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1. Roviditések jegyzéke:

A

AA: Ascorbic acid / Aszkorbinsav

ALP: Alkaline phosphatase / Alkalikus foszfataz

ALPL: Alkaline phosphatase gene / Alkalikus foszfataz gén

APR3: Apoptosis related protein 3 / Apoptdzissal Osszefiiggd fehérje 3

ATCC: American Type Culture Collection / Amerikai sejt kultura gy(ijtemény
ATF4: Activating transcription factor 4 / Aktivalo transzkripcios faktor 4

5-AZA: 5-Azacytidine / 5-Azacitidin

B

BFPSC: Buccal fat pad-derived stem cell / Bukkalis arcparna zsirbdl szarmazo éssejt

BGLAP: Bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein/ Osteocalcin / Gamma-karboxi-

glutaminsavat tartalmazo fehérje / Oszteokalcin

BMP: Bone morphogenetic protein / Csont morfogenetikus fehérje

BMPR: Bone morphogenetic protein receptor / Csont morfogenetikus fehérje receptor

BSP: Bone sialoprotein / Csont szialoprotein

B-GLY: B-Glycerophosphate / Béta-glicerofoszfat

C

CAMP: Cyclic adenosine monophosphate / Ciklikus adenozin-monofoszfat

CCAAT- Cytosine-cytosine-adenosine-adenosine-thymidine / Citozin-citozin-adenin-adenin-timin
CD: Cluster of differentiation / Differenciacios klaszter

CDKZ1.: Cyclin-dependent kinase 1 / Ciklin fiiggd kinaz 1



ChlP-seq: Chromatin immunoprecipitation assays with sequencing / Kromatin immunprecipitacion

alapuld szekvenalas

CHRD: Chordin

CM: Culture medium / Tenyészté médium

Cntnap4: Contactin Associated Protein Family Member 4 / Kontaktin-asszocialt fehérje csalad 4
CollA1l: Collagen type 1 alpha 1 / 1-es tipust kollagén alfa 1

CTGF: Connective tissue growth factor / K6tészoveti novekedési faktor

CXC: Chemokine domain / Kemokin domén

D

DEX: Dexamethasone / Dexametazon

DFPC: Dental follicle progenitor cell / Fogzacskdbdl szarmazé éssejt

DIx5: Distal-Less Homeobox 5

DKK: Dickkopf-related protein / Dickkopfal-rokon fehérje

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium / Dulbecco altal médositott Eagle médium

DMEM/F12: Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 / Dulbecco altal modositott
Eagle médium/F12 tapoldat keverék

DNMT: DNA methyltransferase / DNS metiltranszferaz

DPSC: Dental pulp stem cell / Pulpa eredet(i 6ssejtek

D3 VIT: Vitamin D3 / D3 vitamin

E

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid / Etilén-diamin-tetraecetsav

EED: Embryonic ectoderm development protein / Embrionalis ektoderma fejlédési fehérje

EGF: Epidermal growth factor / Epidermalis novekedési faktor



EMEM: Eagle's minimum essential medium / Eagle féle minimal tapfolyadék
ERK: Extracellular signal-regulated kinase / Extracellularis jelatviteli ttvonal altal szabalyozott kinaz

EZH2i: Enhancer of zeste homolog 2 inhibitor / Enhancer of zeste homolog 2 gatlo

F
FBS: Fetal bovine serum / Szarvasmarha magzati szérum

FDA: Food and Drug Administration / Amerikai Elelmiszer és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal
FGF: Fibroblast growth factors / Fibroblaszt novekedési faktor

FHL-2: Four and a half LIM domains protein 2

FOXO: Forkhead box O

FRP: Frizzled related protein / Frizzled-rokon fehérje

G

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase / Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GDF10: Growth Differentiation Factor 10 / Novekedési differenciacios faktor 10

Glil: GLI Family Zinc Finger 1 / GLI csalad cinkujj 1

GMSC: Gingiva derived mesenchymal stem cell / Gingiva eredetii mezenchimalis Ossejt

H

HAT: Histone acetyltransferase / Hiszton-acetiltranszferaz

HDAC: Histone deacetylases / Hiszton-deacetilaz

HEPM: Human Embryonic Palatal Mesenchymal cells / Human embrionalis szajpadlasbol szarmazo

mezenchimalis preoszteoblaszt
J

JNK: c-Jun N-terminal kinase / c-Jun N-terminalis kinaz



L
LPS: Lipopolysaccharide / Lipopoliszacharid

LRP5/6: Low-density lipoprotein-related receptors 5 and 6 / Alacsony stirtiségii lipoproteinnel-rokon

receptor 5 és 6

M

MAPK: Mitogen-activated protein kinase / Mitogén-aktivalt protein kinaz

MBD: Methyl-CpG-binding domain / Metil-CpG k&té domén

MKK: Mitogen-activated protein kinase kinase / Mitogén aktivalt fehérje kinaz kinaz

MKP-1: Mitogen-activated protein kinase phosphatase 1 / Mitogén aktivalt fehérje kinaz foszfataz 1
MSC: Mesenchymal stem cell / Mezenchimalis ssejt

MSTN: Myostatin / Miosztatin

Msx2: Msh Homeobox 2

Myc5: MY C proto-oncogene, basic Helix-Loop-Helix transcription factor / MYC protoonkogén /

Bézikus Hélix-Loop-Hélix transzkripcios faktor
N

NELL-1: Neural epidermal growth factor—like protein-1 / Neuralis epidermalis novekedési faktor-szerii

fehérje-1

NF-xB: Nuclear factor Kappa B / Nukleéris faktor-Kappa B

NICD: Notch intracellular domain / Notch intracellularis domén

NOG: Noggin

Notch: Neurogenic locus notch homolog protein / Neurogén 16kusz notch homolog fehérje
0]

OCN: Osteocalcin / Oszteokalcin

OIM: Osteoinductive medium / Oszteoindukiv médium



OPG: Osteoprotegerin / Oszteoprotegerin

OPN: Osteopontin / Oszteopontin

OSX: Osterix / Oszterix

p

PBS: Phosphate-buffered saline / Foszfattal pufferolt séoldat

PCG: Polycomb group gene / Polycomb fehérjecsalad gén

PCP: Planar cell polarity / Planaris sejtpolaritas

PDLSC: Periodontal ligament stem cell / Parodontalis ligamentum &ssejtek

PIC: Protease Inhibitor Cocktail / Proteaz inhibitor koktél

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride / Fenil-metil-szulfonil-fluorid

PPARYy: Peroxisome Proliferator-activated Receptor vy / Peroxisoma proliferator-aktivalt receptor y
PRC2: Polycomb repressive complex 2 / Polikomb repressziv komplex 2

PTCHL1: Protein patched homolog 1 / Protein patched homolég 1

PTHTrP: Parathyroid hormone-related protein / Parathormon-rokon fehérje

P53: Tumor protein p53 / p53 tumor fehérje

R

RANKL.: Receptor activator for nuclear factor kB ligand / Nuklearis faktor kB ligand receptor aktivator

RUNX2: Runt-related transcription factor 2 / Runt-rokon transzkripcios factor 2

S
Saos-2: Human osteosarcoma cell line / Human oszteoszarkéma sejtvonal

SCAP: Apical papillae stem cell / Apikalis papillabdl szarmazo éssejt



SET: (Su(Var)3-9, enhancer-of-zeste, trithorax) domain / (Su(Var)3-9, enhancer-of-zeste, trithorax)

domén

SHED: Human exfoliated deciduous teeth stem cell / Human tejfogbdl szarmazoé éssejtek
SMAD: Suppressor of mothers against decapentaplegia

SOST: Sclerostin / Szklerosztin

SUZ12: Polycomb repressive complex 2 subunit / Polikomb repressziv komplex 2 alegység
T

TABL: Transforming growth factor-beta activated kinase 1 binding protein 1 / Transzformalé

novekedési faktor-béta aktivalt kinaz 1 kot fehérje 1

TAKZ1: Transforming growth factor-beta activated kinase 1 / Transzformald névekedési faktor-béta

aktivalt kinaz 1

TAZ: Tafazzin family protein / Tafazzin fehérjecsalad

TGF-B: Transforming growth factor-beta / Transzformal6 névekedési faktor-béta
TLR4/5: Toll-like receptor 4/5 / Toll-szeri receptor 4/5

TNF: Tumor necrosis factor / Tumor nekrézis faktor

TSA: Trichostatin A / Trihosztatin A

Twist: Twist-related protein / Twist-rokon fehérje

w

Whnt: Wingless-related integration site / Wingless-rokon integracios hely



2. Bevezetés

A fogaszati, altalanos orvosi praxis soran szamos esetben talalkozunk, olyan paciensekkel, akik
valamilyen mérték(i csonthiannyal rendelkeznek. Csontdefektus figyelhet6 meg a korai fogelvesztés
esetén kialakult csontreszorpcido kovetkeztében, tumor miitét miatti csont rezekcid utani allapotban,
illetve infekcio vagy baleset kovetkeztében kialakuld csonthidny miatt. Emellett csontp6tlas valhat
sziikségessé azon paciensek esetén is, akik dallcsont- és szdjpadhasaddékkal vagy mas fejlodési
rendellenességgel sziilettek, de a traumatoldgia, implantacidé, parodontalis szOvetregeneracio,

ortodonciai és példaul az ortopédiai kezelések soran is. (1. abra)

A WHO 2022.-ben végzett felmérése szerint a vilag lakossagabol 3,5 milliard ember érintett
valamilyen szajiiregi betegségben. (1) Ezek koziil a sulyos parodontitisz, mely csontvesztéshez is vezet,
a feln6tt lakossag 19%-at, mintegy 1 millidrd embert érint, féleg a nem megfeleld szajhigiéne
kovetkeztében. A szajiireg rdkos elvaltozasa vilagviszonylatban a 13. leggyakoribb tumoros
megbetegedés, valamint a szajiireget, illetve a fogakat érint6 traumas sériilések vilagszerte 1 milliard
embert érintenek, melyek szintén okozhatnak csont defektust. Ezeken tul a szdjlireget érintd fejlodési
rendellenességek atlagosan minden 1000-1500-adik ujsziilottet érintenek a vilagon, mely gyakorisag

orszagonként eltér6 lehet. (1)

1. abra. Csontdefektusok a fogaszati praxisban.
Baleset kovetkeztében kialakult csontdefektus (A, B), velesziiletett csirahiany kovetkeztében az allcsontok novekedése is

elmarad (C, D), korai fogelvesztés miatt létrejott allcsontsorvadas. (E)
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Az emlitett okok miatt a fogdszati implantoldgia, sebészi, parodontalis szdvetregeneraciod
teriiletén kiemelt fontossagi a kialakult csontdefektusok kezelése. (1. abra) A defektus mértékétol
fiiggben sziikséges csontpotlast végezni az eredeti csontkontir részleges vagy teljes helyreallitasa
miatt, miel6tt barmilyen fogpotlas késziilhet a paciens szamara. A csontpétlasra hasznalt anyagnak
idealisan oszteokonduktivnak kell lennie, vazként kell szolgalnia az oszteoblasztok szamara. Emellett
oszteoinduktiv tulajdonsaggal is kell, hogy rendelkezzen, elé kell segitse az oszteoprogenitor sejtek
oszteoblasztokka torténd differencialodasat. Az oszteoinduktiv sejtmediatorok legszélesebb korben
tanulmanyozott tipusai a BMP-k. (2) Emellett a csontregeneracid elsegitésére igéretes molekulak
lehetnek a gyogyaszat mas teriiletein hasznalt hatdéanyagok, pl.: TSA, EZH2 inhibitor, 5-AZA is,
melyek in vitro és in vivo vizsgalatok alapjan elésegithetik a csontregeneraciot. (3-14) Ezaltal ezen
molekulak alkalmasak Ilehetnek a kiilonb6z6 kiterjedésti csontdefektusok kezelésére, fogaszati

crer

fogorvosi terapids alkalmazasukban nagy lehetdségek rejlenek.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Csontpotlo anyagok a fogaszatban

A csontképzddés egy nagyon komplex folyamat, a képz6dott csont mennyiségét €s mindségét,
tobb tényezd is befolyasolja, igy a csont potldsa nagyon komplex feladat. Az irodalomban szdmos
csontpotlasi technika és csontpdtld anyag is fellelhetd. A csont pdtlasa hagyomanyos médon torténhet
autolog csonttal, hasznalhatunk allograftokat, xenograftokat és szintetikusan eldallitott alloplasztikus
anyagokat. A csontgraftok (1. tablazat), csontpotlok és a bioaktiv anyagok oszteokonduktiv,
oszteoinduktiv és oszteogén mechanizmusokon keresztiil el6segitik a csontgyogyulast. (15)
Oszteokonduktiv az az anyag, amely passzivan lehetdvé teszi a kapillarisok, a perivaszkularis szovet €s
a mezenchimadlis dssejtek (MSC) benovését. Ezeknek a graftoknak a szerkezete hasonl6 a szivacsos
csont szerkezetéhez. Ilyen csontpétlasra hasznalt anyagok pl. a kalcium-szulfat és a kalcium-foszfat
cementek. (15) Az oszteoinduktiv anyagok a gazdaszervezetbdl szarmazéo MSC-ket képesek toborozni,
hogy kondroblasztokka €s oszteoblasztokka differencialédjanak. Ezt a folyamatot képesek szabalyozni
a novekedési faktorok, mint példaul a csontmorfogenetikus fehérjék (BMP-k), mint a BMP-2, -4 és -7,
a trombocita eredetii novekedési faktor (PDGF), interleukinok, fibroblaszt eredetii ndvekedési faktorok
(FGF-k), granulocita és makrofag kolonia stimulalo faktorok és az angiogén faktorok, mint példaul a
vaszkularis endothelialis novekedési faktor (VEGF). (15) Az oszteogenezis az Gjonnan 1étrejovo csont
szintézise a gazdaszervezetbdl vagy a graftdonorbdl szarmazd donorsejtek altal. A folyamatban részt

vevo sejtek kozé tartoznak az MSC-k, az oszteoblasztok és az oszteocitak. (15)
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1. tablazat

Csontgraftok csoportositasa

Extraoralis
Ugyanabbal a / (Csip6taraj, Tibia, Fibula, Borda)
személybsl szarmazoé —» AutograftOk

graft \

Intraoralis
(Allcstics, Ramus mandibulae)

Ugyanabbdl a — Allograftok

fajbol
(Demineralizalt, fagyasztva szaritott csontgraft (DFDBA),
Fagyasztva szaritott csontgraft (FDBA), Fagyasztott csont

Genetikailag

hasonlé egyedbél — lzograftok

Eltéré fajbol

szarmazo graft » Xenograftok

(Szarvasmarha, Tengerimalac,
Korall, Tojashéj eredetti)

Szintetikus . A"oplasztok
(Hidroxiapatit, Kalcium-foszfat cementek (CPC),
B-Trikalcium-foszfat (TCP), Bifazisos anyagrendszerek,
Bioaktiv ivegek, Szintetikus polimerek)

