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Indukalhaté bone morphogenetic protein 7 (BMP-7) termelo
fogbél eredetii 6ssejtvonal Iétrehozasa és vizsgalata
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A fogak pulpajabdl kinyerhet6 fogbél eredetl 6ssejtek olyan multipotens sejtek, amelyek tébbféle kétészoveti sejttipus-
sa képesek differencialddni. Egyszer( izolalasuk és sejttenyészetekben torténd fenntarthatésaguk tébbek kdzott kiva-
natossa teszi szévetregeneracios folyamatokban donorként térténé felhasznalasukat is. A BMP-7 fehérje a TGF-B szu-
percsalad tagja, névekedési faktor, amely fontos szerepet jatszik az osteoblast iranyu differencialédas indukcidjaban,
OP-1 néven rutinszeriien alkalmazzak gerincmdtéteknél és hosszu csdves csontok térésének rogzitése soran. Jelen
munkankban lentiviralis géntranszferrel egy tetracyclinnel indukéalhaté (Tet-ON) BMP-7 termelésre képes fogbél eredetli
Ossejtvonalat hoztunk étre, amelyben az expresszié mértéke a hozzaadott indukald agens (doxycyclin) mennyiségével
szabalyozhatd, annak megvonasaval pedig megsziintethet§. Reményeink szerint ez az indukalhaté BMP-7 expresszio
el6segitheti, illetve felgyorsithatja a kdrnyezd sejtek csont iranyu differencialédasat in vitro és in vivo egyarant.
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Bevezetés

Az indukalhato transzgén expresszidonak meghatarozé
jelentésége van a genetikailag modositott sejtek génex-
presszidjanak szabalyozasaban [10, 19], illetve a sejt
alapu szovetépités megjelenésével a széveti regenera-
cio elésegitésében [5, 1, 16, 7]. Ezekben az expresszi-
0s rendszerekben a transzgének expressziojat vezérl6
prométereket nem eml8s eredetl transzkripcids fakto-
rok szabalyozzak, kilsé forrasbol érkezd kémiai anya-
gok révén. Ezen rendszerek kozll a leggyakrabban al-
kalmazottak és leginkabb jellemzettek a tetracyclinnel
szabalyozhatd expresszids rendszerek, amelyeket Gos-
sen és Bujardt irt le el6szdr 1992-ben [9]. Ezeket a rend-
szereket hasznaltak mar korabban a csontképzddésben
szerepet jatszo transzgének expressziodjara is [17, 8].
Csontszdvet-regeneracios célokra a legjobb valasz-
tas a mesenchymalis 6ssejtek hasznalata, azok — a ko-
rabban elterjedt differencialt sejttipusokhoz (pl. myoblast,
fibroblast) viszonyitott — révidebb differencialédasi utvo-
nala miatt [2]. A mesenchymalis &ssejtek legkénnyebben,
nem invaziv médszerrel hozzaférhet6 forrasa az egyéb
egészseégugyi célokbol kihuzasra kerll6 bolcsességfo-
gak pulpdja [11]. Az ezekbdl kinyerhet6 multipotens fog-
bél eredetl 6ssejtek tobbféle kdtészoveti sejttipus iranya-
ba differencialtathatok, egyszer( izolalhatésaguk mellett
sejttenyészetben kénnyen fenntarthatok, felhasznala-
sukig fagyasztva tarolhatok, ennél fogva terapias fel-
hasznalasuk lehet6ségei igen széleskoriiek [25, 24].
Az osteoblast iranyu differencialédas indukcioja és
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szabalyozasa a megfelel6 névekedési és differencia-
I6dasi faktorok jelenlétének fliggvénye. Ezen faktorok
génjei génterapias technikak felhasznalasaval bejuttatha-
tok a sejtekbe, ezaltal az adott sejt képessé valik a transz-
gén (over) expressziojara, igy az osteoblast iranyu dif-
ferencialédasra és in vivo csontképzésre [28, 3, 6].
Azonban a faktorok szabalyozas nélklli expresszidja
magaban foglalja a tumorképz&dés [12, 21] és az ab-
normalis csontképz6dés [18, 20] veszélyét is. Erre
a problémara az indukalhatd génexpresszié jelenthet
megoldast, ahol a sejtek csak az indukald agens jelen-
[étében expresszaljak a transzgént, annak megvonasa-
val visszatérnek az alap allapotba, megelézve igy a hosz-
szan tart6 expressziobdl kialakulo karos hatasokat.

