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BMP-2 hatasa a human embrionalis szajpadlasbdél szarmazé
mesenchymalis preosteoblast sejtek morfoldgiajara és proliferacidjara
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Fogészati implantécid soran a hianyzé fogat vagy fogakat ,migyokerek”, belltetésével potoljuk. Az integracié folya-
matanak felgyorsitasa érdekében az egyik legujabb térekvés bioaktiv anyagokkal, ndvekedési faktorokkal segiteni az
implantatum koril a csontképz6dést. Ilyen molekula az amerikai gydgyszer- és élelmiszeriigyi hatésag (FDA) altal is
elfogadott névekedési faktor a Bone Morfogenic Protein 2 (BMP-2) is. A BMP-2 ilyen jelleg(i alkalmazasat in vitro teszte-
Iésre alkalmas sejtvonalakon vizsgaljak. Egyike ezeknek az osteoblast progenitor jellegli human embrionalis szajpadlas
mesenchyma (HEPM) sejtvonal. Kisérleteink soran vizsgaltuk a BMP-2 homodimer fehérjék hatasat HEPM sejtek mor-
foldgiajara valamint proliferacidjara, rovid idejl, haromnapos kezelés utan.

Eredményeink azt mutattak, hogy haromnapos kezelés hatasara a BMP-2 koncentracidjanak figgvényében a kezelt
sejtek hamarabb tapadtak le, de végleges morfoldgiajukban, valamint proliferaciéjukban nem volt kiilénbség.

Kulcsszavak: HEPM, BMP-2, osteoblast iranyu differenciacio, LSC.

Bevezetés

A foghianyok pétlasanak legmodernebb mddszere a fo-
gaszati implantacio, melynek soran fogaszati ,miigyoke-
rek” belltetésével pétoljuk a hianyzo fogat vagy foga-
kat. Az implantatum koér(li csontintegracio folyamatanak
felgyorsitasa érdekében az egyik legujabb térekvés
bioaktiv anyagokkal, névekedési faktorokkal segiteni
a csontképzddeést. Ezek lehetnek extracellularis matrix
fehérjék, példaul kollagén, kondroitin-szulfat [15, 18],
sejt-sejt kdlcsdnhatasban szerepet jatszé adhézios
molekulak, példaul integrinek [5, 11, 18], osteoblast
sejtek proliferaciojat elésegité névekedési faktorok,
példaul BMP-2, BMP-7, parathyroid hormon (PTH) [8].
Ez utdbbiak kézll az amerikai gyogyszer- és élelmi-
szerlgyi hivatal (FDA) altal is elfogadott, BMP-2 ho-
modimer sebészeti beavatkozasok utan végzett csont
regeneracio soran hasznalt névekedési faktor. A BMP
fehérjék egy kivételtdl eltekintve a TGF[ fehérjecsa-
ladba tartoznak. A BMP1 az egyetlen, mely nem tar-
tozik a TGFp fehérjecsaladba, ez a fehérje a csont
extracellularis matrixaban megtalalhato peptidaz, mely
a M12A fehérjecsaladba tartozik. [2, 14]. A BMP fe-
hérjék morfogénekként szamos szerv kifejlédésében,
morfogenezisében szerepet jatszanak, példaul a ve-
I6léc (BMP4 és BMP7) [13], az arckoponya (BMP7,
BMP4, BMP2) [13], a hugyhdlyag (BMP2, BMP7) [4],
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a petefészek kialakulasaban (BMP2, BMP4, BMP5,
BMP6, BMP15 és GDF9) [10], valamint a fogfejl6dés-
ben (BMP2, BMP4, BMP7) [13, 19, 23]. Az embriona-
lis és posztnatalis fejl6dés soran a BMP-k, I-es és ll-es
tipusu receptorokon keresztil (BMPRI és BMPRII)
fejtik ki hatasukat. Eddig haromféle I-es és haromfé-
le ll-es tipusu BMP receptort irtak le. A BMP ligand
— BMPR receptorkétédés intracellularis szignalt indit,
részben a SMAD, részben MAPK — PI3 — PKC szignal
transzdukcids utvonalak aktivalasaval [12, 13, 22].
A receptor aktivalt SMAD (R-SMAD) C-terminalison
torténd foszforilacioja lehetévé teszi a mediator SMAD-
dal (Co-SMAD: SMAD4) val6 asszociaciot. A keletkez6
SMAD oligomer két R-SMAD-bdl és egy Co-SMAD-bdl
allo trimer, ami ezutan a sejtmagba transzportalodik,
kétédik a kromatinhoz és transzkripcids faktorokkal
egyutt hatva szabalyozzak a target gén expresszidjat.
A TGF-B és BMP specifikus SMAD komplexek inhibitor
SMAD (I-SMAD: SMAD 6, SMAD 7) expresszi6t indu-
kalnak, melyek feed-back utjan negativan szabdlyoz-
zak a szignalizacié id6tartamat és erésségét. [12, 22]
A BMP-k jelatviteli utvonala interakcioban van az FGF,
Hedgehog és Wnt jelatviteli utvonalakkal és szamos
transzkripcios faktor expresszidjat regulaljak, példaul
SOX9, Cbfal és Msx [23]. Transzportjukat, aktivacio-
jukat és felszabadulasukat, valamint receptorhoz va-
16 kétédésiiket BMP kot fehérjék szabalyozzak [20].
(1. abra)
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1. abra: BMP szignaltranszdukcios utvonalak.

