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1 Bevezetés és irodalmi hattér

A polimerek napjaink egyik legnagyobb mennyiségben gyartott ¢és
leggyakrabban alkalmazott anyagai kozé tartoznak [1]. A polimerek térhoditasa
mindennapi életiinkben is megfigyelhetd, hiszen régi fém alapu technikai anyagainkat
egyre inkabb felvaltjak a kiilonbozé polimerekre épiild milanyagok. Eppen ezért nem
meglepd, hogy az orvostudomany illetve a gyogyszerészet teriiletén is egyre nagyobb
teret hoditanak a polimerekre €piilé anyagok.

A gyogyszerészet teriiletén mar régota alkalmaznak kiilonboz6é polimer
molekulakat. A polimereket a gyogyszeripar, mint csomagold anyagot, tablettazast
eldsegitd anyagot, kioldodast befolydsold filmbevonatot, kapszuldk alapanyagat
valamint kiilonbozd kontrollalt hatdanyag leadas elérését elosegitd anyagot is hasznélja
[2]. Azonban a legfontosabb polimerhez kapcsolodd gyogyszerészeti kutatasok f6 célja
kiilonbozé személyre szabott, szabalyozott illetve intelligens hatéanyaghordozo
rendszerek kiépitése, amelyekkel csokkenthetd az alkalmazott dozis mennyisége
mikdzben novelhetd a terapia hatékonysaga [3, 4].

Polimerek orvosi, klinikai alkalmazasara miianyag eszkozoktél a kiilonb6zo
sztenteken at, egészen a komplex protézisekig talalhatunk példakat [2]. Azonban
orvosbiologiai kutatasokban egyre nagyobb el6térbe keriilnek olyan polimerek, amelyek
alkalmazhatéak lehetnek kiilonbozd intelligens, lebomloé implantdtumok kiépitéséhez
illetve mesterséges szovetek eldallitasahoz [2, 5].

Orvosbiologiai vagy gyogyszerészeti alkalmazhatosdgukhoz a polimereknek
biokompatibilisnek és/vagy biodegradabilisnek kell lennie. Ezen tulajdonsagokkal
rendelkezé polimereket egyiittesen biopolimereknek nevezhetjiik, és dolgozatom soran

a biopolimerek alatt ezen anyagokat fogom érteni.

1.1 Biopolimerek biokompatibilitasa és biodegradabilitasa

A polimerek olyan hosszulanci molekuldk, amelyek egymashoz kovalens
kotéssel kapesolodo ismétlodo egységekbdl épiilnek fel. Eredetiiket tekintve 3 csoportba
sorolhatjuk 6ket: természetes polimerek (poli(szacharidok), nukleinsavak, aminosav
alapt makromolekuldk), természetben megtaldlhatdé anyagokbdl mesterségesen
eldallitott polimerek (pl.: viszkdz, politejsav) illetve mesterséges alapanyagokbodl
eldallitott szintetikus polimerek (pl.: poli(etilén), poli(vinil klorid). Fiiggetleniil a

polimer eredetétél, amennyiben az biokompatibilis, vagyis nem valt ki a szervezetbol
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immunvalaszt, illetve biodegradabilis vagyis a szervezetben olyan anyagokra bomlik le
amelyek biokompatibilisek, biopolimernek nevezhetjiik [6, 7]. Csak biokompatbilis
vagy egyben biokompatibilis és biodegradabilis polimerekre egyarant talalunk példakat.
Az els6 csoportba tartozik példaul a poli(vinil-alkohol), poli(etilén-oxid), poli(etilén-
glikol) a masodikba pedig féleg a természetes eredetii példaul hialuronsav vagy
kollagén. A masodik csoportba tartozd polimerek felhasznalhatdsdgat azonban nagyban
korlatozza a limitalt hozzaférhetOségiik illetve draga kinyerésiik vagy eldallitasuk.
Szintetikus polimerek ugyan nagy mennyiségben és olcson elérhetdek, azonban ezek
koziil kevés, amelyik egyszerre biokompatiblis és biodegradabilis is. A kettd
legismertebb a poli(tejsav) és a poli(kaprolakton) [8] Ezért kézenfekvd természetes
polimerek szintetikus analogonjainak alkalmazasa, mint példaul a poli(szacharid)-ok

vagy a poli(amino sav)-ak.

1.2 Polimer alapu hatéanyaghordozé rendszerek

Sok gyogyszerhatéanyag nagyon gyorsan iiriil ki a szisztémas keringésbdl a
ves€ék vagy a mdj altal, ezéltal nagyon kicsi a hasznosuldsuk. Erre a problémdara
nyUjthatnak megoldast a polimer alapt hatéanyag-hordozoé rendszerek [9, 10]. Polimer
hatdanyag-hordoz6 rendszerek felhasznaldsaval emellett ndvelhetjiik hatdanyag
vizoldhatdsagat vagy éppen lipofilitasat, képesek vagyunk elérni a hatdanyag terapias
célponthoz vald eljutasat illetve ott a szabalyozott leadasat. Ennek segitségével
csOkkenthetjiik az alkalmazott doézis mennyiségét mikdzben ndveljiik a terdpia
hatékonysagat és egy idoben csokkentjiik a hatéanyag altal kivaltott mellékhatisokat is
[4, 11, 12]. Ilyen rendszerek kiépitéséhez legtobbszor valamilyen biopolimert
hasznalhatunk, hiszen a polimer szervezetben toérténd lebomlasaval szabalyozhatjuk a
hatéanyag felszabaduldsat. A polimer alapi hatéanyag-hordozé rendszereket aszerint,
hogy a hatéanyag szabad formaban, fizikailag ,,becsomagolva” talalhaté a hat6anyag
hordozoban, vagy kémiailag hozzakdtve a polimerhez fordul eld, fizikai vagy kémiai
hatéanyag-hordoz6 rendszerekre oszthatjuk.

Az elsé csoportba tartoznak azok a hatdéanyag-hordozo rendszerek, amelyek
hatéanyag-szallitasra alkalmas iireggel (pl. polimerszoma). Ebbe a csoportba soroljuk a
mikro-, illetve nanoméretti készitményeket, mint példaul a mikro- és nano-kapszulakat,

részecskéket. A mikrokapszulazas szilard, folyadék és gaz halmazallapoti anyagok
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bezarasara is alkalmas eljaras, de bioldgiai mintdk egyarant formulazhatéak igy. Az
eléallitasi mod segitségével a kivant hatdéanyag-leadd profilu készitmény készitheto.
Mikrokapszuldk alkalmazasaval lehetéség van a hatéanyag vérben torténd
akkumulalodasanak elkeriilésére, ezen feliil a betegek igényeihez rugalmasan idomuld
készitmény kifejlesztésére [13, 14].

Abban az esetben, ha egy hatéanyag kovalens kotéssel, kémiailag kapcsolddik

egy polimer molekuldahoz, polimer-hatéanyag konjugatumokrol beszéliink.

1.3 Polimer-hatéanyag konjugatumok

A polimer-hatéanyag konjugatumok el6-hatdéanyag (prodrug) formulak, amelyek
onmagukban inaktivak mindaddig, ameddig a megfeleld szervbe/szovetbe jutva
valamilyen kiilsé behatas nem aktivalja a hatéanyagot. Altalanosan egy idealis polimer-
hatéanyag konjugatum a kovetkezd alkotdelemeket tartalmazhatja: (1) polimer
molekula (linearis vagy eladgazd), (2) egy vagy tobb hatdéanyag, (3) opciondlisan
kapcsold molekula, amely segitségével a hatéanyag kovalens kapcsolasa torténik a
polimerhez, (4) célzd agens, amely a célszovetbe juttatja a hordozot és (5) egy
képalkotd agens (opcionalis) (1. abra). A hatdéanyag felszabadulasat legtobbszor
valamilyen normal metabolikus folyamat soran egy enzim idézi eld, de megtorténhet a
polimer bizonyos kornyezeti hatasra (pl.: pH, hémérséklet) adott valaszreakcidjaként
egyarant [15, 16].

Polimer 5170 agens b . oy ,
a) Célzo 4gens b) Hiperelagazasos polimer

%
/ Kapcsolo

Hat6anyag molekula
1. dbra: linearis (a) illetve a hiperelagazasos (b) polimer-hatoanyag konjugatumok
sematikus dbrazoldsa.

Hatbanyag

Celzo agens

A polimer-hatéanyag konjugatumok jo par elényds tulajdonsaggal rendelkeznek
a kismolekulds hatéanyagokhoz képest: (1) megndvelhetik a rosszul o0ldodo

hatoanyagok oldhatosagat, (2) megvédik a hatéanyagot a lebomlastol ¢és
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inaktivaloédastol, (3) elszallitjdk a hatdéanyagot az adott szervbe, (4) csokkentik a
hatéanyag altal kivaltott antigén aktivitast, (5) lehetdséget biztosithatnak a hatéanyag
sejtbe jutasahoz mind aktiv min pedig passziv transzporttal, illetve (6) felhasznalhatéak
tovabbi, komplex hatéanyaghordozo rendszer kialakitasahoz [14, 17].

A nagy molekulatomegiiknek és kémiai szerkezetiiknek koszonhetéen foleg a
polimerek hatdrozzdk meg a készitmény fiziko-kémiai tulajdonsagait (pl.: oldhatosag,
lipofilitds). Az alkalmazott polimerrel szemben tamasztott talan legfontosabb
kovetelmény a biokompatibilitas illetve a biodegradabilitas [18]. Emellett fontos, hogy
olyan reaktiv csoportokkal rendelkezzen, amelyekhez a hatdanyag molekula vagy a
kapcsold agens kovalensen kapcsolhatd. JO6 par polimer-hatéanyag készitményt
talalhatunk, amelyek mar klinikai alkalmazasban is megtalalhatéak vagy kutatasuk a
klinikai fazisban jar. Ezek foként poli(etilén glikol)-ra (PEG), Poli N-(2-
hidroxipropil)metakrilamidra, vagy poli(glutamat)-ra ¢épiilnek, de természetesen
talalhatunk liposzomalis készitményeket is [10, 17]. Mindezen készitmények mellett a
poli(szacharidok), mint példaul a celluldz, az alginat vagy a kitozan [19, 20], illetve
proteinek ilyen jellegii alkalmazasa is széles kortien kutatott teriilet [21, 22]. Tisztan
természetes aminosavakbol felépiild poli(aminosav)-ak ilyen jellegli alkalmazasara
viszonylag kevés példat talalhatunk az irodalomban [23-25].

A hatéanyag hozzakapcsolasa a polimer hordozohoz legtobbszér nem egyszerti
feladat, hiszen mind a polimer mind a hatdéanyag tartalmazhat tobb reaktiv csoportot is.
A kiilonb6zd reaktiv csoportok védésével azonban szelektiven kapcsolhatjuk a
hatéanyag molekulat a polimer lanchoz. A leggyakrabban hasznalt eljarasok kozé
tartozik a diciklohexil-karbodiimed (DCO) és 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid, illetve az N-hidroxiszukcinimid észter, mint kapcsolo
agens hasznalata [17]. A polimer és hatéanyag kozott fontos olyan kotés kialakitasa,
amely ugyan stabil marad megfeleld ideig a szervezetben, de képes felszakadni miutan a
készitmény eljutott a megfeleld szovetbe. llyen kotések példaul az észter, amid és a
diszulfid kotések. Kiilonféle kapcsold agensek felhaszndldsaval megfeleld kotéseket
alakithatunk ki a polimer és a hatéanyag kozott, azonban megfeleld polimer
kivalasztasaval ezek alkalmazédsa nem feltétleniil sziikséges. Napjainkban a legtobb
polimer-hatéanyag konjugatumot kemoterapias szerek formuldzashoz alkalmazzak,

hogy csokkentsék a szerek altal okozott komoly mellékhatasokat [26, 27]. Emellett igen
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jelentOs az alkalmazasuk hatéanyagok kozponti idegrendszerbe juttatasa esetén is [14,
28, 29].

Polimer-hatéanyag konjugatumok tovabbi nano- vagy mikroformuladzasaval
tovabb ndvelhetd a hatdanyag hasznosuldsa. Ezek koziil az eljarasok koziil az egyik
legujabb technika az elektrosztatikus szalképzés, amely segitségével olyan szélas
készitmények allithatoak eld, amelyek esetében a szalatmérd a mikro és/vagy nano-
mérettartomanyba esik. Masik igéretes nanoformuldzasi eljards, amikor ellentétes
[30]. Ezekbe fizikailag csapdazhatjuk a hatdanyagot vagy eleve hasznalhatunk

polielektrolitra épiilé konjugatumot a nanokomplex kialakitasahoz.

1.4 Elektrosztatikus szalképzés és gyogyszerészeti alkalmazasai

Az elektrosztatikus szalképzés (angol: electrospinning) napjaink egyik leginkabb
hasznalt és fejlodd technikaja a nano- és mikrométer atmérdvel rendelkezd szalak
eléallitasahoz [31]. Elektrosztatikus szalhtizashoz hasznalt késziilék alapvetéen 3 6
részbdl épiil fel: egy fecskenddpumpdbdl, egy nagyfesziiltség tapegységbdl és egy
foldelt fém szalgyijté célpontbol [32] (2. a abra).

Foldeh

a) pﬁ\x_xlolnn b)
2 Polimer  Fém /7(&? ;/’"&/ ‘| 8. b b 3
Fecskendd oldat i //jl [ {l fl | ' :
/ /il'n ‘|' I ' '
1
1mm
Nagyfeszilltségn Szalak e

aramforris

2. abra: Elektrosztatikus szalhuzads soran alkalmazott késziilék sematikus rajza (a) [32],
illetve a szalképzdédés harom szakasza (D): ) Taylor kup képzédés, b) stabil zona, c)
0storozo zona.

Elektrosztatikus szalhiizas soran a fecskend6tli hegyére altalaban 5-30 kV
kozotti  egyenfesziiltséget kapcsolunk és a pumpa segitségével folyamatosan
aramoltatjuk a polimer viszkozus oldatat a tin keresztiil. A foldelt szalgyiijté lapot
15-30 cm tavolsagra helyezziik el a tii hegyétdl. A folyamat soran, a tii hegyén 1évo
folyadék csepp feltoltddik és ennek hatdsara egy elnyult alakot vesz fel ezt nevezziik
Taylor kupnak (2. b abra, a rész). Amikor az elektrosztatikus vonzoer6 elég nagy ahhoz,

hogy legydzze a folyadék feliileti fesziiltségét egy vékony polimer szal indul el a foldelt
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gyljtélap iranyaba (2. b abra, b szakasz). A stabil zona utdn ez a szal ostorozo
mozgasba kezd az elektromos erdtér miatt (2. b abra, ¢ szakasz), és igy a foldelt
szalgylijtébn egy random szalhalmazt kapunk [33]. A repiilés soran, mikozben az
olddszer elparolog, a szal folyamatosan megnyulik, amelynek kovetkeztében a szal
atméroje lecsokken akar néhany 10 nanométerig.

A szédlak képzddését, illetve a végsd szalak paramétereit (pl.: atméro,
atmérdeloszlas, hibahelyek a szalakon stb,), az oldat viszkozitasa, feliileti fesziiltsége,
konduktivitasa, illetve dielektromos allanddja nagymértékben befolyasolja. Emiatt a az
elektrosztatikus szalképzés egyik kritikus pontja megfelelé olddszer kivalasztasa. Az
eljaras soran fontos paraméter az alkalmazott fesziiltség, az oldat dramlési sebessége,
illetve a ti és a szalgyljté tavolsaga. Mindezek mellett a kornyezet homérséklete,
paratartalma is jelentdsen befolydsolhatja a szédlak tulajdonsagait. Természetesen ezen
paraméterek egymasra is hatassal vannak, igy nehéz megallapitani egy 4altalanos
beallitast, amely minden polimer esetében hasznalhato [34, 35].

A szalak nagy fajlagos felilletének és igy a szalas membranok nagy
porozitasanak koOszonhetéen sokféle alkalmazassal taldlkozhatunk egészen a
levegdszilirésen at az orvosbiologiai felhasznalasokig. Ezek koziil is a két leginkdbb
kutatott teriilet a szovetmérnokség [36] (lasd 1.6 fejezet) illetve a gydgyszermolekulak
formulazasa [37].

