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1. Bevezetés

A fogéaszati praxis sordn szdmos esetben taldlkozunk, olyan péciensekkel, akik
valamilyen mértékii csont hiannyal rendelkeznek. A fogéaszati implantoldgia, sebészet €s a
parodontalis szOvet regeneracio teriiletén kiemelt fontossagu a kialakult csontdefektusok
kezelése. Az irodalomban szdmos csontpotlasi technika és csontpotld anyag fellelhetd,
ugyanakkor szamos eldnyiik mellett ezen anyagok alkalmazasa tobbnyire hatranyokkal is jar.
Vagy nem allnak kell6 mennyiségben rendelkezésre, mint pl az autoldog csont graftok vagy
csontszovetté torténd atépiilésik és igy felszivodasuk nem tokéletes. A  csontpotlasi
torekvések legujabb iranyzata, hogy sajat mezenchimalis Ossejtek felhasznalasaval torténjen
meg a csontpétlas, akar a sejteket egy degradabilis szkaffolddal kombinalva vagy a sejteket
kozvetleniil differencialtatva oszteoblasztokka, majd visszaiiltetve valjanak képessé a kritikus
méretii csontdefektusok kezelésére is. A szajliregben szamos mezenchimalis Gssejt tipus
megtalalhato pl.: pulpabdl izolalhatoé 6ssejtek (DPSC-maradofog, SHED- tejfog eredetil), a
follikulusbol izolalt 6ssejtek (DFPC), a parodontalis ligamentumokbol (PDLSC), apikalis
papillabol (SCAP), gingivabol (GMSC), a buccalis zsirparnabdl szarmazé (BFPSC) illetve a
csontvelobol kinyerheté Ossejtek. (1,2) Ezek koziil a fog pulpajabdl izolalhatd Ossejtek
kinyerése a legegyszeriibb, sebészi uton eltavolitott bolcsességfog pupajabok konnyen
izolalhatoak, MSC-kkel megeggyez6é sejtfelszini markereket expresszalnak. A DPSC-k
heterogén sejtek csoportja, de szdmos iranyba képesek differencialodni pl.: odontoblaszt,
cementoblaszt, oszteoblaszt, idegsejt, izomsejt, porcsejt, endothél sejt és akar zsirsejt iranyba
is. (2,3) Igy terapias alkalmazasukban nagy lehetéségek rejlenek a szdvetregeneracioban a

fogaszat teriiletén.

Mindezek mellett az irodalomban szdmos bioaktiv szerves molekula hatasat
vizsgaljak, melyek szintén alkalmasak lehetnek csont regeneracio tokélesitésére valamilyen
szilard hordozéval/szkaffolddal kombinaltan alkalmazva ezen anyagokat, vagy az &ssejtek
oszteoblaszt iranyu differencidcigjdnak eldsegitésével. Ilyen molekulak Ilehetnek az
extracellularis matrix fehérjék, példaul kollagén, kondroitin-szulfat, sejt-sejt kdlcsonhatasban
szerepet jatsz6 adhézids molekulak, példaul integrinek, oszteoblaszt progenitor sejtek
mint példaul a BMP-2, BMP-7, parathormon. (4) Ezen anyagok alkalmasak lehetnek titan
implantatumok felilletének modositasara is, hogy ezzel eldsegitsik az implantatumok

osszeointegraciojat és minimalizaljuk az esetleges szovédményeket. Igéretes molekulak

lehetnek a csontregeneracio elésegitésében a csont morfogenetikus fehérjék (BMP-K) illetve a



gyogyaszat mas teriiletein hasznalt TSA, EZH2 inhibitor, 5-AZA is, melyek bizonyitottan
elésegithetik a csontregeneraciot. (24, 25, 26, 27, 28, 29)



