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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

ALP   alkaline-phosphatase, alkalikus foszfatáz 

AMP   2-amino-2-metil-1-propanol 

ATP   adenozin-trifoszfát 

BDNF   brain-derived nerve factor, agyi növekedési faktor 

bFGF  basic fibroblast growth factor, bázikus fibroblaszt növekedési 

faktor 

BHA   butil-hidroxi-anizol 

BME   β-merkaptoetanol 

BMSC   bone marrow stromal cell, csontvelői stromális őssejt 

BMPs    bone morphogeninc proteins, csont morfogenikus fehérjék 

BSP   bone-sialoprotein, csont szialoprotein 

cAMP   ciklikus adenozin-monofoszfát 

c-Myc   madár myelocytomatosis vírus onkogén homológ 

CYS   cisztamin 

CYSE   ciszteamin 

DAB   diaminobután  

DAPI    4,6-diamidino-2-phenylindole, 4,6-diamidino-2-fenilindol  

dbcAMP  dibutiril ciklikus adenozin-monofoszfát 

DFSC    dental follicule stem cell, fogzacskó eredetű őssejt 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMF   dimetil-formamid 

DMSO   dimetil szulfoxid 

DOPA   dopamin 

DPSC   dental pulp stem cell, fogbél eredetű őssejt 

DSP   dentin szialoprotein 

ECM   extracelluláris mátrix 

EDTA   etilén-diamino-tetraacetát 

EGF   epidermal growth factor, epidermális növekedési faktor 

FACS  fluorescence activated cell sorting, fluoreszcencia aktivált 

sejtválogatás  
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FCS   fetal calf serum, fötális borjúszérum 

FGF-8   fibroblast growth factor 8, fibroblaszt növekedési faktor 8 

GAG   glükózaminoglikán 

GFAP    glial fibrillaric acidic protein, gliális fibrilláris savas protein 

HSC   haematopoietic stem cells, vérképző őssejtek 

IBMX   3-izobutil-1-metilxantin 

ITS   Insulin-Transferrin-Selenium A 

Klf4   Kruppel-Like faktor 4 

LYS   lizin 

MEM   Minimum Essential Medium, minimális esszenciális médium 

MEMα   Minimal Essential Medium Alpha modification 

MEPE    mátrix extracelluláris foszfoglikoprotein 

MSC   mezenchimális őssejt, mesenchymal stem cell 

NES   nesztin 

NFM    neurofilamentum M 

NGF   nerve growth factor, idegi növekedési faktor 

NT-3   neurotrofin-3 

Oct-4   oktamer-kötő transzkripciós faktor 

PASP   polyaspartic acid, poliaszparaginsav 

PBS   phosphate buffered saline, foszfát pufferelt sóoldat 

PCL   polikaprolakton 

PDL   periodontal ligament, foggyökérhártya 

PDLSC periodontal ligament stem cell, foggyökérhártya eredetű őssejt 

PDT  population doubling time, duplázódási idő 

PFA paraformaldehid 

PGA    propilén-glikol alginát 

PGA   poliglikolsav 

PKA   protein kináz A 

PKC   protein kináz C 

PLA   politejsav 

PPARγ   peroxiszóma-proilferátor aktivációs receptor 

PSI   poliszukcinimid 

DOI:10.14753/SE.2021.2470



 

6 

RGD   arginin-glicin-aszpartát 

SCPL   solvent casting & particulate leaching, oldószeres öntés és 

részecskekioldódás 

SEM   standard error of means, standard hiba  

SHH   sonic hedgehog protein 

SHED stem cells from human exfoliated deciduous teeth, tejfog őssejt 

Sox-2 sex determining region Y-box 2 

TIPS    thermally induced phase separation, hőindukált fázisszétválasztás 

VCAM-1  vaszkuláris sejtadhéziós molekula 

VIM   vimentin 

WST-1   water-soluble tetrazolium salt, vízoldható tetrazólium só 
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1. BEVEZETÉS (IRODALMI HÁTTÉR) 
 

1.1. Bevezetés 

 

Az elhalt vagy elvesztett szövetek pótlása korunk egyik legfontosabb kérdésköre 

az orvostudományban. Ahhoz, hogy az eredetivel pontosan megegyező szöveti struktúrát 

hozzunk létre, számos, meglehetősen sokrétű kémiai és biológai szempontot kell 

figyelembe venni. Ezen szempontok feltárásával és kihasználásával foglalkozik az 

úgynevezett tissue engineering (szövetépítés) technika, amely korábban a bioanyag-

fejlesztés részterülete volt, mára már azonban teljesen külön területté nőtte ki magát a 

regeneratív medicinán belül (1). A szövetépítés lényege, hogy sejtek, szövettámaszok 

(scaffold-ok) és bioaktív molekulák olyan kombinációját hozzuk létre, amely által 

egészséges, funkcionáló szövet jöhet létre.  

A szövetépítés alappillérei az őssejtek, amelyek korlátlan önmegújító képességgel 

rendelkeznek és képesek differenciált utódsejtek létrehozására. Őssejteket izolálhatunk 

felnőtt vagy embrionális szövetekből is, utóbbiak felhasználása azonban etikai és 

technikai problémákat vet fel (2). A regeneratív kutatások középpontjában ezért ma olyan 

mezenchimális őssejtek állnak, amelyek felnőtt szervezetben is megtalálhatóak (3). Ilyen 

multipotens (az ivarsejteken kívül bámilyen felnőtt szöveti sejt létrehozására képes) 

őssejt-csoportot elsőnek a csontvelőben fedeztek fel, azóta azonban több felnőtt 

szövetből, például fog-asszociált szövetekből is sikerült őket izolálni (4). Utóbbiak nagy 

előnye többek között, hogy viszonylag könnyen és nagy számban hozzáférhetőek, magas 

proliferációs aktivitással rendelkeznek és számos sejttípus differenciáltatható belőlük. 

Fog eredetű őssejt izolálható a fogpulpából, az apicalis papillából, a fogzacskóból vagy a 

periodontális ligamentumból is (5). Ezen sejtek tulajdonságainak, viselkedésének pontos 

feltárása, vagyis a sejtek karakterizálása nagyon fontos, hiszen ezen ismeretek határozzák 

meg, hogy a későbbiekben alkalmazhatóak lehetnek-e a regeneratív terápiában, például a 

fogorvoslás területén (6, 7). 

A szervezetben a sejtek között egy őket támogató hálózat, az extracelluláris mátrix 

(ECM) található, amely szénhidrátokból és fehérjékből épül fel. A szövetépítés egyik 

kritikus pontja olyan szövettámaszok létrehozása, amelyek nagymértékű hasonlóságot 

mutatnak a természetes ECM-mel és ezáltal képesek támogatni a sejtek természetes 
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működését. Az ideális szövettámasznak számos kritériumnak kell megfelelnie: lehetővé 

kell tennie a sejtek kitapadását, migrációját, szaporodását, differenciálódását. Elő kell 

segítenie a növekedési faktorok megfelelő helyre való szállítását, valamint az optimális 

tápanyag- és oxigénellátást, ezen felül biokompatibilisnek, biodegradábilisnek kell lennie 

(8). Mivel a különböző sejttípusok eltérő környezetet részesítenek előnyben szaporodásuk 

illetve differenciálódásuk során, ezért fontos a szövettámasz tulajdonságainak eszerint 

történő optimalizálása is (9). 

Jelenleg az irodalomban található szövettámaszok alapvető összetevője 

valamilyen polimer molekula. Mivel a természetes ECM nagyrészt különböző polimerek 

(szénhidrátok, poliaminosavak, fehérjék stb.) háromdimenziós hálozatából épül fel, ezért 

a poli(aminosav) alapú hidrogélek ígéretesek lehetnek szövettámaszként. Mesterséges 

poliaminosav alapú gélek hátránya, hogy előállításuk nehézkes és drága lehet, emiatt 

szövettámaszként való alkalmazásukra kevés példát találunk az irodalomban. 

Kifejezetten fog eredetű őssejtekre fókuszálva poliaszparaginsav alapú hidrogélek 

részvételével pedig kizárólag munkacsoportunk végzett kísérleteket (10, 11). 

Doktori kutatómunkám során ezért különböző mechanikai és kémiai 

tulajdonságokkal rendelkező poliaszparaginsav alapú hidrogél szövettámaszok 

biokompatibilitását vizsgáltam, foggyökérhártya eredetű őssejtek használatával. 

Megfigyeltem különböző keresztkötők (cisztamin, diaminobután, lizin) és a merevség 

módosulásának hatását a sejtek morfológiájára, életképességére valamint differenciációs 

potenciáljára in vitro. Megvizsgáltam ezen kívül a tiol-csoportok, valamint a dopamin 

tartalom változtatásának hatását is a sejtek proliferációjára, migrációjára, illetve 

differenciációjára. Munkám során célom volt a poliaminosav alapú gélek azon kritikus 

paramétereinek feltárása és optimalizálása, melyek ismeretében egy, a regeneratív 

medicinában is alkalmazható szövettámasz hozható létre. 

 
1.2. Szöveti regeneráció a fogorvoslásban 

 
Regenerációról akkor beszélhetünk, ha az elpusztult vagy sérült szövetek, 

struktúrák helyét az eredetivel mind típusában, mind funkciójában teljesen megegyező 

szövet veszi át. Ettől el kell különítenünk azt a lehetőséget, amikor a fentiek nem 

teljesülnek, vagyis nem teljes egészében az eredeti struktúra áll helyre: ilyenkor 

reparációról beszélünk, amire jó példa a hegszövet kialakulása (12). 
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A regeneratív eljárások elsődleges célja, hogy a károsodott szövetek helyén az 

eredeti állapot jöjjön létre, ez azonban összetettebb szövetekben gyakran nehézségekbe 

ütközik. Jó példa erre a parodoncium, vagyis a fogágy struktúrája, amely az ínyből, 

valamint a rögzítő apparátusból (alveoláris csont, gyökérhártyarostok, gyökércement) áll. 

A fiziológiás tapadás barrierfunkciót lát el a fogágy további részeinek védelmére. Két fő 

része különíthető el: íny junkcionális hámsejtjei (hámtapadás) valamint a 

gyökérhártyarostok, vagyis Sharpey rostok (kötőszövetes tapadás). A hámtapadás 

könnyen és gyorsan regenerálódhat oki kezelést követően, a kötőszövetes tapadás 

helyreállítása azonban komoly nehézségekbe ütközik, gyakran éppen a hámtapadás 

túlburjánzása miatt (12). 

A lágyszövetek helyreállításán kívül a keményszövetek, a csont regenerációja is 

fontos, leginkább a fogorvoslás és a traumatológia területén. Ma már számos technika áll 

rendelkezésre, például csontpótló vagy csontnövekedést serkentő anyagok használata 

(13-15), olyan módszer azonban nem került még kifejlesztésre, ami százszázalékos 

biztonsággal garantálja a regenerációt olyan komplex szövetekben, mint amilyen a 

fogágy is. Azonban a szövetek pontos mikrostruktúrájának megismerése, az őket felépítő 

sejtek karakterizálása az elmúlt években lehetővé tette olyan őssejt alapú terápia 

kifejlesztését, amelyek által elérhetővé válhat a teljes regeneráció, és hosszabb távon is 

jó eredményeket érhetünk el akár komplex szövetekben is (16, 17).  

A szövetépítés néven ismertté vált technika a fentebb említett ismereteket 

felhasználva, komplex módon vizsgálja a gyógyulás folyamatát, figyelembe véve mind a 

biokémiai, mind a fizikai, mind a mérnöki alapelveket, tökéletes gyógyulást, vagyis 

regenerációt segítve elő. A technikát eredetileg a szövettranszplantációt követő 

kilökődések számának lecsökkentése céljából fejlesztették ki 1980 tájékán Amerikában. 

Azóta azonban az orvoslás számos területén kutatják és alkalmazzák, így napjainkban 

például a fogászatban, azon belül is az implantológiában, az endodoncia területén és a 

parodontológiában is nagy szerephez jut (1, 18, 19). A fogorvoslás területén való 

térhódítás egyik fontos mérföldköve volt a felfedezés, hogy fog-asszociált szövetekben 

is, például fogpulpában és foggyökérhártyában is találhatóak őssejtek (20-23). 

 

 

DOI:10.14753/SE.2021.2470



 

10 

1.3. Fog eredetű őssejtek és potenciális szerepük a regenerációban 

 
1.3.1. Az őssejtekről általában 

 

Őssejtnek nevezünk minden olyan sejtet, amely korlátlan önmegújító képességgel 

rendelkezik és differenciált utódsejtek létrehozására képes (24). Eredet szerint kétféle 

őssejt-típust különböztetünk meg. A korábban felfedezett típus az embrionális őssejt 

(ESC – Embryonal Stem Cell), míg ennek az érett, felnőtt szövetekben megtalálható 

formája a posztnatális őssejt (2, 4).  

Ezen sejtek elsődleges feladata a felnőtt szövetekben, hogy belső repair, vagyis 

javító rendszerként működjenek, részt vegyenek a megújításban és a gyógyulásban. 

Bizonyos szövetekben, például a csontvelőben az osztódás állandó, a sérült vagy 

elöregedett sejtek pótlása azonnali. Ezeket a szöveteket megújuló szöveteknek nevezzük. 

Más szövetekben a sejtek az idő nagy részében ezen a téren inaktívak és csak speciális 

szignálok hatására kezdenek el osztódni (ilyenek például a szív őssejtjei), ezek az 

állandósult szövetek. A felnőtt őssejtek jellemző tulajdonsága, hogy alapvető 

differenciálódási útvonalukat meghatározza a szövet, amiben találhatóak. Ez alapján 

megkülönböztethetünk például epiteliális (hám), hematopoetikus (vérképző), vagy 

mezenchimális (középső csíralemezből kialakult szövetcsoport) őssejteket. Emellett 

azonban lehetséges, hogy egy adott szövetben megtalálható differenciálódott sejt egy 

teljesen eltérő, érett sejttípussá alakul tovább, a közbenső progenitor állapot kihagyásával 

– ez az ún. transzdifferenciáció jelensége (25). 

Differenciálódási potenciál szerint négyféle őssejt-típust különböztethetünk meg. 

A totipotens őssejt mind intra-, mint extraembrionális szövetek létrehozására képes, ilyen 

például a megtermékenyített petesejt. A pluripotens őssejtek csökkent potenciállal 

rendelkeznek, ugyanis csak intraembrionális szöveteket képesek létrehozni. Ilyen 

sejttípus az embrionális őssejt. A multipotens őssejtek nem képesek ivarsejtek 

létrehozására, azonban bármely más felnőtt szöveti sejt kialakulhat belőlük – ilyen típusú 

sejtek például a fog eredetű őssejtek is. Az unipotens őssejt egyféle sejttípussá tud csak 

differenciálódni, de képes megújulásra, ilyen tulajdonsággal rendelkeznek például az 

izom-őssejtek (26). 

Mind az embrionális, mind a felnőtt őssejtek rendelkeznek előnyös és hátrányos 

tulajdonságokkal, amelyek terápiás felhasználhatóságukat is befolyásolják. A fő 
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különbség, hogy míg az embrionális őssejtek pluripotensek, a felnőtt őssejtek 

mulitpotensek, elsősorban azon szövet sejtjeivé differenciálódnak, amely csíralemezből 

származnak. Jellemző továbbá, hogy az embrionális őssejtek nagyobb számban 

izolálhatóak és korlátlanul fenntarthatóak differenciálatlan állapotban, a felnőtt őssejteket 

azonban transzplantálás során kisebb mértékben utasítja el a szervezet (ez többek között 

immunszuppresszáns hatásuknak köszönhető (27)), ami előnyt jelent a terápiás 

alkalmazás szempontjából. Az embrionális őssejtek további hátránya a felnőtt őssejtekhez 

képest a tumorképző potenciáljuk, illetve az etikai problémák, amiket felvet a használatuk 

(2). Emiatt az elmúlt években könnyen és nagy számban izolálható felnőtt őssejt-típusok 

kerültek a regeneratív kutatások középpontjába. Ilyenek például a középső csíralemez 

szöveteiből (pl. támasztószövetek, izomszövet) származó multipotens mezenchimális 

őssejtek. 

 

1.3.2. Multipotens mezenchimális őssejtek és tulajdonságaik 

 

Ahhoz, hogy egy sejtpopulációról kimondható legyen, hogy multipotens, 

mezenchimális őssejtekből (Mesenchymal Stem Cell, MSC) áll, három kritériumnak kell 

megfelelnie.  

1. Az MSC-k első alapvető tulajdonsága, hogy multipotens differenciációs 

képességgel rendelkeznek: megfelelő in vitro differenciációs körülmények között 

képesek zsír, porc és csontsejtek létrehozására is. (24).  

2. A sejtek műanyag felületekkel szemben adherens tulajdonságot mutatnak, vagyis 

standard körülmények között képesek letapadni a szövettenyésztő edényekre (24).  

3. A tenyészet több, mint 95%-ának ki kell fejeznie bizonyos sejtfelszíni antigéneket 

(például CD-105 (endoglin), CD-73 (ekto 5’-nukleotidáz) és a CD-90 (Thy-1)), 

de fontos hogy a sejtpopuláció ne fejezzen ki 2%-nál magasabb mértékben 

hematopoetikus markereket (például CD-45 (pán-leukocyta marker), a CD-34 

(primitív hematopoetikus és endothel-marker), a CD-14 és CD-11b (monocyta és 

makrofág markerek), CD-79α és CD-19 (B-sejt markerek) és a HLA-DR marker) 

(24).  

Amennyiben az adott sejtpopuláció mutatja a három alapvető kritériumot 

(multipotens differenciációs potenciál, adherens tulajdonság és a megfelelő markerek 
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megléte illetve hiánya), akkor kimondhatjuk, hogy multipotens MSC populációról van 

szó (24). 

Multipotens mezenchimális őssejtek számos felnőtt szövetből izolálhatóak, ezek 

közül azonban az egyik legkönnyebben hozzáférhető és számos előnyős tuljadonsággal 

rendelkező forrást a maradó és tejfogak, valamint a fog körüli szövetek jelentik (6). 

