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Munkénk soran human bdlcsességfog pulpajabdl izolaltunk Gssejteket. A pulpabdl szarmazé heterogén sejtpopulaciobdl
ezeket az §ssejteket fluoreszcensen vagy magnesesen jeldlt, valamilyen éssejt specifikus sejtfelszini marker ellen ter-
meltetett ellenanyaggal lehet kivalogatni. Munkank célja az volt, hogy a fluoreszcens (fluorescent activated cell sorting —
FACS) és a magneses (magnetic activated cell sorting — MACS) sejtszeparalast 6sszehasonlitsuk hatékonysaguk és a
sejtekre gyakorolt hatasaik alapjan. Eredményeink azt mutattak, hogy a valogatas hatékonysaga hasonlé (MACS 79,53
+ 5,78%, FACS 88,27 + 3,70%) mindkét altalunk hasznalt médszer esetén, a MACS azonban sokkal kiméletesebbnek
bizonyult, az abbdl szarmaz6 sejtpopulacidk gyorsabban névekedtek.

Bevezetés

Az 8sseijt kifejezést Ernst Haeckel vezette be, és az
Osszes él6lény kdzds bsét jelentette [9]. Késbbb kibs-
vitette értelmét arra a sejtre is, amelyikb8l szervezetlink
Osszes sejtje szarmazik: a megtermékenyitett petesejt-
re [8]. Ma olyan sejteket értiink alatta, melyek kulénle-
gessége, hogy aszimmetrikus mitotikus sejtosztdédassal
képesek 6Gnmagukat meguijitani és a szervezet specia-
lis funkcidt ellaté testi sejtjeivé differencialédni [14]. llyen
Ossejtek a legtébb, ha nem az 6sszes tdbbsejtl élélény-
ben megtalalhatok. Az eml8sok bsseijtjei két 16 tipusra
oszthaték: az embrionadlis 6ssejtek a blasztocisztakban
(hdlyagcsira allapotban 1évé embrid), a felnétt 8ssejtek
(vagy szoveti 6ssejtek) pedig a feln6tt szévetekben ta-
lalhatdk meg. A fejl6d6 embriéban az 6ssejtek az 6sz-
szes specializalt magzati szévetté képesek atalakulni.
A feln6tt szervezetben az &ssejtek és az eléd (progeni-
tor) sejtek a test javité mechanizmusaként szolgalnak,
a specializalt sejteket felfrissitve, ugyanakkor a folya-
matosan megujulé szerveknek — mint a vér, bér vagy
az emésztérendszer szévetei — normalis megujulasa-
ban is kdzrem(ikédnek [1]. A mai molekularis bioldgiai
moddszerek lehetséget adnak arra, hogy sejtkultiraban
tenyésztett Gssejteket kiilbnb6z8 szdvettipusoknak (iz-
mok, idegek) megfelel6 specializalt sejtekké transzfor-
maljunk, ezért a kutatasok egyre inkabb a terapias fel-
hasznalas lehet6ségeit keresik.

Erkezett: 2015. oktdber 12.
Elfogadva: 2016. januar 6.

Ossejteket barhol talalhatunk testiinkben, igy sz&j-
Uregiink kulénb6z6 szdveteiben is (6sszefoglalva: [4]).
Fogbélbdl el6szér Gronthos és mtsai izolaltak 6ssej-
teket 2000-ben [7]. A fogbél eredetl 6ssejtek (dental
pulp stem cells — DPSC) egyik el6nye, hogy egyébként
is eltavolitasra kerll6 bélcsességfogakbdl kdnnyen ki-
nyerhetdk, igy az 6ssejtek izolalashoz nincs szlikség
kildn beavatkozasokra. A masik, hogy szamos irany-
ba differencialtathatdk, ennek megfelel6en a terapias
felnasznalas lehet8ségei is szinte korlatlanok (6ssze-
foglalva: [3]).

A fogbélben azonban kevert sejtpopulacié talalhato,
ebbdl kell kinyernlink az 6ssejteket. Ezt &ssejt specifi-
kus sejtfelszini fehérjék ellen termeltetett ellenanyagok
segitségével tehetjiik meg. Ha ezeket az ellenanyago-
kat fluoreszcensen vagy magnesesen jeldljuk, akkor
kiilénb6z6 modszerekkel a jeldlt sejtek, melyek kifeje-
zik felszinlkon a specifikus sejtfelszini fehérjét, izolal-
hatdva valnak. Az egyik ilyen, fogbél eredetl 6ssejtekre
jellemzé fehérje a STRO-1 [10].