2. Irodalmi attekintés

A csontképzOdés folyamatat oszteogenezisnek nevezziik, mely folyamat az
embrionalis fejlodés hatodik és hetedik hete kozott kezddodik, és koriilbeliil huszonodt éves
korig tart. A csontfejlédésnek két tipusat kiillonboztetjiik meg az intramembranosus ¢és
endochondralis csontosodast. Ezen folyamatok mindegyike egy mezenchymalis szovet
prekurzorral kezdédik, de a csontta atalakulas moddja eltérd6. Az intramembranosus
csontosodassal képzddnek a calvaria, a kulcscsont és a koponya lapos csontjai is, ebben az
esetben kozvetleniil alakulnak csonttd a mezenchymalis szovetek. Az endochondralis
csontosodas soran a mezenchymalis szdvet el0szor egy porc koztitermékké, majd ezt
kovetden csonttd alakul. Ilyen mddon képzddik az axidlis csontvaz és a hosszu csdves
csontok. Mivel a csont egy dinamikus szerv, képzédést kovetden is folyamatosan megujul,
terhelés hatisara képes atépiilni, ezt a folyamatot remodellingnek nevezziik. A csont
homeosztazisa viszont nagyon komplex folyamat, a képzOodott csont mennyiségét és
mindségét, tobb tényezod is befolydsolja. Szamos jelatviteli folyamat altal szabalyozott. Ilyen
jelatviteli utvonalak tobbek kozott a TGF-B, BMP, Wnt/B-katenin, Notch, Hedgehog és a
NELL jelatviteli Gtvonalak. De az 6ssejtek differencialodasa nem csak genetikai szinten
szabalyozott a kiillonb6z6é DNS mintdzatokhoz kozvetleniil kotédo fehérjék (pl. transzkripcids
faktorok) altal, hanem epigenetikai mechanizmusokon keresztiil is. Ezek a mechanizmusok
magukban foglaljadk a DNS-metilaciot és a hiszton poszttranszlacids modositasait. Szamos
epigenetikai jellegeket modositd dgenst fejlesztettek ki klinikai felhasznalasra a rakterapiaban
a sejtproliferacio gatlasara a kromatin remodelling komplexek funkcigjanak modositasaval.
(5-7) Ezek a gyogyszerek befolyasoljak az Ossejtek sorsat is (8), és felgyorsitjak a DPSC-k
oszteogén differencialodasat és mineralizaciojat (8), ami 0j lehetéségeket nyit meg, ezen
gyogyszerek alkalmazasaban. Tekintettel arra, hogy a DPSC-k felhaszndldsa igéretes a
szovetregeneracioban a fogaszat és az altalanos orvostudomany teriiletén, elényds lenne az
oszteogén differencialodasuk fokozéasa. Epigenetikai modositd szerek, akkor hasznalhatdk
erre a célra, ha a DPSC-ket in vitro differencialjak (9), vagy ha a gyodgyszeres kezelést
biologiailag iranyitott modon lebomld polimerekkel kombinaljak (10,11) a mellékhatasok

elkeriilése érdekében.



3. Célkitiizés

megértése rendkiviil fontos, ezen sejtek klinikai alkalmazdsa szempontjabol. A sejtek
oszteogén irdnyt elkotelezodéséhez nem csak specifikus transzkripcios faktorokra van
szlikség, hanem epigenetikai szabalyozd mechanizmusokra is. Ahhoz, hogy reprodukalhatéan
tesztelni tudjuk az oszteoblaszt iranyu differenciaciot kivaltdo anyagok (BMP-2, TSA, EZH2i
¢és 5-AZA) hatasat megbizhato in vitro rendszerekre van sziikség. Munkam soran a human
DPSC sejteket valasztottam ilyen rendszerként, amely sejtek potenciidlisan alkalmasak

csontpotlast célzo szoveti regeneracios célokra is.
Vizsgélataim célja:

- Megvizsgéaljam a csontregenerdcio teriiletén klinikai felhasznalasra elfogadott

- Megvizsgaljam az OIM médium komponenseinek egyedi, valamint BMP-2-vel
kombinalt hatdsat.

- Osszehasonlitsam a DPSC sejtetk BMP-2 kezelés hatasara bekdvetkezd
oszteoblaszt iranyu differenciacids képességét egyéb oszteogén differencialodasi
potenciallal rendelkez6 sejtvonalakkal (Saos-2, HEPM).

- Szintén megvizsgaljam epigenetikai jellegeket befolyasoldé molekuldk (TSA,

kombinalt hatdsait eddig még nem vizsgaltak.
- Tovabbi célunk kozott szerepel az altalunk oszteogén differenciaciora alkalmazott
epigenetikai jellegeket modositd molekuldk (TSA, EZH2i és 5-AZA) rovid €s

hosszu tava (1-3 hét) hatdsainak 6sszehasonlito vizsgalata.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejtek tenyésztése és oszteoblaszt iranyu differenciacio indukalasa

