredetli progenitor sejt tipus (Esner és mtsai 2006) - és a leszallo aorta falaban talalhato
simaizom sejtek is a somitakbol szarmaznak (Wasteson és mtsai 2008). Emellett
Pouget és munkacsoportja (Pouget és mtsai 2008) leirta, hogy az erek falat hatarolo an.
fali sejtek mind a sclerotombdl fejlédnek. A fali sejtek a kapillarisok esetében a
pericytakat, a torzs, a végtagok nagyobb ereiben ¢és az aorta falaban pedig a
perivascularisan elhelyezked6 simaizom sejteket jelenti.

A fenti eredményekkel egybehangzoan sikeriilt azt is igazolnunk, hogy az MSC
populaciok egyedi “Hox koddal” vagy masképpen nevezve “Hox gén kifejezddési
ujjlenyomattal” birnak, amely specifikus a sejtek anatomiai eredetére (25. abra). EQy
nemrégiben kozolt tanulmanyukban Ackema és Charite (Ackema és mtsai 2008) leirtak,

hogy ragcsalokban a kiilonbozd csontokbdl kinyert MSC-k novekedési képessége
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némileg eltér egymastdl, annak megfeleléen, hogy a csont, amelybdl izolaltdk Oket,
milyen anatomiai helyzetii volt. Miutan a kiilonbozé helyekrél szarmazo MSC-k
helyspecifikus Hox kifejezdési mintazattal birnak, igy nem kizart, hogy eltérd
novekedési képességiik hatterében - legalabb részben — bizonyos Hox gének eltérd
expresszioja all. Chang és munkatarsai (Chang és mtsai 2002) pedig arra deritettek
fényt, hogy az emberi fibroblastok kovetkezetesen, egyedi Hox gén mintdzatot
mutatnak, amely alapjan pontosan megkiilonboztethetdk a kiillonb6zo régiokra jellemzd
sejtek. Masok simaizom sejtek (Chi és mtsai 2007) és zsirsejtek (Gesta és mtsai 2006)
esetében is igazoltak, hogy a rajuk jellemz6é Hox kod pontosan kijeldli a sejtek eredeti
anatomiai elhelyezkedését a szervezeten beliill. Ehhez hasonléan, valamennyi
differencialodott testi sejtiink, és szoveti Gssejtiink — beleértve az MSC-ket is — magaban
hordozza a szarmazasi helyére vonatkozd poziciondlis informaciot. A  sejtek
korai embrionalis szegmentalodasi folyamatokban nélkiilozhetetlen, a késObbiekben
biztositja, hogy a bér, az izmok, vagy éppen a csontok az adott testszelvényre jellemz6
modon fejlédjenek (Wang és mtsai 2009). Ebbdl kovetkezik, hogy amennyiben ezt a
poziciondlis identitast az MSC-k a megsziiletés utan is 6rzik, az esetleg behatarolhatja
tovabbi plaszticitasukat és igy regenerativ képességeiket is korlatok kozé szorithatja.
Ezt timasztja ald az a kisérlet is, amikor (Creuzet és mtsai 2002) ducléc sejtekben
tulexpresszaltattdk a Hoxa3 génjét, akkor azok nem voltak képesek az elso
kopoltytivbdl szarmazd vazelemek képzésére, de az orr septumdnak kialakitasara
alkalmassa valtak. Ugyanakkor a Hoxb4 overexpresszidja gatolja az orr-bimbo eredetii
csontfejlédést, de tAmogatja az also allkapocs-csont proximalis teriiletének kialakulasat.
A Hoxa3 és Hoxb4 géneket egyidejiileg tultermeltetve a sejtekben, azok nem lesznek
képesek az arckoponya csontokat létrehozni. A  duclécsejtek idegrendszeri
leszarmazottainak létrejottét nem befolyasolja viszont ezen gének hatasa. Ellenben,
amikor Leucht ¢és mts.-ai (Leucht és mtsai 2008) Hoxall génre pozitiv MSC-ket
transzplantaltak Hoxall-et nem kifejez6 kornyezetbe, vagyis sipcsontbdl szarmazo
stroma sejteket iltettek az allkapocscsontba, a sejtek ott hegszovetet alakitottak ki,
ahelyett, hogy hozzijarultak volna az wj csont képzédéséhez. Erdekes viszont, hogy a
mandibularis — tehat Hoxall negativ - MSC-k képesek voltak a Hoxall pozitiv

kornyezethez sikerrel alkalmazkodni, amikor a sipcsont sériilés helyére tiltették at oket.
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A graft sejtek itt Gj csont képzésébe kezdtek, anélkiil, hogy hegszovetet hoztak volna
létre. EbbOI az esetbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az MSC-k képesek ugyan
ujabb Hox géneket is miikddésbe hozni bizonyos kornyezeti hatdsokra, de még az uj
szoveti kornyezet sem képes a mar elézdleg rogziilt pozicionalis kodjukat kitdrolni. SOt
konnyen lehet, hogy a normal kdrnyezetben zajlo, vagyis beavatkozassal nem jaro
szoveti regeneracio is hasonld egyiittmiikodésen alapul a sériilt teriiletre érkezo
endogén, de mas szovetekbol szarmazo dssejtek €s a sériilt szoveti kdrnyezet kozott.
Jelen tanulmany egyik legfontosabb eredménye, hogy sikeriilt olyan géneket
azonositanunk, amelyek a kiilonb6z6 anatomiai eredetin MSC populaciokra
preferencialisan jellemz6 mddon, és nagy mennyiségben atirodnak (29. abra). Ebben az
értelemben a Tbx5 és az Fgfl0 mRNS-ek kizarolag a thymus eredeti MSC-kre
jellemzdek, ott viszont igen nagy mennyiségben keletkeznek. Korabbi tanulmanyokbol
ismert (Li és mtsai, 1997), hogy az FGF10 hidnyanak funkcionalis kévetkezménye,
hogy mar a korai embrionalis allapotban megreked a thymus fejlédése. Ennek
hatterében az allhat, hogy a Tbx5/FGF10 jelatviteli ut alapvetd jelentdségii a thymus
érését illeti (Li és mtsai, 1997). A Thx5-6t 1étfontossagunak irtak le szamos gerinces faj,
koztiik az egér és az ember mellsé/felsd végtagjanak kialakitasdban is. Olyannyira, hogy
Tbx5 hianyaban még a mellsé/felsé végtagbimbd sem alakul ki (Revest és mtsai 2001).
Emellett ismert, hogy a Tbx5 kozvetleniil aktivalja az Fgfl0 gént, ami “cserében”
fenntartja a Thx5 expressziot a végtag kifejlodése soran. A fentiekkel egybehangzo
okok allnak az orokletes Holt-Oram szindroma hatterében is. A kéros haplotipus
jellemzdje a TBX5 gén elégtelen kifejezOdése, mely az érintett személyekben a felso
végtagok és a sziv fejlédési rendellenességeihez vezet. A Thx5-6n kiviil a Pitx2 is a
felsd végtagokban fejezddik ki, mar az embriogenezistdl kezdve egészen a felndttkorig.
Ha taltermeltetjiik a gént a fels6 végtag fejlddése soran, az stlyos in, izom és csont
fejlédési rendellenességekhez vezet (Holmberg és mtsai 2008). Végiil pedig, az Alx1l
altal kodolt fehérje kizarélag a chondrocyta sejtvonalakban expresszalodik az
embrionalis fejlodés soran. Noha ennek célgénjét még nem taldltdk meg, a gén
mikodését gatlo vizsgalatokban sikeriilt megmutatni, hogy az Alx1 fontos szerepet
jatszik az arckoponya csontok és a mellsé végtagok kialakitdsaban, méghozza egy

masik homeoproteinnel, az Alx4-gyel valé egyiittmiikddése révén (Beverdam és mtsai
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2001, Qu és mtsai 1999). A TIx1 mRNS kiilonésen nagy mennyiségben keletkezik a 1ép
eredetli MSC-kben. Eredményeink Gsszecsengenek Roberts és munkacsoportja (Roberts
¢s mtsai 1994) altal leirt adatokkal. Korabbi kiterjedt vizsgalatok igazoljak, hogy a TIx1
elengedhetetlen a 1ép kialakulasa, fejlddése és novekedése soran. A TIx1-null mutans
egerek életképesek és semmilyen mas elvaltozas nem mutathatd ki benniik azon kiviil,
hogy nincs 1épiikk. A 1¢ép eldtelepe ezekben az allatokban az embrionalis élet 13.5
napjaig normalisan fejlédik, de azt kdvetden - feltehetéen az elégtelen mesenchymalis
proliferacio okan - mar nem novekszik tovabb (Kanzler és mtsai 2001, Brendolan és
mtsai 2007). A fejlodé 1ép mesenchymaja szoros kapcsolatban all a dorsalisan fejlodo
pancreastelep mesenchymajaval. Mindketté kifejez egy masik, szintén evollcios
értelemben konzervalt homeobox gént, az Nkx2.5-6t, melyet az altalunk vizsgalt 1ép
eredeti MSC-k is atirnak. Ennek a génnek a terméke gatolja a myofibroblast irdnyu
differenciaciot, melynek fontos homeosztatikus szerepe lehet akkor, amikor szoveti
sériilés hianyaban nem indokolt a myofibroblastok keletkezése (Hu és mtsai 2010). A
Pitx1, egy paired-tipusi homeodomén transzkripcios faktor, amely a hats6 végtag
elkiilonitésében és tovabbi struktirainak kialakitasaban jatszik szerepet (Meijlink és
mtsai 1999). Eredményeink szerint nagy mennyiségben irodik at a fiatal és a felnott
egerekbdl szdrmazd combcesont eredetli MSC-kben, a tobbi stroma sejt populacidban
azonban nem lehet kimutatni. A JAo-MSC-k is kifejeznek néhany, csak rajuk jellemz6
gént. Elsoként az En2-t emlitjiik, amely nélkiilozhetetlen a kozép- és koztiagy
kialakitasahoz, a kisagy helyének kijeloléséhez, valamint a feji izmok
meghatarozodasahoz (Sarnat és mtsai 2002, Herrup és mtsai 2005). Az En2 gén JAO-
MSC-kben valdé nagymértékii kifejezodésének jelentésége egyelére nem vildgos. A
masik, JAo-MSC-kben jellemzéen kimutathatdé gén a Gdf6 viszont fontos lehet az
aortafal merevségének megtartasaban és az elmeszesedés megakadalyozasaban. A Gdf6
termékérél, a BMP-13-r6l - tobb mesenchyma szarmazék vonatkozasaban is, mint
amilyenek az inak és a porcok - megallapitottak, hogy képes elejét venni a csont iranya
differencialodasuknak (Chang és mtsai 1994). S6t, a BMP-13 kotészoveti sériilést
kovetd gyogyulasi folyamatokban 0j inak kialakitasat, és a chondrocytakra jellemzd
proteoglycanok képzddését képes indukalni (Bobacz és mtsai 2002). Az ordkletes
Klippel-Feil szindroma hatterében a BMP-13-nak mutacid okozta inaktivalodasa all. A

betegség a nyakcsigolyak velesziiletett sszendvésével jar (Tassabehji és mtsai 2008). A
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génkiiitott egérmodellben az inak, porcok ¢€s az iziiletek fejlddési rendellenességei is
tarsulnak ehhez (Settle és mtsai 2003).