Gyobgyszerészeti alkalmazésra sokféle polimer felhasznalhatd, azonban ezeknek
is hasonld tulajdonsagokkal kell rendelkezniiik, mint amelyekkel a polimer-hatéanyag
konjugatumok készitésénél (1.3 fejezet). Hatéanyaggal rendelkezd szalas rendszerek
eléallitasahoz f6leg 3 stratégia alkalmazhato (3. abra): (a) A hatéanyag adszorpcidja a
szalak feliiletén elektrosztatikus szalképzés utan, (b) hatéanyag/polimer keverékének
hasznalata, illetve (c) koaxidlis elektrosztatikus szalképzés segitségével mag-héj
szerkezetli szalak eldallitasa [38]. A 1.3 fejezetben bemutatott polimer-hatéanyag
konjugatumok is hasznalhatoak lehetnek hatéanyag tartalmu szalak eldallitasara,
azonban ilyen jellegli kutatast keveset talalunk az irodalomban [39-41], de alapveten

ez is besorolhato lehet a (b) stratégiaba.
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1 2
ElektrosztatikusGvogvszer
szalképzés adszorpcio
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Hatoanyag/polimer
keverék hasmalata
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Mag-Héj szdlas
szerkezet

Koaxidlis \ /
elektrosztatikus
szalkepzés

/

3. dbra: Hatoanyag tartalmu szalak eloallitasanak stratégidi: a) hatoanyag
adszorpcidja a szalakon szalképzés utan, b) hatoanyag/polimer keverékének hasznadlata
az elektrosztatikus szalképzéshez, c) Koaxialis elektrosztatikus szalképzéssel mag-héj
szerkezet eléallitasa [38].

Abban az esetben, ha a hatéanyagot utdlag keverjiik bele a polimer matrixba két
lehetéséget kiilonboztethetiink meg: a hatdanyag fizikailag vagy kémiailag kotodik
hozza a szilhoz. A fizikai megkotddésnek f6 elénye, hogy ugyanolyan matrix
hasznalhato kiilonboz6 hatéanyagok formuldzashoz is, illetve nincs veszteség a
formulazas soran [42, 43]. A hatranya azonban hogy a hatdéanyag felszabadulas nagyon
gyorsan torténik, igy kontrolldlt hatéanyag leadas nem érhetd el. Eppen ezért a
hatoanyag kémiai vagy biokonjugacidja a polimerhez nagyobb lehetdségekkel kecsegtet
egy kontrollalt hatdanyag lead6 rendszer kiépitéséhez. Kiilonbozd ndvekedési faktorok
immobilizalasara tobb példat is taldlhatunk az irodalomban, amelyek jol hasznalhatoak
lehetnek a szovetmérnokség teriiletén [44, 45].

A legtobb publikaci6 ebben a téméban a b) stratégidhoz kotddik. Ebben az

esetben a hatdanyag a polimer szalba van csapdazva, emiatt annak tulajdonsagainak

14



DOI:10.14753/SE.2019.2213

megvalasztasaval valtoztathatjuk a hatdanyag felszabadulasanak a kinetikajat. fgy akar
pillanatszerii hatdanyag leadast [46] vagy diffuzio, illetve a szal oldodas kinetikaja altal
kontrollalt elnyujtott hatéanyag leadast érhetiink el [47]. Ezzel az eljarassal
nagymértékben megndvelhetjiik rosszul oldodé hatdanyagok oldhatdosagat, mivel a
szalhtizas soran a rendszer olyan gyorsan szilardul meg, hogy a hatéanyag kristalyos
forma helyett amorf allapotot vesz fel [48]. Amennyiben biodegradabilis polimert
hasznalunk a formulazashoz a hatdanyag felszabadulas kinetik4jat a polimer szél
degradacioja fogja megszabni [49].

Koaxidlis technika segitségével széles keretek kozott valtoztathatjuk a hatdanyag
kioldodasanak kinetikajat. Altalaban a hatéanyag a belsd, mag szalban tallhato, igy a
kiils6 héj valtoztatdsaval befolydsolhatjuk a hatéanyag felszabadulds kinetikdjat.
Amennyiben permedbilis, porusos héj szerkezetet hozunk Ilétre a hatdéanyag
felszabadulas hajté ereje a koncentracio gradiens lesz [50]. Nem permeabilis, de
meghatarozni a hatéanyag felszabadulasanak kinetikajat [51].

Az elektrosztatikus szalhuzassal eldallitott szalas rendszerek nagy hasonlosagot
mutatnak a polimer hidrogélekkel, amelyek szintén hasznalhatdéak lehetnek mind

hatéanyaghordozo rendszerként, mind pedig a szovetmérnokség teriiletén.

1.5 Polimer gélek és tulajdonsagaik

A polimer géleknek nevezziik egy haromdimenzids polimer vdznak és benne
1év6 duzzasztoszernek két- vagy tobbkomponensii elegyét [52]. A polimer térhalo képes
a folyadék spontan kifolydsat megakadalyozni, mig a folyadék kifesziti a polimer
térhalot. Ebbdl kifolyolag a polimer gélek rendelkeznek mind a szilard (pl.: alaktartoak,
deformalhatéak) mind pedig a folyadék halmazallapoti anyagok tulajdonsagaival (pl:
kis molekulds anyagok diffizigja). A gélekben a folyadék mennyisége akar tobb
nagysagrenddel is meghaladhatja a térhaldé mennyiségét (4. a abra) [53], igy a
kifejezetten merev gélektdl [54] akar a lagy szoveti struktirahoz hasonlo, Sajat sulyuk
alatt deformalodo puha géleket is képesek vagyunk eléallitani [55, 56].

A géleket a polimer vazat Osszetartd erd alapjan csoportosithatjuk.
Megkiilonboztethetliink fizikai géleket, amennyiben a polimer térhal6t masodlagos
kotések (pl.: ionos kolesonhatas, H-hid), vagy kémiai géleket, amennyiben a térhalot

kovalens kotések tartjdk Ossze. Természetesen egyszerre mindkét tipusu kotés jelen
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lehet, amennyiben poli(elektrolit) (toltéssel rendelkezd polimer) gélekrdl beszéliink.

Ebben az esetben aszerint, hogy melyik a dominans dsszetartd eré beszélhetiink kémiai-

fizikai vagy fizikai-kémiai gélekrdl (4. b abra).

Firikai get Nemini ged

Firikat-kemint ged Kimsini-fizikai 26l
4. dbra: Duzzadt és szaraz (piros kér) PAMPS gél [53] (a) illetve a gélek csoportositisa
a polimer térhalot dsszetarto kitések alapjan (b) [52].

A fizikai gélek nagy hatranya, hogy nem ellenalldak a kdrnyezet paramétereinek
megvaltozasaval szemben, igy akar a pH akar a homérséklet megvaltozasanak hatdsara
feloldédhatnak. Ezzel szemben a kémiai gélek sokkal ellendllobbak a kornyezeti
hatasokkal szemben és csak abban az esetben oldodnak fel, ha a polimer térhaloban 1€vo
kotések valamilyen kémiai reakcié folytan felhasadnak. A kdrnyezet kiilonbozd
paramétereinek a megvaltozasara a legtobb kémiai gél valamilyen valaszreakciot mutat,
éppen ezért intelligens anyagoknak nevezziik 6ket. Ez a vélaszreakcid legtobbszor a gél
térfogatanak vagy mas néven duzzadasfokanak a megvaltozasa. A duzzadas fokot a gél
duzzadt illetve szaraz térfogatinak (térfogat szerinti duzzadasfok) vagy tomegének
(tomeg szerinti duzzadasfok) aranyaval adhatjuk meg. A polimer gél egy adott
duzzasztdszerben egyensulyi allapotban van, ha a duzzasztészer kémiai potencidlja a
gélen beliil és kiviil megegyezik [57, 58]. Ilyenkor az el6z6ekben emlitett polimer
térhalod rugalmasséaga illetve a duzzasztdszer ozmozis nyomdsa kiegyenlitik egymast.
Amennyiben a duzzasztoszer valamilyen paramétere (hémérséklet, ozmozis nyomas,
pH, oldott anyag koncentracid) megvaltozik, a gélbe vagy bearamlik a duzzasztdszer,
igy a gél megduzzad, vagy kiaramlik a duzzasztoszer, igy a gél szinerizal [59].

A gél ilyen jellegli vélaszreakcidjat kivalthatja a kornyezet hdmérsékletének
[60], fényintenzitasanak [61], elektromos [62] és magneses térer6sségének [63]
valtozasa, de akar kémiai vagy biokémiai behatas is [64], amely magaba foglalja a pH

vagy ionerdsség valtozast, illetve enzimek jelenlétét. Orvosbiologiai felhasznalas
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szempontjabol az utolso csoportba tartozé gélek a legfontosabbak, hiszen ezek azok a
paraméterek, amelyek eltéréek a szervezet kiilonbozé részein. Fontos kiemelni, hogy
orvosi ¢és gyogyszerészeti alkalmazdsra hidrogéleket hasznalhatunk, vagyis olyan
géleket, amelyek esetében a duzzasztdszer viz vagy valamilyen vizes oldat. Ilyen gélek
eléallitasahoz hasznalt szintetikus polimerek koziil a poli(etilén-glikol) (PEG),
poli(vinil-alkohol) (PVA), vagy a poli(2-hidroxietil metakrilat), illetve a természetes
polimerek koziil a kitozan, hialuron sav, agardz, alginit a leginkabb elterjedtek.
Kihasznalva a gél duzzadasfokanak homérséklet vagy pH fliggését a polimer hidrogélek
jol alkalmazhatoak a hatdanyagszallitas teriiletén [60, 65].

Mivel a hidrogélek egy harom dimenzids polimer térhald és nagy mennyiségi
viz vagy vizes oldat elegyeként értelmezhetdek, ezért nagy hasonlésagot mutatnak a
természetes, lagy szovetekkel. Ebbdl adoddan a masik legnagyobb alkalmazési teriiletiik
az orvosbiologidban a mesterséges szovetépités vagy mas néven a szovetmérnokség

tertiletén talalhato [66].

1.6 Szovetmérnokség, avagy hogyan épitsiink mesterséges szovetet

Az orvostudoméany egyik legnagyobb kihivasa a sériilt szovetek, szervek
helyreallitasa vagy poétlasa, hiszen a donor szervek limitalt szamban allnak
rendelkezésre. Az orvostudomany madara sokféle mesterséges, illetve €16 donorbdl
szarmazd implantatumot haszndl a probléma megoldasara, azonban a masik nagy
problémat ezen szervek vagy implantok kilokédése jelenti [67]. Az idegentest reakcid
illetve az implantalt szerv kilokédésének elkeriilésére a laboratoriumi koriilmények
kozott végzett szovetépités vagy mas néven szovetmérnokség nyujthat megoldast [68].
Ekkor a paciens sajat reprodukciora képes sejtjeinek izolalasaval, majd szaporitasaval
allithatjuk eld a kivant mesterséges szovetet, amelyet ezutan implantalhatunk.

Az €16 szervezetben a sejtek szaporodasahoz az adott sejttipusnak megfeleld sejt
kozotti allomany alakult ki, ez az extra cellularis matrix (ECM) (5. abra) [69]. Az
extracellularis matrix egy természetes polimer térhald, amely f6leg kollagén széalakbol
épul fel, amelyet nagy mennyiségii folyadék tolt ki. Kollagén mellett mas tipusu
fehérjéket, hormonokat, novekedési faktorokat is tartalmaz, amelyek a sejtek
megtapadasaért, differencialodasaért és szaporodasaért felelések [70]. Az ECM
rugalmas, kis molekuldk szamara atjarhato, illetve reagal a kornyezet valtozasaira, igy

nem csak tamasztd szerepet tolt be, hanem informdcid és anyagaramlast (tapanyag,
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bomlastermékek) biztosit a sejtek kozott [71]. A sejtek szaporodasa soran keletkezd
enzimek megemésztik a kollagén szalakat, igy mintegy ,,utat vagva” maguknak a sejtek
képesek a szovettamaszon beliil mozogni [72]. Lathatd tehat, hogy mind a diffazios,
mind a mechanikai tulajdonsaga a kornyezetnek nagy jelent6séggel bir a sejtek
migracidja €s szaporodasa soran, azonban ezen paraméterek felismeréséhez hosszu ut

vezetett az orvosbiologiai kutatdsok soran.

Er =
Alapiallomany -{

-

ECM —

Elasztikus szal ———
Kollagén szal =

__ Retikularis szal

Mesenchymalis sejt
Makrofig =
Adipocita

Fibroblasst

5. abra: Az extracelluldris matrix sematikus felépitése [73].

A kezdetekben a laboratoriumi (in vitro) sejttenyésztést mianyag (polisztirol)
felileten végeztek [74]. A sejtkulturak segitségével igy lehetdség nyilt a sejtek
morfologidjanak illetve kiilonb6zé molekuldkra, novekedési faktorokra adott
valaszainak a tanulmanyozasara [75]. Ennek azonban nagy hatranya, hogy csak kvazi
kétdimenzids, egy sejtrétegbdl allo kultura hozhato 1étre, és igy a sejtek morfologiaja
kiilonb6zd lehet a természetes kornyezetiikben megtaldlhatotol. Az €16 szervezethez
hasonld tobb sejtrétegbdl alld komplex struktira kialakitdsdhoz haromdimenzids, a

sejtek  mozgisat €s  szaporodasat segitd tamasztorendszerek, ugynevezett

szovettamaszok hasznalatara van sziikség [74].
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1.6.1 Mesterséges szovetépités folyamatai

A mesterséges szovetépités megvaldsitasadhoz elsddlegesen sziikségiink van egy
olyan mesterséges szoOvettamaszra, amely képes eldsegiteni a sejtek letapadasat,

A sejtek tapanyagsziikségletét a tapoldat vagy médium biztositja a sejttenyésztés
soran. Mivel a szovettdmasznak tartalmaznia kell a tdpoldatot, hogy a sejtek megfeleld
mennyiségli tdpanyaghoz jussanak akar a szdvettdmasz belsejében is, ezért fontos
kritérium a szovettdmaszok makroszkopikus vagy mikroszkopikus porozitasa.
Kereskedelmi forgalomban sokféle tapoldat érhetd el, igy a tenyészteni kivant
sejttipusnak megfeleldt hasznalhatjuk. Az Gsszetételek valtozoak, de minden médium
tartalmaz aminosavakat, vitaminokat, fehérjéket, szervetlen sokat, gliikozt, és piruvatot.

Ahhoz, hogy a sejtek bekeriiljenek a mitdzis allapotdba, amely soran a DNS
allomanyuk megkett6zédik és két egyenértékii utddsejtre valjanak szét, novekedniiik
kell. Ezt segithetjik el6 novekedési faktorok hasznalataval. Minél nagyobb
sejtszaporulat eléréséhez az adott sejtnek megfeleldé novekedési faktort kell
hozzaadnunk a tapoldathoz vagy beépiteniink a szovettamasz struktirajaba [70].

A masik kritikus paraméter a megfeleld sejtvonal kivalasztasa. A legtobb
lehetéség az Gssejtek tenyésztésében rejlik, hiszen ezek a sejtpopulaciok korlatlan
onmegujitd képességgel rendelkeznek, és differencidlodasuk irdnyitasaval kiilonbozo
szovetek allithatoak eld [74]. Ossejteket sokféle szervbdl izolalhatunk, példaul felnétt
dssejt  bolcsességfogbol, csontvelobdl; embriondlis Ossejt pedig koldokzsindorbol,
koldokzsinorvérbdl vagy placentabol nyerhetd [76].

A mesterséges szovetépités sematikus folyamatabraja a 6. abran lathato. A
szervezetbdl izolalt sejteket eldszor két dimenzidban felszaporitjak, hogy megndveljék a
sejtek szamat. Ezutan ezeket felviszik a tapoldatban duzzasztott szovettamasz felszinére
vagy integraljak oket a szovettamaszba. A folyamat soran a szaporodd sejtek képesek
mozogni a szdvettdmaszban, igy tobb sejtrétegbdl all6 komplex, nativ struktira
alakulhat ki. Ez akar a teljes, funkcionalis szovet kialakuldsa eldtt is beiiltethetd a
szervezetbe, ahol az utols6 differencidlodas végbemehet, és igy az 10j szdvet
konnyebben integralddhat [77]. Amint az lathatd, a megfeleld szovettamasz eldallitasa a

legkritikusabb része a folyamatnak.
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6. dbra: A mesterséges szovetépités sematikus folyamatabraja [78].

1.6.2 Hidrogélek szovettamaszként valé alkalmazhatosaga

A szOvettamaszok felépitésénél a legfontosabb szempont, hogy a szervezetben
megtalalhato ECM biologiai, kémiai Osszetételét illetve az adott ECM mechanikai
tulajdonsagait a legjobban mimeljék és stabil 3 dimenzids vazszerkezetet biztositsanak a
sejteknek a szaporodasuk soran. Emellett nagyon fontos az alkalmazott anyagok
biokompatibilitasa, illetve biodegradabilitdsa, hiszen igy a szdveti struktura kialakulasa
soran a sejtek képesek lebontani, megemészteni, illetve atalakitani a szovettamaszt [74].
Az irodalomban taldlhatd szovettdmaszokat alapvetéen 4 csoportba sorolhatjuk: (1)
decelluralizalt szdveti matrixok: paciens szervezetébdl izolalt sejtmentes szoveti
struktara, (2) porusos szovettamaszok: eldzetesen elkészitett 3 dimenzids porusos
anyag, amely tdmogatja a sejtek szaporoddsat és visszaiiltethetd a paciensbe, (3)
paciensbdl kinyert sejtréteg ECM-al: tobb sejtréteg segitségével komplex szovet
allithat6 eld, (4) injektalhato hidrogélek: sejttel dsszekeverve injektalhatd a paciensbe,
ahol, tamogatja a sejtek osztodast [79]. Hidrogélek azonban nem csak injektalhato
formaban hasznalhatoak, hanem eldzetes elkészitésiikkel a (2) csoportba is sorolhato
szovettamaszok allithatdéak el6. Mivel a hidrogélek, hasonléan az ECM-hez, egy 3

dimenziés polimer vaz és duzzasztoszer két- vagy tobbkomponensii elegye (lasd 1.5
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fejezet), ezért szovettdmaszként vald alkalmazasukkal egyre tobb kutatocsoport
foglalkozik.