A human pulpabol izolalt 6ssejteket (DPSC-K) a szajiireggel nem kozlekedd egyéb okbol
eltavolitott  impaktalt  bdlcsességfogak  pulpaszovetébdl  izolaltuk, korabban a
munkacsoportunk altal publikalt kozleményben leirt protokollnak megfeleléen. (etikai
engedély sz.F0102/1ST). (83) A Human embrionalis szajpadlasbdl szarmazé mezenchimalis
preoszteoblasztokat (HEPM, ATCC No.: CRL-1486) Eagle's Minimum Essential Médiumban
(EMEM, Sigma Aldrich, M5650), a Saos-2 oszteoszarcoma sejteket (ATCC No.: HTB-85),
Dulbecco's Modified Eagle's médiumban (DMEM, Sigma Aldrich, D6046) ¢s a DPSC
sejteket pedig Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12 (DMEM-F12, ThermoFisher
Scientific, 1132003) médiumban tenyésztettik. A médiumok kiegészitése 10% FBS-sel
(Sigma Aldrich, F9665), 100 U/ml penicillinnel és 100 mg/ml sztreptomicinnel (Sigma
Aldrich, P0781), illetve 1% GlutaMAX hozzaadasaval (Life technology, 10567014) tortént,
valamint a sejteket 37 °C-on, 5% CO,-ban, parasitott atmoszférat biztositd termosztatban
tenyésztettilkk. Tovabbiakban az dbrdkon és a szovegben a sejttenyésztésre hasznalt altalanos
médiumokban torténd kezelések esetén ,,CM” (culture medium) az oszteoinduktiv
médiumokban torténd kezelés esetén ,,OIM” (osteo inductive medium) megnevezéseket
hasznaljuk. Az OIM médiumba a CM médiumhoz képest, még 10 mM -glicerofosztat
(Sigma Aldrich, G9891), 50 pg/ml aszkorbinsav (Sigma Aldrich, 1043003), 0,1 uM
dexametazon (Sigma Aldrich, D4902) és 50 nM Ds-vitamin (Sigma Aldrich, 740292) keriilt.
Az abrakon B-GLY, AA, DEX és a Ds VIT-el jelolt mintdk esetén a CM médiumot kiilon-
kiilon egészitettiik ki 10 mM- B-glicerofoszfattal (B-GLY), 50 pg/ml aszkorbinsavval (AA),
0,1 uM dexametazonnal (DEX) vagy 50 nM Dgs-vitaminnal (D3 VIT). A BMP-2-t
(Antibodies-online GmbH, Z00327), 0,1 pg/ml végkoncentracioban hasznaltuk. A BMP-2
torzsoldat liofilizalt rekombinans human BMP-2-bdl késziilt a gyart6 utasitasa szerint, 1
mg/ml koncentracioban és a felhasznalasig 10 pl-es aliquatokban —80 °C-on taroltuk. A
kromatin epigenetikai valtozasainak indukalasara a CM, illetve az OIM médiumokat 5 pM
EZH2i-vel (ab269816; Abcam, Cambridge, UK), 10 uM TSA-val (ab146598; Abcam) vagy 1
UM 5-AZA-val (ab142744) egészitettiik ki kiilon-kiilon vagy kiilonb6z6é kombinaciokban. Az



5-AZA esetében a 0. napon 24 oras kezelést alkalmaztunk; a TSA és az EZH2i1 esetében a

kezelés folyamatos volt. A médiumokat a mintakon 2 naponta cseréltiik.

4.2. Alamar blue assay

Egy 96 lyuku sejttenyészt6 plate (VWR, 89093- 608) minden well-jébe, 1000 sejt keriilt a
HEPM ¢s a Saos-2 esetén és 7000 sejt a DPSC esetén. Overnight inkubalast kovetéen a CM
médiumot eltavolitottuk a sejtekrél (0. nap) majd, 200 ul szintelen DMEM-mel (Sigma
Aldrich, D5921) torténé mosast kovetéen 200 pl szintelen DMEM-ben 1:10 aranyban higitott
alamar blue reagenssel (Life Technologies, DAL 1100) a HEPM és Saos-2 sejteket 3 oran at,
a DPSC sejteket 2 oraig 37 °C-on 5% CO2-ban inkubaltuk. Az Alamar blue assay soran
alkalmazott inkubalasi id6k minden sejttipusra optimalizalva lettek. Az inkubacié utan, a
redukalt Alamar blue fluoreszcenciajat Hidex Sense Microplate reader segitségével 535 nm-es
gerjesztd fénnyel és 595 nm-es emisszids sziirdvel mértiik. A mérés utdn a mintdkon az
Alamar blue reagenst az adott kisérletben alkalmazott, oszteoinduktiv anyagokkal kiegészitett
médiumokra cseréltiik. A méréseket minden masodik napon ismételtiik, 8 napon keresztiil. A

fluoreszcencia intenzitas a 0. napon mért fluoreszcencia értékekre lett normalizalva.

4.3. Kalcium mennyiségi meghatarozasa

Egy 6 lyuku sejttenyésztd plate minden well-jébe 300 000 sejt keriilt. Overnight
inkubalast kovetéen a CM médiumot masnap (0. nap) lecseréltik az adott kisérletben
alkalmazott, oszteoinduktiv anyagokkal kiegészitett médiumokra. A médiumokat minden
masodik napon cseréltiik. 6, 12 és 18 nap utan a sejteket mostuk kétszer 2 ml 1 x PBS-sel
(Sigma Aldrich, P5493), ezt kovetden 2 ml jéghideg (-20 °C) metanollal (Sigma Aldrich,
322415) 30 fixaltuk. A metanol eltavolitdsa utdn a mintdk 5 percig szobahdmérsékleten
torténd szaritasat kovetéen 2%-0s (w/v) Alizarin Red S oldattal megfestettiik (Sigma Aldrich,
A5533), melynek pH-jat 4,2-re allitottuk be a HEPM és Saos-2 sejtek esetén és pH 7-re a
DPSC esetén. Ezt kdvetden a mintdk foté dokumentalasa tortént. A képzdodott Alizarin Red S-
kalcium komplexek kioldasa 10 mM pH 7 natrium-foszfat (Sigma Aldrich, P5244) pufferben
beoldott 10% cetilpiridinium-klorid (Sigma Aldrich, C0732) oldattal tortént. Az abszorbancia

értékeket Hidex Sense Microplate readerrel mértiik 570 nm-en. A mérések standardizalasahoz



a sejtek Oszzfehérje tartalmat, Alizarin Red S-sel nem festett parhuzamos mintak
sejtlizatumabol Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientifc, 23227) segitségével (a gyarto

utasitasainak megfeleléen) hataroztuk meg.