Fluoreszcens molekulaval kapcsolt ellenanyaggal je-
6]t sejtek szeparalasara aramlasi citométert hasznalha-
tunk (Fluorescence Activated Cell Sorting — FACS) [2],
ami adott hullamhosszusagu lézer segitségével detek-
talja a fluoreszcensen jeldlt sejteket. Ha a lézer utjat flu-
oreszcensen jelolt sejt keresztezi, azt téltéssel latja el,
ez alapjan kiloniti el a jel6lt sejteket a jeldletlen (és igy
toltés nélkili) sejtektol.
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Magneses mikrogyénggyel kapcsolt ellenanyaggal
jelolt sejteket magneses oszlopon izolalhatjuk (Magnet-
ic Activated Cell Sorting — MACS) [12]. Ebben az eset-
ben egy er6s magnesre helyezett magnesezhet6 osz-
lopra visszuk fol a sejtszuszpenziot. A jeldlt sejtek az
oszlopon kitapadnak, mig a jel6letlenek lemoshatok. Az
oszlopot eltavolitva a magnesrél, magnesesség hianya-
ban a jel6lt sejtek is lemoshatéva valnak az oszloprol.

Munkank célja az volt, hogy bélcsességfog pulpaja-
bdl életképes primer STRO-1 pozitiv ssejteket izolal-
junk, valamint 6sszehasonlitsuk az izolalasra hasznal-
hato, irodalombdl ismert két médszer (MACS, FACS)
hatasat a sejtekre.

Vizsgalati anyagok és modszerek

Szévetmintak

Munkankhoz a Debreceni Egyetem Fogorvostudomanyi
Karan ellatott paciensekbdl sebészi uton eltavolitott,
impaktalt bélcsességfogakat hasznaltunk, tgyelve ar-
ra, hogy olyan fogakat valasszunk, melyek nem koz-
lekedtek a szajureggel, illetve amelyek az eltavolitas
alatt nem sériiltek. A paciensek a Beleegyez8 nyilatko-
zat (FO321/1.C) alairasaval jarultak hozza eltavolitott
szoveteik felhasznalasahoz.

Sejtizolalas és sejttenyésztés

Az irodalomban fellelhetd, tobbféle mdédszer adaptala-
saval, kombinalasaval és tovabbfejlesztésével végeztiik
a sejtek izolalasat és tenyésztését [7, 11, 13]. A bol-
csességfogakat mitéti eltavolitasuk utan azonnal ste-
ril Hank-féle sdoldatba helyeztik. A bélcsességfogakat
turbinaba foghat6 gyémant fisszura faréval vizhités mel-
lett hossztengelyének megfeleléen szeparaltuk, tgyel-
ve a sterilitasra, illetve a pulpakamra és a gyokércsa-

1. abra: A pulpa eltavolitasa.
A pulpat steril fulkében tavolitottuk el a hosszaban kérbevagott,
majd szétrepesztett fog pulpakamrajabdl.

torna sértetlenségére, majd a fogakat azonnal szobahd-
mérsékletl streptomycin-penicillinnel kiegészitett steril
Hank-féle sooldatba helyeztiik és a laboratériumba szal-
litottuk. Laminaris filkében steril kérilmények kdzott
a vagas mentén kettérepesztettiik a fogakat, majd a pul-
pat eltavolitottuk (1. dbra). A pulpat steril szikével félda-
raboltuk és egy oran at emésztettik 37°C-on, mintanként
1,5 ml, 3 mg/ml kollagenaz (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) és 4 mg/ml diszpaz (Gibco, Life Technol-
ogies, Grand Island, NY, USA) enzimet tartalmazé
Hank-féle séoldatban. A mintakat emésztés kézben 15-
20 percenként vortexeltiik, majd ezt kdvetéen 5 percig
centrifugaltuk 1200 rpm-en. A fellluszét eltavolitottuk,
a sejteket 10% fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin-
streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és
1% GlutaMAX (Gibco, Life Technologies, Grand Island,
NY, USA) kiegészitést tartalmazé Minimum Essential Me-
dium Eagle Alpha modification (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) tenyésztbmédiumban szuszpendaltuk, és
25 cm?-es sejttenyészt flaskaba dltettiik ki. Az izolalt
heterogén sejtpopulaciét 37°C-os 100%-0s paratartalom
és 5%-0s CO,-tartalom mellett tenyésztettik. A sejtte-
nyészté médiumot hetente haromszor cseréltik.

