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Patkany fogbél eredetii 6ssejtek tenyésztése és differencialtatasa
szovetépitési kutatasok megalapozasara
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Bar a human fogpulpa eredetl 6ssejtek létezése 2000 Sta ismert, és ezeket mar részletesen jellemezték, a patkany fog-
bélbdl izolalhatd sejtkulturakrol még kevés adat all rendelkezésunkre. A szerzOk kisérleteinek célja patkany pulpabdl 6s-
sejt tulajdonsagokkal bird primer sejttenyészet létrehozasa, fenntartasa és differencidltatdsa volt. A sejtek életképességét
WST-1 teszttel hatdroztak meg. A csont iranyu differencialédast Kdssa- és alizarinvords festéssel, az idegi iranyu diffe-
rencialédast pedig morfoldgiai vizsgalatokkal, immuncitokémiai eljarassal, valamint kvantitativ polimeraz lancreakcios
maddszerrel detektaltak. Kulonféle feluletkezelések hatasat is vizsgaljak a neurogén differencialédasra. Sikeresen izolal-
tak &ssejteket tartalmazd sejtpopulacidkat patkanyok alsé metszéfoganak pulpaszdvetébdl, és optimalizaltak tenyésztési
kértilményeiket. Bebizonyitottak, hogy ezek a kultirak mind oszteogén, mind neurogén iranyba képesek differencialdd-
ni. Kifejlesztettek egy, a korabbinal hatékonyabb neurogén differenciacids protokollt, és megallapitottak, hogy a patkany
pulpa eredetl 8ssejttenyészetek esetében a legkedvezdbb felllet a lizin-laminin, illetve ornitin-laminin kombinacié. Mivel
az eredmények alatdmasztjak, hogy a fogpulpa eredeti 8ssejtek alkalmasak lehetnek az elpusztult csont- és idegszove-
tek regeneraciojara, a modell megalapozza a fogbél eredetli 6ssejtek szdvetépités céljabol térténd klinikai felhasznalasat.
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Bevezetés

Az 8ssejtkutatas az elmult évtizedben szamos biztatd
eredményt mutatott fel a szévetregeneracio lehetésé-
geivel kapcsolatban, igy a regeneréacios orvoslas igére-
tes terlletévé valt. Az 6ssejtek definicid szerint korlatlan
osztédasra, valamint differencialt utddsejt Iétrehozasara
egyarant képesek. Fejl6dési és differenciaciés képessé-
guk alapjan totipotens, pluripotens, multipotens és uni-
potens tipusokba sorolhatdk, mig eredetiik szerint meg-
kilénboztethetiink embriondlis, magzati, posztnatalis
(vagy felnétt) és indukalt pluripotens Gssejt kategoriakat.
Mivel az embrionalis 8ssejtek alkalmazasa komoly eti-
kai problémakkal és a tumorképz8&dés kockazataval jar-
na, jelenleg a kutatasok kézéppontjdban a posznatalis
Gssejtek allnak. Midta 1997-ben felfedezték és jellemez-
ték a csontvel§ eredetl multipotens mesenchymalis 6s-
sejteket (BMSC, bone marrow stromal cell) [28], szamos
mas szévetben is talaltak hasonlé sejtpopulaciokat. Téb-
bek kdzdtt agybdl, bérbdl és vazizomszdvetbdl, valamint
a gasztrointesztindlis traktusbdl is izolaltak posztnatalis
Gssejteket [10, 20, 23]. Jelenleg a regeneracios terapia
céljaira legigéretesebb jeldlt a felnbtt Essejtek kdzal
a mesenchymalis éssejtek csoportja (mesenchymal stem
cell, MSC), ahova multipotens sejtek tartoznak. A nagy-
foku fejlédési flexibilitadsuk, valamint az a tény, hogy fel-
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nétt emberekben is jelen vannak, nagyon vonzé jeléltté
teszi ket a klinikai alkalmazasra. Azonban ehhez szik-
ség van megbizhatd, standardizalt protokollok kifejlesz-
tésére, melyek segitségével ezeket a sejteket nagy
mennyiségben lehetséges célszdvetté differencidltatni
(4,13, 31].