A szovetmérnokségben hasznalt hidrogélek altalaban biodegradabilisek,
konnyedén eldallithatoak, mechanikai és strukturalis tulajdonsagaik nagy hasonlosagot
mutatnak bizonyos szovetekkel és az ECM-al, valamint enyhe invaziv beavatkozassal
beiiltethetéek. Mivel a fizikai gélek a kornyezet valamilyen tulajdonsdganak a
megvaltozasara  konnyedén  dezintegralodhatnak, ezért érdemesebb  kémiai
keresztkotéseket tartalmazo géleket hasznalni. A kémiai keresztkotések szama jol
kontrollalhato a keresztkotd molekuldk mennyiségének a valtoztatdsaval, amivel a gélek
mechanikai tulajdonsdga konnyedén szabalyozhatd. Ebbol kifolyolag, akar a nagyon
lagy szovetek (1-10 Pa), vagy akar a nagyon merev szovetekhez (tobb szaz kPa) hasonlo
rugalmassagi modulusszal is rendelkezhetnek. Emellett fontos a hidrogél szabalyozott
degradacioja, amely a megfeleld polimer illetve keresztkotd megvalasztasaval jol
befolyasolhatd paraméter. A gél-sejt interakci6 is fontos paraméter, hiszen ez
elésegithetd kiilonféle biologiai faktorok integralasaval a polimer térhaloba [70, 80, 81].

A szovettdmaszként hasznalt hidrogéleket két csoportra oszthatjuk aszerint, hogy
természetes vagy szintetikus polimert hasznalunk az elkészitésiikhoz. A leginkabb
kutatott természetes polimerek koz¢ tartozik a kollagén, a hialuronsav, az alginat €s a
kitozan [80]. A kollagén szinte minden emlds szovetben megtalalhatd, az ECM-ban
talalhato Osszes protein 25%-4t teszi ki, éppen ezért igéretes alapanyaga a mesterséges
szovettamaszoknak. Hatranya, hogy eldallitasa foleg nagy tisztasadggal igen koltséges
[82]. A hialuronsav a legegyszeriibb gliikozamino-glikan és szinte minden emlds
szovetben megtalalhaté. A polimer molekuldk kozott keresztkotések hozhatdk 1étre
észteresitéssel vagy hidrazid szarmazékokkal, igy kémiai géleket szintetizalhatunk
beldle [83, 84]. Kitozan széles keretek kozott alkalmazott alapanyag, mivel nagy
hasonlosagot mutat az emberi szervezetben megtalalhato glikkozamino-glikanokkal, igy
biodegradabilis. Glutaraldehid alkalmazasaval kémiai kotések hozhatoak 1étre a polimer
molekulak kozott [85].

A szintetikus polimerek eldnye, hogy kémiai szerkezetiik és molekulatomegiik
kontrollalhato, illetve pontosan reprodukalhatd. Emellett kémiai modositasukkal
valtoztathatd a biodegradabilitasuk, valamint novekedési faktorok kapcsolhatoak a

polimer molekuldkhoz. A leggyakrabban alkalmazott polimerek kozé tartozik a
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poli(etilén-glikol), poli(etilén-oxid), poli(vinil-alkohol) vagy a poli(tejsav). Hatranyuk,
hogy biokompatibilitasuk és biodegradabilitasuk is er6sen megkérddjelezhetd, illetve
alkalmazhatosaguk korlatozodik bizonyos sejtpopulaciokra [77, 80]. Mindezeket
Osszevetve, az idedlis polimer szOvettamasz kiépitéséhez egy természetes polimer
mesterséges megfeleléje lenne jol hasznalhatd. Mesterséges poli(aminosav)-ak
alkalmazhatdak lehetnének ilyen célra, azonban nagy molekulatomeggel torténd
eldallitasuk a legtobb esetben idéigényes és koltséges folyamat. Eppen ezért
szovettamaszok szintéziséhez illetve a 1.2 fejezetben bemutatott polimer
hatéanyaghordozd rendszerek eldallitdsdhoz nyujthat alternativdt a konnyedén

eléallithato poli(szukcinimid) (PSI) illetve a poli(aszparaginsav) (PASP).

1.7 A poli(szukcinimid) és a poli(aszparaginsav)

A poli(aszparaginsav) (PASP) egy szintetikus polimer, amelyben aszparaginsav
monomer egységei peptid kotéssel kapcsolodnak egymashoz, biodegradabilitast
kolesondzve a polimernek. Ebbdl kifolydlag az elmult par évben egyre inkabb a
figyelem kozéppontjaba keriilt kiilonféle kutatasi teriileteken egyarant [86-104]. A
PASP felhasznalasara kiilonféle teriiletekrdl taldlhatunk példdkat: mivel egy anionos
polielektrolitrél beszéliink, ezért felhasznalhatdé lehet, mint diszpergaldé szer vagy
detergens [104], kivalé duzzadasi tulajdonsagainak koszonhetden hasznalhato lehet
pelenkak abszorbenseként [87] vagy akar mint korr6zi6 gatlo anyag a fémion megkotési
képessége miatt [86].

A PASP egy kétlépéses eljarassal szintetizalhato a leghatékonyabban és
eléallitjuk a poli(aszparaginsav) anhidridjét, a poli(szukcinimid)-et (PSI), majd ezt
lugos kozegben elhidrolizaljuk poli(aszparaginsav)-a [91]. A PSI-t szintetizalhatjuk
oldészerben [90], illetve oldbszermentes koézegben egyarant foszforsav katalizator
jelenlétében [88, 105]. Az olddszermentes eljarassal a PSI molekulatomege 10 és 70
kDa kozott mozog [92]. Az irodalomban talalhatd példa a PASP kozvetlen szintézisére
még a korabbi publikéciok koziil, azonban igy a polimer joval kisebb molekulatomeggel
szintetizalhatdo koltségesebb eljarasban [103]. Mindemellett a PASP kozvetlen
szintézisének a masik hatranya, hogy a PSl-vel ellentétben a PASP nehezen vihetd
reakcidba, éppen ezért nehezen modosithatéak a tulajdonsagai. Ezzel szemben a PSI

konnyedén reakcioba vihetd primer amin csoportot tartalmazé vegyiiletekkel, aminek
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kovetkeztében a polimer tulajdonsdgai széles keretek kozott valtoztathatoak:
amennyiben dopamint kotiink a polimerhez képesek vagyunk ongyogyuld [93], vagy
adheziv tapaszként hasznalhato gélt 1étrehozni [94], megfelelé kémiai modositasok utan
doxorubicint kapcsolhatunk a polimerhez polimer-hatéanyag konjugatumot szintetizalva
[95], illetve kiilonféle oldallancokat 1étrehozva mas és mas funkciokat (pl.: pH fiiggd
oldhatosag, mukoadheziv tulajdonsag) adhatunk a polimernek [96-100, 106]. Mindezek
mellett bi- vagy multifunkcios aminokat hasznalva keresztkotéseket hozhatunk 1étre a
polimer szalak kozott, igy mar az el6zéekben bemutatott géleket hozhatunk létre. A PSI
alkalmazasanak egyetlen hatranya, hogy csak dimetil-szulfoxidban illetve
dimetil-formamidban oldodik, igy a modositasi reakciokat illetve a gélek szintézisét
csak szerves kozegben végezhetjik. Azonban a megfeleld modositd molekuldk
hasznalataval illetve a polimerek vagy gélek lugos hidrolizisével konnyen vizoldhatéva
tehetd a polimer, illetve a gél hidrogél formaba vihetd at.

PSI és PASP gélek szintézisére két lehetdség all rendelkezésiinkre: Az egyik a
mar elobb ismertetett moddszer, PSI keresztkotése bi- vagy multifunkciés aminok
hasznalataval majd a gél lagos hidrolizise [107-109]. Gyarmati és munkatarsai szilard-
folyadék fazis szeparacios technika segitségével allitottak el 1,4-diaminobutdnnal
keresztkotott szupermakroporusos kriogélt [110]. A masodik eljaras 1ényege, hogy
elobb valamilyen funkcids csoportot alakitunk ki a polimeren, aztin hidrolizis
segitségével PASP format alakitunk ki, majd egy kémiai vagy fizikai behatas indukalja
a gélesedést. Gyarmati és munkatarsai sikeresen allitottak eld tiol oldallancot tartalmazo
PASP-ot, amelynél oldat fazisban a tiol oldallancok oxidacidjanak kovetkeztében egy
szol-gél atmenet jatszodik le. Ennek koszonhet6en ezek a rendszerek alkalmazhatdak
lehetnek mind hatéanyag hordozé rendszerként mind pedig implantatumokként [111,
112]. Mivel a PASP egy polielektrolit, ezért a PASP alapu gélek duzzadasfoka
nagymértékben valtozik a duzzasztdszer pH értékével. Az aszparaginsav oldallancaban
talalhatd karboxil csoport pKa értéke 4,35. Ennek kdszonhetden a PASP gélek ennél
alacsonyabb pH-n, a karboxil csoportok protonalddasanak kovetkeztében 6sszemennek,
illetve nagyobb pH-n a protonalodas kovetkeztében megduzzadnak. Ezt kihasznalva
nagymértékben meghatarozza a gél duzzadasfoka [107, 109, 113]. Mindezeket
Osszevetve a PSI szarmazékok illetve a PASP gélek igéretes alapanyagai lehetnek

komplex hatdéanyaghordozo rendszerek, illetve szovettamaszok kiépitéséhez.
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2 Célkitiuzések

PhD kutatomunkam f6 célja volt modositott poli(aszpartamid) polimerek

gyogyszerészeti ¢s orvosbiologiai alkalmazhatdsaganak feltérképezése. Ezen beliil is

kutatomunkdm kozéppontjaban 4allt a poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumok

vizsgélata a hatdanyag szallitds, valamint kiilonb6z6 poli(aszparaginsav) alapu gélek

alkalmazhat6saga a szovetmérnokség teriiletén. Kutatomunkam 5 {6 teriiletre bonthato:

1.

Poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumok szintézise és kémiai, valamint
fizikai tulajdonsagainak vizsgalata. A dopamin leszakadasi kinetikéjanak
vizsgalata kiilonbdz6 enzimek jelenlétében.

Ezen konjugitumok  nano-formuldzdsa  elektrosztatikus  szalhazas
alkalmazasaval. A formuldzds hatdsdnak vizsgalata a dopamin leszakadas
kinetikajara, illetve a szalas rendszerek in vitro citotoxicitasanak vizsgalata..
Kiilonboz6 kémiai Osszetételli és rugalmassagu poli(aszparaginsav) alapa
hidrogélek szovettamaszként vald alkalmazhatésaga MG-63 oszteoblaszt
tipusi  sejtek  tenyésztéséhez. A gélek  stabilitdsdnak, illetve
biodegradabilitisanak vizsgédlata a sejttenyésztés sordn alkalmazott
kortilmények kozott.

Az el6zdekben hasznalt gélek szovettamaszként vald alkalmazhatosaga
human periodontalis ligamentum (PDL) eredetii dssejtek esetén. A kritikus
paraméterek valtoztatasa a sejtek életképességének noveléséhez.

Dopaminnal modositott poli(aszpartamid) alapu gélek alkalmazhatosaga

humén PDL &ssejtek tenyésztéséhez.
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3 Maoadszerek
3.1 Felhasznalt vegyszerek

3.2 Poli(szukcinimid) szintézise

crer

A poli(szukcinimid)-et L-aszparaginsav termikus polikondenzaciojaval

allitottam el6 magas homérsékleten és alacsony nyomason (7. abra).

0 [ o] ©
9 sN % N 4
Ha OH 180°CJ7 6rat2N N1l OH
OH o OH
H;POy.vakuum
Olho
0 = =
L-aszparaginsav PSI

7. abra: A poli(szukcinimid) szintézise.

A reakcidhoz 20 g o-foszforsavat és 20 g L-aszparaginsavat kevertem Ossze
féz6poharban, majd a keveréket egy 1 L-s csepplombikba t6ltottem. A lombikot egy Ika
RV10 rotacios beparld késziilékre helyeztem, majd a nyomadast folyamatosan
csokkentettem 0-5 mbar kozé, mikozben a homérsékletet folyamatosan 180 °C-ig
noveltem. 7 oras reakcid id6 utan végeredményiil egy barna habot kaptam, amelyet
200 mL dimetil-formamidban (DMF) oldottam fel majd nagy mennyiségii vizben
csaptam ki. Ezutan a fehér precipitdtumot semleges pH-ig vizzel mostam majd 40 °C-n
két napig szaritottam igy végeredményiil egy fehér port kaptam (8. abra). A PSI atlagos
molekulatomege a viszkozitas mérések alapjan 28500+3000 g/mol-nak adodott [105,
113, 114].

8. dbra: A poli(szukcinimid) szintézisének lépései [114].
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3.3 Poli(szukcinimid) médositasa: Poli(aszpartamid) alapa polimerek szintézise

A szukcinimid monomerek konnyen reakcioba vihetéek nukleofil csoportot
tartalmazo vegyiiletekkel, igy a poli(szukcinimid) elhidrolizalhaté lagos kornyezetben
poli(aszparaginsav)-va illetve funkcionalizalhaté primer amin csoportot tartalmazé
vegyiiletekkel. Ezen reakciok soran poli(aszpartamid) alapi polimereket allithatunk eld,
amelyek fizikai és kémiai tulajdonsagait nagyrészt a modositd molekula fogja
meghatarozni. Ebben a fejezetben az altalam eldallitott poli(aszpartamid) alapa

funkcionalizalt polimerek szintézisét fogom bemutatni.

3.3.1 Dopamin tartalmi poli(aszpartamid) alapi gyégyszerkonjugiatumok

eléallitasa

A dopamin (DA) a primer amin csoportjaval 1ép reakcioba a PSI-vel mikdzben
peptid kotések alakulnak ki a polimer lanc és a dopamin kozott (9. abra). Munkam soran
két kiilonb6zd csoportba tartozd konjugdtumot szintetizéltam: az egyik csoportban a
poli(szukcinimid)-et kiilonb6z6 mennyiségben modositottam dopaminnal (PSI-DA),
mig a masik csoportban a dopamin mellett 2-aminoetanolt (PSI-DA-AE) is hasznaltam
modosité molekulaként (9. abra). A modositas mértékét a graftolasi fok (GF) jellemzi,

ami megadhaté a monomer és a polimerre kotott dopamin molaranyaval.

| 2] ] [
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e T DR | - &
- { \ —4:' oy oy
" Poli(szukeinimid) —— &
~ T -3 octano
ESEDA{ar=) - = 4 PSIDA-AE I:]
, DMSO . DMSO ;
A A DBA DBA " "
ey 1\ J\ 5% : 15% L O e
X - y Dopamm-hdroklond = Y g
PSI-DA GF=4 PSI-DA-AE 1:2

9. dbra: PSI-DA illetve PSI-DA-AE konjugatumok szintézise.

A csak dopaminnal moédositott poli(szukcinimmid) eléallitadsahoz feloldottam a
PSI-t, illetve a dopamin-hidrokloridot dimetil-szulfoxidban majd a reakcié elegyhez
dibutil-amint (DBA) adtam a hidroklorid megkotéséhez. Ezutan a reakcid elegyet
45 °C-n kevertettem 6 napig. A szintézisek soran 1-es, 4-es, 10-es, 15-6s és 20-as
graftolasi fokt (GF=1, GF=4, GF=10, GF=15, GF=20) polimereket allitottam el6 (1.

tablazat). A masik csoport eset¢ben a dopamin mellett kiilonb6z6 mennyiségli 2-
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aminoetanolt (AE) adtam még a reakcio elegyekhez majd ezeket is 6 napig 45 °C-n
kevertettem. A szintézisekhez a DA-t és AE-t 1/1 illetve 1/2 moélaranyban alkalmaztam
ugy, hogy minden monomer moédositva legyen (GF=1). A kész polimercket az
Osszetételtdl fliggden kiilonbozd eljarassal nyertem ki: a GF1-s illetve két vegyesen
modositott polimer esetében a reakcid elegyet desztillalt vizzel szemben dializaltam,
majd a vizes oldatot fagyasztva szaritottam, mig a nagyobb graftolasi fokt polimereket
vizben kicsaptam, mostam majd 45 °C-n szaritottam. Végtermékiil kiilonbozé szini
barna port kaptam. Az 1. tablazat a reakcié elegyek pontos Osszetételét tartalmazza 1g
polimer szintézise esetében.