A sejtek valogatasa és immuncitokémia
A sejteket a méasodik passzalaskor valogattuk. Tripszin-
EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldattal va-
lasztottuk le a sejteket a tenyésztéedényrdl, majd 6t perc-
ig centrifugaltuk 1200 rpm-mel, végil 1% HEPES,
10% FBS tartalmu Hank-féle séoldatban (HHF) reszusz-
pendaltuk. Mouse a-STRO-1 IgM (Millipore, Billerica,
MA, USA) ellenanyaggal 40 percen keresztiil 4°C-on
jeléltik, majd haromszor mostuk HHF-fel. A masod-
lagos ellenanyagok Rat a-mouse IgM MicroBeads (Mil-
tenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag) valamint
Alexa Fluor 488 goat a-mouse IgG, IgM (H+L) (Molecu-
lar Probes, Eugene, OR, USA) voltak, ezekkel szintén
40 percig, 4°C-on jel6ltik a sejteket. Kisérleteinkhez
harom, kilénb6z8 paciensektdl szarmazé fogat hasz-
naltunk fél. A méréseket a harom bioldgiailag fliggetlen
mintan mindharom valogatasi modszerrel egy-egy al-
kalommal végeztik. Az elemszam igy minden valoga-
tasi mdédszer esetében n = 3. A MACS-hez magnessel
kapcsolt masodlagos ellenanyaggal jel6lt sejteket meg-
jeloltik fluoreszcensen jel6lt masodlagos ellenanyaggal
is, igy harom kiilénbz6 csoportot vizsgaltunk: FACS,
MACS és MACS-FACS. A magneses valogatast MACS
Manual Separatorral (Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Németorszag), a fluoreszcens valogatast BD FACS
Aria lll aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) végeztik. A FACS valogatasi kaput a csak
masodlagos ellenanyaggal jeldlt kontroll alapjan alli-
tottuk be. A kivalogatott STRO-1 pozitiv sejteket a ko-
rabban emlitett médiumban és kérilmények kozott te-
nyésztettik. A valogatast megel6z8en és azt kdvetden,
valamint egy héttel kés6bb Blrker-kamra segitségével
hataroztuk meg a sejtek szamat.

A vélogatott sejtek karakterizalasara az a-STRO-1



ellenanyaggal tértént magneses szeparalas utan a sej-
tek egy részét 24 lyuku plétbe helyeztik (30000/lyuk)
és mezenchimadlis (a-STRO-1 IgM, a-CD44 1gG), illet-
ve haematopoietikus éssejtekre (a-CD14 és a-CD19)
specifikus ellenanyagokkal jel6ltik a gyarté (Millipore,
Billerica, MA, USA) utasitasai szerint. A jel6lt sejteket
AxioVert A1 (Zeiss, Jena, Németorszag) tipusu inverz
fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

Osteoblast irdnyu differencialodasi képesség
vizsgalata

A kivalogatott 6ssejtek egy részét osteoblast iranyba
differencialtatd, 100 nM dexamethasont, 0,2 nM aszkor-
binsavat, 10 mM B-glycerophosphatot (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) tartalmazé és a mar emlitett mo-
don kiegészitett a-MEM médiumban tenyésztettiik,
majd harom hét elteltével a sejtkdz4tti allomanyban
a kalciumlerakddast Alzarin Red S (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) festéssel vizsgaltuk, az alabbiak
szerint. A sejteket haromszor PBS-ben mostuk, majd
30 percig metanolban fixaltuk, a metanolt leszivtuk, és
6t percig szaritottuk. Ezt kévetéen 2%-os Alizarin Red S
oldattal (pH 7,0) két 6ran keresztll inkubaltuk. Desz-
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tillalt vizzel haromszor mostuk, majd fényképez&égép
(Canon EOS 60D) segitségével dokumentaltuk a ka-
pott eredményt. Kontrollként kezeletlen sejteket hasz-
naltunk.

