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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ALP
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FCS fetal calf serum, fotalis borjiszérum

FGF-8 fibroblast growth factor 8, fibroblaszt novekedési faktor 8
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PDL periodontal ligament, foggyOkérhartya
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PDT population doubling time, duplazodasi idé
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PGA propilén-glikol alginat
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PKA protein kinaz A
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sonic hedgehog protein
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sex determining region Y-box 2
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1. BEVEZETES (IRODALMI HATTER)

1.1. Bevezetés

Az elhalt vagy elvesztett szovetek potlasa korunk egyik legfontosabb kérdéskore
az orvostudomanyban. Ahhoz, hogy az eredetivel pontosan megegyez0 szdveti struktarat
hozzunk létre, szamos, meglehetdésen sokrétli kémiai és bioldgai szempontot kell
figyelembe venni. Ezen szempontok feltarasaval és kihasznaldsaval foglalkozik az
ugynevezett tissue engineering (szovetépités) technika, amely korabban a bioanyag-
fejlesztés részteriilete volt, mara mar azonban teljesen kiilon teriiletté nétte ki magat a
regenerativ medicinan beliil (1). A szovetépités 1ényege, hogy sejtek, szovettamaszok
(scaffold-ok) ¢és bioaktiv molekuldk olyan kombinécidjat hozzuk Ilétre, amely 4ltal
egészseéges, funkcionald szovet johet 1étre.

A szovetépités alappillérei az Ossejtek, amelyek korlatlan 6nmegujito képességgel
rendelkeznek és képesek differencialt utodsejtek 1étrehozasara. Ossejteket izolalhatunk
felndtt vagy embriondlis szovetekbdl is, utobbiak felhaszndldsa azonban etikai és
technikai problémakat vet fel (2). A regenerativ kutatasok kozéppontjaban ezért ma olyan
mezenchimalis dssejtek allnak, amelyek feln6tt szervezetben is megtalalhatoak (3). Ilyen
multipotens (az ivarsejteken kiviil bamilyen felndtt szoveti sejt 1étrehozésara képes)
Ossejt-csoportot elsének a csontveloben fedeztek fel, azdta azonban tobb felndtt
szOovetbdl, példaul fog-asszocialt szovetekbdl is sikeriilt 6ket izolalni (4). Utobbiak nagy
eldnye tobbek kozott, hogy viszonylag kdnnyen és nagy szamban hozzaférhetdek, magas
proliferacids aktivitadssal rendelkeznek €s szdmos sejttipus differencialtathato beldliik.
Fog eredetii dssejt izolalhato a fogpulpabdl, az apicalis papillabdl, a fogzacskdbol vagy a
periodontalis ligamentumbol is (5). Ezen sejtek tulajdonsdgainak, viselkedésének pontos
feltarasa, vagyis a sejtek karakterizaldsa nagyon fontos, hiszen ezen ismeretek hatarozzak
meg, hogy a késdbbiekben alkalmazhatoak lehetnek-e a regenerativ terapidban, példaul a
fogorvoslas teriiletén (6, 7).

A szervezetben a sejtek kozott egy Oket tdimogato halozat, az extracellularis matrix
(ECM) talalhat6, amely szénhidratokbol és fehérjekbdl épiil fel. A szovetépités egyik
kritikus pontja olyan szovettamaszok létrehozasa, amelyek nagymértékli hasonldsagot

mutatnak a természetes ECM-mel és ezéltal képesek tamogatni a sejtek természetes
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mukodését. Az idealis szovettamasznak szamos kritériumnak kell megfelelnie: lehetové
segitenie a ndvekedési faktorok megfeleld helyre valo szallitasat, valamint az optimalis
tapanyag- és oxigénellatast, ezen feliil biokompatibilisnek, biodegradabilisnek kell lennie
(8). Mivel a kiilonboz6 sejttipusok eltérd kornyezetet részesitenek eldnyben szaporodasuk
illetve differencidlédasuk soran, ezért fontos a szovettamasz tulajdonsagainak eszerint
torténd optimalizalasa is (9).

Jelenleg az irodalomban taldlhaté szOvettamaszok alapvetd Osszetevoje
valamilyen polimer molekula. Mivel a természetes ECM nagyrészt kiilonb6z6 polimerek
(szénhidratok, poliaminosavak, fehérjék stb.) hdromdimenzids halozatabdl épiil fel, ezért
a poli(aminosav) alapu hidrogélek igéretesek lehetnek szovettimaszként. Mesterséges
poliaminosav alapu gélek hatranya, hogy eldallitasuk nehézkes és draga lehet, emiatt
szOvettamaszként vald alkalmazdsukra kevés példat taldlunk az irodalomban.
Kifejezetten fog eredetli Ossejtekre fokuszalva poliaszparaginsav alapt hidrogélek
részvételével pedig kizardélag munkacsoportunk végzett kisérleteket (10, 11).

Doktori kutatomunkdm sordn ezért kiilonb6z0 mechanikai és kémiai
tulajdonsagokkal rendelkezd poliaszparaginsav alapu hidrogél szovettamaszok
biokompatibilitdsat vizsgaltam, foggyokérhartya eredetli Ossejtek hasznélataval.

Megfigyeltem kiilonb6z6 keresztkotk (cisztamin, diaminobutan, lizin) €s a merevség

crer

rrrrrrrr

rrrrrr

paramétereinek feltarasa és optimalizalasa, melyek ismeretében egy, a regenerativ

medicinaban is alkalmazhat6 szovettamasz hozhato létre.

1.2.  Szoveti regeneracio a fogorvosladsban

Regeneraciordl akkor beszélhetiink, ha az elpusztult vagy sériilt szovetek,
struktirak helyét az eredetivel mind tipusaban, mind funkcidjdban teljesen megegyezd
szovet veszi at. Ettdl el kell kiiloniteniink azt a lehetdséget, amikor a fentieck nem
teljesiilnek, vagyis nem teljes egészében az eredeti struktira all helyre: ilyenkor

reparaciorol beszéllink, amire j6 példa a hegszovet kialakulasa (12).
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A regenerativ eljarasok elsddleges célja, hogy a karosodott szovetek helyén az
eredeti allapot j6jjon 1étre, ez azonban Osszetettebb szovetekben gyakran nehézségekbe
iitkozik. Jo példa erre a parodoncium, vagyis a fogagy strukturaja, amely az inybdl,
valamint a r6gzit0 apparatusbol (alveolaris csont, gyokérhartyarostok, gyokércement) all.
A fiziologias tapadas barrierfunkciot lat el a fogagy tovabbi részeinek védelmére. Két {6
része kiilonithetd el: iny junkcionalis hamsejtjei (hamtapadds) valamint a
gyOkérhartyarostok, vagyis Sharpey rostok (kotOszovetes tapadas). A hamtapadas
konnyen és gyorsan regeneralddhat oki kezelést kovetden, a kotOszovetes tapadas
helyredllitdsa azonban komoly nehézségekbe iitkozik, gyakran éppen a hamtapadas
tulburjanzasa miatt (12).

A lagyszovetek helyreallitasan kiviil a keményszovetek, a csont regeneracioja is
fontos, leginkabb a fogorvoslas és a traumatoldgia teriiletén. Ma mar szdmos technika all
rendelkezésre, példaul csontpotld vagy csontndvekedést serkentd anyagok hasznalata
(13-15), olyan modszer azonban nem keriilt még kifejlesztésre, ami szdzszazalékos
biztonsadggal garantalja a regeneraciot olyan komplex szdovetekben, mint amilyen a
fogagy is. Azonban a szovetek pontos mikrostruktirajanak megismerése, az ket felépitd
sejtek karakterizaldsa az elmult években lehetévé tette olyan Ossejt alapi terdpia
kifejlesztését, amelyek altal elérhetdvé valhat a teljes regeneracio, €s hosszabb tavon is
j6 eredményeket érhetiink el akar komplex szovetekben is (16, 17).

A szOvetépités néven ismertté valt technika a fentebb emlitett ismereteket
felhasznalva, komplex modon vizsgalja a gydgyulés folyamatat, figyelembe véve mind a
biokémiai, mind a fizikai, mind a mérnoki alapelveket, tokéletes gyogyulast, vagyis
regeneraciot segitve eld. A technikat eredetileg a szOvettranszplantaciot kovetd
kilokédések szamanak lecsokkentése céljabol fejlesztették ki 1980 tajékan Amerikéban.
Azota azonban az orvoslds szamos teriiletén kutatjak és alkalmazzak, igy napjainkban
példaul a fogéaszatban, azon beliil is az implantologidban, az endodoncia teriiletén és a
parodontoldgiaban is nagy szerephez jut (1, 18, 19). A fogorvoslés teriiletén valo
térhoditas egyik fontos mérfoldkdve volt a felfedezés, hogy fog-asszocialt szovetekben

is, példaul fogpulpaban és foggyokérhartyaban is talalhatdak dssejtek (20-23).
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1.3.  Fog eredetl dssejtek €s potencialis szerepiik a regeneracioban

1.3.1. Az dssejtekrdl altalaban

Ossejtnek neveziink minden olyan sejtet, amely korlatlan Snmeguajitd képességgel
rendelkezik és differencidlt utddsejtek 1étrehozésara képes (24). Eredet szerint kétféle
Ossejt-tipust kiilonboztetiink meg. A koradbban felfedezett tipus az embrionalis Ossejt
(ESC — Embryonal Stem Cell), mig ennek az érett, felndtt szovetekben megtalalhato
formaja a posztnatalis dssejt (2, 4).

Ezen sejtek elsddleges feladata a feln6tt szovetekben, hogy belsd repair, vagyis
javitd rendszerként miikddjenek, részt vegyenek a megujitasban és a gyogyulasban.
Bizonyos szovetekben, példaul a csontveldben az osztdédas allando, a sériilt vagy
eloregedett sejtek potlasa azonnali. Ezeket a szoveteket megujuld szoveteknek nevezziik.
Mas szovetekben a sejtek az id6 nagy részében ezen a téren inaktivak és csak specialis
szignalok hatasara kezdenek el osztodni (ilyenek példaul a sziv Ossejtjei), ezek az
allandosult szovetek. A felndtt Ossejtek jellemzd tulajdonsaga, hogy alapvetd
differencialodasi utvonalukat meghatdrozza a szdvet, amiben talalhatoak. Ez alapjan
megkiilonboztethetiink példaul epitelidlis (ham), hematopoetikus (vérképzd), vagy
mezenchimalis (kozépsd csiralemezbdl kialakult szovetcsoport) Ossejteket. Emellett
azonban lehetséges, hogy egy adott szovetben megtaldlhato differencialddott sejt egy
teljesen eltérd, érett sejttipussa alakul tovabb, a kozbensd progenitor allapot kihagyasaval
— ez az un. transzdifferenciacio jelensége (25).

Differencialodasi potencidl szerint négyféle dssejt-tipust kiillonboztethetiink meg.
A totipotens Ossejt mind intra-, mint extraembrionalis szovetek l1étrehozasara képes, ilyen
példaul a megtermékenyitett petesejt. A pluripotens Ossejtek csokkent potencidllal
rendelkeznek, ugyanis csak intraembrionalis szOveteket képesek Ilétrehozni. Ilyen
sejttipus az embrionalis Ossejt. A multipotens Ossejtek nem képesek ivarsejtek
l1étrehozéasara, azonban barmely mas felndtt szoveti sejt kialakulhat beldliik — ilyen tipusu
sejtek példaul a fog eredetii dssejtek is. Az unipotens Ossejt egyféle sejttipussa tud csak
differencialodni, de képes megujulésra, ilyen tulajdonsadggal rendelkeznek példaul az
1izom-0ssejtek (26).

Mind az embrionalis, mind a felnétt dssejtek rendelkeznek eldnyds €s hatranyos

tulajdonsagokkal, amelyek terapids felhasznalhatdésagukat is befolydsoljak. A {6
10
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kiilonbség, hogy mig az embriondlis Ossejtek pluripotensek, a felndtt JOssejtek
mulitpotensek, elsdsorban azon szovet sejtjeivé differencidlodnak, amely csiralemezbdl
szarmaznak. Jellemzd tovabba, hogy az embrionalis Ossejtek nagyobb szamban
izolalhatoak ¢és korlatlanul fenntarthat6ak differencialatlan allapotban, a felndtt dssejteket
azonban transzplantalas soran kisebb mértékben utasitja el a szervezet (ez tobbek kdzott
immunszuppresszans hatasuknak koszonheté (27)), ami elényt jelent a terapias
alkalmazas szempontjabol. Az embrionalis dssejtek tovabbi hatranya a felnétt 6ssejtekhez
képest a tumorképzd potencidljuk, illetve az etikai problémak, amiket felvet a hasznalatuk
(2). Emiatt az elmult években kdnnyen €s nagy szamban izolalhato felndtt dssejt-tipusok
keriiltek a regenerativ kutatasok kozéppontjaba. Ilyenek példaul a kozépsd csiralemez
szoveteibdl (pl. tamasztoszovetek, izomszdvet) szarmazod multipotens mezenchimalis

Ossejtek.

1.3.2. Multipotens mezenchimalis dssejtek és tulajdonsagaik

Ahhoz, hogy egy sejtpopuldciorol kimondhaté legyen, hogy multipotens,
mezenchimalis dssejtekbdl (Mesenchymal Stem Cell, MSC) all, harom kritériumnak kell
megfelelnie.

1. Az MSC-k elsé alapvetd tulajdonsaga, hogy multipotens differenciacios
képességgel rendelkeznek: megfeleld in vitro differencidcios koriilmeények kozott
képesek zsir, porc és csontsejtek 1étrehozésara is. (24).

2. A sejtek miianyag feliiletekkel szemben adherens tulajdonsagot mutatnak, vagyis
standard koriilmények kozott képesek letapadni a szovettenyésztd edényekre (24).

3. A tenyészet tobb, mint 95%-anak ki kell fejeznie bizonyos sejtfelszini antigéneket
(példéaul CD-105 (endoglin), CD-73 (ekto 5’-nukleotidaz) és a CD-90 (Thy-1)),
de fontos hogy a sejtpopulacido ne fejezzen ki 2%-nal magasabb mértékben
hematopoetikus markereket (példaul CD-45 (pan-leukocyta marker), a CD-34
(primitiv hematopoetikus és endothel-marker), a CD-14 és CD-11b (monocyta és
makrofag markerek), CD-79a és CD-19 (B-sejt markerek) és a HLA-DR marker)
(24).

Amennyiben az adott sejtpopulacid6 mutatja a harom alapvetd kritériumot

(multipotens differenciacios potencidl, adherens tulajdonsag €és a megfeleld markerek
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megléte illetve hianya), akkor kimondhatjuk, hogy multipotens MSC populaciordl van
sz0 (24).

Multipotens mezenchimalis dssejtek szamos felndtt szovetbdl izolalhatoak, ezek
koziil azonban az egyik legkdnnyebben hozzaférhetd és szdmos eldnyds tuljadonsaggal

rendelkez0 forrast a marado é€s tejfogak, valamint a fog koriili szovetek jelentik (6).

1.3.3. Fog eredetii dssejtek tipusai és tulajdonsagai

Az elmult két évtizedben szamos felndtt szdvetben taldltak mezenchimalis
Ossejtforrasokat, tobbek kozt fog-asszocidlt szovetekben is (3, 4, 28). A kutatasok
nyilvanvalova tették, hogy példaul fogpulpabdl és parodontélis ligamentumbol is
izolalhatd magas proliferacios aktivitassal rendelkezd, Onmegujité, klonogén
tulajdonsagu sejt (1. abra). Ezen sejtek multipotens differenciacios képességekkel birnak,

sejtfelszini markereik pedig a legtobb esetben azonositottak.

1. abra
Fog eredetii ossejtek és forrasaik. DFSc: Dental Follicule Stem Cells, Fogzacsko
eredetii ossejt. SHED: Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth, Tejfogpulpa
eredetii ossejt. DPSCs: Dental Pulp Stem Cells, Fogpulpa eredetii ossejt. PDLSCs:
Periodontal Ligament Stem Cells, Foggyokérhartya eredetii ossejt. SCAP: Stem Cells

from Apical Papilla, Apikalis papillabol szarmazo dssejt. (29)

Az elsOként felfedezett fog eredetii dssejt-tipus a fogpulpa eredetii 6ssejt (DPSC -
Dental Pulp Stem Cell) amelyet Gronthos ¢és munkatarsai izolaltak elsoként (23).

12
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Differenciaciés potencialjuk hasonld a csontveldi 0ssejtekéhez, koloniaképzd
frekvencidjuk és a sejtek proliferacios aktivitdsa kiemelkedd. Egyik legfontosabb
tulajdonsaguk az odontoblaszt-képzd (dentin képzésért felelds sejt) potencialjuk: képesek
in vitro polarizalt, odontoblaszt-fenotipust mutatd sejtek €s mineralizdcidos gocok
létrehozasara. Differencialtathatoak ezen feliil oszteogén, adipogén, neurogén és miogén
iranyba in vivo. Hidroxiapatittal és trikalcium-foszfattal 6sszekeverve képesek a dentin-
pulpa komplex létrehozasara in vivo: a DPSC-k egy vaszkularizalt, pulpa-szerti szovetet
hoznak létre, amelyet vékony rétegben dentin-szialoproteint expresszalé odontoblaszt-
szerl sejtek vesznek korbe (30-32).