A transforming growth factor- (TGF-) szupercsa-
ladba tartozé BMP-7 fehérje ndvekedési faktor, jelents
szerepet jatszik tObb szdvet és szerv — kozottik a fogak —
kialakulasanak folyamataban [26, 30], illetve a me-
senchymalis 6ssejtek osteoblast iranyu differencialoda-
saban [15, 29, 22], ezaltal fontos szerepe van a csont-
szovet regeneracidjaban [31].

Jelen munkank célja egy indukalhaté BMP-7 transz-
gén és ezzel kapcsoltan z6ld fluoreszcens fehérje (GFP)
expressziojara képes fogbél eredetii 6ssejt (DPSC) vonal
létrehozasa volt, amelyhez egy génterapias, lentiviralis
vektorrendszert hasznaltunk fel. Az ilyen modon létreho-
zott sejtekben a transzgén expresszidja doxycyclin jelen-
Iétében aktivalédik, és annak megvonasaval kapcsolhaté
ki. Az expresszio mértéke a hozzaadott doxycyclin meny-
nyiségével szabalyozhato.



Vizsgalati anyag és moédszer

Fogbél eredetli 6ssejtek izolalasa, €s tenyésztése

A fogbél eredet(i 6ssejtek izolalasat, illetve a sejteken
végzett kisérleteket az ETT TUKEB 49849-3/2016/EKU
Ugyiratszamu engedély birtokaban végeztik el.

A fogbél eredetl(i 8ssejtek izolalasahoz a Debreceni
Egyetem Fogorvostudomanyi karan ellatott paciensek-
bél sebészi uton eltavolitott, sértetlen bdlcsességfoga-
kat hasznaltuk. A fogakat 10% fotalis marhaszérumot
(FBS) (Gibco, Waltham, MA, Egyestilt Allamok), 1%
Antibiotic-Antimycotic (penicillin, streptomycin, ampho-
tericin B) oldatot (Gibco, Waltham, MA, Egyesiilt Alla-
mok) és 1% Glutamax (Gibco, Waltham, MA, Egyesiilt
Allamok) kiegészitést tartalmazé DMEM F12 (Gibco,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) tenyészté médiumba
helyeztik. A fogak szeparalasa és kettérepesztése utan
a pulpat eltavolitottuk, steril szikével feldaraboltuk, majd
egy 6ran at emésztettiik 37 C°-on, 3 mg/ml kollagenaz
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) és
4 mg/ml diszpaz (Gibco, Waltham, MA, Egyesiilt Alla-
mok) enzimet tartalmazé tenyészt6 médiumban. A min-
takat emésztés kdzben 15 percenként vortexeltiik, majd
az inkubacio utan centrifugaltuk 5 percig 1200 RPM-en.
A lecentrifugalt sejtekrdl a fellluszot eltavolitottuk, a sej-
teket tenyészté médiumban szuszpendaltuk, majd 6 lyuku
sejttenyészt6 lemez egyik lyukaba Ultettlk ki. Az izolalt
sejteket 37 C°-on 5% CO, tartalom mellett tenyésztet-
tik nagyobb tenyészt6 edénybe torténd athelyezésiikig.
A tenyészté médiumot kétnaponta cseréltik. A sejteket
a harmadik passzalas utan hasznaltuk fel a transzduk-
ciohoz.