Keramiak és bioaktiv

inalekillEK — Kompozit graftok

Az autolog csont graft esetén ugyanabbdl a paciensbdl szarmazo6 graftot iiltetnek at az egyik
miitéti terilletr6l a masikra. Ez a gold standardnak tekintett eljaras a csontpotlasban, mivel a graft
oszteokonduktiv, oszteoinduktiv és oszteogén tulajdonsagokkal is rendelkezik. Hatranya, hogy a
rendelkezésre 4all6 csont mennyisége, mely felhasznalhaté csontpdtlasra véges, illetve egyéb
mellékhatasai is lehetnek az eljarasnak, ilyen pl.: fijdalom a donor teriileten (a leggyakoribb
szovodmény), fokozott vérveszteség, megndvekedett miitéti 1d6 €s a donor helyén torténd fertézés
lehetésége. (15,16) Emellett gyors és hatékony eljaras a csontregeneraciohoz, foként a kritikus méreti
(>5 mm) defektusok esetén. (16) A gyogyulasi id6 a felhasznalt anyagtol is fligg, az autoloég csont a
leggyorsabban vaszkularizalodo, és ezért a leginkabb oszteogén a jelenleg rendelkezésre all6 anyagok
koziil. (16) Fontos hangstlyozni, hogy a kortikalis és a csontvelé kombinacioja az egyik legelonydsebb
a csontregeneracio teriiletén, mivel két fontos tulajdonsagot egyesit: a kortikalis a megtadmasztast és

mechanikai ellenallast, a csontveld pedig az osteogén funkciot. (16)
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A szivacsos csont graftban nagy mennyiségben vannak jelen oszteoblasztok és oszteocitak.
Trabekularis szerkezete elOsegiti a revaszkularizaciot és a befogadd helyen torténd megfeleld

beépiilést, mely 6-12 honapig tarthat. (15)

A kortikalis csont graft kivald szerkezeti tulajdonsagokkal rendelkezik ¢€s mechanikali
alatamasztast biztosit. Azonban a slrli, rendkiviil kompakt szerkezet miatt viszonylag korlatozott
mennyiségben talalhatéak meg benne az oszteoblasztok, oszteocitik és mas sejtes progenitorok. Igy
korlatozottak ezen csontgraftok oszteogén ¢és oszteoinduktiv tulajdonsagai, illetve a graft
revaszkularizacidja is. A beépiilés a kusz6 szubsztitucionak nevezett folyamaton keresztiil, vagy a graft
lassu, majdnem teljes felszivodasaval torténik, parhuzamosan az uj csontképzdodésével. A graft
méretétdl fliggden a beépiilés akar éveket is igénybe vehet. A vaszkularizalt csont graftok artériaval €s
véndval vannak ellatva, elsddleges vagy masodlagos csontosodassal épiilnek be, igy novelhetd a graft
osteogén potencialja, de megel6zheté a nem vaszkularizalt kortikalis graftoknal tapasztalhatd kezdeti

graft keménység vesztés. (15)

Ritkén, de csontveld aspiratumot is alkalmazhatnak csontpdtlasra. Viszkézus folyadékként,
toréseknél perkutan befecskendezve a csontveld aspiratum nem képes szerkezeti tdmaszt biztositani,
tovabba folyékony allaga miatt kiszivaroghat a sériilés helyérél. Ezen hatranyos tulajdonsagok miatt
manapsag a a csontveld aspirdtumot inkabb valamilyen féligszilard anyaggal kombindlva hasznaljak,
mint példaul a demineralizalt csontmatrix vagy a kollagén. (15) A nativ csontveld onmagaban is
jelent6s regeneracids potenciallal rendelkezik. (17) A csontveld aspiratumot elsdsorban iziileti artritisz,
csontdefektusok, szalagszakadasok, combcsont oszteonekrozis, illetve pseudarthrosis kezelésében
hasznaljak. (18) A csontvel$ aspiratum mononuklearis sejtekben gazdag pl.: mezenchimalis stromalis
sejtek (BM-MSC-k), hematopoetikus 6ssejtek, endotél progenitor sejtek, valamint a gyulladasos és
immunsejtek. (17) Emellett novekedési faktorokat, tobbek ko6zott csontmorfogenetikus fehérjéket
(BMP), trombocita eredetii novekedési faktort (PDGF), transzformald novekedési faktort-f-t (TGF-p),
vaszkularis endotelialis novekedési faktort (VEGF), interleukin-8-at (IL-8), valamint IL-1 receptor
antagonistat tartalmaz. (18) Konnyen hozzaférhetd és béséges sejtkészletet biztositanak, mely néhany
oran belill alkalmazhaté a miitéti eljardsok soran anélkiil, hogy iddigényes sejttenyésztés valna
sziikségessé. (17) Nyerhet6 a csipGtarajbol, a proximalis és distalis sipcsontbdl, vagy a sarokcsontbol.

Azonban a csontveld aspiraciojara a hatsé csipbtarajbol a leggyakoribb. (18)
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A vérlemezkében gazdag plazma (PRP) a vérlemezkék autolog szuszpenzidja, amelyet teljes
vérbol allitanak eld kettés centrifugdlasi technika segitségével. Az igy eldallitott szuszpenzid
novekedési faktorokban gazdag, pl.: PDGF, transzformald novekedési faktor-béta (TGF-P) és a VEGF.
Ezt kovetden a vérlemezkéket kalcium-kloriddal kezelik és a kialakult vérrgot helyezik be a defektus

helyére. (15)

Az izograftok, olyan csont graftok, melyek genetikailag hasonlé egyedbdl szarmaznak, mint pl.

az egypetéju ikertestvérbol.

Az éllati eredetli anyagokat, a xenograftokat széles korben alkalmazzak a fogaszatban, ezek
csontpotlasra torténd felhaszndldsa tobb mint harom évtizede tanulmanyozott. Oszteoinduktiv
képességiik a hidroxiapatitbol allo szervetlen szerkezetiikbdl adodik, amelyet az Osszes szerves
komponens eltavolitasaval nyernek. (16) A xenograftok a legkiilonfélébb eredetlick lehetnek, a
leggyakrabban hasznalt szarvasmarha- és sertés eredetiick (19,20), azonban lehet 16 (21), korall
exoskeleton (22) és tojashéj eredetii is. (23) Elonyiik, hogy kémiai Osszetételilk hasonldé az emberi
csonthoz, kalcium/foszfat aranyuk 1,67, ami megegyezik az emberi csontéval. (24) Hatranyuk etikai,
vallasi és egészségiigyi problémakbol adodnak. A szarvasmarhdbdl szarmazé csontpotlok messze a
leggyakrabban hasznalt xenograftok a fogaszatban. Mivel a szarvasmarhabol szarmazo csontgraft
biologiailag nem lebomld, betegségek atvitelével esetenként hossza tavi szovédménnyekkel is
szamolnunk kell alkalmazéasuk sordn. A betegségek atvitelével kapcsolatos nézeteket szamos vita
ovezi. A xenograftként felhasznalt anyagok (pl.: Bio-Oss és Osteograf/N) szigort tisztitisi és
sterilizalasi folyamaton mennek at, igy altaldnos nézet, hogy a betegségek atvitelének kockazata kicsi
(25,26), azonban hosszutavu klinikai szovédményekrél szo16 irodalmi adatok alig allnak rendelkezésre,
mint pl. a szarvasmarhdk szivacsos agyveldgyulladasanak (BSE) kialakuldsanak lehetdségérdl.
Altalanos szévédményként emlitik az irodalomban tobbek kozott az akut és kronikus arciireggyulladast
(27,28), maxillaris gombatelep kialakulasat (29), a csontpotléanyag elmozdulasat, az immunreakciokat
(27), a kronikus gyulladast (28,30), az idegentestreakciot (31) és a Creutzfeldt- Jakob-kor atvitelének
kockazatat. (32) Akarmilyen szorvanyosan fordulnak is eld ezek az esetek a xenograftok biztonsagos
fogészati alkalmazasahoz hossztava kovetésés vizsgalatok sziikségesek, illetve fontos tajékoztatni a

beteget a betegségek atvitelének kockéazatarol €s az esetleges csontpotlasi alternativakrol.

Az allograftok olyan csontgraftok, amelyek emberekbdl szarmaznak ugyan, de a graft a haldluk

utan keriilt begytlijtésre steril koriilmények kozott. Az allograftok oszteokonduktiv és néha
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oszteoinduktiv potenciallal is rendelkeznek, de mivel nem tartalmaznak életképes sejteket, ezért nem
oszteogének. Az autoldg csontgraft népszeru alternativdja ugyan, de hatranya hogy magasak a beiiltetés
koltségei. Minimalis kockazattal jar a hasznalatuk, mivel a grafttal torténd fert6zések atvitele ritkan, de
megtorténhet. (15) A lagyrészek eltavolitasa utan a sejteket etanollal, majd gamma-besugarzassal
kezelik a baktériumok, gombak ¢€s a virusok elleni sterilizalds érdekében. Sajnos a besugarzas
dozisfiiggd modon karosan befolyasolja a graft biologiai tulajdonsagait is, a polipeptidlancok
hasitasaval és a vizmolekuldk radiolizisével, melynek eredményeképpen a graft szerkezeti integritasa is

csokken. (15)

A szintetikus bioanyagok nem rendelkeznek oszteoinduktiv tulajdonsagokkal. (16) A
szintetikus kalciumsé alapt csontp6otlok oszteokonduktiv alternativat jelentenek, ezért szerepiik a torés
gyogyulasaban igen korlatozott. Kiilonféle formakban keriilnek forgalomba, beleértve a porokat,
pasztékat, pelleteket vagy bevonatokat az implantatumok felszinén, mint pl. a hidroxiapatit bevonat.
Szubsztratként szolgalnak és mechanikai szempontbol vazként funkcionalnak, ahol az oszteoblasztok
vagy az oszteoprogenitor sejtek tapadhatnak, szaporodhatnak ¢és differencialodhatnak az j
csontképzédése érdekében. (16) Ezen anyagok Osszekeverhetdek antibiotikumokkal, kollagénnel,
novekedési faktorokkal, valamint kisérletek folynak MSC-kkel torténd egyidejii felhasznalasukkal is.
(16) Az ilyen biologiailag aktiv komponensek hozzaadasaval az anyag oszteoinduktiv, vagy akar

oszteogén tulajdonsagokkal is rendelkezhet. (16)

A kalcium-szulfat graftok a leggyorsabban felszivodd szintetikus csontpotld anyagok. 1-3

honap alatt megtorténik a felszivodasuk, még a tényleges csontképzddés elott.

A kalcium-foszfatok kozé tartoznak a monokalcium-foszfat, dikalcium-foszfat, trikalcium-
foszfat, hidroxiapatit (alfa- és béta-kristalyos formai egyarant), ill. a tetrakalcium-foszfatok. A
hidroxiapatit a természetben is eléfordulé forma, mely a csont szerkezetének is mintegy 50 %-at
alkotja. Kevés kélcium-foszfat cement all rendelkezésre tiszta, egykomponensii készitményként, a
legtobb kereskedelmi forgalomban kaphatd termék valtozé koncentracioban tartalmaz vegyes
kalciumsokat. Lassu lebomlas, jo mechanikai tulajdonsagok jellemzik, de in vivo koriilmények kozott
keménysége ezen csontpotloknak rosszabb, mint a normal szivacsos csontnak. Ennek az az oka, hogy a
keramia cementek 4ltaldban nagyon torékenyek és kevésbé allnak ellen a huzo- és nyirderdknek,

melyek in vivo koriilmények kozott jelentkeznek. (15)
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Kiilonb6z6 bioaktiv szerves molekulak is alkalmasak lehetnek csont regeneracid elOsegitésére,
akar valamilyen szilard hordozdval/szkaffolddal kombinalva dket. Ezek lehetnek extracellularis matrix

fehérjék, példaul kollagén, kondroitin-szulfat, sejt-sejt kolcsonhatasban szerepet jatszo adhézids
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molekulakat hordozé biodegradabilis szkaffolddal kombindlva, ami lehetdvé tenné a kritikus mérett
csontdefektusok kezelését is. Ilyen biologiailag aktiv molekuldk lehetnek a csont morfogenetikus
fehérjék (BMP-k) illetve a gyogyaszat mas teriiletein hasznalt TSA, EZH2 inhibitor, 5-AZA is, melyek

bizonyitottan eldsegithetik a csontregeneraciot. (3-14)

3.2. A csontképzodés folyamata

A csontképzddés folyamatat oszteogenezisnek nevezziikk, mely folyamat az embrionalis fejlodés
hatodik ¢és hetedik hete kozott kezdddik, és koriilbeliil huszonét éves korig tart. A csontfejlédésnek két
tipusat kiilonboztetjiik meg az intramembranosus és endochondralis csontosodast. Ezen folyamatok
mindegyike egy mezenchimalis szovet-prekurzorral kezdédik, de a csonttd atalakulas modja eltéré. Az
intramembranosus csontosodassal képzddnek a calvaria, a kulcscsont és a koponya lapos csontjai,
ebben az esetben kozvetleniil alakulnak csontta a mezenchimalis szovetek. A 1étrejott oszteoblasztok
klaszterekbe csoportosulnak, és csontosoddsi magvakat alkotnak. Az oszteoblasztok ezt kovetden
oszteoidot valasztanak ki, egy nem mineralizalt kollagén-proteoglikan matrixot, amely képes a
kalciumot megkdtni. A kélcium oszteoidhoz vald kotddése a matrix megkeményedését és az
oszteoblasztok bezarddasat eredményezi, melyek ezzel egyiitt oszteocitdkkd alakulnak. Az
oszteoblasztok tevékenysége altal a képzOodott oszteoid korbeveszi a képzodott ereket, ezaltal
létrehozva a trabekularis szivacsos csontalloméanyt, a csontvel6t. A keletkezett csont felszinén
elhelyeszkedd MSC-k pedig kialakitjak a perioszteumot. A csonthartya belsé feliiletén 1évé MSC-k

pedig oszteoblasztokka alakulnak és lemezes csontot, a csont kortikalisat termelik. (34,35)
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Az endochondralis csontosodas soran a mezenchimalis szovet elészor egy porc koztitermékke,
majd ezt kovetden csonttd alakul Endochondrélis csontosodéssal képzddnek az axidlis csontvaz és a
hosszu csoves csontok. Elsé 1épésként a mezodermabol szdrmazd mezenchimalis sejtek kondrocitakka
differencialodnak. A kondrocitdk gyorsan szaporodnak, és extracelluldris matrixot valasztanak ki,
hogy kialakitsdk a csont porc telepét. A porc telep, mely alakja hasonlé a késObbi csonthoz
hyalinporcot, valamint egy azt koriilvevd membrant, a perikondriumot tartalmaz. A kdzépsé teriilet
kozelében 1évé kondrocitdk hipertrofidssa valnak, és elkezdenek X-es kollagént és fibronektint
termelni, ez a megvaltozott struktira lehetdvé teszi a kialakult porctelep mineralizacigjat. A
meszesedés kovetkeztében a porcsejtekhez nem jut tdpanyag, igy apoptotizalnak. A porcsejtek helyén
iregek képzdédnek, melyekbe erek ndnek be, melyek egyesiilve kialakitjak a veldtrt. A jelen 1évo
oszteogén iranyba differencialodni képes sejtek kivaltjak a perikondrium atalakulasat perioszteumma.
csontrégidt hoznak létre, amelyet periostealis gallérnak neveznek. Itt alakul ki az elsddleges
csontosodasi kozpont. Mig a diaphysisben a csont helyettesiti a porcot, a porc tovabb né a csont
végeken, igy novelve a csont hosszat. Ezek a proliferativ teriiletek epifizislemezekké (novekedési
lemezekké) valnak, amelyek a csontok hosszanti ndvekedését biztositjdk a sziiletés utan is a korai
felndttkorig. Sziiletés utan ez a folyamat megismétlédik az epifizis régidoban és itt jon létre egy

masodlagos csontosodasi kozpont. (34,36)