A DPSC-k rendelkeznek immunmodulacios hatéssal is: in vitro gatoljak a T és B-
sejt proliferaciot, valamint csokkentik a Natural Killer és dendritikus sejtek aktivitasat is,
sejt-sejt interakciokon vagy szekretalt faktorokon keresztil (28, 33). A DPSC-k
immunfenotipusat tobb csoport is vizsgalta, azonban az eredmények helyenként eltérnek
egymastol. Megegyeznek azonban abban, hogy a DPSC-k az oszteogén antigének koziil
kifejezik az oszteokalcin, oszteonektin, DSP (dentin szialoprotein) ¢s MEPE (matrix
extracellularis foszfoglikoprotein) markereket; neurogén markerek koziil a NFM
(neurofilamentum M) és a GFAP (Glial Fibrillaric Acidic Protein) markereket (34);
kifejezik ezen feliil a CD-13 (membran alanil-aminopeptidaz), CD-29 (integrin-f1), CD-
44 (migraciot és adhéziot befolyasol6 sejtfelszini glikoprotein), CD-105 (endoglin), CD-
117 (c-kit, Ossejt novekedési faktor receptor), CD-146 (melanoma sejtadhézios
molekula)(34), VCAM-1 (vaszkularis sejtadhézids molekula 1), kollagén-I, kollagén-III,
¢s FGF-2 (fibroblaszt novekedési faktor) markereket(23) valamint bizonyos szazalékban
a STRO-1-et (az els6ként a csontveldi sztroma sejtekbdl izolalt mezenchimalis marker)
is (35). Negativak a CD-14, CD-34, CD-45, MyoD (izomdifferenciacios gén), kollagén-
II, BSP (csont szialoprotein) és PPARy (peroxiszoma-proilferator aktivacids receptor)
markerekre (5, 34-36).

2003-ban Miura ¢s munkatarsai sikeresen izolaltak tejfog-pulpa eredetii dssejteket
(SHED - Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth) (20). Ezek a sejtek szintén
tobb irdnyu differencidcios (adipogén, neurogén, miogén, kondrogén) képességgel
rendelkeznek és proliferacids potencidljuk meghaladja mind a pulpa, mind a csontveld
Ossejtekét. Szamos neurondlis markert expresszalnak (B-3 tubulin, Tau, NeuN, NFM,

GFAP) (37). Habar kozvetleniil nem képesek oszteoblasztok létrehozdséara, in vivo
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oszteoinduktiv tulajdonsdgot mutatnak és eldsegitik a csontképzddést. Dentin-pulpa
komplex létrehozasara képtelenek, de odontoblaszt-szerii sejtek és dentin-szer struktira
1étrejohet beldliikk in vivo (38, 39). A sejtek kiilonlegessége, hogy olyan embrionalis
markereket is kifejeznek, mint a Oct-4 vagy a Nanog (40). Expresszaljak ezen kiviil az
oszteogén MEPE, oszteokalcin ¢s DSP markereket, valamint a CD-29, CD-73 (5’-
nukleotiddz), endosztatin, bFGF, FGFR3 (20), SSEA-3, SSEA-4 (fazis-specifikus
embrionalis antigén)(40) és néhany esetben a CD-146 ¢s CD-106 (VCAM-1) markereket
(5,41, 42).

Egy ¢évvel a tejfog-pulpa eredetli Ossejtek izolalasat kdvetden publikaltak
eredményeiket Seo ¢és munkatdrsai a parodontédlis ligamentum eredeti multipotens
Ossejtekrdl (PDLSC - Periodontal Ligament Stem Cell) (22). A PDLSC in vitro szdmos
iranyba (adipogén, neurogén, oszteogén, kondrogén) differencialtathatd dssejttipus (22,
35). A PDLSC-k a DPSC-khez hasonl6an immunmoduléns hatéssal is birnak: in vitro
sejtek aktivitasat is (33). In vivo képesek PDL-szerti struktirat kialakitani, és
cementképzo potencialjuk van: a kialakitott komplex struktura egy vékony, cement-szeri
rétegbodl, kondenzalt kollagén-szalakbol és PDL-szerli sejtekbdl all. A kollagén-szalak
képesek dsszekapcesolddni az ujonnan formalddott cement-szerti struktaraval, a Sharpey-

rostokat utanozva (22) (2.4bra).

2. abra

Transzplantalt PDL eredetii ossejtek képe hidroxiapatit trikalcium foszfat (HA) layer-

en. A kollagén-szalak (sarga szaggatott vonal) osszekapcsolodnak az ujonnan
formalodott cement-szertii strukturaval (C), a Sharpey-rostokat utanozva. (25)
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A PDL eredetii 6ssejtek kifejezik az oszteogén markerek koziil az ALP (alkalikus
foszfataz), BSP, MEPE ¢és oszteokalcin markereket, valamint bizonyos pluripotens és
embrionalis markereket is mint a SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81,
SOX2 ¢s a REX1 (22). Kifejezetten magas mértékben expresszaljadk az in-specifikus
transzkripcids faktort, a Scleraxist. Kifejezik ezen feliil a CD-13, CD-29, CD-44, CD-59,
CD-106 és STRO-1 markereket is (5, 22, 43, 44).

Morsczeck és munkatarsai késébb fogzacskobol izolaltak dssejteket (DFSC, Dental
Follicule Stem Cell), amelyek in vitro adipogén, oszteogén €s neurogén iranyba is
differencialtathatoak (21). A sejtek tipikus fibroblaszt-szerli morfologiat mutatnak,
konnyen izoldlhatoak elé nem tort bolcsességfogakbol, s kiillonlegességiik, hogy olyan
idegi markereket is azonositottak a felsziniikon, mint példaul a nesztin, vagy a notch-1.
In vivo rostos szovetbol allo strukturat hoznak létre, nem sikeriilt azonban esetiikben
dentin, cement vagy csont-formaciot megfigyelni. Kifejezik az oszteogén markerek koziil
a BSP-t és az oszteokalcint, expresszaljak tovabba kollagén-1, és FGFR1 IIIC markereket,
negativak azonban a hematopoetikus CD-34, CD-45 és HLA-DR markerekre (5, 21, 35).

A legkésobb felfedezett fog-asszocialt Ossejt-tipus az éretlen fogak apikalis
papilldjabol szarmazo dssejt (SCAP — Stem Cells from Apical Papilla) (45). Az apikalis
papilla a ndvekedésben 1évo fog gyokerének csicsan talalhatd, s csak az erupcio eldtti
id6szakban hozzaférhet6. Mivel az apikalis papilla a késébbiekben atalakul gyokéri
pulpava, kérdéses, hogy a SCAP sejtek prekurzorai lehetnek-e a DPSC-knek, ez tovabbi
kutatas sziikségességét veti fel. A SCAP sejtek szerepe természetes koriilmények kozott
a foggyokér szoveteinek kialakitasaban van. A SCAP sejtek két olyan gént is magas
szinten expresszalnak, amely a sejtproliferacié modulédladsdban vesz részt, ezek a survivin
¢s a telomeraz, aminek kdszonhetden proliferacids potencialjuk kiemelkeddéen magas,
ezaltal er0s szdvetregeneralod hatassal birnak. Ezek a sejtek in vitro képesek oszteogén
valamint adipogén irdnyba differencialddni. In vivo képesek a dentin-pulpa komplex
létrehozasara, a DPSC-khez hasonléan. Kiilonleges tulajdonsaguk, hogy neurogén
indukci6 nélkiil is kifejeznek szamos neurogén markert, ilyen a nesztin, f2-tubulin és
GFAP (46). Kifejezik az oszteogén markerek koziil az ALP, BSP, DSP, MEPE valamint
a CD-24, bFGF, Flg, MUCI18 markereket is (45). A CD-34 és CD-45 hematopoetikus

markerre ezek a sejtpopulaciok is negativak (5, 47).
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Fentebb lathattuk, hogy a fog eredetli dssejtek magas proliferacios aktivitassal
rendelkeznek, valamint in vitro €s in vivo differenciacios képességiik is meglehetdsen
sokrétli, éppen ezért az elmult években a sejtek karakterizalasat kovetden a kutatdsok mar

a potencidlis alkalmazasi lehetéségek felé iranyulnak (17, 48, 49).

1.3.4. Fog eredetii 6ssejtek alkalmazasi lehetdségei a regenerativ terapiaban

A fog eredetli Ossejtek alkalmazasara tobb lehetdség kinalkozik mind a
fogorvoslas, mind pedig az altalanos orvoslas teriiletén. A fogorvoslason belill a
pulparegeneracié az egyik legérdekesebb aspektus. Gyerekfogaszatban, még nem
zarodott apexii (gyokércsucsu) de trauman atesett éretlen fogakon alkalmazzak példaul
azt a moddszert, hogy a gyokéri pulpa eltavolitasat kovetden egy aprd tliszardssal
apikalisan vérszivargast indukalnak, ezzel mobilizaljak a fogban €s az apikalis papillaban
talalhato 6ssejteket. Ezaltal olyan, pulpdhoz nagyon hasonlit6 szovet johet 1étre a fogban,
ami altal az apex zarddasa befejezddhet. A modszer a regenerativ endodoncia nevet viseli
(50).

A masik, fogorvosldson beliili igen fontos teriilet a parodontoldgia (amely a
fogagy egészségével foglalkozo szakdg), ugyanis a csontvesztés megallitasa, esetleges
visszaforditdsa nagyon lényeges cél. Kl és munkatarsai autolog (sajat) PDL &ssejtek
hatasat vizsgaltdk a csontdefektusokra, €s esettanulmanyuk szerint az dssejtek in vivo
eldsegithetik a csontfejlodést (51). A periimplantitisz kovetkeztében 1étrejott csontvesztés
¢s ennek a regenerdcidja kapcsdn szintén folyt kutatds ligamentum-Ossejtek
alkalmazaséaval. Az eredmények azt mutatjak, hogy habar 1étrejott a gydgyulas, nem
tapasztaltak szignifikans kiilonbséget a kontroll csoport (szemipermedbilis membran €s
koagulum) és az Ossejteket is tartalmazo csoport (kollagén scaffold ¢s PDLSC-k) kozott
(52). Ezen feliil igéretes eredmények sziilettek DPSC sejtek esetében, kraniofacidlis
csontdefektusok gydgyuldsanak vonatkozasaban is (53).

A SHED ¢és DPSC 6ssejtek csont irdnyu differenciacios képességiik mellett
kiemelt neurogén differenciacids potenciallal rendelkeznek, éppen ezért szamos kutatas
iranyul az ilyen jellegli regenerativ potencidljuk kihasznalasara (54). Mindkét sejttipus in
vivo neuroprotektiv hatast mutatott gerincveld atmetszést kovetden (48), illetve

nemrégiben elindult egy tanulmany is, amelynek soran stroke-on atesett betegeken
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vizsgaljak DPSC-k regenerativ hatasait. A kutatds TOOTH (The Open study Of dental
pulp stem cell Therapy in Humans, Nyilt vizsgalat a pulpa eredetli dssejtek human
terdpias hatasair6l) néven indult 2016-ban és jelenleg is folyik (55). A DPSC-k korabbi
allatkisérletek szerint cerebralis transzplantacidt kovetden eldsegitik az endogén idegi
vaszkulogenezisre is (56). A DPSC-k in vitro dopaminerg neuronok létrehozasara is
képesek, amely a Parkinson-kor vonatkozasaban egy igen lényeges felfedezés, hiszen
lehetdséget teremthet a betegség soran elpusztulé dopaminerg neuronok potlasara (57).

Az elézoekben ismertetett terapiak mellett a fog eredetli Ossejtek
immunszuppressziv potencialja is jelentds, mely szadmos teriileten kihasznalhato.
Autoimmun encephalomyelitis (58), akut respiratorikus distress szindroma (59),
rheumatoid arthritis (60) valamint szisztémas lupus erythematosus (61) kezelése soran is
biztatdéak az eredmények, amelyeket a sejtek immunmodulétor hatasdnak tulajdonitanak
(28). A DPSC ¢s SHED sejtek képesek ezen feliil inzulintermeld, hasnyalmirigy
szigetsejt-szerll struktirakat is 1étrehozni, ami immunmodulator képességiikkel egylitt

Mindezek mellett a DPSC-knek fontos szerepe lehet a kés6bbiekben miokardialis
infarktuson atesett betegek gyogyitasaban is: in vivo kisérletekben ugyanis csokkentették
az infarktusos terlilet méretét, eldsegitették az angiogenezist €s jelentds javulast
indukaltak a szivmiikodésben is (63).

A PDL 0ssejtek lehetséges szerepére inregeneracioban nemrégiben sziiletett egy
in vivo tanulmany. Ennek kapcsan vilagossa valt, hogy a sejtek eldsegitik a szovetérést,
novelik a kollagénszalak szervezettségét, valamint a megfeleld sejtmorfoldgia
kialakulasat is Achilles-in atmetszést kovetden patkanyokban (64).

Egy 2017-es in vivo kutatas szerint PDL 6ssejtek képesek retina-degeneracios
megbetegedésekben a fotoreceptor-vesztés késleltetésére, valamint a retinastruktura €s
retinafunkciok megdrzésére (49).

Lathato tehat, hogy szadmos teriileten kaphat teret a fog eredetli Ossejtek
alkalmazasa. A legtobb esetben azonban pusztin a sejt implementdcidja nem elég:
szerkezeti elemek, illetve bioldgiai medidtorok is sziikségesek a megfeleld eredmény

eléréséhez. Szovetek potlasanal, regeneralasanal ugyanis rendkiviil fontos, hogy olyan
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haromdimenzids kdrnyezetet biztositsunk a sejtek szamara, amely - utdnozva a fizioldgias

allapotokat - megfeleld koriilményeket teremt a ndvekedésiikhoz és szaporodasukhoz.

1.4. Szovettamaszok

A sejtek természetes koriilmények kozott a sejtkozotti alloméanyban, az un.
extracellularis matrixban (ECM) vannak jelen, amely fehérjékbdl és szénhidratokbol
felépiild komplex halozat. Az ECM elsddlegesen kollagénszalak rostos halojabol all,
alatdmasztast nyujt a sejteknek €s biztositja a szovet megfeleld szakitoszilardsagat. Az
elasztin teszi lehet6vé a matrix nyujthatosdgat, a proteoglikanok pedig vizmegkotd
képességiikkel €s kompresszids stabilitads biztositasaval jarulnak hozzd a rendszerhez.
Szamos glikoprotein is talalhatdé még a matrixban, melyeknek a sejtadhézio és migracio
iranyitasaban van szerepe (65). Az ECM alapvetd feladata tehat, hogy szerkezetet,
tamaszt adjon a sejteknek, de ezen feliil szamos biologiai folyamat szabalyozasaban is
részt vesz, mint példaul az embrionalis fejlodés, a véralvadas, a gyulladds vagy az
angiogenezis. Az ECM szerkezete a kornyezethez alkalmazkodva folyamatosan valtozik,
lebontasaért a matrix metalloprotedzok feleldsek, tjraképzddésének irdnya pedig mindig
az adott fiziologias koriilmények fiiggvénye (66).

Ahhoz, hogy a regenerdcios terdpia folyaman komplex szdveti struktiura
alakulhasson ki, olyan szerkezeti elem alkalmazasa sziikséges, amely a sejtek
rogzitoként szolgal. Ezeket az anyagokat egylittesen szovettamaszoknak nevezziik (67).
Mivel a sejtek szaporoddsa és differencidlodasa az €16 szervezetben az ECM-ben
jatszodik le, ezért a szovettdmaszoknak ehhez minél hasonlobb mikrokdrnyezetet kell
kialakitaniuk. Az idealis szdvettdmasznak emiatt szadmos tulajdonsaggal kell
novekedési faktorok megfeleld helyre vald szallitdsat, valamint az optimalis tapanyag €s
oxigénellatast, ezen feliil biokompatibilisnek és biodegradabilisnek kell lennie. Mivel a
kiilonbozd sejttipusok eltérd kornyezetet részesitenek elényben szaporodasuk illetve
differencidlodéasuk sordn, ezért az el6zdekben emlitett tulajdonsdgok optimalizalasa az

adott sejttipushoz szintén fontos feladat (9).
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A szovettdmaszok fizikai és kémiai tulajdonsagai nemcsak a sejtek, hanem a
befogadd kornyezet szempontjabdl is Ilényegesek. A szdvettamasz mechanikai
tulajdonsagait tigy kell kialakitani, hogy kompatibilis legyen az 6t koriilvevo szovetekkel,
de ellenalljon az esetlegesen fellépd stresszhatdsoknak. A szdvettdmasz anyaganak
kivalasztasa fiigg a kivant eredmény fizikai €s kémiai sajatsagaitol, befolydsolhatja az
adott szovet reologiai viselkedése, mechanikai tulajdonsagai, feliileti érdessége,
porozitasa, vagy akar a kialakuld bomléastermékek is (19). A szovettdmaszok ezen
tulajdonsagai a sejtek differencidcios utvonalat, ezaltal a szovet kialakuldsat is
befolyasolhatjak. A letapadds sordn a sejtek mechanikus visszajelzést kapnak a
kornyezetiikb6l mechanotranszdukcié Utjan, amire a citoszkeleton €s a morfoldgia
megfeleld valtozasaval reagalnak (68). Csontszovet képzésekor a merevebb szdvettdmasz
a megfeleld valasztas, ha azonban a kivant struktira lagyszovet, rugalmas vagy
viszkoelasztikus szovettdmasz haszndlata az eldnydsebb (69, 70).