Korabbi tanulmanyok (kéztik a kutatécsoportunk al-
tal publikaltak is) kimutattak az MSC-k jelenlétét emberi
fogbélben és gydkérhartyaban is [11, 15, 16, 18, 26, 27,
29]. Ezeket az 6ssejteket réviden DPSC-nek (dental pulp
stem cell), illetve PDLSC-nek (periodontal ligament stem
cell) nevezik. A feln6tt szdveti 8ssejtek rendkivili plasz-
ticitasara is fény der(lt. Példaként emlithetjik a csont-
vel6 eredetl 8ssejteket, melyek kdzremikddhetnek
izom-, maj- és idegszdvet létrehozasaban [12], valamint
az idegi 6ssejteket, melyek részt vehetnek a vér és a vaz-
izom regeneraciojaban [5, 8]. Ahhoz, hogy kihasznal-
hassuk ezt a potencialt, szikség van a mesenchymalis
Ossejtek tulajdonsagainak mélyebb feltarasara és teljes
differenciécios potencialjuk vizsgalatara el6szor in vitro,
majd in vivo.

Jelenleg laboratériumunk legfébb érdekiédési teri-
lete a fogeredetli Gssejtek differenciacios és regenera-
ciés potencidljanak vizsgalata. Mivel a fogeredet(i 8ssejt-
kulturdk a mesenchymalis 8ssejtek jellegzetességeit
mutatjak [11, 26, 29], ezen sejtek egyik legkézenfekvdbb
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differencialtatasi és felhasznélasi iranya az oszteogén
irdny. Megfeleld farmakoldgiai indukciéra valaszolva az
emberi fogbdl szarmazé MSC-k valéban differencialtat-
hatdk in vitro kdrilmények kdzott oszteogén/odontogén
iranyba. Az ilyen moédon kapott sejtek polarizalt sejt-
testtel rendelkeznek és kalcium-tartalmu mineralizacios
csomokat halmoznak fel [11, 15, 16, 18, 26, 27, 29].

A human fogeredet(i 6ssejtekkel végzett kutatadsaink
folytatdsaként most a patkany metsz6fogakbdl izolalt sejt-
kulturédk vizsgalataval kapcsolatos legujabb eredmé-
nyeinkrél szamolunk be. Kisérleteink elsddleges célja
az volt, hogy patkanyok alsé metsz6foganak pulpa-
szdvetébdl olyan primer sejttenyészetet hozzunk létre,
amely Gssejt (vagy progenitor sejt) tulajdonsaggal ren-
delkezd sejteket tartalmaz. Tovabba célul tliztlk ki a sejt-
kulturék in vitro differencialtatdsat oszteogén és neu-
rogén iranyba. Ezenkivil a korabbinal hatékonyabb
neurogén differenciacids protokollt kivantunk kifejlesz-
teni a tenyészt6edények el6zetes fellletkezelése révén.

Vizsgalati anyag és modszerek

Sejtizoladlas és sejttenyésztés

Him Wistar patkdnyok (120—180 g) mandibulajanak el-
tavolitasa utan a mandibula bazisat feltarva nyertik ki
a pulpaszoévetet az alsé metszéfogakbdl, majd azonnal
steril PBS-be (Gibco) helyeztik. Az 8ssejtek izolalasat
a kutatécsoportunk altal human éssejtek esetében ko-
rabban publikalt médszer [15, 16, 27] kisebb modosita-
saval végeztik. A pulpaszdvetet draiivegen steril koral-
mények kdzott szikével felapritottuk, majd a kollagenaz
| enzim (Sigma) 1 mg/ml-es koncentracioju oldataban
emésztettik 1 éran at 37° C-on, és kdzben 10 percen-
ként vortexeltiink. Az emésztett szdvetdarabokat 250 g-
vel 5 percig centrifugdltuk, a feliluszoét eltavolitottuk,
és a sejteket tapoldattal a tenyésztéedénybe mostuk.
100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint (Sigma),
valamint 2 mM L-glutamint (Sigma) tartalmazé aMEM
(Gibco) tapoldatban tenyésztettliik az izolalt sejteket
10%-0s FBS (fetal bovine serum, Gibco) koncentracio
mellett. Hetente kétszer cseréltiik a tapoldatot, és he-
tente egyszer passzaltuk a tenyészeteket 0,05% trip-
szin-EDTA (Gibco) oldat segitségével. A sejteket stan-
dard kérilmények kdzétt 37 °C hémérsékleten, 5%-0s
CO,-tartalmu levegdn tenyésztettik.

