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Szakmai zardjelentés az A parodontitiszt kiséro csontvesztés: a makrofagok szerepe
és a génterapia lehet6ségei" cimii, K-83915 azonositoju kutatasi palyazatrol

"A parodontitiszt kiséré csontvesztés: a makrofagok szerepe és a génterdpia lehet&ségei' cimi
kutatdsi projektiink célja az volt, hogy kisérletes parodontitisz-modellben vizsgaljuk a génterapia
felhasznaldasanak lehet6ségét a csontvesztés gatlasara, tovabbda hogy vizsgaljuk a makrofagok
szerepét a fogdgygyulladas kialakuldsdban szelektiv depléciojuk segitségével.

A kisérletes parodontitisz modell bedllitdsa

Els6 feladatunk a vizsgalatainkban alkalmazni kivant parodontitisz modell bedllitasa volt a
szakirodalomban leirtak alapjan [1, 2], Porphyromonas gingivalis lipopoliszacharid (PgLPS)
felhasznaldsaval. Mivel a modell beallitdsdhoz sziikséges W83 P. Gingivalisbdl szarmazd LPS [1]
kereskedelmi forgalomban nem kaphato, ezért az a LPS-t magunk allitottuk el6 a Semmelweis
Egyetem Klinikai Mikrobilégiai Diagnosztikai Laboratériumdban tenyésztett W83 P. gingivalis
torzsbél (Dr. Kristof Katalin és munkatarsa). Az LPS preparaldsat a Darveau és mtsai dltal leirtak
szerint végeztiik [3], ilyen médon mind a sima, mind a durva felszinl telepekre jellemzé
("smooth’ és ‘rough’) LPS-t tartalmazta a preparatumunk. A kapott prepardtum LPS tartalmat
Lee és mtsainak mddszere alapjan [4] Purpald reagenssel mértiik, E. coli LPS standard mellett. A
lipopoliszacharidot hetente haromszor a kisérleti dllatok foginyébe fecskendeztiik, mig a kontroll
allatok foginyébe az LPS készitmény oldészerét fecskendeztiik [1]. Az eredményeket
mikrokomputertomografiaval elemezve azt taldltuk, hogy az olddszerrel kezelt, azaz , egészséges
kontroll” allatokban jelent8s csontvesztés volt tapasztalhatd. A csontvesztés mértéke nem tért
el az LPS-sel kezelt allatokban megfigyeltt6l. Ennek oka lehetett, hogy az inybe, a csont
szomszédsagaba adott heti hdromszori injekcid mar dnmagaban is fizikai irritaciét, valamint
ennek kovetkeztében kialakuld gyulladast és csontvesztést okozott, fliggetlenll a kezeléstél.
Ezért egy masik, az irodalomban gyakran hasznalt modell [5] bedllitdsa mellett dontoéttiink.
Sebészfonalbdl késziilt ligaturat hurkoltunk a patkdny egyik 6rl6fogdara (az egyik oldali alsé eliils6
molarisra) kozvetleniil a foginy folé. Ez plakkretencids hatasu, igy egy-két héten beliil
reprodukalhatéan inygyulladast, négy hét alatt pedig mérhetd csontvesztést okoz. Ebben a
modellben szignifikdns csontvesztést mértiink a ligaturaval kezelt oldalon az érintetlen
oldalhoz képest.

Terdpids fehérjék termelése rekombindns virusok segitségével végzett
géntranszferrel

Vizsgdalatainkban az egyik alkalmazni kivant génterdpias célszerv a nyalmirigy volt. A nyalmirigy
géntranszfer technikajanak beallitdsahoz a Par-C10 patkany nyalmirigy sejtvonalon végeztiink in
vitro transzdukcids kisérleteket. A sarga fluoreszcens proteint (EYFP) kédolé cDNS-t adenovirus
(Ad) vektorplazmidba klénoztuk. Ezt helper plazmiddal csomagoldsejtekbe juttattuk
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kotranszfekcidéval, majd az AdEYFP virust a sejtekbdl tisztitottuk. Az AdEYFP-vel torténd
transzdukcidhoz a virussal a Par-C10 sejteket éjszakan at inkubdltuk, majd fluoreszcens
mikroszkdppal vizsgdltuk a fert6zott sejteket. Azt tapasztaltuk, hogy AdEYFP-vel a patkany
nyalmirigy Par-C10 sejtvonalat nagy hatékonysaggal lehet fertézni.