1. tablazat: A reakcioelegyek pontos ésszetétele PSI-DA és PSI-DA-AE konjugatumok
szintézisénél illetve a konjugatumokon taldlhato dopamin koncentracioja

ZQ{QE ZEQI’ZIZ;;S DA*HCI | DBA | DMSO | AE Cop

©) (9) (mL) (mL) (mL) | (mmol/L)
GF=1 1.0 4 196 | 174 | 25 : 4800
GF=4 1.0 4 0489 | 0435 | 10 : 2230
DA-AE 11 | 1.1 4 0977 | 0867 | 10 | 0311 | 2941
DAAE12 | 12 4 0652 | 0577 | 10 | 0415 | 2120

A leszakadasi kinetika leirasanal fontos a szilard konjugatumon 1évé dopamin
koncentraciéja Cp, amely értékek az 1. tiblazatban lathatoak. A koncentracié érték

egységnyi dm?® konjugatumon 1év6 dopamin anyagmennyiségét mutatja mmol-ban.

3.3.2 PSI modositasa Arg-Gly-Asp (RGD) peptid szekvenciaval

Az RGD tripeptidben talalhatdo arginin szabad amin csoportja koénnyedén
reakcioba vihetd a poli(szukcinimid)-el és igy RGD funkcionalizalt PSI allithato eld
(PSI-RGDx, ahol X a graftolasi fokot jel6li) melynek reakcidegyenlete a 10. abran
lathato.
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10. dbra: Poli(szukcinimid) modositisa RGD tripeptid szekvenciaval.

A reakciohoz 10 mg RGD-t feloldottam 1,5 mL DMSO-ban (A oldat) majd
9,48 uL DBA-t adtam a reakcioelegyhez a pH beallitasahoz. Ezutan az oldatbol
kiilonb6z6 mennyiségeket kevertem 6ssze PSI 25 m/m%-s DMSO-s oldataval, majd a
reakcid elegyeket 45 °C-n 1 hétig kevertettem. A reakcié soran 300-as, 500-as, 1000-s,
5000-s és 10000-s graftolasi fokti (RGD3sp9, RGDsgo, RGDigoo, RGDsgog, RGD10000)
polimereket allitottam eld. Az RGD3p minta esetében a polimert vizben csaptam ki,
majd 45 °C-n 3 napig szaritottam a polimer szerkezetének meghatarozasahoz. A késébbi
munka soran az RGD tartalmu gélek szintéziséhez (3.7.2 fejezet) a reakcidelegyeket
hasznaltam fel a modositott PSI kiprepardlasa nélkiil. A reakcid elegyek pontos

Osszetételei a 2. tablazatban talalhatoak.

2. tablazat: PSI-RGDy polimerek eldadllitasahoz haszndlt reakcicelegyek dsszetétele

RGD3o RGDsgo RGD1000 RGDsgoo RGD10000
A oldat (uL) 378 227 114 23 1
PSI(Q) 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
DMSO (mL) 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57

3.4 A PSI és médositott PSI polimerek analizisei

3.4.1 Kémiai szerkezet meghatarozasa Magneses Magrezonancia (NMR)

spektroszkopiaval

Az NMR spektrumok felvételéhez egy JEOL SC400 spektrométert (JEOL Ltd.,
USA) hasznaltam. A mérésekhez 10-15 mg polimert oldottam fel 600 pL DMSO-d6-
ban illetve a PSI-DA-AE mintak esetében D,O-ban majd az oldatokat 5 mm-s NMR

csébe toltottem. A késziilékhez egyszerre két mag manipuldldsara alkalmas inverz
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sz¢élessavii mérofej, pulzusforma generator, és pulzus térgradiens meghajto (PFQG)
csatlakozott.

Az H-NMR spektrumot 3,2 s relaxéacios idovel, 8 ismétléses méréssel, 400
MHz-s frekvenciaval vettem fel.

A 2D 'H-'H-COSY NMR spektrumot 0,12 s relaxacios idével, 256 ismétléses

meéréssel, 400MHz-s frekvenciaval vettem fel.

3.4.2 Kémiai szerkezet meghatarozasa Fourier-transzformaciés Infravoros

Spektroszkéopiaval (FTIR)

A kisérleti munkamhoz minden esetben az aldbbi késziiléket és annak
bedllitasait hasznaltam: az FTIR méréséhez egy gyémant Gyengitett Totalreflexios
(ATR) (JASCO Ltd., ATR Pro ONE) fejjel és DTGS detektorral ellatott JASCO 4700A
késziiléket hasznaltam. Az atlag spektrum felvételéhez 80 parhuzamos mérést
végeztem, 4000-400 cm™ hullamhossztartoméanyban, 4 cm™ felbontassal. A mérések

utan a végso spektrumokat viz, CO, és alapvonal korrekci6é utan kaptam meg.

3.4.3 Termogravimetrias (TG) és Differencial Kalorimetrias (DSC) mérés

A polimerek termikus stabilitasdnak vizsgalatdhoz (TG) néhany mg polimert
helyeztem egy TGA Q500 (TA Instruments, USA) késziilékbe. A TG mérést 30 °C és
600 °C kozott végeztem 10 °C/perces felfiitési sebességgel, levegd atmoszféran. ADSC
mérésekhez néhany mg polimert helyeztem egy DSC Q2000 (TA Instruments, USA)
késziilékbe. A mérést -40 °C ¢és 200 °C kozott végeztem nitrogén atmoszféran 5
°C/perces flitési/hiitési sebességgel 3 1épésben: elészor a mintat felfiitottem 200 °C-ig
majd lehiitottem -40 °C-ig, majd ismét felfitottem 200 °C-ig.

3.5 PSI-DA és PSI-DA-AE mintak vizsgalata

3.5.1 Dopaminnal modositott mintidk oldhatésaganak és  oldhatésag
kinetikajanak vizsgalata
A mintdk oldhatésaganak meghatarozasahoz 0,1 g polimer-dopamin
konjugatumot helyeztem 11 mL ultra-tiszta vizbe (UT viz) majd a rendszert magneses
keverén kevertettem 24 és 48 ordig. Ezutdn az oldatokat 0,2 pm porusatmérdjii
polipropilén fecskenddsziirovel (VWR, Magyarorszag) sziirtem majd Agilent 8453
UV-VIS spektrofotométerrel (Agilent Technologies, USA) meghataroztam az
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abszorbanciajukat 280 nm-n, ahol a dopamin fényelnyelési maximum talalhatdé. A
koncentraciok meghatarozasahoz kalibracios oldatsorozatot készitettem dopaminnal
ugyanolyan koriilmények kozott 0-0,6 mmol/L koncentracid tartomanyban (egyenes

egyenlete 11. abra).

a) b),,
1,51 '

] .§1,5_

1.0 S

2 21,0

S S

© 0,5 S

= 0,51

R y=3,029x ‘ y=2,47x
0,0 T T T T T T T T T T T 1 0,0 I.| T T T T T T T T T 1

00 01 02 03 04 05 08 00 01 02 03 04 05 08
Koncentracio / mmol/LL Koncentracio / mmol/LL

11. dbra: Dopamin UV-VIS kalibrdcios egyenese a) ultratiszta (UT) vizben b)
n-oktanolban. Az abszorbancia 280 nm-n lett meghatarozva

A PSI-DA GF=1 és GF=4 konjugatumok esetében meghataroztam a mintak
oldhatosagi kinetikdjat is. Ehhez 0.3 g polimer konjugatumot helyeztem 18 mL MQ
vizbe és kiilonboz6 1d6kdzonként mértem az oldatok abszorbancidjat 280 nm-n egészen
2 napig. A koncentracié meghatarozasahoz a 11. a abran lathato kalibracios egyenes

egyenletét hasznaltam.

3.5.2 Dopaminnal médositott mintak lopifilitaisanak (IgP) meghatarozasa

A konjugatumok 1gP értékeinek meghatdrozasdhoz a klasszikus razotdlcséres
modszert alkalmaztam. Ehhez elészor a konjugatumokbdl telitett oldatot készitettem
ultratiszta (UT) vizben, majd 10 mL-t egy razotolcsérbe helyeztem. Ezutan azonos
térfogatu n-oktanolt adtam a rendszerhez, Gsszeraztam, majd 24 oran keresztiil allni
hagytam. 24 ora elteltével mértem az oktanolos illetve a vizes fazis abszorbanciajat
egyarant Agilent 8453 UV-VIS spektrofotométerrel. Ezutan az oldatokat visszatoltottem
a razotolesérbe, Osszerdztam majd 24 ora elteltével ismét elvégeztem a mérést. A
koncentraci6 meghatarozasahoz a kalibraciés mérést szabad dopaminnal elvégeztem
n-oktanolban egyarant 0-0,6 mmol/L-s koncentracié tartomanyban. Az UT vizes és

oktanolos kalibracios oldatsorozat illesztett egyenese a 11. abran lathato.
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A IgP értékeket a két fazisban mért koncentraciok aranyaként adhatjuk meg az 1.
egyenlet alapjan:

IgP=Ig(%) @

VIZ

3.5.3 Dopamin leszakadasi kinetikajanak és degradaciojanak meghatarozasa

A dopamin leszakadasi kinetikajanak meghatarozasahoz a 0,1 g PSI-DA illetve
PSI-DA-AE por konjugatumot toltéttem egy 3.5 kDa ateresztd képességli dializis
hartyaba, hogy elvalasszam a konjugatumot illetve a leszakadt kis molekulas dopamint
egymastol. A dopamin leszakadasi kinetik4jat meghataroztam foszfat pufferben (PBS,
pH=7.5 ¢c=100 mM), illetve kiilonbozé enzimek: bromelain, illetve o-Kimotripszin
jelenlétében. A dializald hartyaba 6 mL puffert vagy enzim oldatot toltéttem (3 mg/ml
enzim koncentracio ugyanolyan PBS-ben), majd ezt a f6zOpoharba helyeztem, amely
minden esetben 60mL PBS-t tartalmazott. A reakcio6 elegyet 37+1 °C-n termosztaltam
¢s kiilonb6z6 idokozonként mértem a kiils6 oldat abszorbancidjat 2 napig az elézéekben

emlitett Agilent 8453 UV-VIS spektrofotométer atfolyds kiivetta segitségével. A

crer

crer

koriilményeken degradalodik, ezért meghataroztam a dopamin degradaciojanak
kinetikajat a mérési koriillményeken. Ehhez 0,1 mg/mL-s dopamin-hidroklorid oldatot
készitettem és mértem az oldat abszorbancidjanak csokkenését 280nm-n. Ezeket a
meghatdrozasahoz. A mérés felépitése és a mérés soran lejatszodo kiillonbozd kémiai és
fizikai folyamatok a 25. abran lathatoak.

Az elektrosztatikus szalhtizassal készitett nanoszalas konjugatumoknal a
dopamin leszakadas kinetikdjdnak a méréséhez is ezt a mérési Osszedllitast hasznaltam
azzal a kiilonbséggel, hogy 100 mg minta helyett 50 mg-ot mértem be. Emellett a
méréseket csak PBS-ben és a-Kimotripszin jelenlétében végeztem a GF=1 és GF=4-es

mintakkal.

ere s

A dopamin degradatumok jelenlétét és a kicsapodott fekete csapadék szerkezetét

tomegspektrometriaval (MS) hataroztuk meg. A mérést egy Agilent 1200 Series HPLC
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rendszerrel végeztiik, amelyhez egy gazmentesité (Agilent 1260), egy binaris pumpa
(Agilent 1290), egy automata mintaadagold (Agilent 1260), egy kolonna termosztat
(Agilent 1290) ¢és egy tripla quadrupol spektrométer (QQQ) (Agilent 6460)
kapcsolodott.

A méréshez a mintdkat 1 V/V%-s ecetsav/UT vizes oldataval higitottuk.
Eluensként 40:60 aranyt acetonitrile:UT vizet (1% ecetsav) hasznaltunk. A mérésekhez
5 pl mintat injektaltunk a kolonnéra és 0.3 mL/perc eluélési sebességet hasznaltunk.

A tripla kvadrupdl tomegspektrométerben a normal MS és tandem MS
mérésekhez Jet Stream elektroporlasztasos ionforrast hasznaltunk pozitiv ionmédban. A
kapillaris fesziiltséget 1950 V-ra mig a kapillaris homérséklet 300 °C-ra allitottuk.
Porlaszto, kopeny és 1itk6zé gazként nitrogén hasznéltunk. A beallitasi paraméterek a
kovetkezéek voltak: gz aramléasi sebesség 10 min™, porlaszté gaz aramlas 45 psi,
képeny gaz dramlasa 11 min™, hémérskélete 250 °C, fragmentor fesziiltség 135 V. Az
MS méréseket 50-500 Da m/z tartomanyban végeztik. A mérésekhez és a
kiértékeléshez Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis szoftvert (verziészam:
B.02.01) hasznaltunk.

3.6 PSI-DA és PSI-DA-AE alapu nanoszalas rendszerek készitése és vizsgalata

3.6.1 Nanoszalas rendszerek készitése elektrosztatikus szalhuzas

(electrospinning) segitségével

Elektrosztatikus szalhtizashoz egy altalunk Osszeallitott késziiléket hasznaltam,
mely a 12. abran lathato.

A dopaminnal modositott polimerek elektromos szalhuzasanak a koriilményeit
az Isztambuli Miiszaki Egyetemen Prof. Sezai A. Sarac témavezetése alatt dolgoztam ki.
A polimer oldatot egy milanyag 2 mL Ossztérfogatu fecskenddbe toltottem, amelyet egy
G10-es tompa tlivel lattam el. Ezutan a fecskend6t egy fecskenddpumpara (KD
Scientific, KDS100) helyeztem, rogzitettem, majd a pozitiv elektrodot a tithéz, mig a
foldet a fémgyijté laphoz csatlakoztattam. A szalhuzas soran hasznalt fesziiltséget egy
GENVOLT 73030P egyenaramu tapegység biztositotta. A szalhuzas soran hasznalt

paraméterek €s a 3. tdblazatban lathatoak.
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Fecskendd ﬂ \:

Tapegység Foldelt fém gytjtolap
12. abra: Elektrosztatikus szalhiizdashoz hasznalt késziilék dsszeadllitasa.
Amint az megfigyelhetd a 3. tablazatban a GF=1 és 4-s minta esetén tobbféle

paramétert hasznéaltam. A szalak fizikai megjelenésében ¢és atmérdjében 1évo

kiilonbséget a késobbi fejezetek soran fogom ismertetni.

3. tablazat: PSI-DA és PSI-DA-AE polimerek elektromos szalhuzasa sordan alkalmazott

paraméterek
_ ) Aramlasi
Minta Oldoszer ¢ (polimer) U Tavolsag | Paratartalom
sebesség
neve (térfogat arany) (VIV%) (kV) (cm) (%)
(ml/h)
DMF-ETOH 1-1 40 14 0,3 15 20
GF=1 DMF-ETOH-
35 14 0,3 15 20
THF 2-1-1
DMF 35 15 0,4 15 20
CF=4 I DMF-THF 41 35 15 | 04 15 20
DA-AE
1 Viz 50 13 0.3 15 20

3.6.2 Elektrosztatikus szalhuzassal készitett szalak vizsgalata pasztazé
elektronmikroszkoppal (SEM)

A szélak mikroszkopos jellemzéséhez és atmérdjének meghatarozasdhoz egy
Quanta 400F pasztazé elektronmikroszkopot hasznaltam kiilonb6zé nagyitasban
(Isztambuli Miiszaki Egyetem, Isztambul, Torokorszag). 2-20 kV kozotti gyorsitd
fesziiltséget alkalmaztam a képek felvételéhez és a jobb kontraszt érdekében a mintak

feliiletén arany bevonatot hoztam létre egy MCM-100 Model fémion szord berendezés
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segitségével. A szalak atlagos atmérdjének meghatarozasat 100 szal mérésébol

végeztem az Imagel képanalizald program segitségével [115].

3.6.3 Elektrosztatikus szalhuzassal készitett szalak vizsgalata Atomeré
mikroszkopiaval (AFM)

A polimer szalak feliiletének vizsgalatahoz Cypher atomieréd mikroszkopot
(Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) hasznaltunk IgorPro 6 (Wavemetrics,
Lake Oswego, OR) szoftverrel. A vizsgéalatokhoz a szalakat ragasztoval rogzitetiik egy
targylemez feliiletére, hogy az AFM tlije ne mozditsa el Oket a vizsgalat kozben. A
szalakat levegdn mértilk oszcillacios modban 0,2-1 Hz-s pasztazd frekvencian,

0,3-0,5 kV célértékkel. A mérések soran 3x3 pmz-s terileteket mértink.

