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1. BEVEZETES

Az elhalt vagy elvesztett szovetek potlasa korunk egyik legfontosabb kérdéskore az
orvostudomanyban. Ahhoz, hogy az eredetivel pontosan megegyezd széveti strukturat hozzunk
1étre, szamos, meglehetdsen sokrétli kémiai és biologai szempontot kell figyelembe venni. Ezen
szempontok feltdrasaval ¢és kihasznalasaval foglalkozik az tugynevezett tissue engineering
(szOvetépités) technika, amely korabban a bioanyag-fejlesztés részteriilete volt, mara mar
azonban teljesen kiilon teriiletté ndtte ki magat a regenerativ medicinan beliil. A szdvetépités
Iényege, hogy sejtek, szovettamaszok (scaffold-ok) €s bioaktiv molekulak olyan kombinécidjat
hozzuk 1étre, amely altal egészséges, funkcional6 szovet johet 1étre.

A szovetépités alappillérei az Ossejtek, amelyek korlatlan dnmegujito képességgel
rendelkeznek és képesek differencialt utodsejtek 1étrehozasara. Ossejteket izolalhatunk felndtt
vagy embriondlis szdvetekbdl is, utdbbiak felhasznilasa azonban etikai ¢és technikai
problémakat vet fel. A regenerativ kutatdsok kézéppontjaban ezért ma olyan mezenchimalis
Ossejtek allnak, amelyek felndtt szervezetben is megtaldlhatoak. Ilyen multipotens (az
ivarsejteken kiviil bamilyen felndtt szoveti sejt 1étrehozasara képes) dssejt-csoportot elsdnek a
csontvelében fedeztek fel, azota azonban tobb felndtt szovetbdl, példaul fog-asszocialt
szovetekbdl is sikeriilt Oket izolalni. Utobbiak nagy elonye tobbek kozott, hogy viszonylag
konnyen €s nagy szdmban hozzaférhetdek, magas proliferacios aktivitdssal rendelkeznek €s
szamos sejttipus differencidltathatd beldliikk. Fog eredetli dssejt izolalhato a fogpulpabdl, az
apicalis papillabol, a fogzacskobol vagy a periodontalis ligamentumbdl is. Ezen sejtek
tulajdonsagainak, viselkedésének pontos feltarasa, vagyis a sejtek karakterizaldsa nagyon
fontos, hiszen ezen ismeretek hatarozzak meg, hogy a késébbiekben alkalmazhatoak lehetnek-
e a regenerativ terapidban, példaul a fogorvoslas tertiletén.

A szervezetben a sejtek kozott egy oket tamogatd halozat, az extracellularis matrix
(ECM) talalhatd, amely szénhidratokbdl és fehérjékbdl épiil fel. A szdvetépités egyik kritikus
pontja olyan szdvettdmaszok létrehozasa, amelyek nagymértékii hasonlosagot mutatnak a
természetes ECM-mel €s ezaltal képesek tdAmogatni a sejtek természetes miikodését. Az idealis
szovettdmasznak szdmos kritériumnak kell megfelelnie: lehetévé kell tennie a sejtek
faktorok megfeleld helyre valo szallitasat, valamint az optimalis tdpanyag- €s oxigénellatast,

ezen feliil biokompatibilisnek, biodegradabilisnek kell lennie. Mivel a kiilonb6zd sejttipusok



eltéré kornyezetet részesitenek elényben szaporodasuk illetve differencialodasuk soran, ezért
fontos a szovettdmasz tulajdonsagainak eszerint torténd optimalizéalasa is.

Jelenleg az irodalomban taldlhatdo szovettamaszok alapvetd Osszetevdje valamilyen
polimer molekula. Mivel a természetes ECM nagyrészt kiilonb6z6 polimerek (szénhidratok,
poliaminosavak, fehérjék stb.) haromdimenzios halozatabol épiil fel, ezért a poli(aminosav)
alapt hidrogélek igéretesek lehetnek szovettdmaszként. Mesterséges poliaminosav alapu gélek
hatranya, hogy eldallitaisuk nehézkes és draga lehet, emiatt szovettdmaszként valo
alkalmazasukra kevés példat taldlunk az irodalomban. Kifejezetten fog eredetii Ossejtekre
fokuszalva poliaszparaginsav alapt hidrogélek részvételével pedig kizardlag munkacsoportunk
végzett kisérleteket.