A BMP-7 gén kldnozasa

A BMP-7 fehérjét kddolo, a széleken BamHI hasitéhe-
lyet tartalmazo génszakaszt (Genscript, Piscataway,
NJ, Egyestilt Allamok) T4 ligdz enzim (New England Bio-
labs, Ipswich, MA, Egyesiilt Allamok) segitségével illesz-
tettlk be a pTet-IRES-EGFP plazmid [23] (Addgene
plasmid # 64238) BamHI kl6nozé helyére. A pTet-IRES-
EGFP plazmid Maria Lung (University of Hong Kong,
Department of Clinical Oncology) ajandéka. Az elkészlilt
pTet-IRES-BMP7 plazmidot Stbl3 kompetens E. coli sej-
tekbe (Invitrogen, Carlsbad, CA, Egyestilt Allamok) transz-
formaltuk, amelyet aztan 100 mg/ml ampicillint tartalmazé
agarozra szélesztettlink és ndvesztettlk fel. A kinétt te-
lepekbdl éjszakai kulturat inditottunk, amelybdl azutan
plazmidot preparaltunk Monarch Plasmid Miniprep Kit
(New England Biolabs, Ipswich, MA, Egyesiilt Allamok)
segitségével, majd 5-AGAGCTCGTTTAGTGAACCG-3,
5-AACGCACACCGGCCTTATTC-3 és 5-CTACCAC-
CATCGAGAGTTCC -3’ oligonukleotidok alkalmazasa-
val szekvenaltuk annak igazolasara, hogy a plazmidunk
helyes orientacioban tartalmazza a kivant BMP-7 fehér-
jét kddolo génszakaszt. A DNS szekvenalast ABI Prism
Dye terminator cycle sequencing kit és 3100-Avant
Genetic Analyzer (mindkett§ Applied Biosystems, Fos-
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ter City, CA, Egyestilt Allamok) készulék hasznalataval
végeztik.

Lentivirus-termelés és transzdukcio

A virusrészecskék el6allitasahoz human embrionalis
vesesejtekbdl szarmazd Lenti-X 293T sejteket (Clon-
tech Laboratories, Mountain View, CA, Egyesiilt Alla-
mok) hasznaltunk, amelyeket 10% FBS, 1% antibiotic/
antimycotic (Gibco, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok)
és 1% Glutamax (Gibco, Waltham, MA, Egyesiilt Al-
lamok) kiegészitést tartalmazé Dulbecco’s modified
Eagle’s (DMEM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, Egye-
silt Allamok) médiumban tartottunk fent. A sejteket
polietilénimin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Egyesuilt
Allamok) segitségével transzfektaltuk. A sejteket ad-
dig névesztettiik, mig megkdzelitéleg 70%-ban bori-
tottak be a 75 cm?-es tenyésztéflaska aljat és ekkor
végeztik el a transzfekcidt. A lentiviralis pTet-IRES-
EGFP, pTet-IRES-BMP7 vagy pLenti CMV rtTA3 blast
plazmidokat, a psPAX2 (Addgene plasmid 12260) cso-
magold plazmidot és a pMD2.g (Addgene plasmid
12259) envelop plazmidot 4:3:1 aranyban 6sszekever-
tik. A transzfekciot 1% FBS tartalmi DMEM médium-
ban hajtottuk végre, amit 6 6ra elteltével 10% FBS tar-
talmu médiumra cseréltiink. A sejteket a transzfekcio
utan 3 napig tartottuk a tenyészt§ médium cseré-
je nélkul. A virusrészecskéket tartalmazé kondicio-
nalt médiumot centrifugaltuk azért, hogy eltavolitsuk
a sejttérmeléket, majd 0,45 ym porusméretd PVDF
fecskend@sz(ir6én (Merck Millipore, Billerica, MA, Egye-
siilt Allamok) atsz(irtiik és szétporciézva =70 °C-on
taroltuk.

A sejtek 6 lyuku sejttenyészt6 lemezen térténd transz-
dukcidjahoz 6 lyuku sejttenyészt6 lemezre lyukanként
10° darab fogbél eredetii Gssejtet ltettiink ki. A ko-
vetkez6 napon 500 pl pLenti CMV rtTAS3 Blast virus-
részecskét, 500 pl pTet-IRES-EGFP (mock kontroll)
vagy pTet-IRES-BMP7 virusrészecskét és 1 ml ures
DMEM F12 médiumot 8 ug/ml végs6 koncentracidju
polibrénnel (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Egyestilt Al-
lamok) kevertiink 6ssze, a sejtekre mértik és 16 6ran
keresztlil inkubaltuk. Ezutan a transzfekcids elegyet
friss tenyészt6 médiumra cseréltik. Az els6 passzalas
utan a sejteket 5 napig a médiumhoz adott 4 pug/ml
koncentracidju blaszticidinnel (Gibco, Waltham, MA,
Egyesiilt Allamok) kezeltiik, hogy eltavolitsuk a pLenti
CMV rtTAS3 Blast virusrészecskékkel nem transzdukalt
sejteket. Az antibiotikumos szelekcié utan a tenyész-
t6 médiumhoz adott doxycyclinnel (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) indukaltuk a sejtek
z6ld fluoreszcens fehérje (GFP) és BMP-7 termelé-
sét, majd a sejteket fluoreszcens mikroszkdppal (Zeiss
Axiovert 100, Carl Zeiss Microscopy, Jena, Németor-
szag) és aramlasi citometriaval (BD FACSCalibur, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EgyestiltAllamok) vizs-
galtuk azért, hogy megallapitsuk a transzdukcio haté-
konysagat.
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Génexpresszio vizsgalata