3.6.4 Elektrosztatikus szalhuzassal Kkészitett szalak vizsgalata két foton

mikroszkopiaval

A szélak vizsgalatat Femtonics két foton mikroszkoppal (Femto2D, Femtonics,
Hungary) végeztem. A poli(aszparaginsav) autofloureszcencidjdnak koszonhetden a
szalak vizsgalatdhoz nem volt sziikség semmilyen flouroaktiv jel6l6 hasznalatdhoz. A
szalak gerjesztéséhez MaiTai DeepSee lézert (Spectra Physics, USA) hasznaltam
800 nm-n. A felvételek rogzitéséhez 10X nagyitasu objektivet, és MES4.4v programot
hasznaltam. A felvételek kontrasztjdnak ¢és fényességének beallitdsdhoz Imagel

programot hasznaltam [115].

3.6.5 Elektrosztatikus szalhtzassal készitett szalas rendszerek oldhatésag
kinetikajanak meghatarozasa PBS-ben
A PSI-DA GF=1 ¢és GF=4 szalak oldhat6sag kinetik4jat hasonlo eljarassal
végeztem, mint a por mintdk esetében. A mérés soran 50 mg széalas polimer
konjugatumot helyeztem 10 mL PBS-be és kevertetés mellett mértem az oldat
abszorbanciajat 280 nm-n kiilonb6zé idokozonként 2 napon at Agilent 8453 UV-VIS

crcr

abran lathato kalibracios egyenes egyenletét hasznaltam.
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3.6.6 A Kkonjugatumok membran permeabilitasanak jellemzése Parallel

Mesterséges Membran Permeabilitasi (PAMPA) médszerrel

A vizsgalatokhoz 96 lyuku donor mikrotiter lemezt (EMD Millipore, USA) ¢és
egy bele illeszkedd 96 lyuku poli(vinilidén-difluorid) membrant (0,45 um, EMD
Millipore, USA) tartalmazo akceptor lemezt hasznaltunk. A donor oldalra 0,5 mg szalas
polimer konjugatum lapokat helyeztiink majd 330 uL 1 g/mL natrium-dodecil-szulfat
dopamin-hidrokloridot illetve tires NaDS/PBS oldatot hasznaltunk. Ezutdn a donor
lemezre helyeztiik a membrannal ellatott akceptor lemezt, amelybe el6zdleg 5 pL
20 m/m%-s Izolecitin/dodekan elegyét pipettaztuk, amely a mesterséges membran
szerepét latja el a kisérletek soran. Ezutan a donor oldalra 150 pL 1 g/mL NaDS/PBS
oldatot pipettaztunk majd a rendszert 4, illetve 28 orara allni hagytuk fénytol elzarva
szobahdmérsékleten. 4 ¢€s 28 ora elteltével mértiikk az oldat abszorbancidjat a donor,
illetve az akceptor oldalon egyarant, NanoDrop 2000 UV-VIS spektrofotméterrel
(Thermofischer, USA).

3.6.7 Polimer konjugatumok és szalas mintak citotoxicitasanak vizsgalata human

eredetii periodontalis ligamentum (PDL) éssejtekkel

A citotoxicitas vizsgalatok sordn két kiilonb6zd mérési sorozatot végeztiink a
Semmelweis Egyetem Oralbioldgia tanszékével egyiittmitkodésben. Az elsé vizsgalat
soran mértiik kiilonb6z6 dopamin és konjugatum koncentracio esetén az €letképes sejtek
mennyiségét WST-1 reagens segitségével, mig a mdasodik mérésnél vizsgaltuk a
kiilonbozd szalas konjugatumok kozotti kiilonbséget egy adott koncentracio mellett. Az
elsé vizsgalatban a dopamin és a PSI-DA-AE 1:2 mintdra kotott dopamin

crer

sejtek kinyerésétdl a kovetkezd fejezetekben ismertetem.

3.6.7.1 PDL éssejtek passzalasa

A sejtek impaktalt human felndtt bolcsességfogakbdl torténd izolaldsa utan
fagyasztasra keriiltek. Az elsd kisérletsorozathoz két kiilonb6zd péaciensbdl szarmazo
PDL 6ssejteket olvasztottunk fel, azokat egyenként 2 db T75-s flaskaba iiltettiik ki majd
egy hétig felszaporitottuk 6ket inkubatorban (Orange Scientific, Belgium) szabvany
koriilmények kozott (37 °C, 5% CO,, 100% paratartalom) 3 naponta tapoldatot cserélve.
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A kisérletekhez a-MEM tapoldatot hasznaltunk, amely 10 % fetalis marha szérumot,
2mM L-glutamint, 100 egység/mL penicilint és 100 mg/mL sztreptomicint is
tartalmazott. A passzalashoz a sejteket 1:5 aranya 0,05%-s Tripszin/EDTA oldattal

tavolitottuk el a tenyészt6 edény aljarol.

3.6.7.2 Sejtek életképességének vizsgalata [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium] WST-1 reagens segitségével

A vizsgalatokhoz 10000 sejt/cm?® sejtstirliséggel dolgoztunk minden egyes
kisérleti lyukban egy 96 lyuku mikrotiter lemezen. A sejtek kiiiltetése utdn 1 nappal
mértiik az életképes sejtek mennyiségét WST-1 reagens segitségével. Ehhez a tapoldatot
lepipettaztuk a sejtekrdl, majd 100 pL 1:20-as higitast WST-1/PBS oldatot pipettaztunk
a lyukakba. Ezutdn a reagens lemezeket 2 6ran keresztiil inkubaltuk és mértiik a mintak
abszorbanciajat 450 nm-n egy BIO-RAD 3550 (Bio-rad Laboratories, Japan) mikrotiter
lemezolvas6 segitségével. A mérést a kiilonbozdé paciensekbdl szarmazd sejteknél 5
parhuzamossal végeztiik és hattérként az ugyanabban a mérésben 655 nm-nél mért
dopamin-hidroklorid, illetve PSI-DA-AE 1:2 tapoldatban késziilt oldatait, majd 1 és 3
nap elteltével mértiik az ¢letképes sejtek mennyiségét az elézdekben ismertetett
modszer szerint.

Az elektrosztatikus szalképzéssel eldallitott mintak esetében hasonldéan 10000
sejt/cm? sejtsiirtiséggel dolgoztunk. A sejteket kor alakii mikroszkop fedélemezre
iiltettiik ki. Ezutan a sejtekre a-MEM téapoldatot pipettaztunk, majd hozzdadtuk az eldre
elkészitett és C10,-vel sterilizalt mintakat. A sejtek életképességét 1 és 3 nap elteltével

mértilk WST-1 reagens segitségével az elobb ismertetett modon.

s rer

crer

vizsgaltuk. Ehhez egy Nikon Eclipse TS100 inverz fazis kontraszt mikroszkopot
(Nikon, Japan) hasznaltunk. A felvételeket 10X nagyitdsu objektivvel, egy
nagyfelbontasu CCD kamera (COHU, USA) és Scion program segitségével rogzitettiik.

3.6.7.4 Sejtek elokészitése két foton mikroszkopias vizsgalatokhoz

A kétfoton mikroszkopias vizsgalathoz Vybrant DiD festékkel még a kiiiltetés
elott megfestett sejteket hasznaltunk. A PDL Gssejteket egy kor alaki mikroszkop
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feddlemezre tltettilk ki, majd hozzaadtuk az elézdleg elkészitett €s sterilizalt szélas
konjugatumokat. 3 nap elteltével a mintdkat lepipettaztuk és a sejteket 4%-S
paraformaldehid oldattal fixaltuk a fedélemezek feliilletén. A mikroszkdpias

vizsgalatokhoz a 3.6.4 fejezetben ismertetett mikroszkopot és beallitasokat hasznaltam.

3.7 Poli(szukcinimid) és poli(aszparaginsav) alapu gélek szintézise

Mivel a PSI konnyen reakcioba vihetd primer amin csoportot tartalmazo
vegyliletekkel, igy kettd- vagy tobbfunkcios aminokkal keresztkotéseket hozhatunk 1étre
a polimer molekuldk kozott géleket szintetizdlva. A gélek szintézise soran kétféle
keresztkotd molekulat, cisztamin-hidrokloridot (CYS) illetve diaminobutant (DAB)
hasznaltam kiilonb6z6 mennyiségben. Gélek szintézis¢hez mind a moddositatlan mind

pedig a modositott polimereket egyarant hasznaltam.

3.7.1 Kiilonbo6z6 keresztkotot tartalmazé PSI gélek eléallitasa

A gélek szintéziséhez a PSI 25m/m%-0s oldatat kiilonb6z6 mennyiségli és
Osszetételi keresztkotd molekula DMSO-s oldataval kevertem 0Ossze. Cisztamin
keresztkotot tartalmazd gélek esetében a reakcid elegyhez DBA-t adtam a
cisztamin-hidrokloridb6l ~ szarmazé hidroklorid megkotéséhez. 1 gramm  gél

szintézisé¢hez hasznalt reakcioelegyek pontos Osszetétele a 4. tablazatban talalhato.

4. tablazat: PSI gélek eloallitasahoz hasznalt elegyek osszetétele

Minta neve 25m/m% PSl oldat | DAB | CYS.2HCI DBA DMSO
(mg) (nb) (mg) (ub) (nb)

PSI-DABy, 600 7,73 - - 357,5
PSI-DAB, 600 3,87 - - 360
PSI-CYSy 600 - 17,4 26,1 329,6
PSI-CYS, 600 - 8,7 13,1 346,6
PSI-CYS,-DABy 600 7,73 17,4 26,1 323,4
PSI-CYS4-DABy 600 3,87 8,7 13,1 343,5
PSI-CY Sgy-DABg, 600 1,94 4,35 6,55 353,5

A keverékeket ezutan kiilonboz6 alaka keretbe Ontdttem, igy a tovabbi
kisérleteknek megfeleld alaku gélt allitottam eld, és 1 napig hagytam gélesedni. A
szintézisek soran eldallitottam csak DAB-al, CYS-al illetve DAB-al és CYS-al 1/1
aranyban vegyesen keresztkotott géleket egyarant (4. tablazat). A géleket minden

37




DOI:10.14753/SE.2019.2213

esetben 15m/m%-s kezdeti polimer koncentracioval illetve 10-es, 20-as és 40-s kezdeti
térhalositasi  fokkal (TF: monomerek ¢és keresztkotdé molekuldk molaranya)
szintetizaltam. A keresztkotési reakciok a 13. abran lathatoak.

1 nap gélesedés utan a kész géleket DMSO-ba helyeztem, hogy az elreagalatlan
molekulakat kimossam, illetve a gél felvegye az egyensulyi térfogatat. A mintakat ezt

kovetden kilonbozo kezeléseknek vetettem ala a tovabbi kisérletek el6készitéséhez.

Poli(szukciimid) (PSI)

Cisztamun (CYS)

M~ I
PSI-DAB PSI-CYS PSI-CYS-DAB
13. abra: PSI gélek eloallitasi reakcioi kiilonbozo keresztkotovel.

3.7.2 RGD tartalmu PSI gélek szintézise

Az RGD tartalmu gélek szintéziséhez a 3.3.2 fejezetben leirt, RGD-vel
modositott polimerek reakcid elegyeit hasznaltam fel, keresztkotoként DAB és CYS 1/1
molaranya keverékét alkalmaztam. A 2. tablazatban talalhatéo reakcioelegyeket (B
oldat), a polimer kinyerése nélkiil 6sszekevertem a DAB és CYS DMSO-s oldataval és
DBA-t adtam az elegyhez a CYS-ben talalhaté hidroklorid megkétéséhez. Ezutan a
keverékeket 0,75 mm vastag keretbe toltottem és hagytam 1 napig gélesedni. A

gélesedési reakcio altalanos egyenlete a 14. abran lathato.
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14. dbra: PSI-RGDx-CYSyo-DAByg gélek szintézisének dltalanos egyenlete.

A szintetizalt gélekben az RGD mennyisége a 3.3.2 fejezetben leirtak alapjan
valtozott, vagyis minden 300., 500., 1000., 5000. és 10000. monomer tartalmazott RGD

oldallancot. A gélek pontos Osszetétele az 5. tablazatban talalhato.

5. tablazat: PSI-RGDx-CY Syo-DABy gélek pontos osszetétele a gélesedés sordan

PSI-RGD3p9 | PSI-RGDsp PSI-RGDygq9 | PSI-RGDsggg PSI-RGD1gg00
B oldat (mg) 12565 | 10905 965,8 865,2 852,6
CYS2HCI(mg) | 24,4 24.4 24.4 24.4 24.4
DAB (uL) 10,9 10,9 10,9 10,9 10,9
DBA (uL) 36,6 36,6 36,6 36,6 36,6
DMSO (mg) 98 251 377 474 486

A kiilonbozé RGD tartalmi gélek ugyanolyan TF-el rendelkeztek, amely
Osszetétel megfelel a 4. tablazat 5. soranak (kiemelt sor). Az 1 napos gélesedés utan a
gélfilmeket DMSO-ba helyeztem, hogy eltdvolitsam az el nem reagélt molekuldkat és a

g¢él felvegye az egyenstlyi térfogatat.

3.7.3 Kiilonb6z6 mennyiségben tiol csoport oldallancot tartalmazé PSI gélek

szintézise

A kiilonb6z6 mennyiségben tiol csoportot tartalmazd gélek szintézisénél eldszor
kiilonb6z6 mennyiségii ciszteamint (CYSE) és a DAB-t feloldottam DMSO-ban majd
Osszekevertem a PSI 25m/m%-s DMSO-s oldataval. A keverékeket ezutan kiilonb6z6
formdju keretekbe toltottem a késObbi felhasznaldsnak megfelelden majd hagytam 1
napig gélesedni. 1 nap utan a géleket DMSO-ba helyeztem, hogy eltavolitsam az el nem
reagalt molekuldkat és a gélek felvegyék az egyensulyi duzzadasfokot. A gélek

szintézisének altalanos reakcidegyenlete a 15. abran lathato.
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15. dbra: Kiilonbozé mennyiségben tiol csoportot tartalmazo gélek szintézise.

Amint az a 16. abran is megfigyelhetd, a gélek szintézise soran a CYSE-ben
talalhat6 tiol csoportok egy része oxidalodik, és diszulfid hidak jonnek létre. Azért,
hogy a diszulfid hidakat redukaljam tiol csoportokka ditiotreitol (DTT) oldatat
alkalmaztam (lasd 3.7.6 fejezet). A kiilonboz6 gélek szintézisénél a DAB mennyisége
allando volt, igy a permanens TF minden minta esetben 20-nak ado6dott, ami a 4.
tablazat 1. sordnak megfeleld Osszetétel. Emellett a CYSE mennyiségét Ugy
valtoztattam, hogy minden 2., 5., 10., 20., 40., és 80. monomer legyen moddositva
CYSE-vel. A kiilonboz6 tiol csoportot tartalmazo gélek pontos Osszetétele 1 gramm gél

szintézise esetén a 6. tdblazatban lathato.

6. tablazat: PSI-CYSEx-DABy gélek szintéziséhez hasznalt elgyek dsszetétele

Minta neve | 25m/m%-s PSl oldat (mg) | DAB (uL) | CYSE (mg) | DMSO (uL)
CYSE,-DABy, 600 7,73 60 303
CYSEs-DABy 600 7,73 24 335
CYSE-DABy 600 7,73 12 346
CYSE-DABy 600 7,73 6 352
CYSE4-DABy, 600 7,73 3 355
CYSEg-DAB 600 7,73 1,5 356

3.7.4 Dopamint tartalmazoé PSI gélek szintézise

Kiilonb6z6 mennyiségben dopamint tartalmazo géleket a 3.3.1 fejezetben
bemutatott 10-es, 15-s és 20-s graftolasi foka PSI-DA konjugatumokbol allitottam el6.
A PSI-DA konjugatumokbol DMSO-ban eldszér 25m/m%-s oldatot készitettem majd az
oldatot Osszekevertem a CYS-t és DAB-t tartalmazd keresztkotok oldataval. A
keverékhez DBA-t adtam a CYS-b6l szarmazd hidroklorid megkotéséhez. A
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keresztkotok mennyisége mindegyik dopamin tartalma gél esetében ugyanannyi volt és
megegyezett a 4. tablazat 6. sordban talalhaté mennyiségekkel (PSI-DAx-CY Syo-
DABy). A keverékeket ezutan 0,75 mm vastag filmontd keretbe toltottem, majd 1 napig
hagytam gélesedni. A gélesedés utdn a kész géleket DMSO-ba helyeztem, hogy
eltavolitsam az elreagalatlan molekulakat és a gélek felvegyék az egyensulyi

duzzadasfokot. A gélek szintézisének egyenlete a 16. abran lathato.

e S
=
5

\ \ s MNL
/ ) ~ NH

VA DMSO ‘ I' Cr i1 =
a Rrae
HO on ! k m K™

PSI-DA-CY S14-DAB,
16. dbra: PSI-DAx-CYSy0-DABy gélek eléallitasanak altalanos egyenlete.