Doktori kutatomunkam soran ezért kiilonb6zé mechanikai €s kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezd poliaszparaginsav alapt hidrogél szovettdmaszok biokompatibilitasat vizsgéaltam,

foggyokérhartya eredeti Ossejtek hasznalataval. Megfigyeltem kiilonb6z6 keresztk6tok
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azon kritikus paramétereinek feltarasa és optimalizalasa, melyek ismeretében egy, a regenerativ

medicinaban is alkalmazhat6 szovettamasz hozhato létre.

2. CELKITUZES

Kutatomunkam sordn kiilonb6zd fizikai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd,
poliaszparaginsav alapu hidrogélek biokompatibilitasat vizsgaltam in vitro, foggyokérhartya
eredetll Ossejtek hasznélatdval. A munkdm soran célul tliztem ki:

1. Human foggyokérhartya eredetli mezenchimalis dssejtek tenyésztését, morfologidjanak

és életképességének vizsgalatat cisztamin és diaminobutan keresztkotoket tartalmazo

poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken.
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vizsgalatat kiillonbo6z6 tiol-csoport mennyiséget tartalmazo poliaszparaginsav-alapu

hidrogéleken.



3. Foggyokérhartya eredetii 6ssejtek oszteogén differenciacios potencidljanak vizsgalatat
kiilonbozd  fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd poliaszparaginsav-alapu

hidrogéleken

vizsgalatat lizin és cisztamin keresztkotoket tartalmazd poliaszparaginsav-alapu

hidrogéleken.

vizsgalatat dopamint tartalmazo poliaszparaginsav-alapu hidrogéleken.

Munkém sorén a végsd cél egy olyan hidrogél 1étrehozasa, amely idedlis fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal bir a foggyokérhartya eredetli Ossejtek szamara, és a késdbbiekben

potencialisan alkalmazhato lehet szovettamaszként a regenerativ terapiaban

3. MODSZEREK
3.1. Alkalmazott hidrogélek

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

Kisérletiinkben a keresztkotoként alkalmazott anyagok a diaminobutan (DAB), a cisztamin
(CYY), alizin (LYS) voltak, ezen feliil dopamint (DOPA) tartalmazé géleket is szintetizaltunk.
A cisztamin diszulfid hidjainak felszakitdsaval ciszteamin (CYSE) keletkezik, igy szabad tiol-
csoportok jonnek létre a polimer gélben. A keresztkotés foka, ami a keresztk6to €s a monomerek
molaranyat adja meg, szamszertien (vagy pedig, a lizin tartalmu gélek esetében szazalékosan)
jelenik meg a gélek elnevezésében. Az 1/20-as szam példaul minden huszadik monomeren
jelent egy keresztkotot. Minél kisebb ez a szam, annal kevesebb keresztkotot tartalmaz a gél, ez
pedig a fizikai tulajdonsagokra is kihat: tobb keresztkdtdvel merevebb, kevesebb keresztkotovel
lagyabb géleket kaptunk. A térhalositd molekuldk kémiai szerkezetének, valamint
mennyiségének valtoztatasaval eldsegithetd a sejtek bejutasa a polimer matrixba, igy
haromdimenzids sejttenyésztés valosithatdo meg. Célunk olyan kémiai szerkezet kialakitasa volt,
amely ezt a legnagyobb mértékben segiti eld.

A felhasznalt gélek listdja:



CYS és DAB keresztkotott gélek: DAB 1/20, CYS 1/20, CYS-DAB 1/20, CYSE-DAB 1/20,
DAB 1/40, CYS 1/40, CYS-DAB 1/40, CYSE-DAB 1/40
DAB és tiol csoport tartalmu gélek: CYSE 1/2, CYSE 1/5, CYSE 1/10, CYSE 1/20, CYSE
1/40, CYSE 1/80
CYS ¢és LYS keresztkotott gélek: CYS 0% -LYS, CYS 20% -LYS, CYS 40% -LYS, CYS
60% -LYS, CYS 80% -LYS, CYS 100% -LYS, CYSE 20% -LYS
Dopamin tartalmu gélek : DOPA 1/10 - CYSE-DAB, DOPA 1/20 - CYSE-DAB

A korabban kidolgozott protokoll alapjan a kisérletek megkezdése el6tt minden esetben
elokezeltiik a géleket: 3 oran keresztiil tenyésztd tdpoldatban tortént aztatds, amelyet 10 perc
szaritas majd egy oOra sterilizalas kovetett UV-fény alatt. Egy kisérlet soran 7-8 kiilonb6z6
fizikai vagy kémiai tulajdonsaggal rendelkezd gélmintat vizsgaltunk. Egy mintaval 5

parhuzamos kisérletet végeztiink.