A szovettdmasz porozitdsanak mértéke szintén fontos faktor lehet a
szovetregeneracid kialakuldsanak folyamataban. A podrusok nagysdga €s mennyisége
lényeges a permedbilitds szempontjabol, ami hatdssal van a sejtek kitapadasara, a
pozitiv hatissal van a sejtek novekedésére, csokkentheti azonban a szdvettdmasz
szilardsagat (71-73). Hogy milyen célra pontosan milyen pdérusméret az idealis, azt
Annabi ¢és munkatarsai hatdroztak meg: neovaszkularizaciora a megfeleld méret 5 um, a
hepatocitak novekedésére 20 um, felnétt emlds bor regeneralasara 20-125 um, a csont
regeneralasara pedig 100-350 um (71).

A biodegradabilitas szintén fontos faktor lehet a regenerativ terapia soran. Ebbdl a
szempontbol felszivodd és nem felszivodd szovettdmaszokat kiilonboztethetiink meg.
Idealis esetben a szdvettdmasz lebomlik, szinkronban az 0j szévet formalddasaval. A
bomlés soran nem képzddhet toxikus termék, a bomlastermékeknek pedig minél
gyorsabban fel kell szivodniuk, hogy az immunvélasz kialakuldsanak lehetOségét
minimalisra csOkkentsilk. A degradaci6 nem valtoztathatja meg szignifikdnsan a
természetes pH-t sem, mert nagymértékii csokkenés vagy novekedés veszélyezteti a
kornyezd szoveteket és sejteket (74). Az irodalomban éppen ezért nagyon sokféle anyagot
talalhatunk szovettamaszként, ezek koziil kiemelkednek azok, amelyeknek az alapvetd

Osszetevdje valamilyen természetes vagy szintetikus polimer molekula (9).
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Természetes anyagok koziil elsdsorban az extracellularis matrix alkotdelemei
alkalmasak szovettamaszok kialakitasara. A kollagén, a fibrin, a poliszacharidok és a
glilkkézaminoglikdnok (GAG) is alkalmazhatoak a sejtek szamdra szovettamaszként,
elényiik, hogy megfeleld kémiai kornyezetet alakitanak ki a sejtek szdmara. Kihivast
jelent azonban, hogy nehéz reprodukalhato strukturat eléallitani beldliik, és a mechanikai
tulajdonsagaik is gyengék, ezért példaul az ortopédia teriiletén, ahol nagyobb terhet kéne
viselniiik, limitalt a felhasznalhatésaguk. Természetes poliszacharidokat, mint az alginat,
a dextran vagy a celluldz, illetve ezekre épiild struktirdkat egyarant alkalmaznak
szOvettamaszként, példaul gingivabol szarmazd mezenchimalis &ssejtek, vagy
csontszovet esetén (75-77).

A szintetikus polimerek hasznalatdnak tobb eldnye is van a természetes
eredetiiekkel szemben, mint példaul a reprodukalhaté eldallitasuk, pontosabban
megtervezhetd kémiai €s fizikai tulajdonsagaik, azonban sokszor nem biodegradébilisek,
illetve bomlastermékeik alacsony biokompatibilitassal rendelkeznek (78). Gyakran
hasznalt szintetikus szOvettamaszok a poliészterek, poliuretanok €s poliéterek. ElGbbire
példa a politejsav (PLA), a poliglikolsav (PGA) és a polikaprolakton (PCL), amelyeknek
elénye biodegradabilitasuk, valamint, hogy bomlastermékeik a szervezetben eléfordulo
természetes anyagok, ezaltal kitiriilésiik konnyt és gyors (79).

A mesterséges szovettamaszok egy specidlis csoportjat képezik a hidrogélek,
amelyek vizsgalatara az elmult évtizedekben szamos kutatas iranyult (80-83). Ennek oka,
hogy a hidrogélek mind struktarajukban, mind Osszetételiikben hasonlitanak a
természetes ECM-re, amely kiemelten alkalmassa teszi 6ket az dssejtekkel kozos terapias

alkalmazasra. (84).

1.4.1. Hidrogélek szovettamaszként torténé alkalmazasa

A hidrogélek kétkomponensili rendszerek, amelyek egy polimer térhalobol és az
ezt kitolto folyadékbol (viz vagy vizes oldat) allnak. A folyadék kifesziti a térhalot, tartast
biztositva a rendszernek, mig a térhalé a folyadékot magaba zarva megakadalyozza annak
spontan kifolyasat. A hidrogélek tehat rendelkeznek a folyadek ¢és a szilard
halmazallapott anyagok tulajdonsagaival is (72).

Az alapjan, hogy a polimer térhalot milyen kotések tartjdk Ossze, kiilonféle
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géleket kiilonboztethetiink meg. Amennyiben a polimer lancok kozott kovalens kotések
vannak jelen, kémiai hidrogélrdl beszéliink. Ezek a kotések kialakithatoak egyrészt
keresztkotdé molekulakkal (pl.: polivinil-alkohol keresztkotése glutaraldehiddel), vagy a
polimerizacios folyamat soran kialakuld eldgazasokkal (pl.: polietilén-imin) (85). A
masik tipus a fizikai hidrogél. Ez esetben a van der Waals erdk, hidrogénkotés, ionos
kotés, micella vagy kristalyképzodes, vagy ezek kombindcioi szerepelnek Osszetartd
erokeént. Ezek a masodrendll kotések ho hatasara felbomlanak, igy a fizikai hidrogélek
instabil rendszerek, ellentétben a kémiai kotést is tartalmazé gélekkel. Bizonyos gélekben
megtalalhatdo mind a két kolcsonhatas tipus, ezeket attol fliggden, hogy melyik
kolcsonhatds a dominans, fizikai-kémiai, illetve kémiai-fizikai géleknek nevezzik (8,
85).

A hidrogélek csoportositasa ezen feliil torténhet példaul anyaguk, toltésiik,
degradabilitasuk vagy szerkezetiik alapjan is. Anyaguk alapjan beszélhetiink szintetikus
vagy természetes, toltésiik alapjan pedig semleges, kationos, anionos vagy amfifil
geélekrol. Szerkezet alapjan megkiilonbozethetliink amorf vagy szemi-kristalyos géleket,
valamint homopolimer, kopolimer, blokk-kopolimer vagy multipolimer hidrogéleket,
lebomlési tulajdonsdgaik alapjan pedig degradabilis vagy nem degradabilis géleket.
Héaromdimenzios szerkezetilk alapjan elkiilonithetiink matrix, film, membran,
mikrogdmb €s makrokapszula hidrogéleket is (8, 67, 72).

A hidrogélek kémiai, fizikai, reologiai ¢és diffuzios tulajdonsagai tobb
hasonlésagot is mutatnak az €l0 szervezeteket felépitd szovetekkel €s a sejt kozotti
allomannyal, ami alkalmassa teheti ket szdvettdmaszként valdo hasznélatra (8). Ilyen
paraméter példaul a magas viztartalom ¢€s a lagyszovetekhez hasonld viszkoelasztikus
tulajdonsag. Emellett a kémiai gélek a kornyezet paramétereinek megvaltozasara
valaszreakciot mutatnak, ami kiilonosen a sejt — ECM kommunikacié megvalosulasa
szempontjabol fontos (86). Alaktartoak, deformélhatoak, de képesek formdjuk megtartasa
mellett az adott anyagra jellemzé mértékig duzzadni. A sejtek migracidja, és a
tdpanyagok, valamint az oxigén diffuzidja is megvaldsulhat benniik. Emellett
biokompatibilisek valamint biodegradabilisek lehetnek, az alap-polimer tulajdonsagaitol
figgben. Bizonyos tipusaik létrehozhatéak injektalhatd formaban is, és konnyen
kothetéek rajuk kiillonb6zo hatoanyagok, ezért alkalmazasuk a gyogyszer-célbajuttatas €s

a szovetépites teriiletén is eredményesnek igérkezik (13, 72, 87, 88). (3. abra)
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Nem-pordézus szerkezet

Hat6anyag-polimer
Halézat interakci6

Kotés

Hatéanyag

1mm lpm
3. abra
A hidrogélek makroszkopos és mikroszkopos szerkezete, és a hatoanyag konjugacio
lehetosége (89)

Az ECM-hez valdé kémiai hasonlosdg, ahogy fentebb emlitettem, novelhetd a
polimer Osszetételének gondos kivalasztasaval: a hidrogél eldallitasahoz érdemes lehet
aminosav alapu polimert alkalmazni, hiszen az ECM alapjat képezd fehérjék és
poliaminosavak is aminosavakbol épiil fel, ezaltal a hasonldsag tovabb novelhetd (90).
Az ilyen tipusu polimerek tovabbi eldnye, hogy ezek a polipeptidek feladatuk végeztével
a szervezetben 1is megtalalhatd aminosavakra bomlanak, ami biztositja a
biokompatibilitast és biodegradabilitast.

A kiilonbozo keresztkotOk alkalmazasaval, valamint a polimer ldncon végzett
modositasokkal kialakithatunk olyan csoportokat a gélben, amelyek novelik a sejtek
adhézigjat (példaul RGD (arginin-glicin-aszpartat) peptidszekvencia) (84, 91, 92). Az
RGD-szekvencia a szervezetben igen gyakran (példaul a kollagénben is) megtalalhatéd
tripeptid szakasz, amely az integrin tipusi receptorokon keresztiil eldsegiti a
sejtkapcsolodast és ezen keresztiil kdzvetve a proliferaciot és differencidciot (92). Ez
bioldgiai szempontbol rendkiviil fontos, hiszen a sejtekkel valdo kommunikacié ezeken a
kotéhelyeken keresztiil valosulhat meg igazan. Kollagén €s fibrin hidrogéleknél ez

relative egyszer(, hiszen ilyenkor a feliilet eleve tele van potencialis kotohelyekkel. Mas

22



DOI:10.14753/SE.2021.2470

szintetikus géleknél (példaul agar6z vagy alginat) azonban ezek nincsenek meg, igy
valamilyen oligopeptid, példaul az el6bb emlitett RGD-szekvencia beépitésével
biztositjak a kotéhelyek meglétét. Szamos mas molekula is beépithetd a hidrogélekbe,
attol fiiggden, hogy mi a cél: ha példaul csontszovet formalasanak iranydba kivanunk
elmenni, ugy kalcium és foszfat ionok kombinalt beépitése, alkalikus foszfatdz enzim
hidrogélhez kotése ajanlott. Ezek hatdsat savas peptidek és a megfeleld novekedési
faktorok (BMP-2, PDGF, FGF-2) beépitésével lehet ndvelni (93, 94).
hatassal van. A gélek merevsége a kifejezetten lagytol (0,1 kPa alatt) a kiemelten merevig
(kb. 500 kPa) terjedhet. Attol fiiggden, hogy mi a preferalt differenciacids irany, mas és
mas gélmerevséget érdemes alkalmazni (84). A merevség valtoztathatd a polimer
molekuldk kozott 1étrehozott keresztkotések mennyiségével, illetve a polimer molekula
hosszédnak véaltoztatasdval egyarant. Emellett, az anyagon beliill inhomogenitast
létrehozva az anyag merevségében, befolyasolhato a sejtek migracios utvonala (95).
Lathato tehat, hogy a hidrogélek szdmos olyan tulajdonsaggal rendelkeznek,
amelyek alkalmassa teszik Oket a regenerativ terapidban valo alkalmazésra, s ezen
tulajdonsagok konnyen testre is szabhatoak attol fliggden, hogy milyen sejttipussal
kivanjuk 6ket alkalmazni, illetve milyen szovet 1étrehozéasa a cél. A fogorvoslas teriiletén
példaul parodoncium, valamint csontdefektusok regenerdcidjanak van kiemelt
jelentésége (100) (4. 4bra), amire a hidrogélek és fog eredetli dssejtek kombinaldsa

alkalmas modszer lehet.»
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4. abra

Szovetépités hidrogélek és ossejtek felhasznalasaval a fogorvoslasban (96)
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In vitro kisérletekre hidrogélek és fog eredetli dssejtek kapcsan csak néhany példat
talalhatunk a szakirodalomban. Galler €s munkatarsai eredményei szerint DPSC es SHED
sejtek képesek proliferalni és differencialédni amfifil, peptid hidrogélek belsejében (97),
SHED sejtek pedig magas életképességet €s migracios potencialt mutatnak multidomén
peptid hidrogélekben (98). A munkacsoport tovabbi eredményei szerint a DPSC és PDL
Ossejtek képesek megtapadni €s szaporodni polietilén-glikol tartalmu, fibrin alapu
hidrogéleken, és oszteogén aktivitas is megfigyelheté volt mindkét sejttipus esetében
(99). Diniz és munkatarsai kisérletei soran DPSC sejtek magas proliferacids ratat és
oszteogén, valamint adipogén differenciacios aktivitast mutattak Pluronic® F-127
(polietilén-oxid, polipropilén-oxid ¢€s polietilén-oxid tri-blokk  kopolimerjei)
hidrogélekbe agyazva (100). Egy masik kisérlet soran DPSC 8ssejtek esetében 1-es €s 2-
es tipusi kollagén hidrogél szovettamaszokat hasonlitottak Ossze, amelynek soran
mindkét tipus megfelelonek mutatkozott a sejtek tenyésztésére €s kondrogén iranyu
differencialtatdsara (101). Vizsgaltdk PDL 0Ossejtek proliferacios és differenciacios
potencialjat hialuronsav-alginat hidrogéleken (102), valamint BMP2-t tartalmazé metoxi-
polietilén hidrogéleken (103) és haromrétegii nanokompozit hidrogéleken is (104). E16bbi
kisérlet a kondrogén, utobbi két kutatds oszteogén iranyra koncentralt, €s minden esetben
sikeriilt kimutatni a kontroll csoporthoz képest magasabb differenciaciods aktivitast.

A hidrogélek altalanos orvosi alkalmazésara is tobb példa akad az irodalomban:
készitenek beldliik példaul hatdanyag-szallitdé rendszereket, amelyek kiilonleges
tulajdonsaga, hogy képesek elnyujtott és kontrollalt hatdanyag-leaddsra. Késziilnek
beldliik tovabba implantatumok is, mesterséges bor, keményszdveti protézisek vagy

membranok mesterséges szervekbe (87, 105-108).

1.4.2. Poliaszparaginsav (PASP) alapt hidrogélek

A hidrogélek alkalmazhatdsaganak, hasonléan mas szdvettdmaszokhoz, fontos
feltétele a biokompatibilitds és a biodegradabilitas. Emiatt taldlunk egyre tobb példat
poliaminosav alapu hidrogélek alkalmazasara, amelyek specidlis csoportjat jelentik a
poliaszparaginsav alapu hidrogélek (109).

A poliaszparaginsav (PASP) egy szintetikus, biodegradabilis poliaminosav. Utobbi

tulajdonsaga abbol adddik, hogy az aszparaginsav monomer egységei peptid kotéssel
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kapcsolddnak egymashoz, amely kotés a szervezetben megtaldlhato tobb enzim altal is
felbonthat6. A felhasznalési teriilete meglehetdsen széles korli, orvosi alkalmazési
lehetdségek kozott van a szovettdmaszként, illetve a célzott hatdanyagszallitas céljara
valo felhasznalés is (110).

A PASP regenerativ terapidban valo alkalmazasa igéretes, hiszen pozitiv hatassal
bir keményszoveti sejtek tulélésére, letapadasara: ezt bizonyitja Cai és munkatérsai
kutatasa, akik politejsav filmeket moddositottak PASP segitségével, majd patkany
oszteoblasztokat tenyésztettek a feliileten. Eredményeik szerint a PASP nem csak a sejtek
(111). Osszecseng ezzel Liu és munkatérsai vizsgalata is, akik szintén PASP mddositott
szovettamaszok biokompatibilitasat vizsgaltdk patkany csontveldi Ossejtek segitségével.
A szovettdmaszok tamogattdk az Ossejtek talélését, s az eldbb idézett vizsgalathoz
hasonloan, az oszteogén differenciacios potencialt is (112).

PASP alapt hidrogélek létrehozdsara tobb lehetdség kindlkozik. A gélek
leghatékonyabban két Iépésben szintetizalhatoak: az aszparaginsav termikus
polikondezaciodja révén poliszukcinimid allithato eld foszforsav katalizator jelenlétében,

majd a létrejott poliszukcinimid (PSI) ltgos hidrolizise PASP-ot eredményez. (5. dbra)

0 . O
R
R —] NaOH R NH B
N-—TR > 0
B ONa 0 ®ONa
L O In 0O m p
PSI PASP

5. abra
PASP elodllitasa PSI hidrolizise révén. Az n, m, és p betiik a polimerizacios fokot
jelolik (n =m+ p) (109)

Habar az irodalomban eléfordul példa a kozvetlen szintézisre is, ez azonban
koltséges, €és kisebb molekula tomeget eredményezd eljaras (113). Meg kell emliteni
azonban, hogy a poliszukcinimid nem oldodik vizben, igy a géleket szerves kdzegben,
dimetil-formamidban vagy dimetil-szulfoxidban lehet eldallitani vagy modositani (114).

PSI és PASP gélek szintézisére egy masik lehetdség is rendelkezésre all, ennek

soran elészor egy funkcids csoport keriil kialakitasra a polimeren, majd hidrolizis
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segitségével PASP forma alakul ki, végiil pedig egy fizikai vagy kémiai behatas indukalja
a gélesedést. Ezzel a mddszerrel allitottak eld tiol oldallancot tartalmazd PASP hidrogélt
Gyarmati és munkatarsai, ahol oldat fazisban a tiol oldallancok oxidalédnak, aminek

kovetkeztében szol-gél atmenet jatszodik le (114).