3.7.5 Gélek hidrolizise: Poli(aszparaginsav) alapu gélek eloallitasa

Mivel a poli(szukcinimid)-ben talalhaté imid gylrik konnyedén reakcidoba
lépnek  nukleofil  4agensekkel, ezért lugos  kozegben  elhidrolizalhatoak
poli(aszparaginsav)-a. A gélek esetében ez hasonloan lejatszodik, igy a PSI gélek lugos
hidrolizisével PASP alapu géleket allithatunk el6 [107-109]. A PASP gélek
szintéziséhez a DMSO-ban duzzasztott géleket ltgos imidazol pufferbe (pH=S,
€=250 mM) helyeztem majd a puffert kovetkez6 3 napban naponta cseréltem, hogy a
gélben a hidrolizis teljesen végbemenjen. Ezen a pH-n a keresztkotések stabilak, az
amid kotések hidrolizise nem jatszodik le. PASP gélek esetében a tovabbiakban az
elnevezésiikben a PSI helyett a PASP kifejezést fogom hasznalni igy példaul a
PSI-DAB; elnevezése PASP-DAByy-ra valtozik. A PSI gélek hidrolizisének altalanos

egyenlete a 17. abran lathato.
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17. abra: PSI gélek hidrolizisének altalanos egyenlete.

3.7.6 Diszulfid hidak redukcidja: Tiol oldallinc kialakitisa a PASP gélekben

A gélekben talalhato diszulfid hidak reduktiv kdrnyezetben tiol csoportokka
alakithatéak. Ehhez hasznalhatunk példaul 1,4-ditiotreitolt (DTT) mivel a DTT
redoxpotencialja -950 mV mig a CYS-CYSE rendszernek -230 mV, igy a DTT képes

redukalni a gélekben taldlhaté diszuflid hidakat mikdzben intramolekularis diszulfid

hidakat képez [116]. A tiol csoportok kialakitasahoz a géleket pH=8-as imidazol

pufferben késziilt 0,1 M-s DTT oldatba meritettem, amit 1 nap utdn lecseréltem az

Osszes diszulfid hid felnyitasdhoz. A gélekben a diszulfid-tiol atalakulds egyenlete a 18.

abran lathato.
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18. dbra: Diszulfid hidak felnyitisa DTT-vel a vegyesen keresztkotott PASP gélekben.
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3.8 PASP alapu gélek vizsgalata

3.8.1 PASP gélek mechanikai tulajdonsigainak jellemzése

A gélek mechanikai tulajdonsagainak jellemzéséhez 1 cm atmérdjii és 1 cm
magas PSI alapt gél hengereket készitettem. Ezutan az eléz6 fejezetekben leirt
eljarasokkal PASP alapu géleket allitottam eld, valamint elvégeztem a diszulfid hidak
felnyitasat is a PASP-CYSy-DABy, illetve PASP-CYS4-DAB4y mintak esetében.
Ezutan a géleket PBS-ben duzzasztottam majd meghataroztam a geometriai
paramétereiket egy tolomérd segitéségével (atmérd és magassag) valamint mértem az
egyensulyi tomegiiket. A gélek rugalmassagi moduluszat Instron 5942 (Inteszt kft.,
Magyarorszag) késziilékkel mértem, egyiranyG Osszenyomassal, 1 mm/min
Osszenyomasi sebességgel, 25 °C-n, 3 N vagy 2 mm maximalis Osszenyomasig. A
mérés soran a nyomoerdt (F) detektaljuk a deformacio fliggvényében (Ah). A
nyomoéerébdl szamithatjuk a nominalis fesziiltséget (on) 2. egyenlet alapjan:

c S )

16k

,ahol dp a gél henger kezdeti atmérdjét jelenti.

A deformaciobdl szamithatjuk a deformacié aranyt (A) az alabbi egyenlet
alapjan:

p=1.20 ®)
hq

,ahol hy a gél kezdeti magassagat, Ah pedig a deformacié mértékét jelenti és
abban az esetben igaz, ha Ah=h-h.

Ezutan a 4. egyenlet alapjan A2 fliggvényében abrdzolva a on-t az egyenes
meredekségébdl meghatarozhatjuk a rugalmassagi moduluszt (G) a Neo-Hooke
torvénnyel:

oy =-G*D=-G*(1-1?) )

A rugalmassagi modulusz ismeretében a Neo-Hooke térvény segitségével

meghatarozhatjuk a gél egységnyi szaraz térfogatban 1évé halopontok mennyiségét (v'):
G =RTAVq, °¢ ®)
,ahol T a homérséklet, R az egyetemes gazallandd melynek értéke

8,314 kJ/mol*K. ,,A” egy modell paraméter, amely a Flory elmélet szerint 1, mig a
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James-Guth és Staverman elmélet szerint 1/2 [57, 117, 118], ® a polimer térfogati tortje
a gélben, (o pedig az un. memoria faktor. A @ a gélben 1évd polimer térfogati tortje,
amely a gél térfogat szerinti egyensulyi duzzadasfokéanak a reciprokaként szdmolhat6 ki.
A gél térfogat szerinti duzzadasfoka (Dy) a duzzadt gél térfogatanak és a szaraz gél
térfogatanak aranyabol. Ennek meghatarozasahoz mértem a gélek duzzadt tomegét a
rugalmassagi modulusz mérés eldtt, majd a mérés utan kiszaritottam a mintakat és ismét
mértem a tomegiiket. Ebbdl kiszdmithaté a tdmeg szerinti duzzadasfok, amelyet ha
megszorzunk a duzzadt és szaraz gél striiségének aranyaval megkapjuk a térfogat
szerinti duzzadasfokot. Ezen adatok ismeretében mar meghatarozhaté a v_, amely a gél

duzzadasfokatol fliggetlen mechanikai tulajdonséagra jellemz6 mennyiség.

3.8.2 Kiilonb6z6 keresztkoté molekulat tartalmazé PASP gélek degradacios
vizsgalata

A kiilonb6z6é keresztkotot tartalmazo PASP gélek (3.7.1 fejezet) degradacios
vizsgalatat két kiilon kisérletben végeztem. Az egyik kisérletben vizsgéltam a gélek
stabilitasat a késébbi sejttenyésztési kisérletekhez hasznalt tapoldatban (a-MEM) a
masik esetben pedig a sejttenyésztés soran hasznalt illetve a sejtek altal termelt enzimek
(Diszpaz 11, Kollagenaz I illetve Tripszin-EDTA) jelenlétében.

Az els6 kisérletsorozatban 0,75 mm vastag PASP-CYSy illetve
PASP-CYS4-DABy filmeket készitettem, majd PBS-ben duzzasztottam. Ezutan 3 cm
sugaru gélkorongokat vagtam ki a filmekbdl, mértem a tomegiiket majd a kiilonb6z6
enzimek PBS-s oldataba (0.05 % Tripszin-EDTA, 3 mg/mL Kollagenaz I és 4 mg/mL
diszpaz II) meritettem Oket. Emellett 2 gélkorongot negativ kontrollként PBS-ben
tartottam a mérés teljes idejére. Ezutan a kovetkez 42 napban kiilonbdzé napokon
mértem a gélek tomegét egy analitikai mérleggel (Sartorius, Németorszag). A mintadkon
a 3., 10. és 24. napon cseréltem az enzim oldatokat. A méréseket 6 parhuzamos
mintaval végeztem.

A masodik kisérletsorozatban a vizsgéalatokhoz a 3.8.1 fejezetben leirt mdédon
gélhengereket készitettem, majd elhidrolizaltam és a DTT-vel kezeltem. Ezutin a
gélhengereknek mértem a geometriai paramétereit, tOmegét valamint rugalmassagi
moduluszat. Ezutan nagy mennyiségli a-MEM tapoldatba helyeztem a mintakat, majd
37 °C-n termosztaltam a mintakat. A kdvetkezd 17 napban kiilonb6z6 napokon szintén

meghatdroztam a mintdk geometriai paramétereit, tomegét és rugalmassagi moduluszat.
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A kisérlet soran a 3. és 10. napon cseréltem a géleken a tiapoldatot, ami hasonlo
gyakorisag, mint sejttenyésztés esetében. A 17. nap utan azokat a géleket, amelyek nem
degradalodtak jelentds mértékben kiszaritottam majd mértem a szdraz tdmegét. Ebbdl
meghataroztam a kiilonb6zo napokon a gélek tomeg szerinti duzzadasfokat illetve ezen
adatok ¢és a rugalmassagi modulusz ismeretében kiszamoltam a v’ értékét. A méréseket

3 parhuzamos mintaval végeztem.

3.8.3 Kiilonb6z6 mennyiségben tiol csoportot tartalmaz6 gélek vizsgalata FTIR-
RAMAN és kétfoton mikroszkopiaval

A kiilonb6z6 mennyiségben tiol oldallancot tartalmazé gélek esetében vizsgaltuk
a széaraz gélek kémiai szerkezetét, illetve struktirdjat FTIR-RAMAN ¢és két foton
mikroszkopia segitségével. Ehhez a DTT-vel kezelt PASP gélkorongokat UT vizzel
mostam 1 hétig tgy, hogy az UT vizet minden nap cseréltem a mintakon. Ezutan
45 °C-on szaritottuk, majd a szdraz géleket egy mozsar segitségével felapritottuk. A
mérést a Lille-i egyetemen Professzor Abdenacer Idrissi segitségével végeztik egy
Bruker 100/S FT-RAMAN (BRUKER, USA) késziilékkel, amely egy folyékony
nitrogénnel 77 K-re hiitétt GE-didda detektorral volt ellatva. A mintdk gerjesztéséhez
egy YAG-ND lézert (1064 nm 500 W) hasznaltunk 120 mW teljesitménnyel. A mintak
mérése elott a lézersugarat a mintatartora fokuszalva felvettiik levegdn a hatteret.
Ezutan a mintdkat a mintatartoba helyeztiik és felvettiik a mintdk RAMAN spektrumait
4 cm™ felbontassal, 200-4000 cm™ hullamszam kozott, OPUS 5.5 szoftver segitségével.
A megfeleld jel/zaj arany eléréséhez 1000 parhuzamos mérést végeztiink. A két foton
mikroszkopias mérésekhez a géleket fagyasztva szaritottam, majd a 3.6.4 fejezetben

bemutatott két foton mikroszkopot hasznaltam ugyanolyan beallitasokkal.

3.8.4 Tiol csoport mennyiségének meghatirozasa Ellman reagens segitségével

A gélekben taldlhatdo szabad tiol csoportok mennyiségét Ellman reagens
(5,5'-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB) (Thermo Scientific) segitségével
végeztiik. Ehhez el0szor L-cisztein segitségével kalibraciot készitettiink 0-1,5 mmol/L
koncentraci6 tartomanyban a gyartd altal megadott protokoll szerint [119]. A

kalibracios egyenes a 19. abran lathato.
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19. dbra: A gélekben taldalhato tiol csoport mennyiségi meghatarozasdahoz hasznalt
kalibracios egyenes.

A tiol csoport mennyiségének a meghatarozasahoz 10 mg szaritott gél mintat
helyeztiink 2,5 mL reakcié pufferbe, majd 50 pL Ellman reagens oldatot (4 mg
DTNB/mL reakcié puffer) adtunk a mintakhoz. Ezutan a mintakat 4 éran keresztil allni
hagytuk majd mértik az abszorbancidjukat 415 nm-n Agilent 8453 UV-VIS
spektrofotométer segitségével. A gélekben talalhatd tiol csoportok anyagmennyiségét a
19. abran talalhatoé kalibracido egyenes egyenletébdl hataroztuk meg 3 parhuzamos

mérésbol.
3.9 MG-63 oszteoblaszt-tipusi és PDL éssejtek tenyésztése PASP alapu géleken

3.9.1 Sejtek életképességének vizsgalata PASP alapu géleken

A sejtek életképességének vizsgalatdhoz 6 mm atmérdji 1 cm vastag
gélkorongokat hasznaltunk, mind az MG-63, mind pedig a PDL dssejtek esetében. A
gélkorongokat el6szor PBS-el kezeltiik 1 hétig, majd pedig a sejttenyésztéshez hasznalt
tapoldatba helyeztilk 1 orara, amelyet 30 perc utan cseréltiink. Ezutin a géleket
feliiletkezelt, alacsony sejtmegkotd képességli 96 lyukt mikrotiter lemezbe (Sigma
Aldrich, Magyarorszag) helyeztiikk és 1 oran at UV fénnyel kezeltik a bakteridlis
fert6zések elkeriilése végett. A sterilizalas utan minden gél felszinére 20000 MG-63
vagy PDL 0ssejtet pipettaztunk 200 uL a-MEM tapoldatban felszuszpendaltatva. MG-
63 sejtek esetében a kiiiltetéstdl szdmitott 1., 3. illetve 6. napon, mig PDL &ssejtek
esetében az 1., 3., 7. és 14. napon mértiik az életképes sejtek mennyiségét WST-1
reagens segitségével. A méréshez eldszor lemostuk a géleket PBS-el, hogy a le nem

tapadt sejteket eltavolitsuk, majd 100 pL 1:20-as higitasai WST-1/PBS reagens
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pipettaztunk a mintakra, és 4 oran at 37 °C-n inkubaltuk 6ket. Ezutan 90uL-t minden
mintardl atpipettaztunk egy 96 lyukt mikrotiter lemezbe és mértilk az abszorbanciat
450nm-n egy BIO-RAD 3550 (Bio-rad Laboratories, Japan) mikrotiter lemezolvaso
segitségével. Referenciaként a 655 nm-en mért abszorbanciat hasznaltuk. A kisérleteket
minden esetben 5 parhuzamossal végeztik, PDL &ssejtek esetében kiilonb6z6
paciensbdl kinyert sejtekkel egyarant. Hattérként sejtek nélkiili hidrogéleket
hasznaltunk. A mérések lebonyolitasanak sematikus abraja a 20. abra bal oldalan

lathato.
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20. abra: A sejtes kisérletek soran végrehajtott kvantitativ és kvalitativ mérések
sematikus dbrdja.

A bumniis maien

3.9.2 Sejtek morfolégidjanak vizsgalata fazis kontraszt mikroszkop segitségével

crer

gélek felszinére 400 uL szuszpenzidban. A sejtek vizsgalatat azonos napokon végeztiik
mint az életképességi vizsgalatokat. A sejtek morfologiajanak vizsgalatahoz Nikon
Eclipse TS100 (Nikon, Japan) hasznaltunk 10X-s nagyitast objektivvel. A felvételeket
nagy felbontast CCD kameraval (COHU, USA) a SCION image szoftver segitségével

készitettiik.

3.9.3 Sejtek eloszlasanak és morfolégiajanak vizsgalata két foton mikroszkop
segitségével
A két foton mikroszkopids vizsgalatokhoz 10 mm atmérdjli géleket hasznaltunk,
amelyeket a 3.9.1 fejezetben leirtak szerint készitettiink eld. A géleket ezutan 24 lyuku
mikrotiter lemezbe helyeztik és 80000 Vybrant DiD festékkel megfestett sejtet
tiltettiink ki a feliiletiikkre 800 puL szuszpenzidban. A méréseket ugyanazokon a napokon
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végeztiik mint az ¢letképességi €és a faziskontraszt vizsgalatokat. A sejtek vizsgalatdhoz
a géleket el6szor PBS-el mostuk, majd 4 %-s paraformaldehid oldattal 2 6raig fixaltuk a
sejteket. A vizsgalatokig a géleket PBS alatt 4 °C-n taroltuk. A vizsgalatokhoz a 3.6.4
fejezetben leirt mikroszkopot €és beallitasokat hasznaltuk. A mérések lebonyolitasanak

sematikus abraja a 20. abra jobb oldalan lathato.

3.9.4 Sejtek oszteogén iranyu differencialédasanak vizsgalata alkalikus foszfataz

(ALP) enzim aktivitas mérés segitségével

A sejtek differencialodasanak nyomon kovetéséhez ALP aktivitds mérést
végeztiink a kitiltetéstdl szamitott 3., 7. és 14. napon. A méréshez a mintdk egyik
csoportjanal a sejteket oszteogén differencialodast elésegité [120], a masik csoportnal
az el6zéekben emlitett standard tapoldattal kezeltiik a kiiiltetést kovetdéen. Ennek
segitségével megfigyelhettiik, hogy a gélek indukaljak-e a sejtek spontan csont iranya
differencialodasat. A méréshez a mintakat eldszor 2-amino-2-metil-1-propanol pufferel
(pH=10,5, c=50mM) kezeltiik, majd az alkalikus foszfataz aktivitds méréshez Alkaline
Phosphatase Yellow (pNPP) Liquid Substrate System-t hasznaltunk. A mérést a mar
korabban a Semmelweis Egyetem Oralbiologiai tanszékének munkatarsai altal publikalt

protokoll szerint végeztiik [120]. Hattérként sejt nélkiili gélkorongokat hasznaltunk.

3.9.5 Statisztikai Analizis

A szamtani atlagok az életképességi és az ALP mérések esetében legalabb 15-25
fliggetlen mérésbdl lettek szamitva. A statisztikai kiértékelést STATISTICA 10 szoftver
segitségével végeztiik melyben Kruskal-Wallis nem parametrikus ANOVA median
tesztet hasznaltunk. A mért adatok kozotti kiillonbséget szignifikansnak tekintettiik ha
p<0,05.