Sejtproliferacio vizsgalata WST-1 teszttel

A sejtproliferacio vizsgalatat egy korabban leirt proto-
koll [16] alapjan végeztik, csak a hagyomanyos MTT-
teszt helyett a nagyobb érzékenységld WST-1 tesztet
alkalmaztuk. A 96 lyuku szdvettenyészt6 talka tregeibe
killtetett sejtekrdl masnap a tenyészté médiumot elta-
volitottuk, helyette szérummentes tapoldatot adtunk
a sejtekhez a tenyészetek szinkronizalasa céljabdl.
A szérummentes tapoldatot 24 6ra elteltével kilénbdz8
szérumtartalmura cseréltiik, majd Ujabb 24 6ra eltelté-
vel vizsgaltuk a sejtek életképességét a vizoldékony

tetrazéliumsot tartalmazé WST-1 (4-[3-(4-iodofenil)-2-
(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene diszulfonat)
reagens (Roche) segitségével. A 2 dras inkubaciot ko-
vetéen a mintak abszorbanciajat 450 nm hullamhosz-
szon mértik le, 655 nm referencia hullamhossz mellett.

Oszteogén iranyu differencialtatds

Az oszteogén iranyu differencialddast az irodalomban
mar leirt médon valtottuk ki [15—17]. Az indukciés mé-
dium a tenyészt6 tapoldathoz hasonléan 100 U/ml pe-
nicillint és 100 pg/ml streptomycint, valamint 2 mM L-glu-
tamint tartalmazott, viszont csak 1% szérumot (FBS).
Emellett az y(MEM médium még 10 M dexametazon-
nal, 50 pg/ml L-aszkorbinsav-2-foszfattal és 10 mM 3-gli-
cerofoszfattal is ki lett egészitve. Ebben az oszteogén
médiumban tenyésztettiik a sejteket 3 héten at passza-
Ias nélkal, mikbzben hetente kétszer tapcserét végez-
tink. A 3. hét végén a kalcium-vegytiletek lerak6dasat
kimutaté Kossa festéssel (a nemzetkdzi irodalomban
von Kossa festésként ismert a magyar kutaté altal kifej-
lesztett modszer) [19], valamint alizarinvords festéssel
azonositottuk a mineralizacios gécokat.

Neurogén iranyu differenciéltatds

A mar korabban publikalt haromlépéses protokollunk
felhasznalaséaval indukaltuk a sejtek neurogén diffe-
rencialédasat [18]. A DPSC-k killltetéséhez hasznalt
DMEM/F12 (Gibco) tapoldatot 2,5% FBS-sel (Gibco),
100 U/ml penicillinnel és 100 mg/ml streptomycinnel
(Sigma) egészitettik ki. A killtetést kdvetd napon a fenti
médiumot lecseréltik 2,5% FBS-t, 10 ng/ml bFGF-et
(Sigma) és 10 uyM 5-azacitidint (Sigma) tartalmazé
DMEM/F12 tapoldatra, amiben a differenciacio elsd 1épé-
seként 48 dran keresztil inkubaltuk a sejteket. PBS-sel
torténd mosast kdvetéen a méasodik, vagyis indukciés
fazisban 72 6ran at DMEM/F12 médiumban tenyésztet-
tuk a sejteket 250 uM IBMX (Sigma), 50 uM Forskolin
(Sigma), 1 mM db cAMP, 0,2 uM TPA (Sigma), 10 ng/ml
bFGF, 10 ng/ml NGF (Sigma), 1 mM dbcAMP (Sigma),
30 ng/ml NT-3 (Sigma) és 1% ITS (Sigma) hozzaadasa-

1% B27, és 30 ng/ml NT-3 tartalmu Neurobasal A me-
diumban tartottuk a sejteket.