3.2. Sejtek izolalasa és tenyésztése

A foggyokérhartya eredetli Ossejteket human bolcsességfogakbol izolaltuk, melyekbdl
tenyészeteket hoztunk Iétre €s tartottunk fent kutatocsoportunk korabban publikalt protokollja
szerint. A human impaktalt bolcsességfogakat a Semmelweis Egyetem klinikai részlegei (Oralis
Diagnosztikai Tanszék, Parodontologiai Klinika) biztositottdk szamunkra. A mintagytijtés a
betegek irdsos beleegyezésével, az Egyetem etikai bizottsdga altal jovahagyott protokoll szerint
tortént. A fogeltavolitast kovetden a fogakat tenyésztd tapoldatba helyeztiik, majd az atszallitas
utan azonnal megkezdtiik a szovetek izolalasat. A sejteket standard koriilmények kozott (100%
paratartalom, 37 °C, 5% CO»-dal dusitott levegdn) tartottuk aMEM alapu tapoldatban (2 mM

glutamin, 100 U/ml penicillin, 100pg/ml sztreptomicin és 10% f6talis borji szérum).

3.3. A sejtek vizsgalata a hidrogéleken
valamint ndvekedésiik mértékét. A képek 20x objektiv segitségével késziiltek CCD kamera és
Scion image szoftver segitségével.

A sejtek életképességét WST-1 reagens segitségével hatdroztuk meg, amely a
mitokondrialis dehidrogenaz enzim aktivitdsabol adodo szinreakcion alapuldé modszer. 2 ora
inkubacios 1do6t kovetden megfigyeltiik az oldatok szinvaltozasat, amelyet microplate reader
segitségével kvantifikaltunk. Az abszorbancia mérés 450 nm-en tortént, mig a referencia

hullamhossz 655 nm volt.



A Kkétfoton mikroszkdp segitségével lathatova tehetd a sejtek vertikélis iranya
novekedése, vagyis, hogy képesek-e belendni a gélek belsejébe, ehhez Vybrant DiD
fluoreszcens festéket hasznaltunk.

Az osztogén differencidciot ALP (alkalikus foszfataz) aktivitds-mérés segitségével
mutattuk ki a harmadik, a hetedik és a tizennegyedik napon. 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 B-
glicerofoszfatot tartalmazott. Az inkubacios 1d6 leteltével a p-nitrofenilfoszfat (pNPP) — p-
nitrofenol (pNP) reakcié sarga szinli végtermékének abszorbancidjat microplate reader
segitségével mértiik, 405 nm hulldmhosszon.

Az életképességi vizsgalat €s az ALP aktivitds mérések soran kapott adatok atlagértékét
szamitottuk ki. A statisztikai értékelés STATISTICA 10 szoftver segitségével tortént, Kruskal-
Wallis nem-parametrikus ANOVA alkalmazasaval, amelyet median teszt kovetett. A

kiilonbségeket p<0.05 esetén vettiik szignifikansnak.

4. EREDMENYEK

4.1. Cisztamin ¢és diaminobutan keresztkotésti gélek

A PDLSC-k kitiltetését kovetd 1. és 3. nap utan faziskontraszt mikroszkdp segitségével
kémiai tulajdonsaggal rendelkezd PASP-alapt hidrogélen.

Egy és harom nap teny€sztés utan is a merevebb (1/20-as keresztkotési fokkal
rendelkezd), DAB keresztkotésti géleken, valamint a tiol-csoportokat tartalmazo (CYSE jelit)
tiol tartalmu géleken latszodott a legmagasabbnak. Lathatd volt egy enyhe, csoport-formalasi
tendencia is.

A gélek altal teremtett kornyezet letapadast €s szaporodast eldsegitd tulajdonsagat
kvantitativ vizsgalat segitségével is alatdmasztottuk, a kiiiltetett sejtek életképességének
mérésével. Egy nap €s harom nap inkubécid utan a merevebb, tiol tartalmt gélen (CYSE-DAB
1/20) mértiik a legmagasabb életképességeket. Kiemelkeddbb életképességi mutatot mértiink
tovabba a merevebb, DAB keresztkotéstli, valamint a 1dgyabb, tiol-csoport tartalmu géleken is.
Az 0Osszes tobbi gélen alacsonyabb volt a kitiltetett sejtek életképességi mutatdja, amely

Osszecseng a faziskontraszt mikroszkdopos vizsgalat sordn megfigyelt eredményekkel.