 

1.3.3. Fog eredetű őssejtek típusai és tulajdonságai 

 

Az elmúlt két évtizedben számos felnőtt szövetben találtak mezenchimális 

őssejtforrásokat, többek közt fog-asszociált szövetekben is (3, 4, 28). A kutatások 

nyilvánvalóvá tették, hogy például fogpulpából és parodontális ligamentumból is 

izolálható magas proliferációs aktivitással rendelkező, önmegújító, klonogén 

tulajdonságú sejt (1. ábra). Ezen sejtek multipotens differenciációs képességekkel bírnak, 

sejtfelszíni markereik pedig a legtöbb esetben azonosítottak. 

 
1. ábra 

Fog eredetű őssejtek és forrásaik. DFSc: Dental Follicule Stem Cells, Fogzacskó 
eredetű őssejt.  SHED: Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth, Tejfogpulpa 

eredetű őssejt. DPSCs: Dental Pulp Stem Cells, Fogpulpa eredetű őssejt. PDLSCs: 
Periodontal Ligament Stem Cells, Foggyökérhártya eredetű őssejt.  SCAP: Stem Cells 

from Apical Papilla, Apikális papillából származó őssejt. (29) 
 

Az elsőként felfedezett fog eredetű őssejt-típus a fogpulpa eredetű őssejt (DPSC - 

Dental Pulp Stem Cell) amelyet Gronthos és munkatársai izoláltak elsőként (23). 
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Differenciációs potenciáljuk hasonló a csontvelői őssejtekéhez, kolóniaképző 

frekvenciájuk és a sejtek proliferációs aktivitása kiemelkedő. Egyik legfontosabb 

tulajdonságuk az odontoblaszt-képző (dentin képzésért felelős sejt) potenciáljuk: képesek 

in vitro polarizált, odontoblaszt-fenotípust mutató sejtek és mineralizációs gócok 

létrehozására. Differenciáltathatóak ezen felül oszteogén, adipogén, neurogén és miogén 

irányba in vivo. Hidroxiapatittal és trikalcium-foszfáttal összekeverve képesek a dentin-

pulpa komplex létrehozására in vivo: a DPSC-k egy vaszkularizált, pulpa-szerű szövetet 

hoznak létre, amelyet vékony rétegben dentin-szialoproteint expresszáló odontoblaszt-

szerű sejtek vesznek körbe (30-32). 

A DPSC-k rendelkeznek immunmodulációs hatással is: in vitro gátolják a T és B-

sejt proliferációt, valamint csökkentik a Natural Killer és dendritikus sejtek aktivitását is, 

sejt-sejt interakciókon vagy szekretált faktorokon keresztül (28, 33). A DPSC-k 

immunfenotípusát több csoport is vizsgálta, azonban az eredmények helyenként eltérnek 

egymástól. Megegyeznek azonban abban, hogy a DPSC-k az oszteogén antigének közül 

kifejezik az oszteokalcin, oszteonektin, DSP (dentin szialoprotein) és MEPE (matrix 

extracelluláris foszfoglikoprotein) markereket; neurogén markerek közül a NFM 

(neurofilamentum M) és a GFAP (Glial Fibrillaric Acidic Protein) markereket (34); 

kifejezik ezen felül a CD-13 (membrán alanil-aminopeptidáz), CD-29 (integrin-β1), CD-

44 (migrációt és adhéziót befolyásoló sejtfelszíni glikoprotein), CD-105 (endoglin), CD-

117 (c-kit, őssejt növekedési faktor receptor), CD-146 (melanoma sejtadhéziós 

molekula)(34), VCAM-1 (vaszkuláris sejtadhéziós molekula 1), kollagén-I, kollagén-III, 

és FGF-2 (fibroblaszt növekedési faktor) markereket(23) valamint bizonyos százalékban 

a STRO-1-et (az elsőként a csontvelői sztróma sejtekből izolált mezenchimális marker) 

is (35). Negatívak a CD-14, CD-34, CD-45, MyoD (izomdifferenciációs gén), kollagén-

II, BSP (csont szialoprotein) és PPARγ (peroxiszóma-proilferátor aktivációs receptor) 

markerekre (5, 34-36). 

2003-ban Miura és munkatársai sikeresen izoláltak tejfog-pulpa eredetű őssejteket 

(SHED - Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth) (20). Ezek a sejtek szintén 

több irányú differenciációs (adipogén, neurogén, miogén, kondrogén) képességgel 

rendelkeznek és proliferációs potenciáljuk meghaladja mind a pulpa, mind a csontvelő 

őssejtekét. Számos neuronális markert expresszálnak (β-3 tubulin, Tau, NeuN, NFM, 

GFAP) (37). Habár közvetlenül nem képesek oszteoblasztok létrehozására, in vivo 
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oszteoinduktív tulajdonságot mutatnak és elősegítik a csontképződést. Dentin-pulpa 

komplex létrehozására képtelenek, de odontoblaszt-szerű sejtek és dentin-szerű struktúra 

létrejöhet belőlük in vivo (38, 39). A sejtek különlegessége, hogy olyan embrionális 

markereket is kifejeznek, mint a Oct-4 vagy a Nanog (40). Expresszálják ezen kívül az 

oszteogén MEPE, oszteokalcin és DSP markereket, valamint a CD-29, CD-73 (5’-

nukleotidáz), endosztatin, bFGF, FGFR3 (20), SSEA-3, SSEA-4 (fázis-specifikus 

embrionális antigén)(40) és néhány esetben a CD-146 és CD-106 (VCAM-1) markereket 

(5, 41, 42). 

Egy évvel a tejfog-pulpa eredetű őssejtek izolálását követően publikálták 

eredményeiket Seo és munkatársai a parodontális ligamentum eredetű multipotens 

őssejtekről (PDLSC - Periodontal Ligament Stem Cell) (22). A PDLSC in vitro számos 

irányba (adipogén, neurogén, oszteogén, kondrogén) differenciáltatható őssejttípus (22, 

35). A PDLSC-k a DPSC-khez hasonlóan immunmoduláns hatással is bírnak: in vitro 

gátolják a T és B-sejt proliferációját, valamint csökkentik a Natural Killer és dendritikus 

sejtek aktivitását is (33). In vivo képesek PDL-szerű struktúrát kialakítani, és 

cementképző potenciáljuk van: a kialakított komplex struktúra egy vékony, cement-szerű 

rétegből, kondenzált kollagén-szálakból és PDL-szerű sejtekből áll. A kollagén-szálak 

képesek összekapcsolódni az újonnan formálódott cement-szerű struktúrával, a Sharpey-

rostokat utánozva (22) (2.ábra).  

 
2. ábra 

Transzplantált PDL eredetű őssejtek képe hidroxiapatit trikálcium foszfát (HA) layer-
en. A kollagén-szálak (sárga szaggatott vonal) összekapcsolódnak az újonnan 
formálódott cement-szerű struktúrával (C), a Sharpey-rostokat utánozva. (25) 
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A PDL eredetű őssejtek kifejezik az oszteogén markerek közül az ALP (alkalikus 

foszfatáz), BSP, MEPE és oszteokalcin markereket, valamint bizonyos pluripotens és 

embrionális markereket is mint a SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, 

SOX2 és a REX1 (22). Kifejezetten magas mértékben expresszálják az ín-specifikus 

transzkripciós faktort, a Scleraxist. Kifejezik ezen felül a CD-13, CD-29, CD-44, CD-59, 

CD-106 és STRO-1 markereket is (5, 22, 43, 44). 

Morsczeck és munkatársai később fogzacskóból izoláltak őssejteket (DFSC, Dental 

Follicule Stem Cell), amelyek in vitro adipogén, oszteogén és neurogén irányba is 

differenciáltathatóak (21). A sejtek tipikus fibroblaszt-szerű morfológiát mutatnak, 

könnyen izolálhatóak elő nem tört bölcsességfogakból, s különlegességük, hogy olyan 

idegi markereket is azonosítottak a felszínükön, mint például a nesztin, vagy a notch-1. 

In vivo rostos szövetből álló struktúrát hoznak létre, nem sikerült azonban esetükben 

dentin, cement vagy csont-formációt megfigyelni. Kifejezik az oszteogén markerek közül 

a BSP-t és az oszteokalcint, expresszálják továbbá kollagén-I, és FGFR1 IIIC markereket, 

negatívak azonban a hematopoetikus CD-34, CD-45 és HLA-DR markerekre (5, 21, 35). 

A legkésőbb felfedezett fog-asszociált őssejt-típus az éretlen fogak apikális 

papillájából származó őssejt (SCAP – Stem Cells from Apical Papilla) (45). Az apikális 

papilla a növekedésben lévő fog gyökerének csúcsán található, s csak az erupció előtti 

időszakban hozzáférhető. Mivel az apikális papilla a későbbiekben átalakul gyökéri 

pulpává, kérdéses, hogy a SCAP sejtek prekurzorai lehetnek-e a DPSC-knek, ez további 

kutatás szükségességét veti fel. A SCAP sejtek szerepe természetes körülmények között 

a foggyökér szöveteinek kialakításában van. A SCAP sejtek két olyan gént is magas 

szinten expresszálnak, amely a sejtproliferáció modulálásában vesz részt, ezek a survivin 

és a telomeráz, aminek köszönhetően proliferációs potenciáljuk kiemelkedően magas, 

ezáltal erős szövetregeneráló hatással bírnak. Ezek a sejtek in vitro képesek oszteogén 

valamint adipogén irányba differenciálódni. In vivo képesek a dentin-pulpa komplex 

létrehozására, a DPSC-khez hasonlóan. Különleges tulajdonságuk, hogy neurogén 

indukció nélkül is kifejeznek számos neurogén markert, ilyen a nesztin, β2-tubulin és 

GFAP (46).  Kifejezik az oszteogén markerek közül az ALP, BSP, DSP, MEPE valamint 

a CD-24, bFGF, Flg, MUC18 markereket is (45). A CD-34 és CD-45 hematopoetikus 

markerre ezek a sejtpopulációk is negatívak (5, 47).  
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Fentebb láthattuk, hogy a fog eredetű őssejtek magas proliferációs aktivitással 

rendelkeznek, valamint in vitro és in vivo differenciációs képességük is meglehetősen 

sokrétű, éppen ezért az elmúlt években a sejtek karakterizálását követően a kutatások már 

a potenciális alkalmazási lehetőségek felé irányulnak (17, 48, 49). 

 

1.3.4. Fog eredetű őssejtek alkalmazási lehetőségei a regeneratív terápiában 

 

A fog eredetű őssejtek alkalmazására több lehetőség kínálkozik mind a 

fogorvoslás, mind pedig az általános orvoslás területén. A fogorvosláson belül a 

pulparegeneráció az egyik legérdekesebb aspektus. Gyerekfogászatban, még nem 

záródott apexű (gyökércsúcsú) de traumán átesett éretlen fogakon alkalmazzák például 

azt a módszert, hogy a gyökéri pulpa eltávolítását követően egy apró tűszúrással 

apikálisan vérszivárgást indukálnak, ezzel mobilizálják a fogban és az apikális papillában 

található őssejteket. Ezáltal olyan, pulpához nagyon hasonlító szövet jöhet létre a fogban, 

ami által az apex záródása befejeződhet. A módszer a regeneratív endodoncia nevet viseli 

(50). 

A másik, fogorvosláson belüli igen fontos terület a parodontológia (amely a 

fogágy egészségével foglalkozó szakág), ugyanis a csontvesztés megállítása, esetleges 

visszafordítása nagyon lényeges cél. Kl és munkatársai autológ (saját) PDL őssejtek 

hatását vizsgálták a csontdefektusokra, és esettanulmányuk szerint az őssejtek in vivo 

elősegíthetik a csontfejlődést (51). A periimplantitisz következtében létrejött csontvesztés 

és ennek a regenerációja kapcsán szintén folyt kutatás ligamentum-őssejtek 

alkalmazásával. Az eredmények azt mutatják, hogy habár létrejött a gyógyulás, nem 

tapasztaltak szignifikáns különbséget a kontroll csoport (szemipermeábilis membrán és 

koagulum) és az őssejteket is tartalmazó csoport (kollagén scaffold és PDLSC-k) között 

(52). Ezen felül ígéretes eredmények születtek DPSC sejtek esetében, kraniofaciális 

csontdefektusok gyógyulásának vonatkozásában is (53). 

A SHED és DPSC őssejtek csont irányú differenciációs képességük mellett 

kiemelt neurogén differenciációs potenciállal rendelkeznek, éppen ezért számos kutatás 

irányul az ilyen jellegű regeneratív potenciáljuk kihasználására (54). Mindkét sejttípus in 

vivo neuroprotektív hatást mutatott gerincvelő átmetszést követően (48), illetve 

nemrégiben elindult egy tanulmány is, amelynek során stroke-on átesett betegeken 
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vizsgálják DPSC-k regeneratív hatásait. A kutatás TOOTH (The Open study Of dental 

pulp stem cell Therapy in Humans, Nyílt vizsgálat a pulpa eredetű őssejtek humán 

terápiás hatásairól) néven indult 2016-ban és jelenleg is folyik (55). A DPSC-k korábbi 

állatkísérletek szerint cerebrális transzplantációt követően elősegítik az endogén idegi 

progenitorok migrációját és proliferációját, valamint pozitív hatással vannak a 

vaszkulogenezisre is (56). A DPSC-k in vitro dopaminerg neuronok létrehozására is 

képesek, amely a Parkinson-kór vonatkozásában egy igen lényeges felfedezés, hiszen 

lehetőséget teremthet a betegség során elpusztuló dopaminerg neuronok pótlására (57). 

Az előzőekben ismertetett terápiák mellett a fog eredetű őssejtek 

immunszuppresszív potenciálja is jelentős, mely számos területen kihasználható. 

Autoimmun encephalomyelitis (58), akut respiratorikus distress szindróma (59), 

rheumatoid arthritis (60) valamint szisztémás lupus erythematosus (61) kezelése során is 

bíztatóak az eredmények, amelyeket a sejtek immunmodulátor hatásának tulajdonítanak 

(28). A DPSC és SHED sejtek képesek ezen felül inzulintermelő, hasnyálmirigy 

szigetsejt-szerű struktúrákat is létrehozni, ami immunmodulátor képességükkel együtt 

ígéretessé teszi őket a diabétesz sejt-terápiájában is (62). 

Mindezek mellett a DPSC-knek fontos szerepe lehet a későbbiekben miokardiális 

infarktuson átesett betegek gyógyításában is: in vivo kísérletekben ugyanis csökkentették 

az infarktusos terület méretét, elősegítették az angiogenezist és jelentős javulást 

indukáltak a szívműködésben is (63). 

A PDL őssejtek lehetséges szerepére ínregenerációban nemrégiben született egy 

in vivo tanulmány. Ennek kapcsán világossá vált, hogy a sejtek elősegítik a szövetérést, 

növelik a kollagénszálak szervezettségét, valamint a megfelelő sejtmorfológia 

kialakulását is Achilles-ín átmetszést követően patkányokban (64).  

Egy 2017-es in vivo kutatás szerint PDL őssejtek képesek retina-degenerációs 

megbetegedésekben a fotoreceptor-vesztés késleltetésére, valamint a retinastruktúra és 

retinafunkciók megőrzésére (49). 

Látható tehát, hogy számos területen kaphat teret a fog eredetű őssejtek 

alkalmazása. A legtöbb esetben azonban pusztán a sejt implementációja nem elég: 

szerkezeti elemek, illetve biológiai mediátorok is szükségesek a megfelelő eredmény 

eléréséhez. Szövetek pótlásánál, regenerálásánál ugyanis rendkívül fontos, hogy olyan 
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háromdimenziós környezetet biztosítsunk a sejtek számára, amely - utánozva a fiziológiás 

állapotokat - megfelelő körülményeket teremt a növekedésükhöz és szaporodásukhoz. 

 

1.4. Szövettámaszok 

 

A sejtek természetes körülmények között a sejtközötti állományban, az ún. 

extracelluláris mátrixban (ECM) vannak jelen, amely fehérjékből és szénhidrátokból 

felépülő komplex hálózat. Az ECM elsődlegesen kollagénszálak rostos hálójából áll, 

alátámasztást nyújt a sejteknek és biztosítja a szövet megfelelő szakítószilárdságát. Az 

elasztin teszi lehetővé a mátrix nyújthatóságát, a proteoglikánok pedig vízmegkötő 

képességükkel és kompressziós stabilitás biztosításával járulnak hozzá a rendszerhez. 

Számos glikoprotein is található még a mátrixban, melyeknek a sejtadhézió és migráció 

irányításában van szerepe (65). Az ECM alapvető feladata tehát, hogy szerkezetet, 

támaszt adjon a sejteknek, de ezen felül számos biológiai folyamat szabályozásában is 

részt vesz, mint például az embrionális fejlődés, a véralvadás, a gyulladás vagy az 

angiogenezis. Az ECM szerkezete a környezethez alkalmazkodva folyamatosan változik, 

lebontásáért a mátrix metalloproteázok felelősek, újraképződésének iránya pedig mindig 

az adott fiziológiás körülmények függvénye (66). 

Ahhoz, hogy a regenerációs terápia folyamán komplex szöveti struktúra 

alakulhasson ki, olyan szerkezeti elem alkalmazása szükséges, amely a sejtek 

proliferációját, migrációját esetleges differenciációját segíti elő, illetve támaszként és 

rögzítőként szolgál. Ezeket az anyagokat együttesen szövettámaszoknak nevezzük (67). 