A csont dinamikus szerv, mely folyamatosan megtjul, terhelés hatasara képes atépiilni, ezt a
folyamatot remodellingnek nevezziik. A remodelling 3 fazisbol all: Els6 fazisban az oszteoklasztok
elinditjak a csontreszorpciot, masodik az atmeneti vagy reverzibilis fazis, amikor a reszorpciot felvaltja
az 1j csontképzddés. Majd ezt koveti a harmadik fazis az oszteoblasztok altali 0j csontképzés szakasza.
A csont remodelling elengedhetetlen a torések gyogyuldsdhoz, a csontvaz alkalmazkoddsdhoz a

mechanikai ingerekre, illetve a kalcium homeosztazis fenntartasahoz. (37)

A csontszovet egy mineralizalt kotdszovetes allomany, melyben oszteoblasztok, oszteocitak, csont
béleld sejtek és osteoklasztok taldlhatdak meg. Folyamatosan megljul az oszteoblasztok ¢és az
oszteoklasztok  tevékenysége révén. Az  oszteocitdk a remodelling folyamatinak a
mechanoszenzoraiként €és szervezdiként mikodnek. A csont béleld sejtek szerepe nem tisztazott, de
feltehetéen szerepet jatszanak a csontreszorpcid €s a csontképzddés Osszekapcsolasaban. Az

oszteoblasztok csontképzd sejtek, melyek a csont felszinén taldlhatdak meg, a csontban eléfordulo
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sejtek 4-6 %-at teszik ki, élettartamuk 2-3 honap (37,38). Fehérje szintetizalo sejtek képét mutatjak:
kifejezett durva felszinli endoplazmatikus retikulummal és Golgi apparatussal rendelkeznek, valamint
szamos kiilonféle szekrécios vezikulat is megfigyelhetiink a sejtekben. Polarizalt sejtekként az
oszteoidot a csont matrix felé valasztjak ki. Mezenchimalis 6ssejtekbdl szarmaznak, melyek
meghatarozott gének expressziojat kovetden idoben programozott Iépéseket kovetve alakulnak
oszteoblasztokka. (37) A folyamatot, mely alatt az MSC-k képesek oszteoblasztta differencialdédni
oszteogenezisnek nevezziik. Az MSC-k oszteo-chondro progenitorokat hoznak létre, melyek a csont
iranyt differenciaci6 szabalyozasaban szerepet jatszo transzkripcidos faktor, a RUNX2, hatdsara
oszteoprekurzorokkd, mig SOX9 aktivalodasa esetén, amely a porc iranyu differenciaciot szabalyozé
transzkripcios faktor, kondrocitakka képesek differencialodni. Ezt koveten az oszteoblast prekurzorok
tovabb szaporodnak és oszteoblasztta, majd oszteocitakka érnek. Oszteoblaszt iranyu differenciacios
képességet figyeltek meg pl. a csontveldbdl, zsirszovetbdl, fogbélbdl, placentabdl, kdldokzsinor vérbol
szarmazd6 MSC-knél. A csontveldi MSC-k magas oszteogén iranyu differencidlodasi képességgel
rendelkeznek mas MSC-khez képest, melynek soran a RUNX2, osterix (OSX), DIx5, TWIST, Msx-2,
ATF4 és FOXO transzkripcios faktorok aktivalasa kiilonboz6 jelatviteli utvonalak (pl.: TGF-B és a
Whnt/B-katenin) kozotti atfedésekkel indukaljak az MSC-k differencialodasat. (39) Az oszteogenezis f6
szabalyozdja a RUNX2, mely fontos szerepet jatszik a sejt korai csont iranyu elkodtelezddésében.
RUNX?2 hatisara az oszteogén differenciacio kiilonbozd fazisaiban upregulalodik az egyes tipust
kollagén (Col1Al), alkalikus foszfataz (ALPL), OSX, csont szialoprotein (BSP), oszteokalcin (OCN) és
az oszteonektin (ONN) gének expesszios szintje. (40,41) A kezdeti proliferacios fazisban megné a
RUNX2 ¢és a CollAl szintje, ekkor a sejtek preoszteoblaszt fazisban vannak. Ezutan kezd megndni a
sejtek ALP aktivitasa is. Ezt kovetben az érett oszteoblasztokban megemelkedik az OSX, OCN, ONN,
BSP /1l és az CollAl gének expresszidja. Emellett indukalja a Hedgehog és a Wnt jelatviteli
utvonalakat is a tovabbi éréshez. Az OSX magas szintje a késdi csontérés soran gatolja a
csontképzddést, de a csont homeosztazisaban nélkiilozhetetlen. (37,42) Az oszteogén differenciacio
represszalja a PPARy és a C/EBPa géneket, amelyek az adipogenezist szabalyozd {6 transzkripcios

faktorokat kodoljak. (43)

Az oszteoblasztok altali csontképzés elsé 1épéseként egy szerves matrix képzodés zajlik, majd ezt
koveti a mineralizacio szakasza. Az oszteoblasztok kollagéneket féleg egyes tipusu kollagént és nem

kollagén tipust fehérjéket (OCN, ONN, BSPI /II), valamint proteoglikanokat valasztanak ki, ezek a
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fehérjék alkotjdk a csont szerves matrixat. Ezt kdveti a mineralizacié, melynek két fazisa van:
vezikularis és a fibrillaris fazis. A vezikuldris fazisban matrix vezikuldk szabadulnak fel az
oszteoblasztok apikalis részEébdl az jonnan képzddott szerves csont matrixba. Az oszteoblasztok olyan
enzimeket valasztanak ki melyek hatasira a kalcium ionok felszabadulnak és kalcium csatornakon
keresztiil a vezikuldkba jutnak. Masrészt a jelen 1évo foszfat tartalmi komponenseket szintén az
oszteoblasztok altal termelt ALP lebontja, igy megnd a foszfat ionok mennyisége is a matrix
vezikuldkban. Ezt kovetéen képzOddnek a vezikuldkban a hidroxiapatit kristdlyok. A fibrillaris fazis
soran a vezikulumok tultelitetté¢ valnak a kristalyok szdmara, melyek ennek hatasara felrepednek ¢és a
hidroxiapatit kristdlyok a szerves madtrixba keriilnek. Ezt kovetden az érett csontsejtek egy része

apoptotizal, masok oszteocitakka, vagy csontbéleld sejtekké alakulnak. (37)

3.2.1. A TGF-p jelatviteli utvonal

A TGF-p az Extracellularis matrixban tarolt latens fehérjeként szintetizalodik, amelynek aktivalasa
az oszteoklaszt sejtek altal végzett csontreszorpciotol fiigg. Az aktiv TGF-B két I-es tipustt TGF-f
receptort (TPBRI) és két II-es tipusu receptort (TPRII) tartalmazo tetramer receptor komplexhez kotddik,
melynek kovetkeztében a TRRII transzfoszforilalja a TPRI-t, hogy SMAD-fiiggé és SMAD-fiiggetlen
jelatviteli Gitvonalakat indukaljon. A SMAD-fiiggd jelatvitelben a foszforilalt R-SMAD (SMAD2 vagy
3) komplexet képez a SMADA4-gyel, és egyiitt transzlokalodik a sejtmagba, ahol kofaktorokkal egyiitt
hatva szabalyozzak a célgének expressziojat. TGF-B-k egy masik R-SMAD csoportot is aktivalhatnak
(SMADI, 5 és 8) az ALK1-hez vald kotddésen keresztiil. A nem SMAD-fiiggd jelatviteli Gtvonalon a
TGF- aktivalja a TGF-P altal aktivalt kinaz 1-et (TAK1) és a TAK1-ko6t6 protein 1-et (TAB1) is, majd
a foszforilalt TAK1 0sszekapcsolodik a TAB1-el, hogy elinditsa az MKK-p38, MAPK vagy MKK-
ERK1/2 jelatviteli kaszkadokat. A MAPK foszforilalja a RUNX2-t, hogy fokozza annak transzkripcios
aktivitasat, mig a SMAD2/3 hiszton deacetilazokat (HDAC-okat) aktival a RUNX2 aktivitasanak
¢s korai differencidlodasat. Azonban gatolja az oszteoblasztok érését, mineralizaciojat és az

oszteocitakka valo atalakulasat. (44)
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3.2.2. BMP jelatviteli atvonal

A csont morfogenikus fehérjék BMP-k a TGF-f fehérjecsaladba tartoznak és részt vesznek az
embrionalis csontfejlédés szabalyozasaban, illetve a csontgydgyulasban is fontos szerepet toltenek be.
Eddig tobb mint 20 féle BMP-t fedeztek fel, melyek a BMP fehérje csaladon beliil tobb alcsoportba
sorolhatok be, szekvencia homoldgia és bioldgiai funkcid alapjan. Pl.: a BMP-2 és BMP-4, a BMP-
3B/GDF10 és BMP-3/osztegenin, a BMP-5, BMP-6/Vgrl, BMP-7/0OP1 és BMP-8, a BMP-9/GDF2 és
BMP-10, a BMP-11/GDF11 és GDF8/MSTN, a BMP-12/GDF7, BMP-13/GDF6 és BMP-14/GDFS5 és
a BMP-15/GCF9B ¢és GDF9 alcsoportok. (45-48) Ezek koziil 14 olyan fehérjecsaladot azonositottak,
melyek rendelkeznek oszteoinduktiv hatassal. (44) A BMP-2, 4, 5, 6, 7 és 9 homodimernek van a
legnagyobb oszteogén aktivitasa mezenchimalis dssejtekben, mig a BMP-2, BMP-4 és BMP-7, BMP-9
eldsegitik az oszteoblaszt progenitorok terminalis differencialodasat. (42,44,49,50) Ezek koziil a BMP-
2 és a BMP-7 homodimer klinikai felhasznalasat az Amerikai Gyoégyszer - és Elelmezésiigyi Hatosag

(FDA) is elfogadta.
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2. abra. BMP jelatviteli utvonal.

A BMP-2 homodimer, BMP receptorokhoz (BMPRI és BMPRII) valo kotédése aktivalja a Smad 1, Smad 5, és Smad 8
fehérjéket melyek a Smad 4-el komplexet képezve a sejtmagba transzlokalodnak, ahol az oszteogén differenciacioban
szerepet jatszO gének expresszidjat indukaljak, pl.. RUNX2, ALPL, BMP-2. A BMP-2 aktivalja a MAPK jelatviteli

utvonalat is.
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A BMP-2 els6sorban homodimer formaban aktiv, BMPRI és BMPRII receptorhoz képes kotddni,
mely intacellularisan jelatviteli Gtvonalakat indit, ilyen a kanonikus SMAD-fiiggdé és nem-kanonikus,
SMAD-fiiggetlen, MAPK, BMP, TGF-B jelatviteli utvonalak, melyek kolcsonhatnak mas jelatviteli
utvonalakkal, mint pl. FGF, Hedgehog, WNT/B-katenin és a Notch, NELL-1 jelatviteli Gtvonalak.
(42,50,51) (2. abra) A BMPRI-B receptor altal indukalt jelatvitel az oszteogén iranya differenciaciot
segiti eld, olyan transzkripcios faktorok aktivalasan keresztiil, mint pl.: RUNX2 vagy az OSX. Ezzel
ellentétben a BMPRI-A receptor aktivitasa foleg az CCAAT-enhancer-koté protein illetve PPARy
expresszios szintjét noveli, melyek az adipocita irdnyu differenciacio iranyaba hatnak. Ezek a jelatviteli
utvonalak nem kiiloniilnek el egymadstdl élesen, szamos ponton dsszekapcsolddnak. Példaul a PPARy
az adipocita iranyu differenciacié mellett, fontos szerepet jatszik az oszteogenezis szabalyozasaban is.
(42,49) A BMP-2, vagy BMP-7 homodimerrel t6ténd kezelés amellett, hogy oszteogén differenciaciot
indukal, fokozza az endogén BMP-2, 3 és 8a expressziojat, ugyanakkor gatolja a BMP-3b, 4, 6
hatnak a BMP utvonalakra, mivel képesek kotédni a BMP fehérjékhez, BMP receptorokhoz és a
SMAD proteinekhez, gatolva azok funkcidjat. Ilyen antagonistak a Gremlin, Noggin, Sclerostin,
Chordin, kotoszoveti novekedési faktor (CTGF) és a Follistatin. (42)

A BMP-2 ¢és BMP-4 nem csak homodimer, de mas BMP fehérjékkel, igy a BMP-5, BMP-6 ¢s
BMP-7 fehérjékkel heterodimert alkotva is aktivak in vivo. A heterodimerek hatékonyabban segitik el6
az oszteogén differenciaciot, mivel nagyobb affinitdssal kotddnek a BMP receptorokhoz, mint a
homodimerek. A heterodimerek legkisebb hatdsos koncentracidja igy 30-50-szer kisebb, mint a
homodimereké. (52)

3.2.3. A WNT/p-katenin utvonal

A WNT jelatviteli utvonal pozitiv hatdssal van az MSC-k oszteogenezisére €s oszteoblaszt iranyu
differencialodasara. A WNT receptor ligandok cisztein gazdag, erésen hidrofob fehérjék, melyek 300-
400 aminosavbol allnak. A WNT receptoron kiviil, a transzmembran frizzled (Fzd), az alacsony
denzitast lipoprotein receptorral rokonsagban allo fehérje 5 és 6 (LRP5/6) és a tirozin-kinaz szerQ
orphan receptor 1/2-re is hatnak. A WNT jelatviteli utvonal alacsony szintii aktivitasa fokozza az el

elésegiti az oszteoblaszt iranyu elkotelezédést. Kimutattak, hogy a WNT6, WNT10a és a WNT10b
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differencialodasat a kanonikus WNT jelatvitel fokozasaval. (38) A WNT ligandok, a receptorhoz valo
kotodést kovetden kanonikus, valamint nem kanonikus jelatviteli Gtvonalakat is aktivalnak. Kanonikus
utvonalak a WNT/B-katenin fiiggd, a WNT/PCP és a WNT/kalcium jelatviteli utvonalak. Ezek
szabalyozzdk az oszteogén iranya differenciaciot a RUNX2 promoterére hatva, valamint gatoljak a
porcsejt iranyu differenciaciot. A WNT10b gatolja a PPARy-t és a RUNX2, DIx és Oszterix expresszio
fokozasaval trabekularis csontképzddést indukal, ezéltal segiti az oszteogenezist és noveli a
csonttomeget (38), emellett a BMP-9 altal kivaltott oszteogenezisben is részt vesz. A kanonikus
utvonalakon kiviil, nem kanonikus WNT utvonalak is részt vesznek a csontképzodésben, melyek nem a
B-katenin altal szabalyozottak. A WNT5a altal aktivalt nem kanonikus utvonal soran OSX fiiggd
modon fokozodik az LRP5/6 expresszidja, ami elésegiti az oszteoblaszt iranyu differenciaciot. A
WNT7b ugyancsak a nem kanonikus WNT utvonalon keresztiil hat, melynek soran a WNT7b altal
aktivalt PKC delta a PI3K-Akt jelatviteli ttvonalon at fokozza az oszteogenezist. (38)