Eredmények

Ossejtvdlogatds és vélogatds utdni
populdciomeéret-valtozas

A fogbélbdl kitenyésztett sejtek a szévetbdl szarmazo
sejtekre jellemzd fibroblaszt fenotipust mutattak. A sejte-
ket masodik passzalaskor jeldltik MACS-hez és FACS-
hez is. A haromszor elvégzett valogatasi kisérlet alap-
jan a magneses oszlop a kiindulasi sejtmennyiségnek
1,2 = 0,2%-at valogatta ki, ami valamivel tdbb, mint
a fluoreszcensen valogatott 0,9 + 0,2 szazalék, de a ki-
[6nbség nem szignifikans (p = 0,05). A magnessel
mar levalogatott majd fluoreszcensen ujra valogatott
sejtek aranya a kiindulasi sejtmennyiséghez képest
0,5 + 0,02%, a MACS és a FACS csoportokhoz ké-
pest is szignifikansan kevesebb (p = 0,05) (2. abra A).
A mintakban a valogatassal feldusitott §ssejtek aranya

2. abra: Az 8ssejtvalogatas eredménye.
A) A sejtszam valtozasa a kilénb6z6 mintakban a kiindulasi sejtszamhoz viszonyitva (* — szignifikans kilénbség, p = 0,05).
(MACS — magnesesen valogatott csoport; FACS — fluoreszcensen valogatott csoport;
MACS-FACS — mégnesesen és fluoreszcensen is valogatott csoport).
B-E) Egy-egy jellemz hisztogram a jel6lt és jeldletlen sejtek fluoreszcenciaintenzitas-eloszlasardl a kontroll mintaban,
illetve az egyes miiveletek utan: csak masodlagos ellenanyaggal jelélt kontroll (B),
MACS vélogatas utan (C), FACS valogatas utan (D), valamint MACS és FACS valogatas utan (E).
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3. dbra: A levalogatott sejtek karakterizalasa
és osteoblast iranyu differencialtatasa.

A-D) Levalogatott sejtek immunofluoreszcens festés utan.
Sejtmag (A), a-CD44 (B), a-STRO-1 (C), egyesitett (D).
E-F) A sejtk6zétti dllomanyban a kalcium lerakédast kimutato
Alizarin Red festés tenyésztémédiumban (E)
és differencialtaté médiumban (F) 3 hétig tenyésztett sejteken.
A pozitiv festédés osteoblast iranyu differenciaciora utal.

a kovetkezbképpen alakult: MACS 79,53 + 5,78%,
FACS 88,27 + 3,70%, MACS-FACS 98,43 + 0,67%
(2. abra B-E). A MACS és FACS valogatott mintakban
az 8ssejt-feldusulasok kdz6tti kiildnbség nem szignifi-
kans (p = 0,05), mig a MACS-FACS valogatas so-
ran szignifikansan nagyobb mértékben dusultak fél az
Ossejtek a sejtpopulacioban a MACS-hoz és a FACS-
hoz képest is (p = 0,05). Mig a magneses valogatas-
bdl nyert sejtek szama egy héttel a valogatas utan tébb
mint négyszeresére nétt, ugyanezen idé alatt a cito-
méteres valogatasbol nyerteké csak alig duplajara, de
nem szignifikdnsan nétt (p = 0,05), mig a MACS-
FACS vélogatasbdl szarmazoké szignifikansan csok-
kent (p = 0,05) (2. dbra A). A FACS tehat valamelyest
nagyobb tisztasagu sejtpopulaciét eredményez, kiilénd-
sen MACS-szel kombinalva, viszont a valogatas utani
sejtpopulacio kisebb és lassabban vagy egyaltalan nem
indul névekedésnek.

A levalogatott sejtek tulajdonsagai
A mezenchimalis 8ssejt markerek elleni ellenanyagokkal
(a-STRO-1, a-CD44) festédtek a sejtek (3. dbra A-D),

mig a negativ kontrollként hasznalt, haematopoietikus
Ossejtekre specifikus a-CD14 és a-CD19 ellenanyagok-
kal nem.

A valogatott sejtpopulacio osteoblast iranyu differen-
cialodasi képességét haromhetes kezelés utan vizsgal-
va azt tapasztaltuk, hogy a tenyésztémédiumban tartott
sejttenyészetek nem, mig a differencialtaté médium-
ban tartott sejttenyészetek festédtek Alizarin Reddel
(3. abra E—F).