Az En2, Pitx1, Tbx5 és a TIx1 géntermékeket immunfluoreszcens modszerrel is
megvizsgaltuk és igazoltuk, hogy a fehérje mindenhol jelen volt az érintett
sejtkultiradban, vagyis sorrendben az aortafal, a combcsont, a Iép, ¢és a thymus eredetii
MSC tenyészetekben.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy egérben a megsziiletést kovetd
hetekben ¢és a felndtt szervezetben a kiilonb6z6 szdvetekben jelen 1évé mesenchymalis
Os- illetve progenitor sejt populdciok az embrionalis fejlodés soran, a mesoderma
feldarabolodasat kovetden alakulnak ki, és a kiilonbozo testszelvényekben egy idében
meginduld, parhuzamos sejtfejlédés eredményei lehetnek. Kovetkeztetésiinket
alatamasztja az MSC-k morfologiai sokfélesége és egyedi “Hox kodjaba” irt
pozicionalis memoriaja. Tovabbi bizonyitékul szolgal, hogy preferencidlisan fejeznek ki
olyan transzkripcids faktorokat, amelyek az adott szerv vagy szovet embrionalis
fejlédésében is nélkiilozhetetlen szereppel birnak. Ilyenek a somitakra jellemzé Mkx, a
hatso6 végtagot meghatiroz6 Pitxl, a thymus fejlédésben atir6dé Tbx5 ¢és a
lépfejlédéshez elengedhetetlen TIx1 transzkripcids faktor. A sejtek topografikus
hovatartozasa, illetve ennek sejtszintli emlékei a kiilonbozd szoveti eredetli kultirdkban
még igen hossza tavu in vitro tenyésztés (10-15 atoltas) utan is megérzédtek. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak mdasok koézleményeivel, amelyekben kiilonb6z6
sejttipusok poziciondlis emlékeinek jelentds mértékli megtartasirél szdmolnak be
(Ackema és mtsai 2008, Chi és mtsai 2007, Gesta és mtsai 2006).

Eredményeink dontd jelentdséggel birhatnak a regenerativ orvoslas szamara. A
kiilonb6zo anatomiai helyekrél szarmazd6 MSC-k hasonld mértékben bizonyultak
plasztikusnak, valamennyi képes csont, porc és zsir iranyban eldifferencialodni in vitro.
Ugyanakkor korantsem biztos, hogy regenerativ potencialjuk in vivo is azonos, hiszen a
sikeres szoveti regeneracido soran meghatarozo lehet, hogy az MSC graft szovet-
specifikus topografiai memoriaja és a sériilt célszovet anatomiai helyzete egymasnak
megfeleljenek. Az utdbbi elképzelést tamasztja ala az a megfigyelés is, miszerint az
emberi MSC-k szoveti eredetiik fliggvényében, kiilonb6z6 mértékben képesek a sziv

crer

szivizomzatba (Vieira és mtsai 2010). Tovabbi bizonyitékként szolgal emellett Badri¢k
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(Badri és mtsai 2011) beszamoloja arrdl a kélcsonhatasrol €s az altala inditott jelatrol az
MSC-k ¢és a tiid6 epithel sejtjei kozott, amikor is az MSC-k azt a szdvetet telepitették
be, amelybdl eredetileg kinyerték oket. Ugyanakkor nem zarhatjuk ki, hogy az eltérd
eredeti MSC-k képesek lehetnek egymas helyettesitésére, hiszen ismert, hogy a
csontveléi MSC-k mobilizalodnak és a stlyos sériilések, vagy a tumor kialakulés
helyére vandorolnak (Karp és mtsai 2009). S6t, mi magunk is beszdmolhattunk arrol,
hogy a csontveldi, 1ép és aorta eredetii MSC-k — vérképzo dssejtekkel egyiitt alkalmazva
- képesek voltak a streptozotocin indukalta diabetes kialakuldsat megakadalyozni
egerekben (Hegyi és mtsai 2010, Urban és mtsai 2008). A thymus eredetii sejtek
azonban erre nem voltak alkalmasak. Az ellentmondésok tisztdzasara tovabbi in vivo

sejtvonal kovetési vizsgalatok szolgaltathatnanak magyarazatot.
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6. Kovetkeztetések

Az el6zdekben ismertetett eredményeink tiikkrében azt a kovetkeztetést fogalmaztuk

meg, hogy

(i) 14 napos és 10-12 hetes egér csontvelejébél, zsirszovetébal, 1épébdl, thymusabol
és aorta falabol kinyerheté adherens stroma sejtek legfébb jellegzetességeik
alapjan MSC-knek tekinthetoek.

A csontvel6hoz hasonldéan a tobbi szoveti eredetli stroma sejt is adherens, Kisebb-
nagyobb mennyiségben kifejeznek CD44, CD73 és CD90 sejtfelszini antigéneket, de
nem expresszalnak vérképzo és endothel sejtekre jellemz$ molekuldkat. A markerek
tekintetében csupan mennyiségi eltéréseket tapasztaltunk, mindségi kiilonbségek
nincsenek koztiik. Ugyanakkor mind a 6 sejtvonal képes differencialédni adipocyta és
osteoblast iranyokba, noha némileg eltéré mértékben. Ennek okat abban latjuk, hogy az
adott szoveti kornyezet kisebb-nagyobb mértékben, de befolyasolja az adott

sejtpopulacio jellemzoit és funkciojat.

(if) Az altalunk vizsgalt MSC-k a mesodermabol alakultak ki, ugyanis valamennyi
MSC populacionk igen nagy mennyiségben fejez ki mesenchymalis és mesodermalis
sejtekre jellemz6é molekulakat. Szamos klasszikus HOX gén vizsgdlata alapjan kideriilt,
hogy minden egyes MSC sejtpopulacio eltéré6 HOX gén mintazattal jellemezhetd. Ez a
,HOX kod” teljesen egyedi és ezaltal, egyfajta pozicionalis informaciot hordoz a sejtek
eredeti anatomiai elhelyezkedésére vonatkozoan.

A somitak fejlddésével osszefliggésbe hozhatd nem klasszikus HOX gének kozé tartozo
Mkx és DIx1 gének vizsgalata alapjan kideriilt, igen nagy mennyiségben fejez6dnek ki
valamennyi altalunk vizsgalt MSC kultiraban. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy az

MSC-k ontogenetikus eredete a mesoderman beliil is a somitakhoz kotheto.

(iii) Az eltéré szovetekbdl szarmazé MSC-K testtajanként eltéroek.
Megfigyeltiik, hogy az eltérd szovetekbdl szarmazdé MSC-k olyan transzkripcids
faktorokat kodolo géneket is kifejeznek, amelyek csak egy-egy szdvetbdl kinyert

sejtekben voltak mérheték, méghozza igen nagy mennyiségben. Ilyen mddon a Pitx1 a

86



DOI:10.14753/SE.2014.1938

csontveld, a Tbx5 a thymus, Tlx1 a 1ép, az En2 az aorta fali stroma sejtekben volt
egyediill megtalalhat6. Mindezen megfigyeléseket azzal magyarazzuk, hogy a sejtek
kialakulasa egységes lehet, mely helyileg és iddben a postszegmetaciés mesoderma,
pontosabban a somitak kialakuldsanak helyére ¢s idejére tehetd. Majd késobb, ahogyan
a somitak feldarabolodasaval az egyes testszelvények megjelennek, ugy az MSC-K is
szétvandorolnak, és az eltérd testtajak teriiletén kialakulo szovetekben telepednek meg.
Ott aztan amellett, hogy megoérzik eredeti genetikai emlékezetiiket, az j kornyezethez
alkalmazkodva 1jabb jellegeket is felvesznek (egyedi morfologia, némileg eltérd
differenciacios ¢és immunmodulacidos képesség). A sejtek a magukban hordozott,
leszarmazasukra utaldo emlékezetiiket még in vitro sejtkultiraban tartva sem veszitik el,

ahogyan azt kisérleteinkben is sikeriilt bebizonyitanunk.

Eredményeink nagy jelentdséggel birnak a human terapias felhasznalas, ezen beliil is a
regeneracios orvoslas szamara, hiszen ezidaig azt gondoltuk, hogy a test szinte barmely
semmit sem tudtunk az MSC-k filogenezisér6l, de még arrdl sem, hogy a sejtek
tenyészetben mennyire Orzik meg (epi)genetikai memoridjukat. Munkéank
nagymértékben hozzéjarulhat 0j és meglévd, MSC-kel kapcsolatos genetikai kutatasok

és klinikai kisérleti kiprobalasok elére mozditasdhoz.
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7. Osszefoglalas

A mesenchymalis &6s- vagy stroma sejtek (MSC-k) az 0Gssejtek egyik
legigéretesebb tipusdnak szdmitanak orvosi felhasznalds szempontjabol. Az intenziv
genezisérél. Azt mar tudjuk roluk, hogy szinte minden szdvetben, szervben megtalal-
hatdk, illetve hogy morfologiaban, differencialodasi képességben és immunszuppressziv
aktivitdsban is van némi kiilonbség az eltérd szervekbdl izolalt sejtpopulaciok kozott
(Hegyi és mtsai 2010). Fontos volna tehat tisztazni, hogy az MSC-k vajon egy kozos 6s
leszarmazottai, vagy a koztiik 1évo kiilonbségek abbol fakadnak-e, hogy egymastol
fliggetleniil, parhuzamosan alakulnak ki a kiilonb6z6 testtajakon.

Kérdésiink eldontésére felnétt CS7B1/6 egerek csontveldi és zsir eredetli MSC-
inek és 14 napos allatok csontveldi, 1ép, thymus és aorta fali MSC-inek immunologiai
sajatsagait, differencialodasi képességét és génexpresszios mintazatat hasonlitottuk
Ossze (Sagi és mtsai 2012). Osszesen 177 gén expressziojat hataroztuk meg PCR array
¢s kvantitativ RT-PCR segitségével. A génexpresszios eredmények egy részét fehérje
szinten is validaltuk aramlasi citometriaval, immunfluoreszcenciaval és Western blottal.

Eredményeink szerint az eltérdé eredeti MSC populaciok egységesen és nagy
mennyiségben fejeznek ki olyan mesenchymalis markereket, mint az a-simaizom aktin,
1-es tipust kollagén a-lanc, GATA6, Mohawk és vimentin. A vizsgalt Hox gének
ugyanakkor eltéré mintazat szerint fejezédnek ki benniik, amely mintazat utal az adott
sejtpopuldcio eredeti anatomiai helyére. S6t, az egyes MSC kultardk olyan egyedi
transzkripcidos faktorokat kodolnak, amelyek kizarolag az adott sejtpopulaciora
jellemzoek és Osszefliggésbe hozhatok a sejtek eredeti szarmazési helyével. Ennek
megfelelden a thymus eredetit MSC-k nagy mennyiségben irnak at Thx5-6¢ and Pitx2-t,
a 1ép eredeti MSC-k TIx1-et és Nkx2.5-6t, a femurok csontvelejébdl szarmazo sejtek
Pitx1-et, az aorta fali MSC-k pedig En2-bél fejeznek ki nagy mennyiséget. Ilyen moédon
az MSC-k az in vitro tenyésztés soran is megorzik hovatartozasukat és memoriajukat.

Feltételezziik ezek alapjan, hogy a kiilonb6z6 szovetekben talalhaté mesen-
chymalis sejt populaciok egy helyen alakulnak ki, és a mesoderma feldarabolodasa utan
parhuzamosan fejlédnek a kiilonbozo testszelvényekben. Eredményeinknek a regenera-
tiv orvoslas szempontjabol nagy gyakorlati jelentésége lehet, hiszen a kiilonb6zo

testtajakrol szarmazo MSC-k egyaltalan nem biztos, hogy helyettesithetik egymast.
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Summary

Mesenchymal stem or stromal cells (MSCs) originally isolated from bone
marrow are one of the most promising stem cell types used in medical practice. Despite
this, a completely undefined area of MSC biology is the ontogeny of the cells. Although
MSCs of distinct tissue origin have a large number of similarities and differences, it has
not been determined so far whether tissue-resident MSCs are the progenies of one
ancestor cell lineage or the results of parallel cell developmental events.