A WNT antagonistdk szekretalt molekulak, melyek gatoljak a WNT jelatvitelt. Két csaladba
tartoznak a sFRP ¢és a DKK molekuldk csaladjadba. Az sFRP csaladba tartoznak a sFRP, WIFI,
Sclerostin (SOST), Cerberus a DKK csoportba pedig a DKK1-DKK4 molekulak. Az sFRP molekulak
gatoljak a WNT receptor-ligand kotddest, igy gatoljak a kanonikus és nem kanonikus jelatvitelt is, mig
a DKK molekuldk a kanonikus jelatvitelt képesek gatolni a WNT receptorhoz vald kotddéssel. A
Sclerostint az oszteocitak szekretaljak és szintén a kanonikus WNT jelatviteli utvonalat képes gatolni,
az LRP5/6 receptor BP1 doménjéhez illetve az LRP4-hez torténd kotédéssel, (38) valamint kompetal a
BMP-2, 4, 5, 6 fehérjékkel a BMPRI és BMPRII receptorok kotdhelyeiért, igy géatolva a BMP

jelatvitelt is. A Szclerosztin szintjét a parathormon képes szabalyozni az oszteocitakban. (38,42)

3.2.4. Notch jelatviteli atvonal

A Notch jelatviteli utvonalnak a sejtproliferacio és a differencialodas, folyamataiban is van
szabalyozé szerepe, részt vesz a vazrendszer kialakulasaban az embrionalis fejlédés soran, valamint
felnéttkorban a csont regeneralodasaban. (53) A Notch utvonal szerepe a csont iranyu differenciacio
soran kontextus fiiggd, a korai szakaszban torténd aktivacidja gatolja a tovabbi differenciaciot, a késoi
szakaszban szerepet jatszik az oszteoblasztok oszteocitakka torténd differencialodasaban, valamint a

mineralizacidban. Emlésokben 4 kiilonb6z6 receptort azonositottak. (Notch 1, 2, 3, 4), melyek ligandjai
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membranhoz kotott fehérjék, melyek kanonikus vagy nem kanonikus jelatvitelt kozvetitenek. A
kanonikus Notch ligandumok a Jagl és 2, illetve DII1, 2, 3. A nem kanonikus ligandumok a DIk1,
DNER ¢és CNTN. A ligandum kotddését kovetden a receptorok proteolitikus hasitdson mennek
keresztiil, a Notch intracellularis domén (NICD) felszabadul a plazmamembranrdl és aktivalja a
kanonikus és nem kanonikus jelatvitelt. A kanonikus Notch jelatvitel soran az NICD transzlokalodik a
sejtmagba, ahol a CSL transzkripciés faktorhoz és ko-aktivatorokhoz kotédve komplexet formal és
indukalja a downstream target gének expresszidjat, melyek elGsegitik az oszteoblaszt iranyu

differenciaciot, valamint a mineralizaciot. (42,53)

3.2.5. Hedgehog jelatviteli utvonal

A Hedgehog jelatviteli ttvonal jelentds szerepet tolt be az embriogenezisben, valamint a
vazizomzat és a csont fejloddésében. Harom szerkezetileg homolog szekretalt Hedgehog fehérjecsalad
figyelhetd meg emldsokben: Sonic (Shh), Indian (Ihh) és a Desert (Dhh). Az Shh és Thh fontos szerepet
jatszik az embrio fejlddésében, de az Shh szerepe kiemelkedden fontos a szkeletogenezisben. Az Ihh a
fejlédé endochondralis csontok prehipertréfids és hipertréfids chondrocytaiban fejezédik ki,
szabalyozza az enchondralis és az intramembran6zus csontosodas folyamatat. MSC sejtekben az lhh
fehérje eldsegiti az oszteogén iranyu differenciaciot. A Hedgehog jelatvitel tehat pozitivan szabalyozza
a csontképzddést, de kiilonbozo, akar ellentétes hatast is Kivalthatnak eltéré szovetekbdl izolalt MSC
sejtekben. (42) Az eddigi genetikai vizsgalatok kimutattak, hogy a Hedgehog jelatvitel Ihh altal
kozvetitett aktivaldsa az endochondralis csontosodds soran szinkronizalja a kondrogenezist és az
oszteogenezist, a kondrocita differencialodas, kondrocita proliferacié és a csontképzd oszteoblasztok
érésének szabalyozasaval. Az Ihh a PTHrP (Parathormon-rokon fehérje) segitségével negativ feedback
utjan szabalyozza a kondrocita iranyu differenciaciot, a Ptchl és a Glil expresszidjanak aktivalasaval

elésegiti a porcsejtek osztodasat. (54)

3.2.6. NELL jelatvitel

Az NELL (Neural Epidermal Growth Factor-Like) fehérjék, szekretalt glikoproteinek, melyek két
NELL csaladhoz tartoznak. A NELL-1 ¢és a NELL-2. A NELL-1-et elséként idegszovetben
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azonositottak, de szerepet jatszik a csontszovet fejlédésében is, melyben a BMP fehérjékkel szinergista
modon képes oszteogén iranyl differenciaciot indukalni. (42,55). A NELL-1 jelatviteli Gtvonal még
csak részben feltérképezett, melyben tobbek kozott, az Integrin 1, az Integrin o3 és a Cntnap4 fehérjék
vesznek részt. A NELL-1 altal indukalt jelatviteli utvonal noveli a csont irdnyu differenciaciot
szabalyozd RUNX2 ¢és OSX expressziojat, illetve hatassal van mas jelatviteli utvonalakra is, a
Hedgehog utvonalat gatolja, a WNT/B-katenin utvonalat aktivalja. A NELL-1 noveli a p-katenin
fokozza az oszteoblasztok terminalis differencialodasat, illetve gatolja az oszteoklasztok altal végzett
csontreszorpciot. Emellett a NELL-1 ndveli az inorganikus foszfat (Pi) bearamlést a Pit-1 és Pit-2
csatornakon keresztiil, el@segitve ezzel a mineralizacio folyamatat, serkenti az angiogenezist a

crer

mezenchimalis stromasejtek adipogén iranyu differencialodasat. (42,55)

3.3. Human bélcsességfog pulpabdl szarmazo 6ssejtek

A szajliregben szamos mezenchimalis Ossejt tipus, un. fog eredeti 6ssejt (DSC) megtalalhato pl.:
pulpabol izolalhato dssejtek (DPSC-maradofog, SHED- tejfog eredetil), a follikulusbol izolalt dssejtek
(DFPC), a parodontalis ligamentumokbol (PDLSC), apikalis papillabol (SCAP), gingivabol (GMSC), a

buccalis zsirparnabdl szarmazo (BFPSC) illetve a csontveldbol kinyerhetd dssejtek. (56,57)

A mezenchimalis dssejtek progenitor sejtek, melyek dnmegtijulasi és differencialodasi képességgel
rendelkeznek, mig a mezenchimalis stromasejteket, olyan sejt populacio alkotja, amelyek jelentds

szekrécids képességgel, immunszabalyozassal és homeing tulajdonsagokkal rendelkeznek.
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Tobbiranyu differenciacié

—

Odontoblaszt

Onmegujito
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Cementoblaszt
Dentin Idegsejt

Pulpa Izomsejt

DPSC Porcsejt

Endotél sejt

Zsirsejt
—

3. abra. A fogbél eredetii dssejtek (DPSC).
A DPSC-k szamos iranyba képesek differencialodni pl.: odontoblaszt, cementoblaszt, oszteoblaszt, idegsejt, izomsejt,

porcsejt, endothél sejt és akar zsirsejt iranyba is.

A DSC-k mindkét mezenchimalis jellegzetességgel rendelkeznek, részt vesznek az
immunmodulaciéban és a daganatos folyamatokban, Szamos angiogén és neurotrof faktort képesek
kivalasztani, beleértve az endotelidlis novekedési factort (VEGF), ciliaris neurotrof factort (CNTF),
agyi eredetli neurotrof factort (BDNF), glia eredetli neurotrof factort (GDNF) és a B-ideg novekedési
faktort (B-NGF), mellyel pozitivan befolyasoljak az angiogenezist és a szOvetregeneraciot. A
mezenchimalis dssejtekhez hasonléan gyengén expresszaljak az MHC II. osztalyba tartozo antigént a
HLA-DR-t, ezéltal alacsony immunogenitast valtanak ki. A lokalis szovetregeneracio €s a gyulladésos
kornyezet befolyasolhatja a szekréciojukat, beleértve a gyulladasos és gyulladasgatld citokinek
termelését és az immunsejtek szabalyozasat. Végiil a gyulladdsos mikrokornyezet hatassal lehet a
sejtek viselkedésére is, ugymint a proliferacios potencialjukra, a migraciojukra és a differencialodasi

képességeikre. (58)

A DSC-k klinikai felhasznalasra is alkalmasak, szamos klinikai vizsgdlatot regisztraltak parodontitis,
extrakcido utani alveolus regeneracio terapidjaban, fogatlan alveolaris gerinc csontdefektusainak
kezelésében, ajak- és szajpadhasadék, térdiziileti gyulladds, fogbél nekrézis, majcirrdzis, 1-es tipusu
cukorbetegség, akut ischaemids stroke, Huntington-kér és COVID-19, rancok és a hajhullas

kezelésében. (58)

26



A DSC-k koziil a fog pulpajabdl izolalhato Ossejtek (DPSC-K) kinyerése a legegyszeriibb, sebészi
uton eltavolitott bolcsességfog pupdjdbok konnyen kinyerhetéek. MSC-kkel megeggyezd sejtfelszini
markereket expresszalnak, mint a CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD271 és STRO-1,
mig a haemopoetikus markerek, koztiik a CD14, CD34, CD45 és a CD117 hianyoznak, vagy nagyon
alacsony szinten expresszalodnak. Emellett a DPSC-k vaszkularis endothel novekedési faktorokat is
expresszalnak, mint a TLR4 és TLRS. (57,59,60) A DPSC-k heterogén sejtek csoportja, de szadmos
iranyba képesek differencialodni pl.: odontoblaszt, cementoblaszt, oszteoblaszt, idegsejt, izomsejt,
porcsejt, endothél sejt és akar zsirsejt iranyba is. (57,59) (3. abra) Egyszerii izolalhatosaguk és
multipotens tulajdonsdguk miatt terdpids alkalmazasukban nagy lehetdségek rejlenek a fogészat
teriiletén Is a szoveti regeneracioban. A DPSC-ket 0szteo/odontogén indukcids tapkdzegben tenyésztve,
az oszteoblaszt, illetve odontoblaszt iranyu differenciacidhoz, valamint a mineralizacidhoz kapcsolddo
gének expresszids szintje megnd. Ilyen az alkalikus foszfataz (ALP), az I-es tipust kollagén (Col I),
oszteopontin (OPN), oszteokalcin (OCN) és oszterix (OSX). A STRO-1 sejtfelszini markert
expresszaldo DPSC-k t6bb alpopulaciobdl allnak, amelyek spontan moédon is differencialodhatnak
odontoblasztokka, oszteoblasztokka és chondrocytakka. (61) A DPSC-k differencialodasi képessége a
sejtpasszalasok soran valtozik, a 9. passzazs utan az oszteogén differencialédasi potencialjuk

lecsokken. (62)

-----

.....

fehérjék (pl. transzkripcios faktorok) altal, hanem epigenetikai mechanizmusokon keresztiil is. (3. abra)
Ezek a mechanizmusok epigenetikai modositasok altal érvénysiilnek, melyek tobbek kozott magukban
foglaljak a DNS-metilaciojat és a hiszton fehérjék poszt-transzlacios modositasait is. Altalanossagban
az epigenetikai modositasokat az un. ,,writer” tipusi fehérjék hozzak létre és az ,.eraiser” tipusu
fehérjék tavolitjak el. A ,reader” tipusu fehérjék felismerik és szelektiven kotddnek bizonyos
epigenetikai mddositasokhoz, ahol a ,,reader” fehérje jellegétdl fliggéen valamilyen funkcidt latnak el,
pl.: szabalyozzék a transzkripciot, vagy a DNS repair folymatdban vesznek részt. Ezek a fehérjék a
kromatin remodelling komplexek 0sszetevoi is, melyek a kromatin szerkezetét szabalyozzak
(59,63,64). A kromatin remodelling komplexek szabalyozzak a reverzibilis atmenetet a kevésbé

kompakt, transzkripciésan aktiv eukromatin és a tomorebb szerkezetli, transzkripcidésan represszalt
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heterokromatin kozott, igy meghatarozva az aktudlisan atirdd6é gének mintazatat a teljes genomban.
(65,66)

TSA-HDAC gatloszer PRC2 EZH2i-HMT gatlészer

EZH2 \/
HAT
Hiszton

Hiszton H3K27me3 DNMT
acetilacio M metilacié 1
\ DNS metilacio
2 Aﬂh M

5-AZA —nukleotid analég

......

llyenek epigenetikai jellegek a sejtmag kromatin allomanyat alkotd hiszton fehérjék poszt-transzlaciés modositasai, pl.:
metilacid, acetildcid, illetve a hisztonok altal alkotott oktamerekre feltekeredé genomialis DNS metilacidja. Ezek a jellegek
befolyasolhatdak kiilénb6z6 kis molekulaja anyagokkal, mint pl.: a Trihosztatin A, az 5-AZA, illetve az EZH2 inhibitor. A TSA
egy hiszton deacetilaz gatlé, ami megakaddlyozza a hiszton acetilacié eltavolitasat. Az 5-AZA egy nukleotid analdg, ami a
replikacié sordn beépiil a genomba. Ahova beépiilt, ott a DNS nem tud metilalédni. Az EZH2 inhibitor a PRC2 fehérje

komplex részét képez6 EZH2-t gatolja ami a H3 hiszton 27-es lizinjének metilacidjiért felelds hiszton metiltranszferaz.