(Bessa PC, CasaL M, Reis RL: Bone Morphogenetic Proteins in
Tissue Engineering: the Road from Laboratory to Clinic,
Part | /basic concepts/.

J. Tissue Eng. Regen. Med. 2008: 1-13.)

A kisérleteinkben hasznalt BMP-2 a csontképz6-
dés soran a differencialédoé osteoblastokban indukalja
a Cbfa1 (Runx-2) gén expresszidjat, amely transzkrip-
cios faktorként koétédik tovabbi gének promotereihez,
aktivalva azok expresszidjat. llyen gének példaul az
osteopontin, osteonectin, osteocalcin, kollagén |, csont
szialoprotein, melyek differencialt osteoblast sejtekben
termel&dnek és szekretalddnak, kialakitva a csontszé-
vet extracellularis matrixat, tovabba megkoétik a kal-
ciumot, illetve a hidroxiapatitot, igy szerepet jatszanak
a csontszdvet mineralizacidjaban.

Az irodalomban fellelhet6 adatok alapjan a BMP-2
in vitro és in vivo is alkalmas csontfejlédés, valamint
csontregeneracid indukalasara, ezért klinikai alkalma-
zasaban szamos terileten, igy a fogaszati implanta-
cidban is nagy lehet6ségek rejlenek. A fogorvosi gya-
korlatban alkalmazott titan bioaktiv molekulakkal valé
maédositasanak legegyszeribb mddja ezen molekulak-
nak a fém felszinen t6rténé adszorpcidja, ami térténhet
kezeletlen felszinen, fellleti érdesitéssel porézussa tett
titan felszinen [6, 7], vagy titan bevonasara alkalmas
porézus anyagok (B-trikalcium-foszfat, hidroxiapatit) fel-
szinén [1, 17]. Az adszorbcidval felvitt kiilénbdzé mole-
kulak a porozitas fliggvényében rovid id6 alatt (~3 nap)
kidiffundalnak a kérnyez8 szévetekbe [1, 6, 7, 17]. llyen
maédon a BMP-2 homodimer fogaszati titan implantatu-
mokon t6rténd adszorpcidja egy nagyon egyszerd és
gyors madja lehetne a titanfelszin csontképzédést el6-
segitdé molekulaval térténé mddositasanak.

Célkitlizésink ezért a BMP-2 homodimer fehérjé-
vel térténd kezelés révidtavu hatasainak vizsgalata hu-
man embrionalis szajpadlasbol szarmazé mesenchyma
sejteken (HEPM). Ennek érdekében vizsgalni kivantuk
BMP-2 homodimer fehérjék hatasat a sejtek differencia-
ciojara, hangsulyozottan azok morfoldgiajara, valamint
proliferaciojara.
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Anyagok és moédszerek

Sejtek tenyésztese

HEPM (ATCC No.: CRL-1486) sejtek tenyésztése Eagle-
féle minimum esszencidlis tapfolyadékban (EMEM) tor-
tént, kiegészitve 0,1 mM nem esszencialis aminosavak-
kal, TmM Na-piruvattal, (ATCC: 30-2003), 10% h¢ altal
inaktivalt fétalis borjuszérummal (FBS, Sigma Aldrich;
F9665), 1% L-glutaminnal (Sigma Aldrich; G3126) és
0,125% gentamycinnel (Chinoin; 3587/01), standard
tenyésztési kérilmények kdzo6tt 37°C hémérseékletd,
5%-0s CO, és magas paratartalmu légkort biztosito in-
kubatorban tartott 25 cm? teriiletli szévettenyészté flas-
kaban.