1.4.3. Poliaszparaginsav alapa gélek modositasi lehetoségei

A poliaszparaginsav alapu hidrogélek két 1épésesben torténd szintézisének egyik
elonye, hogy a PSI a PASP-pal ellentétben kdnnyen reakcioba vihetdé primer amin
csoportokat tartalmazd vegyiiletekkel, igy a polimer tulajdonsagai széles skalan
valtoztathatoak. A polimerhez dopamint kotve példaul adheziv tapaszként hasznalhatd
gél jon létre (115), de a gél oldhatéosaga, vagy mukoadheziv tulajdonsaga is
befolyasolhato kiilonb6z6 oldallancok Iétrehozasaval (116-118).

A gélek biokompatibilitdsa, ahogy korabban emlitettem, rendkiviil fontos,
amennyiben szovettamaszként szeretnénk ket hasznalni. Erdemes tehat keresztkotéként
olyan molekulakat alkalmazni, amelyek természetesen is megtalalhatdak a szervezetben:
ilyen példaul a diaminobutdn, vagy putreszcin. A diaminobutan aminosavak
lebomléasakor keletkezik, €s szerepe lehet a sejtproliferacidban, eldsegiti az oszteogén
differenciaciot csontveldi Ossejtekben (119), illetve gyulladascsokkentd hatasat is
kimutattak in vivo (120). Sejtproliferacidt eldsegité hatdsa miatt néhany kutatocsoport
mar alkalmazta korabban szovettimaszok elkészitéséhez (121, 122), s stabilitasa miatt
Dr. Zrinyi Miklés és munkatarsai a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugérbioldgiai
Intézetének Nanokémiai kutatocsoportjaban 2012 o6ta alkalmazzak keresztkotoként
poliaszparaginsav alapu hidrogélekben (123).

A cisztamint, ami egy szerves diszulfid, szdmos kutatocsoport alkalmazta mar
szovettamaszok elkészitéséhez (124-127). A benne 1évé gyenge diszulfid kotések
hasitasaval, és ezaltal szabad tiol-csoportok létrehozasaval valtoztathatdak a gélek kémiai
tulajdonsagai. A tiol-csoportok képesek in vivo diszulfid hidak képzésére, ezért a tiol
funkcionalt polimerek kivaldan kotddnek sejtfelszini fehérjékhez, mig a redukalt tiolok
az eml0s sejtek feliiletén fontos szerepet jatszanak az oxidalo szerek elleni védelemben,
¢s részt vesznek a sejtek jelatvitelében is (128). Az irodalomban talalhaté példa a
szOvettamaszok ilyen jellegi mddositasara Matsusaki és munkatarsai vizsgalata, akik

diszulfid keresztkotott poliglutaminsav hidrogéleket hoztak 1étre, amelyek alkalmasnak
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bizonyultak egér L929 sejtek 3D tenyésztésére (124). Hasonlo sejtekkel végzett kisérletet
Zhao ¢és munkacsoportja is, akik diszulfid keresztkotott alginat hidrogéleket
szintetizaltak, amelyek biokompatibilisnek bizonyultak (127). MG-63 oszteoszarkoma
sejtvonal alkalmazdsaval vizsgaltak kiilonbozd fizikai- kémiai tulajdonsagokkal bird
poliaszparaginsav alapi hidrogélek biokompatibilitasat Juriga és munkatarsai, ennek

soran Vilégossé valt, hogy a tiol-tartalmu gélek tamogatjdk legjobban a sejtvonal
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6. abra
PSI lancok térhalositasa DAB és a CYS molekulak segitségével (123).

A sejtproliferacid és kitapadas eldsegitésére lizin (LYS) is alkalmazhat6
keresztkotoként. A lizin a fehérjékben megtalalhatd 20 természetes aminosav egyike,
poliaminosav formaban (poli-L-lizin, poli-D-lizin) szdmos munkacsoport hasznalta fel
szOvettamaszok szintetizalasara (129-132). Fog eredetti dssejtekkel vald vizsgalatokra is
talalunk példékat az irodalomban: Fu ¢és munkatdrsai human fogpulpa sejtek
tartalmazo zselatin szovettdmaszokon. Eredményeik szerint a DPSC-k nemcsak fokozott
kitapadasi és proliferacios hajlamot mutattak ezeken a szovettdmaszokon, de az
oszteogén iranyu differenciacidos potencidljuk is nétt (133). Galli és munkatarsai
vizsgalatai megerdsitik ezt: kisérletiikben az implantatumok készitéséhez széles kdrben
hasznalt titdnium-6-aluminium-4-vanadium (Ti6Al4V) feliiletet kezeltek poli-L-lizinnel,

ami fokozta a sejtek kitapadasat, valamint az oszteogén iranyu differenciacios markerek
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kifejezddését is a sejtekben (134). A lizin monoaminosav formajaban, keresztkotokeént is
hasznalhat6 szovettdmaszokban, azonban az ilyen jellegli alkalmazéisara egyeldre nem
talalhat6 példa az irodalomban.

A poliaminosav alapu hidrogélekhez mas molekuldk is kothetk oldallancként,
ezaltan szélesebb tér nyilik a gélek tulajdonsagainak befolyasolasara. A dopamin példaul
az emberi testben természetesen eléforduld jelatviteli molekula, amelynek szisztémas,
gyogyulast eldsegitd hatasa széles korben ismert. Az L-dopamin a hipofizisben talalhato
dopaminerg rendszereket stimuldlva megemeli a plazma névekedési hormon szintjét,
ezaltal segitve eld a regeneraciot (135). A szisztémas hatdson kiviil azonban ugy tiinik, a
dopamin helyi, gydgyulést és sejproliferaciot eldsegitd hatassal is rendelkezik, példaul a
fogak esetében is: Baudry és munkatdrsai tanulméanya szerint pulpasériiléskor a
vérlemezkékbdl felszabadulé dopamin a DPSC sejtek D; €s Ds receptoran keresztiili
jelatvitel révén fontos szerepet tolt be a dentinregeneracidban (136). A dopamin
gyogyulast el0segitd hatasat tdmasztja ala Jones €s munkatarsai in vivo vizsgalatai is,
amelyek soran patkany mandibula defektusok gyogyulasat figyelték meg 6 héten
keresztiil L-dopamint kapott, illetve kontroll csoportokban. Az L-dopamint kapott
csoportban tobb allat esetében figyeltek meg teljes gydgyulést a kontroll csoporthoz
képest, eredményeik szerint tehat az L-dopamin eldsegitette csontdefektusok
az irodalomban: tobb kutatocsoport vizsgalta ket csont irdnya szévetépités kapesan is, a
kisérletek eredményei arra mutatnak, hogy a dopamin tartalmu szévettdmaszok eldsegitik
a sejtproliferacidt valamint mineralizaciot (138, 139). Fog eredetli Ossejtek tényésztésére

dopamin tartalm( hidrogéleken azonban még nincsen példa az irodalomban.
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2. CELKITUZES

Kutatomunkam soran kiilonboz6 fizikai és kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd,
poliaszparaginsav alapu hidrogélek biokompatibilitdsat vizsgaltam in vitro,

foggyokérhartya eredetli Gssejtek hasznalatadval. A munkam soran célul tliztem ki:

1. Human foggyokérhartya eredeti mezenchimalis Ossejtek tenyésztését,

crer

keresztkotoket tartalmazo poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken.
2. Foggyokérhartya eredeti  Ossejtek  tenyésztését, morfologiajanak és
¢letképességének vizsgalatat kiilonbozo tiol-csoport mennyiséget tartalmazo

poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken.

3. Foggyokérhartya eredetli Ossejtek oszteogén differenciacios potencialjanak
vizsgalatat  kiillonb6z0  fizikai-kémiai  tulajdonsagokkal  rendelkezd
poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken

4. Foggyokérhartya eredetli Ossejtek tenyésztését, morfologiajanak,
¢letképességének vizsgalatat lizin és cisztamin keresztkotoket tartalmazo
poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken.

5. Foggyokérhartya eredetli Ossejtek teny¢észtését, morfologiajanak,
¢letképességének vizsgalatit dopamint tartalmazé poliaszparaginsav-alapt

hidrogéleken.

Munkdm soran a végsd cél egy olyan hidrogél 1étrehozasa, amely idedlis fizikai-
kémiai tulajdonsagokkal bir a foggyokérhartya eredeti Ossejtek szédmdra, és a
késobbiekben potencidlisan alkalmazhatdé lehet szovettdmaszként a regenerativ

terapiaban.
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3. MODSZEREK

3.1.  Alkalmazott anyagok ¢és eszk6zok

A Minimal Essential Medium Alpha-t (aMEM), foszfat puffert (PBS), penicillint és
sztreptomicint, valamint a tripszin-EDTA keveréket az Invitrogentdl vasaroltuk. A
Vybrant DiD fluoreszcens jeloléanyagot a Molecular Probes-tdl rendeltiik. A fotalis borju
szérumot (FBS) a Gibco-tol vasaroltuk. Az L-aszkorbinsav-2-foszfatot, -
glicerofoszfatot, dexametazont, L-glutamint, kollagenaz IA enzimet, 2-amino-2-metil-1-
propanolt (AMP), az Alkaline Phosphatase Liquid Yellow Substrate-ot (ALP Yellow) és
egyéb vegyi anyagokat a Sigma-Aldrichtdl rendeltiik. A WST-1 reagenst [2-(4-lodofenil)-
3-(4-nitrofenil)-5-(2,4- diszulfofenil)-2H-tetrazolium] a Roche-t61 vasaroltuk.

Alkalmazott eszkozok: Parasitott inkubator (Nuaire, USA), 100 mm-es
tenyésztdedények (Orange Scientific, Belgium), 48 lyuka lemezek (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Missouri), low cell binding (letapadast nem tdmogatd) 96 lyukt lemezek
(NuncTM Dishes, St.Louis, Missouri), microplate reader (Model 3550, Bio-Rad
Laboratories, Japan), faziskontraszt mikroszkop (Nikon Eclipse TS100, Nikon, Japan),
nagyteljesitményli CCD kamera (COHU, USA), Scion image szoftver, kétfoton
mikroszkop (Femto2d, Femtonics, Hungary), SpectraPhysics DeepSee 1ézer, MES4.4v
program, STATISTICA 10 szoftver (Statsoft, USA).

3.2.  Fog eredetl dssejtek tenyésztése aminosav alapu hidrogéleken

3.2.1. Alkalmazott hidrogélek

A kisérletek soran kiilonb6zd fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd,
poliaszparaginsav (PASP) alapu hidrogéleket alkalmaztunk, amelyeket a Prof. Dr. Zrinyi
Miklos altal vezetett Nanokémiai Kutatocsoport (Semmelweis Egyetem, Biofizikai és
Sugarbiolodgiai Intézet) biztositott szdmunkra.

Az aszparaginsav magas hOmérsékleten €s alacsony nyomason torténd termikus
polikondenzécidja révén elébb poliszukcinimidet (PSI) allitottunk elé. A szukcinimid

monomerek nukleofil csoportokat tartalmazoé vegyiiletekkel konnyen reakcidba vihetdek,
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igy lagos hidrolizisiik révén poliaszparaginsav jon létre. Kapcsolhatéak hozza funkcios
csoportok is, amennyiben primer amin csoportot tartalmazéd vegyliletet hasznalunk:
példaul a dopamin is tartalmaz ilyen amin csoportot, igy a polimer és a dopamin kozott
peptid kotések alakulnak ki. Kettd vagy tobb funkcids aminokkal keresztkotéseket is
létrehozhatunk a polimer molekuldk ko6zott (84). Amennyiben kiillonbozd keresztk6tod
illetve modositdé molekuldkat alkalmazunk, gy konnyen valtoztathatéak a kapott
hidrogél fizikai és kémiai tulajdonsdgai. A kisérletek soran emiatt a polimer térhalo
kémiai szerkezetét (keresztkotOk tipusa €s mennyisége) valtoztatva vizsgaltuk, hogy
melyek azok a funkcios csoportok, valamint kismolekulaji anyagok, amelyek eldsegitik
a sejtek letapadasat a gél felszinére. A térhalositdé molekulak kémiai szerkezetének,
valamint mennyiségének valtoztatasaval a gélek merevsége befolydsolhato, ezenkiviil
elOsegithetd a sejtek bejutdsa a polimer matrixba, igy haromdimenzids sejtteny€sztés
valosithatdo meg. Célunk olyan kémiai szerkezet kialakitasa volt, amely ezt a legnagyobb
mértékben segiti eld.

A gélek eldallitasanak elsd 1épése tehat PSI gélek létrehozasa volt, ennek soran
PSI 25m/m% oldatat kevertiik 0ssze az adott géltipustdl fliggd keresztkoté molekula
DMSO-s oldataval. A keveréket ezt kovetden henger alakt keretbe ontottiik, €s egy napig
hagytuk gélesedni. Egy nap utan a géleket DMSO-ba helyeztiik, hogy kimosodjanak a
reakcioba nem lépett molekuldk, illetve a gél is ekkor vette fel egyensulyi térfogatat. A
PASP gélek szintézis¢hez a DMSO-ban duzzasztott géleket ligos imidazol pufferbe
(pH=8, c=250 mM) helyeztiik. Hogy a hidrolizis teljes egészében végbemenjen, a puffert
3 napig naponta cseréltiik. A keresztkotések ezen a pH-n stabilak maradtak.

Kisérletlinkben a keresztkotoként alkalmazott anyagok a diaminobutan (DAB), a
cisztamin (CYS) és a lizin (LYS) voltak, ezen feliil dopamint (DOPA) tartalmazo géleket
is szintetizaltunk. A cisztamin diszulfid hidjainak felszakitasaval ciszteamin (CYSE)
keletkezett, igy szabad tiol-csoportok jottek 1étre a polimer gélben. A diszulfid hidak tiol
csoportokkd valo redukaldsahoz ditiotreitol (DTT) oldatot alkalmaztunk. Amennyiben a
g€l cisztamint tartalmazott, az elegyhez DBA-t is adtunk a cisztamin hidrokloridbol
szarmazo6 hidroklorid megkotéséhez.

A keresztkotés foka, ami a keresztk6td €s a monomerek molaranyat adja meg,
szamszerlien (vagy pedig, a lizin tartalmu gélek esetében szazalékosan) jelenik meg a

gélek elnevezésében. Az 1/20-as szam példaul minden huszadik monomeren jelent egy
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keresztkotét. Minél kisebb ez a szdm, anndl kevesebb keresztkotot tartalmaz a gél, ez
pedig a fizikai tulajdonsadgokra is kihat: tobb keresztkotovel merevebb, kevesebb
keresztkotovel lagyabb géleket kaptunk. A kisérletekben hasznalt gélek listaja az 1.
tablazatban lathato.

1. tablazat

A kisérletek soran hasznalt gélek listaja.

CYS és DAB

keresztkotott gélek

Tiol tartalmua

gélek

CYS és LYS
keresztkotott

gélek

Dopamin tartalmu 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 kordbban kidolgozott protokoll (84) alapjan a kisérletek megkezdése eldtt
minden esetben eldkezeltiik a géleket: 3 6ran keresztiil tenyésztd tapoldatban aztattuk
Oket, amelyet 10 perc szaritas majd egy oOra sterilizalas kovetett UV-fény alatt. Egy
kisérlet soran 7-8 kiilonb6zo fizikai vagy kémiai tulajdonsaggal rendelkezé gélmintét

vizsgaltunk. Egy mintaval 5 parhuzamos kisérletet végeztiink.

3.2.2. Sejtek izolalasa és tenyésztése

A foggyokérhartya eredetli Ossejteket humén bolcsességfogakbdl izolaltuk,
melyekbdl tenyészeteket hoztunk létre €s tartottunk fent kutatocsoportunk kordbban
publikélt protokolljaik szerint. A sejtek koloniaformald képessége, proliferacios és
differencidcios képessége korabbi kisérletek soran mar kimutatasra kertlt (28, 140).

A human impaktalt bolcsességfogakat a Semmelweis Egyetem klinikai részlegei
(Oralis Diagnosztikai Tanszék, Parodontoldgiai Klinika) biztositottdk szdmunkra. A
mintagylijtés a betegek irdsos beleegyezésével, az Egyetem etikai bizottsaga altal

jovahagyott protokoll szerint tortént 27 alkalommal. Az etikai engedély szama:
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17458/2012/EKU. A fogeltavolitast kovetden a fogakat tenyésztd tapoldatba helyeztiik,
majd azt atszallitas utan azonnal megkezdtiik a szovetek izolalasat. Caries profunda vagy
pulpakamraig hatoldé mechanikai sériilés esetén a baktérium kontaminacio veszélye miatt
a fog nem keriilt feldolgozasra. A foggyokérhartya-szovetet steril koriilmények kozott
izolaltuk, majd I. tipust kollagenaz-oldatban (1 mg/ml) emésztettiik 1 6ran keresztiil, 20
percenként vortexelve. Az enzimatikus emésztést kovetden 21G-s tlivel mechanikusan
fellazitottuk, majd 5 percen keresztiil centrifugaltuk a mintakat 250g gyorsulés mellett. A
feliiluszo eltavolitasat kovetden a sejteket tenyésztd médiumban felszuszpendaltuk, majd
teny¢€sztd edénybe iiltettiik.