A kovetkez6kben azt kivantuk vizsgdlni, lehet-e a csontfaldsejteket szabdlyozé RANK (Receptor
Activator of NFkB) ligandjat (RANKL) kot6, és ezzel a RANK és a csontfaldsejtek aktivalodasat
gatld oszteoprotegerint (OPG) termeltetni nydlmirigy génterapidval adenoviralis géntranszfert
kdvetden; ha igen, milyen mennyiségben, és a termelt OPG hova vélasztodik el a nydlmirigybdl.
Egér OPG-t kédolé adenovirus vektort (AdmOPG) készitettlink, és azt kanlldzéssel patkanyok
szubmandibuldris nyalmirigyébe juttattuk. Két nap mulva az dllatoktdl nyalat, vért és
nyalmirigyet gydjtottink. Azt taldltuk, hogy 2x10° AdmOPG partikulum egyik mirigybe
injektaldsat kovetden osszesen 33,418,8 ng mOPG termel6dott, amelybdl kizardlag a nydlba
tortént szekrécid, szérumba nem (1. abra).

1. abra: OPG szekrécio
150 - patkany szubmandibuldris
nyalmirigybdl AdmOPG
8100 1 géntranszfert, ill.  sdéoldat
) O kontroll injektalasat kdvetden
(kontroll). A kontroll
% 50 - .AdmOPG allatokban elhanyagolhato
= mennyiségl OPG termel6dott.
Az AdmOPG-t kapott allatok
0 I = | nydlmirigyéb6l az  mOPG
nya| szérum kizardlag a nyalba

szekretalddott.

Az Jaltalunk tervezett génterapids beavatkozasokhoz adeno-asszocialt virusokat (AAV) is
alkalmazni kivantunk, mivel azok az adenovirusoktdl eltér6en akdr tobb hdnapos
transzgénexpressziot is lehet6vé tesznek a kezelt szévetben. Ezért laborunkban bedllitottuk,
optimalizdltuk a virus termelésének és tisztitdsanak metodikajat. A virusokat a kétplazmidos
kotranszfekcidos  rendszerrel  készitettiik, a  cézium-kloridos gradiensen  torténd
ultracentrifugdldssal tisztitottuk [6]. llyen mdédon az AAV2 és AAV6 virusokbdl 1-5x10™
viruspartikulumot tudtunk el&allitani.

A gyulladascsokkentd hatasu interleukin-4-et (IL4) kdédold AAV2 partikulummal (sejtenként 30
ezer partikulum) fert6zott HEK293T sejtek 2 nap alatt tenyészfelszin cm?-enként 80 pg IL4-et
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szekretaltak a tapfolyadékba in vitro. Vizsgaltuk az IL-4 expressziét kulonb6z6 szerotipusu
vektorok (AAV2 és AAV6), kiilonb6z6 promodterek (CMV és RSV) esetén. Az optimdlis bejuttatasi
mod meghatarozasdhoz kisérletek végeztiink intramuscularis (musculus gastrocnemius),
intravénas beadassal illetve a szubmandibuldris nyalmirigy retrograd feltoltésével is. A kisérletek
jelenleg is folyamatban vannak, azonban mindeddig AAV kozvetlen beaddsaval in vivo nem
siker(ilt a fehérje terdpids szintl expresszidjat elérni.

Terdpids fehérjék bejuttatdsa fogeredetli mezenchimdlis éssejt vektorokkal

Palydzatunk harmadik évében vektorként terapids fehérjét kodoléd rekombinans virusokkal
transzdukdlt human fogeredetli mezenchimalis Gssejteket (parodontalis ligamentum G&ssejt,
PDLSC) alkalmaztunk. Az volt a célunk, hogy a fogeredetl Gssejteket terdpiads fehérjét kddold
rekombinans virussal fert6zzik, hogy utdna a sejt kisérleti allatba beadva termelje a fehérjét,
amely akar szisztémadsan, akdr lokalisan kifejtheti a hatdsat.