Mivel a sejtek szaporodása és differenciálódása az élő szervezetben az ECM-ben 

játszódik le, ezért a szövettámaszoknak ehhez minél hasonlóbb mikrokörnyezetet kell 

kialakítaniuk. Az ideális szövettámasznak emiatt számos tulajdonsággal kell 

rendelkeznie: lehetővé kell tennie a sejtek kitapadását, migrációját, szaporodását, a 

növekedési faktorok megfelelő helyre való szállítását, valamint az optimális tápanyag és 

oxigénellátást, ezen felül biokompatibilisnek és biodegradábilisnek kell lennie. Mivel a 

különböző sejttípusok eltérő környezetet részesítenek előnyben szaporodásuk illetve 

differenciálódásuk során, ezért az előzőekben említett tulajdonságok optimalizálása az 

adott sejttípushoz szintén fontos feladat (9). 
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A szövettámaszok fizikai és kémiai tulajdonságai nemcsak a sejtek, hanem a 

befogadó környezet szempontjából is lényegesek. A szövettámasz mechanikai 

tulajdonságait úgy kell kialakítani, hogy kompatibilis legyen az őt körülvevő szövetekkel, 

de ellenálljon az esetlegesen fellépő stresszhatásoknak. A szövettámasz anyagának 

kiválasztása függ a kívánt eredmény fizikai és kémiai sajátságaitól, befolyásolhatja az 

adott szövet reológiai viselkedése, mechanikai tulajdonságai, felületi érdessége, 

porozitása, vagy akár a kialakuló bomlástermékek is (19). A szövettámaszok ezen 

tulajdonságai a sejtek differenciációs útvonalát, ezáltal a szövet kialakulását is 

befolyásolhatják. A letapadás során a sejtek mechanikus visszajelzést kapnak a 

környezetükből mechanotranszdukció útján, amire a citoszkeleton és a morfológia 

megfelelő változásával reagálnak (68). Csontszövet képzésekor a merevebb szövettámasz 

a megfelelő választás, ha azonban a kívánt struktúra lágyszövet, rugalmas vagy 

viszkoelasztikus szövettámasz használata az előnyösebb (69, 70).  

A szövettámasz porozitásának mértéke szintén fontos faktor lehet a 

szövetregeneráció kialakulásának folyamatában. A pórusok nagysága és mennyisége 

lényeges a permeábilitás szempontjából, ami hatással van a sejtek kitapadására, a 

tápanyagok diffúziójára és a szövetek benövésének mértékére. A pórusméret növelése 

pozitív hatással van a sejtek növekedésére, csökkentheti azonban a szövettámasz 

szilárdságát (71-73). Hogy milyen célra pontosan milyen pórusméret az ideális, azt 

Annabi és munkatársai határozták meg: neovaszkularizációra a megfelelő méret 5 µm, a 

hepatociták növekedésére 20 µm, felnőtt emlős bőr regenerálására 20-125 µm, a csont 

regenerálására pedig 100-350 µm (71). 

A biodegradábilitás szintén fontos faktor lehet a regeneratív terápia során. Ebből a 

szempontból felszívódó és nem felszívódó szövettámaszokat különböztethetünk meg. 

Ideális esetben a szövettámasz lebomlik, szinkronban az új szövet formálódásával. A 

bomlás során nem képződhet toxikus termék, a bomlástermékeknek pedig minél 

gyorsabban fel kell szívódniuk, hogy az immunválasz kialakulásának lehetőségét 

minimálisra csökkentsük. A degradáció nem változtathatja meg szignifikánsan a 

természetes pH-t sem, mert nagymértékű csökkenés vagy növekedés veszélyezteti a 

környező szöveteket és sejteket (74). Az irodalomban éppen ezért nagyon sokféle anyagot 

találhatunk szövettámaszként, ezek közül kiemelkednek azok, amelyeknek az alapvető 

összetevője valamilyen természetes vagy szintetikus polimer molekula (9). 
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Természetes anyagok közül elsősorban az extracelluláris mátrix alkotóelemei 

alkalmasak szövettámaszok kialakítására. A kollagén, a fibrin, a poliszacharidok és a 

glükózaminoglikánok (GAG) is alkalmazhatóak a sejtek számára szövettámaszként, 

előnyük, hogy megfelelő kémiai környezetet alakítanak ki a sejtek számára. Kihívást 

jelent azonban, hogy nehéz reprodukálható struktúrát előállítani belőlük, és a mechanikai 

tulajdonságaik is gyengék, ezért például az ortopédia területén, ahol nagyobb terhet kéne 

viselniük, limitált a felhasználhatóságuk. Természetes poliszacharidokat, mint az alginát, 

a dextrán vagy a cellulóz, illetve ezekre épülő struktúrákat egyaránt alkalmaznak 

szövettámaszként, például gingivából származó mezenchimális őssejtek, vagy 

csontszövet esetén (75-77). 

A szintetikus polimerek használatának több előnye is van a természetes 

eredetűekkel szemben, mint például a reprodukálható előállításuk, pontosabban 

megtervezhető kémiai és fizikai tulajdonságaik, azonban sokszor nem biodegradábilisek, 

illetve bomlástermékeik alacsony biokompatibilitással rendelkeznek (78). Gyakran 

használt szintetikus szövettámaszok a poliészterek, poliuretánok és poliéterek. Előbbire 

példa a politejsav (PLA), a poliglikolsav (PGA) és a polikaprolakton (PCL), amelyeknek 

előnye biodegradábilitásuk, valamint, hogy bomlástermékeik a szervezetben előforduló 

természetes anyagok, ezáltal kiürülésük könnyű és gyors (79).  

A mesterséges szövettámaszok egy speciális csoportját képezik a hidrogélek, 

amelyek vizsgálatára az elmúlt évtizedekben számos kutatás irányult (80-83). Ennek oka, 

hogy a hidrogélek mind struktúrájukban, mind összetételükben hasonlítanak a 

természetes ECM-re, amely kiemelten alkalmassá teszi őket az őssejtekkel közös terápiás 

alkalmazásra. (84). 

 

1.4.1. Hidrogélek szövettámaszként történő alkalmazása 

 

A hidrogélek kétkomponensű rendszerek, amelyek egy polimer térhálóból és az 

ezt kitöltő folyadékból (víz vagy vizes oldat) állnak. A folyadék kifeszíti a térhálót, tartást 

biztosítva a rendszernek, míg a térháló a folyadékot magába zárva megakadályozza annak 

spontán kifolyását. A hidrogélek tehát rendelkeznek a folyadék és a szilárd 

halmazállapotú anyagok tulajdonságaival is (72). 

 Az alapján, hogy a polimer térhálót milyen kötések tartják össze, különféle 
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géleket különböztethetünk meg. Amennyiben a polimer láncok között kovalens kötések 

vannak jelen, kémiai hidrogélről beszélünk. Ezek a kötések kialakíthatóak egyrészt 

keresztkötő molekulákkal (pl.: polivinil-alkohol keresztkötése glutáraldehiddel), vagy a 

polimerizációs folyamat során kialakuló elágazásokkal (pl.: polietilén-imin) (85). A 

másik típus a fizikai hidrogél. Ez esetben a van der Waals erők, hidrogénkötés, ionos 

kötés, micella vagy kristályképződés, vagy ezek kombinációi szerepelnek összetartó 

erőként. Ezek a másodrendű kötések hő hatására felbomlanak, így a fizikai hidrogélek 

instabil rendszerek, ellentétben a kémiai kötést is tartalmazó gélekkel. Bizonyos gélekben 

megtalálható mind a két kölcsönhatás típus, ezeket attól függően, hogy melyik 

kölcsönhatás a domináns, fizikai-kémiai, illetve kémiai-fizikai géleknek nevezzük (8, 

85). 

A hidrogélek csoportosítása ezen felül történhet például anyaguk, töltésük, 

degradábilitásuk vagy szerkezetük alapján is. Anyaguk alapján beszélhetünk szintetikus 

vagy természetes, töltésük alapján pedig semleges, kationos, anionos vagy amfifil 

gélekről. Szerkezet alapján megkülönbözethetünk amorf vagy szemi-kristályos géleket, 

valamint homopolimer, kopolimer, blokk-kopolimer vagy multipolimer hidrogéleket, 

lebomlási tulajdonságaik alapján pedig degradábilis vagy nem degradábilis géleket. 

Háromdimenziós szerkezetük alapján elkülöníthetünk mátrix, film, membrán, 

mikrogömb és makrokapszula hidrogéleket is (8, 67, 72). 

A hidrogélek kémiai, fizikai, reológiai és diffúziós tulajdonságai több 

hasonlóságot is mutatnak az élő szervezeteket felépítő szövetekkel és a sejt közötti 

állománnyal, ami alkalmassá teheti őket szövettámaszként való használatra (8). Ilyen 

paraméter például a magas víztartalom és a lágyszövetekhez hasonló viszkoelasztikus 

tulajdonság. Emellett a kémiai gélek a környezet paramétereinek megváltozására 

válaszreakciót mutatnak, ami különösen a sejt – ECM kommunikáció megvalósulása 

szempontjából fontos (86). Alaktartóak, deformálhatóak, de képesek formájuk megtartása 

mellett az adott anyagra jellemző mértékig duzzadni. A sejtek migrációja, és a 

tápanyagok, valamint az oxigén diffúziója is megvalósulhat bennük. Emellett 

biokompatibilisek valamint biodegradábilisek lehetnek, az alap-polimer tulajdonságaitól 

függően. Bizonyos típusaik létrehozhatóak injektálható formában is, és könnyen 

köthetőek rájuk különböző hatóanyagok, ezért alkalmazásuk a gyógyszer-célbajuttatás és 

a szövetépítés területén is eredményesnek ígérkezik (13, 72, 87, 88). (3. ábra) 
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3. ábra 
A hidrogélek makroszkópos és mikroszkópos szerkezete, és a hatóanyag konjugáció 

lehetősége (89)  
 

Az ECM-hez való kémiai hasonlóság, ahogy fentebb említettem, növelhető a 

polimer összetételének gondos kiválasztásával: a hidrogél előállításához érdemes lehet 

aminosav alapú polimert alkalmazni, hiszen az ECM alapját képező fehérjék és 

poliaminosavak is aminosavakból épül fel, ezáltal a hasonlóság tovább növelhető (90). 

Az ilyen típusú polimerek további előnye, hogy ezek a polipeptidek feladatuk végeztével 

a szervezetben is megtalálható aminosavakra bomlanak, ami biztosítja a 

biokompatibilitást és biodegradábilitást.  

A különböző keresztkötők alkalmazásával, valamint a polimer láncon végzett 

módosításokkal kialakíthatunk olyan csoportokat a gélben, amelyek növelik a sejtek 

adhézióját (például RGD (arginin-glicin-aszpartát) peptidszekvencia) (84, 91, 92). Az 

RGD-szekvencia a szervezetben igen gyakran (például a kollagénben is) megtalálható 

tripeptid szakasz, amely az integrin típusú receptorokon keresztül elősegíti a 

sejtkapcsolódást és ezen keresztül közvetve a proliferációt és differenciációt (92). Ez 

biológiai szempontból rendkívül fontos, hiszen a sejtekkel való kommunikáció ezeken a 

kötőhelyeken keresztül valósulhat meg igazán. Kollagén és fibrin hidrogéleknél ez 

relatíve egyszerű, hiszen ilyenkor a felület eleve tele van potenciális kötőhelyekkel. Más 
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szintetikus géleknél (például agaróz vagy alginát) azonban ezek nincsenek meg, így 

valamilyen oligopeptid, például az előbb említett RGD-szekvencia beépítésével 

biztosítják a kötőhelyek meglétét. Számos más molekula is beépíthető a hidrogélekbe, 

attól függően, hogy mi a cél: ha például csontszövet formálásának irányába kívánunk 

elmenni, úgy kalcium és foszfát ionok kombinált beépítése, alkalikus foszfatáz enzim 

hidrogélhez kötése ajánlott. Ezek hatását savas peptidek és a megfelelő növekedési 

faktorok (BMP-2, PDGF, FGF-2) beépítésével lehet növelni (93, 94).  

A hidrogélek merevsége a sejtek adhéziójára, vándorlására és differenciációjára is 

hatással van. A gélek merevsége a kifejezetten lágytól (0,1 kPa alatt) a kiemelten merevig 

(kb. 500 kPa) terjedhet. Attól függően, hogy mi a preferált differenciációs irány, más és 

más gélmerevséget érdemes alkalmazni (84). A merevség változtatható a polimer 

molekulák között létrehozott keresztkötések mennyiségével, illetve a polimer molekula 

hosszának változtatásával egyaránt. Emellett, az anyagon belül inhomogenitást 

létrehozva az anyag merevségében, befolyásolható a sejtek migrációs útvonala (95). 

Látható tehát, hogy a hidrogélek számos olyan tulajdonsággal rendelkeznek, 

amelyek alkalmassá teszik őket a regeneratív terápiában való alkalmazásra, s ezen 

tulajdonságok könnyen testre is szabhatóak attól függően, hogy milyen sejttípussal 

kívánjuk őket alkalmazni, illetve milyen szövet létrehozása a cél. A fogorvoslás területén 

például parodoncium, valamint csontdefektusok regenerációjának van kiemelt 

jelentősége (100) (4. ábra), amire a hidrogélek és fog eredetű őssejtek kombinálása 

alkalmas módszer lehet. 

4. ábra 
Szövetépítés hidrogélek és őssejtek felhasználásával a fogorvoslásban (96) 
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In vitro kísérletekre hidrogélek és fog eredetű őssejtek kapcsán csak néhány példát 

találhatunk a szakirodalomban. Galler és munkatársai eredményei szerint DPSC es SHED 

sejtek képesek proliferálni és differenciálódni amfifil, peptid hidrogélek belsejében (97), 

SHED sejtek pedig magas életképességet és migrációs potenciált mutatnak multidomén 

peptid hidrogélekben (98). A munkacsoport további eredményei szerint a DPSC és PDL 

őssejtek képesek megtapadni és szaporodni polietilén-glikol tartalmú, fibrin alapú 

hidrogéleken, és oszteogén aktivitás is megfigyelhető volt mindkét sejttípus esetében 

(99). Diniz és munkatársai kísérletei során DPSC sejtek magas proliferációs rátát és 

oszteogén, valamint adipogén differenciációs aktivitást mutattak Pluronic® F-127 

(polietilén-oxid, polipropilén-oxid és polietilén-oxid tri-blokk kopolimerjei) 

hidrogélekbe ágyazva (100). Egy másik kísérlet során DPSC őssejtek esetében 1-es és 2-

es típusú kollagén hidrogél szövettámaszokat hasonlítottak össze, amelynek során 

mindkét típus megfelelőnek mutatkozott a sejtek tenyésztésére és kondrogén irányú 

differenciáltatására (101). Vizsgálták PDL őssejtek proliferációs és differenciációs 

potenciálját hialuronsav-alginát hidrogéleken (102), valamint BMP2-t tartalmazó metoxi-

polietilén hidrogéleken (103) és háromrétegű nanokompozit hidrogéleken is (104). Előbbi 

kísérlet a kondrogén, utóbbi két kutatás oszteogén irányra koncentrált, és minden esetben 

sikerült kimutatni a kontroll csoporthoz képest magasabb differenciációs aktivitást.  

A hidrogélek általános orvosi alkalmazására is több példa akad az irodalomban: 

készítenek belőlük például hatóanyag-szállító rendszereket, amelyek különleges 

tulajdonsága, hogy képesek elnyújtott és kontrollált hatóanyag-leadásra. Készülnek 

belőlük továbbá implantátumok is, mesterséges bőr, keményszöveti protézisek vagy 

membránok mesterséges szervekbe (87, 105-108). 

 

1.4.2. Poliaszparaginsav (PASP) alapú hidrogélek 

 

A hidrogélek alkalmazhatóságának, hasonlóan más szövettámaszokhoz, fontos 

feltétele a biokompatibilitás és a biodegradábilitás. Emiatt találunk egyre több példát 

poliaminosav alapú hidrogélek alkalmazására, amelyek speciális csoportját jelentik a 

poliaszparaginsav alapú hidrogélek (109).  

A poliaszparaginsav (PASP) egy szintetikus, biodegradábilis poliaminosav. Utóbbi 

tulajdonsága abból adódik, hogy az aszparaginsav monomer egységei peptid kötéssel 
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kapcsolódnak egymáshoz, amely kötés a szervezetben megtalálható több enzim által is 

felbontható. A felhasználási területe meglehetősen széles körű, orvosi alkalmazási 

lehetőségek között van a szövettámaszként, illetve a célzott hatóanyagszállítás céljára 

való felhasználás is (110).   

A PASP regeneratív terápiában való alkalmazása ígéretes, hiszen pozitiv hatással 

bír keményszöveti sejtek túlélésére, letapadására: ezt bizonyítja Cai és munkatársai 

kutatása, akik politejsav filmeket módosítottak PASP segítségével, majd patkány 

oszteoblasztokat tenyésztettek a felületen. Eredményeik szerint a PASP nem csak a sejtek 

prolifererációját és életképésségét, de oszteogén differenciációs potenciálját is elősegíti 

(111). Összecseng ezzel Liu és munkatársai vizsgálata is, akik szintén PASP módosított 

szövettámaszok biokompatibilitását vizsgálták patkány csontvelői őssejtek segítségével. 

A szövettámaszok támogatták az őssejtek túlélését, s az előbb idézett vizsgálathoz 

hasonlóan, az oszteogén differenciációs potenciált is (112). 

PASP alapú hidrogélek létrehozására több lehetőség kínálkozik. A gélek 

leghatékonyabban két lépésben szintetizálhatóak: az aszparaginsav termikus 

polikondezációja révén poliszukcinimid állítható elő foszforsav katalizátor jelenlétében, 

majd a létrejött poliszukcinimid (PSI) lúgos hidrolízise PASP-ot eredményez. (5. ábra)  

5. ábra 
PASP előállítása PSI hidrolízise révén. Az n, m, és p betűk a polimerizációs fokot 

jelölik (n =m+ p) (109) 
 

Habár az irodalomban előfordul példa a közvetlen szintézisre is, ez azonban 

költséges, és kisebb molekula tömeget eredményező eljárás (113). Meg kell említeni 

azonban, hogy a poliszukcinimid nem oldódik vízben, így a géleket szerves közegben, 

dimetil-formamidban vagy dimetil-szulfoxidban lehet előállítani vagy módosítani (114). 