Mas Ossejtekhez hasonléoan a DPSC sejtek oszteogén differenciacidjaban szerepet jatszo gének
kifejez6dése is a kromatin epigenetikai jellegei altal meghatarozott (pl.: hiszton acetilacid, hiszton
metilacio, DNS-metilacio). (59,63,64) A kromatin a sejtmagban talalhato genetikai allomany és a hozza
kapcsolodo fehérjék Osszessége, legkisebb szerkezeti egysége a nukleoszoma, amely 8 hiszton
fehérjébdl allo oktamerbdl, valamint a koré tekeredett 146 bazispar hosszii DNS szakaszbol all. A
nukleoszomabol a hisztonok karboxi- és amino-terminalis vége kinyulik, melyek aminosav
oldallancain szdmos poszt-transzlaciés modositas (epigenetikai modositas) johet 1étre, ilyen modositas
az acetiacio, metilacio, foszforilacio, szumoilacié és az ubiquitinacio. (67) A hisztonok lizin oldallancai
a hiszton-acetil-transzferaz (HAT) és a hiszton-deacetilaz (HDAC) enzimek célpontjai. (4. abra) A
hisztonok HAT éltali acetilacioja a kromatint transzkripcidsan aktiv forméava, eukromatikus allapotuva
alakitja. (68) Az acetil-csoportok képesek semlegesiteni a hiszton fehérjék pozitiv toltéseit, igy
gyengitik az oktamer és a ratekeredett DNS kozotti elektrosztatikus kdlcsonhatdsokat, eldsegitve ezzel
a nyitott kromatin szerkezet kialakulasat, ami biztositia a DNS-hez valé hozzaférhetdséget a

transzkripcidt aktivalod fehérje komplexek szamara. Ezzel ellentétben a lizin oldalldancok HDAC altali
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deacetilacioja, vagyis az acetil csoport eltavolitasa, kompaktabb szerkezetii kromatint eredményez, ami

a transzkripcid gatlasahoz vezet. (69)

A hisztonok metilacidja, kiilonosen a H3 hiszton 9-es és 27-es lizinjének metilacidja a transzkripcid
gatldsa szempontjabol jelentds. Ezek koziil a PRC2 fehérje komplex katalitikus alegysége, az EZH2

metil transzferaz aktivitasa révén a H3-as hiszton 27-es lizinjén 1étrejové trimetilacido (H3K27me3)

rrrrrrrrrr

crer
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dimetilacioja (H3K9me2) szabalyozott. Ezt az epigenetikai modositast az eukromatikus hiszton
metiltranszferaz 1 (EHMT1) hozza létre. A BMP-2 altal aktivalt jelatviteli folyamat sordn a CBFA2T2
(core binding factor alpha subunit 2) downregulalja az EHMTL1 expresszidjat, ezaltal lecsokkenti a
RUNX2 promoéterében H3K9 dimetilaciojat, ami a RUNX2 fokozott expresszidjahoz, ezen keresztiil a
trimetilacidja (H3K9me3) szintén szabalyozd szerepet tolt be a csont iranyt differenciaciot szabalyozé
géneken, a transzkripcidt gatolva. Apikalis papillabol szarmazo dssejtek (SCAP) oszteo-/odontogén
H3K9me3 epigenetikai modositast, ami downstream aktivalja a differencidcidhoz sziikséges DSPP,
DMPI, OSX és BSPI géneket. A transzkripcio altalanos aktivatora, a H3-as hiszton 4-es lizinjének
trimetilacidja (H3K4me3), ez a modositas sziikséges az oszteoblaszt iranyu differenciacioban résztvevo
gének atirodasahoz is, igy a KDMS5A hiszton demetilaz, ami eltavolitja ezt a modositast gatolja a
differenciaciot. (63)

A sejtmag kromatin allomanyaban a DNS citidin nukleotidjai is hordozhatnak epigenetikai
metiltranszferazok hoznak létre. Az emldsdk genomjanak metildciés mintazata bimodalis: szinte
minden CpG-dinukleotid metilalt, kivéve a CpG-szigeteken talalhatéakat, amelyek nem modosulnak
konstitutivan. (67-69) A gének kozel 50 %-a esetén a promoter régido CpG szigeteket tartalmaz melyek
metilaltsagi foka forditottan aranyos a génatirodassal. Azon gének, melyek promoterében a CpG

szigetek metilaltak, nem irodnak at, mig a metilacio eltavolitasa aktivalja a transzkripciot. (3) A
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folyamat, transzkripcios mediatorok altal szabalyozott, mint pl.: metil-k6t6 fehérjék (MBD) csoportja,
melyekhez tartoznak a hiszton-deacetilazok (HDACs) is. DNS-metilacié kozvetleniil is képes gatolni a
transzkripciot, azaltal, hogy blokkolja a transzkripcids faktorok kdtodését, mint példaul a MYCS. (69)
A DNS-metilaciot harom aktiv DNS-metiltranszferaz (DNMT) katalizalja (3. abra), amelyek koziil
egyik sem rendelkezik jelent0s szekvenciaspecifitdssal a CpG-dinukleotidon tal. Dnmtl-et altalaban
,fenntartd” metiltranszferaznak tekintik, ami a DNS-replikaciot kovetéen felismeri az Gjonnan
szintatizalt hemimetilalt CpG helyeket, és modositja ezeket, hogy visszadllitsa az eredeti metilacios
mintazatot. A DNMT3a és a DNMT3b nagymértékben homolog de novo metiltranszferazok, melyek a
CpG szigetek metilaciojat katalizaljak. (70)

.....

anyagokkal, melyek hatassal vannak ezekre az epigenetikai mddositasokra a csont irdnyu differenciacid
befolyasolhat6. Napjainkra szamos, epigenetikai jellegeket modositd gyogyszert, vagy gyogyszer jelolt
molekulat fejlesztettek ki, leginkabb tumoros betegségek kezelésére (71-73), melyek a tumorgatld

hatasukon talmenden befolyasolhatjak az Ossejtek differenciacios képességeit is, igy eldsegitihetik a

------
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gyogyszeres kezelés biologiailag irdnyitott mdodon lebomld hatéanyag leadd rendszerrel torténd
kombinalasaval. (76,77) Munkam soran harom ilyen molekulat vizsgaltam: a trihosztatin A-t (TSA), a
zeste homolog 2 inhibitort (EZH2i) és az S5-azacitidint (5-AZA). Fiiggetlen tanulmanyokban
kimutattak, hogy a DPSC-k oszteogén/odontogén differencialodasa fokozhato ezekkel a szerekkel,
modulalva az epigenetikai modositasok eloszlasat a kromatinban, és ez altal aktivalva a

kulcsfontossagu szabalyozo géneket. (4,5,78-80)

3.4.1. Trihosztatin A

A Trihosztatin A (TSA), egy hidroxamsav, ami altalanosan ndveli az egész kromatin acetilaciojat
azaltal, hogy hasonlé affinitassal képes kotdédni szamos hiszton-deacetilazhoz (HDAC), melyek a

hiszton fehérjék acetil modositasainak eltavolitasaért feleldsek, gatolva azok mukddését. (4. abra)
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kromatin megnovekedett acetilacioja altalanos génaktivaciohoz vezet. (69) Az oszteoblaszt iranyu
differencidciot szabalyozd egyik kulcs gén, a RUNX2 kifejezddése is egy HAT fehérjétdl, a p300-tol
annak transzkripcids aktivitasat, ami a csontosodas iranyaba hat. A TSA t6bb sejttipusban is képes
fokozni az oszteoblasztokka torténd differencialodast, beleértve a preoszteoblasztokat, a csontvel6i
mezenchimalis sejteket, és zsirbol szarmazo sztromasejteket. (78) A TSA mar alacsony dozisban (25
nM) is indukalja az OPN és a BMP-2 expressziojat, mely koncentracional az esetleges mellékhatasok

még nem jelentkeznek, ezeket 50 nM feletti koncentracional tapasztaltak. (4)

A csonthianyok kezelésén til a HDAC-gatlok az oralis maxillofacialis betegségek kezelésében, pl.:
parodontitis, is potencialisan alkalmazhatéak. (6) Lamour és munkatarsai (2007) kimutattak, hogy az
HDAC3 a csont szialoprotein (BSP) promoter deacetilacidjaval gatolja annak kifejezodését. (81)
Emellett TSA a dentin matrix savas foszfoprotein 1 (DMP-1) gén expresszidjanak aktivacidjaval
A HDAC1 ¢és HDAC3 mRNS-ek nagy mennyiségben expresszalodnak a gyulladt parodontalis
szovetekben, ami arra utal, hogy a HDAC fokozott expresszidja a gyulladt parodontalis szdvetekben
hozzajarulhat a nem megfelelé parodontalis regeneraciohoz. (82) A TSA a gyulladasos
mikrokdrnyezetben viszont jelentésen noveli a PDLSC-k oszteogén differencialddasi potencialjat a
HDAC elnyomasaval. (83) Szamos gyulladasban és immunvalaszban részt vevo gént, mint példaul az
IL-6-ot és az |IL-8-at, az NF-xB-t szabalyozza. A TSA, igy csokkentheti a gyulladast és eldsegitheti a
parodontalis szovetek helyreallitasat az NF-xB jelatvitel gatlasaval. (6) Emellett az NF-xB utvonal

......

------

NF-kB utvonal aktivitasat poszttranszlacios modositasok is szabalyozzak. A HDAC3 kozponti szerepet
jatszik az NF-xB egyik alegységének a p65-nek a deacetilacidjaban, ami ahhoz kell, hogy az NF-xB
transzkripcios faktor k6tédni tudjon a DNS-hez. Az HDACS3 fehérjét is blokkold TSA hatasara a p65
acetilalodik, az NF-kB nem tud kotédni a DNS-hez igy az oszteogén differenciaciot gatlo hatdsa nem
érvényesiil. (6) TSA a RUNX2 hiperacetilacigjat is indukalja, ami szerepet jatszik a hPDLC-k altal
kivaltott oszteogenezis fokozasaban. Emellett fokozza a mineralizaciot in vitro 3D tenyészetekben

anélkiil, hogy hatassal lenne a sejtek életképességére. (84,85)
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3.4.2. Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)

Az EZH2 a polycomb group gének (PcG) csaladjanak tagja és a PRC2 (Polycomb repressive
complex 2) fehérje komplex katalitikus alegysége, mely a H3 hiszton 27-es lizinjének trimetilacidjaval
(H3K27me3) a transzkripcid gatlasaban jatszaik szerepet. (86,87) A PRC fehérjék evoltciosan
konzervaltak, az epigenetikus memoria létrehozdsdban, fenntartdsdban, az Jssejtekre jellemzd
abra) (7,88) Az EZH2 mellett a PRC2 tovabbi két alapvetd alegységbdl all: az embrionic ectoderm
development (EED) és a zeste 12 szuppresszorbol (SUZ12). Az EZH2 nem csak a hisztonok
metilacidjaban vesz részt, hanem mas fehérjékkel is képes kolcsonhatasba 1épni, igy PRC2-fiiggetlen

modon is szabalyozza a gének transzkripcios aktivitasast. Az EZH2 szerepet jatszik a sejtciklus, sejtek

crer
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doménje van: EED-interaction domén (EID), a Domén-I, Domén-II, cisztein gazdag domén (CXC) és
az enhancer of zeste and trithorax domén (SET). Az EZH2 hiszton metiltranszferaz aktivitasaért a SET
domén és a CXC domén felelés. Az EZH2, CDK1 (cycline dependent kinase) altali foszforilacidja
megsziinteti az enzim metiltranszferaz aktivitasat, ami human MSC-k oszteoblasztokka torténd
differencialodasat eredményezi. (7) Az EZH2 altali H3K27 trimetilacié gatolja az oszteoblaszt iranyu
differenciaciot elésegit6 RUNX2 és OPN gének kifejez6dését (8,9), mig a H3K27me3 demetilaz
KDMO6A aktivalja azokat, ami az oszteogén differenciacié iranyaba hat (10,11). Az EZH2 ¢és a
KDMO6A ellentétes hatast valt ki az MSC-k osteogén ¢és adipogén differencialodasaban is. Az EZH2

------

fehérjékhez kapcsolodik. A CTR9 az EZH2 altali H3K27 trimetilacio szabalyozasan keresztiil aktivalja
a csontképzodés egyik f6 szabalydzojanak a BMP-2-nek a transzkripciojat, ami eldsegiti az MSC-k

rrrrrr

------

utal, hogy az EZH?2 epigenetiakilag szabalyozza a BMP-2-t. (13)

Az EZH2 imhibitor (EZH2i) gatolja az EZH2 hiszton metiltranszferaz aktivitasat, igy a TSA-

hoz hasonloan az EZH2i kezelés is altalanos génaktivacidhoz vezet a teljes genomban.
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3.4.3. 5-Azacitidin

Az 5-AZA egy pirimidin-nukleozid analég, melyet a sejtek képesek felhasznalni a DNS
szintézise soran és igy beépiteni a genomba. Hatasmechanizmusa azon alapszik, hogy a citozin 5-6s
azaltal, hogy irreverzibilis kovalens kotést hoz 1étre a DNMT ¢és az 5-AZA tartalmi DNS-szal
kozott. (4. abra) Az 5-AZA beépiilése a DNS-be, a genom globalis hipometilacidjahoz, és ez altal a
(91,92). Az 5-AZA beépiilésénck kovetkeztében a funkcionalis DNMT-k mennyisége is csokken a
sejtmagban (14,93), ami tovabb csokkenti a metilacids szintet. Az 5-azacitozin (5-AZA) és az 5-
aza-2'-dezoxicitozin molekulat eldszor 1964-ben szintetizaltak és 2004 6ta rendelkeznek az FDA

jovahagyasaval (92) a mielodiszplazias szindroma kezelésére.
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4. Célkitiizeés

......

rendkiviil fontos, ezen sejtek klinikai alkalmazasa szempontjabol. A sejtek oszteogén iranya
elkotelez6déséhez nem csak specifikus transzkripcios faktorokra van sziikség, hanem epigenetikai
szabalyozd mechanizmusokra is. Ahhoz, hogy reprodukalhatdan tesztelni tudjuk az oszteoblaszt iranyu
differenciaciot kivalto anyagok (BMP-2, TSA, EZH2i ¢és 5-AZA) hatasat megbizhatdé in vitro
rendszerekre van sziikség. Munkam soran a human DPSC sejteket valasztottam ilyen
rendszerként, amely sejtek potencidlisan alkalmasak csontpétlast célzo szoveti regeneracids

célokra is.
Vizsgalataim célja:

- Megvizsgéaljam a csontregeneracié teriiletén klinikai felhasznalasra elfogadott BMP-2

- Megvizsgéljam az OIM médium komponenseinek egyedi, valamint BMP-2-vel kombinalt
hatasat.

- Osszehasonlitsam a DPSC sejtek BMP-2 kezelés hatasara bekovetkezd oszteoblaszt iranyt
differenciacios képességét egyéb oszteogén differencidlodasi potencidllal rendelkezd
sejtvonalakkal (Saos-2, HEPM).

- Szintén megvizsgaljam epigenetikai jellegeket befolyasoldo molekuldk (TSA, EZH2i és 5-
még nem vizsgaltak.

- Tovéabbi célunk kozott szerepel az altalunk oszteogén differencidciora alkalmazott
epigenetikai jellegeket modositd molekulak (TSA, EZH2i és 5-AZA) rovid és hosszh tava

(1-3 hét) hatasainak 6sszehasonlito vizsgalata.
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5. Anyagok és Modszerek

5.1. Sejtek tenyésztése és oszteoblaszt iranyu differenciacio indukalasa

A human pulpabdl izolalt &ssejteket (DPSC-K) a szajiireggel nem kozlekedd egyéb okbol
eltavolitott impaktalt bolcsességfogak pulpaszdvetébdl izolaltuk, korabban a munkacsoportunk altal
publikalt kézleményben leirt protokollnak megfeleléen. (etikai engedély sz.FO0102/1ST). (94) A Human
embrionalis szajpadlasbol szarmazo mezenchimalis preoszteoblasztokat (HEPM, ATCC No.: CRL-
1486) Eagle's Minimum Essential Médiumban (EMEM, Sigma Aldrich, M5650), a Sao0s-2
oszteoszarcoma sejteket (ATCC No.: HTB-85), Dulbecco's Modified Eagle's médiumban (DMEM,
Sigma Aldrich, D6046) és a DPSC sejteket pedig Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12 (DMEM-
F12, ThermoFisher Scientific, 1132003) médiumban tenyésztettiik. 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) t6rtént, valamint a
sejteket 37 °C-on, 5% CO,-ban, parasitott atmoszférat biztositd termosztatban tenyésztettiik.
Tovéabbiakban az abrdkon 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 B-glicerofoszfat (Sigma Aldrich, G9891), 50 ug/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 D3 VIT-el jelolt mintak esetén a CM médiumot
kiilon-kiilon egészitettiik ki 10 mM- B-glicerofoszfattal (B-GLY), 50 ug/ml aszkorbinsavval (AA), 0,1
uM dexametazonnal (DEX) vagy 50 nM Ds-vitaminnal (D3 VIT). A BMP-2-t (Antibodies-online
GmbH, Z00327), 0,1 upg/ml végkoncentracioban hasznaltuk. A BMP-2 torzsoldat liofilizalt
rekombinans human BMP-2-bdl késziilt a gyartd 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 uM EZH?2i-vel (ab269816; Abcam, Cambridge, UK),
10 uM TSA-val (ab146598; Abcam) vagy 1 uM 5-AZA-val (ab142744) egészitettiikk Ki kiilon-kiilon
vagy kiilonb6z6é kombinaciokban. Az 5-AZA esetében a 0. napon 24 6ras kezelést alkalmaztunk; a

TSA és az EZH2i esetében a kezelés folyamatos volt. A médiumokat a mintakon 2 naponta cseréltiik.
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5.2. 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 sejtekrdl (0. nap) majd, 200 ul szintelen DMEM-mel (Sigma Aldrich, D5921) torténd
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 6raig 37 °C-on 5%
CO2-ban inkubaltuk. Az Alamar blue assay soran alkalmazott inkubalasi idék minden sejttipusra
optimalizalva lettek. Az inkubaci6 utan, a redukalt Alamar blue fluoreszcenciajat Hidex Sense
Microplate reader segitségével 535 nm-es gerjeszté fénnyel és 595 nm-es emisszios sziirével mértik. A
mérés utdn a mintakon az Alamar blue reagenst az adott kisérletben alkalmazott, oszteoinduktiv
anyagokkal kiegészitett médiumokra cseréltilk. A méréseket minden mdésodik napon ismételtiik, 8

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

5.3. Kalcium mennyiségi meghatarozasa

Egy 6 lyuku sejttenyésztd plate minden well-jébe 300 000 sejt keriilt. Overnight inkubalast
kovetden a CM médiumot masnap (0. nap) lecseréltiik 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 eltavolitasa utan a mintak 5 percig
szobahémérsékleten 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 mintak fotd6 dokumentalasa tortént. A képzodott 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 mértilk 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 gyartd utasitasainak megfeleléen) hataroztuk meg. Az

abrakon a mineralizacio mértékét kifejezd szamértékeket az 0Osszfehérje mennyiségre normalt
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abszorbancia forméjaban adtuk meg, OD/ug fehérje tengely jeldléssel, ahol az OD az optikai denzitést

jelenti (abszorbanciaval ekvivalens kifejezés).