BMP-2 homodimer térzsoldat

Az 1 mg liofilizalt BMP-2 homodimert feloldottuk (Anti-
bodies-online GmbH; Z00327) 1 ml, 20 mM steril ecet-
sav (Sigma Aldrich; 320099) 0,1% borjuszérum albumin
(BSA, Sigma Aldrich; A2153) oldatban, majd 10 pl-es
aliquotokban taroltuk —80°C-on felhasznalasig.

Sejtek letapadasanak és morfoldgiai valtozasanak
meghatdrozdsa

72 6ras, kilénbdzd koncentracioju (0,001 pg/ml, 0,01 pg/ml,
0,1 pyg/mi, 1 pg/ml) BMP-2-vel (Antibodies-online GmbH;
Z00327), 25 cm? teriilet( sejttenyészt6 flaskaban torténd
kezelést kdvetben, 0,05%-0s tripszin-etilén-diamin-tetra-
ecetsav (tripszin-EDTA, Sigma Aldrich; T-4799) oldattal
kezeltiik a konfluens sejtkulturat. EMEM tapfolyadék-
kal (ATCC: 30-2003) ledllitottuk a tripszines emésztést,
5 perces 1200 rpm-en térténd centrifugalast kdvetéen
tapfolyadékban felvéve a sejteket Blirker-kamraval, fény-
mikroszkdp segitségével meghataroztuk a sejtek szamat.
5000 sejtet helyeztlink nyolclyuku sejttenyészté kamra-
ba (Ibidi; 80826), megfelel6 mennyiségi (0,001 pg/ml,
0,01 pg/ml, 0,1 pyg/ml, 1 pg/ml) BMP-2 homodimerrel
(Antibodies-online GmbH; Z00327) kiegészitett tapfolya-
dékban. 4, 24 és 72 6ran at 37 °C-on inkubalva hagy-
tuk a sejteket letapadni. Ezutan 20 pg/ml fluoreszcein
diacetat (FDA, Life Technologies; F1303) oldattal 30 perc-
ig jeldltik 37 °C-on a sejteket. Ezt kdvetben haromszor
mostuk tapfolyadékkal és lézer pasztazé citometrias
modszerrel mértlk a sejtek morfoldgiai paramétereit:
kerulet, terulet, cirkularitas. Ezek kdzil az utébbi fak-
tor (melyet az el6z6 kett6bdl szamolhatunk) cirkularitas
= (kerUlet?/teriilet) jellemzi leginkabb a sejtek alakjat.
Minél nagyobb ez a szam, a sejtek annal nyujtottabbak.

Lézer pasztazo citometria (LSC)

A citometrias méréseket iCys Laser Scanning Cytome-
terrel (CompuCyte) végeztilkk. Az FDA (Life Technolo-
gies; F1303) gerjesztéséhez argon-ion lézerrel generalt
488 nm hullamhosszusagu fényt hasznaltunk. A ger-
jesztés hatasara emittalt fluoreszcens fényt zéld csator-
naban 530 nm-en atenged® filteren keresztiil detektal-
tuk. A morfologiai méréseket 20x nagyitasu objektivvel
normal scan médban, a proliferaciés méréseket 10x na-



gyitasu objektivvel mozaik scan médban végeztikk. A mé-
rések és a kiértékelések iCys 3.4 szoftverrel térténtek
Windows XP operacios rendszer alatt futtatva.

Ossztertilet alapjan

Steril kdriilmények kdz6tt hatlyuku plate 1-1 well-jébe
20000 HEPM sejtet (ATCC No.: CRL-1486) helyeztlink
kdzépre csepegtetve. Egy kontroll és egy 1 pg/ml BMP-2-
vel (Antibodies-online GmbH; Z00327) kezelt mintat
vizsgaltunk. 3 napos 37 °C-on térténd inkubalast kéve-
téen 2 ml EMEM medium (ATCC: 30-2003) és 0,5 ml
20 pg/ml FDA (Life Technologies; F1303) oldatban 30 per-
cig jeldltik, majd mostuk a sejteket kétszer 3 ml EMEM
mediumban (ATCC: 30-2003) és LSC-vel mértlk a sej-
tek &sszterlletét. Mérés utan a kezelt sejtekhez 3 pl
1 mg/ml BMP-2-t (Antibodies-online GmbH; Z00327)
raktunk. 48 drankét mértik a sejtek dsszteriletét 9 na-
pig nyomon kdvetve, minden mérés utan friss BMP-2
(Antibodies-online GmbH; Z00327) kerllt a sejtekre,
majd a BMP-2 (Antibodies-online GmbH; Z00327) ke-
zelést abbahagyva tovabbi 8 napig vizsgaltuk a sejtek
proliferaciojat.