Neurogén differencidcids protokoll mdédositasa

Az intenzivebb proliferacié el6segitésére a tenyésztd tap-
oldatba az izolalastdl fogva 10 ng/ml bFGF-et is tettlnk.
A neurogén differencidltatds masodik fazisabdl kihagytuk
a dbcAMP-t, tovabba a harmadik (érési) fazist kettébon-
tottuk az Arthur és munkatdrsai altal publikalt protokoll [2]
szerint. Az érés elsé hetében a DMEM/F12 médium az
antibiotikumok mellett 1% ITS-t és 40 ng/ml bFGF-et tar-
talmazott, mig a masodik héten ezt még 50 nM retinsavval
is kiegészitettik. A tdpoldatot hetente kétszer cseréltik.

Feliiletkezelés
Mivel az irodalomban a neurogén differencialtatas so-
ran szamos kulénféle fellileten tenyésztik a sejteket,



a patkany pulpa sejtjeink szamara kerestliink alkalmas
fellletet neurogén differencialédashoz hat kilénb6z8
felllet alkalmazasaval. Korabbi protokollunk szerint [18]
a poly-L-lizin (PLL, Sigma) kezelést 15 percen at szoba-
hén, a lamininnel t6rténd kezelést (LA, Sigma, 5 ug/ml)
pedig 2 6ran at 37°C-on végeztik. Ezenkivil PLL és
LA kombinécidjaval (LILA) [32] valamint ornitin (Sigma)
és laminin kombinaciodjaval (ORLA, ornitin 10 pg/ml,
1 6ra inkubacio) [2] is kezeltlik a tenyészt6edények
fellletét. Mindezek mellett az FBS-sel térténd eléke-
zelés (30 percen at, 37°C-on) hatdsat is megvizsgal-
tuk, kontrollként pedig NTC-n (,non tissue culture”),
vagyis kezeletlen fellleten differencidltattuk a sejteket.

Immuncitokémiai vizsgalatok

Az immuncitokémiai festéshez a 8 kamras targyleme-
zen (8 chamber slide, Lab-Tek) tenyésztett sejteket
20 percig fixaltuk szobahémérsékleten paraformaldehid
(PFA, Sigma) 4%-0s oldataban. Ezutan 0,1% Triton
X-et (Reanal) tartalmazé PBS-sel permeabilizaltuk
a sejtek plazmamembranjat és 5%-0s kecskeszérummal
60 percig blokkoltuk a fehérjék aspecifikus két6helyeit.
A primer antitestek oldatat 2,5% kecskeszérumot tartal-
mazé PBS-sel higitottuk (VIM (1:200), N-TUB (1:150),
GFAP (1:3000), NFM (1:300)), és ezzel egy éjszakan
at 4°C-on inkubaltuk a sejtkulturakat. A PBS-sel torténd
mosast kévetben az Alexa fluor 488 fluoreszcens fes-
tékkel konjugalt (anti-egér, illetve anti-nyul IgG tipusu)
szekunder antitesteket szintén 2,5% kecskeszérumot
tartalmazé PBS-sel higitottuk, és ezekkel 60 percig
szobahdén, sététben inkubaltuk a fixalt tenyészeteket.
Desztillalt vizzel térténd mosast majd szaritast kdvets-
en DAPI (4‘,6-diamidino-2-fenilindol) tartalmu Prolong
Gold reagenssel (Molecular Probes) fedtik le a targy-
lemezeket, majd sététben, 4°C-on taroltuk a felvételek
elkészuléséig.