5.4. Alkalikus-foszfataz aktivitas

Egy 6 lyuka sejttenyészté plate minden well-jébe 300 000 sejt keriilt. A sejtek overnight
letapasztasa utan, masnap (0. nap) a CM médiumot lecseréltiikk, az adott kisérletben alkalmazott,
oszteoinduktiv anyagokkal kiegészitett médiumokra. A médiumokat minden masodik napon lecseréltiik
a mintakon. 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 kovetden 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-csdvekbe keriilt. Centrifugalas
utan (10 000 g, 10 perc, 4 °C), a feliiliszobol tortént az enzimaktivitas, valamint a fehérjekoncentracio
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.

5.5. Real time quantitativ PCR

Egy 6 lyukt 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,
megfeleld oszteoinduktiv anyagokkal kiegészitett médiumokra. A médiumokat minden mésodik napon
lecseréltilk. 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 gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonia)
Master Mix-ben végeztiik. A RUNX2 (Hs00231692_m1; Applied Biosystems), ALPL (Hs01029144;
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Applied Biosystems) és BMP-2 (Hs00154192 _m1; Applied Biosystems) expresszids szintjeit minden
minta esetén a GAPDH (glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz) housekeeping génexpresszios

szintjére normalizaltuk.

5.6. Statisztikai analizis

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

6.1. Human BMP-2 homodimer fehérje hatasanak vizsgalata DPSC sejteken

Munkam soran eldszor a BMP-2 sejtproliferaciora gyakorolt hatasat tanulmanyoztam DPSC, Saos-
2 és HEPM sejteken, a CM-ben (5. A-C. abra) vagy OIM-ben higitott (5. D-F. abra) BMP-2
koncentracié sorral torténdé 8 napos kezelés hatasara. A BMP-2-vel kiegészitett CM-ben novesztett
mindharom sejttipus esetén, a sejtnovekedés mértéke koncentraciofiiggé modon csokkent az id6
elorehaladtaval. Ugyanezt a jelenséget figyeltem meg OIM-ben novesztett sejteken is, a Saos-2
sejtvonal kivételével, melyek novekedése OIM médiumban a 4. napon leallt, majd ezt kovetden a sejtek
szama csokkent a 6. és a 8. napra. Ez utdbbi esetben feltehetéen az oszteoblaszt iranyu differenciacio
gyorsabban ment végbe és a 4-dik naptdl a differenciacio késoi szakasza ment végbe, ahol elkezd6dott
a termindlisan differencialt oszteoblasztok altal végzett mineralizacid és a késObbiekben a sejtek egy
része apoptozis Utjan elpusztult. A Saos-2 sejtek altalunk tapasztalt proliferacio csokkenése oszteogén
iranya  differenciaciot indukalo kornyezetben megegyezik mas szerzOk altal tapasztalt

megfigyelésekkel. (95)

Az OIM 06sszetevoit kiilon megvizsgalva azt taladltam, hogy csak a B-GLY volt hatdssal mindharom
volt gatld hatassal, a masik két sejtvonalra nem (6. A—C. abra). Az OIM médium t6bbi Osszetevije az
AA és D3 VIT minimalis hatassal volt a sejtekre. Ezek alapjan az OIM médium Osszetevdi koziil,
meglepé modon, elég, ha csak az inorganikus foszfat forrasként szolgaldo B-GLY-al egészitjiik ki a
sejttenyésztd6 médiumot a sejtproliferacid csokkentéséhez, ami feltehetéleg a csont iranyu
differenciacio kovetkezménye lehet. Tovabba szinergikus hatas volt megfigyelhet6 a B-GLY és a BMP-
2 kozott Saos-2 sejtek esetén (6. D. abra). A BMP-2 kombinacidja B-GLY-tal vagy DEX-al nem
eredményezett ilyen kolcsonhatast DPSC, vagy HEPM sejteken (6. D, F. abra).
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5. abra. BMP-2 hatasanak vizsgalata oszteoblaszt progenitor, illetve DPSC sejtek proliferaciéjara.

(A-C) Proliferacio vizsgalata alamar bluea assay-vel, kiilonb6z6 koncentracioja BMP-2-vel kiegészitett CM médiumban
novesztett, (A) DPSC, (B) Saos-2 és (C) HEPM sejteken. (D-F) Proliferacié vizsgalata alamar bluea assay-vel, kiilonb6z6
koncentracioji BMP-2-vel kiegészitett OIM médiumban novesztett, (D) DPSC, (E) Saos-2 és (F) HEPM sejteken. A
szignifikans eltéréseket tablazatos formaban foglaltuk dssze, melyek oszlopai az adott kezelési id6ponthoz tartozé mérési
pontok koziil a kontrollhoz képest szignifikansan eltérd kezeléseknél mutatjak a p-értéket. (atlag£SD, * p < 0,05 és ** p <
0,005).
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6. abra. Az OIM osszetevéinek, valamint a §-GLY és DEX, BMP-2-vel kombinalt hatisainak vizsgilata oszteoblaszt
progenitor, illetve DPSC sejtek proliferaciojara.

(A-C) Proliferacié vizsgalata alamar bluea assay-vel, az OIM médium egy-egy komponensével (aszkorbinsav (AA), B-
glicerofoszfat (B-GLY), dexametazon (DEX), Ds-vitamin (D; VIT) kezelt (A) DPSC, (B) Saos-2 és (C) HEPM sejteken. (D-
F) Proliferacio vizsgélata alamar bluea assay-vel, -GLY és DEX, valamint azok BMP-2-vel tortén6 kombinacidjaval kezelt
(D) DPSC, (E) Saos-2 és (F) HEPM sejteken. A szignifikans eltéréseket tablazatos formaban foglaltuk Gssze, melyek
oszlopai az adott kezelési id6ponthoz tartozdo mérési pontok koziil a kontrollhoz képest szignifikansan eltér6 kezeléseknél

mutatjak a p-értéket. (atlag=SD, * p < 0,05 és ** p < 0,005).
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A tovabbiakban a csont irdnyu differenciaciot a sejtek ALP aktivitdsanak, valamint az
extracellularis matrix mineralizaciéjanak (kdlcium lerakddasainak) mérésével vizsgaltam. A
mineralizaciot CM-ben, OIM-ben, valamint az OIM 06sszetevoi koziil a proliferacios mérések soran a
leghatasosabbnak bizonyult B-GLY-tal kiegészitett CM-ben mértem 6 napos inkubaciot kovetden. 6
nap utan Alizarin Red S festéskkel jol festéd6 hidroxiapatit (Cas(PO4)3(OH) volt megfigyelheté az
OIM-ban tenyésztett Saos-2 sejtek (7. D, E. abra) extracellularis matrixaban, HEPM sejtek (7. G, H.
abra) esetén azonban ilyen nem volt tapasztalhat6. Kismértékii festédés lathato volt DPSC sejteken is,
azonban a kioldott festék quantitativ analizise soran nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség a
kontroll CM médiumhoz képest (7. A, B. abra). A festésre adott pozitivitas a proliferacio csokkenése
alapjan feltételezett csontsejt iranyu differenciaciot bizonyitja. A BMP-2 hatdsat vizsgalva jelentds
novekedés volt megfigyelhetd a DPSC és Saos-2 sejtek mineralizacidjaban, amikor az OIM médiumot
BMP-2-vel egészitettem ki (7. A, B. és D, E. abra), illetve Saos-2 sejtek esetén a B-GLY és BMP-2

kombinaciojanak hatasara (7. D, E. abra).

Az oszteogén differenciacié kimutatdsanak egy tovabbi modszere a sejtek ALP aktivitdsanak
mérése (96), amely szintén jelentésen megemelkedett OIM médiumban Saos-2 sejtek (7. F. abra),
illetve OIM+BMP-2 kezelés hatasara Saos-2 és DPSC sejtek esetén (7. C, F. abra). Jelentés ALP
aktivitasnovekedés volt megfigyelheté tovabba B-GLY-al és B-GLY+BMP-2 kombinaciojaval kezelt
Saos-2 sejtekben is (7. F. abra). A DPSC ¢és Saos-2 sejtekkel ellentétben nem sikeriilt megnévekedett
alkalikus foszfataz aktivitast kKimutatni HEPM sejteket vitsgalva (7. I. abra). A BMP-2 hatasa tehat
molekularis kornyezet és sejttipus fiiggének bizonyult, az alkalikus foszfataz aktivitas jol korrelalt a
mineralizacid6 mértékével és mindkét modszerrel szinergikus hatast figyeltem meg BMP-2 és OIM,

valamint BMP-2 és B-GLY kozott.
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7. abra. BMP-2 és B-GLY hatasanak vizsgalata oszteoblaszt progenitor, illetve DPSC sejtek mineralizacidjara és
alkalikus foszfatiz aktivitasara.

(A és B) DPSC sejtek mineralizacidjanak vizsgalata 6 napos differenciaciot kovetéen Alizarin Red S festéssel. (C) DPSC
sejtek alkalikus foszfatdz aktivitdsanak vizsgalata 6 napos differenciaciot kovetéen. (D és E) Saos-2 sejtek
mineralizacidjanak vizsgalata 6 napos differenciaciot kovetéen Alizarin Red S festéssel. (F) Saos-2 sejtek alkalikus
foszfataz aktivitasanak vizsgalata 6 napos differenciaciot kovetéen. (G és H) HEPM sejtek mineralizaciojanak vizsgalata 6
napos differenciaciot kovetden Alizarin Red S festéssel. (I) HEPM sejtek alkalikus foszfataz aktivitasanak vizsgalata 6
napos differenciaciot kovetden. Az abran dsszekapcsolt oszlopok kdzott szignifikans kiilonbségvolt mérhetd. (atlag=SD, * p

<0,05 és ** p < 0,005).

Az oszteoblaszt iranyu differenciaciot nem csak 6 napig, hanem 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 szama jelentdsen lecsokkent (5 E, 2B, E. dbra). A 8. napon mar nem sikeriilt elegendd
sejtlizatumot gyljteni a pontos mérések végrehajtasahoz. A Saos-2-vel ellentétben a DPSC-ket ill. a
HEPM sejteket tovabb lehet tenyészteni és differencialtatni. 12 nap utan OIM-ben tenyésztett DPSC
sejtekben fiiggetleniil attol, hogy a BMP-2 jelen volt-e a mintakban vagy hidnyzott, nem mértiink

mineralizacioban novekedést, €s tigy tlint, hogy az alkalikus foszfataz aktivitas is lecsokkent (8. abra).
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Ez a kiilonbség azonban nem volt statisztikailag szignifikdns. 18 nap elteltével viszont OIM kezelés
hatdsara ismétt ndtt a mintdkban a kalcium lerak6dasok mennyisége és 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 OIM médium hatasa kifejezettebb volt, amikor a differencialast 18 napig
végeztiik. (8. abra)
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8. abra. BMP-2 és B-GLY hatasanak vizsgalata DPSC sejtek mineralizaciéjara és alkalikus foszfataz aktivitasara 6,

12 és 18 napos kezelést kovetéen.
(A) DPSC sejtek extracellularis matrixaban lerakodott kalcium lerakddas vizsgalata Alizarin Red S festéssel 6, 12 és 18
napos differenciaciot kovetden. (B) A megkotott Alizarin Red S festék kvantitativ analizise. (C) Alkalikus foszfataz

aktivitds mérése parhuzamos mintakbol. Az abran Osszekapcsolt oszlopok kozott szignifikans kiilonbségvolt mérhetd.

(4tlagtSD, * p < 0,05 és ** p < 0,005).

A mineralizacid, illetve alkalikus foszfataz aktivitds mérésével parhuzamosan az oszteoblaszt
iranyu differenciaciot szabalyozé korai marker géneket (RUNX2, BMP-2) is vizsgaltam real-time gPCR
modszerrel. Ezekben a kisérletekben mar csak azokat a kezeléseket hasznaltam, amelyekrdl a korabbi
mérések soran bebizonyosodott, hogy fokozzak a mineralizaciot és novelik az alkalikus foszfataz
aktivitast, illetve azokat a sejtvonalakat vizsgaltam, Saos-2 és DPSC, amelyek érzékenyek voltak

ezekre a kezelésekre. A génexpresszios analizishez a Saos-2 sejteket 4 napig CM, OIM vagy B-GLY
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tapkozegben novesztettem BMP-2 jelenlétében vagy annak hianyaban. A 4 napos kezelési id6t irodalmi
adatok alapjan valasztottam (61). A Saos-2 esetében a RUNX2 expresszios szintje nem valtozott a
negyedik napon egyik kezelés esetén sem (9. A. abra). Az endogén BMP-2 szintje azonban
szigniﬁkénsan megnb’tt a B-GLY-taI kezelt sejtekben, valamint az OIM-ben (9. B. ébra). Mivel a
hosszabb id6t vesz 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 megfigyelhet6 volt OIM,
CM+BMP-2 és OIM+BMP-2 kezelések esetén is, valamint a BMP-2 szinergista modon hatott OIM
médiumban a RUNX2 expresszidjara (9 C. abra). Ezzel szemben a BMP-2 szintje fokozatosan nétt az
id6 mulasaval a 6. naptol a 18. napig OIM, CM+BMP-2 és OIM+BMP-2 kezelések esetén is (9. D.

abra). A BMP-2 ebben az esetben is szinergizmust mutatott OIM médiummal.
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9. dbra. BMP-2 és B-GLY hatasa RUNX2 és BMP-2 gének expressziéjara Saos-2 és DPSC sejteken.
(A) RUNX2 és (B) BMP-2 gének expresszids szintjének valtozasa 4 napos kezelést kovetéen Saos-2 sejtekben. (C) RUNX2
és (D) BMP-2 gének expresszios szintjének vizsgalata DPSC sejtek esetén 6. 12. és 18. napos kezeléseket kovetden. Az

abran 6sszekapcsolt oszlopok kozott szignifikans kiilonbségvolt mérhetd. (4tlag£SD, * p < 0,05 és ** p < 0,005).
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6.2. EZH2i, 5-AZA, TSA oszteoblaszt iranyu differenciaciéot indukalé hatasanak vizsgalata
DPSC sejteken

Az epigenetikai jellegeket befolyasoldo molekulak, EZH2i, TSA ¢és 5-AZA, oszteoblaszt iranyl
differenciaciot befolyasold egyedi és kobinalt hatasait DPSC sejteken vizsgaltam a kezelt sejtek ALP
aktivitasanak, mineralizacidjanak, valamint oszteogén marker gének (RUNX2, BMP-2 és ALPL)

expresszidjanak vizsgalataval.