A sejteket standard koriilmények kozott (100% paratartalom, 37 °C, 5% CO,-dal
dusitott levegd) tartottuk aMEM alapu tapoldatban, amely 2 mM glutamint, 100 U/ml
penicillint, 100pg/ml sztreptomicint €s 10% fotalis borji szérumot is tartalmazott. Hetente
kétszer végeztiink tapcserét, ennek soran a teny€szté médium felét (Petri csésze
hasznalata esetén 10 ml-b6l 5 ml-t) cseréltik le friss médiumra. A tenyészet
szubkonfluenssé valasat kovetden a kontakt gatlas kialakulasat megakadalyozando,
passzalas tortént: a sejteket a tdpoldat leszivasat majd PBS-es mosast kovetden 0,25%
tripszint €s 0,2% EDTA-t tartalmaz6 oldattal kezeltiik, majd 10 perc inkubacios 1d6 letelte
utan 4-szeres mennyiségl friss tapoldattal semlegesitettiik az emésztd oldatot. Ezutan
szlikség szerinti mennyiségben mértiik at a felszuszpendalt sejteket tartalmazo oldatot a
friss tenyésztdedénybe, leggyakrabban 1: 10 vagy 1: 20 ardnyban.

A sejtek fagyasztasa sordn passzalast kovetden a sejteket 1,5 ml 10% DMSO-t
tartalmazo standard tdpoldatba szuszpendaltuk fel, majd gumitdmitéssel ellatott
fagyasztdcsovekbe helyeztiik 6ket, amelyen jeldltiik a pontos sejtszamot. A csoveket egy
nagy hodkapacitassal bird termosztald folyadékkal (altaldban izopropanollal) feltoltott
fagyaszto tégelybe tettiik, amit 24 orara -80 °C-os hiitdbe helyeztiink. Ezt kdvetden a
csoveket a folyékony nitrogénes tartalyba tettiik.

A sejtek felolvasztasa késébb sziikség szerint tortént, a lehetd legrovidebb 1do
alatt. Ennek soran a fagyasztocsoveket 37 °C-os vizfiirdébe helyeztiik, majd a felolvadt
sejtszuszpenzidt centrifugacsdvekbe mostuk. 250 g mellett, 5 percig valo centrifugalas
utan a feliiluszot eltavolitottuk a csovekbdl, a sejtpelletet friss tenyészté médiumban
felszuszpendaltuk, majd a szétosztottuk friss tenyésztd médiumot tartalmazd Petri

csészékbe.

33



DOI:10.14753/SE.2021.2470

3.2.3. Faziskontraszt mikroszkopos vizsgalatok

A faziskontraszt mikroszkoppal készitett képeken megfigyeltiik a sejtek

crer

késziiltek CCD kamera €s Scion image szoftver segitségével.

3.2.4. Eletképesség vizsgalata

A sejtek életképességét WST-1 reagens segitségével hataroztuk meg, amely a
mitokondrialis dehidrogenaz enzim aktivitasabol adodo szinreakcion alapuld modszer.

A sejteket 20 000 sejt/lyuk mennyiségben iiltettiik ki 200 pl tdpoldatban, 6 mm
atmérovel rendelkezd gél korongokra, 96 lyukt lemezekre. Ezek a lemezek kiilonleges, a
sejtek letapadédsat nem tdmogatd bevonattal rendelkeznek (low cell binding plate). Ezek
alkalmazaséval biztositottuk, hogy a sejtek csak a gélekre tapadjanak le, az edény aljara
ne, igy a géleken 1évo €letképes sejtek tényleges mennyiségét vizsgalhattuk. A kiiiltetést
kovetd 1,3, 7 és 14 nap utan mértiik meg a sejtek életképességét.

PBS-el valé mosast kdvetden a WST-1 reagenst 1:20 higitasban a kiiiltetett
sejtekre pipettaztuk, majd 37 °C-on 2 ora inkubécids idot kdvetden megfigyeltiik az
oldatok szinvaltozasat. Az életképes tenyészetek folott az oldat sarga szinreakciot adott,
amelyet microplate reader segitségével kvantifikaltunk. Az abszorbancia mérés 450 nm-

en tortént, mig a referencia hullamhossz 655 nm volt.

3.2.5. Vybrant DiD vitalis festés

A kétfoton mikroszkop (Femtonics, Hungary) segitségével vizsgalhatd a sejtek
vertikalis irdnyu névekedése, vagyis, hogy képesek-e belendni a gélek belsejébe.

A sejteket Vybrant DiD fluoreszcens festék segitségével tettiik lathatova. A
sejteket a gélekre vald kiiiltetés eldtt festettiik meg: a tenyészetet 20 percen keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on, 10 ml-es Petri csészében, 50 ul Vybrant DiD festéket tartalmazé
szintelen tenyésztd médiumban. A kiiiltetést kdvetd 1,3, 7 és 14 napot kdvetden 4%-os
paraformaldehid (PFA) oldattal fixaltuk dket €s a vizsgalatig PBS-ben taroltuk ket 4°C-

os hiitében.
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A kétfoton mikroszkdp segitségével készitett képeken a gél zold
autofluoreszcencidt mutatott, mig a sejtek piros szinnel jelentek meg. A képek 10x
objektivvel, MES4.4v program segitségével késziiltek. Ennek koszonhetden pontos képet
kaphattunk a sejtek elhelyezkedésérdl a gélek felszinén, illetve a kiilonbozo
magassagokban készitett képek segitségével arrol is, hogy milyen mélyen képesek bejutni

a polimer matrix belsejébe.

3.2.6. Oszteogén differenciacio vizsgalata

Az oszteogén differenciacié vizsgélata soran az oszteogén aMEM alapu médium
1% fotalis borji szérumot, 100 U/ml penicillint, 100 mg/ml sztreptomicint, 2 mML-
glutamint, 10® M dexametazont, 50 mg/ml L-aszkorbinsav-2-foszfatot és 10 mmol/l f-
glicerofoszfatot tartalmazott, mig a kontroll médium az tenyészt6 tdpoldathoz hasonlo
Osszetételll volt, egyediil az FBS mennyisége valtozott 10%-r6l 1%-ra.

Az osztogén differenciaciot ALP (alkalikus foszfatdz) aktivitas-mérés
segitségével mutattuk ki (82) a harmadik, a hetedik és a tizennegyedik napon. A sejteket
a letapadéasukat nem tdmogato, 96 lyuku lemezbe iiltettiik ki, 6 mm atmérdvel rendelkezo
g¢l korongokra. 14 napig tenyésztettiik Oket passzalas nélkiil, hetente kétszer cseréltiink
rajtuk tdpoldatot. A mérés soran PBS-es mosast kdvetden a sejteket 100 pul 12-amino-2-
metil-1-propanol (pH = 10,5) segitségével lizaltuk, majd 100 pul ALP yellow szubsztratot
adtunk minden well-hez. 60 perc inkubécios 1d6 leteltével a p-nitrofenilfoszfat (pNPP)
— p-nitrofenol (pNP) reakcid sarga szinli végtermékének abszorbanciajat microplate

reader segitségével mértiik, 405 nm hullamhosszon.

3.3. Statisztikai értékelés

Az életképességi vizsgalat és az ALP aktivitdis mérések sordn kapott adatok
atlagértékét szamitottuk ki, ezen szamitdsok minden esetben legalabb 4 kiilonb6zo
kisérletbdl, 4 kiilonbozd betegbdl szarmazo6 adatokkal torténtek, 15-25 fiiggetlen kisérleti
adat segitségével. A statisztikai kimutatdshoz STATISTICA 10 szoftvert hasnzéltunk,
Kruskal-Wallis nem-parametrikus ANOVA alkalmazasaval, amelyet median teszt

kovetett. A kiilonbségeket p<0.05 esetén vettiik szignifikdnsnak.
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. EREDMENYEK

Vizsgéalataink a kovetkezd sorrendet kovették.

Az elsO kisérletsorozatunkban eldszor rovid tdvon vizsgaltuk cisztamin és

diaminobutan  keresztkotésti  poliaszparaginsav ~ alaptt  hidrogélek
biokompatibilitdsat foggyOkérhartya eredetli Ossejtek alkalmazéasaval. Ezt
kovetden a harom, legjobb eredményt elért géllel hosszabb tava, 14 napos
mérések kovetkeztek.

A masodik kisérletsorozatban a gélek tiol tartalmanak hatasat vizsgéltuk az
A harmadik kisérletsorozatban a gélek oszteogén differenciaciot tdmogatd
hatasat figyeltiik meg.

A negyedik kisérletsorozatban lizin és cisztamin keresztkotdket tartalmazo
géleken vizsgaltuk az Ossejtek letapadésat €s szaporodasat.

az Otodik kisérletsorozatban tartalmu

pedig dopamin hidrogélek

biokompatibilitasat tanulmanyoztuk.

2. tablazat

Az elvégzett kisérletek a hasznalt gélek, az idotartam, valamint a vizsgalt sejt

paraméterek szerint.

CYS és DAB tartalmt
gélek

Rovid tava vizsgalat

Hossza tavu vizsgalat

Sejt morfologia,

¢letképesség

Tiol tartalmu gélek

Hossza tavu vizsgalat

Sejt morfologia,

¢letképesség

Tiol tartalmu gélek
(sziikitett)

Hossza tavu vizsgalat

Oszteogén differenciacio

CYS és LYS tartalmt
gélek

Rovid tava vizsgalat

Sejt morfologia,

¢letképesség

DOPA tartalmu gélek

Hosszu tavu vizsgalat

Sejt morfologia,

¢letképesség
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4.1.  Fog eredetli dssejtek tenyésztése cisztamin €s diaminobutan

keresztkotésii géleken

4.1.1. Cisztamin és diaminobutan keresztkotésii gélek 3 napos vizsgalata

A PDLSC-k kiiiltetését kovetd 1. €s 3. nap utan faziskontraszt mikroszkop
kiilonbozo fizikai és kémiai tulajdonsaggal rendelkezd PASP-alapu hidrogélen.

Egy nap tenyésztés utan a merevebb (1/20-as keresztkotési fokkal rendelkezd),
DAB keresztkotésti géleken, valamint a tiol-csoportokat tartalmazé (CYSE 1/20 és 1/40)
tartalmu géleken latszodott a legmagasabbnak. A tiol tartalmu géleken csak elvétve kertilt
a latotérbe gomb morfologiat felvett sejt (ami sejtadhézido hidnyara utalna), és

megfigyelhetd volt egy enyhe, csoport-formalasi tendencia is. (7. dbra)

CYS 120 CYS-DAB 1/20 CYSE-DAB 1/20

7. abra
PDL dssejtek faziskontraszt mikroszkopos képe kiilonbozo PASP-alapu hidrogéleken.
Minden kép azonos nagyitasban késziilt. A mérce 100 um-t jelol.
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A vegyes keresztkotésii (CYS-DAB) géleken csak egy-egy elnyultabb
morfologiat mutatd sejtet lattunk, azonban ezek sem az egészséges, fibroblaszt alakot
mutattadk, sokkal inkabb a szeneszcens (eloregedett) sejtek jellemzdit, amely arra utal,
hogy a gélek altal biztositott kdrnyezet nem tdmogatta a sejtek tulélését €s szaporodasat.
A CYS keresztkotésti géleken a sejtek egyaltalan nem voltak képesek megtapadni, a
latotérbe csak kis szamu, felkerekedett sejt kertilt. (7. abra)

Hérom nap utdn a merevebb, DAB keresztkotésti géleken, valamint a tiol-csoport
tartalmu géleken tovabbra is megfigyelhetéek voltak a fibroblaszt morfologiat mutatd
PDLSC-k, kifejezett szdmbeli ndvekedést azonban nem tapasztaltunk. A csoportalkotasi
tendencia a merevebb, tiol tartalmu gélen volt a legjobban megfigyelhetd. (7. dbra)

A vegyes keresztkotésli géleken mar egyaltalan nem talaltunk egészséges sejtet, a
latotérbe elvétve kertilt csak egy-egy aspecifikus morfoldgiat mutatd sejt. Ezek a gélek
tehat 3 nap alatt sem voltak képesek a tiléléshez és szaporodashoz megfeleld kornyezetet
teremteni a PDLSC-k szamara. A CYS keresztkotésti gélek esetében csak szorvanyosan
lattunk egy-egy gomb alaku sejtet vagy sejtmaradvanyt. Ennek magyarazata, hogy az
utobbi gélek ekkorra gyakorlatilag teljesen feloldodtak a tenyészt6 tapoldatban. A vegyes
keresztkotésli géleken hasonld jelenséget figyeltink meg, amely a diszulfid hidak
felszakadasabol bekovetkezo ,,lagyulasnak™ a kovetkezménye. (7. dbra)

A merevebb ¢és lagyabb gél-valtozatok koziil mindkét nap a merevebb géleken
lathattunk tobb, egészséges morfoldgiat mutato sejtet. Az elsdé és a harmadik napon is a
CYSE 1/20 tiol tartalmu géleken volt megfigyelhetd a legmagasabb szam sejt. (7. abra)

A gélek altal teremtett kdrnyezet letapadast és szaporodast elosegitd tulajdonsagat
kvantitativ vizsgalat segitségével is alatamasztottuk, a kiiiltetett sejtek ¢letképességének
mérésével, WST-1 reagens segitségével. (8. dbra)

Egy nap inkubécié utan (kék oszlopok) a merevebb, tiol tartalmt gélen (CYSE-
DAB 1/20) mértiik a legmagasabb ¢életképességeket, amely szignifikansan kiilonbozott az
Osszes tobbi gélen mért egy napos eredménytdl. Kiemelkeddbb életképességi mutatot
mértiink a merevebb, DAB keresztkotésti, valamint a lagyabb, tiol-csoport tartalmu
géleken 1is. (8. 4bra) Az Osszes tobbi gélen alacsonyabb volt a kiiiltetett sejtek
¢letképességi mutatoja, amely dsszecseng a faziskontraszt mikroszkopos vizsgalat soran

megfigyelt eredményekkel. (7. dbra)
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8. abra
PDL ossejtek életképességi mutatoja kiilonbozé PASP-alapu hidrogéleken. A
CYSE-DAB 1/20-on mert éleképességek atlagertéket tekintettiik 100%-nak. Az adatok
szamtani atlagertékét adtuk meg = SEM (standard error of the mean). * p<0,05 a
CYSE-DAB 1/20-hoz viszonyitva a megfelel6 idopontban. + p <0,05 a kovetkezo naphoz
képest. # p <0,05 a lagyabb (1/40) csoporthoz képest a megfeleld idopontban.

Harom nap utan (lila oszlopok) még mindig a merevebb, tiol tartalmi gélek
mutattdk a legmagasabb ¢letképesség-mutatot, azonban a kiilonbség mar volt nem
szignifikans a merev DAB ¢€s a lagy tiolos gélhez képest. A tobbi gélen megmaradt a
kozepes vagy alacsony ¢€letképesség. (8. abra) A két mérési idépont kdzott szignifikans
¢letképesség-ndvekedés nem volt megfigyelhetd, a legtobb esetben éppen ellenkezdleg,
az életképességi mutato lecsokkent. Ennek pontos okat ez alapjan a kisérlet alapjdn nem
tudtuk meghatéarozni, ezért hosszabb tavu kisérletek elvégzése mellett dontottiink.

Vybrant DiD fluoreszcens vitalis festés segitségével detektdlhatdo a sejtek
vertikalis iranyu novekedése is a gélek belseje felé, illetve egy atfogobb képet kaphatunk
a sejtek eloszlasardl nagyobb teriileten. A kitiltetést kovetd 1 és 3 nap utan vizsgaltuk a
segitségével. (9.abra)

A kétfoton mikroszkopias vizsgalatok eredményei korrelaltak a korabban kapott
eredményekkel: a legtobb sejtet ebben az esetben is a tiol tartalmu géleken figyelhettiik

meg. Az Ossejtek a géleken kiilonb6zé méretli szigetekbe rendezddtek, a sejteket nem
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lehetett egymastol elkiiloniteni. A sejtcsoportok kozott helyenként nyulvanyokat is

megfigyeltiink, ami sejtek kozti kommunikaciora utal. (9. abra)

1. nap 3. nap 1. nap

DAB 1/20
DAB 1/40

CYSE-DAB 1/20 CYS-DAB 1/20
CYSE-DAB 1/40 CYS-DAB 1/40

9. abra
PDL dssejtek kétfoton mikroszkoppal készitett képei kiilonbozo merevségii PASP
hidrogéleken. A képek azonos nagyitasban késziiltek. A mérce 100 um-t jelol.

Ezen kisérletek alapjan tehat a tiol tartalmt (CYSE 1/20 és 1/40), valamint a
merevebb DAB keresztkotésti gélek tamogatjdk legjobban a sejtek megtapadasat,

valamint talélését és szaporodasat.