Here we compared the immunophenotype, differentiation potential and gene
expression profile of MSCs derived from adult and juvenile bone marrow, adult adipose
tissue, as well as juvenile spleen, thymus and aorta wall (Hegyi et al 2010). The expres-
sion levels of totally 177 genes were measured in murine MSCs derived from different
organs and tissues using PCR Array and quantitative RT-PCR. For these purposes we
chose 2 different PCR Arrays, one of which contains pluripotency genes, typical
mesechymal and mesodermal marker genes and MSC specific genes and the other one
is specific different homeobox genes. Results were then partially validated at protein
level by flow cytometry, immunofluorescence and Western blot (Sagi et al 2012).

Our results show that all MSC lines uniformly expressed a large set of genes

including well-known mesenchymal markers, such as a-smooth muscle actin, collagen

type | a-chain, GATAG, Mohawk, and vimentin. On the other hand, different MSC lines
consistently expressed distinct patterns of Hox genes determining the positional identity
of a given cell population. Moreover, MSCs of different origin expressed a few other
transcription factors also reflecting their topological identity and so the body segment or
organ to which they normally contributed in vivo. Accordingly, thymus-derived cells
specifically expressed Thx5 and Pitx2; spleen-derived MSCs were characterized with
TIx1 and Nkx2.5; Pitx1 designated femoral bone marrow cells and En2 appeared in
aorta-derived MSCs. Thus, MSCs exhibited topographic identity and memory even after
long term cultivation in vitro.

Based on these results, we suggest that postnatal MSCs isolated from different
anatomical sites descend from precursor cells developing in the post-segmentation
mesoderm after its regionalization. Our new findings may have crucial consequences for
the regenerative medicine because it is possible that MCSs from different body

segments can’t substitute each other.
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11. Kiegészito tablazatok

1. Kiegészit6 tablazat: A Mouse Mesenchymal Stem Cell PCR Array génjei.*

GeneBank |Rovidité Elnevezés Ct értékek (JCsv-MSC) Ct értékek (Csv-MSC)
1. kis. | 2.kis. | 3.kis. | 1.kis. | 2.Kkis. | 3.Kkis.

NM_011076 | Abcbla | ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), 32,04 | 3124 | 31,72 | 2022 | 288 | 2956

- member 1A
NM_009655 Alcam Activated leukocyte cell adhesion molecule 34,03 33,67 33,75 23,46 23,25 23,40
NM_008486 Anpep Alanyl (membrane) aminopeptidase 31,28 31,53 31,34 24,53 24,14 24,26
NM_009673 Anxab Annexin A5 21,45 21,49 21,44 21,45 21,15 21,30
NM_007540 Bdnf Brain derived neurotrophic factor 28,38 30,61 30,14 27,98 26,26 27,66
NM_007541 Bglapl Bone gamma carboxyglutamate protein 1 29,55 29,55 29,56 35,02 33,85 34,54
NM_007553 Bmp2 Bone morphogenetic protein 2 40,00 40,00 40,00 40,00 34,54 38,78
NM_007554 Bmp4 Bone morphogenetic protein 4 28,14 28,32 28,32 26,29 26,13 26,33
NM_007556 Bmp6 Bone morphogenetic protein 6 33,48 34,96 34,88 31,32 30,25 30,43
NM_007557 Bmp7 Bone morphogenetic protein 7 40,00 40,00 40,00 40,00 36,95 38,35
NM_009810 Casp3 Caspase 3 26,15 27,73 27,34 26,61 25,18 26,42
NM_009851 Cd44 CD44 antigen 24,95 25,81 25,51 22,87 22,25 22,65
NM_007742 Collal Collagen, type |, alpha 1 22,01 22,17 22,14 20,32 20,19 20,29
NM_009969 Csf2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 29,27 29,67 29,37 28,59 27,38 27,67
NM_009971 Csf3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte) 36,97 38,90 38,89 27,97 27,05 27,89
NM_007614 Ctnnbl Catenin (cadherin associated protein), beta 1 24,68 24,24 24,74 23,53 23,22 23,33
NM_010113 Egf Epidermal growth factor 31,35 31,53 31,43 30,71 30,83 30,35
NM_007932 Eng Endoglin 27,73 27,66 27,69 25,87 25,54 25,44
V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
NM_001003817 Erbb2 homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene 27,58 27,56 27,58 26,28 26,33 26,00
homolog (avian)

NM_008002 Fgf10 Fibroblast growth factor 10 33,45 34,76 34,67 31,51 30,57 31,07
NM_008006 Fgf2 Fibroblast growth factor 2 29,21 29,30 29,28 29,47 29,61 29,44
NM_008051 Futl Fucosyltransferase 1 40,00 40,00 40,00 36,03 34,89 35,90
NM_010242 Fut4 Fucosyltransferase 4 40,00 39,59 39,90 34,14 34,38 34,23
XM_284144 Fzd9 Frizzled homolog 9 (Drosophila) 35,89 38,24 37,42 35,56 36,08 35,45
NM_011819 Gdf15 Growth differentiation factor 15 27,85 28,30 28,11 29,45 29,18 29,38
NM_008109 Gdf5 Growth differentiation factor 5 40,00 40,00 40,00 35,07 35,97 35,71
NM_013526 Gdfe Growth differentiation factor 6 36,92 37,00 36,88 35,63 35,13 35,03
NM_013527 Gdf7 Growth differentiation factor 7 33,63 33,58 33,58 31,93 31,48 31,32
NM_025652 Gtf3a General transcription factor Ill A 24,69 24,68 24,69 24,21 23,91 23,89
NM_026115 Hatl Histone aminotransferase 1 24,85 24,87 24,85 24,36 23,69 24,19
NM_008228 Hdacl Histone deacetylase 1 25,69 26,57 26,67 25,48 24,49 24,95
NM_010427 Hgf Hepatocyte growth factor 22,63 22,89 22,69 24,12 23,75 24,04
NM_009327 Hnfla HNF1 homeobox A 36,60 36,64 36,59 38,54 36,57 37,54
NM_010493 lcaml Intercellular adhesion molecule 1 35,93 36,21 36,10 28,11 27,88 27,99
NM_008337 Ifng Interferon gamma 40,00 40,00 40,00 32,04 32,08 31,98
NM_010512 Igfl Insulin-like growth factor 1 24,20 24,30 24,23 24,18 23,78 23,87
NM_010548 1110 Interleukin 10 36,03 40,00 37,10 31,13 31,08 31,38
NM_008361 II1b Interleukin 1 beta 33,32 31,82 32,52 26,80 26,25 26,42
NM_031168 116 Interleukin 6 27,30 27,65 27,34 25,25 24,15 24,05
NM_008387 Ins2 Insulin Il 40,00 40,00 40,00 40,00 36,76 38,56
NM_008397 Itgab Integrin alpha 6 29,22 30,02 29,66 27,61 26,36 27,26
NM_008402 Itgav Integrin alpha V 23,11 23,28 23,20 22,63 22,70 22,43
NM_021334 Itgax Integrin alpha X 36,75 34,68 35,35 35,79 33,94 34,47
NM_010578 ltghl Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) 21,37 21,36 21,36 20,26 20,35 20,24
NM_013822 Jagl Jagged 1 28,52 28,14 28,34 26,82 26,44 26,68
NM_010612 Kdr Kinase insert domain protein receptor 40,00 40,00 40,00 28,52 28,49 28,50
NM_013598 Kitl Kit ligand 24,61 25,24 25,03 22,54 21,62 21,52
NM_008501 Lif Leukemia inhibitory factor 31,00 31,07 31,02 29,49 28,54 28,99
NM_023061 Mcam Melanoma cell adhesion molecule 28,18 28,32 28,22 29,00 28,64 28,87
NM_008601 Mitf Microphthalmia-associated transcription factor 26,14 26,13 26,12 24,97 24,87 24,90
NM_008610 Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 22,17 22,12 22,13 23,85 23,11 23,67
NM_016701 Nes Nestin 30,08 30,05 30,10 27,85 27,96 27,76
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GeneBank |Rovidité Elnevezés Ct értékek (JCsv-MSC) Ct értékek (Csv-MSC)
NM_033217 Ngfr Nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, 4000 | 40,00 | 4000 | 3665 | 3695 | 3681
member 16)
NM_008714 Notchl Notch gene homolog 1 (Drosophila) 29,08 29,11 29,10 30,14 29,65 29,32
NM_011851 Nt5e 5' nucleotidase, ecto 29,08 29,86 29,16 29,20 29,23 29,21
NM_153561 | Nudie | "Nudix (nucleoside diphﬁgri‘fge linked moiety Xj-type | g 05 | 2801 | 2810 | 27.88 | 2n.71 | 27,78
NM_020005 Kat2b K(lysine) acetyltransferase 2B 24,59 25,01 25,77 23,50 23,49 23,60
NM_008809 | Pdgfb Platelet derived growth factor receptor, beta 2394 | 2369 | 2387 | 2346 | 2345 | 2335
polypeptide

NM_201406 Pigs Phosphatidylinositol ggg:”samho' biosynthesis, 2546 | 2536 | 2526 | 2402 | 2397 | 2379
NM_013633 Pou5fl POU domain, class 5, transcription factor 1 29,48 29,71 29,61 29,31 29,80 29,63
NM_011146 Pparg Peroxisome proliferator activated receptor gamma 24,80 24,89 24,64 26,51 25,91 25,39
NM_008935 Proml Prominin 1 40,00 40,00 40,00 40,00 36,85 38,36
NM_007982 Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2 26,36 26,53 26,23 25,47 25,67 25,26
NM_011210 Ptprc Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C 40,00 40,00 40,00 29,15 25,19 25,15
NM_016802 Rhoa Ras homolog gene family, member A 21,58 21,89 21,78 20,74 20,34 20,52
NM_009820 Runx2 Runt related transcription factor 2 27,08 27,75 27,24 26,72 26,31 26,81
NM_172773 | Slci7as | Solute carier fam"ymlgnfzzirog/ sugar transporter), 2693 | 2722 | 2731 | 2508 | 2579 | 2539
NM_008540 Smad4 MAD homolog 4 (Drosophila) 23,37 23,92 23,67 23,57 22,18 22,38
NM_029438 Smurfl SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1 25,45 25,35 25,45 25,06 25,08 25,06
NM_025481 Smurf2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 24,27 24,03 24,15 23,82 23,87 23,91
NM_011443 Sox2 SRY-box containing gene 2 40,00 40,00 40,00 32,59 33,27 33,52
NM_011448 Sox9 SRY-box containing gene 9 30,79 31,32 30,92 29,61 28,91 28,85
NM_011537 Thx5 T-box 5 36,55 37,15 37,07 40,00 37,86 37,63
NM_009354 Tert Telomerase reverse transcriptase 31,18 30,67 30,37 31,61 31,37 31,39
NM_011577 Tofbl Transforming growth factor, beta 1 25,78 25,79 25,79 23,89 23,30 23,47
NM_009368 Tofb3 Transforming growth factor, beta 3 27,04 27,09 27,05 26,90 26,78 26,82
NM_009382 Thyl Thymus cell antigen 1, theta 34,69 40,00 40,00 33,91 33,96 33,86
NM_013693 Tnf Tumor necrosis factor 40,00 39,05 39,77 25,98 25,70 25,73
NM_011693 Vcaml Vascular cell adhesion molecule 1 25,35 26,74 26,26 28,01 24,49 24,49
NM_009505 Vegfa Vascular endothelial growth factor A 24,32 25,13 25,03 24,72 23,67 23,67
NM_011701 Vim Vimentin 17,27 17,05 17,20 17,21 17,21 17,18
NM_011708 Vwf Von Willebrand factor homolog 34,12 35,29 35,01 29,61 29,00 29,25
NM_009522 Whnt3a Wingless-related MMTV integration site 3A 40,00 40,00 40,00 39,34 36,19 38,12
NM_009556 Zfp42 Zinc finger protein 42 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010368 Gusb Glucuronidase, beta 25,55 25,73 25,73 24,09 22,58 22,58
NM_013556 Hprtl Hypoxanthine guanine phosphoribosy! transferase 1 21,83 21,78 21,82 22,08 21,47 21,85
NM_008302 |Hspgoapy| ~Heat shock protein r:zrif:f‘l(cy‘c’so”c)’ class B 19,34 1907 | 1927 | 19,78 | 19,28 | 19,35
NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 19,43 19,49 19,47 18,49 17,97 18,27
NM_007393 Actb Actin, beta 17,61 17,36 17,66 17,59 17,02 17,42
SA_00106 MGDC Mouse Genomic DNA Contamination 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
SA_00104 RTC Rewerse Transcription Control 26,33 27,77 27,46 29,00 27,22 28,42
SA_00104 RTC Revwerse Transcription Control 26,26 27,82 27,35 28,55 27,52 28,34
SA_00104 RTC Rewerse Transcription Control 26,30 27,74 27,23 28,35 27,30 28,43
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,99 19,98 19,98 23,08 19,07 22,87
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,98 19,88 19,89 22,98 19,24 21,89
SA_00103 PPC Positive PCR Control 20,31 19,99 20,03 23,88 18,89 21,94
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GeneBank | Rovidités Elnevezés Ct értékek (Zs-MSC) Ct értékek (JAo-MSC)
1.kis. | 2.kis. | 3.kis. | 1.kis. | 2.kis. | 3.Kis.