A virusok és a hPDLSC-k kompatibilitasat vizsgalva azt taldltuk, hogy a human parodontalis
ligamentum &ssejtek (PDLSC) ex vivo transzdukcidjara az altalunk haszndlt virusok a kovetkezé
sorrendben alkalmasak: Ad5>>AAV2>AAV6 (2. dbra). Ezért tovabbi vizsgalatainkat adenovirus
(Ad5) felhasznalasaval végeztiik.
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2. abra: Emberi parodontdlis ligamentum &ssejtek (PDLSC) transzdukcidja B-galaktozidazt
kddold kiilonb6z6 rekombinans virusokkal. A 3. passzazsszamu human PDLSC sejteket 12 lyuku
talkaba Ultettik 53 000 sejt / cm? siirliséggel. Masnap erre a célra kiiiltetett lyukakban
megszamoltuk a sejteket, és a tobbi lyukban AAV2nlLacZ-vel vagy AAV6nLacZ-vel (300 000
viruspartikulum / sejt), ill. Ad5LacZ-vel (5000 viruspartikulum / sejt) fert6ztik Sket, kivéve a
kontroll sejteket. Az AAV-vel fert6z6tt sejteket 3 nappal, az adenovirussal fert6zotteket 1
nappal fert6zés utan festettiik B-galaktozidazra. Eredményeink alapjan a transzdukcié
hatékonysaga: Ad5>>AAV2>AAV6. A mérce 200 um-t jeldl.

In vitro vizsgalatokhoz AdmOPG (egér oszteoprotegerint kodolé adenovirus, 5000
partikulum/sejt) segitségével fert6ztiink human PDLSC-ket. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
AdmOPG transzdukcié dozis- és id6fiiggd mdodon emeli az mOPG koncentraciot a sejtkultura
fellluszéban (3A abra).
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AdmOPG-vel fert6zott (5000 partikulum/sejt) hPDLSC sejtek (4,15 millio sejt/allat) iv.
retroorbitélis szinuszba torténd beaddsat kovetd 2. napon 251+119 pg/ml, a 7. napon 278+136
pg/ml mOPG koncentracidét mértiink, mig AdLacZ-vel fert6zott sejtek esetén a 2. napon 87+39
pg/ml, a 7. napon pedig 57156 pg/ml értékeket kaptunk (3B dbra).
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3. dbra: Transzgén mOPG termelése humdn fogeredetl &ssejtekben. A: A PDLSC-ket in vitro
AdLacZ-vel fert6ztik (rombusz, ¢ és vonal, — jel6lések) vagy AdmOPG-vel (négyzet, [J és kor, o
jelolések) a vizszintes tengelyen jelzett viruspartikulum / sejt dézisokban egy (0, [) ill. négy (-,
0) napon at. A sejtekrdl felliliszét gydjtottiink és ELISA kittel mértiik az mOPG koncentraciojat.
B: mOPG termelése patkdnyokban szisztémasan in vivo MSC-medialt adenovirus génterapiaval.
A PDLSC-ket ex vivo fert6ztik egy napon at 5000 viruspartikulum / sejt koncentraciéban
AdmOPG-vel. Masnap 4,3 millié sejtet adtunk 350-400 g kozotti testtomegl patkanyoknak
szisztémadsan retroorbitalis injektdlassal. Kett6, majd hét nap utan az allatoktdl vért vettiink, és
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Vizsgdltuk human fogpulpa eredetli Gssejtek (DPSC) BMP2-t kddold adenovirussal torténd in
vitro fert6zhetGségét is, valamint az igy nyert, BMP2-t termel6 sejtek alkalmazhatdsagat in vivo
osszeointegracids kisérletekben. Azt talaltuk, hogy az adenovirussal torténé fert6zés akar 7
napon at alkalmazott 10 ezer partikulum/sejt virusddzis sem csOkkentette a DPSC-k
életképességét szamottevd mértékben, ugyanakkor az ADBMP2 virussal torténd fert6zés dozis-
és id6fligg6 moédon indukalta a sejtek BMP2 termelését in vitro (4. abra). 10 ezer
partikulum/sejt dozissal fert6zve 7 nap elteltével 2,8 ng/ml BMP2 koncentraciot mértink a
sejtek felliluszéjdban. Ez azt mutatja, hogy az AABMP2 fert6zés segitségével genetikailag
madositott DPSC-k terapidsan relevdans mennyiségben valasztanak el BMP2-t a kérnyezetiikben.
In vivo osszeointegracids kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy virusfert6zéstél flggetlenil a
DPSC-k behelyezése farokcsigolyaba helyezett implantatum mellé rontja az osszeointegraciét,
ennek alapjan felmeril, hogy a terdpias hatasunak szant Gssejtek bejuttatdsara mas maodot kell
valasztani.