4 x 10* sejtet Ultettiink ki 24 lyuku sejttenyészté le-
mez megfelel§ szamu lyukaba. A kdvetkez6 napon
a sejtekbdl mintat vettiink, majd a tenyészté médiu-
mot lecseréltik friss, megfeleld 6sszetételli médiumok-
ra (tenyésztd vagy differencialé) 100 ng/ml doxycyclin
hozzdadasaval, vagy anélkll. Az 1., 4. és 7. napokon
a sejtekbdl ujabb mintat vettliink és mRNS-t vontunk
ki Quick-RNA Miniprep kit segitségével (Zymo Rese-
arch, Irvine, CA, Egyesiilt Allamok) a gyarté utasita-
sai szerint. Mintanként 200 ng mRNS kerdlt atirasra
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt Allamok) alkal-
mazasaval. Az elkészllt cDNS mintakon kvantitativ
PCR analizist végeztiink LightCycler 480 (Hoffmann-
La Roche, Bazel, Svajc) készilék segitségével, HOT
Firepol Probe gPCR mix (Solis BioDyne, Tartu, Esztor-
szag) és génspecifikus TagMan reagensek hasznala-
taval. A mérési eredményeket glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH) haztartasi gén expresszidjara
normalizaltuk. A kisérleteket id6pontonként harom par-
huzamos mintaval végeztiik, a qPCR vizsgalatban egy
minta harom technikai ismétléssel ker(lt lemérésre.

BMP-7 immunoblott

2 x 10° sejtet Ultettiink ki 53 mm atméréjl sejttenyész-
t6 petricsészékbe. A kdvetkez6 napon a sejteken
a tenyészté médiumot friss médiumra cseréltik 3,125;
6,25; 12,5; 25; 50; 100 illetve 200 ng/ml doxycyclin
hozzaadasaval, vagy anélkil. A sejteken kétnaponta
médiumot cseréltiink, a 6. napon 10 pg/ml Brefeldin
A (Tocris Bioscience, Bristol, Egyesult Kiralysag) hoz-

1. kép: Dozisfliggé GFP expresszio DPSC sejtekben.

Az egy péaciensbdl szarmazé DPSC sejteket pLenti CMV rtTA3 blast
és pTet-IRES-BMP7 plazmidot tartalmazé virusrészecskékkel
transzdukaltuk, majd blaszticidines szelekcio utan
kilénb6z6 koncentraciéju doxycyclinnel voltak kezelve
(3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 és 200 ng/ml).

(A) Reprezentativ mikroszképos felvételek a kilénb6z6
koncentracioju doxycyclinnel kezelt DPSC-BMP7 sejtekrdl.