4  Eredmények

4.1 Dopaminnal modositott  poli(aszpartamid) alapu konjugatumok

alkalmazhatdésaganak vizsgalata a gyogyszerészetben

Vizsgéaltuk a konjugdtumok azon kémiai és fizikai tulajdonsdgait, amelyek
befolyasolhatjdk gyogyszerészeti alkalmazhatdsdgukat. Emellett megvizsgaltuk a
dopamin leszakadasanak 1doéfliggését, amely pontos leirdsahoz egy kinetikai modellt

dolgoztunk Ki.
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4.1.1 A PSI és a dopaminnal modositott PSI kémiai szerkezetének vizsgalata

A kémiai reakciok lejatszodasa utdn a pontos kémiai szerkezet
meghatarozasahoz FTIR-ATR ¢s 'H-NMR méréseket végeztiink. A szintézist kdvetden
a mintdk tisztitdson estek at és minden mérés esetében ezeket a tisztitott, por allagh
mintakat vizsgaltuk. Célunk volt a tényleges ¢és elméleti kémiai szerkezet

Osszehasonlitasa.

4111 FTIR-ATR mérések eredményei

A PSI, PSI-DA illetve PSI-DA-AE mintak FTIR spektruma a 21. abran lathato.
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21. dbra: PSI és PSI-DA konjugatumok (a és b abra) illetve PSI-DA-AE mintak
FTIR-ATR spektruma (c abra).

A 3270 cm™ hullamszamnal megjelend kiszélesedett cstcs a 21. a és ¢ abran a
szekunder illetve primer —OH csoport asszimetrikus megnyulasi rezgéséhez tartozik. A
modositatlan PSI spektrumén (sziirke spektrum) ez a cstics nem figyelhetd meg, mig a
tobbi spektrum esetében jol lathato, igy ez bizonyitékul szolgal a dopamin illetve az
aminoetanol oldallanc jelenlétére a polimeren. A cstcs intenzitasa a GF=4 minta
esetében kisebb, ami bizonyitja a kevesebb dopamin jelenlétét a polimeren. Az 1660
cm™ illetve 1540 cm™ hullamszamnal megjelend csucsok az amid csoportban 1év6
vC=0 ¢és vC-N csoport megnyulasi gerjesztéséhez tartoznak, amelyek szintén
bizonyitjak a sikeres modositast (21. b abra). Az imid csucsok jelenléte mindegyik
spektrumon (21. a és b abra) bizonyitja, hogy még a GF=1 minta esetében is maradt
modositatlan szukcinimid gytiri a polimeren. A PSI-DA-AE mintak spektrumanal
(21. c abra) ez a cstics nem figyelheté meg, igy ezeknél a polimereknél kijelenthetd,
hogy minden monomer modositva lett és 1ényegi kiilonbség nem Itahaté a polimerek

spektrumai kozott. A 2922 cm™ hullamszamnal megjelené vCH; asszimetrikus rezgési
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illetve 2851 cm™ hullamszamnal megjelend vCH, szimmetrikus rezgési cslicsa
bizonyitja az aminoetanol oldallanc jelenlétét a konjugatumokon (21.c abra). A

spektrumok jo egyezést mutatnak az irodalomban talalhato spektrumokkal [121, 122].

4.1.1.2 NMR mérések eredményei
A PSI, PSI-DA és a PSI-DA-AE minték *H-NMR spektruma a 22. abran lathato.

A PSI spektrumaban (22. abra) 5,3 ppm-nél megjelend csucs a szukcinimid
gylriiben talalhatdé metin csoport hidrogénjéhez tartozik. A szukcinimid metilén
csoportjaban 1évo két hidrogén 2,7 ppm-nél és 3,2 ppm-nél jelenik meg. A két hidrogén
csticsanak a szétvalasa a metilén csoport mellett 1évé metin csoport kiralis
szénatomjanak a kdvetkezménye.

A 22. b és ¢ 4bra a PSI-DA GF=1 illetve GF=4 polimerek *H-NMR spektrumai
lathatéak. A dopamin pirokatekol csoportjaban talalhaté —OH csoportok hidrogénjei
8,7 ppm-nél mig a benzil csoport hidrogénjei 6,4 és 6,57 ppm-nél jelennek meg a
spektrumokon.

A 0,85, 1,29 és 1,5 ppm-nél megjelend csiicsok a DBA-ban taldlhatd metilén és
metil csoportokhoz tartoznak. Ezek jelenléte kdvetkezhet abbol, hogy a DBA is képes
rakotni a polimerre, illetve abbol, hogy a polimer tisztitasa soran nem sikeriilt az 6ssze
DBA-t eltavolitani. A 4,49 ppm-nél megjelend cstics a felnyilt, modositott szukcinimid
gyliri (aszpartamid monomer) metin csoportjdhoz tartozik, mig a dopamin —CH;
csoportjaban talalhat6 hidrogén csticsa 2,84 ppm-nél lathato.

A PSI-DA-AE mintik 'H-NMR spektrumai a 22. d és e abran lathatoak. A
szukcinimid metin csoportjahoz tartozo csucs teljes eltlinése mindkét spektrumban
bizonyitja, hogy ezen mintdk esetében minden monomer moddositva lett. A dopamin
pirokatekol csoportjara jellemz6 csucsok (6,4, 6,57 és 8,22 ppm) bizonyitjak a dopamin
jelenlétét a mintdkban. A dopamin ¢és aminoetanol —CH; csoportjaban talalhato
hidrogének csucsai egyarant 2,84 ppm-nél lathatdak. A mért spektrumok nagy
hasonlésagot mutatnak az irodalomban talalhatokkal [121, 122].
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22. dbra: A PSI (a), PSI-DA GF=

Kémiai eltolodas (ppm)

1 (b), PSI-DA GF=4 (c), PSI-DA-AE I:1 (d) és a

PSI-DA-AE 1:2 polimerek *H-NMR spektruma.

A tényleges graftolasi fokot a 6,4 és 6,57 ppm-nél 1évé dopamin benzil

csoportjara jellemzo, illetve a 4,49 és 5,3 ppm-nél megjelené modositott és modositatlan

szukcinimidre jellemzé valamint a 0,85 ppm-nél megjelend DBA-ra jellemz6 csticsok

(amennyiben az a polimerre van kdtve) csucs alatti teriiletének aranyabol hataroztam

meg (7. tablazat).

7. tabldazat: A kiilonbéz6 monomerek ardnya az *"H-NMR spektrumok alapjan

Minta Szukcinimid (SI) | Aszpartamid (ASP) DA DBA

GF=1 1 7 6 1

GF=4 15 - 5 1
DA-AE 1:1 - 20 5 1
DA-AE 1:2 - 20 4 1
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A GF=1-s minta esetében lathaté hogy 8 monomerbdl 7 modosult ténylegesen,
mig 1 monomer modositatlan maradt. Ezen értékek a 4,55 ppm-nél (integral: 1) és 5,03
ppm-nél (integral: 0,15) talalhaté csucsok csucs alatti teriilete alapjan lettek szamolva.
A dopaminhoz és DBA-hoz tartozo cstucsok integraljai alapjan megallapithaté hogy a 7
modositott monomerbdl 6 tartalmaz dopamint, mig 1 tartalmazhat DBA oldallancot. Ez
alapjan ennek a mintanak a tényleges graftolasi foka dopaminra nézve 1,33. A GF=4-s
minta esetében megfigyelhetd, hogy a tényleges és elméleti graftolasi fok megegyezik.

A PSI-DA-AE mintdk esetében a dopamin tényleges mennyiségét a dopamin
benzil protonjaihoz és a modositott aszpartamid metin csoportjanak protonjaihoz tartozo
csticsok aranyabol hataroztuk meg. Ez alapjan a dopamin mennyisége pont a fele az
elméleti mennyiségnek. Az "H-NMR spektrumok eredményei jo egyezést mutatnak az
el6z6 fejezetben bemutatott FTIR-ATR spektrumokkal.

4.1.2 PSI-DA és PSI-DA-AE mintak fizikai paraméterei: oldhatosag, oldhatésag

kinetika, lipofilitas és termikus stabilitas

A konjugitumok oldhatosaga és lipofilitisa nagymértékben befolydsolja a
készitmények sorsat (pl.: felszivodas, kiiiriilés, hatdanyag felszabadulds) az emberi
szervezetben. A konjugatumok termikus stabilitdsa fontos paraméter a tovabbi

formulazasuk soran.

4.1.2.1 PSI-DA és PSI-DA-AE polimerek oldhatésaga és oldhatosag kinetikaja

A PSI o6nmagéaban egy vizoldhatatlan polimer. A moddositas soran azonban a
dopamin pirokatekol csoportjaban és az aminoetanolban 1évé —OH csoportok
megnovelik a polimerek vizoldhatosagat. Mivel a polimerek kiilonbozd oldallancokat
kiilonb6zé mennyiségben és ardnyban tartalmazzak, ezért a kémiai Osszetétel nagy
hatassal van az oldhatosagukra. A 8. tablazat a kiilonbozé polimerek oldhatdsagat
mutatja 24 és 48 6ra utan vizben.

8. tablazat: A PSI-DA és PSI-DA-AE polimerek koncentrdcioja vizben 24 és 48 éraval a
bemérés utan

GF=1 GF=4 DA-AE 1:1 DA-AE 1:2
koncentraci6 24 nagyobb mint
éra utén (mg/L) 151,6 £3,0 | 67,2+0,1 | 2960,6 + 46,2 50m/m%
koncentracio 48 nagyobb mint
éra utan (mg/L) 150,4+3,0 | 829+0,9 | 2953,8 +17,4 50m/m%
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Amint az megfigyelhetd az oldhatéosdga sokkal nagyobb a GF=1-s mintanak,
mint a GF=4-s mintanak, ami a tobb pirokatekol oldallancnak ¢és igy a tobb
szekunder -OH csoportnak koszonhetd. Az aminoetanol alkalmazasaval, koszonhetéen a
primer —OH csoportoknak a polimereken, a mintak oldhatésaga jelentés mértékben
megnovekszik,. Ez a PSI-DA-AE 1:2 minta esetében olyan jelentds, hogy a polimer
oldhatésaga az 50m/m%-t is meghaladja, ami joval magasabb a normal gyogyszerészeti
alkalmazas esetén hasznalt koncentracional.
idofiiggését, mig a 23. b abra ugyanennek az id6 négyzetgyokétdl valod fliggését mutatja
PSI-DA GF=1 illetve GF=4 konjugatumok esetében.
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23. abra: A PSI-DA GF=1 (fekete négyszog) és GF=4 (kék haromszég) oldhatosaganak
ido (a) és gyok ido (b) fiiggése.

Amint az a 23. abran megfigyelhet6 a konjugatomuk Osszetétele nem csak az
oldhatosagra, de az oldhatdsag idofiiggésére is nagy hatassal van. A GF=1-s minta mar
5 6ra utan eléri a telitési koncentraciot, mig a GF=4-s konjugatum oldott koncentracioja
2 napon 4t folyamatosan novekszik és 2 nap utdn sem éri el a telitési koncentraciot.

A 23. b abran lathatd koncentracio-gyok ido fiiggésének a késObbi kinetikai
leirds sordn lesz jelentOsége, ugyanis a kezdeti szakaszra illesztett egyenes
meredekségébdl meghatarozhaté az oldddas kinetikai konstansa. A GF=4-s minta
oldhatosaga linearisan fiigg az 1d6 négyzetgyokétdl a teljes megfigyelési idon at, mig a

GF=1-s minta esetében ez csak az elsd 3 ordra igaz.

53



DOI:10.14753/SE.2019.2213

4.1.2.2 PSI-DA és PSI-DA-AE mintak lipofilitasa (1gP)

A konjugatumok lipofilitasi értékei a 9. tablazatban lathatoak.

9. tablazat: PSI-DA és PSI-DA-AE konjugatumok lipofilitasi értékei

GF=1 GF=4 DA-AE 1:1 DA-AE 1:2

24 ora utdn -1,33+0,07 | -0,73+0,01 -1,14£0,02 -2,20+ 0,03
48 ora utan -1,37+£0,03 | -0,71+0,01 -1,10+ 0,02 -2,20£0,05

A lipofilitasi adatok (9. tablazat) hasonlé tendenciat mutatnak, mint az
oldhatosagi adatok. Mivel minden minta esetében a IgP adatok 0-nal kisebb értéket
mutatnak, ezért elmondhaté hogy mindegyik konjugatum jobban oldodik vizben, mint
oktanolban, igy inkdbb hidrofilnek mondhatéak. Osszehasonlitva a mintakat lathato,
hogy a GF=1 konjugatumnak kisebb a lipofilitasa mint a GF=4 konjugatumnak. Az is
megfigyelhetd, hogy a primer —OH csoportok mennyisége a konjugdtumon csokkenti a
polimer lipofilitdsat (DA-AE 1:1 és 1:2 minta dsszehasonlitasa). Ami érdekességet
mutat, hogy a DA-AE 1:1 minta a GF=1-hez képest nagyobb vizoldhatosaggal
rendelkezik (8. tablazat) mégis lipofilebb karakter( (9. tablazat). A lipofilitasi értékek

nem valtoznak 24 és 48 ora kozott.

4123 A Konjugitumok termogravimetrias (TG) és differencidl pasztazo

kalorimetrias (DSC) vizsgalata

A konjugitumok termikus stabilitasat TG és DSC mérésekkel vizsgaltuk
(24. abra).
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24. dbra: A PSI-DA és PSI-DA-AE mintik TG (a) és DSC (b) gorbéje. Az azonos szinek
azonos konjugdtumokat jelélnek a két diagramon.

Homerséklet (°C)

A 24. abran megfigyelhetd, hogy minden konjugatum stabil 200 °C-ig.
A kismértékli tomegveszteség 100 °C-ig a fizikailag megkotott viz parolgasanak a

kovetkezménye. Ezt a 24. b abran a DSC gorbében lathatd elsé felfiitésben (szilard
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vonal) 50-100 °C ko6zott 1év6 endoterm hé valtozas is igazolja. Mivel sem hévaltozas (2.
felfiités DSC gorbe) sem tomegveszteség (TG gorbe) nem lathatd egészen 200 °C-ig
ezért elmondhato, hogy mindegyik konjugatum stabil 200 °C-ig. A 220-250 °C koriil
lathato tomegveszteség a dopamin bomlasahoz [40], mig a 300 °C feletti tovabbi

crer

mennyisége 600 °C kornyékén elég

4.1.3 A dopamin leszakadas kinetikajanak mérési és elméleti leirasa

A hatoanyag leszakadas kinetikajanak a leirasahoz pontosan ismerniink kell a

folyamat soran lejatszodo fizikai és kémiai folyamatok idofiiggését, amelyek a 25. dbran

lathatoak.
a) b) [ Membrin belseje I PBS vagy
© .\ i Enzim
PBSvayy Dializis X e, . oldat
wrim oldar { ' membe kn 2 -
\ ; -}___/' .\ X
' { PSI-DA =N g PP~
2 E honjegdtum » T
\\ BZ . h
| Dializis membran |
i ] 3.5kDa

| Membran kiilseje |

25. abra: Dopamin leszakadasi kinetikajanak meréséhez hasznalt kisérleti elrendezés:

a) kesziilék sematikus abraja b) a mérés soran lejatszodo fizikai és kémiai folyamatok.
Az elsé 1épésben a szilard polimer konjugatum (stét barna részecske) beoldddik
a reakcio kozegbe (25. abra, barna nyil). Abban az esetben, ha a konjugatum a dopamin
mellet aminoetanol oldallancot is tartalmaz (PSI-DA-AE konjugatumok) ez a Iépés
egybdl lejatszodik, igy az oldddas kinetika nem befolyasolja a dopamin leszakadasi
kinetik4jat. A PSI-DA GF=4 minta esetében ezt a 1épést a szukcinimid gytrik
hidrolizise is befolyésolja, azonban ez az oldhatdsdghoz képest joval lassabb folyamat,
ezért nincs hatassal a rovid tava dopamin leszakadasra. A kovetkezd 1épésben a
dopamin leszakad a polimer lancrél a polimer €s a dopamin kozott 1évé amid kotés

hidrolizisének kdszonhetden (25. abra, piros nyil). Ezutan a dopamin atjut a membranon
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(25. abra, kék nyil) és kikeriil a kiils6 térbe ahol feldusul a kiils6é tér 10-szer nagyobb
térfogata miatt. A dopamin ezutdin egy oxidativ degradacio kovetkeztében
2-aminokromma (AC) alakul (25. abra, z6ld nyil), amely ezutan tovabb polimerizalodik
melanin szarmazékokka (25. abra, fekete nyil). Ezen szarmazékok fekete csapadékként

jelennek meg a reakcioelegyben.