Kvantitativ polimeraz lancreakcio

A neurogén differencidltatas végén a tenyészeteket 1%
B-merkapto-etanol tartalmu lizispufferrel lizaltuk, majd
NucleoSpin RNA Il kit (Macherey-Nagel) segitségé-
vel, DNaz-os emésztés alkalmazéasaval RNS-t izolal-
tunk. A kapott mintak RNS-koncentraciéjat Nanodrop
készuléken mértik. Az RNS tisztasagat 1%-os agardz
gélen torténd elektroforézissel ellendriztik, majd min-
tdnként 500 ng RNS-bdl High Capacity RNA to cDNA
Master Mix (Applied Biosystems) felhasznalasaval vé-
geztlik a reverz transzkripciot. A valds ideji PCR vizs-
galatokhoz TagMan Universal Mastermix-et (Applied
Biosystems) és az alabbi probakat hasznaltuk: Vimentin
(Rn00579738_m1), nestin (Rn00564394_m1), N-TUB
(Rn01431594_m1), NFM (Rn00566763_m1), NSE
(Rn00595017_m1), belsd kontrollként pedig az RPLPO-t
(Rn00821065_g1) alkalmaztuk. Az amplifikacié soran
a ciklusok végén detektalhato fluoreszcens jelet Step
One Real-time System (Applied Biosystems) késztilék-
kel mértik a kévetkezd bedllitdsok mellett: DNS szin-
tézis 50 °C 2 perc, denaturacié 95 °C 10 perc, majd
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40 cikluson keresztiil 95 °C 20 s és primer kétédé-
se 60 °C 1 perc. A génexpresszios szintek valtozasat
a mintakban konstitutivan kifejez8d6, belsé kontrollként
hasznalt RPLPO haztartasi gén expresszids szintjére
valé normalizalassal kévettiik nyomon.

Eredmények

Sejtizoladlas és sejttenyésztés

A patkany metszéfogak pulpajabdl szarmazo sejtek izo-
lalas utan 24 éran belll letapadtak a tenyésztéedény
mdanyag fellletére, majd elkezdtek osztédni. Egy hét
mulva ezek a primer sejtkulturak egy T25-6s tenyészté-
flaskaban elérték a konfluens allapotot. Az els§ néhany
passzazs soran (mindig szubkonfluens tenyészetet
passzélva) a sejtek magas duplazddasi ratat mutat-
tak, azonban az oszt6dés sebessége az 6tddik pasz-
szazs utan lecsbékkent. A tenyészetben megvaltozott
a sejtek morfolégidja is, mig kezdetben a sejtek t6bb-
sége fibroblaszt-szer(i morfoldgiat mutatott (3A. dbra),
a késébbiekben a nagy fellleten szétteruld, kerekded
morfoldgia valt uralkoddva. A tovabbi kisérleteinkhez
emiatt alacsony passzazsszamu tenyészeteket hasz-
naltunk.

Els6ként arra voltunk kivancsiak, hogy milyen szé-
rumkoncentracié biztositja a patkany DPSC-k eseté-
ben a legintenzivebb proliferaciot, vagyis a differencia-
latlan (progenitor) jelleg hogy marad fenn a legtovabb.
Medgfigyeltik, hogy mar 0,25% szérum hozzaadasa is
koézel 30%-kal megndvelte a sejtszdmot 24 6ra alatt.
Az 5, illetve 10%-0s szérumkoncentracio pedig 60%-0s
sejtszamnoévekedést okozott a szérummentes koérl-
ményekhez képest. Eredményeink alapjan a patkany
DPSC tenyészetek fenntartasahoz a legidedlisabb az
5-10%-0s szérumkoncentracié (1. abra).

1. abra: A szérum hatésa a patkany DPSC-k életképességére.
A WST-1 proliferacios reagens alkalmazasaval mért
abszorbancia érték aranyos az életképes sejtek szamaval.
Az eredményeket a szérummentes kontrollra vonatkoztattuk.
Az értékek 8-8 fliggetlen kisérlet atlagat mutatjak,

a hibasavok az atlag hibatartomanyat (SEM) jelzik.
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2. dbra: Az oszteogén médium hatasa patkany DPSC kulturakra.
A haromhetes kezelés végén a kalcium-tartalmu gécos
lerakddasokat Kossa- (A) és alizarinvords (B) festéssel tettik
lathatova. A kezeletlen kontroll tenyészetekben sem Késsa- (C),
sem alizarinvords festéssel (D) nem tudtunk
mineralizaciés gocokat kimutatni.

A mérce hossza 200 pm.