NM_011076 | Abcbla | ATP-binding cassette, sub-family B (MDRITAP), 33,03 | 3313 | 3321 | 2757 | 2751 | 27,54

member 1A
NM_009655 Alcam Activated leukocyte cell adhesion molecule 29,24 40,00 30,33 26,35 26,24 26,30
NM_008486 Anpep Alanyl (membrane) aminopeptidase 32,57 26,80 31,55 40,00 40,00 40,00
NM_009673 Anxab5 Annexin A5 21,50 23,53 23,15 21,55 21,32 21,44
NM_007540 Bdnf Brain derived neurotrophic factor 26,58 20,79 21,55 24,93 31,63 25,06
NM_007541 Bglapl Bone gamma carboxyglutamate protein 1 35,71 31,55 34,65 35,57 35,75 35,64
NM_007553 Bmp2 Bone morphogenetic protein 2 40,00 30,49 36,40 28,83 28,96 28,16
NM_007554 Bmp4 Bone morphogenetic protein 4 24,44 24,08 23,78 25,04 25,37 25,24
NM_007556 Bmp6 Bone morphogenetic protein 6 27,01 32,57 31,44 24,06 26,68 25,27
NM_007557 Bmp7 Bone morphogenetic protein 7 40,00 29,89 38,20 40,00 40,00 40,00
NM_009810 Casp3 Caspase 3 26,60 27,24 24,45 25,31 30,70 26,07
NM_009851 Cd44 CD44 antigen 23,03 29,98 24,56 23,66 25,79 24,56
NM_007742 Collal Collagen, type |, alpha 1 20,15 34,14 23,35 22,56 21,92 22,34
NM_009969 Csf2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 31,29 27,82 31,72 28,81 30,80 29,65
NM_009971 Csf3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte) 30,15 40,00 32,70 32,73 36,00 33,55
NM_007614 Ctnnbl Catenin (cadherin associated protein), beta 1 23,29 33,93 23,55 23,78 24,67 24,06
NM_010113 Egf Epidermal growth factor 31,26 36,26 32,30 30,80 30,68 30,70
NM_007932 Eng Endoglin 29,11 33,15 30,15 26,50 26,56 26,53
V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
NM_001003817 Erbb2 homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene 26,39 40,00 27,77 27,48 26,82 26,99
homolog (avian)

NM_008002 Fgfl0 Fibroblast growth factor 10 32,12 30,17 31,17 40,00 40,00 40,00
NM_008006 Fgf2 Fibroblast growth factor 2 26,71 35,15 30,65 26,09 26,50 26,41
NM_008051 Futl Fucosyltransferase 1 35,34 25,16 33,16 38,33 40,00 39,20
NM_010242 Fut4 Fucosyltransferase 4 33,09 33,01 34,40 36,39 38,97 36,90
XM_284144 Fzd9 Frizzled homolog 9 (Drosophila) 36,81 24,22 34,22 35,37 37,34 36,32
NM_011819 Gdfl5 Growth differentiation factor 15 32,87 25,03 31,70 36,91 40,00 38,08
NM_008109 Gdf5 Growth differentiation factor 5 40,00 30,27 38,30 40,00 40,00 40,00
NM_013526 Gdf6 Growth differentiation factor 6 29,51 40,00 31,65 24,50 24,02 24,42
NM_013527 Gdf7 Growth differentiation factor 7 34,15 25,57 35,65 32,26 34,58 33,85
NM_025652 Gtf3a General transcription factor Il A 24,23 40,00 26,70 24,67 25,85 25,24
NM_026115 Hatl Histone aminotransferase 1 23,62 28,94 25,53 24,39 28,80 26,83
NM_008228 Hdacl Histone deacetylase 1 24,04 32,01 25,30 25,04 30,52 25,85
NM_010427 Hof Hepatocyte growth factor 29,21 36,80 28,80 35,37 40,00 36,89
NM_009327 Hnfla HNF1 homeobox A 37,99 29,04 36,58 36,48 36,44 36,34
NM_010493 Ilcam1 Intercellular adhesion molecule 1 24,59 22,05 25,87 25,72 27,39 26,35
NM_008337 Ifng Interferon gamma 40,00 35,52 38,20 40,00 40,00 40,00
NM_010512 Igfl Insulin-like growth factor 1 28,31 25,58 26,56 26,42 27,27 27,07
NM_010548 1110 Interleukin 10 32,14 22,68 32,30 30,92 31,48 30,89
NM_008361 l1b Interleukin 1 beta 40,00 40,00 40,00 35,06 36,51 35,12
NM_031168 16 Interleukin 6 28,96 21,23 27,66 26,38 30,91 29,91
NM_008387 Ins2 Insulin Il 36,04 27,11 35,05 31,04 30,55 30,78
NM_008397 Itgab Integrin alpha 6 24,48 29,66 25,43 26,26 33,25 30,24
NM_008402 ltgav Integrin alpha V 21,63 26,12 22,78 21,25 21,56 21,34
NM_021334 Itgax Integrin alpha X 40,00 29,93 39,91 40,00 40,00 40,00
NM_010578 ltgbl Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) 20,09 24,76 20,35 21,83 21,62 21,80
NM_013822 Jagl Jagged 1 25,85 27,85 26,36 25,01 26,23 25,89
NM_010612 Kdr Kinase insert domain protein receptor 28,23 31,86 30,42 28,82 29,90 29,07
NM_013598 Kitl Kit ligand 24,80 27,49 24,90 23,91 28,60 24,37
NM_008501 Lif Leukemia inhibitory factor 28,83 28,98 28,88 27,18 30,50 28,16
NM_023061 Mcam Melanoma cell adhesion molecule 23,73 40,00 24,80 29,11 30,90 30,08
NM_008601 Mitf Microphthalmia-associated transcription factor 31,67 32,09 32,06 30,67 31,13 31,09
NM_008610 Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 28,89 29,64 29,43 22,09 22,99 22,23
NM_016701 Nes Nestin 28,51 27,46 28,65 33,03 31,65 33,89
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GeneBank | Rovidités Elnevezés Ct értékek (Zs-MSC) Ct értékek (JAo-MSC)
NM_033217 Ngfr Nene growth factor receptor (TNFR superfamily, 37,00 | 2330 | 3350 | 4000 | 40,00 | 40,00
member 16)
NM_008714 Notchl Notch gene homolog 1 (Drosophila) 31,27 28,18 30,78 30,13 31,73 31,07
NM_011851 Nt5e 5' nucleotidase, ecto 28,68 25,11 28,07 21,89 21,98 21,88
NM_153561 Nudts | MNudix (nucleoside diphorrslgt?f""ée linked moiety X-type | 56 46 | 3405 | 27,95 | 2595 | 2697 | 26,07
NM_020005 Kat2b K(lysine) acetyltransferase 2B 22,56 31,44 24,86 22,94 25,01 23,05
NM_008809 Pdgfrb Platelet derived growth factor receptor, beta 2702 | 2891 | 2844 | 3099 | 3090 | 30,92
polypeptide

NM_201406 Pigs Phosphatidylinositol ggz:”;“‘:h‘” biosynthesis, 2518 | 3664 | 2634 | 2618 | 2583 | 26,06
NM_013633 Pou5fl POU domain, class 5, transcription factor 1 30,65 25,10 30,55 30,62 30,41 30,42
NM_011146 Pparg Peroxisome proliferator activated receptor gamma 28,52 40,00 38,40 27,63 29,67 28,64
NM_008935 Prom1 Prominin 1 40,00 21,93 38,80 36,68 40,00 38,88
NM_007982 Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2 24,44 28,97 25,89 24,60 24,08 24,26
NM_011210 Ptprc Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C 40,00 28,10 39,55 40,00 40,00 40,00
NM_016802 Rhoa Ras homolog gene family, member A 21,01 24,00 22,60 21,18 24,36 23,38
NM_009820 Runx2 Runt related transcription factor 2 27,95 26,08 28,06 28,31 31,41 30,10
NM_172773 | sici7as | Solute carier fam"ymlgnsf)‘zir"g’ sugar transporter), 27,04 | 40,00 | 2874 | 2666 | 27.96 | 2642
NM_008540 Smad4 MAD homolog 4 (Drosophila) 22,89 25,79 23,56 22,97 28,87 24,47
NM_029438 Smurfl SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1 25,45 40,00 25,87 25,65 25,59 25,62
NM_025481 Smurf2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 24,74 29,92 26,92 24,79 25,14 25,10
NM_011443 Sox2 SRY-box containing gene 2 40,00 36,08 39,86 40,00 37,28 38,26
NM_011448 Sox9 SRY-box containing gene 9 28,68 30,94 30,14 29,58 33,18 33,05
NM_011537 Tbx5 T-box 5 40,00 36,94 36,84 36,63 40,00 37,04
NM_009354 Tert Telomerase reverse transcriptase 29,83 26,08 29,55 28,05 27,27 27,69
NM_011577 Tgfbl Transforming growth factor, beta 1 26,03 23,23 25,63 26,93 27,94 27,04
NM_009368 Tgfb3 Transforming growth factor, beta 3 25,03 36,80 26,43 24,28 24,30 24,31
NM_009382 Thyl Thymus cell antigen 1, theta 22,23 23,71 23,11 33,87 35,40 34,42
NM_013693 Tnf Tumor necrosis factor 36,74 24,54 34,22 37,27 38,38 38,07
NM_011693 Vcaml Vascular cell adhesion molecule 1 24,74 26,57 23,76 22,62 22,36 23,38
NM_009505 Vegfa Vascular endothelial growth factor A 25,30 17,34 19,88 26,78 30,85 28,40
NM_011701 Vim Vimentin 16,57 37,04 20,66 17,22 18,30 18,05
NM_011708 Vwf Von Willebrand factor homolog 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_009522 Whnt3a Wingless-related MMTV integration site 3A 40,00 40,00 40,00 38,05 36,33 37,36
NM_009556 Zfp42 Zinc finger protein 42 40,00 25,78 35,78 40,00 36,93 38,73
NM_010368 Gusb Glucuronidase, beta 24,89 22,36 24,69 25,52 28,17 27,27
NM_013556 Hprtl Hypoxanthine guanine phosphoribosy! transferase 1 21,86 19,37 20,72 21,87 22,66 22,42
NM_008302 | Hspgoapy | Heat shock protein r?}gﬁ'ggfl(cym””c)' class B 1877 | 1972 | 1972 | 1907 | 1924 | 1901
NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 18,80 17,71 17,95 20,03 20,05 18,92
NM_007393 Actb Actin, beta 16,62 28,33 18,46 18,21 18,36 18,16
SA_00106 MGDC Mouse Genomic DNA Contamination 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
SA_00104 RTC Rewerse Transcription Control 25,76 27,04 25,44 26,46 29,80 27,53
SA_00104 RTC Rewerse Transcription Control 25,83 27,11 25,74 26,21 30,70 27,36
SA_00104 RTC Revwerse Transcription Control 25,76 27,09 25,97 26,28 30,44 27,54
SA_00103 PPC Positive PCR Control 18,51 19,23 19,03 18,96 23,73 21,07
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,06 18,97 18,88 18,93 24,43 20,78
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,08 40,00 19,50 19,31 26,18 20,63
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GeneBank |Raévidités Elnevezés Ct értékek (JLp-MSC) Ct értékek (JThy-MSC)
1. kis. | 2.kis. | 3.kis. | 1.kis. | 2.kis. | 3.Kkis.