4.1.2. Cisztamin és diaminobutan keresztkotésii gélek hosszu tavu vizsgalata

A rovid tavi méréseket kovetden a harom legjobb eredményt elért, tehat a sejtek talélését
¢€s szaporodasat leginkabb tamogato géltipussal dolgoztunk tovabb (DAB 1/20, CYSE
DAB 1/20 ¢s CYSE-DAB 1/40), amelynek célja a gélek hosszu tava (1, 3, 7 és 14 nap)

biokompatibilitasanak vizsgalata volt.
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Az els6 harom nap folyamdan tapasztaltak megegyeztek a kordbbi kisérleteink
eredményeivel: a faziskontraszt mikroszkopos képeken a sejtek egészséges, fibroblaszt
morfologiat mutattak mindharom gél esetében. (10. abra)

7 nap utan a képeken az Osszes gél esetében egészséges, orsd alaki morfologiat
mutatd sejtet lathattunk, meglehetdsen nagy szadmban. A tiol tartalmi géleken ezen
kisérlet sordn is megfigyelhettiik a sejtek csoportalakitasi tendencidjat. (10. dbra)

14 nap utdn nagyszamu, csoportokba rendezddott sejtet figyeltiink meg a
merevebb géleken (CYSE-DAB 1/20 és DAB 1/20). A csoportosuldsok meglehetdsen
szorosak, a sejthatarok elmosodottak voltak. Ilyen jellegli sejtcsoportok alakulhatnak ki
példaul az oszteogén differenciacid folyamata soran is. A lagyabb géleken tovabbra is

kiilonallo, orsé alaku sejtek voltak lathatoak. (10. abra)

7. nap 14. nap

DAB 1/20

CYSE-DAB 1/20

CYSE-DAB 1/40

10. abra
PDL ossejtek faziskontraszt mikroszkopos képe kiilonbozo PASP-alapu hidrogéleken,
1,3,7 és 14 nap utan. Minden kép azonos nagyitasban késziilt. A mérce 100 um-t jelol.
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Az ¢letképesség-vizsgalat sordn az elsdé napon a merevebb, tiol tartalmi gélen
(CYSE-DAB 1/20) szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink a masik két gélhez
képest. 3. napnal ismét megfigyeltiik a mutatok csokkenését, azonban az eredmények a
hetedik napra Ujra novekvd tendenciat kezdtek mutatni, igy kimondhatjuk, hogy a
csokkenés atmeneti volt. (11. dbra)

A hetedik napon nem mértiink szignifikansan eltérd eredményeket a gélek kozott,
de a tiol tartalmuak, kiilonosen a merevebb (CYSE 1/20), magasabb értékeket mutatott a
tobbi gélnél. (11. abra)

A 14. napra tovabbi €letképesség novekedést figyelhettiink meg a merevebb gélek
esetében, amely a DAB-kereszkotott gélnél statisztikailag is szignifikans volt a hetedik
naphoz képest. A harom gél kozott nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a 14.

napon. (11. dbra)
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11. abra
PDL ossejtek életképességi mutatoja kiilonbozo PASP-alapu hidrogéleken. A CYSE-DAB
20-on mért éleképességek atlagértékét szamitottuk 100%-nak. Az adatok szamtani
atlagertéket adtuk meg = SEM (standard error of the mean). * p<0,05 a CYSE-DAB
20-hoz viszonyitva a megfelelo idopontban. + p <0,05 a kévetkezo naphoz képest.

A kétfoton mikroszkoppal készitett képeken 7 és 14 nap utan is megfigyelhetoek
voltak a gélek belseje felé novekvo sejtek, a latotérbe minden gél esetében meglehetdsen
nagy szamu sejt kertilt. (12. dbra)

A megfeleld magassagokban készitett fotok integralasaval haromdimenzids Un. z-

stack képek késziiltek, amelyeken sokkal pontosabban figyelhettiik meg a sejtek vertikalis
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iranyu novekedését. A képek alapjan sejtek nem csak a gél felszinén szaporodtak, hanem
(feltehetdéen enzimatikus folyamatok révén (84)) vertikélisan, a gélek belseje felé is

novekedtek. (12. b abra)

1. nap 3. nap 7. nap 14. nap
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12. abra
a) PDL ossejtek két foton mikroszkoppal készitett képei kiilonbozé PASP hidrogéleken.
b) A sejtek 3 dimenzios képe a gélek belsejében 14 nap utan. A 3D képek z-mélysége 120
um, mig az atmero 1.7x1.7 mm. A mérce 100 um-t jelol.

4.2. Fog eredetli 6ssejtek tenyésztése kiillonbodzo tiol-csoport

mennyiségeket tartalmazo géleken

Az eldz6 kisérletekbdl 1athatéd volt, hogy a tiol-csoportok jelenléte pozitiv hatassal
van a sejtek letapadasara és novekedésére, ezért a kovetkezd kisérletsorozatban 6-féle,
eltérd tiol-csoport mennyiséggel rendelkezd gélt vizsgaltunk. A legalacsonyabb tiol

tartalmu gél (CYSE 1/80) esetében minden nyolcvanadik monomer, mig a legmagasabb
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tiol tartalmu gél (CYSE 1/2) esetében minden méasodik monomer tartalmazott tiol-csoport

oldallancot.

CYSE 12-DAB CYSE1/5-DAB CYSE1/10-DAB CYSE 1/20-DAB CYSE 1/40 -DAB CYSE 1/80- DAB

13. abra
PDL ossejtek faziskontraszt mikroszkopos képe kiilonbozo tiol-csoport mennyiséget
tartalmazo PASP-alapu hidrogéleken, 1, 3, 7 és 14 nap utan. Minden kép azonos

nagyitasban késziilt. A mérce 100 um-t jelol.

Az elsé napon készitett faziskontraszt mikroszkdpos képeken jol lathatd, hogy

mindegyik tiol tartalmt gélen képesek voltak megtapadni és a sejtek. A PDLSC-k
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nyulvanyos, orsé alakot vettek fel, elenyész6 mennyiségben keriiltek csak a latotérbe
kerek sejtek vagy sejtmaradvanyok. (13. abra)

A harmadik napon megfigyeltiilk, hogy a magasabb tiol tartalmt gélek jobban
alacsonyabb tiol tartalmu géleken. (13. abra 2. oszlop)

A hetedik napra a legmagasabb tiol tartalmu gélen (CYSE 1/2) a sejtek elnyultabb
alakot vettek fel és konfluens monolayer-t alkottak, vagyis egy rétegben teljesen bendtték
a gél felszinét a latdtérben. A masodik legmagasabb tiol tartalma (CYSE 1/5) gélen
szubkonfluens tenyészet alakult ki. Habar nem ilyen mértékben, de a tobbi gélen is
megfigyelhetd volt a sejtek mennyiségének novekedése, amelyek tovabbra is egészséges,
fibroblaszt morfologiat mutattak. (13. 4bra)

A 14. napra a két legmagasabb tiol tartalmu gélen konfluens monolayert alkottak
a sejtek. A tobbi gélen is nagy mennyiségli, egészséges sejtet lattunk, melyek szama a
tiol-mennyiség csokkenésével csokkent. (13. abra, 4. oszlop)

Az életképesség-vizsgalat soran, a mikroszkopos vizsgalatokkal 6sszhangban a
két legnagyobb tiol-csoport tartalmu gél mutatta a legmagasabb értékeket. A négy
alacsonyabb tiol-tartalmt gélen hasonld, alacsonyabb életképességi mutatét mértiink.
Referencia-gélként a korabbi kisérletekben hasznalt CYSE-DAB 1/20-at hasznaltuk.
Ehhez a gélhez képest szignifikansan magasabb ¢életképességet a két legmagasabb (1/2 és
1/5) tiol tartalmu gélen tenyésztett sejtek mutattak. (14. dbra)

A harmadik napon ezen kisérlet esetében is megfigyelhettiink egy degressziot, ami
azonban ezuttal is csak ideiglenesen allt fent. Ezen a napon is a fent emlitett két gél
mutatta a legmagasabb ¢életképességi értékeket. (14. abra)

A hetedik napra mindegyik gélen magasabb életképességet mértiink a harmadik
naphoz képest, ez kiilonosen latvanyos volt a CYSE 1/2 esetében. (14. 4bra)

A 14. napos ndvekedés majdnem minden gél esetében szignifikans volt az el6z6
mérési idoponthoz képest. A 14. napra csak a legmagasabb tiol tartalmu gél mutatott

szignifikdnsan magasabb értéket a referenciagélhez képest. (14. dbra)
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PDL ossejtek életképességi mutatoja kiilonbozo tiol-csoport mennyiségeket tartalmazo
PASP-alapu hidrogéleken. A CYSE-DAB 1/20-on mért éleképességek atlagértéket
szamitottuk 100%-nak. Az adatok szamtani atlagértékét adtuk meg = SEM (standard
error of the mean). * p<0,05 a CYSE-DAB 1/20-hoz viszonyitva a megfelelo
idopontban. + p <0,05 a kovetkezo naphoz képest.

A kétfoton mikroszkoppal készitett képeken nagy mennyiségii sejtet figyeltiink

rrrrrr

alapjan bizonyitast nyert a sejtek vertikalis irdny( migracioja a gélek belsejébe a 14.
napon. (16. abra)
Ebbdl az eredménybdl vildgosan latszik, hogy a szabad tiol-csoportok

mennyisége, amennyiben meghaladja a gélekben az 1/10 ardnyt, nem csak atmeneti,

crcr

------

Szamos kisérlet bizonyitotta, hogy a PDL sejtek képesek oszteogén iranyu
differenciaciora (22, 140-142), és korabbi kisérletek kapcsan (84) felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy bizonyos géltipusok tamogathatjak ezt a hajlamot. Emiatt 4 géllel, amik
kiemelkedd eredményt produkaltak a korabbi kisérletek soran (a DAB 1/20 ¢és 3 tiol
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tartalmu gél, a CYSE 1/2, 1/5 és 1/20 gél), vizsgéltuk PDLSC-k spontan, illetve indukalt
oszteogén differencidcios képességét.

A hetedik napon késziilt faziskontraszt mikroszkopos képeken mindkét magas tiol
tartalmu gél esetében nagy mennyiségli, egészséges, orsd6 morfologiat mutatd sejtet
lathattunk szamos nyulvannyal. A kontroll és az oszteogén tapoldatot kapott csoport
kozott ezen a napon nem tudtunk jelentds kiilonbséget megfigyelni, mind mennyiségben,

mind alakban hasonl6 eredményt mutattak. (15. dbra)

CYSE 1/2 -DAB CYSE 1/5 -DAB
Kontroll Oszteogén Kontroll Oszteogén

7. nap

14. nap

15. abra
PDL ossejtek faziskontraszt mikroszkopos képe az oszteogén és kontroll csoportban,
PASP-alapu hidrogéleken, 7 és 14 nap utan. Minden kép azonos nagyitasban késziilt. A
mérce 100 um-t jelol.

s

figyelhettiink meg mindkét gél és mindkét kisérleti csoport esetében. A kontroll csoport
sejtjei elnyujtottabb orso alakot mutattak, a sejtek egymadstdl elkiiloniilve helyezkedtek
el. Ezzel szemben az oszteogén csoportban megfigyelhetd volt egy csoportalakitasi
tendencia, itt a sejtek stirtin helyezkedtek el, €s tomorebb morfologiat mutattak. (15. dbra)

A kétfoton-mikroszkoppal készitett képeken mar a harmadik napon jol
megfigyelhetd volt, hogy mindkét gél esetében a kontroll €s az oszteogén csoportban is
nagy mennyiségi sejt tapadt meg, illetve kezdett szaporodni a gélek felszinén. Hasonloan
nagy szamu sejtet figyelhettiink meg a tovabbi napokon is, relevans kiilonbséget azonban
nem tapasztaltunk a csoportok kozott. (16. a dbra) A z-stack fotokon tovabba jol lathato

volt a 14. napon a sejtek penetracidja gélekbe. (16. b abra)
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16. abra
a) Oszteogén és kontroll tapban tenyésztett PDL Ossejtek kétfoton mikroszkoppal
keszitett képei kiilonbozo PASP hidrogéleken. A mérce 100 um-t jelol.
b) A PDL dssejtek 3 dimenzios képe a gélek belsejében 14 nap utan. A 3D képek z-
mélysége 120 um, mig az atméro 1.7x1.7 mm.

Az oszteogén differenciacié folyamatdnak kvantifikalasa céljabol alkalikus
foszfataz (ALP) aktivitas mérést végeztiink. Ennek soran mar az elsé mérési iddpontban
(vagyis 3 nap utan) szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a gélek kozott. (17. abra) A
DAB 1/20 gélen tenyésztett sejtek minden csoportban minimalis oszteogén
differenciacios hajlamot mutattak, mig a tiol tartalmu gélek mindegyike esetében mérhetd
volt az ALP aktivitds az oszteogén tapoldatot kapott csoportban. A kontroll és az
oszteogén csoport kozott szignifikans kiilonbséget ezen a napon csak a CYSE 1/2
esetében meértiink. A CYSE 1/2 gél esetében mind a kontroll, mind az oszteogén
csoportban magasabb értékeket kaptunk, vagyis nemcsak indukalt, hanem spontan
aktivitas is kimutatdsra keriilt ezen a napon. (17. abra)

A hetedik napon a DAB 1/20 tovabbra sem mutatott oszteogén aktivitast egyik
csoportban sem. A tiol tartalm gélek aktivitdsa azonban megugrott az oszteogén

csoportban, leglatvanyosabban a CYSE 1/2 esetében, ahol a kiilonbség szignifikans volt
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a harmadik naphoz mért értékekhez képest. A kordbban mért spontan aktivitas szintén

megfigyelhetd volt ezen gél esetében €s enyhén ndtt is az értéke. (17. dbra)
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17. abra

Oszteogén vagy kontroll médiumban tenyésztett PDLSC-k ALP aktivitasa PASP-alapu
hidrogéleken 3,7 és 14 nap utan. Az adatok szamtani atlagértékét adtuk meg + SEM
(standard error of the mean). * p<0,05 a CYSE-DAB 20-hoz viszonyitva a megfelelo
idopontban. + p <0,05 a kévetkezé naphoz képest, # p<0,05 a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

A 14. napon a DAB 1/20 esetében egyik kisérleti csoportban sem mértiink
oszteogén aktivitast. A tiol tartalmt gélek esetében azonban a hetedik naphoz képest
tovabbi értékndvekedést figyelhettiink meg az oszteogén csoportokban. A legmagasabb
ALP aktivitas értéket ismét a CYSE 1/2 gél mutatta, mig a masik két géltipus kdzott nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget. A kontroll csoportban 3 géltipus tovabbra is csak
nagyon alacsony aktivitast mutatott, mig a CYSE 1/2 hasonlo értékeket produkalt, mint
az oszteogén csoport CYSE 1/5 és 1/10 gélje. (17. abra) Ugy tiinik tehat, hogy a gélek
tiol-csoport tartalom a sejtek életképességén €s letapadasan kiviil hatassal bir a PDL

Ossejtek oszteogén differenciacids hajlamara is.
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4.4. Fog eredetli 6ssejtek tenyésztése cisztamin €s lizin keresztkotési

géleken

A DAB keresztkotés helyett ebben a kisérletsorozatban lizint alkalmaztunk, mivel
utobbi - mint természetes aminosav - jobb tulajdonsagokkal rendelkezik biodegradabilitas
szempontjabol (143). Habar szdvettdmaszokba épitve a DAB in vitro sejtproliferaciot
eldsegitd hatassal rendelkezik (121), mégis fennall a veszélye, hogy a gélek lebomlasakor
a felszabadul6 diaminobutan toxikus hatassal bir a sejtekre (144), amely lehetdség lizin
keresztkotd alkalmazasaval csokkenthetd vagy akar teljesen kikiiszobolhetd. A gélek
ebben a kisérletsorozatban minden esetben annyi keresztkotot tartalmaztak 6sszesen, mint
az el6zo kisérletek merevebb géljei, ezen beliil pedig kiilonboz6 aranyban tartalmaztak a
lizint és cisztamint. A gélek nevében a cisztamin keresztkotések mennyiségét a teljes
keresztkoté mennyiségére vonatkoztatva szazalékos értékben adtuk meg.
gélek felszinén. Az elsé napon a legtobb gél esetében hasonlé morfologiat mutattak a
sejtek: gdbmb alaku, a letapadési folyamat elejére jellemzo alakot vettek fel, csak kisebb
mennyiségben lehetett észrevenni nyulvanyokat ndveszto sejteket. Az orsé alakot mutatd
legtobb sejt a kevesebb lizint tartalmazé géleken volt felfedezhetd (CYS 80%-LYS, CYS
100%-LYS). (18. abra)

CYS

S

¢

CYS 0%-LYS CYS 20%-LYS 60%-LYS CYS 100%-LYS CYSE 20%-LYS
- 7 - = S - = A :"\

1. nap

3.nap 2.nap

18. abra
PDL ossejtek faziskontraszt mikroszkopos képe kiilonbozo lizin-mennyiséget tartalmazo
PASP-alapu hidrogéleken, 1,2 és 3 nap utan. Minden kép azonos nagyitasban késziilt. A
mérce 100 um-t jelol.
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A masodik napon hasonld képeket lathattunk, de a lizint nem tartalmazo gélen
(CYS 100%-LYS) mar megfigyelhetd volt tobb fibroblaszt-szerti sejt, illetve osztddasra
utald jelek is, azonban a sejtek tulnyomd tobbsége tovabbra is felkerekedett alakot
vizsgalatakor. A tiol tartalmu gélen sem tudtunk tobb, fibroblaszt morfoldgiat mutato
sejtet megfigyelni, itt is els6sorban kerek sejtek vagy sejtmaradvanyok voltak lathatdak.
Egyediil a lizint nem tartalmazo6 gélen, a CYS 100%-LY S-en volt megfigyelheté néhany
ors6 format mutato sejt. (18. abra)