(B) GFP termel6 sejtek szazalékos aranyanak meghatarozasa
aramlasi citometriaval.
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zdadasaval gatoltuk az endoplazmatikus retikulumbdl
a golgi-készilékbe torténé fehérjeszallitast. A 7. na-
pon a sejteket radioimmuno-precipitation assay puffer
(150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 0,5% natrium
deoxycholate; 0,1% SDS; 50 mM Tris-HCI és 1%
proteaz inhibitor koktél; pH 8) segitségével lizaltuk.
A sejtlizatumok fehérjekoncentraciojat BCA protein as-
say kit segitségével hataroztuk meg. Mintanként 20 ug
fehérjét valasztottunk el 10%-os TGX Stain-Free™
FastCast™ akrilamid gélen (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, Egyesiilt Allamok), majd az elvalasztott fe-
hérjéket polivinil-fluorid (PVDF) membranra (Bio-Rad
Laboratories) blottoltuk at. A membranokat 5% tejport
tartalmazo Tris Buffered Saline with Tween 20 pufferrel
(TBST) blokkoltuk, majd 400x-os higitasu BMP-7 (San-
ta Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, Egyesiilt Allamok),
illetve 5000x-es higitasu GAPDH (LifeSpan Bioscienc-
es, Seattle, WA, Egyesiilt Allamok) elleni antitesttekkel
inkubaltuk egy éjszakan at. A mosasi lépések utan
2000x-es higitasu anti-mouse HRP (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) méasodla-
gos antitesttel inkubaltuk 1 6raig szobah6mérsékleten
és az immunoblottokat BMP-7 esetében SuperSignal®
West Femto Maximum Sensitivity Substrate, a GAPDH
esetében pedig SuperSignal® West Pico Chemilumi-
nescent Substrate hasznalataval hivtuk el6 a gyarto
utasitasai szerint. Az eredményeket ChemiDoc™ Touch
Imaging System (Bio-Rad Laboratories) segitségével
detektaltuk.

Eredmények

A transzdukalt sejtek GFP expresszioja

doxyciklin dozisfiggést mutat

A pLenti CMV riTA3 blast és pTet-IRES-BMP7 plaz-
midot tartalmazd virusrészecskékkel transzdukaltunk
DPSC sejteket, majd az antibiotikumos szelekcié utan
3,125 ng/mi-t6l 200 ng/ml-es doxycyclin koncentracioig
terjedd tartomanyban vizsgaltuk a sejtek GFP termelé-
sét fluoreszcens mikroszkdpia és aramlasi citometria
alkalmazasaval.

Ahogy az 1. képen is megfigyelhet, a DPSC-BMP7
sejtek GFP expresszidja dozisfliggést mutat. A doxycyc-
linkoncentracié és a GFP jel kapcsolata szigmoid gérbeé-
vel irhaté le. A bazalisan GFP-t termel6 sejtek sza-
ma nagyon alacsony, nem éri el az 1%-ot, a doxycyc-
linkoncenmennyiség ndvelésével egyutt névekszik,
200 ng/ml-es doxycyclinkoncentraciénal mar a sejtek
70%-a termel GFP-t. A koncentracio tovabbi névelése
mar nem okoz szamottevé valtozast.

A BMP-7 mRNS szintje jelentds névekedést mutat

az indukalt DPSC-BMP?7 sejtekben

A BMP-7 transzgén expresszio mikoddésének, illetve
a bazalis transzgénexpresszio szintjének vizsgalatahoz
a sejteket tenyészt6 médiumban névesztettiik 100 ng/
ml doxycyclin hozzdadasaval, vagy anélkdl. 1., 4. és



7. nap elteltével vizsgaltuk a sejtek BMP-7 mRNS szint-
jének valtozasat, majd az eredményeket a GAPDH haz-
tartasi génre normalizaltuk.

Medfigyeléseink szerint az indukalt sejtekben 24 6ra-
val az indukcié utan a BMP-7 mRNS szintje a nem in-
dukalt sejtekben mért szint 6tszérosére, egy hét utan
pedig annak harmincnyolcszorosara névekszik (2. kép).
Ezek alapjan elmondhatd, hogy a sejtek doxycyclinnel
torténd kezelése hatékonyan indukalja a BMP-7 transz-
gén expressziodjat, amelyhez viszonyitva a kezeletlen
sejtek expresszidja nem mutat szamottevd valtozast.

A BMP-7 fehérje mennyisége
a sejtekben doxyciklin dozisfliggést mutat
A BMP-7 fehérje expresszid szintjének vizsgalatahoz
a sejteket, 0; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 és 200 ng/mi
doxycyclin hozzaadasaval tenyésztettiik. 7 nap eltel-
tével vizsgaltuk a sejtekben talalhaté BMP-7 fehérje
mennyiségének valtozasat. A GAPDH fehérje kimuta-
tasaval igazoltuk, hogy azonos mennyiség(i fehérjét vit-
tink fel a gélekre.