Alamar blue assay

Steril kdriilmények kdz6tt 96 lyuku plate 1-1 well-jébe
5000 HEPM sejtet (ATCC No.: CRL-1486) helyeztiink.
24 o6ras 5% Co,-ban 37 °C-on torténd inkubalas utan
a letapadast kévet6en mostuk a sejteket szintelen EMEM
(Sigma Aldrich; M4144) tapfolyadékkal, majd 100 pl,
szintelen EMEM (Sigma Aldrich; M4144) tapfolyadék-
ban 10x-re higitott Alamar blue reagenssel (Life Tech-
nologies; DAL 1100) térténd 4 6ras inkubaciot kdvetden
Synergy HT plate reader (Bio Tek) készllékkel mértiik
a mintakat, fluoreszcens modban, 530 nm hullamhosz-
szusagu fénnyel gerjesztve, 590 nm hullamhosszon de-
tektalva. Mérés utan eltavolitottuk a redukalt Alamar blue
reagenst, majd kiildnb6z6 koncentracioju (0,001 pg/ml,
0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pg/ml) BMP-2-vel (Antibodies-
online GmbH; Z00327) kiegészitett friss EMEM medium-
ban (ATCC: 30-2003) inkubélva kétnaponta megismeé-
teltiik a mérést.

Immunfluoreszcens jeldlés

Készitettlink egy kezeletlen kontroll és egy 1 pyg/ml
BMP-2-t (Antibodies-online GmbH; Z00327) tartalmazé
mintat. 24000 sejtet helyeztiink nyolclyuku sejttenyészt6é
kamra egy-egy well-jébe. Haromnapos 37 °C-on t6rtén6
inkubalast kdvetéen mostuk a sejteket haromszor harom
percig foszfat-pufferelt fiziologias sooldattal (1x PBS,
phosphate-buffered saline, Sigma Aldrich; PBS1), majd
fixaltuk és permeabilizaltuk a mintakat két percig 200 pl
acetonnal (Sigma Aldrich; 650501). Ezt kévet6en ismét
mostuk a sejteket 1x PBS-ben (Sigma Aldrich; PBS1),
majd jel6ltik a mintakat harminc percig 4 ug/ml Fitc phal-
loidint (aktin filament-z6ld) (Life Technologies; A12379),
20 pg/ml Propidium jodidot (sejtmag-piros) (Life Tech-
nologies; P3566), tartalmaz6 1xPBS-sel (Sigma Aldrich;
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PBS1), mely tartalmazott 1% BSA-t (Sigma Aldrich;
A2153). Mostuk a sejteket 5 mM-os EDTA-t tartalmazé
PBS-sel. A mintakat 5 mM-os EDTA-t (Sigma Aldrich;
E6758) tartalmazé 1xPBS (Sigma Aldrich; PBS1) és
antifade (Life Technologies; P36930) elegyében tarol-
tuk, majd konfokalis mikroszkdppal készitettiink képet
a mintakrol.

Konfokalis mikroszkdp

A mikroszkopos felvételeket Zeiss LSM510 tipusu kon-
fokalis mikroszkoppal készitettik. A fluoreszceinnel
jelolt falloidint (Life Technologies; A12379) 488 nm
hullamhosszuisagu, argon lézerrel elallitott fénnyel ger-
jesztettlk és az emittalt fluoreszcens fényt BP500-530
filteren keresztlil detektaltuk. A propidium jodidot (Life
Technologies; P3566) 543 nm hullamhosszusagu, HeNe
Iézerrel elballitott fénnyel gerjesztettiik és az emittalt
fluoreszcens fényt BP560-615 filteren keresztiil detektal-
tuk. A mintak vizsgalatahoz C-Apochromat 40x/1,20 W
Korr UV-VIS-IR objektivet alkalmaztunk.