NM_011076 | Abcbla | ATPPinding cassette, sub-family B (MDRITAP), 3207 | 3305 | 3298 | 31,10 | 31,34 | 31,04

- member 1A
NM_009655 Alcam Activated leukocyte cell adhesion molecule 30,15 29,76 29,67 32,22 32,16 32,30
NM_008486 Anpep Alanyl (membrane) aminopeptidase 32,52 32,69 33,04 35,09 34,04 34,68
NM_009673 Anxa5 Annexin A5 21,15 21,32 21,62 21,96 21,83 21,83
NM_007540 Bdnf Brain derived neurotrophic factor 29,87 29,57 29,59 28,08 28,30 28,07
NM_007541 Bglapl Bone gamma carboxyglutamate protein 1 32,72 33,08 33,17 33,21 32,22 32,73
NM_007553 Bmp2 Bone morphogenetic protein 2 31,64 31,94 32,09 40,00 40,00 40,00
NM_007554 Bmp4 Bone morphogenetic protein 4 32,14 31,95 32,38 31,28 31,21 31,84
NM_007556 Bmp6 Bone morphogenetic protein 6 34,03 33,80 33,78 32,72 34,09 33,84
NM_007557 Bmp7 Bone morphogenetic protein 7 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_009810 Casp3 Caspase 3 24,36 28,48 26,42 27,56 30,19 28,69
NM_009851 Cd44 CD44 antigen 24,82 23,75 24,57 23,56 25,09 24,26
NM_007742 Collal Collagen, type |, alpha 1 21,75 21,01 21,12 22,53 21,98 22,53
NM_009969 Csf2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 32,21 31,06 31,38 29,77 31,98 30,51
NM_009971 Csf3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte) 39,73 40,00 39,66 33,87 36,61 34,56
NM_007614 Ctnnbl Catenin (cadherin associated protein), beta 1 23,80 23,82 23,83 23,80 24,05 23,89
NM_010113 Egf Epidermal growth factor 31,82 31,84 31,79 31,59 31,58 31,58
NM_007932 Eng Endoglin 25,27 25,16 25,84 29,48 29,58 29,50
V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
NM_001003817 Erbb2 homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene 26,70 26,50 26,56 26,87 26,71 26,79
homolog (avian)

NM_008002 Fgf10 Fibroblast growth factor 10 38,36 33,47 37,87 24,46 27,55 27,48
NM_008006 Fgf2 Fibroblast growth factor 2 28,66 28,66 28,66 25,36 25,65 25,43
NM_008051 Futl Fucosyltransferase 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010242 Fut4 Fucosyltransferase 4 40,00 40,00 40,00 37,16 37,53 37,24
XM_284144 Fzd9 Frizzled homolog 9 (Drosophila) 35,84 35,72 35,75 34,26 36,29 36,24
NM_011819 Gdf15 Growth differentiation factor 15 26,92 26,84 27,04 29,15 29,71 29,20
NM_008109 Gdf5 Growth differentiation factor 5 40,00 40,00 40,00 36,21 40,00 36,81
NM_013526 Gdfe Growth differentiation factor 6 36,25 36,04 35,94 40,00 40,00 40,00
NM_013527 Gdf7 Growth differentiation factor 7 32,23 32,27 32,28 34,82 35,89 33,89
NM_025652 Gtf3a General transcription factor Ill A 25,16 25,01 24,96 25,08 25,71 25,62
NM_026115 Hatl Histone aminotransferase 1 25,63 25,28 25,26 24,83 25,91 25,47
NM_008228 Hdacl Histone deacetylase 1 26,83 26,96 26,97 25,98 28,91 27,31
NM_010427 Hgf Hepatocyte growth factor 22,27 22,81 22,89 22,38 23,06 22,73
NM_009327 Hnfla HNF1 homeobox A 40,00 40,00 40,00 36,04 35,94 35,99
NM_010493 Icam1 Intercellular adhesion molecule 1 40,00 40,00 40,00 35,01 36,51 35,63
NM_008337 Ifng Interferon gamma 36,73 36,81 36,86 35,95 40,00 36,82
NM_010512 Igfl Insulin-like growth factor 1 25,31 25,08 24,88 24,31 24,84 24,18
NM_010548 1110 Interleukin 10 34,73 34,75 34,28 30,73 31,27 31,24
NM_008361 l1b Interleukin 1 beta 40,00 40,00 40,00 34,35 35,92 35,34
NM_031168 6 Interleukin 6 26,25 26,52 26,27 23,97 26,08 24,63
NM_008387 Ins2 Insulin Il 39,82 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008397 Itgab Integrin alpha 6 29,89 29,94 30,06 28,60 32,00 30,67
NM_008402 Itgav Integrin alpha V 22,37 22,24 22,13 22,58 23,11 22,83
NM_021334 Itgax Integrin alpha X 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010578 ltghl Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) 19,92 19,82 19,65 20,95 20,82 20,93
NM_013822 Jagl Jagged 1 27,15 27,10 27,21 27,99 28,96 28,87
NM_010612 Kdr Kinase insert domain protein receptor 31,80 31,02 30,93 31,86 32,06 31,84
NM_013598 Kitl Kit ligand 29,53 29,24 29,04 26,30 27,99 26,89
NM_008501 Lif Leukemia inhibitory factor 31,73 31,76 31,81 29,83 31,46 31,06
NM_023061 Mcam Melanoma cell adhesion molecule 24,62 24,23 24,26 29,23 30,53 30,14
NM_008601 Mitf Microphthalmia-associated transcription factor 27,38 27,81 27,83 27,68 27,53 27,63
NM_008610 Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 22,13 22,51 23,26 26,90 27,51 27,74
NM_016701 Nes Nestin 23,98 24,93 25,16 29,30 29,23 29,33
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GeneBank
NM_033217

NM_008714
NM_011851

NM_153561
NM_020005

NM_008809

NM_201406

NM_013633
NM_011146
NM_008935
NM_007982
NM_011210
NM_016802
NM_009820

NM_172773

NM_008540
NM_029438
NM_025481
NM_011443
NM_011448
NM_011537
NM_009354
NM_011577
NM_009368
NM_009382
NM_013693
NM_011693
NM_009505
NM_011701
NM_011708
NM_009522
NM_009556
NM_010368
NM_013556

NM_008302

NM_008084
NM_007393
SA_00106
SA_00104
SA_00104
SA_00104
SA_00103
SA_00103
SA_00103

Rovidités
Ngfr

Notchl
Nt5e

Nudt6
Kat2b

Pdgfrb
Pigs
Pou5f1
Pparg
Prom1l
Ptk2
Ptprc
Rhoa
Runx2

Slcl7a5

Smad4
Smurfl
Smurf2
Sox2
Sox9
Thx5
Tert
Tofbl
Tgfb3
Thyl
Tnf
Vcaml
Vegfa
Vim
Vwf
Wnt3a
Zfp42
Gusb
Hprtl

Hsp90abl

Gapdh
Actb
MGDC
RTC
RTC
RTC
PPC
PPC
PPC

Elnevezés

Nerve growth factor receptor (TNFR superfamily,
member 16)

Notch gene homolog 1 (Drosophila)
5' nucleotidase, ecto
Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type
motif 6
K(lysine) acetyltransferase 2B
Platelet derived growth factor receptor, beta

polypeptide

Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis,

class S
POU domain, class 5, transcription factor 1

Peroxisome proliferator activated receptor gamma

Prominin 1
PTK2 protein tyrosine kinase 2
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, C
Ras homolog gene family, member A
Runt related transcription factor 2

Solute carrier family 17 (anion/sugar transporter),

member 5
MAD homolog 4 (Drosophila)

SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1
SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2
SRY-box containing gene 2
SRY-box containing gene 9
T-box 5
Telomerase reverse transcriptase
Transforming growth factor, beta 1
Transforming growth factor, beta 3
Thymus cell antigen 1, theta
Tumor necrosis factor
Vascular cell adhesion molecule 1
Vascular endothelial growth factor A
Vimentin
Von Willebrand factor homolog
Wingless-related MMTV integration site 3A
Zinc finger protein 42
Glucuronidase, beta
Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1
Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B
member 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Actin, beta
Mouse Genomic DNA Contamination
Reverse Transcription Control
Revwerse Transcription Control
Reverse Transcription Control
Positive PCR Control
Positive PCR Control
Positive PCR Control

Ct értékek (JLp-MSC)
36,15 34,92 34,25
32,74 33,08 32,99
28,44 31,40 30,21
28,36 28,72 29,47
24,81 25,59 25,21
23,42 22,67 23,16
27,11 25,12 25,05
30,64 30,85 30,73
27,93 26,90 26,92
37,17 36,86 36,14
24,43 25,47 25,80
40,00 40,00 40,00
22,72 22,09 23,06
29,63 29,86 30,62
26,42 27,23 27,72
25,62 26,12 26,04
24,83 25,13 25,06
23,83 23,56 24,15
40,00 40,00 38,92
31,73 31,11 31,01
39,80 40,00 38,98
32,36 32,88 32,21
28,42 27,82 27,14
24,72 25,79 27,13
37,66 36,60 35,29
40,00 40,00 40,00
30,91 30,74 30,64
29,36 29,13 29,06
17,72 17,87 17,83
40,00 40,00 40,00
39,59 40,00 39,76
39,14 40,00 40,00
26,82 26,82 26,82
22,57 22,75 22,83
19,90 19,90 19,90
18,75 18,75 18,75
18,04 18,04 18,04
40,00 40,00 40,00
29,95 29,95 29,95
30,10 30,10 30,10
30,22 30,22 30,22
23,68 23,68 23,68
23,77 23,77 23,77
26,07 26,07 26,07

Ct értékek (JThy-MSC)

35,83

30,92
29,75

25,72
24,13

23,49

25,84

30,16
26,33
40,00
26,24
40,00
21,20
27,86

26,50

23,88
25,06
24,67
40,00
28,50
27,64
29,95
24,07
26,27
30,58
40,00
25,05
25,54
17,84
39,89
40,00
40,00
25,36
21,92