Az életképességi vizsgalat eredményei a 19. abran lathatok. Az elsé napon a CYS
100%-LYS gélen (amely csak redox érzékeny cisztamint tartalmaz) tenyésztett sejtek
esetében meértiik a legmagasabb ¢letképességi mutatdt, amely Osszhangban van a
faziskontraszt mikroszkdpos analizis eredményeivel. A géltipusok tobbségénél az elsd és
a harmadik nap kozott enyhe ¢€letképesség-novekedést figyeltiink meg. Habar a CYS
20%-LYS és CYS 40%-LYS géleken az els6 napon alacsony volt az életképesség-mutatd,
ez az érték megduplazddott a harmadik napra, a 20%-os gél esetében pedig szignifikans
volt a ndvekedés. Az életképességi értékek alapjan valoszinlinek tiint, hogy a 60-80%

LYS arany vezet a legnagyobb proliferacios aktivitdshoz PDL sejtek esetében. (19. dbra)

140

—
N
S

[
I

@ 1.nap

[—
0 o
oS O

p—

D
o

Irr}ﬁ

Eletképességi mutaté (%)

+ 3. nap
RN
0 T T T T 1
S S S S S S S
\’é \'d \’d \VA \~k \’\’A \’4
QQQ QQQ Q°° QQO QQQ QQQ QBQ
v W S &S Q »
S OO NS )
N S
19. abra

PDL ossejtek életképességi mutatoja kiilonbozo lizin keresztkotésii hidrogéleken. A 100
CYS-LYS-en mért éleképességek atlagértékét szamitottuk 100%-nak. Az adatok szamtani
atlagértekeét adtuk meg = SEM (standard error of the mean). * p<0,05 100 CYS-LYS -
hez viszonyitva a megfelelo idopontban. + p <0,05 az elsé naphoz képest.
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A sejtek 3D mozgasat és a gélmatrix-sejt kapcsolatokat kétfoton-mikroszkdp
segitségével vizsgaltuk. A harmadik napon készitett fotok alapjan arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy habar kevés, aspecifikus morfologidju sejt talalhatdé csak a latdtérben,
ezek — mivel lathato koriilottik a gél zold autofluoreszcenciaja — ugy tlinik, képesek
voltak penetralni a gélmatrixba. (20. abra)

Az egészséges morfoldgiat mutato sejtek mennyisége a CYS/LYS arannyal egyiitt
valtozott, minél magasabb volt a CYS aranya, anndl tobb sejt keriilt a latotérbe. A
legnagyobb mennyiségli sejtet a CYS 100%-LYS gélen lattuk, ami korrelal a korabbi
eredményeinkkel. (20. dbra)

CYS 0% -LYS CYS 40% -LYS CYS 100% -LYS CYSE 20% -LYS

20. abra
PDL dssejtek kétfoton mikroszkoppal készitett képei lizin tartalmu PASP hidrogéleken a
harmadik napon. A képek azonos nagyitasban késziiltek. A mérce 200 um-t jelol.

Osszességében megéllapitottuk, hogy sejtek csak korlatozott mértékben tudnak
megtapadni és szaporodni a lizin-tartalmt géleken, igy tovabbi vizsgéalatot nem

végeztiink veliik.

4.5. Fog eredetii 6ssejtek tenyésztése dopamin tartalmt géleken

Ebben a kisérletsorozatban 2-féle, eltéré mennyiségii dopamint tartalmazo gélt
vizsgaltunk 14 napon keresztiil, amelyek CYSE-t ¢és DAB-ot tartalmaztak
keresztkotoként. Kontrollként a CYSE-DAB 1/20 gélt alkalmaztuk, amely nem
tartalmazott dopamint.

A faziskontraszt mikroszkoppal készitett képeken (21. abra) jol latszik, hogy mar
1 nap utan gyakorlatilag teljesen bend6tték a sejtek a gélfelszint az alacsonyabb dopamin

tartalmu gél (DOPA 1/20) valamint a kontroll esetében. A sejtek egészséges, fibroblaszt
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morfologiat mutattak, proliferacidjuk nagyon felgyorsult. A magasabb dopamin tartalmu
gélen (DOPA 1/10) a sejtek csak korlatozottan tapadtak meg egy nap elteltével.

3 nap utan az alacsonyabb dopamin tartalmt gél (DOPA 1/20) esetében
konfluenssé valt a tenyészet. A sejtek stirin elhelyezkedve, egymashoz szorosan tapadtak
a gélek felszinén, némelyik elnyujtottabb morfologiat vett fel. A magas dopamin tartalmu
gélen (DOPA 1/10) tovabbra is csak nagyon kevés sejtet talaltunk. (21. abra, masodik

oszlop)

DOPA 1/20 DOPA 1/10
LI

Sl
i

I B

kontroll

21. abra
PDL ossejtek faziskontraszt mikroszkopos képe kiilonbozo dopamin-mennyiséget
tartalmazo PASP-alapu hidrogéleken, 1, 3, 7 és 14 nap utan. Minden kép azonos
nagyitasban késziilt. A mérce 100 um-t jelol.

7 és 14 nap utan a fent leirt tendencia folytatddott: a legmagasabb sejtszdmot az
alacsonyabb dopamin tartalmu gélen figyelhettiik meg, amely enyhén jobb eredményeket
mutatott a kontroll, dopamint nem tartalmazé gélnél is. A magas dopamin tartalmu gélen
14 nap elteltével is joval kisebb szamu egészséges morfologiat mutato sejtet lattunk. (21.
abra, harmadik €s negyedik oszlop)

Az ¢életképesség-vizsgalat soran az elsé napon a legmagasabb ¢letképességi
mutatot az alacsonyabb dopamin tartalmu gél esetében (DOPA 1/20, sotétkék oszlopok)
mértiik, amely szignifikdnsan magasabb volt mind a kontroll, mind a DOPA 1/10 gélhez

képest. (22. 4bra)
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A harmadik napon mindharom gél esetében csokkent az érték. Ezen a napon is az
DOPA 1/20 mutatta a legmagasabb ¢letképességi mutatdt. Hasonld tendenciat lattunk a
hetedik €s 14. napon is, az utolsé mérési idépontban azonban mar nem volt szignifikéns
a kiilonbozo géleken mért életképességek kozotti kiilonbség. (22. dbra)

180 e

~ 160 - 1

Y

N

. ([
|

120 -

Okontroll
— ODOPA 1/10
EDOPA 1/20

.

Eletképességi mutato

7

1. nap 3. nap 7. nap 14. nap

22. abra
PDL ossejtek életképességi mutatoja kiilonbozo dopamin-mennyiségeket tartalmazo
PASP-alapu hidrogéleken. A kontroll gélen (CYSE-DAB 20) mért elsé napi
életképességek atlagertékét szamitottuk 100%-nak. Az adatok szamtani atlageértéket
adtuk meg = SEM (standard error of the mean). * p<0,05 masik gélekhez viszonyitva a
megfelelo idopontban. + p <0,05 a kovetkezé naphoz mért értékhez képest.

Mind a faziskontraszt mikroszkoppal késziilt képek alapjan, mind pedig az
¢letképességi vizsgalat alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a dopamin
koncentracio fiiggden tdmogatja a sejtek tulélését: mig az alacsonyabb koncentracid
magasabb koncentracidé gatld hatassal bir, mely eredmény jO egyezést mutat az
irodalomban megtalalhat6 adatokkal (145, 146).

A kétfoton mikroszkoppal készitett képek hasonld eredményt hoztak, mint az
el6zo két vizsgalat. A harmadik napon nagy mennyiségli sejtet lattunk az alacsonyabb
dopamin tartalmu gélen, valamint a kontrollon, penetralva a gél matrixaba. A magasabb

dopamin tartalmu gélen joval kevesebb sejtet figyeltiink meg. (23. abra)
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14 nap utan az DOPA 1/10 gélen tovabbra sem tudtunk kiemelkedéen magas
mennyiségl sejtet megfigyelni, mig az DOPA 1/20 és a kontroll gélen nagy mennyiségti,
csoportalakitasi tendenciat mutato sejtet lattunk. (23. 4bra)

A z-stack képeken jol lathato, hogy a DOPA 1/20 gél esetében a sejtek koriilbeliil
170 um mélységig (amely koriilbeliil 4 sejtrétegnek felel meg) penetraltak a gél
matrixaba, mig a kontroll gélekbe minddssze 60 um mélységig tudtak behatolni a sejtek.

(23. abra)

a) DOPA1/10  DOPA 1/20 kontroll

3. nap

14. nap

b

N

DOPA 1/20

kontroll

23. abra
a) PDL éssejtek kétfoton mikroszkoppal készitett képei kiilonbozo dopamin-mennyiséget
tartalmazo PASP hidrogéleken.
b) A PDL ossejtek 3 dimenzios képe a gélek belsejében 14 nap utdn.
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A DOPA 1/20 tartalmu gélekbe tehat a korabban tapasztaltaknal mélyebbre
penetraltak a sejtek, igy ezen géltipus rendkiviil igéretes fog eredetli dssejtek tenyésztése
szempontjabol. A dopamin tartalom optimalizalasara, valamint a sejtek a géleken valo
proliferacids ¢€s differenciacids potencidljanak feltérképezésére azonban még tovabbi

vizsgalatokra van sziikség.
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5. MEGBESZELES

5.1.  Cisztamin és diaminobutan tartalmu gélek vizsgalata

Az elmult néhany évben tobb tanulmény sziiletett az idedlis szdvettamasz
létrehozasardl a fog eredetli Ossejtek szamara (82, 100). PASP-alapu hidrogéleket
azonban csak kevés emlit (108, 147, 148), pedig ezek a tipust gélek fokozottan
alkalmasak az dssejtek tenyésztésére, mivel jOl utanozzak az extracellularis matrix kémiai
¢s mechanikai tulajdonsagait. A gélek konnyli funkcionalizalhat6saga, tulajdonsagaik
sz¢éles korli valtoztatasanak lehetdsége szintén eldnyt jelent szovettdmaszként valo
alkalmazasuk szempontjabol.

A kisérleteink els6 fazisaban ezért cisztaminnal és/vagy diaminobutannal
keresztkotott, tiol tartalma PASP hidrogéleket vizsgaltunk. Diaminobutannal
keresztkotott szovettdmaszok hasznalatara tobb példat talalunk az irodalomban, s habar
ezek nagyobb része a szovettamaszok mechanikai tulajdonsagainak vizsgalatara
koncentral (149, 150), tobb kutatds is igazolta ezen gélek biokompatibilitasat is.
Munkacsoportunk kordbbi kutatasai soran MG-63 oszteoszarkoma sejtek letapadasat és
szaporodasat vizsgalta diaminobutannal és cisztaminnal keresztkotott géleken, az ennek
soran kapott eredmények is ezen hidrogélek biokompatibilitdsat timasztjak ala: a sejtek
képesek voltak megtapadni és proliferalni a hidrogéleken (84). In vitro vizsgalatot
végeztek Eglin és munkatarsai is kondrocitdk hasznalatdval, poliuretan lancba
inkorporaltak bifunkcionalizalt izoprenoidot, amely diaminobutant is tartalmazott, igy
hozva létre 3D szovettamaszokat. Az ily modon mddositott szovettdmaszok hasonloan
biokompatibilisnek bizonyultak, mint a nem inkorporalt valtozatok, és az eldbbiek
esetében tapasztalt nyitottabb podrusszerkezet elOnyOsebb is volt a sejtkiiiltetés
homogenitasa szempontjabol (151). A Semmelweis Egyetem Oralbiologiai Tanszékén
Czumbel ¢és munkatarsai in vivo vizsgalatokat végeztek diaminobutdn tartalmu
hidrogélekkel. A preklinikai vizsgalatok eddigi eredményei szerint a hidrogélek
biokompatibilisnek bizonyultak €s tamogatjak a sebgyogyulast (Czumbel és munkatérsai,
személyes kozlés).

Munkank sordan két kiillonb6z0 merevségli (merevebb 1/20 és lagyabb 1/40)

crer

gélsorozatot vizsgaltunk az elasztikusan aktiv halolancok koncentraciojanak
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valtoztatdsaval. A fazis-kontraszt mikroszkopos vizsgélatok szerint (7. abra €s 10. dbra)
a merevebb, tiol tartalmi PASP gélek a legalkalmasabbak a sejttenyésztéshez, mivel
ezeken a géltipusokon lathat6 a legtobb egészséges, fibroblaszt morfoldgiat mutatdo PDL
Ossejt. Ez 6sszecseng azokkal az irodalmi adatokkal, melyek szerint a gélek merevsége
(152). Winer ¢és munkatarsai eredményei szerint mezenchimalis Ossejtek merev
szubsztratumon vald tenyésztése eldsegiti a sejtproliferaciot (153). Bizonyos kutatdsok
szerint a szovettdmasz merevsége meghatarozhatja az dssejtvonal-specifikaciot is: amikor
a neurogén differencialédas a cél, a lagyabb gélek hasznalata javasolt (0,1-1 kPa), a
myogén iranyu differencialtatdskor a kézepes merevség (8 és 17 kPa) az optimalis, mig
az oszteogén iranyu differencialtatasra a merev matrixok (25-40 kPa) az igazén
alkalmasak (68). Ezzel 6sszhangban az altalunk hasznalt gélek paraméterei a kovetkezok:
lagyabb gélek (1/40 keresztk6td arany) rugalmassagi modulusa 7,2-10,5 kPa, mig a
merevebb géleké (1/20 keresztkotd arany) 55,3 €s 66 kPa kozotti értéket vett fel (84),
amelyek koziil a merevebb gélek biztositottak eldnydsebb kornyezetet a PDL 6ssejtek
szamara. Osszecseng ezzel Liu és munkatarsai vizsgalata, akik kiilonbdzé merevségii
polidimetilxiloxan (PDMS) szubsztradtumokon vizsgaltdk PDL eredetli Ossejtek
merevebb, 54 és 135 kPa rugalmassagi modulussal rendelkezé géleken szaporodnak,
illetve a sejtek oszteogén aktivitdsa is magasabb volt ezeken a géleken, mint a
lagyabbakon (154).

A mikrokdérnyezet merevsége tehat nemcsak a sejtek letapadasat, hanem a
MC3T3-E1 preoszteoblasztok fokozottabb ndvekedést, proliferaciot, mozgékonysagot
mutattak, valamint tobb volt a kialakult kalcium-depozitok szdma is, mint a lagyabb
szovettdmaszokon (155). A PDL 0ssejtek merevebb hidrogél felszinre vald fokozott
vizsgalatokkal.

A WST reagens segitségével végzett életképesség-vizsgalatok soran az elsd és a
harmadik nap kozott csokkend tendenciat mutattunk ki a géleken, amely a 7., majd a 14.
napra ismét emelkedni kezdett (11. abra). Ennek oka lehet, hogy a primer PDL

tenyészetek heterogén populédciot alkotnak, vagyis a tenyészet tobbféle sejtvonalat
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tartalmaz. A gélek mechanikai tulajdonsagai csak egy bizonyos szubpopulacid
le. Az életképesség atmeneti csokkenése, majd hosszabb tavli ndvekedése a tdmogatott
populécio szelektiv felszaporodasara utalhat (155, 156).

Kétfoton mikroszkopos felvételeink azt mutatjak, hogy a sejtek képesek penetralni
gélmatrixba (12. 4dbra) amely felfedezés kozvetve bizonyithatja a PASP hidrogélek
biologiai lebonthatosagat in vitro (84), korabbi kutatasok szerint ugyanis a sejtek szamara
a gélmatrixban vald elmozdulas egyik utja a gélszerkezet enzimatikus bontasa (84). A
masik ut a porusokon keresztiili migracid (157), igy a poliaszparaginsav gélek idealis
porusmérete is jelentds szerepet jatszhat a sejtmigracio eldsegitésében. Az altalunk
hasznalt hidrogélek porusainak mérete koriilbeliil 70-80 um kozé tehetd, amely mintegy
kétszerese a sejtek atlagos méretének (11). Liao és munkatarsai vizsgalatai szerint ez a
méret megfeleld lehet ligamentum-eredetli sejtek szamara: kutatdsuk soran ugyanis
hasonld poérusméretli, poli-L-laktid matrixokat hoztak létre, amelyek megfelelonek
bizonyultak human periodontalis ligamentum eredetii fibroblasztok tenyésztésére (158).

Az elsd kisérletsorozat eredményeibdl tehat arra kovetkeztethetiink, hogy a gélek
merevségének novelése, illetve a tiol csoportok jelenléte kedvezd hatassal van a PDL
vizsgalt 8-fele gél (1/20 vagy 1/40 keresztkotési fokkal rendelkez6 DAB, CYS, CYS-
DAB, CYSE-DAB gélek) koziil a merevebb, tiol csoportokat is tartalmazo gélek
hasznalata tinik a legigéretesebbnek szovetépités szempontjabol. Ebbdl kifolydlag a
kovetkezd kisérletsorozatban az el6z6 modszerek segitségével a tiol csoport

mennyiségének a hatdsat vizsgaltuk PDL 0Ossejtek kitapadasara és szaporodasara.