Az indukalt sejtekben 7 nappal az indukcié utan
a BMP-7 fehérje szintje kilénb6z6 mértékben néve-
kedett a hozzaadott doxycyclin mennyiségétdl fliggé-
en (3. kép). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a sejtek
doxycyclinnel térténé kezelése sikeresen indukalja
a BMP-7 fehérje termelédését, mikdzben a kezeletlen
sejtekben nem taldlhaté detektalhaté mennyiségi fe-
hérje. A névekedés a GFP termeléshez hasonldan val-
tozik, a 12,5 ng/ml-es koncentracioig nagy Iéptékben
névekszik, am a koncentracio tovabbi névelése mar
nem okoz nagymeérték( valtozast.

Megbeszélés

A csontszovet Ujraépitésére kilénboz6 differencialt sejt-
tipusok mellett [4] alternativat kinal az embrionalis 6s-
sejtek hasznalata, amelyek révidebb differencidlodasi
utvonala [2] gyorsabb regeneraciot is lehetévé tehet.
A bolcsességfogak pulpajabdl izolalt mesenchymalis
Ossejtek kedvez§ tulajdonsagaik miatt igen igéretes
valasztasnak bizonyulhatnak erre a célra.

A csont iranyu differencialdédas indukcidjaban a meg-
felel6 ndvekedési faktorok jelenléte meghatarozd je-
lentéséggel bir, a megfeleld helyre térténd eljuttatasuk
alapvet6 fontossagu a regeneracios folyamatok elin-
ditdsahoz. Ezek a sejtek azonban stabil indukcidt igé-
nyelnek, hogy elkertiljik a de-differenciaciét vagy nem-
kivanatos sejttipussa toérténd transz-differenciaciot és
a tumorok keletkezését [14]. A problémara megoldast
jelent a génterapias technikak felhasznalasa, amely-
lyel a megfelel6 faktorok génjei a sejtekbe bejuttatha-
tok, ami altal azok képessé valnak az adott transzgén
expresszidjara.

Korabban John Yau és munkatarsai [13] nem viralis
eredetli BMP-7 gént kodold vektorral transzfektaltak hu-
man fogbél eredetli sejteket, amelynek eredményeként
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2. kép: Doxycyclin altal indukalt
relativ BMP-7 génexpresszié valtozas.

A transzgén expresszi6 valtozasai kvantitativ Real-Time modszerrel
mértik meg DPSC-BMP7 sejtekben doxycyclin hozzaadasaval,
illetve anélkil. Az eredményeket a GAPDH haztartasi gén
expresszidjara normalizaltuk.

A hibasavok a szoras értékeét jelzik (n = 3).
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3. kép: Dozisfliggé BMP-7 expresszio.
Az in vitro BMP-7 expresszié western blot képe
a kulénb6zé koncentracioju doxycyclinnel kezelt sejtekben.
A GAPDH fehérje expresszié western blot képe igazolja,
hogy azonos mennyiség(i 6sszfehérje kerilt felvitelre
az akrilamid gélre.

az altaluk vizsgalt csont iranyu differenciacié mark-
ereinek (alkalikus foszfataz, osteocalcin) relativ szint-
je megnovekedett. Modszeriik alkalmas lehet a sejtek
ex-vivo differencialasara, ami utan a sejtek terapias
felhasznaldsa is széba kerllhet. Az ilyen modszer-
rel a sejtekbe bejuttatott vektor azonban csak révidta-
von hasznalhatd, id6vel lebontédik, eltavolitasra kerdl,
ezért munkank soran egy stabil géntranszferre képes
lentiviralis vektorrendszert hasznaltunk a BMP-7 transz-
gén sejtekbe torténd bejuttatasara. Tovabbi veszélyt je-
lenthet még a gének szabalyozas nélkili expresszidja
is [12, 18, 20, 21], amelyet indukalhaté génexpresszio
alkalmazasaval kivantuk megoldani.