A sejtek ALP aktivitasat EZH2i, TSA vagy 5-AZA kiilonb6z6 kombinacidival kiegészitett CM-ben
vagy OIM-ben torténd 7, illetve 21 napos kezeléseket kovetden mértem. CM médiumban végzett
kezelés hatasara, az ALP-aktivitas a 7. napon nétt meg, ha EZH2i-vel 6nmagaban, vagy EZH2i+TSA
vagy EZH2i+5-AZA kombinacidival egészitettem ki a CM médiumot (10. A. ébra). Szintén CM
médiumban 21. napos kezelés utdn az ALP aktivitds tovabbra is szignifikdnsan magasabb maradt az
EZH2i-vel 6nmagaban kezelt DPSC-kben, mig az 5-AZA kezelés negativ hatassal volt az ALP
aktivitasra 6nmagaban, illetve a masik két anyaggal barmely kombinacioban alkalmazva (10. A. abra).
CM-ben a TSA-val végzett rovid (7 napos) vagy hosszu tavia (21 napos) kezelés nem volt hatassal a
sejtek ALP aktivitasara (10. A. abra). OIM médiumban az EZH2i a CM-hez hasonléan névelte az ALP
aktivitast 7 napos kezelés utan. A TSA Onmagaban vagy mas anyagokkal kombinacioban nem volt
hatékony ebben az idépontban, mig az 5S-AZA negativ hatast fejtett ki. 21 napos kezelést kovetden csak
a TSA-val kezelt DPSC-k mutattak fokozott ALP aktivitast OIM médiumban, ezzel szemben az EZH2i
¢és az 5-AZA csokkentette az enzim aktivitast (10. B. abra). Az ALP aktivitas tekintetében Szinergista
hatds nem volt megfigyelhetd egyetlen gydgyszer kombindcid esetében sem, fliggetleniil attol, hogy

CM vagy OIM médiumban tortént a kezelés.
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10. abra. EZH2i, TSA és 5-AZA hatasa DPSC sejtek ALP aktivitasara.

(A) ALP aktivitas mérése TSA-val, 5-AZA-val, EZH2i-vel vagy azok kombinacidival kezelt DPSC sejtek esetén. A sejtek
kezelése 7 vagy 21 napig tortént CM médiumban. (B) ALP aktivitas mérése TSA-val, 5-AZA-val vagy EZH2i-vel vagy
azok kombinacioval kezelt DPSC sejtek esetén. A sejtek kezelése 7 vagy 21 napig tortént OIM médiumban. A szignifikins
eltéréseket mindig az adott mintasor kontroll mintajahoz képest (CM, vagy OIM) szamoltuk. (atlag+SD, #p < 0,036; *p <

0,001).

A gyogyszer hatéanyagokkal kezelt DPSC-k mineralizaciojat csak OIM médiumban torténd kezelés
utan vizsgaltam (11. abra), CM-ben nem, mivel korabbi kisérleteim alapjan CM-ben, a szervetlen
foszfat hidnya miatt, akkor sem varhat6 a DPSC sejtek mineralizdcioja, ha olyan oszteogén
differenciaciot indukalo faktorral végezziik a kezelést, amely a csont iranyt differenciacionak kedvezo
koriilmények kozott hatasos (pl.: BMP-2) (7. A-C., 8., 9. C, D. abrak). Meglep6 modon a mineralizacio
nem nétt semmilyen gydgyszeres vagy kombinalt gydgyszeres kezelés hatdsara a 7. és a 21. napon sem,
OIM médiumban novesztett sejtekhez képest. EZH2i jelenlétében jelentés csokkenés volt
megfigyelhetd a 21. napon, ez megfigyelhetd volt mas gyogyszerekkel kombinacidban torténd

alkalmazas soran is, ami 6sszhangban van az ALP aktivitas mérésekor tapasztalt negativ hatassal.
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11. abra. EZH2i, TSA és 5-AZA hatasa DPSC sejtek mineralizacidjara.
(A) TSA-val, 5-AZA-val, EZH2i-vel, vagy azok kobinacidival kezelt DPSC sejtek extracellularis matrixban képz6dott

kalcium lerakddasok vizsgalata Alizarin Red S-sel, 7 vagy 21 napos kezelést kovetéen. (B) A kalciumhoz kotott festék

kvantitativ analizise spektrofotometrias analizissel. A szignifikans eltéréseket a kontroll mintahoz képest (OIM) szamoltuk.

(atlag+SD, *p < 0,001).

Az epigenetikai jellegeket modositd gyogyszer molekulak oszteoblaszt iranyu differenciacidjara
kifejtett hatdsat megvizsgaltam a RUNX2, BMP-2 és ALPL oszteogén marker gének expresszios
szintjének mérésén keresztiil is. A méréseket 21 napos kezelést kdvetden végeztem el, mivel a hosszi
tavon fennmarado epigenetikai valtozasok kovetkeztében megemelkedett génexpresszio kimutatdsa
volt a cél. CM médiumban az EZH2i-vel végzett kezelés onmagaban vagy mas hatdanyagokkal
kombinalva pozitiv hatassal volt a vizsgalt gének expresszios szintjére (12. A. éabra). Az OIM
médiumban kezelt mintakban csak a TSA Onmagaban emelte meg mindharom vizsgalt gének

expresszios szintjét (12. B. abra), mig az EZH2i 6nmagaban, valamint TSA-val és 5-AZA-val
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kombinalva gatolta a BMP-2-t, illetve nem szignifikans mértékben a RUNX2-t (12. B. abra). Ezek az
eredmények konzisztensek és korreldlnak az ALP aktivitdsmérésekkel. Egyik vizsgalt gyogyszer-

kombinacioban sem figyeltiink meg szinergikus hatést.
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12. abra. EZH2i, TSA és 5-AZA hatasa oszteogén markergének gének expressziojara DPSC sejteken.

(A) RUNX2, BMP-2 ¢és ALPL gének expresszioja TSA-val, 5-AZA-val vagy EZH2i-vel vagy azok kombinacidival
kiegészitett CM médiumban 21 napig kezelt DPSC sejtekben. (B) RUNX2, BMP-2 és ALPL gének expresszidja TSA-val, 5-
AZA-val vagy EZH2i-vel vagy azok kombinacidival kiegészitett OIM médiumban 21 napig kezelt DPSC sejtekben. A
szignifikans eltéréseket mindig az adott mintasor kontroll mintdjahoz képest (CM, vagy OIM) szamoltuk. (atlag+SD, #p <
0,015; *p <0,001).
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7. Megbeszélés

7.1. BMP-2 hatasara létrejott oszteoblaszt iranyu differenciacio értékelése

A BMP-2 a csont fejlddésben ¢és regeneracioban kulcsfontossagt, igy klinikai felhasznalas
szempontjabol is fontos novekedési faktor. A sejtek BMP-2-vel torténd kezelésének hatasa azonban
sejttipustdl fliggden eltérhet, illetve a sejtek kornyezetének egyéb faktoraitol is fiigghet. (97,98)
Vizsgalataimban a BMP-2-t 6nmagaban, vagy az altalanosan hasznalt oszteoinduktiv médium (O1M)
komponenseivel kombinalva hasznaltam, amely médium elésegiti kiillonboz6é 6ssejt és preoszteoblaszt
sejttipusok 0szteoblaszt iranyt differencialodasat. Két preoszteoblaszt sejtvonal, a Saos-2 és a HEPM,
proliferacidja tekintetében a BMP-2 mindharom sejttipus esetén koncentracio fiiggd modon gatolta a
sejtek osztodasat, egyéb faktoroktdol mentes CM médiumban, illetve az OIM komponenseivel
kombinalva. Az OIM médium komponenseit egyenként vizsgalva azt talaltam, hogy a B-GLY

mindharom sejttipusban gatolta a sejtproliferaciot, tovabba BMP-2-vel kombinalva szinergista hatast

ey

------

A BMP-2 altal indukalt oszteogén differenciacié tovabbi vizsgalata sordn megallapitottam,
hogy a BMP-2 6nmagaban, egyéb faktoroktél mentes CM médiumban, nem volt hatassal az ALP
aktivitasra. OIM médiumban pozitiv hatdssal volt DPSC és Saos-2 sejtek esetén, illetve az OIM
komponensei koziil a B-GLY-tal szinergista modon hatott Saos-2 sejtekben. A B-GLY, ami az alkalikus
foszfatdz enzim szubsztratja, megndvekedett enzim aktivitdst eredményez érett oszteoblasztokban.
(96,103,104) A B-GLY hidrolizise a szervetlen foszfat extracellularis felhalmozodasat eredményezi,
amely spontan reakcioba 1ép a médium kalcium ionjaival szilard kristalyokat képezve, amelyek
felhalmozdodnak az extracellularis matrixban. (1,96,104) Ennek megfeleléen amikor a differenciacios
kisérletek soran megndvekedett ALP aktivitas volt mérhetd, a lerakddott kéalcium-foszfat kristalyok
mennyisége IS a megnott.

Az 0szteogén marker gének tanulmanyozasa soran a varakozasnak megfelelden az OIM novelte
a RUNX2 korai marker gén expresszigjat DPSC sejtekben, rovid, 6 napos kezelést kovetden, ami

tovabb nétt BMP-2-vel kombinalt kezelés esetén. Irodalmi adatok alapjan az OIM komponensei koziil
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a DEX, az AA ¢és a B-GLY is képes novelni a RUNX2 gén expresszidjat kiilonbozé jelatviteli
utvonalakon keresztiil, pl.. WNT, MAPK, ERK jelatviteli utvonalak. (105) Mivel a RUNX2 korai
marker gén és a csont iranyu differencidcid kezdeti szakaszédban van jelentdsége a DPSC sejtek
Osszhangban van az irodalmi adatokkal. (106) Az oszteoprogenitorokban a RUNX2 expresszidja
alacsony, ami a differenciaci6 soran a preoszteoblasztokban ¢és az éretlen oszteoblasztokban
megemelkedik, majd ismét lecsdkken az érett oszteoblasztokban és az oszteocitakban. (107,108)

A Saos-2 sejtekben, irodalmi adatokkal is 6sszhangban (95) a differenciacio rovidebb id6 alatt
ment végbe, a DPSC sejtekkel Osszehasonlitva, illetve nem volt mérhetd kiilonbség a RUNX2
expresszié szintjében a kontroll és a differencialtatott mintak kozott. Ennek egyrészt az lehet az oka,
hogy a RUNX2 mRNS szintje mar négy napnal hamarabb lecsokkent a rovidebb differencialasi ido
kovetkeztében, vagy a szintje mar eleve magasabb, mint mas sejttipusokban, pl.: primer DPSC
6ssejtekben. Ez utdbbit tamasztja ala He és munkatarsai kdzleménye (109), melyben kimutattak, hogy a
p53 tumorszuppresszor kozvetve képes gatolni a RUNX2 expresszidjat a mikro RNS-ek (mikroRNS34
csalad) aktivaciojan keresztiil. Mivel a Saos-2 sejtek nem expresszaljak a p53-at a RUNX2 expresszios
szintje magas ezekben a sejtekben. (109) A magas RUNX2 expresszié pedig nem fokozodik tovabb az
oszteogén differenciaciot kivalto faktorok hatasara.

Az endogén BMP-2 expresszios szintje korrelalt a fokozott ALP enzim aktivitasassal. Ez a
magas ALP enzimaktivitas kovetkeztében megemelkedett extracellularis szervetlen foszfat
keresztiil bejutni a sejtbe, ahol intracellularis szignal molekulaként aktivalja az ERK és cAMP/protein
kinaz A jelatviteli utvonalakat, melyek kovetkeztében oszteogén differencidciot szabalyozd géneket
aktival és noveli tobbek kozott a RUNX2 és BMP-2 expresszidjat. (1,105) Mindezek 6sszhangban
novekedéssel. Eredményeim alapjan megallapithato, hogy a BMP-2 6nmagaban nem elegend6 az
oszteoblaszt iranyu differenciacido elinditdsdhoz, azonban megfeleld molekularis kornyezetben,

elOsegiti azt.
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7.2. DPSC-k oszteoblaszt iranyu difffernciacios képességének értékelése epigenetikai

jellegeket modosito anyagok hatasara

Az altalam vizsgalt epigenetikai jellegeket befolyasoldé molekulak koziil a TSA és az EZH2I
tekintetében, ahol az irodalmi adatokkal 6sszhangban (110,111) mindkét anyag novelte a RUNX2, a
BMP-2 ¢és az ALPL gének expresszios 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 olyan faktorok, amelyek hatassal vannak a DPSC sejtek csont iranyu

géneket, amit alatimasztanak kromatin immunprecipitadtumok szekvenalasabol (ChIP-seq) szarmazé
irodalmi adatok, melyek azt mutatjak, hogy ezek a gének az EZH2 specifikus célpontjai (112). Mivel
az EZH2i nem volt hatasos OIM médiumban, ezért az OIM komponensei feltehetéen befolyasolhatjak
az EZH2i hatasat. Ezen anyagok koziil a dexametazon (105) és a Ds-vitamin (113,114) képes aktivalni
a Wnt/B-katenin jelatviteli utvonalat, amely részt vesz az oszteogén differencialodas szabalyozasaban
¢és részben fokozza (105,113,114) részben gatolja ezt a folyamatot, ez utobbit a WNT1 és WNT3A
esetén mutattak ki. WNT1 gatolja a DPSC-k odontogén differencialodasat (115), a WNTI1 és WNT3A
pedig a human MSC-k oszteogén differencialodasat. (116-118) Tekintettel arra, hogy az EZH2 kot6dik
a WNT1 és a WNT3A gének promoteréhez is (112), az EZH2i kezelés aktivalhatja ezeket a géneket,
ami csokkent ALP aktivitashoz és a mineralizacié hianyahoz vezethet (6, 7. abra), hasonléan a WNT1
kezeléshez (115). A BMP antagonista noggin (119) és chordin (120) génjeinek aktivitisa szintén a
H3K27, EZH2-fiiggd metilaciojaval szabalyozodik. (112,121) A noggin ¢és a chordin kotodik az
oszteogén differencidcid soran autokrin szignalként expresszalodo €s szekretalt BMP-khez, gatolva
azok BMP receptorokhoz vald kotédését, ezen keresztiill a BMP-k altal indukalt jelatviteli utvonalakat
aktivaciojat. Az EZH2-célpontok koziil a HDAC-k (112) is gatoljak az oszteogén differencialodast
azaltal, hogy a folyamatot szabaly6zo és az HDAC fehérjék célpontjai kozé tartoz6 RUNX2, BMP-2 és
kotédve gatoljak annak funkciojat. (122)