A kétfoton mikroszképos vizsgdlat eredménye korreldlt a kordbban kapott
eredményekkel. A legtobb sejtet ebben az esetben is a tiol tartalmt géleken figyelhettiik meg.
Az Ossejtek a géleken kiilonb6z6 méretii szigetekbe rendezddve voltak lathatoak, a sejteket nem
lehetett egymastol elkiiloniteni. A sejtcsoportok kozott helyenként nyulvanyok is latszottak,
ami sejtkozti kommunikdciora utal. JoI megfigyelhetd volt ezen kiviil a gélek zo6ld
autofluoreszcenciaja, amely bizonyitja, hogy a kép a gél belsejében késziilt, tehat a sejtek
képesek voltak behatolni a gélekbe. Ezen kisérletek alapjan a tiol tartalmu, valamint a merevebb
DAB keresztkotésti gélek tamogatjak legjobban a sejtek megtapadasat, valamint talélését és
szaporodasat is.

Mivel a két mérési idopont kozott szignifikans életképesség-novekedés nem volt
megfigyelhetd, illetve csokkenést is tapasztaltunk, ezért a tendencia felderitésére hosszabb tava
kisérletek elvégzése mellett dontéttiink. A hadrom legjobb eredményt elért, tehat a sejtek
tulélését és szaporodasat leginkabb tamogato géltipussal dolgoztunk tovabb (DAB 1/20, CYSE
DAB 1/20 ¢és CYSE-DAB 1/40), ennek soran 1, 3, 7 és 14 nap utan vizsgaltuk a sejtek

Az els6 harom nap folyaman tapasztaltak megegyeztek a korabbi kisérleteink
eredményeivel: a faziskontraszt mikroszkopos vizsgalat soran a sejtek egészséges, fibroblaszt
morfologiat mutattak mindharom gél esetében. 7 nap utdn az sszes gél esetében meglehetésen
nagy szamu egészséges, orsd alakia PDLSC keriilt a 1atétérbe A tiol tartalmu géleken ezen
kisérlet soran is csoportalakitdsi tendencidt mutattak a sejtek. 14 nap utdn hasonléan
nagyszamu, szoros csoportokba rendezddott sejtet figyeltiink meg a merevebb géleken, mig
lagyabb géleken tovabbra is kiilonallo, orso alaki sejtek voltak lathatoak.

Az ¢letképesség-vizsgalat soran az elsé napon a merevebb, tiol tartalmu gélen
szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink a masik két gélhez képest. A 3. napnal ismét
megfigyeltiik a mutatok csokkenését, azonban az eredmények a hetedik napra ujra névekvo
tendenciat kezdtek mutatni, igy kimondhatjuk, hogy a csokkenés atmeneti volt. A PDL
tenyészetek heterogén populaciot alkotnak, s a gélek mechanikai tulajdonsdgai csak egy
hosszabb tavi ndvekedése ezen populacio szelektiv felszaporodéasara utalhat.

A 14. napra tovabbi ¢letképesség novekedést figyelhettiink meg a merevebb gélek
esetében, amely a DAB-keresztkotott gélnél volt statisztikailag is szignifikans. Ekkorra mar a
merevebb géleken tenyésztett sejtek mutattdk a magasabb életképességi mutatot, a kiillonbség

azonban nem volt szignifikdns a harom gél esetében.



A kétfoton mikroszkoppal készitett képeken 7 €s 14 nap utan is megfigyelhetdek voltak
a gélek belseje felé novekvo sejtek. A megfeleld magassdgokban készitett fotok integralasaval
haromdimenzids un. z-stack képek késziiltek, amellyel sokkal pontosabban mutathattuk ki a
sejtek vertikalis iranyt novekedését. A sejtek nem csak a gél felszinén szaporodtak, hanem
(feltehetden enzimatikus folyamatok révén) vertikalisan, a gélek belseje felé is novekedtek.

A kisérletek alapjan gy tlinik, hogy merevebb ¢és lagyab gél-valtozatok koziil mindkét
nap a merevebb gélek, illetve a tiol-csoportokat tartalmazé gélek tdmogattak jobban a sejtek
tulajdonsagait vizsgalja, ugyanis a letapadas soran a sejtek mechanikus visszajelzést kapnak a
kornyezetiikb6l mechanotranszdukcio utjan, amire a citoszkeleton €s a morfologia megfeleld
valtozasaval reagdlnak. Bizonyos kutatasok szerint a szovettdamasz merevsége meghatarozhatja
az Ossejtvonal-specifikaciot. Amikor a neurogén differencidlodas a cél, a lagyabb gélek
hasznalata javasolt (0,1-1 kPa), a myogén iranyu differencialtataskor a kozepes merevség (8 és
17 kPa) az optimalis, mig az oszteogén iranyu differencialtatasra a merev matrixok (25-40 kPa)
az igazan alkalmasak. Ezzel 6sszhangban az altalunk hasznalt gélek paraméterei a kovetkezok:
lagyabb gélek (1/40 keresztkotd arany) rugalmassagi modulusa 7,2-10,5 kPa, mig a merevebb
géleké (1/20 keresztkotd arany) 55,3 és 66 kPa kozotti értéket vett fel.