4.4. Alkalikus-foszfataz aktivitas

Egy 6 lyuku sejttenyésztd plate minden well-jébe 300 000 sejt keriilt. A sejtek overnight
letapasztasa utan, masnap (0. nap) a CM médiumot lecseréltiik, az adott kisérletben
alkalmazott, oszteoinduktiv anyagokkal kiegészitett médiumokra. A médiumokat minden
masodik napon lecseréltiik a mintdkon. 6, 12 ill. 18 nap illetve 7, 21 nap elteltével a
médiumok eltavolitasat kdvetden a sejteket kétszer mostuk 2 ml 1 x PBS-sel. Ezt kdvetden a
sejtek lizalasat végeztiik lizispufferben [10 mM Tris-HCI pH: 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1% Triton X-100, 1% proteaz inhibitor koktél (PIC), 1% fenil-metil-szulfonil-fuorid
(PMSF)] és a felkapart lizatum Eppendorf-csovekbe keriilt. Centrifugalas utan (10 000 g, 10
perc, 4 °C), a feliiliszobdl tortént az enzimaktivitds, valamint a fehérjekoncentracid
meghatarozasa (Pierce BCA Protein Assay, Thermo Scientifc, 23227). Az alkalikus foszfataz
aktivitas méréséhez a sejtlizatumhoz 0,1% p-nitro-fenil-foszfattal (Sigma Aldrich, N7653; 0,1
M glicin, 1 mM MgCl,, ZnCl,, pH 10,4) szubsztratot adtunk, majd 6 perc inkubalas utan az
abszorbanciat Hidex Sense Microplate readerrel mértiik 405 nm-en, Kinetikus mérési modban
3 percenként ismételve a mérést 1 oran keresztiil. A mért abszorbancia értékeket (ALP

aktivitas) a fehérjekoncentraciokra normalizaltuk.

4.5. Real time quantitativ PCR

Egy 6 lyuku sejttenyésztd plate minden well-jébe 300 000 sejt keriilt. A sejtek overnight
letapasztasa utan, masnap (0. nap) a CM médiumot lecseréltik az adott kisérletben
alkalmazott, megfeleld oszteoinduktiv anyagokkal kiegészitett médiumokra. A médiumokat
minden masodik napon lecseréltiik. 4 nap utan a Saos-2, 6, 12, 18 illetve 21nap utan a DPSC-
k esetén a médiumokat eltavolitottuk és a sejteket kétszer mostuk 2 ml 1 x PBS-sel. A
sejtlizist, a teljes RNS extrakciot, a Real-Time qPCR-t és a relativ expressziok kiszamitasat
egy korabb kozlemény alapjan végeztiik (61). A PCR reakciot a 5x HOT FIREPOL Probe
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gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonia) Master Mix-ben végeztik. A
RUNX2 (Hs00231692_m1; Applied Biosystems), ALPL (Hs01029144; Applied Biosystems)
¢s BMP-2 (Hs00154192_m1; Applied Biosystems) expresszids szintjeit minden minta esetén
a GAPDH (glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz) housekeeping génexpresszios szintjére

normalizaltuk.

4.6. Statisztikai analizis

Az abrakon a hibasavok a korrigalt empirikus szorast (SD) jelentik harom parhuzamos (1-
5. abrék), vagy harom fiiggetlen (6-8. abrak) mérésbol szamitva. A statisztikai elemzés
tObbszoros 0sszehasonlitas esetén ANOVA és Bonferroni post hoc statisztikai teszttel (1-5.
abrak), egy kontroll méréshez torténé viszonyitas esetén ANOVA és Dunnett post hoc
statisztikai teszttel (6-8. abrak) végeztiik. A szignifikancia szint minden esetben 5%-0s volt
(0=0,05).

10



5. Eredmények

Munkédm soran el6szér a BMP-2 sejtproliferaciora gyakorolt hatdsat tanulméanyoztam
DPSC, Saos-2 és HEPM sejteken, a sejttenyészté (CM) vagy a differencialtatd médiumban
(OIM) higitott BMP-2 koncentracid sorral torténd 8 napos kezelés hatasara. A sejtnovekedés
mértéke mind harom sejt tipus esetén iddéfiiggé modon csokkent a CM és OIM médiumok
alkalmazasa esetén is, kivéve a Saos-2 sejteket, ahol OIM médiumban a 4. napon a
sejtnévekedés leallt, majd az id6 el6rehaladtaval ujra csokkenni kezdett. Az OIM Gsszetevoit
kiilon megvizsgalva azt talaltam, hogy csak a B-GLY volt hatdssal mindhdrom sejtvonalra,

crer

gatld hatéssal, a masik két sejtvonalra nem.