Statisztikai analizis

Kapott eredményeink statisztikai elemzéséhez ANOVA-t
és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk. Szignifi-
kansnak a p < 0,05 kildnbséget tekintettik. Adatainkat
atlag + SD (szoéras) abrazoltuk. Az dbrakon a csillag-
gal jelolt értékek a kontrollhoz viszonyitott statisztikai-
lag szignifikans kllénbségeket jeldinek.

Eredmények

Kisérleteinkben a BMP-2 homodimer révid tavu hatasat
vizsgaltuk haromnapos (72 6ras) kezelést kéveté mor-
fologiai, valamint proliferacids vizsgalatokkal. A mor-
foldgiai mérések soran harom paramétert vizsgaltunk:
terilet, kerilet, valamint cirkularitas. A nem letapadt
HEPM sejtek morfoldgiaja kerek, mig a mar letapadt
sejtek fibroblasthoz hasonlé elnyujtott alakuak, hosszu
nyulvanyokat névesztenek, igy a letapadas soran mind-
harom vizsgalt paraméter megnd. (2. dbra) A méréshez
elengedhetetlen, hogy a sejtek kiilonalld mdédon helyez-
kedjenek el és ne konfluensen. A haromnapos BMP-
2 kezelést kdvetben ezért a sejteket szétvalasztottuk

2. abra: LSC-vel végzett morfolégiai vizsgalat
szkennelési terlleteirdl készult
egy-egy reprezentativ mikroszkopos felvétel.
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3. dbra: BMP-2 koncentracidsorral 72 draig kezelt HEPM sejtek
letapadasanak és morfolégidjanak vizsgéalata LSC-vel.
Az oszlopdiagramokon a harom jellemzé morfoldgiai paraméter
harom fliggetlen kisérletben trtént mérésének atlaga és szoérasa (SD)
van abrazolva: (A) terilet, (B) kerllet, (C) cirkularitas.

egymastol és a fellletrdl, és megfelel6en kis koncent-
racioban, hogy citométerrel konturozni tudjuk az egyedi
sejteket, Ujra letapasztottuk. A letapadas soran tovabb-
ra is fenntartottuk a BMP-2 kezelést, valamint LSC-vel
monitoroztuk a letapadasi folyamat soran valtozo sejt-
morfoldgiat. 4 ora elteltével kezdeti letapadas volt ta-

pasztalhatd, ahol a BMP-2 koncentraciojaval korrelalva
mindharom morfoldgiai paraméter névekedést mutatott.
Harom flggetlen kisérletet elvégezve 0,1 ug/ml BMP-2
koncentracional a terllet és kerilet esetén a néveke-
dés statisztikailag szignifikansnak bizonyult (statisztikai
tesztben szamolt p értékek: p (terllet) = 0,039; p (ke-
rulet) = 0,015), amibél arra kdvetkeztethetiink, hogy
a BMP-2-vel kezelt HEPM sejtek hamarabb kezdtek
letapadni, mint a kezeletlen kontrollsejtek. 24, illetve
72 6rés inkubaciot kévetben a letapadas fokozatosan
teljessé valt, a sejtek elérték végleges morfoldgiajukat,
ahol cirkularitasuk, terlletik és keruletiik nem muta-
tott kiildnbséget. A teljes letapadast jelent6 72 6ra el-
teltével minden BMP-2 koncentracional hasonlo érté-
keket mértiink mindharom paraméter esetén, ezért azt
a kovetkeztetést vontuk le, hogy a BMP-2 kezelés nem
Tovabbi kisérletben konfluens sejtkultirdban is meg-
vizsgaltuk a sejtek morfoldgiajat a legnagyobb, 1 pug/ml
BMP-2 koncentracional. Haromnapos kezelést kdvets-
en a kdzvetlenll a sejtmembran alatt lokalizalodé aktin
filamentumok direkt fluoreszcens jeldlésével lathatéva
téve a sejtek alakjat, konfokalis mikroszképpal hasonli-
tottuk 6ssze a kontroll és kezelt sejteket. Az el6z6ekhez
hasonléan nem talaltunk kilénbséget a sejtek morfolo-
giajaban. (4. abra)