19,11

19,91
17,34
40,00
26,84
27,15
26,50
19,78
19,81
19,99

40,00

34,53
30,14

26,36
25,15

23,36

25,73

29,95
28,09
40,00
26,19
40,00
22,06
29,48

26,97

26,89
25,01
24,97
40,00
30,35
28,93
29,89
27,57
26,26
31,03
40,00
29,74
27,75
18,29
40,00
40,00
40,00
27,33
22,12

19,29

19,91
17,34
40,00
29,37
29,55
29,07
22,08
23,14
23,47

36,62

31,08
30,83

25,92
25,15

23,42

25,79

30,13
26,21
40,00
26,31
40,00
21,73
29,23

26,62

24,82
25,02
24,90
40,00
28,93
28,23
29,91
27,24
26,26
30,83
40,00
30,04
26,52
18,06
39,91
40,00
39,67
27,33
22,06

19,29

19,91
17,34
40,00
29,37
29,55
29,07
22,08
23,14
23,47

* Az array 84 primer part tartalmaz, melyek a gyarto leirasa alapjan a kovetkez6 csoportokba sorolhatok: 6siség markerek, MSC-specifikus

markerek, egyéb, MSC-hez kotheté molekuldk, és olyanok, melyek részt vesznek az csont-, zsir-, porc-, izomképzédésben (osteogenesis,

adipogenesis, chondrogenesis, myogenesis) és az inak fejlédésében. Az array tartalmaz tovabba egy genomialis DNS szennyez6dés kontrollt

(HO06), 3 reverz transzkripcio kontrollt (HO7-H09) és 3 pozitiv PCR kontroll lyukat is (H10-12) (SA Biosciences,

http://Amww.sabiosciences.com/genetable.php?pcatn=PAMM-082A).
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GeneBank

NM_172553
NM_007441
NM_007442
NM_007492
NM_007526
NM_009880
NM_007673
NM_007674
NM_009986
NM_010053
NM_010054
NM_010055
NM_007867
NM_198854
X\M_355743
NM_130865
NM_010131
NM_010132
NM_010133
NM_010134
NM_010420
NM_008245
NM_008250
NM_175606
NM_010449
NM_010455
NM_010456
NM_008266
NM_134032
NM_010458
NM_010459
NM_010460
NM_010461
NM_008270
NM_010462

NM_001024842
NM_010463
NM_010464
NM_010465
NM_010466
NM_008272
NM_010467
NM_008274
NM_008275
NM_010468
NM_010469
NM_008276
NM_013555
NM_021459
NM_027397
NM_010691
NM_010692
NM_008498
NM_033652
NM_010725

Rovidités

Alx1
Alx3
Alx4
Arx
Barx1
Cdx1
Cdx2
Cdx4
Cux1
Dix1
DIx2
DIx3
Dix4
DIx5
DIx6
Dmbx1
Emx1
Emx2
En1
En2
Hesx1
Hhex
Hix
Hopx
Hoxa1
Hoxa7
Hoxa9
Hoxb1
Hoxb2
Hoxb3
Hoxb4
Hoxb7
Hoxb8
Hoxb9
Hoxc10
Hoxc11
Hoxc12
Hoxc13
Hoxc6
Hoxc8
Hoxc9
Hoxd1
Hoxd12
Hoxd13
Hoxd3
Hoxd4
Hoxd8
Hoxd9
Isl1
Isl2
Lbx1
Lbx2
Lhx1
Lmx1a
Lmx1b

Elnevezés

ALX homeobox 1
Aristaless-like homeobox 3
Aristaless-like homeobox 4

Aristaless related homeobox
BarH-like homeobox 1
Caudal type homeo box 1
Caudal type homeo box 2
Caudal type homeo box 4
Cut-like homeobox 1
Distal-less homeobox 1
Distal-less homeobox 2
Distal-less homeobox 3
Distal-less homeobox 4
Distal-less homeobox 5
Distal-less homeobox 6
Diencephalon/mesencephalon homeobox 1
Empty spiracles homolog 1 (Drosophila)
Empty spiracles homolog 2 (Drosophila)
Engrailed 1
Engrailed 2
Homeo box gene expressed in ES cells
Hematopoietically expressed homeobox
H2.0-like homeobox
HOP homeobox
Homeo box A1
Homeo box A7
Homeo box A9
Homeo box B1
Homeo box B2
Homeo box B3
Homeo box B4
Homeo box B7
Homeo box B8
Homeo box B9

Homeo box C10

Homeo box C11

Homeo box C12

Homeo box C13

Homeo box C6

Homeo box C8

Homeo box C9

Homeo box D1

Homeo box D12

Homeo box D13

Homeo box D3

Homeo box D4

Homeo box D8

Homeo box D9
ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain

Insulin related protein 2 (islet 2)
Ladybird homeobox homolog 1 (Drosophila)
Ladybird homeobox homolog 2 (Drosophila)
LIM homeobox protein 1

LIM homeobox transcription factor 1 alpha
LIM homeobox transcription factor 1 beta

Ct értékek (JCsv-MSC)

1. kis.
38,30
38,07
37,58
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
24,90
28,80
30,49
26,93
29,44
38,97
34,93
40,00
40,00
27,20
36,92
40,00
33,57
32,02
29,97
40,00
30,08
26,61
27,61
40,00
32,06
30,93
30,18
37,01
36,18
40,00
28,20
33,45
27,67
25,56
24,58
28,94
26,86
40,00
40,00
40,00
40,00
36,82
28,72
38,23
33,00
33,72
40,00
32,68
40,00
40,00
40,00

2. kis.
40,00
38,72
35,68
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
24,92
28,73
30,77
26,78
29,64
36,03
33,80
40,00
40,00
27,24
40,00
40,00
32,93
31,61
29,90
40,00
29,80
26,72
27,45
40,00
31,77
31,30
30,37
35,96
40,00
40,00
27,66
32,81
27,19
25,57
24,65
28,94
26,69
40,00
40,00
40,00
40,00
36,82
28,56
38,34
33,44
33,10
40,00
32,62
40,00
40,00
40,00

3. kis.

38,56
38,43
37,46
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
24,92
28,83
30,46
26,87
29,53
37,33
33,94
40,00
40,00
27,21
40,00
40,00
33,54
31,81
29,94
40,00
29,93
26,63
27,56
40,00
31,85
31,36
30,36
36,79
37,89
40,00
27,96
33,46
27,35
25,57
24,62
28,92
26,78
40,00
40,00
40,00
40,00
36,81
28,56
38,31
33,23
33,64
40,00
32,67
40,00
40,00
40,00

Ct értékek (Csv-MSC)

1. kis.
28,23
37,43
32,79
38,33
40,00
40,00
40,00
40,00
24,55
29,85
30,11
36,02
30,20
35,90
30,59
36,83
40,00
25,99
30,32
35,90
35,28
27,02
27,48
35,25
29,33
27,27
27,30
35,82
30,21
29,03
28,95
40,00
29,70
27,00
26,34
28,16
27,90
26,15
24,17
28,02
25,77
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
37,86
30,57
40,00
31,42
40,00
35,24
40,00

2. kis.

28,51
40,00
33,67
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
24,59
29,66
30,11
35,63
30,21
37,03
30,58
38,38
40,00
26,01
30,63
40,00
34,95
27,11
27,30
38,76
29,56
27,24
27,80
36,05
29,17
29,59
28,19
29,31
30,27
27,14
26,84
28,51
28,06
26,56
24,30
28,57
26,05
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
36,69
40,00
40,00
31,62
40,00
32,13
36,17
35,28
40,00

3. kis.
28,64
39,62
33,54
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
24,57
29,76
30,12
35,78
30,21
36,87
30,58
36,87
40,00
26,02
30,36
40,00
35,11
27,08
27,35
37,62
29,46
27,27
27,91
36,12
29,13
29,61
28,37
28,81
30,35
27,16
26,73
28,36
28,12
26,27
24,14
28,36
25,92
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00
38,27
40,00
40,00
31,15
40,00
31,83
38,37
35,27
40,00
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GeneBank | Symbol Description Ct values (JBM-MSC) Ct values (ABM-MSC)
NM_010789 Meis1 Meis homeobox 1 30,57 29,44 29,67 29,82 30,89 30,28
NM_010791 Meox1 Mesenchyme homeobox 1 31,56 32,14 32,06 27,81 27,95 27,88
NM_013729 MixI1 Mix1 homeobox-like 1 (Xenopus laevis) 37,17 36,93 36,99 32,67 33,06 33,20
NM_177595 Mkx Mohawk homeobox 27,29 27,16 27,16 26,34 26,59 26,42
NM_010835 Msx1 Homeobox, msh-like 1 31,14 30,32 31,06 29,25 29,63 29,24
NM_013601 Msx2 Homeobox, msh-like 2 28,19 28,01 28,13 29,10 29,27 29,18
NM_010921 Nkx3-1 NK-3 transcription factor, locus 1 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 39,42 40,00 40,00
NM_011021 Otp Orthopedia homolog (Drosophila) 34,02 33,95 33,98 33,70 34,01 33,83
NM_011023 Otx1 Orthodenticle homolog 1 (Drosophila) 35,66 36,11 35,76 34,24 34,50 34,62
NM_144841 Otx2 Orthodenticle homolog 2 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008781 Pax3 Paired box gene 3 40,00 40,00 40,00 27,63 27,96 27,53
NM_008814 Pdx1 Pancreatic and duodenal homeobox 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008888 Phox2b Paired-like homeobox 2b 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_011097 Pitx1 Paired-like homeodomain transcription factor 1 27,48 27,24 27,28 27,50 27,89 27,62
NM_011098 Pitx2 Paired-like homeodomain transcription factor 2 38,72 40,00 40,00 36,83 40,00 40,00
NM_008852 Pitx3 Paired-like homeodomain transcription factor 3 40,00 40,00 40,00 36,49 40,00 40,00
NM_013633 Pou5f1 POU domain, class 5, transcription factor 1 29,21 29,43 29,25 29,67 29,91 29,73
NM_008936 Prop1 Paired like homeodomain factor 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008937 Prox1 Prospero-related homeobox 1 37,62 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_013665 Shox2 Short stature homeobox 2 26,60 26,46 26,62 24,49 24,57 24,36
NM_009189 Six1 Sine oculis-related homeobox 1 homolog (Drosophila) 27.04 26,90 26,97 25,26 25,43 25,53
NM_011380 Six2 Sine oculis-related homeobox 2 homolog (Drosophila) 37.05 36,85 36.96 40,00 40,00 40,00
NM_011381 Six3 Sine oculis-related homeobox 3 homolog (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_011382 Six4 Sine oculis-related homeobox 4 homolog (Drosophila) 26.12 26,04 26,11 25,83 25,93 25,84
NM_011384 Six6 Sine oculis-related homeobox 6 homolog (Drosophila) 40,00 34,52 35,14 34,71 34,62 34,67
NM_021901 Tix1 T-cell leukemia, homeobox 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_009501 Vax1 Ventral anterior homeobox containing gene 1 37,45 40,00 40,00 37,38 40,00 39,72
NM_011912 Vax2 Ventral anterior homeobox containing gene 2 34,87 36,25 36,03 34,54 34,98 34,82
NM_054068 Vsx1 Visual system homeobox 1 homolog (zebrafish) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010368 Gusb Glucuronidase, beta 27,91 25,67 27,64 22,98 23,63 23,24

NM_013556 Hprt1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1 21,87 21,91 21,88 21,67 21,83 21,74

NM_008302 | Hspg0ab1 Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B

member 1 19,27 19,31 19,29 19,58 19,79 19,71
NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 19,63 19,66 19,64 18,64 18,68 18,67
NM_007393 Actb Actin, beta 17,44 17,29 17,34 16,96 17,16 17,07
SA_00106 MGDC Mouse Genomic DNA Contamination 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 24,77 24,65 24,52 24,74 24,90 24,81
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 24,73 24,52 24,65 24,61 24,77 24,72
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 24,79 24,57 24,61 24,63 24,87 24,62
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,83 19,43 19,78 19,14 19,49 19,26
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,67 19,43 19,76 18,89 19,48 19,27
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,82 19,44 19,80 18,67 19,80 19,72
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GeneBank  [Révidités Elnevezés Ct értékek (Zs-MSC) Ct értékek (JAo-MSC)
1. kis. | 2.kis. | 3.kis. | 1.kis. | 2.kis. | 3.Kis.