A tovabbiakban a csont irdnyt differenciaciot a sejtek ALP aktivitdsanak, valamint az
extracellularis matrix mineralizaciojanak (kalcium lerakoddsainak) mérésével vizsgaltam. A
mineralizaciét CM-ben, OIM-ben, valamint az OIM 06sszetev6i koziil a proliferacios mérések
soran a leghatdsosabbnak bizonyult B-GLY-tal kiegészitett CM-ben mértem 6 napos
inkubaciot kovetéen. 6 nap utan Alizarin Red S festéssel jol festddd kalciumfoszfat volt
megfigyelheté az OIM-ban tenyésztett Saos-2 sejtek extracellularis matrixdban. Kismértéki
festodés lathato volt DPSC sejteken is, azonban a kioldott festék quantitativ analizise soran
nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a kontroll CM médiumhoz képest. A BMP-2
hatasat vizsgalva jelentés novekedés volt megfigyelhetd a DPSC és Saos-2 sejtek
mineralizacidjaban is, amikor az OIM médiumot BMP-2-vel egészitettem ki, illetve Saos-2

sejtek esetén a B-GLY és BMP-2 kombinaciojanak hatasara is.

Az oszteogén differenciacio kimutatasanak egy tovabbi modszere a sejtek ALP
aktivitasanak mérése, amely szintén jelentésen megemelkedett OIM médiumban Saos-2
sejtek, illetve az OIM+BMP-2 kezelés hatasara Saos-2 és DPSC sejtek esetén. Jelentés ALP
aktivitasnovekedés volt megfigyelhetd tovabba B-GLY-al és B-GLY+BMP-2 kombinacigjaval
kezelt Saos-2 sejtekben is. Az oszteoblaszt iranyu differenciaciot 12 és 18 napig is vizsgaltam.
Ezt a hosszabb vizsgalatot nem lehetett elvégezni OIM-ben tenyésztett Saos-2 sejtekkel,
mivel a 6. nap utan az €16 sejtek szdma jelentésen 12 nap utdn az OIM-ben tenyésztett DPSC
sejtekben fliggetleniil attol, hogy a BMP-2 jelen volt-e a mintdkban vagy hianyzott, nem
mértiink mineralizacioban ndvekedést, és ugy tlint, hogy az alkalikus foszfataz aktivitas is
lecsokkent. Ez a kiilonbség azonban nem volt statisztikailag szignifikdns. 18 nap elteltével

viszont az OIM kezelés hatdsara ismétt ndtt a mintdkban a kalcium lerakédasok mennyisége
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¢s az alkalikus foszfatdz aktivitas is, emellett ha az OIM médiumot BMP-2-vel egészitettem

ki, szinergikus hatas volt megfigyelhet6 az OIM és a BMP-2 kozott.

Az oszteoblaszt iranyu differenciaciot szabalyozo korai marker géneket (RUNX2, BMP-2)
IS vizsgaltam real-time qPCR moédszerrel. A Saos-2 esetében a RUNX2 expresszids szintje
nem valtozott a negyedik napon egyik kezelés esetén sem. Az endogén BMP-2 szintje
azonban szignifikdnsan megnétt a B-GLY-tal kezelt sejtekben, valamint az OIM-ben. A BMP-
2 tovabba szinergikus hatast fejtett ki OIM médiuban. Mivel a mineralizacié és az alkalikus
igénybe, a génexpresszids vizsgalatot is ezek alapjan 6, 12 és 18. napos differenciaciot
kovetden vizsgaltam. A sejteket CM-ben, OIM-ben, CM + BMP-2-ben és OIM + BMP-2-ben
novesztettem. Eredményeim alapjan a RUNX2 expresszios szintje a 6. napon volt a
legmagasabb, ami ezutan fokozatosan csokkent a 12.-ik, illetve 18.-ik napra. Ez a trend
megfigyelhetd volt az OIM, CM+BMP-2 és OIM+BMP-2 kezelések esetén is, valamint a
BMP-2 szinergista modon hatott OIM médiumban a RUNX2 expresszidjara. Ezzel szemben a
BMP-2 szintje fokozatosan nétt a 6. naptol a 18. napig OIM, CM+BMP-2 és OIM-+BMP-2
kezelések esetén is. A BMP-2 ebben az esetben is szinergizmust mutatott az OIM

médiummal.