Munkank soran sikeresen klonoztuk a BMP-7 transz-
gént a lentiviralis vektorrendszerbe, amely rendszerben
ez a transzgén igény szerint cserélhetd, altala tovabbi
gének szerepének vizsgalata valik lehetévé. A vektor-
rendszer igen nagy transzdukcids hatékonysaggal bir,
aramlasi citometrias méréseink szerint a doxycyclinnel
kezelt, transzdukalt sejtek 70%-a expresszalja a GFP
marker fehérjét. A doxycyclinnel indukalt sejtekben mar
24 6ra utan jelent6sen emelkedik a BMP-7 mRNS szintje
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a kezeletlen sejtekben mértekhez képest, amely néveke-
dés a késbbbiekben tovabb fokozddik. A marker (GFP),
illetve a BMP-7 transzgén expresszidja a hozzaadott doxy-
cyclin mennyiségétdl fliggéen szabalyozhatd, amelyet az
aramlasi citometrias mérések és a BMP-7 immunoblott
kisérletek egyarant alatdmasztanak. Denzitometrids mé-
réseink szerint a marker és a transzgén expresszidjanak
valtozasa egymassal nem vethetd dssze, ugyanis, mig
a GFP termelés ndvekedése egészen a 200 ng/ml-es
doxycyclin koncentracidig nyomon kévethets, a BMP-
7 mennyisége az 50 ng/ml doxycyclin koncentracio al-
kalmazasakor éri el maximumat, ezutan csékkenést mu-
tat. A jelenség okat jelenleg nem ismerjik, ugyanis bar
a BMP-7 aktivitasnak szamos intra- (Smad 6/7, hepato-
cyta névekedési faktor) és extracellularis inhibitora (chor-
din, noggin, DRM/gremlin és sclerostin) ismert [27], s6t
maganak a doxycyclinnek is ismert ilyen hatasa, azon-
ban az, hogy ezek hogyan képesek befolyasolni a BMP-7
expressziot, pillanatnyilag ismeretlen.

Jelen kutatasunkban létrehoztunk egy olyan fogbél ere-
det(i 8ssejt vonalat, amely doxycyclines indukciotol fiig-
gben képes a BMP-7 fehérje szabalyozott expresszio-
jara, igy kézvetlenil vizsgalhatjuk a sejtvonalra kifejtett
hatasat. Varakozasaink szerint ez a sejtvonal 6nallé BMP-7
termelésén keresztll képes lehet a kdrnyez6 sejtek
osteoblast iranyu differencialédasanak indukcidjara, il-
letve a folyamat felgyorsitasara is. A késébbiekben in
vivo a sejteket donorként hasznalhatjuk, amely altal fel-
gyorsithatéva valhat a kilonféle csonttal kapcsolatos
sérlilések regeneracioja. A BMP-7 génexpresszid indu-
kalhatdsaga folytan elkerilhetévé valnak a tulzott idejd
génexpressziobol szarmazé karos hatasok is.
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TotH F, Toézser J, HEGEDUS C

Establishment and examination of an inducible bone morphogenetic protein
7 (BMP-7) expressing dental pulp stem cell line

Dental pulp stem cells (DPSC) from extracted adult teeth are multipotent cells which are capable of differentiation into
various connective-tissue cell lineages, including osteoblasts and odontoblasts. DPSC can be safely cryopreserved, and
easily maintained in cell cultures, therefore, their use as a donor in tissue engineering and regeneration procedures is an
attractive alternative. The BMP-7 protein is member of the transformation growth factor (TGF)-f superfamily of growth
factors, known to act as an inducer of osteoblast differentiation in vitro and in vivo. Human recombinant BMP-7 is al-
ready used in the fusion of vertebral bodies, and in the treatment of tibial non-union under the brand name OP-1. The
aim of this work was the establishment of an inducible BMP-7 expressing cell line. To generate an efficient and regulat-
ed transgene expression, we utilized a second generation lentiviral tet-on gene expression system to modulate BMP-7
expression. It was demonstrated, that the cell line is capable of induced BMP-7 expression, the expression of which is
doxycyclin dose-dependent, and can be aborted upon cessation of doxycycline treatment. The leakage of the system in
the absence of doxycycline is negligible. We intend to use this cell line to investigate the effect of inducible BMP-7 gene
expression on the osteogenic differentiation of DPSC, a potent donor cell line in tissue engineering.

Keywords: DPSC, BMP-7, lentiviral gene transfer, Tet-On, osteoblast