NM_172553 Alx1 ALX homeobox 1 40,00 37,57 38,92 40,00 40,00 40,00
NM_007441 Alx3 Aristaless-like homeobox 3 37,68 36,48 36,25 37,71 36,85 37,32
NM_007442 Alx4 Aristaless-like homeobox 4 36,71 35,54 35,89 35,72 35,90 35,83
NM_007492 Arx Aristaless related homeobox 40,00 40,00 40,00 36,59 36,74 36,64
NM_007526 Barx1 BarH-like homeobox 1 35,87 36,86 36,36 40,00 40,00 40,00
NM_009880 Cdx1 Caudal type homeo box 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_007673 Cdx2 Caudal type homeo box 2 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_007674 Cdx4 Caudal type homeo box 4 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_009986 Cux1 Cut-like homeobox 1 23,97 24,02 23,99 24,23 24,21 24,22
NM_010053 DIx1 Distal-less homeobox 1 27,26 27,19 27,22 28,88 28,80 28,89
NM_010054 DIx2 Distal-less homeobox 2 26,87 26,72 26,84 28,74 28,75 28,75
NM_010055 DIx3 Distal-less homeobox 3 29,50 29,00 29,42 28,29 27,58 27,38
NM_007867 Dix4 Distal-less homeobox 4 31,31 31,09 31,18 24,66 24,34 24,62
NM_198854 DIx5 Distal-less homeobox 5 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
XM_355743 DIx6 Distal-less homeobox 6 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_130865 Dmbx1 Diencephalon/mesencephalon homeobox 1 40,00 40,00 40,00 38,61 40,00 40,00
NM_010131 Emx1 Empty spiracles homolog 1 (Drosophila) 40,00 39,00 39,58 40,00 38,77 39,62
NM_010132 Emx2 Empty spiracles homolog 2 (Drosophila) 26,27 26,15 26,18 26,75 26,61 26,73
NM_010133 En1 Engrailed 1 35,32 32,05 32,68 34,46 33,96 34,17
NM_010134 En2 Engrailed 2 39,13 35,05 37,17 29,13 28,75 28,83
NM_010420 Hesx1 Homeo box gene expressed in ES cells 40,00 40,00 40,00 37,31 40,00 40,00
NM_008245 Hhex Hematopoietically expressed homeobox 28,88 28,28 28,48 28,70 28,45 28,85
NM_008250 Hix H2.0-like homeobox 30,53 30,05 30,24 31,51 31,95 31,84
NM_175606 Hopx HOP homeobox 40,00 37,83 38,73 35,86 33,65 35,37
NM_010449 Hoxa1 Homeo box A1 28,68 28,06 28,16 30,34 30,07 30,28
NM_010455 Hoxa7 Homeo box A7 25,71 25,60 25,66 27,90 26,98 27,37
NM_010456 Hoxa9 Homeo box A9 33,99 30,77 31,37 33,48 32,59 32,84
NM_008266 Hoxb1 Homeo box B1 40,00 37,63 38,78 40,00 36,92 38,37
NM_134032 Hoxb2 Homeo box B2 32,15 28,69 30,73 30,10 29,61 29,95
NM_010458 Hoxb3 Homeo box B3 31,36 28,52 28,78 30,70 30,32 30,65
NM_010459 Hoxb4 Homeo box B4 29,65 26,97 28,54 28,90 28,81 28,87
NM_010460 Hoxb7 Homeo box B7 28,01 24,94 27,67 29,53 29,46 29,52
NM_010461 Hoxb8 Homeo box B8 30,50 28,22 29,76 31,72 31,71 31,71
NM_008270 Hoxb9 Homeo box B9 29,08 27,12 28,32 32,09 32,09 32,07
NM_010462 Hoxc10 Homeo box C10 30,49 28,87 29,16 34,18 33,88 33,89
NM_001024842 | Hoxc11 Homeo box C11 33,61 32,46 32,91 35,80 35,80 35,78
NM_010463 Hoxc12 Homeo box C12 29,75 27,68 28,89 32,92 32,84 32,87
NM_010464 Hoxc13 Homeo box C13 27,29 25,38 26,53 26,15 26,20 26,16
NM_010465 Hoxc6 Homeo box C6 23,80 23,30 23,71 29,27 29,15 29,18
NM_010466 Hoxc8 Homeo box C8 29,29 25,60 28,12 37,01 34,63 36,69
NM_008272 Hoxc9 Homeo box C9 27,48 25,71 27,78 32,78 32,20 32,42
NM_010467 Hoxd1 Homeo box D1 37,77 36,27 36,45 35,25 37,18 36,73
NM_008274 Hoxd12 Homeo box D12 35,47 36,79 36,27 40,00 40,00 40,00
NM_008275 Hoxd13 Homeo box D13 40,00 36,24 37,82 40,00 38,14 38,46
NM_010468 Hoxd3 Homeo box D3 40,00 32,98 38,92 32,32 32,36 32,33
NM_010469 Hoxd4 Homeo box D4 27,76 27,88 27,77 27,99 28,06 28,07
NM_008276 Hoxd8 Homeo box D8 24,66 24,03 24,41 24,07 24,70 24,25
NM_013555 Hoxd9 Homeo box D9 39,55 33,58 34,62 35,06 34,63 34,36
NM_021459 Isl1 ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain 33,50 34,04 33,82 40,00 36,50 36,98
NM_027397 Isl2 Insulin related protein 2 (islet 2) 35,69 33,06 33,81 33,70 33,16 33,37
NM_010691 Lbx1 Ladybird homeobox homolog 1 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010692 Lbx2 Ladybird homeobox homolog 2 (Drosophila) 33,72 32,90 33,10 32,79 32,79 32,80
NM_008498 Lhx1 LIM homeobox protein 1 30,59 29,82 29,89 32,79 31,66 31,72
NM_033652 Lmx1a LIM homeobox transcription factor 1 alpha 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010725 Lmx1b LIM homeobox transcription factor 1 beta 33,87 33,85 33,88 34,94 35,53 35,15
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GeneBank
NM_010789
NM_010791
NM_013729
NM_177595
NM_010835
NM_013601
NM_010921
NM_011021
NM_011023
NM_144841
NM_008781
NM_008814
NM_008888
NM_011097
NM_011098
NM_008852
NM_013633
NM_008936
NM_008937
NM_013665

NM_009189
NM_011380
NM_011381
NM_011382

NM_011384

NM_021901
NM_009501
NM_011912
NM_054068
NM_010368
NM_013556

NM_008302

NM_008084
NM_007393
SA_00106
SA_00104
SA_00104
SA_00104
SA_00103
SA_00103
SA_00103

Symbol
Meis1
Meox1

MixI1
Mkx
Msx1
Msx2
Nkx3-1
Otp
Otx1
Otx2
Pax3
Pdx1

Phox2b
Pitx1
Pitx2
Pitx3
Pou5f1
Prop1
Prox1
Shox2

Six1
Six2
Six3
Six4

Six6

Tix1
Vax1
Vax2
Vsx1
Gusb
Hprt1

Hsp90ab1

Gapdh
Actb
MGDC
RTC
RTC
RTC
PPC
PPC
PPC

Description
Meis homeobox 1
Mesenchyme homeobox 1
Mix1 homeobox-like 1 (Xenopus laevis)
Mohawk homeobox
Homeobox, msh-like 1
Homeobox, msh-like 2
NK-3 transcription factor, locus 1 (Drosophila)
Orthopedia homolog (Drosophila)
Orthodenticle homolog 1 (Drosophila)
Orthodenticle homolog 2 (Drosophila)
Paired box gene 3
Pancreatic and duodenal homeobox 1
Paired-like homeobox 2b
Paired-like homeodomain transcription factor 1
Paired-like homeodomain transcription factor 2
Paired-like homeodomain transcription factor 3
POU domain, class 5, transcription factor 1
Paired like homeodomain factor 1
Prospero-related homeobox 1
Short stature homeobox 2

Sine oculis-related homeobox 1 homolog (Drosophila)
Sine oculis-related homeobox 2 homolog (Drosophila)
Sine oculis-related homeobox 3 homolog (Drosophila)
Sine oculis-related homeobox 4 homolog (Drosophila)

Sine oculis-related homeobox 6 homolog (Drosophila)

T-cell leukemia, homeobox 1
Ventral anterior homeobox containing gene 1
Ventral anterior homeobox containing gene 2
Visual system homeobox 1 homolog (zebrafish)
Glucuronidase, beta
Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1
Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B
member 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Actin, beta
Mouse Genomic DNA Contamination
Reverse Transcription Control
Reverse Transcription Control
Reverse Transcription Control
Positive PCR Control
Positive PCR Control
Positive PCR Control

Ct értékek (Zs-MSC)

33,97
40,00
35,77
27,61
31,58
30,06
40,00
34,64
32,52
40,00
38,10
40,00
40,00
40,00
36,31
40,00
30,08
40,00
30,57
32,68

27,79
40,00
40,00
26,68

39,09
40,00
40,00
31,37
40,00
27,61
22,30

19,01
18,77
16,48
40,00
27,15
27,08
28,20
23,03
23,60
24,88

29,32
36,85
32,73
26,97
27,81
29,24
40,00
33,79
32,07
40,00
36,60
40,00
36,87
40,00
30,96
40,00
29,87
40,00
29,99
31,60

27,17
40,00
35,55
25,03

40,00
40,00
37,60
31,30
40,00
24,85
21,75

18,61
18,27
15,82
40,00
24,56
24,60
24,49
19,21
19,30
19,48

31,43
38,72
34,22
27,17
29,17
29,61
40,00
33,92
32,41
40,00
37,92
40,00
38,62
40,00
31,73
40,00
29,89
40,00
30,13
31,72

27,77
40,00
38,14
26,52

40,00
40,00
39,62
31,30
40,00
26,61
22,15

18,81
18,35
16,24
40,00
26,41
26,15
28,15
20,26
20,27
20,37

Ct values (JAo-MSC)

29,86
36,87
36,89
26,68
29,84
40,00
40,00
33,87
33,92
40,00
27,13
40,00
37,29
40,00
38,27
36,86
30,53
40,00
30,50
30,69

30,34
40,00
40,00
26,65

40,00
40,00
40,00
34,74
40,00
25,91
22,06

19,32
20,39
18,06
40,00
24,88
24,74
24,74
19,45
19,23
18,77

30,15
40,00
37,97
26,80
29,74
40,00
40,00
33,78
33,67
40,00
27,14
40,00
40,00
40,00
39,33
35,68
30,31
40,00
30,26
30,99

30,73
40,00
40,00
26,58

40,00
36,54
39,95
35,33
40,00
25,73
21,91

19,13
20,34
17,92
37,47
24,52
24,85
24,74
19,60
19,71
19,68

30,02
40,00
37,23
26,72
29,83
40,00
40,00
33,83
33,69
40,00
27,14
40,00
39,28
40,00
39,31
35,71
30,51
40,00
30,37
30,72

30,38
40,00
40,00
26,63

40,00
39,39
40,00
35,37
40,00
25,75
21,95

19,36
20,37
18,42
40,00
24,63
24,72
24,73
19,57
19,74
19,69
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GeneBank |Rovidité Elnevezés Ct értékek (JLp-MSC) Ct értékek (JThy-MSC)
1. kis. | 2.kis. | 3.kis. | 1.kis. | 2.kis. | 3.Kis.