Az epigenetikai jellegeket befolyasold molekulak, EZH2i, TSA és 5-AZA, oszteoblaszt
iranyt differencidcidt befolydsold egyedi és kobinalt hatasat DPSC sejteken vizsgaltam a
kezelt sejtek ALP aktivitdsanak, mineralizaciojanak, valamint oszteogén marker gének

(RUNX2, BMP-2 ¢s ALP) expressziojanak vizsgalataval.

A sejtek ALP aktivitasat EZH2i, TSA vagy 5-AZA kiilonbozé kombinacidival kiegészitett
CM-ben vagy OIM-ben torténd 7, illetve 21 napos kezeléseket kovetéen mértem. CM
médiumban végzett kezelés hatasara, az ALP-aktivitds a 7. napon ndtt meg, ha EZH2i-vel
onmagaban, vagy EZH2i+TSA vagy EZH2i+5-AZA kombinacidival egészitettem ki a CM
médiumot. Szintén CM médiumban 21. napos kezelés utan az ALP aktivitas tovabbra is
szignifikdnsan magasabb maradt az EZH2i-vel 6nmagaban kezelt DPSC-kben, mig az 5-AZA
kezelés negativ hatdssal volt az ALP aktivitdsra dnmagéban, illetve a masik két anyaggal
barmely kombinacioban alkalmazva. CM-ben a TSA-val végzett rovid (7 napos) vagy hosszu
tava (21 napos) kezelés nem volt hatassal a sejtek ALP aktivitadsdra. OIM médiumban az
EZH2i a CM-hez hasonloan novelte az ALP aktivitast 7 napos kezelés utan. A TSA
onmagaban vagy mas anyagokkal kombinacioban nem volt hatékony ebben az idépontban,
mig az 5-AZA negativ hatast fejtett ki. 21 napos kezelést kovetden csak a TSA-val kezelt
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DPSC-k mutattak fokozott ALP aktivitast OIM médiumban, ezzel szemben az EZH2i és az 5-
AZA csokkentette az enzim aktivitast. Az ALP aktivités tekintetében szinergista hatds nem
volt megfigyelhetd egyetlen gydgyszer kombindcio esetében sem, fiiggetlentil attol, hogy CM

vagy OIM médiumban tortént a kezelés.

A gyogyszer hatéanyagokkal kezelt DPSC-k mineralizaciojat csak OIM médiumban
torténd kezelés utan vizsgaltam, CM-ben nem, mivel korabbi kisérleteim alapjan CM-ben, a
szervetlen foszfat hianya miatt, akkor sem varhaté a DPSC sejtek mineralizacioja, ha olyan
oszteogén differenciaciot indukalo faktorral végezziikk a kezelést, amely a csont iranyt
differenciacionak kedvezo koriilmények kozott hatasos (pl.: BMP-2) (14). Meglepé modon a
mineralizaci6 nem nétt semmilyen gyodgyszeres vagy kombinalt gydgyszeres kezelés hatasara
a 7. ¢és a2l. napon sem, az OIM médiumban ndvesztett sejtekhez képest. EZH21 jelenlétében
jelentds csokkenés volt megfigyelhetd a 21. napon, ez megfigyelhetd volt mas gydgyszerekkel
kombindcioban torténd alkalmazas soran is, ami 6sszhangban van az ALP aktivitas mérésekor

tapasztalt negativ hatassal.

Az epigenetikai jellegeket modositd gyodgyszer molekuldk oszteoblaszt iranya
marker gének expresszios szintjének mérésén keresztiil is. A méréseket 21 napos kezelést
kovetden végeztem el, mivel a hosszu tdvon fennmaradd epigenetikai valtozasok
kovetkeztében megemelkedett génexpresszid kimutatdsa volt a cél. CM médiumban az
EZH2i-vel végzett kezelés bnmagaban vagy mas hatéoanyagokkal kombinalva pozitiv hatassal
volt a vizsgalt gének expresszids szintjére. Az OIM médiumban kezelt mintdkban csak a TSA
Oonmagaban emelte meg mindharom vizsgalt gének expresszids szintjét, mig az EZH2i
onmagaban, valamint TSA-val és 5-AZA-val kombinalva gatolta a BMP2-t, illetve nem
szignifikans mértékben a RUNX2-t. Ezek az eredmények konzisztensek és korreldlnak az ALP
aktivitasmérésekkel. Egyik vizsgalt gyogyszer-kombindcioban sem figyeltink meg

szinergikus hatést.
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6. Megbeszélés, fontosabb eredmények és kovetkeztetések

A BMP-2-16] ismert, hogy fokozza az oszteogén iranyu differenciaciot. A sejtek BMP-2-
vel torténd kezelése azonban a sejttipustol €s az oszteoinduktiv molekulédktol (molekularis
kornyezettdl) fiiggden kiilonbozo kimeneteleket eredményezhet. (15,16)

onmagaban, CM-ben ¢és kombinacidban is oszteoinduktiv anyagokkal.