Oszteogén iranyu differencialtatds

Az oszteogén médium hatdsara a patkany DPSC te-
nyészeteinken 3 hét utan kalcium-tartalmu lerakédasok
képz6dtek, melyek mind Késsa-, mind alizarinvérés fes-
téssel pozitivan festédtek. A szintén csdkkentett (1%-
0s) szérumtartalmu, de oszteogén indukcids szereket
nem tartalmazé kontroll tapoldatban tartott sejtkultu-
rak viszont nem mutattak mineralizaciora utalo jeleket
(2. abra).

Neurogén iranyu differenciéltatds

A human DPSC tenyészetekre korabban kifejlesztett
protokollunkat [18] alkalmazva teszteltik a patkany
pulpa eredetl sejttenyészet idegi iranyu differencialo-
dasi potencialjat. Az el6kezelés 2. napjara a patkany
tenyészetben is felkerekedtek a sejttestek, és vékony
nyulvanyokat névesztettek. Az indukcids fazis soran
a hasonlé morfoldgidju sejtek kdzeledtek egymas felé
és elkezdtek nyulvanyaik révén haldzatba rendezédni,
majd az érési fazis végére komplex halézatok alakultak
ki a tdbbnyire csillag alaku sejtekbél (3. dbra).

A neurogén differencidltatds végére a sejtek nagy ré-
sze expresszalta a gliasejtekre jellemz8 GFAP fehérijét,
valamint idegsejekre jellemzd vazfehérjéket is, mint az
NFM (neurofilament médium), illetve az N-TUB (vagyis
neuro-tubulin). A mesenchymalis jellegre utald vimentin
tovabbra is lathaté maradt, bar az expresszioja a sejtek
nagy részében lecsdkkent (4. abra).

Neurogén differencidcids protokoll mddositasa

és a felliletkezelés

Mivel a patkany tenyészet esetében ugy tlint, nem si-
kerll reprodukalni a human tenyészetek 50%-hoz ké-
zeli differencialédasi ratajat [18], ezért modositottunk a

3. abra: Neurogén differencialtatas soran valtozé morfoldgia
faziskontraszt mikroszkoépiaval kdvetve. A: Kezeletlen tenyészet
3 nappal az izolalast kdvetden. B: Az el6kezelés 2. napjara
a sejttestek felkerekedtek és vékony nyulvanyokat ndvesztettek.
C: Az indukci6 3. napjara a sejtek nyulvanyaikkal

komplex halézatok alakultak ki. A mérce hossza 100 um.

4. abra: Immunfestés a neurogén differencialtatas végén.
Az érés 10. napjan a patkany DPSC-k expresszaltak
a gliasejtekre jellemz6 GFAP fehérjét,
valamint az idegsejtekre jellemzé NFM és N-TUB fehérjéket.
Ezeken kivil a mesenchymalis vimentin
kismértékben tovabbra is kifejez6détt (VIM).
A mérce 200 pym-t jelez.

differencialtatd protokollon. Azonban nemcsak a médi-
um dsszetétele van hatassal a sejtek differencialédasi
potencialjara, hanem a monolayer-ben t6rténé tenyész-
tés esetén a tenyésztbedény fellilete is [9]. Ezért hat
kilénb6zd fellileten differencialtattuk a pulpa eredet(i
sejtjeinket. A mdédositott differencialtatasi protokoll vé-
gére (a masodik érési fazis 7. napjan) a LA és PLL fe-
Iileten halézatokba kapcsolédo idegi morfoldgiaju ele-
mek jelentek meg. Amennyiben a laminint lizinnel, vagy
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Ha LILA vagy ORLA feliileten differencialtattuk a tenyészeteket, tobb idegi morfoldgiat mutaté sejt kapaszkodott halézatba.
Az FBS-sel kezelt feluleten is hal6zatokba rendezddtek a sejtek, de kevéssé mutattak idegi morfoldgiat. A mérce 100 um-t jelez.

maddosulataval, az ornitinnel (aminek R-oldallancan
egy szénatommal kevesebb talalhatd) kombinalva ke-
zeltik a tenyészt6edények fellletét, tdbb sejt kapasz-
kodott olyan héalézatba, amely idegi morfoldgiat mutat.
Az FBS-sel kezelt fellleten is hal6zatokba rendez6dtek
a sejtek, de kevéssé mutattak idegi morfoldgiat. ANTC
feluleten pedig csak elvétve talaltunk neuronalis morfo-
I6giaju sejtet (5. dbra).