4.2. Kiilonbozd tiol-csoport mennyiségeket tartalmazé gélek vizsgalata

Az el6z6 kisérletekbdl lathato volt, hogy a tiol-csoportok mennyiségének valtoztatasa
hatassal van a sejtek letapadasara és novekedésére, ezért a kovetkezo kisérletsorozatban 6-féle,
eltérd tiol-csoport mennyiséggel rendelkezd gélt vizsgaltam. A legalacsonyabb tiol tartalmu
gélnek (CYSE 1/80) csak minden nyolcvanadik monomerje tartalmazott tiol-csoportot, a
legmagasabb tiol tartalmu gél (CYSE 1/2) esetében minden masodik monomeren volt taldlhato
ilyen csoport.

Az elsO napon készitett faziskontraszt mikroszkopos vizsgalatok soran kimutattuk, hogy
mindegyik tiol tartalmt gélen képesek voltak megtapadni €s szaporodni a sejtek. A PDLSC-k
nyulvanyos, orso alakot vettek fel, elenyész6é mennyiségben keriiltek csak a latotérbe kerek
sejtek vagy sejtmaradvanyok. A harmadik napra a sejtek szdma novekedett, és ugy tlint, a
sejtet figyelhettlink meg, mint az alacsonyabb tiol tartalmt géleken. A hetedik napra a
legmagasabb tiol tartalmua gélen a sejtek konfluens monolayer-t alkottak, vagyis egy rétegben
teljesen bendtték a gélt €s elnyultabb alakot vettek fel. A masodik legmagasabb tiol tartalmu

gélen szubkonfluens lett a tenyészet. A 14. napra a két legmagasabb tiol tartalmt gélen



konfluens monolayert alkottak a sejtek. A tobbi gélen is nagy mennyiségii, egészséges sejtet
figyelhettiink meg, a tiol-mennyiség csokkenésével csokkend mértékben.

Az ¢letképesség-vizsgalat soran, a mikroszkopos vizsgalatokkal Osszhangban a
legnagyobb tiol-csoport tartalmu gélek mutattak a legmagasabb értékeket, mig a tiol-csoportok
szdmanak csokkentésével az életképesség is csokkend tendenciat mutatott. Referencia-gélként
a korabbi kisérletekben hasznalt CYSE-DAB 1/20-at hasznaltuk. Ehhez a gélhez képest
szignifikdnsan magasabb életképességet mutatottak a két legmagasabb (1/2 és 1/5) tiol tartalmu
gélen tenyésztett sejtek. A harmadik napon ezen kisérlet esetében is megfigyelhetd volt egy
degresszio, ami azonban ezuttal is csak ideiglenesen allt fent. A hetedik napra mindegyik gélen
magasabb életképességet mértiink a harmadik naphoz képest, ez kiilonosen latvanyos
novekedés volt a CYSE 1/2 esetében. A 7. és 14. nap kozti névekedés majdnem minden gél
esetében szignifikans volt az el6z6 mérési idéponthoz képest. A 14. napra csak a legmagasabb
tiol tartalmu gél mutatott szignifikansan magasabb értéket a referenciagélhez képest.

A kétfoton mikroszkopos vizsgalat sordn nagy mennyiségi sejtet figyeltiink meg a
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Ebbdl az eredménybdl vilagosan latszik, hogy a szabad tiol-csoportok mennyisége,
amennyiben meghaladja a gélekben az 1/10 aranyt, nem csak atmeneti, hanem hosszabb tava
megfigyelések oka lehet, hogy a polimer matrix szabad tiol-csoportjai képesek kapcsolddni
sejtmembranban talalhatd L-cisztein szabad tiol-csoportjaihoz. A sejtmembran tiol tartalmu L-
ciszteinjén keresztiil szdmos biologiai folyamat befolyasolhato, példaul a gén transzkripcio,

transzlacid valamint a sejtanyagcsere is . A gélek tioltartalméanak névekedése valdsziniileg ilyen
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4.3. Oszteogén differenciacid vizsgalata

Szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy a PDL sejtek képesek oszteogén iranyu
differenciaciora, és korabbi kisérletek kapcsan felmeriilt annak a lehetdsége, hogy bizonyos
géltipusok tdmogathatjadk ezt a hajlamot. Emiatt 4 géllel, amik kiemelkedd eredményt
produkaltak az el6z6 vizsgalatok soran (a DAB 1/20, és 3 tiol tartalmu gél (a CYSE 1/2, 1/5 és
1/20 gél), tovabbi kisérleteket végeztiink az oszteogén hajlam felderitésére.