B-glicerofoszfat is mindharom sejttipusban gatolta a sejtproliferaciot. A BMP-2-vel
kombindlva szinergista hatdst talaltunk a proliferacio gatlasara a HEPM ¢és a Saos-2
sejtekben. A publikalt adatok szerint a proliferacios rata csokkenése Osszefligghet a
differencialodasi folyamattal.(17-20)

A Saos-2 sejtekben feltehetéen az oszteoblaszt iranyu differenciacio gyorsabban
kovetkezik be és a 4-dik naptol a differenciacid késGi szakasza ment végbe, ahol
elkezd6dott a termindlisan differencidlt oszteoblasztok altal végzett mineralizacio ¢és a
késdbbiekben a sejtek egy része apoptdzis Utjan elpusztult. A Saos-2 sejtek altalunk
tapasztalt proliferacié csokkenése oszteogén iranyu differenciacidt indukald kornyezetben
megegyezik mas szerzok altal tapasztalt megfigyelésekkel. (13)

Az OIM médium Osszetevoi koziil, elég, ha csak az inorganikus foszfat forrasként
szolgald B-GLY-al egészitjik ki a sejttenyésztd médiumot a sejtproliferacio
csokkentéséhez.

BMP-2 6nmagaban nem volt hatassal az alkalikus foszfatdz aktivitisra. A BMP-2-t 8-
GLY-tal vagy OIM médiummal kombinalva viszont a Saos-2 és a DPSC sejtek esetén
szinergikus hatasok voltak kimutathatok.

A megnovekedett az ALP aktivitas a lerakodott kdlcium-foszfat kristdlyok mennyiségével
a varakozasoknak megfelelden pozitiv korrelaciot mutatott.

DPSC sejtekben az OIM médium hatasa kifejezettebb volt a differenciacio, amikor a
differencidlast 18 napig végeztiik.

A festésre adott pozitivitas a proliferacié csokkenése alapjan feltételezett csontsejt iranyu
differenciaciot bizonyitja.

Az oszteogén markergének tanulmanyozasa soran az OIM novelte a RUNX2 expresszidjat,
ami tovabb ndtt BMP-2-vel kombindlt kezelés esetén a DPSC sejtekben. A kezelés
tovabbi folytatdsdval a RUNX2 szint fokozatosan csokkent az érés eldrehaladtiaval, ami

Osszhangban van irodalmi adatokkal. (21)
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Az endogén BMP-2 expresszios szintje korrelalt a fokozott alkalikus foszfataz enzim
aktivitassal.

BMP-2 6nmagéaban nem elegendd az osteoblast progenitorok érésének indukéldsdhoz.
Azonban megfeleld molekularis kornyezetben, amely lehetdvé teszi az oszteogén
differencialodast, és olyan molekulakat tartalmaz, mint a B-GLY, BMP-2 szinergikusan
hathat a DPSC ¢és a Saos-2 sejtek oszteoblaszt iranyu differencialodasara.

Az altalam vizsgalt epigenetikai jellegeket befolydsold molekuldk koziil a TSA és az
génexpresszio tekintetében, ahol az irodalmi adatokkal Osszhangban (22,23) mindkét
anyag novelte a RUNX2, a BMP2 és az ALPL gének expresszids szintjét.

A két anyag azonban eltérd koriilmények kozott volt hatékony, az EZH2i csak akkor volt
hatassal a vizsgalt génekre ha a kezelés CM médiumban tortént amiben nem voltak mas
TSA pozitiv hatassal volt a vizsgalt gének expresszidjara az oszteogén differenciaciot
elésegité OIM-mel kombinalt tenyésztési koriilmények kozott, de CM-ben nem.

A harom vizsgalt anyag koziill az 5-AZA esetén nem tapasztaltam pozitiv hatast a DPSC

.....

kombinalva, ami eltéré a DPSC-re vonatkozo irodalmi adatoktol. (24)
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7. Osszefoglalas

A szajiiregbdl szarmazo Ossejtek koziil a DPSC sejtek klinikai felhasznaldsdban nagy
lehetdségek rejlenek, egyszerl izolalhatosaguk és multipotens tulajdonsaguk miatt. A DPSC-
k, oszteoblaszt iranyu differenciacios képességiiknek koszonhetben, alkalmasak lehetnek a
célzd Ossejt terapiaban. Ilyen iranyu felhasznalasukhoz nagyban hozzdjarulndnak olyan
anyagok, melyek eldsegitik az oszteogén differenciacidt. Ennek érdekében vizsgaltam egy
kereskedelmi forgalomban kaphato és klinikai felhasznélasra engedélyzett novekedési faktor,
a huméan rekombindns BMP-2 fehérjét, valamint epigenetikai jellegeket befolyéasolo
gyogyszer, vagy gyogyszer jelolt hatdoanyagok koziil az endogén BMP-2 és mas oszteogén
szabalyoz6 gének expresszidjat serkentd TSA, EZH2i1 és 5-AZA egyedi és kombinalt hatasat