PSI és PASP gélek szintézisére egy másik lehetőség is rendelkezésre áll, ennek 

során először egy funkciós csoport kerül kialakításra a polimeren, majd hidrolízis 

DOI:10.14753/SE.2021.2470



 

26 

segítségével PASP forma alakul ki, végül pedig egy fizikai vagy kémiai behatás indukálja 

a gélesedést. Ezzel a módszerrel állítottak elő tiol oldalláncot tartalmazó PASP hidrogélt 

Gyarmati és munkatársai, ahol oldat fázisban a tiol oldalláncok oxidálódnak, aminek 

következtében szol-gél átmenet játszódik le (114). 

 

1.4.3. Poliaszparaginsav alapú gélek módosítási lehetőségei 

 
A poliaszparaginsav alapú hidrogélek két lépésesben történő szintézisének egyik 

előnye, hogy a PSI a PASP-pal ellentétben könnyen reakcióba vihető primer amin 

csoportokat tartalmazó vegyületekkel, így a polimer tulajdonságai széles skálán 

változtathatóak. A polimerhez dopamint kötve például adhezív tapaszként használható 

gél jön létre (115), de a gél oldhatósága, vagy mukoadhezív tulajdonsága is 

befolyásolható különböző oldalláncok létrehozásával (116-118). 

A gélek biokompatibilitása, ahogy korábban említettem, rendkívül fontos, 

amennyiben szövettámaszként szeretnénk őket használni. Érdemes tehát keresztkötőként 

olyan molekulákat alkalmazni, amelyek természetesen is megtalálhatóak a szervezetben: 

ilyen például a diaminobután, vagy putreszcin. A diaminobután aminosavak 

lebomlásakor keletkezik, és szerepe lehet a sejtproliferációban, elősegíti az oszteogén 

differenciációt csontvelői őssejtekben (119), illetve gyulladáscsökkentő hatását is 

kimutatták in vivo (120). Sejtproliferációt elősegítő hatása miatt néhány kutatócsoport 

már alkalmazta korábban szövettámaszok elkészítéséhez (121, 122), s stabilitása miatt 

Dr. Zrínyi Miklós és munkatársai a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugárbiológiai 

Intézetének Nanokémiai kutatócsoportjában 2012 óta alkalmazzák keresztkötőként 

poliaszparaginsav alapú hidrogélekben (123).  

A cisztamint, ami egy szerves diszulfid, számos kutatócsoport alkalmazta már 

szövettámaszok elkészítéséhez (124-127). A benne lévő gyenge diszulfid kötések 

hasításával, és ezáltal szabad tiol-csoportok létrehozásával változtathatóak a gélek kémiai 

tulajdonságai. A tiol-csoportok képesek in vivo diszulfid hidak képzésére, ezért a tiol 

funkcionált polimerek kiválóan kötődnek sejtfelszíni fehérjékhez, míg a redukált tiolok 

az emlős sejtek felületén fontos szerepet játszanak az oxidáló szerek elleni védelemben, 

és részt vesznek a sejtek jelátvitelében is (128). Az irodalomban található példa a 

szövettámaszok ilyen jellegű módosítására Matsusaki és munkatársai vizsgálata, akik 

diszulfid keresztkötött poliglutaminsav hidrogéleket hoztak létre, amelyek alkalmasnak 
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bizonyultak egér L929 sejtek 3D tenyésztésére (124). Hasonló sejtekkel végzett kísérletet 

Zhao és munkacsoportja is, akik diszulfid keresztkötött alginát hidrogéleket 

szintetizáltak, amelyek biokompatibilisnek bizonyultak (127). MG-63 oszteoszarkóma 

sejtvonal alkalmazásával vizsgálták különböző fizikai- kémiai tulajdonságokkal bíró 

poliaszparaginsav alapú hidrogélek biokompatibilitását Juriga és munkatársai, ennek 

során világossá vált, hogy a tiol-tartalmú gélek támogatják legjobban a sejtvonal 

proliferációját (84). (6. ábra) 

 

6. ábra 
PSI láncok térhálósítása DAB és a CYS molekulák segítségével (123). 

  

A sejtproliferáció és kitapadás elősegítésére lizin (LYS) is alkalmazható 

keresztkötőként. A lizin a fehérjékben megtalálható 20 természetes aminosav egyike, 

poliaminosav formában (poli-L-lizin, poli-D-lizin) számos munkacsoport használta fel 

szövettámaszok szintetizálására (129-132). Fog eredetű őssejtekkel való vizsgálatokra is 

találunk példákat az irodalomban: Fu és munkatársai humán fogpulpa sejtek 

életképességét, proliferációját is differenciációs potenciálját vizsgálták poli-L-lizint is 

tartalmazó zselatin szövettámaszokon. Eredményeik szerint a DPSC-k nemcsak fokozott 

kitapadási és proliferációs hajlamot mutattak ezeken a szövettámaszokon, de az 

oszteogén irányú differenciációs potenciáljuk is nőtt (133). Galli és munkatársai 

vizsgálatai megerősítik ezt: kísérletükben az implantátumok készítéséhez széles körben 

használt titánium-6-aluminium-4-vanádium (Ti6Al4V) felületet kezeltek poli-L-lizinnel, 

ami fokozta a sejtek kitapadását, valamint az oszteogén irányú differenciációs markerek 
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kifejeződését is a sejtekben (134). A lizin monoaminosav formájában, keresztkötőként is 

használható szövettámaszokban, azonban az ilyen jellegű alkalmazására egyelőre nem 

található példa az irodalomban. 

A poliaminosav alapú hidrogélekhez más molekulák is köthetők oldalláncként, 

ezáltan szélesebb tér nyílik a gélek tulajdonságainak befolyásolására. A dopamin például 

az emberi testben természetesen előforduló jelátviteli molekula, amelynek szisztémás, 

gyógyulást elősegítő hatása széles körben ismert.  Az L-dopamin a hipofízisben található 

dopaminerg rendszereket stimulálva megemeli a plazma növekedési hormon szintjét, 

ezáltal segítve elő a regenerációt (135). A szisztémás hatáson kívül azonban úgy tűnik, a 

dopamin helyi, gyógyulást és sejproliferációt elősegítő hatással is rendelkezik, például a 

fogak esetében is: Baudry és munkatársai tanulmánya szerint pulpasérüléskor a 

vérlemezkékből felszabaduló dopamin a DPSC sejtek D1 és D3 receptorán keresztüli 

jelátvitel révén fontos szerepet tölt be a dentinregenerációban (136). A dopamin 

gyógyulást elősegítő hatását támasztja alá Jones és munkatársai in vivo vizsgálatai is, 

amelyek során patkány mandibula defektusok gyógyulását figyelték meg 6 héten 

keresztül L-dopamint kapott, illetve kontroll csoportokban. Az L-dopamint kapott 

csoportban több állat esetében figyeltek meg teljes gyógyulást a kontroll csoporthoz 

képest, eredményeik szerint tehát az L-dopamin elősegítette csontdefektusok 

regenerációját (137). Dopamint tartalmazó szövettámaszok vizsgálatára is találunk példát 

az irodalomban: több kutatócsoport vizsgálta őket csont irányú szövetépítés kapcsán is, a 

kísérletek eredményei arra mutatnak, hogy a dopamin tartalmú szövettámaszok elősegítik 

a sejtproliferációt valamint mineralizációt (138, 139). Fog eredetű őssejtek tényésztésére 

dopamin tartalmú hidrogéleken azonban még nincsen példa az irodalomban. 
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2. CÉLKITŰZÉS 
 

Kutatómunkám során különböző fizikai és kémiai tulajdonságokkal rendelkező, 

poliaszparaginsav alapú hidrogélek biokompatibilitását vizsgáltam in vitro, 

foggyökérhártya eredetű őssejtek használatával. A munkám során célul tűztem ki: 

 

1. Humán foggyökérhártya eredetű mezenchimális őssejtek tenyésztését, 

morfológiájának és életképességének vizsgálatát cisztamin és diaminobután 

keresztkötőket tartalmazó poliaszparaginsav-alapú hidrogéleken. 

 

2. Foggyökérhártya eredetű őssejtek tenyésztését, morfológiájának és 

életképességének vizsgálatát különböző tiol-csoport mennyiséget tartalmazó 

poliaszparaginsav-alapú hidrogéleken. 

 

3. Foggyökérhártya eredetű őssejtek oszteogén differenciációs potenciáljának 

vizsgálatát különböző fizikai-kémiai tulajdonságokkal rendelkező 

poliaszparaginsav-alapú hidrogéleken 

 

4. Foggyökérhártya eredetű őssejtek tenyésztését, morfológiájának, 

életképességének vizsgálatát lizin és cisztamin keresztkötőket tartalmazó 

poliaszparaginsav-alapú hidrogéleken. 

 

5. Foggyökérhártya eredetű őssejtek tenyésztését, morfológiájának, 

életképességének vizsgálatát dopamint tartalmazó poliaszparaginsav-alapú 

hidrogéleken. 

 

Munkám során a végső cél egy olyan hidrogél létrehozása, amely ideális fizikai-

kémiai tulajdonságokkal bír a foggyökérhártya eredetű őssejtek számára, és a 

későbbiekben potenciálisan alkalmazható lehet szövettámaszként a regeneratív 

terápiában. 
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3. MÓDSZEREK  
 

3.1. Alkalmazott anyagok és eszközök 

 

 A Minimal Essential Medium Alpha-t (αMEM), foszfát puffert (PBS), penicillint és 

sztreptomicint, valamint a tripszin-EDTA keveréket az Invitrogentől vásároltuk. A 

Vybrant DiD fluoreszcens jelölőanyagot a Molecular Probes-től rendeltük. A fötális borjú 

szérumot (FBS) a Gibco-tól vásároltuk. Az L-aszkorbinsav-2-foszfátot, β-

glicerofoszfátot, dexametazont, L-glutamint, kollagenáz IA enzimet, 2-amino-2-metil-1-

propanolt (AMP), az Alkaline Phosphatase Liquid Yellow Substrate-ot (ALP Yellow) és 

egyéb vegyi anyagokat a Sigma-Aldrichtől rendeltük. A WST-1 reagenst [2-(4-Iodofenil)-

3-(4-nitrofenil)-5-(2,4- diszulfofenil)-2H-tetrazolium] a Roche-től vásároltuk. 

  Alkalmazott eszközök: Párásított inkubátor (Nuaire, USA), 100 mm-es  

tenyésztőedények (Orange Scientific, Belgium), 48 lyukú lemezek (Sigma-Aldrich, 

St.Louis, Missouri), low cell binding (letapadást nem támogató) 96 lyukú lemezek  

(NuncTM Dishes, St.Louis, Missouri), microplate reader (Model 3550, Bio-Rad 

Laboratories, Japan), fáziskontraszt mikroszkóp (Nikon Eclipse TS100, Nikon, Japan), 

nagyteljesítményű CCD kamera (COHU, USA), Scion image szoftver, kétfoton 

mikroszkóp (Femto2d, Femtonics, Hungary), SpectraPhysics DeepSee lézer, MES4.4v 

program, STATISTICA 10 szoftver (Statsoft, USA). 

 

3.2. Fog eredetű őssejtek tenyésztése aminosav alapú hidrogéleken 

 

3.2.1. Alkalmazott hidrogélek 

 

  A kísérletek során különböző fizikai-kémiai tulajdonságokkal rendelkező, 

poliaszparaginsav (PASP) alapú hidrogéleket alkalmaztunk, amelyeket a Prof. Dr. Zrínyi 

Miklós által vezetett Nanokémiai Kutatócsoport (Semmelweis Egyetem, Biofizikai és 

Sugárbiológiai Intézet) biztosított számunkra. 

  Az aszparaginsav magas hőmérsékleten és alacsony nyomáson történő termikus 

polikondenzációja révén előbb poliszukcinimidet (PSI) állítottunk elő. A szukcinimid 

monomerek nukleofil csoportokat tartalmazó vegyületekkel könnyen reakcióba vihetőek, 
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így lúgos hidrolízisük révén poliaszparaginsav jön létre. Kapcsolhatóak hozzá funkciós 

csoportok is, amennyiben primer amin csoportot tartalmazó vegyületet használunk: 

például a dopamin is tartalmaz ilyen amin csoportot, így a polimer és a dopamin között 

peptid kötések alakulnak ki. Kettő vagy több funkciós aminokkal keresztkötéseket is 

létrehozhatunk a polimer molekulák között (84). Amennyiben különböző keresztkötő 

illetve módosító molekulákat alkalmazunk, úgy könnyen változtathatóak a kapott 

hidrogél fizikai és kémiai tulajdonságai. A kísérletek során emiatt a polimer térháló 

kémiai szerkezetét (keresztkötők típusa és mennyisége) változtatva vizsgáltuk, hogy 

melyek azok a funkciós csoportok, valamint kismolekulájú anyagok, amelyek elősegítik 

a sejtek letapadását a gél felszínére. A térhálósító molekulák kémiai szerkezetének, 

valamint mennyiségének változtatásával a gélek merevsége befolyásolható, ezenkívül 

elősegíthető a sejtek bejutása a polimer mátrixba, így háromdimenziós sejttenyésztés 

valósítható meg. Célunk olyan kémiai szerkezet kialakítása volt, amely ezt a legnagyobb 

mértékben segíti elő. 

A gélek előállításának első lépése tehát PSI gélek létrehozása volt, ennek során 

PSI 25m/m% oldatát kevertük össze az adott géltípustól függő keresztkötő molekula 

DMSO-s oldatával. A keveréket ezt követően henger alakú keretbe öntöttük, és egy napig 

hagytuk gélesedni. Egy nap után a géleket DMSO-ba helyeztük, hogy kimosódjanak a 

reakcióba nem lépett molekulák, illetve a gél is ekkor vette fel egyensúlyi térfogatát. A 

PASP gélek szintéziséhez a DMSO-ban duzzasztott géleket lúgos imidazol pufferbe 

(pH=8, c=250 mM) helyeztük. Hogy a hidrolízis teljes egészében végbemenjen, a puffert 

3 napig naponta cseréltük. A keresztkötések ezen a pH-n stabilak maradtak. 

Kísérletünkben a keresztkötőként alkalmazott anyagok a diaminobután (DAB), a 

cisztamin (CYS) és a lizin (LYS) voltak, ezen felül dopamint (DOPA) tartalmazó géleket 

is szintetizáltunk. A cisztamin diszulfid hídjainak felszakításával ciszteamin (CYSE) 

keletkezett, így szabad tiol-csoportok jöttek létre a polimer gélben. A diszulfid hidak tiol 

csoportokká való redukálásához ditiotreitol (DTT) oldatot alkalmaztunk. Amennyiben a 

gél cisztamint tartalmazott, az elegyhez DBA-t is adtunk a cisztamin hidrokloridból 

származó hidroklorid megkötéséhez.  

 A keresztkötés foka, ami a keresztkötő és a monomerek mólarányát adja meg, 

számszerűen (vagy pedig, a lizin tartalmú gélek esetében százalékosan) jelenik meg a 

gélek elnevezésében. Az 1/20-as szám például minden huszadik monomeren jelent egy 
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keresztkötőt. Minél kisebb ez a szám, annál kevesebb keresztkötőt tartalmaz a gél, ez 

pedig a fizikai tulajdonságokra is kihat: több keresztkötővel merevebb, kevesebb 

keresztkötővel lágyabb géleket kaptunk. A kísérletekben használt gélek listája az 1. 

táblázatban látható. 

1. táblázat  
A kísérletek során használt gélek listája. 

CYS és DAB 

keresztkötött gélek 

Tiol tartalmú 

gélek 

CYS és LYS 

keresztkötött 

gélek 

Dopamin tartalmú gélek 

DAB 1/20 CYSE 1/2 -DAB CYS 0% -LYS DOPA 1/10 - CYSE-DAB 

CYS 1/20 CYSE 1/5 -DAB CYS 20% -LYS DOPA 1/20 - CYSE-DAB 

CYS-DAB 1/20 CYSE 1/10 -DAB CYS 40% -LYS  

CYSE-DAB 1/20 CYSE 1/20 -DAB CYS 60% -LYS  

DAB 1/40 CYSE 1/40 -DAB CYS 80% -LYS  

CYS 1/40 CYSE 1/80 -DAB CYS 100% -LYS  

CYS-DAB 1/40  CYSE 20% -LYS  

CYSE-DAB 1/40    

  

  A korábban kidolgozott protokoll (84) alapján a kísérletek megkezdése előtt 

minden esetben előkezeltük a géleket: 3 órán keresztül tenyésztő tápoldatban áztattuk 

őket, amelyet 10 perc szárítás majd egy óra sterilizálás követett UV-fény alatt. Egy 

kísérlet során 7-8 különböző fizikai vagy kémiai tulajdonsággal rendelkező gélmintát 

vizsgáltunk. Egy mintával 5 párhuzamos kísérletet végeztünk. 

 

3.2.2. Sejtek izolálása és tenyésztése 

 

  A foggyökérhártya eredetű őssejteket humán bölcsességfogakból izoláltuk, 

melyekből tenyészeteket hoztunk létre és tartottunk fent kutatócsoportunk korábban 

publikált protokolljaik szerint. A sejtek kolóniaformáló képessége, proliferációs és 

differenciációs képessége korábbi kísérletek során már kimutatásra került (28, 140). 

  A humán impaktált bölcsességfogakat a Semmelweis Egyetem klinikai részlegei 

(Orális Diagnosztikai Tanszék, Parodontológiai Klinika) biztosították számunkra. A 

mintagyűjtés a betegek írásos beleegyezésével, az Egyetem etikai bizottsága által 

jóváhagyott protokoll szerint történt 27 alkalommal. Az etikai engedély száma: 
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17458/2012/EKU. A fogeltávolítást követően a fogakat tenyésztő tápoldatba helyeztük, 

majd azt átszállítás után azonnal megkezdtük a szövetek izolálását. Caries profunda vagy 

pulpakamráig hatoló mechanikai sérülés esetén a baktérium kontamináció veszélye miatt 

a fog nem került feldolgozásra. A foggyökérhártya-szövetet steril körülmények között 

izoláltuk, majd I. típusú kollagenáz-oldatban (1 mg/ml) emésztettük 1 órán keresztül, 20 

percenként vortexelve. Az enzimatikus emésztést követően 21G-s tűvel mechanikusan 

fellazítottuk, majd 5 percen keresztül centrifugáltuk a mintákat 250g gyorsulás mellett. A 

felülúszó eltávolítását követően a sejteket tenyésztő médiumban felszuszpendáltuk, majd 

tenyésztő edénybe ültettük. 