A kvantitativ PCR segitségével vizsgalt markerek
expresszidja is valtozott a fellletkezelés fliggvényében.
Az axonndvekedésért felelSs intermedier filamentum-
fehérje, a nestin kifejez6dése nétt a PLL, valamint a LILA
és ORLA kombinacidjaval kezelt fellileten. Az NSE
mennyisége egyedll a lamininnel kezelt felileten emel-
kedett. A mesenchymalis vimentin, valamint az idegi
markerek kdzil az NFM és az NSE expresszidjat mind-
egyik fellletkezelés cstkkentette. Az FBS-sel kezelt fe-
Iileten minden vizsgalt marker expresszidja csdkkent
(6. ébra).

Megbeszélés

Munkank soran patkdny metsz6fogak pulpaszévetébdl
izolaltunk sejteket, melyekbdl sikertilt tébb passzazson
keresztll fenntarthaté sejttenyészeteket rutinszer(ien
Iétrehoznunk. A korai passzazsok déntéen fibroblaszt-
szerl morfolégiat és intenziv sejtproliferaciot mutattak,
ami progenitor, illetve 8ssejt tulajdonsagu sejtek jelen-
Iétére utal. Megfigyeltik, hogy a passzazsszam néve-
kedésével a sejtpopulaciok duplazddasi sebessége le-
csokkent. Human @ssejttenyészetek esetében is leirtak
mar hasonld jelenséget [14, 15, 24], melyet feltehetéen

a passzalas soran alkalmazott tripszin valt ki, mivel ak-
tivalja a Ca?*-indukalta jelatviteli utvonalakat, és ezal-
tal a sejtek elkezdenek spontan differencialodni [1, 33].
A hosszu ideig torténé passzalas soran tehat a sejtek
nagy része elvesziti osztddasi képességét, illetve ki-
szelektalddik egy nem-osztodo, mar differencialt po-
pulacio. Erre utal a passzalasok kévetkeztében fellépd
morfoldgiai valtozas is.

A patkany pulpasejtek izolalasan tul a tenyésztési
kérulményeiket is optimalizaltuk. Megallapitottuk, hogy
5-10% szérumkoncentracio a legkedvezébb a patkany
DPSC-k szdmara a legintenzivebb proliferacié és a dif-

6. abra: A feluletkezelés hatasa az idegi iranyba differencialtatott
patkany DPSC tenyészetek génexpresszidjara.

Az 6tféle feluletkezelés (FBS, PLL, LA, LILA, ORLA) esetében
a vimentin (VIM), nestin, neurotubulin (N-TUB), neurofilament
medium (NFM), neurospecifikus enolaz (NSE) mRNS szint(
expresszidja. A Q-PCR vizsgalat soran kapott eredményeket
a kezeletlen (NTC) felllet értékeire vonatkoztatva adjuk meg.
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ferencidlatlan (progenitor) jelleg minél hosszabb tavu
fenntartasa érdekében.

A korabbi publikaciokbdl ismert, hogy a human
DPSC-k képesek csont iranyba differencialodni [2, 7,
18, 22]. Eredményeink igazoljak, hogy az altalunk ki-
alakitott izolalasi és tenyésztési kérilmények kézott
eléallitott patkany pulpa sejtkulturak is alkalmasak mi-
neralizalt szévet létrehozasara megfeleld farmakoldgiai
stimulus hatasara. Ez a tulajdonsaguk alatdmasztja po-
tencidlis felhasznalhatésagukat a fogstrukturak meguiji-
tédsanak in vitro modellezésére, valamint in vivo modell
kifejlesztésére [6, 11, 18].