A hetedik napon mindkét magas tiol tartalmu gél esetében nagy mennyiségi,

egeészséges, orsd morfoldgiat mutato sejtet figyeltiink meg, szamos nytlvannyal. A kontroll és



az oszteogén tapoldatot kapott csoport kozott ezen a napon még nem tudtunk jelentds
kiilonbséget kimutatni. 14. napon azonban a kontroll csoport sejtjei elnyujtottabb orso
morfologiat mutattak, a sejtek egymastol elkiiloniilve helyezkedtek el. Ezzel szemben az
oszteogén csoportban megfigyelhetd volt egy csoportalakitasi tendencia, ezekben a csomdkban
a sejtek stirin helyezkedtek el, és tomorebb morfoldgiat mutattak.

A kétfoton-mikroszkdpos vizsgéalat sordn mar a harmadik napon lathattuk, hogy
mindkét gél esetében nagyon nagy mennyiségli sejt volt képes megtapadni, illetve szaporodni
a gélek felszinén. Hasonldéan nagy mennyiségii sejtet figyelhettiink meg a tovabbi napokon is,
relevans kiilonbséget azonban nem tapasztaltunk a csoportok kézott. A z-stack fotokon tovabba

Az oszteogén differenciacid folyamatanak kvantifikélasa céljabol alkalikus foszfataz
(ALP) aktivitas mérést is végeztiink. Ennek sordn mar az elsé két mérési idépontban (vagyis 3
€s 7 nap utan) kiilonbséget tapasztaltunk a gélek kozott. DAB 1/20 gélen tenyésztett sejtek
minden csoportban minimalis oszteogén hajlamot mutattak, mig a tiol tartalmu gélek
mindegyike esetében mérhetd volt az ALP aktivitas az oszteogén csoportban. A CYSE 1/2 gél
érdekessége volt, hogy esetében mind a kontroll, mind az oszteogén csoportban magasabb
értékeket kaptunk, vagyis nemcsak indukalt, hanem spontan aktivitas is kimutatasra keriilt ezen
a napon.

A 14. napon a DAB 1/20 esetében egyik kisérleti csoportban sem mértiink oszteogén
aktivitast. A tiol tartalmu gélek esetében azonban a hetedik naphoz képest tovabbi
érteknovekedést figyelhettiink meg az oszteogén csoportokban. A legmagasabb ALP aktivités
érteket ismét a CYSE 1/2 g€l mutatta, mig a masik két géltipus kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. Ugy tiinik tehat, hogy a gélek tiol-csoport tartalam a sejtek
¢letképességén €s letapadasan kiviil hatassal bir az oszteogén differenciaciora is.

A gélek tiol tartalmanak oszteogén differenciaciot eldsegitd hatdsa a szabad tiol-
csoportok sejtmembran-proteinekkel valdo kapcsolodasan alapul. Mint emlitettem, a
sejtmembranban szamos olyan protein taldlhato, amely L-ciszteint tartalmaz. A L-ciszteinen
keresztiil — mivel képes diszulfid kotések kialakitasara — redox-vezérelt konformacios valtozas
vezetd jelkaszkddokat. Hogy PDL &ssejtek esetében pontosan melyik jelatviteli ttvonal vezet
oszteogén differencidciohoz, arrdl tobb tanulmany is sziiletett. Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a folyamatban szerepet kap a cisztationin-g-lidz enzim altal 1étrehozott endogén hidrogén-
szulfid, a Wnt/ B-katenin, valamint a p38-MAPK (mitogén aktivalt protein kinaz) utvonalon

keresztiil.



4.4. Cisztamin és lizin keresztkotésti gélek

A DAB keresztkotés helyett ebben a kisérletsorozatban lizint alkalmaztunk, mivel
utobbi — mint természetes aminosav - jobb tulajdonsagokkal rendelkezik biodegradabilitas
szempontjabol. A gélek ebben a kisérletsorozatban minden esetben annyi keresztkotot
tartalmaztak Osszesen, mint az el6z0 kisérletek merevebb géljei, csak kiillonbozd aranyban
keveredett benniink a lizin és a cisztamin. A gélek nevében a lizin keresztkotés fokat
szazalékosan jeloltiik.