 A sejteket standard körülmények között (100% páratartalom, 37 °C, 5% CO2-dal 

dúsított levegő) tartottuk αMEM alapú tápoldatban, amely 2 mM glutamint, 100 U/ml 

penicillint, 100µg/ml sztreptomicint és 10% fötális borjú szérumot is tartalmazott. Hetente 

kétszer végeztünk tápcserét, ennek során a tenyésztő médium felét (Petri csésze 

használata esetén 10 ml-ből 5 ml-t) cseréltük le friss médiumra. A tenyészet 

szubkonfluenssé válását követően a kontakt gátlás kialakulását megakadályozandó, 

passzálás történt: a sejteket a tápoldat leszívását majd PBS-es mosást követően 0,25% 

tripszint és 0,2% EDTA-t tartalmazó oldattal kezeltük, majd 10 perc inkubációs idő letelte 

után 4-szeres mennyiségű friss tápoldattal semlegesítettük az emésztő oldatot. Ezután 

szükség szerinti mennyiségben mértük át a felszuszpendált sejteket tartalmazó oldatot a 

friss tenyésztőedénybe, leggyakrabban 1: 10 vagy 1: 20 arányban.  

  A sejtek fagyasztása során passzálást követően a sejteket 1,5 ml 10% DMSO-t 

tartalmazó standard tápoldatba szuszpendáltuk fel, majd gumitömítéssel ellátott 

fagyasztócsövekbe helyeztük őket, amelyen jelöltük a pontos sejtszámot. A csöveket egy 

nagy hőkapacitással bíró termosztáló folyadékkal (általában izopropanollal) feltöltött 

fagyasztó tégelybe tettük, amit 24 órára -80 °C-os hűtőbe helyeztünk. Ezt követően a 

csöveket a folyékony nitrogénes tartályba tettük.  

  A sejtek felolvasztása később szükség szerint történt, a lehető legrövidebb idő 

alatt. Ennek során a fagyasztócsöveket 37 °C-os vízfürdőbe helyeztük, majd a felolvadt 

sejtszuszpenziót centrifugacsövekbe mostuk. 250 g mellett, 5 percig való centrifugálás 

után a felülúszót eltávolítottuk a csövekből, a sejtpelletet friss tenyésztő médiumban 

felszuszpendáltuk, majd a szétosztottuk friss tenyésztő médiumot tartalmazó Petri 

csészékbe. 
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3.2.3. Fáziskontraszt mikroszkópos vizsgálatok 

 

A fáziskontraszt mikroszkóppal készített képeken megfigyeltük a sejtek 

morfológiáját, valamint növekedésük mértékét. A képek 20x objektív segítségével 

készültek CCD kamera és Scion image szoftver segítségével. 

 
3.2.4. Életképesség vizsgálata 

 

A sejtek életképességét WST-1 reagens segítségével határoztuk meg, amely a 

mitokondriális dehidrogenáz enzim aktivitásából adódó színreakción alapuló módszer. 

A sejteket 20 000 sejt/lyuk mennyiségben ültettük ki 200 µl tápoldatban, 6 mm 

átmérővel rendelkező gél korongokra, 96 lyukú lemezekre. Ezek a lemezek különleges, a 

sejtek letapadását nem támogató bevonattal rendelkeznek (low cell binding plate). Ezek 

alkalmazásával biztosítottuk, hogy a sejtek csak a gélekre tapadjanak le, az edény aljára 

ne, így a géleken lévő életképes sejtek tényleges mennyiségét vizsgálhattuk. A kiültetést 

követő 1,3, 7 és 14 nap után mértük meg a sejtek életképességét. 

PBS-el való mosást követően a WST-1 reagenst 1:20 higításban a kiültetett 

sejtekre pipettáztuk, majd 37 ºC-on 2 óra inkubációs időt követően megfigyeltük az 

oldatok színváltozását. Az életképes tenyészetek fölött az oldat sárga színreakciót adott, 

amelyet microplate reader segítségével kvantifikáltunk. Az abszorbancia mérés 450 nm-

en történt, míg a referencia hullámhossz 655 nm volt. 

 

3.2.5. Vybrant DiD vitális festés 

 

  A kétfoton mikroszkóp (Femtonics, Hungary) segítségével vizsgálható a sejtek 

vertikális irányú növekedése, vagyis, hogy képesek-e belenőni a gélek belsejébe. 

  A sejteket Vybrant DiD fluoreszcens festék segítségével tettük láthatóvá. A 

sejteket a gélekre való kiültetés előtt festettük meg: a tenyészetet 20 percen keresztül 

inkubáltuk 37 ºC-on, 10 ml-es Petri csészében, 50 µl Vybrant DiD festéket tartalmazó 

színtelen tenyésztő médiumban. A kiültetést követő 1,3, 7 és 14 napot követően 4%-os 

paraformaldehid (PFA) oldattal fixáltuk őket és a vizsgálatig PBS-ben tároltuk őket 4ºC-

os hűtőben.  
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 A kétfoton mikroszkóp segítségével készített képeken a gél zöld 

autofluoreszcenciát mutatott, míg a sejtek piros színnel jelentek meg. A képek 10× 

objektívvel, MES4.4v program segítségével készültek. Ennek köszönhetően pontos képet 

kaphattunk a sejtek elhelyezkedéséről a gélek felszínén, illetve a különböző 

magasságokban készített képek segítségével arról is, hogy milyen mélyen képesek bejutni 

a polimer mátrix belsejébe. 
 

3.2.6. Oszteogén differenciáció vizsgálata 

 

Az oszteogén differenciáció vizsgálata során az oszteogén αMEM alapú médium 

1% fötális borjú szérumot, 100 U/ml penicillint, 100 mg/ml sztreptomicint, 2 mML-

glutamint, 10-8 M dexametazont, 50 mg/ml L-aszkorbinsav-2-foszfátot és 10 mmol/l β-

glicerofoszfátot tartalmazott, míg a kontroll médium az tenyésztő tápoldathoz hasonló 

összetételű volt, egyedül az FBS mennyisége változott 10%-ról 1%-ra. 

  Az osztogén differenciációt ALP (alkalikus foszfatáz) aktivitás-mérés 

segítségével mutattuk ki (82) a harmadik, a hetedik és a tizennegyedik napon. A sejteket 

a letapadásukat nem támogató, 96 lyukú lemezbe ültettük ki, 6 mm átmérővel rendelkező 

gél korongokra. 14 napig tenyésztettük őket passzálás nélkül, hetente kétszer cseréltünk 

rajtuk tápoldatot. A mérés során PBS-es mosást követően a sejteket 100 µl 12-amino-2-

metil-1-propanol (pH = 10,5) segítségével lizáltuk, majd 100 µl ALP yellow szubsztrátot 

adtunk minden well-hez. 60 perc inkubációs idő leteltével a p-nitrofenilfoszfát (pNPP) 

→ p-nitrofenol (pNP) reakció sárga színű végtermékének abszorbanciáját microplate 

reader segítségével mértük, 405 nm hullámhosszon. 

 

3.3. Statisztikai értékelés 

 

 Az életképességi vizsgálat és az ALP aktivitás mérések során kapott adatok 

átlagértékét számítottuk ki, ezen számítások minden esetben legalább 4 különböző 

kísérletből, 4 különböző betegből származó adatokkal történtek, 15-25 független kísérleti 

adat segítségével. A statisztikai kimutatáshoz STATISTICA 10 szoftvert hasnzáltunk, 

Kruskal-Wallis nem-parametrikus ANOVA alkalmazásával, amelyet median teszt 

követett. A különbségeket p<0.05 esetén vettük szignifikánsnak.  
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4. EREDMÉNYEK 
 

Vizsgálataink a következő sorrendet követték. 

• Az első kísérletsorozatunkban először rövid távon vizsgáltuk cisztamin és 

diaminobután keresztkötésű poliaszparaginsav alapú hidrogélek 

biokompatibilitását foggyökérhártya eredetű őssejtek alkalmazásával. Ezt 

követően a három, legjobb eredményt elért géllel hosszabb távú, 14 napos 

mérések következtek.  

• A második kísérletsorozatban a gélek tiol tartalmának hatását vizsgáltuk az 

őssejtek letapadására és proliferációjára.  

• A harmadik kísérletsorozatban a gélek oszteogén differenciációt támogató 

hatását figyeltük meg.  

• A negyedik kísérletsorozatban lizin és cisztamin keresztkötőket tartalmazó 

géleken vizsgáltuk az őssejtek letapadását és szaporodását. 

• az ötödik kísérletsorozatban pedig dopamin tartalmú hidrogélek 

biokompatibilitását tanulmányoztuk.  

 

2. táblázat 
Az elvégzett kísérletek a használt gélek, az időtartam, valamint a vizsgált sejt 

paraméterek szerint. 

1. 
CYS és DAB tartalmú 

gélek 

Rövid távú vizsgálat Sejt morfológia, 

életképesség Hosszú távú vizsgálat 

2. Tiol tartalmú gélek Hosszú távú vizsgálat 
Sejt morfológia, 

életképesség 

3. 
Tiol tartalmú gélek 

(szükített) 
Hosszú távú vizsgálat Oszteogén differenciáció 

4. 
CYS és LYS tartalmú 

gélek 
Rövid távú vizsgálat 

Sejt morfológia, 

életképesség 

5. DOPA tartalmú gélek Hosszú távú vizsgálat 
Sejt morfológia, 

életképesség 
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4.1.  Fog eredetű őssejtek tenyésztése cisztamin és diaminobután 

keresztkötésű géleken 

 
4.1.1. Cisztamin és diaminobután keresztkötésű gélek 3 napos vizsgálata 

 
A PDLSC-k kiültetését követő 1. és 3. nap után fáziskontraszt mikroszkóp 

segítségével figyeltük meg a kiültetett sejtek morfológiáját és növekedését 8-féle, 

különböző fizikai és kémiai tulajdonsággal rendelkező PASP-alapú hidrogélen. 

Egy nap tenyésztés után a merevebb (1/20-as keresztkötési fokkal rendelkező), 

DAB keresztkötésű géleken, valamint a tiol-csoportokat tartalmazó (CYSE 1/20 és 1/40) 

géleken egészséges, fibroblaszt morfológiájú sejteket láthattunk, számuk a merevebb, tiol 

tartalmú géleken látszódott a legmagasabbnak. A tiol tartalmú géleken csak elvétve került 

a látótérbe gömb morfológiát felvett sejt (ami sejtadhézió hiányára utalna), és 

megfigyelhető volt egy enyhe, csoport-formálási tendencia is. (7. ábra) 

7. ábra 
PDL őssejtek fáziskontraszt mikroszkópos képe különböző PASP-alapú hidrogéleken. 

Minden kép azonos nagyításban készült. A mérce 100 µm-t jelöl. 
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A vegyes keresztkötésű (CYS-DAB) géleken csak egy-egy elnyúltabb 

morfológiát mutató sejtet láttunk, azonban ezek sem az egészséges, fibroblaszt alakot 

mutatták, sokkal inkább a szeneszcens (elöregedett) sejtek jellemzőit, amely arra utal, 

hogy a gélek által biztosított környezet nem támogatta a sejtek túlélését és szaporodását. 

A CYS keresztkötésű géleken a sejtek egyáltalán nem voltak képesek megtapadni, a 

látótérbe csak kis számú, felkerekedett sejt került. (7. ábra) 

Három nap után a merevebb, DAB keresztkötésű géleken, valamint a tiol-csoport 

tartalmú géleken továbbra is megfigyelhetőek voltak a fibroblaszt morfológiát mutató 

PDLSC-k, kifejezett számbeli növekedést azonban nem tapasztaltunk. A csoportalkotási 

tendencia a merevebb, tiol tartalmú gélen volt a legjobban megfigyelhető. (7. ábra) 

A vegyes keresztkötésű géleken már egyáltalán nem találtunk egészséges sejtet, a 

látótérbe elvétve került csak egy-egy aspecifikus morfológiát mutató sejt. Ezek a gélek 

tehát 3 nap alatt sem voltak képesek a túléléshez és szaporodáshoz megfelelő környezetet 

teremteni a PDLSC-k számára. A CYS keresztkötésű gélek esetében csak szórványosan 

láttunk egy-egy gömb alakú sejtet vagy sejtmaradványt. Ennek magyarázata, hogy az 

utóbbi gélek ekkorra gyakorlatilag teljesen feloldódtak a tenyésztő tápoldatban. A vegyes 

keresztkötésű géleken hasonló jelenséget figyeltünk meg, amely a diszulfid hidak 

felszakadásából bekövetkező „lágyulásnak” a következménye. (7. ábra) 

A merevebb és lágyabb gél-változatok közül mindkét nap a merevebb géleken 

láthattunk több, egészséges morfológiát mutató sejtet. Az első és a harmadik napon is a 

CYSE 1/20 tiol tartalmú géleken volt megfigyelhető a legmagasabb számú sejt. (7. ábra) 

A gélek által teremtett környezet letapadást és szaporodást elősegítő tulajdonságát 

kvantitatív vizsgálat segítségével is alátámasztottuk, a kiültetett sejtek életképességének 

mérésével, WST-1 reagens segítségével. (8. ábra) 

Egy nap inkubáció után (kék oszlopok) a merevebb, tiol tartalmú gélen (CYSE-

DAB 1/20) mértük a legmagasabb életképességeket, amely szignifikánsan különbözött az 

összes többi gélen mért egy napos eredménytől. Kiemelkedőbb életképességi mutatót 

mértünk a merevebb, DAB keresztkötésű, valamint a lágyabb, tiol-csoport tartalmú 

géleken is. (8. ábra) Az összes többi gélen alacsonyabb volt a kiültetett sejtek 

életképességi mutatója, amely összecseng a fáziskontraszt mikroszkópos vizsgálat során 

megfigyelt eredményekkel. (7. ábra) 
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8. ábra 
PDL őssejtek életképességi mutatója különböző PASP-alapú hidrogéleken. A 

CYSE-DAB 1/20-on mért éleképességek átlagértékét tekintettük 100%-nak. Az adatok 
számtani átlagértékét adtuk meg ± SEM (standard error of the mean). * p<0,05 a 

CYSE-DAB 1/20-hoz viszonyítva a megfelelő időpontban. + p <0,05 a következő naphoz 
képest. #  p <0,05 a lágyabb (1/40) csoporthoz képest a megfelelő időpontban. 

 
Három nap után (lila oszlopok) még mindig a merevebb, tiol tartalmú gélek 

mutatták a legmagasabb életképesség-mutatót, azonban a különbség már volt nem 

szignifikáns a merev DAB és a lágy tiolos gélhez képest. A többi gélen megmaradt a 

közepes vagy alacsony életképesség. (8. ábra) A két mérési időpont között szignifikáns 

életképesség-növekedés nem volt megfigyelhető, a legtöbb esetben éppen ellenkezőleg, 

az életképességi mutató lecsökkent. Ennek pontos okát ez alapján a kísérlet alapján nem 

tudtuk meghatározni, ezért hosszabb távú kísérletek elvégzése mellett döntöttünk. 

Vybrant DiD fluoreszcens vitális festés segítségével detektálható a sejtek 

vertikális irányú növekedése is a gélek belseje felé, illetve egy átfogóbb képet kaphatunk 

a sejtek eloszlásáról nagyobb területen. A kiültetést követő 1 és 3 nap után vizsgáltuk a 

géleken kitapadt sejtek morfológiáját és növekedésének irányát kétfoton mikroszkóp 

segítségével. (9.ábra) 

 A kétfoton mikroszkópiás vizsgálatok eredményei korreláltak a korábban kapott 

eredményekkel: a legtöbb sejtet ebben az esetben is a tiol tartalmú géleken figyelhettük 

meg. Az őssejtek a géleken különböző méretű szigetekbe rendeződtek, a sejteket nem 
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lehetett egymástól elkülöníteni. A sejtcsoportok között helyenként nyúlványokat is 

megfigyeltünk, ami sejtek közti kommunikációra utal. (9. ábra) 

 

9. ábra 
PDL őssejtek kétfoton mikroszkóppal készített képei különböző merevségű PASP 

hidrogéleken. A képek azonos nagyításban készültek. A mérce 100 µm-t jelöl. 
 

Ezen kísérletek alapján tehát a tiol tartalmú (CYSE 1/20 és 1/40), valamint a 

merevebb DAB keresztkötésű gélek támogatják legjobban a sejtek megtapadását, 

valamint túlélését és szaporodását.  