Az EZH2i-vel ellentétben a TSA pozitiv hatassal volt a vizsgalt gének expresszidjara az oszteogén
differenciaciot eldsegitd OlIM-mel kombinalt tenyésztési koriilmények kozott, de CM-ben nem, ami

arra utal, hogy a TSA-nak nincs kozvetlen hatasa a RUNX2, BMP-2 és ALPL expressziojara, annak
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ellenére, hogy ezek a gének a TSA-val is gatolhatd (123) HDAC1, HDAC2 és a HDAC6 deacetilazok
specifikus célpontjai. (112) A TSA valoszinilleg mas, az OIM komponensei altal indukalt jelatviteli
utvonalak altal aktivalt vagy azokban részt vevd fehérjéken keresztiil hat ezekre a génekre, pl.: WNT,
BMP, BMP receptor, SMAD és MAPK, amelyek szintén HDAC célpontok (112). Az OIM
komponensei kozé tartozo dexametazon kezelés hatasara pl.: a RUNX2 és koaktivatora, a PDZ-ko6t6
motivummal rendelkez6 transzkripcids koaktivator (TAZ) expresszioja megnd. (105) A dexametazon
kezelés a mitogén altal aktivalt protein kinaz foszfataz 1 (MKPL1) és az 1-es tipusu kollagén (COL1)
expresszidjat is indukalja (105), amelyek mind HDAC célpontok is. (112) Az MKP1 defoszforilalja a
RUNX2-t, amely a TAZ-kotéshez sziikséges (105), mig a COL1 a mineralizacio szempontjabol fontos
extracellularis matrix fehérje. Egy masik OIM komponens az AA szerepet jatszik a COLI1
utvonalat, ami az extracellularis szignal-szabalyozott kinaz foszforilalt formajanak (pERK)
felhalmozodasahoz vezet a sejtmagban. A pERK a RUNX2-vel egyiitt az oszteokalcinhoz (OCN) és a
csontszialoproteinhez (BSP) kotddik, amelyek az osteogén differencialodas késbi szakaszaban
bekdvetkez6 mineralizacidért feleldések (105), melynek soran egy tovabbi OIM komponens, a B-GLY,
foszfat forrasként szolgal a hidroxiapatit (Caio(PO4)s(OH)2) eléallitasahoz. Ezenkiviil a foszfat bejuthat
a sejtekbe, ahol intracellularis jelatviteli molekulaként szabalyozza az oszteopontin (OPN) és a BMP-2
expressziojat. (105) Mivel a kisérletek soran a mineralizacid nem valtozott, a TSA feltehetéen nem volt
hatassal a differencidlodas késOi szakaszdban aktivalt és a mineralizacioért felelds génekre. Ez
osszhangban van irodalmi ChlIP-seq adatokkal amely, azt mutatja, hogy az OCN, OPN ¢és BSP gének
nem célpontjai a HDAC-oknak. (112)

A harom vizsgalt anyag koziil az 5-AZA esetén nem tapasztaltam pozitiv hatast a DPSC sejtek
DPSC-re vonatkozoé irodalmi adatoktol. (5) Ez az eltérés egyrészt az 5-AZA szuboptimalis dozisanak
lehet az eredménye, vagy annak is lehet a kdvetkezménye, hogy az 5-AZA nem csak a DNS-be, hanem
az RNS-be is beépiilhet, ellentétben a Zhang és munkatarsai altal hasznalt 5-aza-2-dezoxicitidinnel (5),
ami csokkenti a sejtmagban a DNS-be beépiilhetd 5-AZA relativ mennyiségét. Az 5-aza-2-
dezoxicitidin hatasosnak bizonyult nemcsak DPSC-k (5), hanem PDLSC (3) sejtek oszteoblaszt iranyu
transzkripcidjanak aktivacidja révén. Az altalam kapott eltérd eredmények egy masik oka lehet az,

hogy az azonos (125) vagy kiilonboz6 (126) donorokbdl izolalt DPSC-k heterogenitasa miatt a
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fliggetlen laborokban végzett vizsgalatok eltéré kovetkeztetésekhez vezethetnek. Kobayashi és
munkatarsai (125) jelentds variabilitast mutattak ki a proliferacié mértékében, a sejtfelszini markerek
expresszios mintdzataban, valamint az odontogén, adipogén ¢és kondrogén iranyu differenciacids
képességekben ugyanazon donorbdl izolalt DPSC populaciobol szarmazo sejt klonokban. Macrin et al.
(126) kimutatta, hogy a DPSC sejtek oszteogén potencialja nem elsGsorban a sejtfelszini Gssejt
markerekkel fiigg 0ssze, hanem a sejtek metabolikus allapotaval, valamint a TGF-$ ttvonal ¢és a
citoszkeleton bizonyos fehérjéinek expresszidjaval. Ezek alapjan un. lassan és gyorsan oregedé DPSC
sejt populaciokat kiilonboztettek meg, melyek oszteogén potencialja nagy mértékben eltéré volt. Az,
hogy egy adott személytdl szarmazoé DPSC sejt populacid lassan vagy gyorsan dregedd nem korrelalt a
donor személy életkoraval.

Munkam soran azt tapasztaltam, hogy nem volt szinergikus hatas a TSA, EZH2i és 5-AZA
gyogyszerkombinaciok alkalmazasakor, a TSA csak olyan koriilmények kozott volt pozitiv hatassal a
korai oszteogén marker gének expressziojara €s az alkalikus foszfatdz aktivitasra, amelyben tobb, olyan
jelatviteli utvonal is aktivalodott, melyek részt vesznek az oszteogén differenciacioban, ezzel
ellentétben az EZH2i csak akkor volt hatdsos ezekben a vizsgalatokban, ha ezek a jelatviteli
utvonalakat aktivalo faktorok nem voltak jelen. Ezek alapjan alapjan feltételezhetd, hogy a TSA és az
EZH2i eltér6 mechanizmusokon keresztiil hatnak: az EZH2i kozvetleniil hat a célgénekre, mig a TSA
kozvetett modon a csont iranya differencidcioban részt vevd jelatviteli utvonalak fehérjéivel
kolcsonhatasban. (13. 4abra). Ezeknek a mechanizmusoknak a részletesebb vizsgalata ¢és az
Osszefliggések feltarasa tovabbi kisérleteket igényel.

Mivel az 5-AZA esetén nem volt megfigyelheté pozitiv hatas, az EZH2i hatasat pedig az
oszteoblaszt iranyu differencidcioban fiziologidsan szerepet jatszo faktorok negativan befolyasoltak,
csontregeneraciot célzd orvosi alkalmazasokban. Figyelembe kell venni azonban, hogy a DPSC-k
egyénen beliili és egyének kozotti heterogenitasa miatt, az epigenetikai modulatorok hatasa eltérd lehet

ezért tovabbi nagyobb szamu donorral végzett 6sszehasonlitod vizsgalatok sziikségesek.
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13. abra. Az EZH2i és a TSA lehetséges hataismechanizmusai a DPSC-k oszteogén differenciaciéja soran.

Az EZH?2i ¢és a TSA kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil kdzvetlentil (nyil folytonos vonallal), vagy kézvetett modon a
csont iranyt differenciacioban részt vevd jelatviteli Gtvonalak fehérjéivel kolcsonhatasban (nyil szaggatott vonallal) fejtik ki
hatasukat az oszteoblaszt iranya differenciacidban szerepet jatszoé szabalyozo gének RUNX2, BMP-2 ¢és ALPL
expressziojara. Ezen kivill az EZH2i olyan géneket is aktivalhat, amelyek negativ hatassal vannak az oszteogén
differenciaciora, gatolva a BMP jelatvitelt (NOG és CHRD), csokkentve az ALPL expressziot (WNT1 és WNT3A), vagy

deacetilalva a kulcsfontossagu szabalyozo és jelatviteli utvonal gének promoter régidit (HDAC).
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8. Kovetkeztetések

Ph.D. értekezés alapjaul szolgalo kutatasok uj megallapitasai:

rrrrrr

médiumban ez a hatas, csak a proliferacio csokkenésében nyilvanult meg mar 1 hetes kezelés
hatasara, mig OIM médiumban minden vizsgalt paraméter (proliferaci6, ALP aktivitas,
mineralizacio, génexpresszid) és minden kezelési id6 esetén hatasos volt.

Méréseim alapjan az OIM médium oOsszetevoi koziil, elég, ha csak az inorganikus foszfat
forrasként szolgalo PB-GLY-al egészitettik ki a sejttenyésztd médiumot a Saos-2 sejtek
hatott. Mindezek mellett az OIM médium a BMP-2-vel ugyancsak szinergizmusban
hatékonyabb volt a DPSC és a Saos-2 sejtek esetén is.

A BMP-2 6nmagaban csak a proliferaciot csokkentette a HEPM és Saos-2 sejtek 1 hetes
kezelése utan. Saos-2 sejtek esetén OIM médiumban, valamint B-GLY-al kombinalva azonban
jelentdsen eldsegitette az oszteoblaszt irany( differenciaciot, ami minden paraméterben
kimutathat6 volt.

Az altalam vizsgalt epigenetikai jellegeket befolyasolo molekulak (TSA, EZH2i és 5-AZA)
egyiittes alkalmazasa soran egyik hatdéanyag kombinacid esetén sem figyeltem meg szinergista
A harom molekula koziil a TSA és az EZH2i bizonyult pozitiv hatastinak az ALP aktivitas
valamint a génexpresszid tekintetében. A két anyag azonban eltéré molekuldris koriilmények
kozott volt hatékony, a rovid (1 hetes) és hosszh tavia (3 hetes) kezelések soran. Az EZH2i csak
akkor volt hatdssal a vizsgalt génekre, valamint az ALP aktivitasra, ha a kezelés CM
médiumban tortént, amiben nem voltak mas olyan faktorok, amelyek hatdssal vannak a DPSC

------

kombinalt tenyésztési koriilmények kozott volt pozitiv hatassal, de CM-ben nem.
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9. Osszefoglalas

A szajiiregb0l szarmazo Ossejtek koziill a DPSC sejtek klinikai felhaszndlasdban nagy
lehet6ségek rejlenek, egyszeri izolalhatosaguk és multipotens tulajdonsaguk miatt. A DPSC-K,
oszteoblaszt iranya differenciacios képességiiknek koszonhetéen, alkalmasak lehetnek a fogaszat
terapiaban. Ilyen iranyu felhasznalasukhoz nagyban hozzajarulnanak olyan anyagok, melyek eldsegitik
az oszteogén differenciaciot. Ennek érdekében vizsgaltam egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 és
klinikai felhasznalasra engedélyzett novekedési faktor, a human rekombinans BMP-2 fehérjét, valamint
epigenetikai jellegeket befolyasold gyogyszer, vagy gyogyszer jelolt hatéanyagok koziil az endogén
BMP-2 és mas oszteogén szabalyozd gének expresszidjat serkenté TSA, EZH2i és 5-AZA egyedi ¢és

A BMP-2 hatasat kiilonboz6 preoszteoblaszt sejtvonalak: a Saos-2 és HEPM, valamint
bolcsesseégfogbol izolalt primer DPSC sejtkultura dsszehasonlité analizise sordn vizsgaltam. A BMP-2
kezelést kiillonboz6 1d6 intervallumokban és kiilonboz6é molekularis kdrnyezetben, altalanos (CM) és

oszteogén differenciaciot indukald faktorokkal kiegészitett (OIM) sejttenyészté médiumokban

crer

crer

vizsgalt sejttipus esetén, Onmagaban azonban nem volt elegendd az oszteogén differenciacio
aktivalasdhoz. Az oszteogén differenciadcionak kedvezd komponensekkel kiegészitett OIM médiumban
onmagaban, tovabba Saos-2 sejtek esetén elegendd volt az OIM komponensei koziil csupan a foszfat
forrast biztositani, a differenciaciohoz. DPSC sejtekben a BMP-2 tehat cask megfeleld jelatviteli
utvonalak egyiittes aktivaciojaval egyiitt volt hatékony.

A TSA, EZH2i és 5-AZA egyedi és kombinalt hatdsit DPSC sejteken vizsgaltam. A
kezeléseket kiilonbozd ideig, CM ¢és OIM médiumokban végeztem, differencidciora gyakorolt
hatasukat pedig a sejtek ALP aktivitdsanak, mineralizacidjanak, valamint a RUNX2, BMP-2 ¢s ALPL
gének expresszios vizsgalatan keresztiil mértem. A harom anyag koziil, a TSA és az EZH21 6nmagéaban

torténd alkalmazésa esetén figyeltem meg pozitiv hatdsokat. Eredményeim alapjan a TSA és az EZH2i1

------
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EZH2i kozvetleniil hat a célgénekre, mig a TSA kozvetett modon a csont iranya differenciacioban részt
vevO jelatviteli utvonalak fehérjéivel kolcsonhatasban. A TSA, EZH2i és 5-AZA egyiittes alkalmazasa

soran egyik hatdoanyag kombinacid esetén sem figyeltem meg szinergizmust.
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10. Summary

Among the stem cells derived from the oral cavity, dental pulp stem cells (DPSCs) hold great
potential for clinical application due to their ease of isolation and multipotent properties. Thanks to their
ability to differentiate toward the osteoblast lineage, DPSCs may be suitable for stem cell therapies in
dentistry aimed at bone defect regeneration and improved osseointegration of dental implants. Materials
that promote osteogenic differentiation could greatly contribute to such applications. To this end, |
investigated the effects of a commercially available and clinically approved growth factor, the human
recombinant BMP-2 protein, as well as drug or drug candidate compounds that influence epigenetic features
including TSA, EZH2i, and 5-AZA which are known to enhance the expression of endogenous BMP-2 and
other osteogenic regulatory genes, either individually or in combination during the osteoblastic
differentiation of DPSC cells. The effect of BMP-2 was studied through comparative analysis involving
different pre-osteoblast cell lines (Saos-2 and HEPM), as well as primary DPSC cultures isolated from
wisdom teeth. BMP-2 treatment was assessed over various time intervals and under different molecular
environments: in both standard culture medium (CM) and in osteogenic induction medium (OIM)
supplemented with osteogenic differentiation factors. To monitor the progression of differentiation, |
measured cell proliferation, ALP activity, mineralization, and the expression of osteogenic regulatory
genes, particularly RUNX2 and BMP-2. My results showed that BMP-2 inhibited cell proliferation in a
concentration-dependent manner in all three cell types. However, BMP-2 alone was not sufficient to
activate osteogenic differentiation. In OIM supplemented with components favorable for osteogenic
differentiation BMP-2 enhanced the differentiation of DPSC and Saos-2 cells more effectively than OIM
alone. Furthermore, in the case of Saos-2 cells, providing only a phosphate source from the OIM
components was sufficient for differentiation. Thus, in DPSC cells, BMP-2 was only effective when
accompanied by the simultaneous activation of appropriate signaling pathways. The individual and
combined effects of TSA, EZH2i, and 5-AZA were studied in DPSC cells. Treatments were conducted over
varying durations in both CM and OIM media, and their impact on differentiation was evaluated through
ALP activity, mineralization, and the expression of the RUNX2, BMP-2, and ALPL genes. Among the three
substances, positive effects were observed following the individual application of TSA and EZH2i. Based
on my findings, TSA and EZH2i influence genes regulating osteoblastic differentiation in DPSCs through
different mechanisms: EZH2i acts directly on target genes, while TSA has an indirect effect, interacting
with proteins involved in bone-related signaling pathways. No synergistic effects were observed with any
combination of TSA, EZH2i, and 5-AZA.
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