A legtobb gél esetében mindhdrom napon hasonld morfologiat mutattak a sejtek: gdmb
alakt, a letapadasi folyamat elejére jellemzd alakot vettek fel, csak kisebb mennyiségben
lehetett €szrevenni az orsé alak felé torekvo, kisebb nytlvanyokat ndveszto sejteket. Az utdbbi
alakot mutato legtobb sejt a kevesebb lizint tartalmazo géleken volt felfedezheto.

Az életképességi vizsgalat eredményei szerint az elsd napon a CYS 100% -LYS gélen
tenyésztett sejtek esetében mértiik a legmagasabb ¢életképességi mutatot, amely 6sszhangban
van a faziskontraszt mikroszkopos analizis eredményeivel: ez a gél lizint nem tartalmaz, csak
redox érzékeny cisztamint. A géltipusok tobbségénél az elsd és a harmadik nap k6zott enyhe
¢letképesség-ndvekedést figyeltiink meg. Az €letképességi értekek alapjan valoszintinek tiinik,
hogy a 60-80% LY ardny vezet a legnagyobb proliferacids aktivitashoz PDL sejtek esetében.

A kétfoton mikroszkoppal a harmadik napon készitett fotokon lathattuk, hogy habar
kevés, aspecifikus morfologiaju sejt volt csak a latotérben, ezek — mivel lathato volt koriilottiik
a gél zold autofluoreszcencidja — képesek voltak penetralni a gélmatrixba. Az egészséges
morfologiat mutatd sejtek mennyisége a CYS/LYS arannyal egyiitt valtozott, minél magasabb
a CYS aranya, annal tobb sejtet lattunk 3 nap utan a géleken. A legnagyobb mennyiségi sejtet
a CYS 100%-LYS gélen figyeltiink meg, ami korrelal a korabbi eredményeinkkel.

Habar az irodalomban taldlunk példat lizin tartalma szovettamaszok sikeres in vitro
alkalmazasara, 0sszességében megallapitottuk, hogy sejtek tehat csak korlatozott mértékben
tudnak megtapadni €s szaporodni a lizin tartalmua hidrogéleken, igy tovabbi vizsgélatot nem
végeztiink veliik. Ennek az oka valoszintileg a gélek gyengébb mechanikai tulajdonsagaiban és
kisebb stabilitasaban keresendd, amely nagy hatassal van a sejtek letapadasi képességére, mint

azt az el06z0 fejezetekben mar részletesen kifejtettem.



4.5. Dopamin tartalmu gélek

Ebben a kisérletsorozatban 2-féle, eltérd mennyiségli dopamint tartalmazd gélt
vizsgaltunk 14 napon keresztiil, amelyek CYSE-t és DAB-ot tartalmaztak keresztkotoként.
Kontrollként a CYSE-DAB 1/20 gélt alkalmaztuk, amely nem tartalmaz dopamint.

A sejtek egy nap utan gyakorlatilag teljesen bendtték a gélfelszint az alacsonyabb
dopamin tartalmu gél esetében. A sejtek egészséges, fibroblaszt morfoldgiat mutattak,
proliferacidjuk nagyon felgyorsult. A magasabb dopamin tartalmu gél hatrdnyos mechanikai
tulajdonsagokkal rendelkezett, rigidsége €s torékenysége nehézz¢ tette a kezelését, €s a sejtek
sem tapadtak meg rajta egy nap alatt. 3 nap utan az alacsonyabb dopamin tartalmt gél (DOPA
1/20) esetében konfluenssé valt a tenyészet, mig a magas dopamin tartalmu gélen (DOPA 1/10)
tovabbra is csak nagyon kevés sejt volt megfigyelhetd. 7 és 14 nap utan a fent leirt tendencia
folytatddott: a legmagasabb sejtszamot az alacsonyabb dopamin tartalmu gélen figyelhettiik
meg, amely enyhén jobb eredményeket mutatott a kontroll, dopamint nem tartalmaz6 gélnél is.

Az életképesség-vizsgalat soran az elsd napon a legmagasabb ¢€letképességi mutatot az
alacsonyabb dopamin tartalmu gél esetében mértiik, amely szignifikansan magasabb volt mind
a kontroll, mint a DOPA 1/10 gélhez képest. A harmadik napon mindharom gél esetében
csokkent az érték. Ezen a napon is a DOPA 1/20 mutatta a legmagasabb életképességi mutatot.
Hasonlo6 tendenciat lattunk a hetedik és 14. napon is, az utols6é mérési idépontban azonban mar
nem volt szignifikans a kiilonboz6 géleken mért €letképességek kozotti kiilonbség.