A proliferacio vizsgalatahoz két médszert alkalmaz-
tunk. Az egyik modszer egy altalanosan alkalmazott, ugy-
nevezett Alamar blue assay, ami az él§ sejtek mitokon-
driumaban lejatszodo redukceids reakcion alapul, a masik
egy lézer pasztazoé citometian alapuld sajat metodika.
Ez utdbbi esetben a sejteket ugy helyeztik a sejtte-
nyésztd plate-be, hogy azok egyutt maradjanak egy
foltban, majd a letapadast kévetéen ennek a foltnak
a nagysagat monitoroztuk LSC-vel t6bb napon keresz-
tul, FDA festéssel téve lathatova az él6 sejteket. Az
Osszterlilet meghatarozasa az LSC szoftverével tortént,
amely minden olyan eseményt kérbekonturoz, amely-

4. dbra: HEPM sejtek morfoldgidja Fitc-falloidin (aktin filament-z4ld)
és propidium jodid (sejtmag-piros) jeldlést kdvetben,
konfokalis mikroszkoppal vizsgalva.

A bal oldali képen kezeletlen sejtek,

a jobb oldali képen az 1 pg/ml BMP-2-vel kezelt sejtek morfoldgiaja
lathatd. A sejtmembran alatt lokalizal6dé aktin filamentumok kovetik
a sejt alakjat, ami nem valtozott a BMP-2 kezelés hatasara.
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5. dbra: HEPM sejtek proliferaciéjanak valtozasa BMP-2 hatasara
LSC-vel vizsgalva, egy reprezentativ mérés eredményén bemutatva.
(A) Mosaic scan médban mért teljes szkennelési terlletek
mikroszkdpos képei. (B) 1 ug/ml BMP-2-vel kezelt,
illetve kezeletlen sejtcsoportok dsszterlletének valtozasa
a napok szdmanak fliggvényében.

Kilenc nap elteltével a BMP-2 kezelést abbahagytuk.

nek fluoreszcenciaja nagyobb a hattérértéknél, ebben
az esetben a morfoldgiai méréstdl eltérd médon nem
a kulénallé sejteket, hanem az 6sszeérd sejtek csoport-
jat. A kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy harom nap
elteltével a BMP-2 kezelésnek nem volt hatasa, azon-
ban hosszu tavon, tébb mint egy hét elteltével a HEPM
sejtek osztodasara koncentraciofiiggéd médon gatlé ha-
tassal volt a BMP-2. Az LSC mérés soran a kezelt sej-
tekre a 9. naptdl kezdve nem kerilt BMP, de az osz-
tédasuk tendenciajaban ennek hatasara sem jétt 1étre
valtozas. (5. abra)

Az LSC mddszerrel kapott eredményt validaltuk egy
altalanosan hasznalt proliferacios assay-vel, amely az
Alamar blue festék mitokondriumban térténé redukcio-
ja kdvetkeztében kialakuld szinreakcion alapul, melyet
fluoreszcens moédszerrel kvantifikalhatunk. Az eredmé-
nyek megerésitették, hogy a BMP-2 homodimer kon-
centraciofliggé modon gatolta a sejtek proliferacidjat,
ami a harmadik napon még nem volt megfigyelhetd, az
6tédik naptdl kezdédéen azonban a legnagyobb BMP-2

6. abra: HEPM sejtek proliferaciéjanak véltozasa
BMP-2 koncentracid sor hatasara Alamar blue assay-vel vizsgalva.
Az y tengelyen a hattérrel korrigalt fluoreszcencia értékeket abrazoltuk,
a hibasavok harom parhuzamos mérés szérasat (SD) mutatjak.

koncentracioval kezelt sejtek esetén a kisérlet végéig
fennallt, illetve a sejtosztodas mértékében bekdvetke-
zett csOkkenés statisztikailag szignifikansnak bizonyult.
(Statisztikai tesztben szamolt p értékek: p (5. nap) =
0,011; p (7. nap) < 0,001; p (9. nap) =0,002; p (11. nap) =
0,001; p (13. nap) < 0,001) (6. dbra).

Megbeszélés

Eredményeink alapjan haromnapos BMP-2 kezelés ha-
tasdra a sejtek gyorsabb letapadasa volt megfigyelhe-
t6, azonban a morfoldgiaban, illetve a proliferacié mer-
tékében nem tapasztaltunk valtozast. Irodalmi adatok
alapjan a HEPM sejtek differenciaciojat jelentésen be-
folyasolhatja a sejtkultura dimenzidja. Az altalanosan
hasznalt 2D sejtkultiraval ellentétben kimutattak, hogy
3D sejtkulturaban ndvesztve a HEPM sejteket, mar
a harmadik naptol kezdve differenciaciora utalé mo-
lekularis valtozasokat tapasztaltak, példaul endogén
BMP-2 termelés ndvekedése [16]. Ez alapjan az al-
talunk kapott eredmény a 2D fellileten térténé sejtte-
nyésztésnek is lehet a kdvetkezménye.