Megbeszélés

Tulajdonsagaik vizsgalatahoz az 8ssejteket el kell ki-
I6niteni a szdveti sejtektdl. A szakirodalomban valto-
zatos modszereket alkalmaznak: szeparaljak a sejte-
ket s(rliség, méret és morfoldgia, valamint kolonizacids
képesség alapjan, am ezek a médszerek sokszor nem
alkalmazhatok kell6 hatékonysaggal és megbizhaté-
saggal. A sejtfelszini fehérjék kdzo6tt vannak olyanok,
amelyek csak bizonyos sejttipusokra jellemzéek, igy
vannak 6ssejt-specifikus sejtfelszini markerek is. Ezek
alapjan altaldban nagy hatékonysaggal és megbizhat6
pontossagban lehet az 8ssejteket elklloniteni: FACS-
szel korllbelll 95% tisztasagu, MACS-szel korilbeldl
75% tisztasagu sejtpopulacioét lehet elérni. Ugyanakkor
MACS-szel nagysagrendekkel t6bb sejtet lehet azo-
nos idé alatt levalogatni, mint FACS-szel (~10'", illetve
107 sejt 6ranként) [17].

A MACS nemcsak gyorsabb, hanem egyszer(ibb és
olcsdbb eljaras, nem igényel draga mdszert, hordozha-
t6, ezért gyakorlatilag barhol hasznalhato, ahol a sejtek
szamara szlikséges steril kériilményeket biztositani le-
het. Hatranya ugyanakkor, hogy csak sejtfelszini fehér-
jék alapjan lehet valogatni vele [6]. Arra is vannak ada-
tok a szakirodalomban, hogy a valogatas hatékonysaga
figghet a sejtek szarmazasi helyétél és tipusatdl, a va-
lasztott sejtfelszini markertdl, illetve annak expresszios
intenzitasatol [5, 15, 16].

Munkankban dsszehasonlitottuk a két mddszert az al-
talunk hasznalt sejteken. A magneses valogatashoz je-
I6lt sejteket fluoreszcensen is megjeldltik, egyrészt hogy
meg tudjuk mérni a magneses valogatas hatékonysa-
gat, masrészt hogy megvizsgaljuk, javitja-e a két méd-
szer kombindlasa (MACS-FACS) a kulén-kilén alkal-
mazott mdédszerek hatékonysagat. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az dssejtek feldusulasa a sejtpopula-
cioban csaknem olyan hatékony MACS-szel (79,53 +
5,78%), mint FACS-szel (88,27 + 3,70%), a magneses
valogatas hatékonysaga nem szignifikansan gyengébb
a FACS-nél. Haromszor megismételt méréseink ered-
ményei azt mutatjak, hogy FACS technikaval tértént va-
logatés utan a populaciénévekedés szignifikdnsan és
jelentésen gyengébb, mint MACS-szel t6rténd szepara-
las utan. Ezzel ellentétben a két médszer kombinalasa
nem hatékony, mert az igy levalogatott sejtpopulaciok
mar nagyon kicsik, és az altalunk vizsgalt id6szak alatt
nemhogy nem indult meg a névekedésiik, hanem még
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Kerenyl F, TaraPcsiAk Sz, Hrusl E, BARATHNE Szaso A, HegepUs V,
BaLocH S, BAayi K, VArRGA G, HEGEDUS Cs

Comparison of sorting of fluorescently and magnetically labelled dental pulp stem cells.

Stem cells are present in many tissues, such as dental pulp. Stem cells can be easily isolated from dental pulp because
third molars are often removed from patients. Stem cells could be separated from the tissue derived heterogeneous cell
population. There are two main methods to separate a cell type from the other ones: the fluorescence activated cell sort-
ing (FACS) and the magnetic activated cell sorting (MACS). The aim of this study was to compare these methods’ effect
on cell surviving and population growth after sorting on dental pulp cells. The anti-STRO-1 antibody was used as prima-
ry antibody to specifically label stem cells. Two secondary antibodies were used: magnetic or fluorescent labelled. We
sorted the cells by MACS or by FACS or by combination of both (MACS-FACS). Our results show that the effectivity of
MACS and FACS sorting are comparable while of MACS-FACS was significantly higher (MACS 79,53 + 5,78%, FACS
88,27 + 3,70%, MACS-FACS 98,43 + 0,67%). The cell surviving and the post-sorting population growth, on the contrary,
are very different. The cell population is growing on first week after MACS but after FACS did not. Moreover, after MACS-
FACS, on first week the cell number of population decreased. Taken together, our results suggest to use MACS instead
of FACS, at least in case of sorting dental pulp stem cells with anti-STRO-1 antibody.

Keywords: DPSC, FACS, MACS.