 

4.1.2. Cisztamin és diaminobután keresztkötésű gélek hosszú távú vizsgálata 

 
A rövid távú méréseket követően a három legjobb eredményt elért, tehát a sejtek túlélését 

és szaporodását leginkább támogató géltípussal dolgoztunk tovább (DAB 1/20, CYSE 

DAB 1/20 és CYSE-DAB 1/40), amelynek célja a gélek hosszú távú (1, 3, 7 és 14 nap) 

biokompatibilitásának vizsgálata volt.  
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Az első három nap folyamán tapasztaltak megegyeztek a korábbi kísérleteink 

eredményeivel: a fáziskontraszt mikroszkópos képeken a sejtek egészséges, fibroblaszt 

morfológiát mutattak mindhárom gél esetében. (10. ábra) 

7 nap után a képeken az összes gél esetében egészséges, orsó alakú morfológiát 

mutató sejtet láthattunk, meglehetősen nagy számban. A tiol tartalmú géleken ezen 

kísérlet során is megfigyelhettük a sejtek csoportalakítási tendenciáját. (10. ábra) 

14 nap után nagyszámú, csoportokba rendeződött sejtet figyeltünk meg a 

merevebb géleken (CYSE-DAB 1/20 és DAB 1/20). A csoportosulások meglehetősen 

szorosak, a sejthatárok elmosódottak voltak. Ilyen jellegű sejtcsoportok alakulhatnak ki 

például az oszteogén differenciáció folyamata során is. A lágyabb géleken továbbra is 

különálló, orsó alakú sejtek voltak láthatóak. (10. ábra) 

10. ábra 
PDL őssejtek fáziskontraszt mikroszkópos képe különböző PASP-alapú hidrogéleken, 
1,3,7 és 14 nap után. Minden kép azonos nagyításban készült. A mérce 100 µm-t jelöl. 
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Az életképesség-vizsgálat során az első napon a merevebb, tiol tartalmú gélen 

(CYSE-DAB 1/20) szignifikánsan magasabb értékeket mértünk a másik két gélhez 

képest. 3. napnál ismét megfigyeltük a mutatók csökkenését, azonban az eredmények a 

hetedik napra újra növekvő tendenciát kezdtek mutatni, így kimondhatjuk, hogy a 

csökkenés átmeneti volt. (11. ábra) 

A hetedik napon nem mértünk szignifikánsan eltérő eredményeket a gélek között, 

de a tiol tartalmúak, különösen a merevebb (CYSE 1/20), magasabb értékeket mutatott a 

többi gélnél. (11. ábra) 

A 14. napra további életképesség növekedést figyelhettünk meg a merevebb gélek 

esetében, amely a DAB-kereszkötött gélnél statisztikailag is szignifikáns volt a hetedik 

naphoz képest. A három gél között nem tudtunk szignifikáns különbséget kimutatni a 14. 

napon. (11. ábra)  

11. ábra 
PDL őssejtek életképességi mutatója különböző PASP-alapú hidrogéleken. A CYSE-DAB 

20-on mért éleképességek átlagértékét számítottuk 100%-nak. Az adatok számtani 
átlagértékét adtuk meg ± SEM (standard error of the mean).  * p<0,05 a CYSE-DAB 

20-hoz viszonyítva a megfelelő időpontban. + p <0,05 a következő naphoz képest. 
 

A kétfoton mikroszkóppal készített képeken 7 és 14 nap után is megfigyelhetőek 

voltak a gélek belseje felé növekvő sejtek, a látótérbe minden gél esetében meglehetősen 

nagy számú sejt került. (12. ábra) 

A megfelelő magasságokban készített fotók integrálásával háromdimenziós ún. z-

stack képek készültek, amelyeken sokkal pontosabban figyelhettük meg a sejtek vertikális 
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irányú növekedését. A képek alapján sejtek nem csak a gél felszínén szaporodtak, hanem 

(feltehetően enzimatikus folyamatok révén (84)) vertikálisan, a gélek belseje felé is 

növekedtek. (12. b ábra) 

12. ábra 
a) PDL őssejtek két foton mikroszkóppal készített képei különböző PASP hidrogéleken. 

b) A sejtek 3 dimenziós képe a gélek belsejében 14 nap után. A 3D képek z-mélysége 120 
µm, míg az átmérő 1.7x1.7 mm. A mérce 100 µm-t jelöl. 

 

 

4.2. Fog eredetű őssejtek tenyésztése különböző tiol-csoport 

mennyiségeket tartalmazó géleken 
 

Az előző kísérletekből látható volt, hogy a tiol-csoportok jelenléte pozitív hatással 

van a sejtek letapadására és növekedésére, ezért a következő kísérletsorozatban 6-féle, 

eltérő tiol-csoport mennyiséggel rendelkező gélt vizsgáltunk. A legalacsonyabb tiol 

tartalmú gél (CYSE 1/80) esetében minden nyolcvanadik monomer, míg a legmagasabb 
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tiol tartalmú gél (CYSE 1/2) esetében minden második monomer tartalmazott tiol-csoport 

oldalláncot. 

13. ábra  
PDL őssejtek fáziskontraszt mikroszkópos képe különböző tiol-csoport mennyiséget 

tartalmazó PASP-alapú hidrogéleken, 1, 3, 7 és 14 nap után. Minden kép azonos 
nagyításban készült. A mérce 100 µm-t jelöl. 

 
Az első napon készített fáziskontraszt mikroszkópos képeken jól látható, hogy 

mindegyik tiol tartalmú gélen képesek voltak megtapadni és a sejtek. A PDLSC-k 
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nyúlványos, orsó alakot vettek fel, elenyésző mennyiségben kerültek csak a látótérbe 

kerek sejtek vagy sejtmaradványok. (13. ábra) 

A harmadik napon megfigyeltük, hogy a magasabb tiol tartalmú gélek jobban 

támogatják a sejtek proliferációját, ezeken ugyanis több sejtet láthattunk, mint az 

alacsonyabb tiol tartalmú géleken. (13. ábra 2. oszlop) 

A hetedik napra a legmagasabb tiol tartalmú gélen (CYSE 1/2) a sejtek elnyúltabb 

alakot vettek fel és konfluens monolayer-t alkottak, vagyis egy rétegben teljesen benőtték 

a gél felszínét a látótérben. A második legmagasabb tiol tartalmú (CYSE 1/5) gélen 

szubkonfluens tenyészet alakult ki. Habár nem ilyen mértékben, de a többi gélen is 

megfigyelhető volt a sejtek mennyiségének növekedése, amelyek továbbra is egészséges, 

fibroblaszt morfológiát mutattak. (13. ábra) 

A 14. napra a két legmagasabb tiol tartalmú gélen konfluens monolayert alkottak 

a sejtek. A többi gélen is nagy mennyiségű, egészséges sejtet láttunk, melyek száma a 

tiol-mennyiség csökkenésével csökkent. (13. ábra, 4. oszlop) 

Az életképesség-vizsgálat során, a mikroszkópos vizsgálatokkal összhangban a 

két legnagyobb tiol-csoport tartalmú gél mutatta a legmagasabb értékeket. A négy 

alacsonyabb tiol-tartalmú gélen hasonló, alacsonyabb életképességi mutatót mértünk. 

Referencia-gélként a korábbi kísérletekben használt CYSE-DAB 1/20-at használtuk. 

Ehhez a gélhez képest szignifikánsan magasabb életképességet a két legmagasabb (1/2 és 

1/5) tiol tartalmú gélen tenyésztett sejtek mutattak. (14. ábra) 

A harmadik napon ezen kísérlet esetében is megfigyelhettünk egy degressziót, ami 

azonban ezúttal is csak ideiglenesen állt fent. Ezen a napon is a fent említett két gél 

mutatta a legmagasabb életképességi értékeket. (14. ábra) 

A hetedik napra mindegyik gélen magasabb életképességet mértünk a harmadik 

naphoz képest, ez különösen látványos volt a CYSE 1/2 esetében. (14. ábra) 

 A 14. napos növekedés majdnem minden gél esetében szignifikáns volt az előző 

mérési időponthoz képest. A 14. napra csak a legmagasabb tiol tartalmú gél mutatott 

szignifikánsan magasabb értéket a referenciagélhez képest. (14. ábra)  
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14. ábra 
PDL őssejtek életképességi mutatója különböző tiol-csoport mennyiségeket tartalmazó 

PASP-alapú hidrogéleken. A CYSE-DAB 1/20-on mért éleképességek átlagértékét 
számítottuk 100%-nak.   Az adatok számtani átlagértékét adtuk meg ± SEM (standard 

error of the mean).  * p<0,05 a CYSE-DAB 1/20-hoz viszonyítva a megfelelő 
időpontban. + p <0,05 a következő naphoz képest. 

 

A kétfoton mikroszkóppal készített képeken nagy mennyiségű sejtet figyeltünk 

meg a magas tiol tartalmú géleken, mindhárom mérési időpontban. A z-stack fotók 

alapján bizonyítást nyert a sejtek vertikális irányú migrációja a gélek belsejébe a 14. 

napon. (16. ábra) 

Ebből az eredményből világosan látszik, hogy a szabad tiol-csoportok 

mennyisége, amennyiben meghaladja a gélekben az 1/10 arányt, nem csak átmeneti, 

hanem hosszabb távú pozitív hatással is bír a sejtek proliferációjára migrációs 

képességére. 

 

4.3. Fog eredetű őssejtek oszteogén differenciációjának vizsgálata  

 
Számos kísérlet bizonyította, hogy a PDL sejtek képesek oszteogén irányú 

differenciációra (22, 140-142), és korábbi kísérletek kapcsán (84) felmerült annak a 

lehetősége, hogy bizonyos géltípusok támogathatják ezt a hajlamot. Emiatt 4 géllel, amik 

kiemelkedő eredményt produkáltak a korábbi kísérletek során (a DAB 1/20 és 3 tiol 
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tartalmú gél, a CYSE 1/2, 1/5 és 1/20 gél), vizsgáltuk PDLSC-k spontán, illetve indukált 

oszteogén differenciációs képességét. 

A hetedik napon készült fáziskontraszt mikroszkópos képeken mindkét magas tiol 

tartalmú gél esetében nagy mennyiségű, egészséges, orsó morfológiát mutató sejtet 

láthattunk számos nyúlvánnyal. A kontroll és az oszteogén tápoldatot kapott csoport 

között ezen a napon nem tudtunk jelentős különbséget megfigyelni, mind mennyiségben, 

mind alakban hasonló eredményt mutattak. (15. ábra) 

15. ábra 
PDL őssejtek fáziskontraszt mikroszkópos képe az oszteogén és kontroll csoportban, 

PASP-alapú hidrogéleken, 7 és 14 nap után. Minden kép azonos nagyításban készült. A 
mérce 100 µm-t jelöl. 

 

A 14. napon szintén nagy mennyiségű, fibroblaszt morfológiájú sejtet 

figyelhettünk meg mindkét gél és mindkét kísérleti csoport esetében. A kontroll csoport 

sejtjei elnyújtottabb orsó alakot mutattak, a sejtek egymástól elkülönülve helyezkedtek 

el. Ezzel szemben az oszteogén csoportban megfigyelhető volt egy csoportalakítási 

tendencia, itt a sejtek sűrűn helyezkedtek el, és tömörebb morfológiát mutattak. (15. ábra) 

A kétfoton-mikroszkóppal készített képeken már a harmadik napon jól 

megfigyelhető volt, hogy mindkét gél esetében a kontroll és az oszteogén csoportban is 

nagy mennyiségű sejt tapadt meg, illetve kezdett szaporodni a gélek felszínén. Hasonlóan 

nagy számú sejtet figyelhettünk meg a további napokon is, releváns különbséget azonban 

nem tapasztaltunk a csoportok között. (16. a ábra) A z-stack fotókon továbbá jól látható 

volt a 14. napon a sejtek penetrációja gélekbe. (16. b ábra) 
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16. ábra  
a) Oszteogén és kontroll tápban tenyésztett PDL őssejtek kétfoton mikroszkóppal 

készített képei különböző PASP hidrogéleken. A mérce 100 µm-t jelöl. 
b) A PDL őssejtek 3 dimenziós képe a gélek belsejében 14 nap után. A 3D képek z-

mélysége 120 µm, míg az átmérő 1.7x1.7 mm. 
 

Az oszteogén differenciáció folyamatának kvantifikálása céljából alkalikus 

foszfatáz (ALP) aktivitás mérést végeztünk. Ennek során már az első mérési időpontban 

(vagyis 3 nap után) szignifikáns különbséget tapasztaltunk a gélek között. (17. ábra) A 

DAB 1/20 gélen tenyésztett sejtek minden csoportban minimális oszteogén 

differenciációs hajlamot mutattak, míg a tiol tartalmú gélek mindegyike esetében mérhető 

volt az ALP aktivitás az oszteogén tápoldatot kapott csoportban. A kontroll és az 

oszteogén csoport között szignifikáns különbséget ezen a napon csak a CYSE 1/2 

esetében mértünk. A CYSE 1/2 gél esetében mind a kontroll, mind az oszteogén 

csoportban magasabb értékeket kaptunk, vagyis nemcsak indukált, hanem spontán 

aktivitás is kimutatásra került ezen a napon. (17. ábra) 

A hetedik napon a DAB 1/20 továbbra sem mutatott oszteogén aktivitást egyik 

csoportban sem. A tiol tartalmú gélek aktivitása azonban megugrott az oszteogén 

csoportban, leglátványosabban a CYSE 1/2 esetében, ahol a különbség szignifikáns volt 
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a harmadik naphoz mért értékekhez képest. A korábban mért spontán aktivitás szintén 

megfigyelhető volt ezen gél esetében és enyhén nőtt is az értéke. (17. ábra) 

 

17. ábra 
Oszteogén vagy kontroll médiumban tenyésztett PDLSC-k ALP aktivitása PASP-alapú 
hidrogéleken 3,7 és 14 nap után. Az adatok számtani átlagértékét adtuk meg ± SEM 

(standard error of the mean).  * p<0,05 a CYSE-DAB 20-hoz viszonyítva a megfelelő 
időpontban. + p <0,05 a következő naphoz képest, # p<0,05 a kontroll csoporthoz 

viszonyítva. 
 

A 14. napon a DAB 1/20 esetében egyik kísérleti csoportban sem mértünk 

oszteogén aktivitást. A tiol tartalmú gélek esetében azonban a hetedik naphoz képest 

további értéknövekedést figyelhettünk meg az oszteogén csoportokban. A legmagasabb 

ALP aktivitás értéket ismét a CYSE 1/2 gél mutatta, míg a másik két géltípus között nem 

találtunk szignifikáns különbséget. A kontroll csoportban 3 géltípus továbbra is csak 

nagyon alacsony aktivitást mutatott, míg a CYSE 1/2 hasonló értékeket produkált, mint 

az oszteogén csoport CYSE 1/5 és 1/10 gélje. (17. ábra) Úgy tűnik tehát, hogy a gélek 

tiol-csoport tartalom a sejtek életképességén és letapadásán kívül hatással bír a PDL 

őssejtek oszteogén differenciációs hajlamára is. 
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4.4. Fog eredetű őssejtek tenyésztése cisztamin és lizin keresztkötésű 

géleken 

 
A DAB keresztkötés helyett ebben a kísérletsorozatban lizint alkalmaztunk, mivel 

utóbbi - mint természetes aminosav - jobb tulajdonságokkal rendelkezik biodegradábilitás 

szempontjából (143). Habár szövettámaszokba építve a DAB in vitro sejtproliferációt 

elősegítő hatással rendelkezik (121), mégis fennáll a veszélye, hogy a gélek lebomlásakor 

a felszabaduló diaminobután toxikus hatással bír a sejtekre (144), amely lehetőség lizin 

keresztkötő alkalmazásával csökkenthető vagy akár teljesen kiküszöbölhető. A gélek 

ebben a kísérletsorozatban minden esetben annyi keresztkötőt tartalmaztak összesen, mint 

az előző kísérletek merevebb géljei, ezen belül pedig különböző arányban tartalmaztak a 

lizint és cisztamint. A gélek nevében a cisztamin keresztkötések mennyiségét a teljes 

keresztkötő mennyiségére vonatkoztatva százalékos értékben adtuk meg. 

A kiültetett sejtek morfológiáját az első, második és harmadik napon vizsgáltuk a 

gélek felszínén. Az első napon a legtöbb gél esetében hasonló morfológiát mutattak a 

sejtek: gömb alakú, a letapadási folyamat elejére jellemző alakot vettek fel, csak kisebb 

mennyiségben lehetett észrevenni nyúlványokat növesztő sejteket. Az orsó alakot mutató 

legtöbb sejt a kevesebb lizint tartalmazó géleken volt felfedezhető (CYS 80%-LYS, CYS 

100%-LYS). (18. ábra)  

18. ábra  
PDL őssejtek fáziskontraszt mikroszkópos képe különböző lizin-mennyiséget tartalmazó 
PASP-alapú hidrogéleken, 1,2 és 3 nap után. Minden kép azonos nagyításban készült. A 

mérce 100 µm-t jelöl. 
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A második napon hasonló képeket láthattunk, de a lizint nem tartalmazó gélen 

(CYS 100%-LYS) már megfigyelhető volt több fibroblaszt-szerű sejt, illetve osztódásra 

utaló jelek is, azonban a sejtek túlnyomó többsége továbbra is felkerekedett alakot 

mutatott. A harmadik napon sem tapasztaltunk változást a sejtek morfológiájának 

vizsgálatakor. A tiol tartalmú gélen sem tudtunk több, fibroblaszt morfológiát mutató 

sejtet megfigyelni, itt is elsősorban kerek sejtek vagy sejtmaradványok voltak láthatóak. 