Fent leirt kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy rekombindns virusokkal ex vivo kezelt
mezenchimalis &ssejtek génterdpias vektorként alkalmazhatdk. Az G&ssejtek alkalmazdsa a
kronikus gyulladasos folyamatokban, mint pl. a parodontitis, azért is el6nyds, mivel ismert, hogy
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in vivo beadva immunszuppressziv hatdssal is rendelkeznek, igy alkalmasak lehetnek terapids
fehérjék célzott, lokalis bejuttatdsara, emellett a sejtek dnmagukban is képesek lehetnek a
gyulladasos folyamat kedvezd iranyba torténé befolydsolasara. Az immunszuppressziv hatds a
megfelel6en megvalasztott fehérjék expresszidja segitségével célzottabbd is tehetd, az adott
betegségnek megfelel6en modulalhaté is lehet.
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4. abra: A fogeredetli mezenchimalis Gssejtek adenoviralis transzdukcidjaval hatékonyan
termeltethet6 BMP-2 e sejtekben, igéretes maddjat biztositva a csontregeneracio
serkentésének. A jel6lt moédon a DPSC-ket vagy AdlLacZ, vagy AdBMP-2 virussal fert6ztik
kilénb6z6 koncentracidkban (viruspartikulum / sejt, MOI) és id6tartamokon keresztiil. A BMP-2
koncentracidt a sejtkultura felliliszékbdl mértiik ELISA kittel.

Kisérletek a makrofdgok szerepének vizsgdlatdra szelektiv makrofdgdeplécio révén

Ismert, hogy a makrofdgok egyrészt gyulladasos és egyéb citokinek termelése révén, masrészt
pedig a csontfaldsejtek elGalakjaiként kulcsszerepet jatszanak a fogagygyulladasban és az ahhoz
kapcsolédo csontvesztésben. Ezért vizsgalni kivantuk, hogy van-e sajatos szerepiik a gyulladasos
folyamatok modulacidjaban. Ennek in vivo vizsgalatdhoz tartdésan depletdlni kell a
makrofagokat. Ehhez olyan transzgénikus egérmodellt valasztottunk, amelyben az emberi
diftéria toxin receptor (DTR) expresszidjat az Integrin oM (ITGAM, makrofagok felszinén
megtalalhato fehérje) prométere szabalyozza. Mivel az egér diftériatoxin-receptor gyengén, mig
az emberi DTR jél koti a diftériatoxint (DT), az emberek érzékenyek a DT-ra, mig az egerek nem.
Transzgénikus egerekbe sejtspecifikus prométer szabalyozdsa alatt bevitt emberi DTR esetében

az egérnek azon sejtjei lesznek érzékenyek a DT-ra, amelyekben az adott prométer aktiv, és igy
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az emberi DTR kifejez6dik. Vagyis az egérbdl az adott sejttipus DT hatdsdra apoptdzis révén
szelektiven elimindldédik, amely folyamat viszont a DT adagoldsdnak felfliggesztésével
visszafordithatd. Az ITGAM-DTR egerekben tehat DT-nal tartdsan szelektiven depletalni kivantuk
a makrofagokat. A makrofagok deplécidja sikeres volt, azonban DT folyamatos adasa mellett az
allatok néhany nap utan elpusztultak, igy lehetetlen volt kronikus makrofagdepléciot [étrehozni.
Ennek valdszini oka, hogy az ITGAM prométer nem elegend6en szovetspecifikus.
Alternativaként felmerilt vadtipusu egerekbe ITGAM-DTR csontvel6 atliltetése, azonban
el6zetes kalkulaciét kovetéen uUgy talaltuk, hogy az ezzel kapcsolatban felmerilé
megemelkedett koltségek (teljestest besugdarzas, steril tenyésztési korilmények stb.)
meghaladtak volna a jelen palyazatbdl erre fordithatd forrdsokat.
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