Mind a faziskontraszt mikroszképpal készilt képek alapjan, mind pedig az
¢letképességi vizsgalat alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a dopamin koncentracio-
fliggden tdmogatja a sejtek talélését: mig az alacsonyabb koncentracio kifejezetten pozitiv
hatassal bir, mely eredmény egyezést mutat az irodalomban megtalalhato adatokkal.

A kétfoton mikroszkoppal készitett képek hasonlé eredményt hoztak, mint az el6z6 két
vizsgalat. A harmadik napon nagy mennyiségi sejtet lattunk az alacsonyabb dopamin tartalmu
gélen, valamint a kontrollon, penetralva a gél matrixdba, mig a magasabb dopamin tartalmu
gélen joval kevesebb sejtet figyelhettiink meg. A DOPA 1/20 gél esetében a sejtek koriilbeliil
170 um mélységig voltak képesek penetralni a gél matrixaba (amely koriilbeliil 4 sejtrétegnek
felel meg), mig a kontroll gélekbe minddssze 60 um mélységig tudtak behatolni a sejtek.

A dopamin tartalmt gélekbe tehat a korabban tapasztaltaknal mélyebbre penetraltak a
sejtek, igy ezen géltipus rendkiviil igéretes fog eredetii Ossejtek tenyésztése szempontjabol. Ez
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alternativ foszfoinozitid-3-kinaz / Akt itvonalon keresztul.



A kisérlet tehat felveti, hogy a dopamin esetében kiemelkedden fontos a megfeleld

koncentracio6 alkalmazésa, amely Osszecseng az irodalomban taldlhato adatokkal is (144, 145).

Megfeleld mennyiségben a dopamin kiemelkedden pozitiv hatdssal van a sejtek életképességére

¢€s szaporodasara, igy ez a géltipus rendkiviil igéretes Ossejtek tenyésztése szempontjabol. A

dopamin tartalom optimalizaldsara, valamint a sejtek a géleken valo proliferacidos és

differenciacios potencidljanak feltérképezésére azonban még tovabbi vizsgalatokra van

sziikség.

5. KOVETKEZTETESEK

Kutatdomunkam 1) tudomanyos eredményei a kdvetkezd pontokba foglalhatok Gssze:

I.

Kimutattam, hogy human foggyokérhartya eredetii mezenchimalis képesek megtapadni
¢€s szaporodni cisztamin és diaminobutan keresztkotoket tartalmazo poliaszparaginsav-
alapu hidrogéleken. Legnagyobb mértékben a merevebb diaminobutant, valamint a
tiol-csoportokat is tartalmazé géleken mutatkoztak életképesnek a sejtek, illetve a gélek
belseje felé valo penetracid is ezen gélek esetében volt kiemelkedd. A cisztamin és

diaminobutan kereszkotésti gélek tehat biokompatibilisek és biodegradabilisek.

Kimutattam tovabba, hogy foggyokérhartya eredetii Ossejtek megtapadnak és
szaporodnak  kiilonb6zd  tiol-csoport  mennyiséget  poliaszparaginsav-alapt
novekedését vonja magaval, igy a magas tiol tartalmu gélek kiemelten alkalmasak a

sejtek tenyésztésére.

Megallapitottam, hogy a magas tiol tartalmu hidrogélek tamogatjdk a foggyokérhartya
eredetli 6ssejtek csont iranyu differenciacios potencialjat. Ezen gélek képesek spontan

oszteogén aktivitast is indukalni a sejtekben in vitro.

Kimutattam, hogy a fogeredeti dssejtek csak korlatozottan képesek megtapadni é€s
szaporodni lizin és cisztamin keresztkotoket tartalmazd poliaszparaginsav-alapt

hidrogéleken, amelynek mértéke erdsen fiigg a lizin koncentracidjatol.



5.

Megallapitottam, hogy dopamin tartalmu hidrogélek alkalmasak lehetnek fog eredetii
Ossejtek tenyésztésére. Megfeleld6 dopamin-koncentracio alkalmazasa mellett a PDL

sejtek kiemelkedd proliferacids és penetracios aktivitdst mutatnak.

Munkacsoportunk kifejlesztett és in vitro megvizsgalt tobb olyan teljesen uj,

poli(aszparaginsav)-alapu hidrogélt, amelyek biokompatibilisnek bizonyultak, és PDL-eredetti

mezenchimalis Ossejtkultira tenyésztésére alkalmasak. A késdbbiekben ezek a gélek -

csontiranyu differenciaciot tdmogaté tulajdonsaguk miatt — alkalmasak lehetnek a regenerativ

terapidban val6 alkalmazasra, els@sorban csontdefektusok esetében.
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