5.2.  Kiilonb6zo tiol-csoport tartalmu gélek vizsgalata

A mikroszkdpos vizsgalatok (13. dbra), valamint az életképességgel kapcsolatos
kisérleteink is (14. abra) kimutattdk, hogy a PDL sejtek képesek megtapadni és
szaporodni a tiol tartalmt hidrogéleken, s a tiol-csoportok mennyiségének novelése
migracios potencialjara is. A legkiemelkeddbb pozitiv hatast rovidebb és hosszabb tdvon

is azon gélek esetében mértiik, amelyekben a tiol-csoportok mennyisége meghaladta az
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1/10 aranyt. A kétfoton miktoszkoppal késziilt felvételek vertikalis integralasaval késziilt
3 dimenzios képeken bizonyitast nyert a sejtek penetracidja a gélek belsejébe, 30-60 pm
mélységben. (16.4bra)

Habar az irodalomban tobb példat taldlhatunk tiol-csoportokat tartalmazo
polimerek vizsgalatara (126, 159, 160), a szabad tiol-csoportok hatdsa még nem lett széles
vannak Galli és munkatarsai nemrégiben publikalt kutatdsaval, amelyben kimutattak,
hogy a tiolmoédositott, zselatinnal dusitott kitozan szdvettdmaszok fokozzdk az
oszteoblaszt sejtek proliferaciojat. A sejtek magasabb ¢életképességi mutatdkat
produkaltak, valamint a tenyészetek elobb érték el a szubkonfluens allapotot a modositott
szOvettamaszok felszinén, mint a kontrollokon (161). Bae és munkatarsai tiol-modositott
¢s modositatlan kitozan szovettamaszok biokompatibilitasat vizsgaltak egér oszteoblaszt
sejtvonalon (MC3T3-El). Eredményeik szerint a tiol-mddositott szovettamaszokon
tenyésztett sejtek életképessége magasabb volt, mint a moédositatlan szdvettamaszokon
(162). Ezzel 6sszecseng Matsusaki €és munkatarsai vizsgalata is, aminek soran 3D
szoveteket allitottak eld egér fibroblaszt sejtekbdl, amelyeket diszulfid-térhéaldsitott
poliglutaminsav hidrogéleken tenyésztettek. Ezen kisérlet soran is megerdsitést nyert a

A fent emlitett megfigyelések oka lehet, hogy a polimer matrix szabad tiol-
csoportjai képesek kapcsolddni sejtmembranban taldlhatd L-cisztein szabad tiol-
csoportjaihoz. A sejtmembran tiol tartalmi L-ciszteinjén keresztiill szamos biologiai
folyamat befolyasolhato, példaul a gén transzkripcid, transzlacié valamint a

sejtanyagcsere is (163). A gélek tioltartalmanak novekedése valdsziniileg ilyen modon

--------

5.3.  Oszteogén differenciaci6 vizsgalata

Eredményeink szerint a tiol-csoportok jelenléte a hidrogélekben nemcsak a sejtek
oszteogén differencidlodasi potencidljara is in vitro. A fazis-kontraszt mikroszkoppal
késziilt 14 napos képeken jol megfigyelhetd a sejtek csoportalakitdsi hajlama az
oszteogén indukalt csoportban. (15. dbra) Az ALP vizsgalatok szerint a legmagasabb tiol-

tartalmu gélek (CYSE 1/2) nem csak az oszteogén tapoldatot kapott sejtek csont iranyu
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differenciacios potencialjat tdmogattak, de spontan aktivitast is indukaltak a kontroll
csoportban. A tiol csoportot nem tartalmazd gél esetében az oszteogén csoportban sem
mértlink szdmottevo aktivitast. (17. dbra)

Olyan kutatds nem talalhato jelenleg a szakirodalomban, amelynek soran fog
eredeti Ossejteken vizsgaltak a tiol csoportok oszteogén hajlamot fokoz6 hatasat, és mas
tipusu sejtek részvételével is csak igen kevés vizsgalat sziiletett. Bae és munkatarsai
korabban emlitett in vivo kisérletei azonban erre az aspektusra is kitértek, és korrelalnak
az altalunk kapott eredményekkel: a BMP-2-tartalmu tiolalt kitozdn szévettamaszok
nagyobb mértékii ektopias csontképzddést indukaltak az egér oszteoblaszt sejtekben, mint
a csak BMP-2-t tartalmaz6 kollagén szdvettamaszok (162).

A gélek tiol tartalmanak oszteogén differenciaciot elsegitd hatasa a szabad tiol-
csoportok sejtmembran-proteinekkel vald kapcsolodasan alapul. Mint emlitettem, a
sejtmembranban szdmos olyan protein taldlhatd, amely L-ciszteint tartalmaz. A L-
ciszteinen keresztliil — mivel képes diszulfid kotések kialakitdsdra — redox-vezérelt
konformécids valtozas indul el a membranpoteinekben, befolydsolva a sejt
esetében pontosan melyik jelatviteli itvonal vezet oszteogén differenciaciohoz, arrél tobb
tanulmany is sziiletett. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a folyamatban szerepet kap a
cisztationin-g-lidz enzim 4&ltal létrehozott endogén hidrogén-szulfid, a Wnt/ B-katenin

(167) valamint a p38-MAPK (mitogén aktivalt protein kindz) itvonalon keresztiil (168).

5.4. Cisztamin ¢és lizin tartalmt gélek vizsgalata

Kisérleteink soran joval alacsonyabb ¢letképesség értékeket, illetve a
mikroszkopias felvételeken lathatd kisebb sejtszamot tapasztaltunk, mint a DAB
keresztkotott géleken. A magasabb lizin-tartalmu géleken a sejtek nem voltak képesek
megtapadni és szaporodni. A faziskontraszt mikroszkdppal (18. abra) és a kétfoton-
mikroszkoppal (20. dbra) készitett képeken nem, vagy csak nagyon kis mértékben
lathatoak egészséges sejtek, a latdtérbe kevesebb, felkerekedett morfologiat mutato sejt
keriilt. Az ¢letképesség vizsgalat pedig mindkét vizsgalati iddpontban nagyon alacsony
értekeket mutatott (19. abra). Ezzel szemben az alacsonyabb lizin tartalmi géleken

megfigyelhetdek voltak egészséges sejtek, a legnagyobb életképesség-ndvekedést pedig
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a CYS 20%-LYS géleken mértiik (ahol a LYS koncentracigja kortilbelil 1,5 tomeg%).
Ez korrelal Datta és munkatarsai eredményeivel, ahol a lizin 1,5 témeg% -os alkalmazasa
szignifikdnsan novelte a sejtek életképességét (169).

Az irodalomban ezzel ellentétben szamos példa talalhat6 sikeres kisérletre lizin
tartalmu szovettdmaszok €s dssejtek kapcsan, a legtobb esetben poli-L-lizin vagy poli-D-

lizin formaban alkalmazva: Haridas és munkatarsai szintén lizin-tartalma géleken

crcr

crer

hozott az a kisérlet is, amelynek sordn alginat-poli-lizin hidrogél mikrokapszuldk
biokompatibilitdsat vizsgaltdk Acarregui ¢és munkatarsai egér mioblasztok
felhasznalasaval. A sejtek jol adaptalédtak és kielégitd életképességi mutatdkat
produkaltak a kapszulak belsejében, €s in vivo alkalmazasuk is sikeres volt (80). Egy friss
kutatas soran Liu és munkatarsai vizsgaltdk poli-L-lizinnel és hyaluronsavval bevont
tobbrétegli  poli-L-lizin-ko-kaprolakton szovettdmasz biokompatibilitasat, Wharton
zselébdl és csontvelobdl szarmazd mezenchimalis Ossejtek segitségével. A sejtek
emelkedett metabolikus aktivitast és kemotaxist mutattak a szovettamaszokon, valamint
14 nap utan 1-es €s 3-as tipust kollagén-szekretalas volt kimutathat6, igy a ligamentum-
szOvetépités egyik igéretes alanya lehet ez a tipusu szovettamasz (131). Ezen kisérletek
azonban ez a hatas koncentraciofiiggd, optimalis mennyiség sziikséges a legmagasabb
¢letképességi mutatdk eléréséhez. Magas koncentracioban a lizin citotoxikus hatéssal bir,
mind vizoldékony formaban, mind pedig poli-L-lizinként, szovettdamaszba épitve (169,
171).

A sejtek korlatozott letapadasi és szaporodasi képességének oka lehet, hogy
kisérleteink sordn egyediilallo modon, keresztkotokeént alkalmaztunk lizint PASP alapu
hidrogélekben a sejtproliferacio eldsegitése érdekében. Ez azonban gyengébb mechanikai
tulajdonsagokat €s kisebb stabilitdsast eredményezett a gélekben, amely nagy hatéssal
van a sejtek letapadasi képességére, mint azt az el6zé fejezetekben mar részletesen

kifejtettem (154).
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5.5.  Dopamin tartalmu gélek vizsgalata

Habar a dopamin az irodalmi adatok szerint pozitiv hatassal van fog eredetii
csak igen kevés esetben alkalmaztak.

A mikroszkopos képek tantsaga szerint az elsd és a harmadik napon is nagy
mennyiségl sejt keriilt a 1atdtérbe az alacsonyabb dopamin tartalmu gélen, a tenyészet a
hetedik napra pedig konfluenssé¢ valt a gélek felszinén. (21. abra) Az ¢életképességi
vizsgalatok soran is ezen a gélen (DOPA 1/20) mértiik a legkiemelked6bb mutatokat,
mind a négy kisérleti napon. (22. 4dbra)

Eredményeinket tobb kutatocsoport vizsgdlatai is aldtdmasztjak. Tobb
tanulmanybol is kideriilt, hogy a polidopamin néveli a szdvettamaszok
biokompatibilitasat, példaul Hong és munkatérsai, valamint Scognamiglio és munkatarsai
in vivo vizsgalata is erre iranyult. Kimutattdk, hogy a poli-L-laktat, valamint alginat alapu
szOvettamaszok dopaminnal valé bevonasa csokkenti a szdvettdmaszok toxicitasat in
vivo alkalmazas soran (173, 174). Kao €s munkatarsai politejsav szovettdmaszok feliiletét
vontak be polidopaminnal, és ennek hatasat figyelték human zsirszovet eredetli dssejtek
fokozottabb volt a sejtek adhézidja és proliferacidja mint a kontroll csoportban, ami
korreladl a mi eredményeinkkel is. Vizsgalataik érdekessége, hogy a dopamin-bevonat
ezen feliil pozitiv hatassal volt az angiogenezis-asszocialt fehérjék kifejezodésére és az
oszteogén hajlamra is (139). Szintén alatdmasztja eredményeinket Partovi és munkatarsai
munkdja, akik L-dopamin lokalis hatasat vizsgaltak periodontélis ligamentum eredetii
magasabb proliferacids aktivitast produkaltak, mint a kontroll csoport (172). Tsai és
munkatérsai patkany oszteoblasztok esetében jutottak hasonld eredményre: polidopamin
bevonatt, biodegradabilis polimereken a sejtek fokozott adhézids és proliferacios
hajlamot mutattak, és a mineralizacios potencial is megndvekedett (138).

A kétfoton mikroszkdppal készitett képek alapjan a sejtek képesek voltak
penetrdlni a gél matrixaba. (23. dbra) A DOPA 1/20 gél esetében a sejtek kiemelkedd
vertikalis migracios hajlamot mutattak, ugyanis haromszor olyan mélyen is detektaltunk

sejteket, mint a kontoll, CYSE-DAB 1/20 gél esetében. (23. dbra) A dopamin migracios
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potencialra gyakorolt hatasmechanizmusat mezenchimalis dssejtek esetében Mirones és
¢és alternativ foszfoinozitid-3-kindz / Akt atvonalon keresztiil. Ezt a hatast in vivo is
megfigyelték: emberekben L-dopa adésa jelentésen megnoveli a periférias vérben MSC-
szerii sejtek (CD45 CD31° CD34  CD105 ) mennyiségét (145). Erdekes modon Shome
¢s munkatarsai ennek ellenkezdjét allapitottdk meg: kisérleteikben a dopamin D2
receptorokon keresztiil gatolta a VEGF indukalt migréaciot, és a periférias vérben D2
antagonistdk adasa utan mértek megndvekedett Ossejt-szerli sejtmennyiséget. A
kiilonbség az eltérd dopamin-koncentraciok hasznalatabol adodhat, amely aldtdmasztja a
dopamin altalunk is megallapitott koncentracio-fiiggd hatasat (146).

A kisérlet tehat felveti, hogy a dopamin esetében kiemelkedden fontos a megfeleld
koncentracio6 alkalmazésa, amely 6sszecseng az irodalomban talalhat6 adatokkal is (145,
146). Megtfelel6 mennyiségben a dopamin kiemelkedden pozitiv hatassal van a sejtek
¢letképességére, szaporodasara és migracios potencialjara, igy ez a géltipus rendkiviil
igéretes Ossejtek tenyésztése szempontjabol, amit tovabbi kisérletekkel terveziink

alatamasztani.
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6. KOVETKEZTETESEK

Kutatdbmunkam 1) tudomanyos eredményei a kdvetkezd pontokba foglalhatok Gssze:

1. Kimutattam, hogy human foggyokérhartya eredeti mezenchimalis &ssejtek
képesek megtapadni és szaporodni cisztamin €s diaminobutan keresztkotOket
tartalmazo poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken. Legnagyobb mértékben a
merevebb, diaminobutant, valamint a tiol-csoportokat is tartalmazo géleken
mutatkoztak ¢€letképesnek a sejtek, illetve a gélek belseje felé valo penetracio is
ezen gélek esetében volt kiemelkedd, ezek a gélek tehat biokompatibilisek és

biodegradabilisek.

2. Kimutattam tovabba, hogy foggyokérhartya eredetli dssejtek megtapadnak és
szaporodnak kiilonb6z0 tiol-csoport mennyiséget tartalmazd poliaszparaginsav-
alapt hidrogéleken. A tiol tartalom novekedése a sejtek életképességének és

crer

kiemelten alkalmasak a sejtek tenyésztésére.

3. Megallapitottam, hogy a magas tiol tartalmi hidrogélek tamogatjak a
foggyokérhartya eredetli dssejtek csont iranyu differenciacios potencialjat. Ezen

gélek képesek spontdn oszteogén aktivitast is indukalni a sejtekben in vitro.

4. Kimutattam, hogy a fog eredetli Ossejtek csak korlatozottan képesek megtapadni
€s szaporodni lizin és cisztamin keresztkotoket tartalmazo poliaszparaginsav-

alapu hidrogéleken, amelynek mértéke erdsen fiigg a lizin koncentracidjatol.

5. Megallapitottam, hogy dopamin tartalmu hidrogélek alkalmasak lehetnek fog
eredetii Ossejtek tenyésztésére. Megfeleld dopamin-koncentracio alkalmazasa

mellett a PDL sejtek kiemelkedd proliferacids és penetracios aktivitast mutatnak.

Munkacsoportunk kifejlesztett és in vitro megvizsgalt tobb olyan teljesen uj,
poliaszparaginsav-alapu hidrogélt, amelyek biokompatibilisnek bizonyultak, és PDL
eredetii mezenchimalis Ossejtkultira tenyésztésére alkalmasak. A késObbiekben ezek a
gélek - csontiranyu differencidciot tamogat6 tulajdonsaguk miatt — alkalmasak lehetnek

a regenerativ terapiaban valo alkalmazasra, elsdsorban csontdefektusok esetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az elmult évek kutatasainak €s fejlesztéseinek kdszonhetden kutatocsoportunk ma
mar rutinszerlien izoldl mezenchimalis Gssejteket fog-asszocidlt szovetekbdl, melyek
multipotens differenciacios képességgel birnak. A sejtek terapids alkalmazasdhoz azonban
olyan szovettamaszok is szlikségesek, amelyek biztositjdk szamukra a megfeleld
kortilményeket, hasonldan az extracellularis matrixhoz. Célunk ezért egy olyan hidrogél
szOovettamasz létrehozasa volt, amely megfeleld kondiciokat biztosit a sejtek szdmara, s a
késdbbiekben alkalmazhat6 lehet a regenerativ terapiaban.

Munkdm soran poliaszparaginsav-alapi hidrogéleken vizsgaltuk a sejtek
lagyabb €s merevebb, diaminobutan és/vagy cisztamin keresztkotott géleket vizsgaltunk,
amelyek kozott tiol-csoport tartalmu is volt. A sejtek a merevebb géleken mutattak
magasabb proliferacios aktivitast és életképességet, ezek koziil is kiemelkedtek a tiol-
csoport tartalmu valamint a csak diaminobutant tartalmazo gélek, amelyek hosszabb tavon
is biokompatibilisnek bizonyultak. A sejtek képesek voltak penetralni a gélek belseje felé.
A masodik kisérletsorozatban a tiol-csoport mennyiség hatasat vizsgaltuk a sejtekre: a tiol
tartalom kiemelten tamogatta ezen feliil a spontdn oszteogén aktivitast is. A kdvetkezd
kisérletsorozatban a sejtekben a diaminobutant lizinre cseréltiik, ezeken a géleken azonban
csak korlatozottan voltak képesek megtapadni €s szaporodni a sejtek, amelynek mértéke
er6sen fiiggdtt a lizin koncentracidjatol. Ezt kovetden dopamint tartalmazd géleket
alkalmaztunk, amelyek — a megfelel6 dopamin tartalom mellett — kiemelten tdmogattak a

Osszefoglalva, sikerrel A4llitottunk el tdbb olyan, poliaszparaginsav alapt
szovettdmaszt, amelyek in vitro biokompatibilisek, biodegradébilisek, tdimogatjak a sejtek

crer

alkalmasak lehetnek a regenerativ terdpiaban valo hasznalatra is.

66



DOI:10.14753/SE.2021.2470

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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