Egyedül a lizint nem tartalmazó gélen, a CYS 100%-LYS-en volt megfigyelhető néhány 

orsó formát mutató sejt. (18. ábra) 

Az életképességi vizsgálat eredményei a 19. ábrán láthatók. Az első napon a CYS 

100%-LYS gélen (amely csak redox érzékeny cisztamint tartalmaz) tenyésztett sejtek 

esetében mértük a legmagasabb életképességi mutatót, amely összhangban van a 

fáziskontraszt mikroszkópos analízis eredményeivel. A géltípusok többségénél az első és 

a harmadik nap között enyhe életképesség-növekedést figyeltünk meg. Habár a CYS 

20%-LYS és CYS 40%-LYS géleken az első napon alacsony volt az életképesség-mutató, 

ez az érték megduplázódott a harmadik napra, a 20%-os gél esetében pedig szignifikáns 

volt a növekedés. Az életképességi értékek alapján valószínűnek tűnt, hogy a 60-80% 

LYS arány vezet a legnagyobb proliferációs aktivitáshoz PDL sejtek esetében.  (19. ábra) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19. ábra 
PDL őssejtek életképességi mutatója különböző lizin keresztkötésű hidrogéleken. A 100 

CYS-LYS-en mért éleképességek átlagértékét számítottuk 100%-nak. Az adatok számtani 
átlagértékét adtuk meg ± SEM (standard error of the mean).  * p<0,05 100 CYS-LYS -

hez viszonyítva a megfelelő időpontban. + p <0,05 az első naphoz képest. 
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A sejtek 3D mozgását és a gélmátrix-sejt kapcsolatokat kétfoton-mikroszkóp 

segítségével vizsgáltuk. A harmadik napon készített fotók alapján arra a következtetésre 

jutottunk, hogy habár kevés, aspecifikus morfologiájú sejt található csak a látótérben, 

ezek – mivel látható körülöttük a gél zöld autofluoreszcenciája – úgy tűnik, képesek 

voltak penetrálni a gélmátrixba. (20. ábra) 

Az egészséges morfológiát mutató sejtek mennyisége a CYS/LYS aránnyal együtt 

változott, minél magasabb volt a CYS aránya, annál több sejt került a látótérbe. A 

legnagyobb mennyiségű sejtet a CYS 100%-LYS gélen lattuk, ami korrelál a korábbi 

eredményeinkkel. (20. ábra) 

20. ábra 
PDL őssejtek kétfoton mikroszkóppal készített képei lizin tartalmú PASP hidrogéleken a 

harmadik napon. A képek azonos nagyításban készültek. A mérce 200 µm-t jelöl. 
 

Összességében megállapítottuk, hogy sejtek csak korlátozott mértékben tudnak 

megtapadni és szaporodni a lizin-tartalmú géleken, így további vizsgálatot nem 

végeztünk velük. 

 

4.5. Fog eredetű őssejtek tenyésztése dopamin tartalmú géleken 

 
Ebben a kísérletsorozatban 2-féle, eltérő mennyiségű dopamint tartalmazó gélt 

vizsgáltunk 14 napon keresztül, amelyek CYSE-t és DAB-ot tartalmaztak 

keresztkötőként. Kontrollként a CYSE-DAB 1/20 gélt alkalmaztuk, amely nem 

tartalmazott dopamint. 

A fáziskontraszt mikroszkóppal készített képeken (21. ábra) jól látszik, hogy már 

1 nap után gyakorlatilag teljesen benőtték a sejtek a gélfelszínt az alacsonyabb dopamin 

tartalmú gél (DOPA 1/20) valamint a kontroll esetében. A sejtek egészséges, fibroblaszt 
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morfológiát mutattak, proliferációjuk nagyon felgyorsult. A magasabb dopamin tartalmú 

gélen (DOPA 1/10) a sejtek csak korlátozottan tapadtak meg egy nap elteltével. 

 3 nap után az alacsonyabb dopamin tartalmú gél (DOPA 1/20) esetében 

konfluenssé vált a tenyészet. A sejtek sűrűn elhelyezkedve, egymáshoz szorosan tapadtak 

a gélek felszínén, némelyik elnyújtottabb morfológiát vett fel. A magas dopamin tartalmú 

gélen (DOPA 1/10) továbbra is csak nagyon kevés sejtet találtunk. (21. ábra, második 

oszlop) 

 
21. ábra  

 PDL őssejtek fáziskontraszt mikroszkópos képe különböző dopamin-mennyiséget 
tartalmazó PASP-alapú hidrogéleken, 1, 3, 7 és 14 nap után. Minden kép azonos 

nagyításban készült. A mérce 100 µm-t jelöl. 
 

7 és 14 nap után a fent leírt tendencia folytatódott: a legmagasabb sejtszámot az 

alacsonyabb dopamin tartalmú gélen figyelhettük meg, amely enyhén jobb eredményeket 

mutatott a kontroll, dopamint nem tartalmazó gélnél is. A magas dopamin tartalmú gélen 

14 nap elteltével is jóval kisebb számú egészséges morfológiát mutató sejtet láttunk. (21. 

ábra, harmadik és negyedik oszlop) 

Az életképesség-vizsgálat során az első napon a legmagasabb életképességi 

mutatót az alacsonyabb dopamin tartalmú gél esetében (DOPA 1/20, sötétkék oszlopok) 

mértük, amely szignifikánsan magasabb volt mind a kontroll, mind a DOPA 1/10 gélhez 

képest. (22. ábra) 
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A harmadik napon mindhárom gél esetében csökkent az érték. Ezen a napon is az 

DOPA 1/20 mutatta a legmagasabb életképességi mutatót. Hasonló tendenciát láttunk a 

hetedik és 14. napon is, az utolsó mérési időpontban azonban már nem volt szignifikáns 

a különböző géleken mért életképességek közötti különbség. (22. ábra) 

 
22. ábra 

PDL őssejtek életképességi mutatója különböző dopamin-mennyiségeket tartalmazó 
PASP-alapú hidrogéleken. A kontroll gélen (CYSE-DAB 20) mért első napi 

életképességek átlagértékét számítottuk 100%-nak.  Az adatok számtani átlagértékét 
adtuk meg ± SEM (standard error of the mean).  * p<0,05 másik gélekhez viszonyítva a 

megfelelő időpontban. +  p <0,05 a következő naphoz mért értékhez képest. 
 

Mind a fáziskontraszt mikroszkóppal készült képek alapján, mind pedig az 

életképességi vizsgálat alapján azt a következtetést vontuk le, hogy a dopamin 

koncentráció függően támogatja a sejtek túlélését: míg az alacsonyabb koncentráció 

kifejezetten pozitív hatást mutat a sejtek letapadására és proliferációjára, addig a 

magasabb koncentráció gátló hatással bír, mely eredmény jó egyezést mutat az 

irodalomban megtalálható adatokkal (145, 146). 

A kétfoton mikroszkóppal készített képek hasonló eredményt hoztak, mint az 

előző két vizsgálat. A harmadik napon nagy mennyiségű sejtet láttunk az alacsonyabb 

dopamin tartalmú gélen, valamint a kontrollon, penetrálva a gél mátrixába. A magasabb 

dopamin tartalmú gélen jóval kevesebb sejtet figyeltünk meg. (23. ábra) 
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14 nap után az DOPA 1/10 gélen továbbra sem tudtunk kiemelkedően magas 

mennyiségű sejtet megfigyelni, míg az DOPA 1/20 és a kontroll gélen nagy mennyiségű, 

csoportalakítási tendenciát mutató sejtet láttunk. (23. ábra) 

A z-stack képeken jól látható, hogy a DOPA 1/20 gél esetében a sejtek körülbelül 

170 µm mélységig (amely körülbelül 4 sejtrétegnek felel meg) penetráltak a gél 

mátrixába, míg a kontroll gélekbe mindössze 60 µm mélységig tudtak behatolni a sejtek. 

(23. ábra) 

23. ábra 
a) PDL őssejtek kétfoton mikroszkóppal készített képei különböző dopamin-mennyiséget 

tartalmazó PASP hidrogéleken. 
b) A PDL őssejtek 3 dimenziós képe a gélek belsejében 14 nap után. 
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A DOPA 1/20 tartalmú gélekbe tehát a korábban tapasztaltaknál mélyebbre 

penetráltak a sejtek, így ezen géltípus rendkívül ígéretes fog eredetű őssejtek tenyésztése 

szempontjából. A dopamin tartalom optimalizálására, valamint a sejtek a géleken való 

proliferációs és differenciációs potenciáljának feltérképezésére azonban még további 

vizsgálatokra van szükség. 
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5. MEGBESZÉLÉS 
 

5.1. Cisztamin és diaminobután tartalmú gélek vizsgálata 

 

Az elmúlt néhány évben több tanulmány született az ideális szövettámasz 

létrehozásáról a fog eredetű őssejtek számára (82, 100). PASP-alapú hidrogéleket 

azonban csak kevés említ (108, 147, 148), pedig ezek a típusú gélek fokozottan 

alkalmasak az őssejtek tenyésztésére, mivel jól utánozzák az extracelluláris mátrix kémiai 

és mechanikai tulajdonságait. A gélek könnyű funkcionalizálhatósága, tulajdonságaik 

széles körű változtatásának lehetősége szintén előnyt jelent szövettámaszként való 

alkalmazásuk szempontjából. 

A kísérleteink első fázisában ezért cisztaminnal és/vagy diaminobutánnal 

keresztkötött, tiol tartalmú PASP hidrogéleket vizsgáltunk. Diaminobutánnal 

keresztkötött szövettámaszok használatára több példát találunk az irodalomban, s habár 

ezek nagyobb része a szövettámaszok mechanikai tulajdonságainak vizsgálatára 

koncentrál (149, 150), több kutatás is igazolta ezen gélek biokompatibilitását is. 

Munkacsoportunk korábbi kutatásai során MG-63 oszteoszarkóma sejtek letapadását és 

szaporodását vizsgálta diaminobutánnal és cisztaminnal keresztkötött géleken, az ennek 

során kapott eredmények is ezen hidrogélek biokompatibilitását támasztják alá: a sejtek 

képesek voltak megtapadni és proliferálni a hidrogéleken (84). In vitro vizsgálatot 

végeztek Eglin és munkatársai is kondrociták használatával, poliuretán láncba 

inkorporáltak bifunkcionalizált izoprenoidot, amely diaminobutánt is tartalmazott, így 

hozva létre 3D szövettámaszokat. Az ily módon módosított szövettámaszok hasonlóan 

biokompatibilisnek bizonyultak, mint a nem inkorporált változatok, és az előbbiek 

esetében tapasztalt nyitottabb pórusszerkezet előnyösebb is volt a sejtkiültetés 

homogenitása szempontjából (151). A Semmelweis Egyetem Orálbiológiai Tanszékén 

Czumbel és munkatársai in vivo vizsgálatokat végeztek diaminobután tartalmú 

hidrogélekkel. A preklinikai vizsgálatok eddigi eredményei szerint a hidrogélek 

biokompatibilisnek bizonyultak és támogatják a sebgyógyulást (Czumbel és munkatársai, 

személyes közlés). 

Munkánk során két különböző merevségű (merevebb 1/20 és lágyabb 1/40) 

gélsorozatot vizsgáltunk az elasztikusan aktív hálóláncok koncentrációjának 
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változtatásával. A fázis-kontraszt mikroszkópos vizsgálatok szerint (7. ábra és 10. ábra) 

a merevebb, tiol tartalmú PASP gélek a legalkalmasabbak a sejttenyésztéshez, mivel 

ezeken a géltípusokon látható a legtöbb egészséges, fibroblaszt morfológiát mutató PDL 

őssejt. Ez összecseng azokkal az irodalmi adatokkal, melyek szerint a gélek merevsége 

jelentős hatást gyakorol az őssejtek letapadására, életképességére és proliferációjára 

(152). Winer és munkatársai eredményei szerint mezenchimális őssejtek merev 

szubsztrátumon való tenyésztése elősegíti a sejtproliferációt (153). Bizonyos kutatások 

szerint a szövettámasz merevsége meghatározhatja az őssejtvonal-specifikációt is: amikor 

a neurogén differenciálódás a cél, a lágyabb gélek használata javasolt (0,1-1 kPa), a 

myogén irányú differenciáltatáskor  a közepes merevség (8 és 17 kPa) az optimális, míg 

az oszteogén irányú differenciáltatásra a merev mátrixok (25-40 kPa) az igazán 

alkalmasak (68). Ezzel összhangban az általunk használt gélek paraméterei a következők: 

lágyabb gélek (1/40 keresztkötő arány) rugalmassági modulusa 7,2-10,5 kPa, míg a 

merevebb géleké (1/20 keresztkötő arány) 55,3 és 66 kPa közötti értéket vett fel (84), 

amelyek közül a merevebb gélek biztosítottak előnyősebb környezetet a PDL őssejtek 

számára. Összecseng ezzel Liu és munkatársai vizsgálata, akik különböző merevségű 

polidimetilxiloxán (PDMS) szubsztrátumokon vizsgálták PDL eredetű őssejtek 

letapadását és proliferációját. Eredményeik szerint a sejtek a legnagyobb mértékben a 

merevebb, 54 és 135 kPa rugalmassági modulussal rendelkező géleken szaporodnak, 

illetve a sejtek oszteogén aktivitása is magasabb volt ezeken a géleken, mint a 

lágyabbakon (154).   

A mikrokörnyezet merevsége tehát nemcsak a sejtek letapadását, hanem a 

migrációját és differenciációs képességét is befolyásolja. Merevebb felületeken az 

MC3T3-E1 preoszteoblasztok fokozottabb növekedést,  proliferációt,  mozgékonyságot 

mutattak, valamint több volt a kialakult kalcium-depozitok száma is,  mint a lágyabb 

szövettámaszokon (155). A PDL őssejtek merevebb hidrogél felszínre való fokozott 

tapadásával és proliferációjával kapcsolatos eredményeink jól összecsengenek ezekkel a 

vizsgálatokkal.  

A WST reagens segítségével végzett életképesség-vizsgálatok során az első és a 

harmadik nap között csökkenő tendenciát mutattunk ki a géleken, amely a 7., majd a 14. 

napra ismét emelkedni kezdett (11. ábra). Ennek oka lehet, hogy a primer PDL 

tenyészetek heterogén populációt alkotnak, vagyis a tenyészet többféle sejtvonalat 
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tartalmaz. A gélek mechanikai tulajdonságai csak egy bizonyos szubpopuláció 

proliferációját támogatják, ezáltal az első napokban egy természetes szelekció játszódik 

le. Az életképesség átmeneti csökkenése, majd hosszabb távú növekedése a támogatott 

populáció szelektív felszaporodására utalhat (155, 156). 

  Kétfoton mikroszkópos felvételeink azt mutatják, hogy a sejtek képesek penetrálni 

gélmátrixba (12. ábra) amely felfedezés közvetve bizonyíthatja a PASP hidrogélek 

biológiai lebonthatóságát in vitro (84), korábbi kutatások szerint ugyanis a sejtek számára 

a gélmátrixban való elmozdulás egyik útja a gélszerkezet enzimatikus bontása (84). A 

másik út a pórusokon keresztüli migráció (157), így a poliaszparaginsav gélek ideális 

pórusmérete is jelentős szerepet játszhat a sejtmigráció elősegítésében. Az általunk 

használt hidrogélek pórusainak mérete körülbelül 70-80 µm közé tehető, amely mintegy 

kétszerese a sejtek átlagos méretének (11). Liao és munkatársai vizsgálatai szerint ez a 

méret megfelelő lehet ligamentum-eredetű sejtek számára: kutatásuk során ugyanis 

hasonló pórusméretű, poli-L-laktid mátrixokat hoztak létre, amelyek megfelelőnek 

bizonyultak humán periodontális ligamentum eredetű fibroblasztok tenyésztésére (158). 

Az első kísérletsorozat eredményeiből tehát arra következtethetünk, hogy a gélek 

merevségének növelése, illetve a tiol csoportok jelenléte kedvező hatással van a PDL 

sejtek adhéziójára, migrációjára, illetve proliferációjára. Az első kísérletsorozatban 

vizsgált 8-féle gél (1/20 vagy 1/40 keresztkötési fokkal rendelkező DAB, CYS, CYS-

DAB, CYSE-DAB gélek) közül a merevebb, tiol csoportokat is tartalmazó gélek 

használata tűnik a legígéretesebbnek szövetépítés szempontjából. Ebből kifolyólag a 

következő kísérletsorozatban az előző módszerek segítségével a tiol csoport 

mennyiségének a hatását vizsgáltuk PDL őssejtek kitapadására és szaporodására. 

 

5.2. Különböző tiol-csoport tartalmú gélek vizsgálata 

     

 A mikroszkópos vizsgálatok (13. ábra), valamint az életképességgel kapcsolatos 

kísérleteink is (14. ábra) kimutatták, hogy a PDL sejtek képesek megtapadni és 

szaporodni a tiol tartalmú hidrogéleken, s a tiol-csoportok mennyiségének növelése 

pozitív hatással van ezen sejtek adhéziójára, proliferációjára és életképességére, valamint 

migrációs potenciáljára is. A legkiemelkedőbb pozitív hatást rövidebb és hosszabb távon 

is azon gélek esetében mértük, amelyekben a tiol-csoportok mennyisége meghaladta az 
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1/10 arányt. A kétfoton miktoszkóppal készült felvételek vertikális integrálásával készült 

3 dimenziós képeken bizonyítást nyert a sejtek penetrációja a gélek belsejébe, 30-60 µm 

mélységben. (16.ábra) 

  Habár az irodalomban több példát találhatunk tiol-csoportokat tartalmazó 

polimerek vizsgálatára (126, 159, 160), a szabad tiol-csoportok hatása még nem lett széles 

körűen vizsgálva az őssejtek letapadására és proliferációjára. Eredményeink összhangban 

vannak Galli és munkatársai nemrégiben publikált kutatásával, amelyben kimutatták, 

hogy a tiolmódosított, zselatinnal dúsított kitozán szövettámaszok fokozzák az 

oszteoblaszt sejtek proliferációját. A sejtek magasabb életképességi mutatókat 

produkáltak, valamint a tenyészetek előbb érték el a szubkonfluens állapotot a módosított 

szövettámaszok felszínén, mint a kontrollokon (161). Bae és munkatársai tiol-módosított 

és módosítatlan kitozán szövettámaszok biokompatibilitását vizsgálták egér oszteoblaszt 

sejtvonalon (MC3T3-E1). Eredményeik szerint a tiol-módosított szövettámaszokon 

tenyésztett sejtek életképessége magasabb volt, mint a módosítatlan szövettámaszokon 

(162). Ezzel összecseng Matsusaki és munkatársai vizsgálata is, aminek során 3D 

szöveteket állítottak elő egér fibroblaszt sejtekből, amelyeket diszulfid-térhálósított 

poliglutaminsav hidrogéleken tenyésztettek. Ezen kísérlet során is megerősítést nyert a 

tiol-csoportok pozitív hatása a sejtek adhéziójára és proliferációjára (124). 