A fog- és fogkdrnyéki szévetek ectomesenchymalis
eredetlknek kdszénhetben [30] képesek lehetnek nem-
csak csont, hanem idegi iranyba is differencialédni. Az
altalunk izolalt patkany DPSC-k neurogén differencial-
tatasa soran elsd lépésként az azacitidin segitségével
a progenitor sejtek visszakerlinek egy kevésbé diffe-
rencidlt allapotba, igy lehetdvé valik az ujraprogramo-
zasuk [18]. Az azacitidin egy DNS-girdz gatld, a DNS
metilacids mintdzatat valtoztatja meg. A DNS metilacid
felelGs azért, hogy a sejtekben kilénb6z6 gének akti-
valédjanak. A méasodik Iépésben, vagyis az indukciés
fazisban adott intracellularis cAMP koncentracié nbve-
I8k, protein kinaz A (PKA) és protein kinaz C (PKC) ut-
vonalak aktivatorai és idegi névekedési faktorok inditjak
be a visszadifferencidltatott sejtek idegi iranyu differen-
cialédasat [3]. A differencidlédasra in vitro kérilmények
k6z6tt a tenyésztd tapoldat mellett a tenyészt6edény fe-
luletének is fontos szerepe van [9]. A génexpresszios
vizsgalataink azt mutattédk, hogy a mesenchymalis
Gssejtek tenyésztésének kedvez8 FBS az idegi dif-
ferencialédas sordn minden altalunk vizsgalt marker
expresszidjat csdkkentette, viszont az idegsejteknek
kedvez§ fellleteken (PLL, LILA, ORLA) differencialo-
dott tenyészetekben megnétt az idegi progenitormar-
ker [25], a nestin ardnya. Ez arra utal, hogy a tenyész-
téfelllet is fontos jelatviteli Utvonalakat indithat be, és
a sejtek differencidléodasaban az 8ket kérllvevd niche-
nek jelentés szerepe van. A fent emlitett harom fell-
letkezelés el8segitette az idegi progenitorok tulélését
a differencialédas soran. Az NSE csbdkkenése alap-
jan azonban arra kdvetkeztethetiink, hogy érett ideg-
sejtek viszonylag kis aranyban vannak jelen az idegi
differencialtatason tulesett patkany pulpa tenyészete-
inkben.

Bér a ragcsalok metszéfoga folyamatosan né, és a fo-
lyamatosan o0szt6do sejtek biztositjdk a regeneraciot [21],
eredményeink igazoljak, hogy a patkény pulpa a human
fogpulpahoz hasonldan tartalmaz olyan sejtpopuléciot,
amely potencidlisan alkalmas mas szdveti strukturak
regeneralaséra is. A patkany pulpa eredetl sejtekkel
végzett munkank hosszu tavu célja a human alkalma-
zast megalapozd in vitro kisérletek kidolgozasa, lehetd-
vé téve a fogbél eredetli éssejtek felhasznalasat a ki-
16nb6z6 destruktiv folyamatok modellezésére, valamint
az elpusztult csont- és idegszdvetek regenerativ tera-
pidja céljara.
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KALLO K, GANTI B, Keremi B, StieoL P, Naay A, Varaa G, Nagy K.
Cultivation and Differentiation of Rat Dental Pulp Stem Cells for Tissue Engineering Purposes

Although existence of dental stem cells has been known since 2000, and these are already well characterized, hardly
any data are available regarding rat dental pulp cells. The aim of our study was to isolate, cultivate and differentiate pri-
mary cell cultures, showing stem cell properties, from rat incisor pulp. Cell viability was determined using the WST-1
test. Osteogenic differentiation potential was examined by von Kossa and Alizarin Red staining, and the neurogenic po-
tential by morphological studies, immunocytochemistry and quantitative PCR. Moreover, the effect of different surface
coatings on neurogenic differentiation was also investigated. We have succeeded in isolating stem cell-containing cell
cultures from the pulp tissue of rat lower incisors and optimized the culture conditions. We have provided evidence that
these cell cultures are capable for differentiating towards both osteogenic and neurogenic lineages. We have developed
a novel neurogenic differentiation protocol, which is more effective than the previous one. Lysine-laminin and ornithin-
laminin coated surfaces were found to be better for rat pulp-cell differentiation. Our results confirm that dental-pulp stem
cells are capable of regenerating injured bone and neural tissue. Our model provides the foundation for the clinical use
of dental pulp stem cells for tissue engineering purposes.
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