A BMP-2 hatésat kiillonb6z6 preoszteoblaszt sejtvonalak: a Saos-2 és HEPM, valamint
bolcsességfogbol izolalt primer DPSC sejtkultura dsszehasonlitoé analizise soran vizsgaltam.
A BMP-2 kezelést kiilonb6zo 1d6 intervallumokban és kiilonb6z6é molekularis kornyezetben,
altalanos (CM) ¢és oszteogén differenciaciot indukald faktorokkal kiegészitett (OIM)

sejttenyésztd médiumokban vizsgaltam. A differencidci6é elérehaladdsdnak monitorozasara,

crer

crer

azonban nem volt elegendd az oszteogén differencidcio aktivalasdhoz. Az oszteogén
differenciacionak kedvezé komponensekkel kiegészitett OIM médiumban a BMP-2 jobban
tovabba Saos-2 sejtek esetén elegendd volt az OIM komponensei koziil csupan a foszfat
forrast biztositani, a differenciaciohoz. DPSC sejtekben a BMP-2 tehat csak megfeleld
jelatviteli Gtvonalak egyiittes aktivacidjaval egyiitt volt hatékony.

A TSA, EZH2i és 5-AZA egyedi és kombinalt hatdsait DPSC sejteken vizsgaltam. A
kezeléseket kiilonbozd ideig, CM és OIM médiumokban végeztem, differenciaciora gyakorolt
hatasukat pedig a sejtek ALP aktivitdsanak, mineralizacidjanak, valamint a RUNX2, BMP-2
€s ALPL gének expresszids vizsgalatan keresztiil mértem. A harom anyag koziil, a TSA és az
EZH2i 6nmagaban torténd alkalmazasa esetén figyeltem meg pozitiv hatasokat. Eredményeim

alapjan a TSA ¢és az EZH2i kiilonb6zé moddon hatnak a DPSC sejtek oszteoblaszt iranyu

------
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kozvetett modon a csont iranyu differencidcidoban részt vevo jelatviteli itvonalak fehérjéivel
kolcsonhatasban. A TSA, EZH2i és 5-AZA egyiittes alkalmazdsa sordn egyik hatdanyag

kombinacio esetén sem figyeltem meg szinergizmust.
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A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tuddstérbe feltdltétt adatok bibliografiai és tudomanymetriai

ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2024.09.25.
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9. Téargyszavak

(")ssejt, DPSC, oszteoblaszt, differenciacio, BMP-2, Trichostatin A, 5-azacitidnin, EZH2i.
Stem cells, DPSC, osteoblast, differentiation, BMP-2, Trichostatin A, 5-azacitidnine, EZH2i
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10. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni a Debreceni Egyetem, Fogészati Klinika és a

Fogorvostudomanyi Kar vezet6jének Dr. Bagyi Kinganak.

Emellet szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Prof. Dr. Hegedlis Csabanak
szakmai irdnymutatasaért, segité szandékl tanacsaiért illetve, hogy lehetdvé tette dolgozatom
megirasanak targyi feltételeit. Tovabbi koszonettel tartozom a DE FOK Alapoz6 Orvosi
Ismeretek Intézet vezetdjének Prof. Dr. Jenei Attilanak, akinek tars témavezetésével, mint

TDK hallgaté betekintést nyerhettem a kutatas vilagaba.

Halas vagyok Prof. Dr. Varga Gabornak a Semmelweis Egyetem Fogorvostudomanyi Kar
Oralbiologiai Tanszék Egyetemi Tanaranak és Dr. Simonné Dr. Nagy Krisztindnak a
Semmelweis Egyetem Biofizikai ¢és Sugarbiologiai Tanszék munkatarsanak, akiktol
lehetéségem volt megtanulni a fogbél eredetli Ossejtek izolalasat €s tenyésztését. Szintén
koszonettel tartozom a Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani
Intézet korabbi munkatarsanak Dr. Agnieszka Robaszkiewicz-nek és vezetdjének Prof.
Dr.Virag Laszlonak, akik lehet6vé tették, hogy megismerjem és megtanuljam a Real-time
qPCRanalizisek kivitelezését és kiértékelését. Valamint rendelkezésemre bocsatottak a Saos-2

oszteoszarkdma sejtvonalat.

Emellett koszonetet szeretnék mondani munkacsoportunk korabbi és jelenlegi tagjainak,
akik szakmailag vagy emberileg mellettem alltak €s tanacsaikkal tdmogattdk munkamat: Dr.
Szaloki Melinddnak, Dr. Keczdnné Uveges Andreanak, Dr. Kerényi Farkasnak, Dr. Bako

Jozsefnek, Dr. Toth Ferencnek.

Végiil halas vagyok a csalddomnak, gyermekeimnek és férjemnek Dr. Imre Laszlonak,

akik tiirelemmel és szeretettel, rengeteg tdmogatassal alltak mellettem a nehezebb idékben is.
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