NM_172553 Alx1 ALX homeobox 1 40,00 40,00 40,00 25,56 25,43 25,54
NM_007441 Alx3 Aristaless-like homeobox 3 36,70 37,98 37,06 33,64 33,55 33,62
NM_007442 Alx4 Aristaless-like homeobox 4 34,91 38,33 36,17 33,80 34,26 34,17
NM_007492 Arx Aristaless related homeobox 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_007526 Barx1 BarH-like homeobox 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_009880 Cdx1 Caudal type homeo box 1 40,00 40,00 40,00 38,18 38,25 38,29
NM_007673 Cdx2 Caudal type homeo box 2 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_007674 Cdx4 Caudal type homeo box 4 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_009986 Cux1 Cut-like homeobox 1 24,13 24,32 24,21 24,62 24,72 24,63
NM_010053 Dix1 Distal-less homeobox 1 28,89 28,86 28,88 28,86 28,80 28,83
NM_010054 DIx2 Distal-less homeobox 2 29,89 30,52 30,03 29,34 29,48 29,37
NM_010055 DIx3 Distal-less homeobox 3 36,81 35,33 35,82 37,89 37,79 37,83
NM_007867 Dix4 Distal-less homeobox 4 40,00 37,73 38,61 32,77 32,74 32,84
NM_198854 DIx5 Distal-less homeobox 5 40,00 40,00 40,00 36,58 40,00 38,82
XM_355743 DIx6 Distal-less homeobox 6 40,00 40,00 40,00 37,25 35,35 35,37
NM_130865 Dmbx1 Diencephalon/mesencephalon homeobox 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010131 Emx1 Empty spiracles homolog 1 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010132 Emx2 Empty spiracles homolog 2 (Drosophila) 30,67 31,16 31,17 25,36 25,36 25,37
NM_010133 En1 Engrailed 1 28,66 30,22 30,03 29,30 28,73 28,62
NM_010134 En2 Engrailed 2 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010420 Hesx1 Homeo box gene expressed in ES cells 40,00 39,13 39,78 38,40 40,00 40,00
NM_008245 Hhex Hematopoietically expressed homeobox 30,51 30,66 30,56 33,68 34,04 33,74
NM_008250 Hix H2.0-like homeobox 28,69 28,87 28,72 29,47 29,88 29,88
NM_175606 Hopx HOP homeobox 40,00 40,00 40,00 40,00 38,09 38,93
NM_010449 Hoxa1 Homeo box A1 29,27 29,49 29,28 29,65 29,79 29,48
NM_010455 Hoxa7 Homeo box A7 29,93 30,20 29,73 24,69 24,79 24,74
NM_010456 Hoxa9 Homeo box A9 40,00 40,00 40,00 28,63 28,15 28,42
NM_008266 Hoxb1 Homeo box B1 40,00 39,40 39,68 34,29 34,31 34,32
NM_134032 Hoxb2 Homeo box B2 27,20 28,96 27,82 27,85 27,17 27,83
NM_010458 Hoxb3 Homeo box B3 27,96 29,22 28,94 28,25 27,83 27,75
NM_010459 Hoxb4 Homeo box B4 26,85 27,88 27,76 26,77 26,56 26,74
NM_010460 Hoxb7 Homeo box B7 26,06 27,60 26,48 25,29 24,73 24,38
NM_010461 Hoxb8 Homeo box B8 27,18 28,11 28,06 26,66 26,64 26,62
NM_008270 Hoxb9 Homeo box B9 24,89 25,66 25,34 27,03 26,65 26,67
NM_010462 Hoxc10 Homeo box C10 36,59 37,04 36,56 34,28 33,72 33,93
NM_001024842 | Hoxc11 Homeo box C11 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010463 Hoxc12 Homeo box C12 30,76 31,95 31,14 35,30 34,58 34,84
NM_010464 Hoxc13 Homeo box C13 26,74 27,58 27,35 29,30 29,18 29,29
NM_010465 Hoxc6 Homeo box C6 34,91 35,22 35,03 24,16 24,07 24,17
NM_010466 Hoxc8 Homeo box C8 40,00 40,00 40,00 28,00 27,55 27,73
NM_008272 Hoxc9 Homeo box C9 40,00 39,58 39,67 26,89 26,59 26,43
NM_010467 Hoxd1 Homeo box D1 40,00 40,00 40,00 40,00 38,13 38,94
NM_008274 Hoxd12 Homeo box D12 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008275 Hoxd13 Homeo box D13 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010468 Hoxd3 Homeo box D3 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010469 Hoxd4 Homeo box D4 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008276 Hoxd8 Homeo box D8 35,50 33,76 34,97 28,50 28,67 28,48
NM_013555 Hoxd9 Homeo box D9 40,00 40,00 40,00 38,86 40,00 40,00
NM_021459 Isl1 ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_027397 Isl2 Insulin related protein 2 (islet 2) 29,82 31,03 30,36 33,63 34,09 33,73
NM_010691 Lbx1 Ladybird homeobox homolog 1 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010692 Lbx2 Ladybird homeobox homolog 2 (Drosophila) 30,90 31,01 30,96 31,03 32,06 31,18
NM_008498 Lhx1 LIM homeobox protein 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_033652 Lmx1a LIM homeobox transcription factor 1 alpha 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010725 Lmx1b LIM homeobox transcription factor 1 beta 36,39 36,61 36,56 36,49 40,00 40,00
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GeneBank | Symbol Description Ct values (JSpl-MSC) Ct values (JThy-MSC)
NM_010789 Meis1 Meis homeobox 1 28,54 31,25 30,58 28,46 27,71 28,25
NM_010791 Meox1 Mesenchyme homeobox 1 37,11 34,93 36,84 31,52 31,84 31,57
NM_013729 MixI1 Mix1 homeobox-like 1 (Xenopus laevis) 37,90 38,74 38,45 36,70 36,54 36,63
NM_177595 Mkx Mohawk homeobox 27,04 27,21 27,05 26,90 26,94 26,90
NM_010835 Msx1 Homeobox, msh-like 1 30,31 31,49 31,35 34,44 34,67 34,36
NM_013601 Msx2 Homeobox, msh-like 2 25,81 26,07 25,78 29,17 29,46 29,38
NM_010921 Nkx3-1 NK-3 transcription factor, locus 1 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_011021 Otp Orthopedia homolog (Drosophila) 33,79 33,89 33,73 34,21 33,54 33,64
NM_011023 Otx1 Orthodenticle homolog 1 (Drosophila) 34,11 33,81 33,94 35,71 35,43 35,48
NM_144841 Otx2 Orthodenticle homolog 2 (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008781 Pax3 Paired box gene 3 27,10 27,68 27,48 33,27 33,33 33,32
NM_008814 Pdx1 Pancreatic and duodenal homeobox 1 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_008888 Phox2b Paired-like homeobox 2b 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_011097 Pitx1 Paired-like homeodomain transcription factor 1 40,00 40,00 40,00 37,10 40,00 40,00
NM_011098 Pitx2 Paired-like homeodomain transcription factor 2 34,82 35,94 35,56 29,97 29,55 29,84
NM_008852 Pitx3 Paired-like homeodomain transcription factor 3 40,00 40,00 40,00 36,56 40,00 38,83
NM_013633 Pou5f1 POU domain, class 5, transcription factor 1 30,05 30,03 30,05 29,15 29,21 29,18
NM_008936 Prop1 Paired like homeodomain factor 1 40,00 40,00 40,00 40,00 38,31 38,93
NM_008937 Prox1 Prospero-related homeobox 1 28,66 28,67 28,67 36,28 34,05 36,37
NM_013665 Shox2 Short stature homeobox 2 27,69 28,09 27,73 28,28 28,07 28,27
NM_009189 Six1 Sine oculis-related homeobox 1 homolog (Drosophila) 26.82 26,98 26,84 25,85 25,90 25,86
NM_011380 Six2 Sine oculis-related homeobox 2 homolog (Drosophila) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_011381 Six3 Sine oculis-related homeobox 3 homolog (Drosophila) 38,78 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_011382 Six4 Sine oculis-related homeobox 4 homolog (Drosophila) 25,74 26,26 25,74 25,24 25,26 25,24
NM_011384 Six6 Sine oculis-related homeobox 6 homolog (Drosophila) 40,00 36,82 36,94 36,05 35,63 35,37
NM_021901 Tix1 T-cell leukemia, homeobox 1 25,34 25,77 25,46 40,00 40,00 40,00
NM_009501 Vax1 Ventral anterior homeobox containing gene 1 40,00 40,00 40,00 38,18 40,00 40,00
NM_011912 Vax2 Ventral anterior homeobox containing gene 2 34,65 34,57 34,63 34,05 36,63 36,36
NM_054068 Vsx1 Visual system homeobox 1 homolog (zebrafish) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
NM_010368 Gusb Glucuronidase, beta 25,25 26,22 26,24 25,84 25,55 25,73
NM_013556 Hprt1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1 22,11 22,35 22,24 21,97 21,87 21,93
NM_008302 |Hspooap1f Mo Shock pmtem:fénilng 1(Cyt°SO|IC)’ class B 19,79 | 19,77 | 1979 | 1900 | 1906 | 19,08
NM_008084 Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 18,84 18,93 18,85 19,92 19,99 29,93
NM_007393 Actb Actin, beta 17,31 17,48 17,35 17,01 17,04 17,03
SA_00106 MGDC Mouse Genomic DNA Contamination 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 24,69 25,61 25,23 25,29 24,80 24,78
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 24,68 25,05 25,28 24,63 24,61 24,69
SA_00104 RTC Reverse Transcription Control 24,67 25,21 25,19 24,82 24,66 24,64
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,51 20,94 19,67 19,74 19,33 19,53
SA_00103 PPC Positive PCR Control 19,63 20,74 19,76 19,90 19,33 19,55
SA_00103 PPC Positive PCR Control 20,51 20,96 19,69 19,90 19,84 19,83

*Az array 84 primer part tartalmaz, melyek mindegyike egy-egy homeodomén tartalmil transzkripcios faktort kodol. Ez utobbiak olyan
folyamatokban szerepelnek, mint a szervfejlodés, mintazatkialakitas, ectoderma és endoderma kialakulasa, idegrendszer fejlodése, vazrendszer-,
izom- és sziviejlodés. Ezen kiviil az arrayvel olyan HOX gének is vizsgalhatok, melyek a sejtek alapveté mikkodésében szerepelnek, mint példaul
a tobbfele sejttipus iranyaba torténd differenciacio. Az array tartalmaz tovabba egy genomialis DNS szennyez6dés kontrollt (H06), 3 reverz
transzkripcio kontrollt (HO7-HO09) és 3 pozitiv PCR kontroll lyukat is (H10-12) (SA Biosciences,
htto//www.sabiosciences.com/oenetable.php?pcatn=PAMM-082A).
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3. kiegészito tablazat: A kvantitativ RT-PCR mérésekhez hasznalt primerek
katal6gusszamai.

GAPDH Applied Biosystems Mm99999915-g1
Nanog Applied Biosystems MmO02384862_g1
Pou5f1 (Oct4) Applied Biosystems MmO00658129_gH
Zfp42 (Rex1) Applied Biosystems MmO01194090_g1
Brachyury (T) Applied Biosystems Mm01318252_m1
Klif4 Applied Biosystems MmO00516105_g1
Acta2 Applied Biosystems Mm01204962_gH
Gata4 Applied Biosystems MmO00484689_m1
Gatab Applied Biosystems MmO00802636_m1
Nkx2.5 Applied Biosystems MmO00657783_m1
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