Proliferacios vizsgalatainkat meghosszabbitva egy hét
utan jelentés csOkkenést tapasztaltunk a sejtosztodas
mértékében, ami a BMP-2 kezelést abbahagyva is meg-
maradt. A proliferacidban tapasztalt valtozas a legna-
gyobb 1 pg/ml BMP-2 koncentraciénal, az 6tédik nap-
tol kezdve statisztikailag szignifikansnak bizonyult. Ezen
megfigyeléseink 6sszhangban allnak az irodalomban
fellelhet6 adatokkal, amelyekben leirtak, hogy a BMP-2
sejttipustdl fliggé modon valdban gatolja a sejtoszto-
dast [3, 9, 21]. Ezek alapjan a BMP-2 homodimernek
volt hatasa a HEPM sejtekre, ami bizonyitja, hogy a ki*
sérletekben hasznalt fehérje funkcioképes volt, igy a ré-
vid id6tartamu, haromnapos kezelés utan kapott ered-
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mény nem a fehérje hibas voltanak kévetkezménye.
Morfoldgiai és proliferacidos méréseink alapjan azt a ko-
vetkeztetést vonhatjuk le, hogy az adszorbealt BMP-2
deszorpcidjanak irodalmi adatok alapjan feltételezett
idétartama [1, 6] in vitro nem elegendé HEPM preosteo-
tasahoz, azonban a proliferacios kisérlet teljes id6tar-
tama alatt tapasztalt sejtosztddasbeli csékkenés arra
utalhat, hogy egy hét utan differencialddasi folyamat kez-
dédott el. Annak igazolasara, hogy legalabb egyhetes
BMP-2 kezelés elsegiti az altalunk hasznalt osteoblast
olyan marker gének expresszios vizsgalatara lesz szlik-
ség, melyek az osteoblastok differenciacidja soran ak-
tivalédnak, példaul Runx-2, BMP-2, osteocalcin, osteo-
nectin, osteopontin, alkalikus foszfataz.

A célkitlizéslinkben leirt vizsgalati médszerekkel
kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt ro-
vid id6szak alatt sejt szinten nem figyelhet6k meg pre-

Vizsgalataink alapjan valészin(Gsithet8, hogy egy olyan
egyszer(i mddszer, amely fellleti adszorpcion alapul,
és gyors hatdanyag kibocsajtast tesz lehetévé, nem
lenne eredményes a BMP-2 fogaszati alkalmazasa-
ra. A csontképzédés hatékony elésegitését olyan ha-
téanyag leado rendszer biztosithatja, mely ellenall az
implantacié soran fellépé mechanikai hatasoknak, va-
lamint hosszu id6én keresztll, azonos koncentracidban
képes BMP-2 molekulak kibocsajtasara.
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Hrusi E, IMRE L, Bacso Zs, Biro S, Jenel A, HEgeDUs Cs

Effect of BMP-2 treatment on the morphology and proliferation of
human embryonic palatal derived mesenchymal preosteoblast cells

In dental implantation missing tooth or teeth are replaced by artificial root. To reduce the time required for the integration
newest trends are the enhancement of bone formation around the implant by bioactive molecules, growth factors. Such
a molecule is bone morphogenetic protein — 2 (BMP-2) accepted by US Food and Drug Administration (FDA).

In these kind of applications effect of BMP-2 is tested in vitro on appropriate cell lines. One of these cell lines is the
osteoblast like human embrionic palatal mesenchymal cell line (HEPM). In our experiments the effect of BMP-2 homodi-
mer treatment was investigated on the differentiation of HEPM cells to osteoblasts reflected by changes in morphology,
and proliferation after a short, 3 days BMP-2 treatment.

Results were showed that after three days BMP-2 treatment facilitates cell attachment on a concentration dependent
manner however changes in cell morphology and proliferation could not be observed.

Continuing the BMP-2 treatment inhibitory effect was measured in cell proliferation, which may refer to cell differen-
tiation.

Key words: HEPM, BMP-2, osteogen differentiation, LSC.
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