A fent említett megfigyelések oka lehet, hogy a polimer mátrix szabad tiol-

csoportjai képesek kapcsolódni sejtmembránban található L-cisztein szabad tiol-

csoportjaihoz. A sejtmembrán tiol tartalmú L-ciszteinjén keresztül számos biológiai 

folyamat befolyásolható, például a gén transzkripció, transzláció valamint a 

sejtanyagcsere is (163). A gélek tioltartalmának növekedése valószínűleg ilyen módon 

képes pozitívan befolyásolni a sejtek adhézióját és proliferációját (164, 165).  

 

5.3. Oszteogén differenciáció vizsgálata  

 
Eredményeink szerint a tiol-csoportok jelenléte a hidrogélekben nemcsak a sejtek 

letapadását és proliferációját befolyásolta, hanem pozitív hatást gyakorolt a PDL őssejtek 

oszteogén differenciálódási potenciáljára is in vitro. A fázis-kontraszt mikroszkóppal 

készült 14 napos képeken jól megfigyelhető a sejtek csoportalakítási hajlama az 

oszteogén indukált csoportban. (15. ábra) Az ALP vizsgálatok szerint a legmagasabb tiol-

tartalmú gélek (CYSE 1/2) nem csak az oszteogén tápoldatot kapott sejtek csont irányú 
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differenciációs potenciálját támogatták, de spontán aktivitást is indukáltak a kontroll 

csoportban. A tiol csoportot nem tartalmazó gél esetében az oszteogén csoportban sem 

mértünk számottevő aktivitást. (17. ábra)  

Olyan kutatás nem található jelenleg a szakirodalomban, amelynek során fog 

eredetű őssejteken vizsgálták a tiol csoportok oszteogén hajlamot fokozó hatását, és más 

típusú sejtek részvételével is csak igen kevés vizsgálat született. Bae és munkatársai 

korábban említett in vivo kísérletei azonban erre az aspektusra is kitértek, és korrelálnak 

az általunk kapott eredményekkel: a BMP-2-tartalmú tiolált kitozán szövettámaszok 

nagyobb mértékű ektópiás csontképződést indukáltak az egér oszteoblaszt sejtekben, mint 

a csak BMP-2-t tartalmazó kollagén szövettámaszok (162).  

A gélek tiol tartalmának oszteogén differenciációt elősegítő hatása a szabad tiol-

csoportok sejtmembrán-proteinekkel való kapcsolódásán alapul. Mint említettem, a 

sejtmembránban számos olyan protein található, amely L-ciszteint tartalmaz. A L-

ciszteinen keresztül – mivel képes diszulfid kötések kialakítására – redox-vezérelt 

konformációs változás indul el a membránpoteinekben, befolyásolva a sejt 

proliferációjához, differenciálódásához vezető jelkaszkádokat (166). Hogy PDL őssejtek 

esetében pontosan melyik jelátviteli útvonal vezet oszteogén differenciációhoz, arról több 

tanulmány is született. Ezek alapján feltételezhető, hogy a folyamatban szerepet kap a 

cisztationin-g-liáz enzim által létrehozott endogén hidrogén-szulfid, a Wnt/ β-katenin 

(167) valamint a p38-MAPK (mitogén aktivált protein kináz) útvonalon keresztül (168). 

  

5.4. Cisztamin és lizin tartalmú gélek vizsgálata 

 

Kísérleteink során jóval alacsonyabb életképesség értékeket, illetve a 

mikroszkópiás felvételeken látható kisebb sejtszámot tapasztaltunk, mint a DAB 

keresztkötött géleken. A magasabb lizin-tartalmú géleken a sejtek nem voltak képesek 

megtapadni és szaporodni. A fáziskontraszt mikroszkóppal (18. ábra) és a kétfoton-

mikroszkóppal (20. ábra) készített képeken nem, vagy csak nagyon kis mértékben 

láthatóak egészséges sejtek, a látótérbe kevesebb, felkerekedett morfológiát mutató sejt 

került. Az életképesség vizsgálat pedig mindkét vizsgálati időpontban nagyon alacsony 

értékeket mutatott (19. ábra).  Ezzel szemben az alacsonyabb lizin tartalmú géleken 

megfigyelhetőek voltak egészséges sejtek, a legnagyobb életképesség-növekedést pedig 
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a CYS 20%-LYS géleken mértük (ahol a LYS koncentrációja körülbelül 1,5 tömeg%). 

Ez korrelál Datta és munkatársai eredményeivel, ahol a lizin 1,5 tömeg% -os alkalmazása 

szignifikánsan növelte a sejtek életképességét (169). 

Az irodalomban ezzel ellentétben számos példa található sikeres kísérletre lizin 

tartalmú szövettámaszok és őssejtek kapcsán, a legtöbb esetben poli-L-lizin vagy poli-D-

lizin formában alkalmazva: Haridas és munkatársai szintén lizin-tartalmú géleken 

vizsgálták mezenchimális őssejtek letapadását és proliferációját. Eredményeik szerint 

ezek a gélek támogatják a sejtek adhézióját és szaporodását (170). Hasonló eredményt 

hozott az a kísérlet is, amelynek során alginát-poli-lizin hidrogél mikrokapszulák 

biokompatibilitását vizsgálták Acarregui és munkatársai egér mioblasztok 

felhasználásával. A sejtek jól adaptálódtak és kielégítő életképességi mutatókat 

produkáltak a kapszulák belsejében, és in vivo alkalmazásuk is sikeres volt (80). Egy friss 

kutatás során Liu és munkatársai vizsgálták poli-L-lizinnel és hyaluronsavval bevont 

többrétegű poli-L-lizin-ko-kaprolakton szövettámasz biokompatibilitását, Wharton 

zseléből és csontvelőből származó mezenchimális őssejtek segítségével. A sejtek 

emelkedett metabolikus aktivitást és kemotaxist mutattak a szövettámaszokon, valamint 

14 nap után 1-es és 3-as típusú kollagén-szekretálás volt kimutatható, így a ligamentum-

szövetépítés egyik ígéretes alanya lehet ez a típusú szövettámasz (131). Ezen kísérletek 

során a poli-L-lizin pozitív befolyással bírt a sejtek adhéziójára és proliferációjára, 

azonban ez a hatás koncentrációfüggő, optimális mennyiség szükséges a legmagasabb 

életképességi mutatók eléréséhez. Magas koncentrációban a lizin citotoxikus hatással bír, 

mind vízoldékony formában, mind pedig poli-L-lizinként, szövettámaszba építve (169, 

171). 

A sejtek korlátozott letapadási és szaporodási képességének oka lehet, hogy 

kísérleteink során egyedülálló módon, keresztkötőként alkalmaztunk lizint PASP alapú 

hidrogélekben a sejtproliferáció elősegítése érdekében. Ez azonban gyengébb mechanikai 

tulajdonságokat és kisebb stabilitásást eredményezett a gélekben, amely nagy hatással 

van a sejtek letapadási képességére, mint azt az előző fejezetekben már részletesen 

kifejtettem (154).  

 

 

 

DOI:10.14753/SE.2021.2470



 

63 

5.5. Dopamin tartalmú gélek vizsgálata 

 

Habár a dopamin az irodalmi adatok szerint pozitív hatással van fog eredetű 

őssejtek túlélésére és migrációjára (136, 172), szövettámaszokba beleépítve eddig még 

csak igen kevés esetben alkalmazták.  

A mikroszkópos képek tanúsága szerint az első és a harmadik napon is nagy 

mennyiségű sejt került a látótérbe az alacsonyabb dopamin tartalmú gélen, a tenyészet a 

hetedik napra pedig konfluenssé vált a gélek felszínén. (21. ábra) Az életképességi 

vizsgálatok során is ezen a gélen (DOPA 1/20) mértük a legkiemelkedőbb mutatókat, 

mind a négy kísérleti napon. (22. ábra)   

Eredményeinket több kutatócsoport vizsgálatai is alátámasztják. Több 

tanulmányból is kiderült, hogy a polidopamin növeli a szövettámaszok 

biokompatibilitását, például Hong és munkatársai, valamint Scognamiglio és munkatársai 

in vivo vizsgálata is erre irányult. Kimutatták, hogy a poli-L-laktát, valamint alginát alapú 

szövettámaszok dopaminnal való bevonása csökkenti a szövettámaszok toxicitását in 

vivo alkalmazás során (173, 174). Kao és munkatársai politejsav szövettámaszok felületét 

vonták be polidopaminnal, és ennek hatását figyelték humán zsírszövet eredetű őssejtek 

kitapadására és proliferációjára. Eredményeik szerint a bevont szövettámaszon 

fokozottabb volt a sejtek adhéziója és proliferációja mint a kontroll csoportban, ami 

korrelál a mi eredményeinkkel is. Vizsgálataik érdekessége, hogy a dopamin-bevonat 

ezen felül pozitív hatással volt az angiogenezis-asszociált fehérjék kifejeződésére és az 

oszteogén hajlamra is (139). Szintén alátámasztja eredményeinket Partovi és munkatársai 

munkája, akik L-dopamin lokális hatását vizsgálták periodontális ligamentum eredetű 

fibroblasztok esetében. A sejtek alacsony koncentrációjú dopaminnal kezelve jóval 

magasabb proliferációs aktivitást produkáltak, mint a kontroll csoport (172). Tsai és 

munkatársai patkány oszteoblasztok esetében jutottak hasonló eredményre: polidopamin 

bevonatú, biodegradábilis polimereken a sejtek fokozott adhéziós és proliferációs 

hajlamot mutattak, és a mineralizációs potenciál is megnövekedett (138).  

A kétfoton mikroszkóppal készített képek alapján a sejtek képesek voltak 

penetrálni a gél mátrixába. (23. ábra) A DOPA 1/20 gél esetében a sejtek kiemelkedő 

vertikális migrációs hajlamot mutattak, ugyanis háromszor olyan mélyen is detektáltunk 

sejteket, mint a kontoll, CYSE-DAB 1/20 gél esetében. (23. ábra) A dopamin migrációs 
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potenciálra gyakorolt hatásmechanizmusát mezenchimális őssejtek esetében Mirones és 

munkatársai vizsgálták: in vitro a dopamin elősegíti az MSC-k migrációját, D2 receptoron 

és alternatív foszfoinozitid-3-kináz / Akt útvonalon keresztül. Ezt a hatást in vivo is 

megfigyelték: emberekben L-dopa adása jelentősen megnöveli a perifériás vérben MSC-

szerű sejtek (CD45- CD31- CD34- CD105 +) mennyiségét (145). Érdekes módon Shome 

és munkatársai ennek ellenkezőjét állapították meg: kísérleteikben a dopamin D2 

receptorokon keresztül gátolta a VEGF indukált migrációt, és a perifériás vérben D2 

antagonisták adása után mértek megnövekedett őssejt-szerű sejtmennyiséget. A 

különbség az eltérő dopamin-koncentrációk használatából adódhat, amely alátámasztja a 

dopamin általunk is megállapított koncentráció-függő hatását (146). 

A kísérlet tehát felveti, hogy a dopamin esetében kiemelkedően fontos a megfelelő 

koncentráció alkalmazása, amely összecseng az irodalomban található adatokkal is (145, 

146). Megfelelő mennyiségben a dopamin kiemelkedően pozitív hatással van a sejtek 

életképességére, szaporodására és migrációs potenciáljára, így ez a géltípus rendkívül 

ígéretes őssejtek tenyésztése szempontjából, amit további kísérletekkel tervezünk 

alátámasztani. 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 
 
Kutatómunkám új tudományos eredményei a következő pontokba foglalhatók össze: 
 

1. Kimutattam, hogy humán foggyökérhártya eredetű mezenchimális őssejtek 

képesek megtapadni és szaporodni cisztamin és diaminobután keresztkötőket 

tartalmazó poliaszparaginsav-alapú hidrogéleken. Legnagyobb mértékben a 

merevebb, diaminobutánt, valamint a tiol-csoportokat is tartalmazó géleken 

mutatkoztak életképesnek a sejtek, illetve a gélek belseje felé való penetráció is 

ezen gélek esetében volt kiemelkedő, ezek a gélek tehát biokompatibilisek és 

biodegradábilisek. 
 

2. Kimutattam továbbá, hogy foggyökérhártya eredetű őssejtek megtapadnak és 

szaporodnak különböző tiol-csoport mennyiséget tartalmazó poliaszparaginsav-

alapú hidrogéleken. A tiol tartalom növekedése a sejtek életképességének és 

proliferációjának növekedését vonja magával, így a magas tiol tartalmú gélek 

kiemelten alkalmasak a sejtek tenyésztésére. 
 

3. Megállapítottam, hogy a magas tiol tartalmú hidrogélek támogatják a 

foggyökérhártya eredetű őssejtek csont irányú differenciációs potenciálját. Ezen 

gélek képesek spontán oszteogén aktivitást is indukálni a sejtekben in vitro. 
 

4. Kimutattam, hogy a fog eredetű őssejtek csak korlátozottan képesek megtapadni 

és szaporodni lizin és cisztamin keresztkötőket tartalmazó poliaszparaginsav-

alapú hidrogéleken, amelynek mértéke erősen függ a lizin koncentrációjától. 
 

5. Megállapítottam, hogy dopamin tartalmú hidrogélek alkalmasak lehetnek fog 

eredetű őssejtek tenyésztésére. Megfelelő dopamin-koncentráció alkalmazása 

mellett a PDL sejtek kiemelkedő proliferációs és penetrációs aktivitást mutatnak. 

 

Munkacsoportunk kifejlesztett és in vitro megvizsgált több olyan teljesen új, 

poliaszparaginsav-alapú hidrogélt, amelyek biokompatibilisnek bizonyultak, és PDL 

eredetű mezenchimális őssejtkultúra tenyésztésére alkalmasak. A későbbiekben ezek a 

gélek - csontirányú differenciációt támogató tulajdonságuk miatt – alkalmasak lehetnek 

a regeneratív terápiában való alkalmazásra, elsősorban csontdefektusok esetében. 	  
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 
 

Az elmúlt évek kutatásainak és fejlesztéseinek köszönhetően kutatócsoportunk ma 

már rutinszerűen izolál mezenchimális őssejteket fog-asszociált szövetekből, melyek 

multipotens differenciációs képességgel bírnak. A sejtek terápiás alkalmazásához azonban 

olyan szövettámaszok is szükségesek, amelyek biztosítják számukra a megfelelő 

körülményeket, hasonlóan az extracelluláris mátrixhoz. Célunk ezért egy olyan hidrogél 

szövettámasz létrehozása volt, amely megfelelő kondíciókat biztosít a sejtek számára, s a 

későbbiekben alkalmazható lehet a regeneratív terápiában. 

Munkám során poliaszparaginsav-alapú hidrogéleken vizsgáltuk a sejtek 

életképességét, morfológiáját és differenciációs potenciálját. Az első kísérletsorozatban 

lágyabb és merevebb, diaminobután és/vagy cisztamin keresztkötött géleket vizsgáltunk, 

amelyek között tiol-csoport tartalmú is volt. A sejtek a merevebb géleken mutattak 

magasabb proliferációs aktivitást és életképességet, ezek közül is kiemelkedtek a tiol-

csoport tartalmú valamint a csak diaminobutánt tartalmazó gélek, amelyek hosszabb távon 

is biokompatibilisnek bizonyultak. A sejtek képesek voltak penetrálni a gélek belseje felé. 

A második kísérletsorozatban a tiol-csoport mennyiség hatását vizsgáltuk a sejtekre: a tiol 

tartalom pozitív hatással bírt a sejtek életképességére és proliferációjára. A magas tiol 

tartalom kiemelten támogatta ezen felül a spontán oszteogén aktivitást is. A következő 

kísérletsorozatban a sejtekben a diaminobutánt lizinre cseréltük, ezeken a géleken azonban 

csak korlátozottan voltak képesek megtapadni és szaporodni a sejtek, amelynek mértéke 

erősen függött a lizin koncentrációjától. Ezt követően dopamint tartalmazó géleket 

alkalmaztunk, amelyek – a megfelelő dopamin tartalom mellett – kiemelten támogatták a 

sejtek túlélését és proliferációját, valamint migrációs aktivitását is.  

Összefoglalva, sikerrel állítottunk elő több olyan, poliaszparaginsav alapú 

szövettámaszt, amelyek in vitro biokompatibilisek, biodegradábilisek, támogatják a sejtek 

adhézióját, szaporodását és oszteogén differenciálódását. Ezek a gélek a későbbiekben 

alkalmasak lehetnek a regeneratív terápiában való használatra is. 
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8. SUMMARY 
 

The research and development of the past few years allowed our research team to 

routinely isolate mesenchymal stem cells from tooth-associated tissues that have 

multipotential differentiation capacity. However, for the therapeutic use of these cells, 

scaffolds are required to provide the appropriate conditions for the cells, such as the ECM 

does. The aim of our work was to create a hydrogel scaffold that provides optimal 

conditions for the cells, which could be a promising alternative in regenerative therapy. 

The viability, morphology and differentiation potential of the cells were 

investigated on poly(aspartic acid)-based hydrogels. In the first series of experiments, 

softer and stiffer diaminobutane and / or cystamine crosslinked gels were tested, including 

thiol-containing gels. Cells showed higher proliferative activity and viability on stiffer 

gels, including thiol-containing and diaminobutane-only gels, which were shown to be 

biocompatible in the long run. The cells were able to penetrate inside the gels. In the 

second experimental series, we investigated the effect of thiol groups on the cells’ 

behaviour: thiol content had a positive effect on cell viability and proliferation. The high 

thiol content also strongly supported spontaneous osteogenic activity.  In the next 

experiment, diaminobutane was changed to lysine, but on these gels the cells’ adhesion 

and proliferation was limited, the extent of which was strongly dependent on the 

concentration of lysine. According to the next experiment, dopamine containing gels 

seem to be suitable for cell culturing in case of appropriate dopamine content: itstrongly 

supported cell survival and proliferation, as well as migration activity. 

To summarize, we have successfully produced  poly(aspartic acid)-based scaffolds 

that are biocompatible, biodegradable and support cell adhesion, proliferation and 

osteogenic differentiation in vitro. These gels may later be suitable for use in regenerative 

therapy. 
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