4.1.3.1 Dopamin degradaciéjanak Kinetikaja és annak felhaszniliasa a dopamin

leszakadasi kinetikajanak korrekcidgjahoz

A dopamin leszakadasi kinetikaja a konjugatumok eltéré vizoldhatésaganak
koszonhetden két csoportra oszthatd: egy vizben jol és gyorsan, illetve egy vizben
lassan 0ld6do csoportra.

Mindkét esetben szabad dopamin keletkezik, azonban a dopamin oxigén
jelenlétében, foleg lugos kozegben tovabb alakul kiillonb6z6é molekuldkka. Ezen
folyamat kiilonb6z6 kémiai 1épései a 26. a abran lathatéak. A degradatumok kémiai
szerkezetének igazolasara tomegspektrometrids analizist végeztink (26. b abra). A
tomegspektrometrias analizisek alatamasztjadk a 26. a abran lathatdé kémiai
degradatumok kémiai szerkezetét, amelyek nagy hasonlosagot mutatnak az irodalomban
megtalalhat6 eredményekkel [123-126].

A pontos kinetikai leirashoz meg kell hataroznunk a degradalodott €s szabad

Ebben az esetben az anyagmérleg a kovetkez6 modon irhatd fel: a kezdeti,
konjugatumra kotott dopamin koncentraciojat jeloljiik pp-vel, mig a leszakadés soran

egy adott t id6pillanatban a konjugatumon maradt dopamint cpp-vel. Egy adott t

crer

rrrrr

iddpillanatban jeldljiik cq-vel. Ez alapjan a teljes anyagmérleg alland6 térfogat esetén,

az alabbi mddon irhato fel:

VDPCI?’D :Vs (CPD +Cp +Cy ) ©)

,ahol a Vpp jeldli a konjugatum, mig a Vs a folyadék fazis térfogatat. Mivel a

szabad dopamin degradalodik az adott reakciokoriillmények mellett (26. a abra), ezért a

crer

kinetik4jat. Ehhez egy kiilon kisérletben tiszta dopamint oldottam fel a leszakadasi
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reakcioban is hasznalt PBS-ben és 280 nm-n mértem az oldat elnyelésének a valtozasat
(26. c abra).

a) 1]‘ T O il b)

NH, o NH,

l Gyiirlizaras

1449 1862

't('ilhc_g[tiilt('s ( »m'/z)‘

1.5+ ——
) ~ = cp = —0,088t + 1,427
e 144 ¥
= N
g1 ey
° .
:é 1 -y
3 1 S
2114 .
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Polimerizacio o D
v 104 R
Melanin szarmazékok o 1 1 3 4 5
1do (ora)

26. abra: (a) Dopamin datalakuldsa melanin szarmazékokka [123, 126], (b) a

crer

egyenes illesztés a legkisebb négyzetek modszerével tortént. A zold vonalak a 95%-s
konfidencia, mig a kék vonalak a 95%-s joslasi savok hatarait jelolik.
Amint az a 26. ¢ abran is megfigyelhet6 a dopamin koncentracioja a degradacio
soran linearisan csokken az id6 elére haladtaval, ami arra utal, hogy a reakcid 0-d rendi

kinetika szerint jatszodik le. Az egyenes meredeksége megadja a reakcid konstanst (kg):

96 _dS _ 0888 mmol /L-h
at  dt @)

A 7. egyenlet mutatja, hogy a dopamin jelentds része degradalodik és lehetové

crcr

alapjan az Osszes felszabadult dopamin koncentracioja (ct) a kovetkezoképpen irhato
fel:

V
C = %CSD —Cpp = (CD +Cy ) = (CD + kdt)
s ®)
A 27. dbra mutatja a szabad (cp) illetve Gsszes dopamin (Cr) leszakadasanak
idofiiggését kiilonboz6 reakcid kozegekben, a PSI-DA illetve a PSI-DA-AE

konjugatumok esetében.
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27. dbra: A szabad dopamin (cp, bal oldali grafikonok) és az dsszes leszakadt dopamin
(cT, jobb oldali grafikonok) koncentracidjanak ido fiiggése a GF=1 (a), GF=4 (b), DA-
AE 1:1 (c) illetve a DA-AE 1-2 mintdk esetében kiilonbozd reakcio kozegekben (fekete:
PBS, piros: bromelain, kék: a-Kimotripszin).

Az eredményekbdl lathatd, hogy minden minta esetében az enzimek jelenléte
27. abran az is megfigyelhet6, hogy szinte minden konjugatum esetében (kivéve
PSI-DA-AE 1-1) az o-Kimotripszin nagyobb enzimaktivitast mutatott, mint a
bromelain, amelyhez  hasonld  eredményt talalhatunk az  irodalomban
poli(etilén-glikol)-dopamin konjugatumok esetében [127]. Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy a leszakadt dopamin mennyisége joval nagyobb, ha a konjugatumon
1évé dopamin mennyisége magasabb (27. a abra Osszehasonlitasa a b, c, illetve d
abraval). A dopamin degradéacidja nagymértékben csokkenti az aktudlis idépontban a
szabad dopamin mennyiségét (bal és jobb grafikonok Osszehasonlitasa) amely az id6
elére haladtaval egyre jelentésebb. A magasabb oldhatosag (PSI-DA-AE minték)
megnoveli a leszakadt dopamin mennyiségét a reakcio kezdeti szakaszaban. A leszakadt
dopamin a polimer konjugatumon 1évé dopamin 15-25 %-a, attol fiiggden, hogy melyik

polimerrdl és milyen koriilményrdl beszéliink.

4.1.3.2 Dopamin leszakadasi kinetika rendiiségének meghatarozasa a PSI-DA-AE
mintak esetében

Mivel a leszakadas kinetikajat a reakcid rendiisége hatarozza meg ezért a pontos

Kinetikai lesirashoz meg kell hataroznunk a dopamin leszakadasi kinetikdjanak a

rendiiségét. Ehhez el6szor megvizsgaltuk a dopamin leszakadasanak id6fiiggését a jol

oldhato, PSI-DA-AE mintak esetében. A reakcio sebessége (v) megadhatd a polimerre
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crcr

iddbeli novekedésével. Ez alapjan a kovetkezd egyenletet irhatjuk fel:

__dCPD _d_CT

dt dt 9)

Ha figyelembe vessziik, hogy a reakci6 abban az esetben torténik, ha a

reaktansok ¢s a konjugatumok egy fazisban vannak és taldlkoznak, akkor a sebességi
egyenlet (9. egyenlet) altalanossagban a kovetkez6 formaban irhato:

dc nom
vV=— £D=mm@

(10)
ahol k a reakciokonstans, n és m a reakcioé részrendjét mutatjak, cx pedig a
alkalmazzuk a konjugatumhoz képest és az enzimek koncentracidja sem valtozik az
iddében, ezért az egyenlet a kovetkezd formara egyszertisithetd:
deyp

V= = |(nclr:]’D

dt , (11)

ahol k, az n-d rendii reakci6 reakcidkonstansa, amely mar magaba foglalj a cx"

koncentracié allandé értékét is. A cCpp helyett hasznalhatjuk a leszakadt dopamin

crer

kovetkezo alakban irhato fel:

dc; V, '
v=—T =k |-D2co —
dt n(vS PD CT]

Abban a specidlis esetben, ha a reakcio elsérendii, akkor a v reakcid sebesség

(12)

egyenesen aranyoS a Cr-vel. A reakcio rendliségét a 12. egyenlet szerint ¢t id6 szerinti

derivaltja adja meg, amely kozelithet6 a ct differencialhanyadosaval:

yodor Ao

ot At (13)
minden idS intervallumon a AC; | At megadhatd a cr-t gorbe érintdjével. A

differencidlhanyadost a At iddintervallumok kozotti koncentraciok kiilonbségéhez

tartozd egyenesek meredeksége adja meg. A 28. abra mutatja a 13. egyenlet altal

crer

fliggvényében.
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28. dbra: A reakciosebesség (ct) fiiggése a leszakadt dopamin koncentracidjatol (cr). Az
egyenes illesztés a legkisebb négyzetek modszerével tortént. A zold vonalak a 95%-S
konfidencia, mig a kék vonalak a 95%-s joslasi savok hatarait jelolik.

A 28. abra mutatja, hogy a nagy szoras értékek ellenére a reakciosebesség
linearisan fiigg a leszakadt dopamin koncentracidjatol. Ez alapjan megallapithato, hogy
a dopamin leszakadas elsérendii kinetika szerint jatszodik le. Ezt figyelembe véve a 12.
egyenlet a kovetkez6 formaban irhato fel:

dc; \Y
v=—T=Kk | 2£cp, —
dt I(VS PD CT]

(14)

A 28. abran lathato piros egyenesek meredeksége megadja a reakciosebességi

0

V
allandokat (k;), a tengelymetszetek pedig a bzkl%cPD értékkel egyenlok. Az

S

N V,
altalunk hasznalt mérési bedllits esetében a Vyp /V, =1.26-10°, mig a %CSD =6.04
s

mmol/L-el volt egyenld. A reakciosebességi konstansok a 10. tablazatban lathatoak.
Megjegyezendd, hogy a Vpp / V érték kicsi, hiszen a bemért konjugatum mennyisége
elhanyagolhatd a reakcioban hasznalt puffer, illetve enzim oldatok mennyiségéhez
képest. A Cpp értékek az 1. tiblazatban lathatoak.

Ahhoz, hogy 0Osszehasonlitsuk a mintadkat egymassal és megallapitsuk a
leszakadas kinetika josagat, meghataroztuk a felezési idéket (t12), amely jelen esetben

azt az 1d6t jelenti, ami ahhoz sziikséges, hogy a konjugdtumra kotott dopamin
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mennyisége a felére csOkkenjen. Mivel elsérendii kinetika esetében a felezési 1d6
fiiggetlen a kiindulési koncentraciotol ezért az alabbi egyenlettel irhato fel:

In2
t,=—

4 (15)
Ezen értékek a reakciokinetika konstanssal egyiitt a 10. tablazatban lathatoak.

10. tablazat: A homogen koriilmények kozott lejatszodo dopamin leszakadasi reakcio
reakciosebességi konstansa, illetve a felezési ideje.

Minta neve k [h™] t,, [h]
DA-AE 1:1 PBS 0,104+0,033 6,6+0,10
DA-AE 1:1 Bromelain 0,159+0,012 4.3+0,11
DA-AE 1:1 a-Kimotripszin 0,144+0,011 4,8+0,12
DA-AE 1:2 PBS 0,132+0,025 5,3+0,08
DA-AE 1:2 Bromelain 0,139+0,017 5,0+0,09
DA-AE 1:2 a-Kimotripszin 0.142+0.024 4.9+0,08

e

idopillanatban a 14. homogén differencial egyenletet kell megoldanunk, amelynek

megoldasa a kdvetkezd formdban irhato:

Veo o
Cr (t) = %CPD [1_ eXp(_klt)]
s (16)

crer

A 29. abra a mért és a 16. egyenlet alapjan szamolt adatok korrelacidjat mutatja.

A szamolasokhoz a 10. tablazatban talalhatd reakciokinetikai konstansokat hasznaltuk.
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29. abra: A mért és elméleti adatok osszehasonlitaisa homogén dopamin leszakadas
eseteben. A piros gorbe a 16. egyenlet alapjan lett meghatarozva.
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29. abra alapjan elmondhatd, hogy a mérési bizonytalansag hatarain beliil a 16.

egyenlet jol leirja a dopamin leszakadasanak kinetikajat.

4.1.3.3 Dopamin leszakadas Kinetikdjanak leirasa rossz vizoldhatésaggal

rendelkez6 polimereknél

Mivel a PSI-DA konjugatumok oldhatosaga fiigg az id6t6l, igy a dopamin
leszakadasi kinetikajat két, egymas utan kdvetkezo 1épés szabhatja meg:

1. A konjugatum beoldddasa a szilard fazisbol a folyadék fazisba

2. A dopamin leszakadésa az oldat fazisban,

Mig az elsd 1épés sebessége féleg a fizikai paraméterektol (reagens aram,
viszkozitéds, diffazivitas) fligg, addig a mdasodik l1épést inkabb a konjugitum kémiai
Osszetétele és a reakciokoriilmények hatarozzak meg. Igy a pontos kinetikai leirashoz

mindkét 1épést kiilon-kiilon kell megvizsgalnunk.

4.1.3.3.1 A PSI-DA konjugdtumok oldoddsi kinetikdja

A kinetika leirdsanal azt az esetet vizsgéaljuk, amikor a komponens egy szilard
feliileten koncentralédik. Ebben az esetben, ha a diffiizié hajtéereje a koncentracio
gradiens, akkor a diffuzid x iranyban jatszodik le, merdlegesen a feliiletre. A hatéanyag
oldhatosag kinetik4janak leirasara kiilonb6zd formulakbol tobb elmélet is rendelkezésre
all [128, 129]. Az altalunk szintetizalt konjugatumok esetében a kinetika leirasahoz a
fizikai-kémiai mennyiségeket tartalmazo Higuchi elméletet hasznaltuk, amely rosszul
0ld6doé hatdanyag kioldodéas kinetikajanak leirasdra hasznalhatod kiillonb6z0 matrixok
esetében [128]. Az oldhatosag kinetika sik, szilard feliiletrdl az alabbi egyenlettel
adhat6 meg [130, 131]:

v2
-1

G =Ky -7 (17)

ahol Ky a Higuchi konstans. Amennyiben a hatéanyag oldhatosaga sokkal
nagyobb, mint a konjugatumon 1év6é kezdeti koncentracidé (Cpy <<Cpy) a Higuchi

konstans az alabbi formaban adhaté meg [130, 131]:

Ky :i\/z' Dep - Ceo *Cop
v (18)

ahol As a szilard konjugatum feliiletét, V pedig a kiold6 kozeg térfogatat jeldli.

Dep a konjugatum diffuzids egyiitthatdja, mig a Cp, ¢és Cop a hatdanyag kezdeti
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folyadék fazisban jeloli. A Higuchi konstans meghatarozasahoz a 23. b abran lathato
oldhatésag kinetikai adatokat hasznaltuk fel, és a kezdeti szakasz meredekségébol
hataroztuk meg. A GF=1 minta esetében az oldhatdsag kinetika kezdeti szakaszéban,
mig a GF=4 minta esetében a teljes mérési tartomanyban a koncentracié valtozas
egyenesen aranyos az id6 négyzetgyokével (23. b abra), amely alatamasztja a Higuchi

kinetika hasznalatat. A Higuchi paraméterek a 11. tdblazatban lathatoak.

11. tablazat: Higuchi paraméterek a PSI-DA mintak esetében

i Drp 0 s KH *| *h"
Mintaneve | jgt2xr2iey | Ce0 mmoli) | Ceo (mmoliL) (ml,”ig" L
GF=1/viz 2,25 4800 0,72 0473
GF=4/viz 0,92 2230 0,61 0,141

S

A D, -Copy-Cop értékek és a Higuchi konstans kozott jo egyezés figyelhetd

meg: minél nagyobb a Dy - Cop -Cop értéke anndl nagyobb a Higuchi konstans is.

Az 0Osszehasonlitashoz ismét hatarozzuk meg a felezési id6t (ty2), amely ez
esetben azt az idot jelenti, amig a szilard konjugatum fele beoldodik a folyadék fazisba.

Amennyiben Mpp mennyiségli konjugatum talalhatd Vpp térfogatban a kezdeti
koncentracié az alabbi forméaban irhato fel: Coy =Mpp / Ve, . Amikor a konjugatum fele
beoldodik a folyadék fazisba, akkor az oldott konjugatum koncentracidja a
Cop Vop 2V Osszefiiggéssel adhaté meg, ahol a Vs a folyadék térfogata. Amikor az

oldott konjugatum koncentracioja eléri ezt az értéket, az alabbi egyenletet irhatjuk fel:
v 12
C(F)’D ﬁ =Kyt
s : (19)

ahonnan a felezési 1d6 az alabbiakban fejezheto ki:

2
1 0 VPD
=—|C _
t1/2 4K|i { PD 2VS

A kisérleteink soran a Vg /Vg =1.26-10" &rtéke konstans volt. A GF=1 minta

(20)

esetében a Cp, =4800mmol /L, a K, =0473mmol-L-h™* mig a felezési idé
t,, =40 6ranak adodott. A GF=4 minta esetében a felezési id6 tobb mint a duplaja

ty, =99.2 6ra, amely eredmény jo korrelaciot mutat a 23. abran lathato eredményekkel.
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4.1.3.3.2 Diffuzioval kapcsolt dopamin leszakadas kinetikajanak leirdsa

Mivel a PSI-DA mintak esetében az oldott konjugatum koncentracidja fiigg az

1d6tol és a dopamin leszakadasa az oldat fazisban 1évé konjugatumrol torténik meg,

c sy

egyenlettel adhato meg:

dcep _ deD| _ dCPD|
dt dt |diff dt |kem. (21)
A 9. egyenlet segitségével a 21. egyenlet az alabbi formaban irhato:
de, _dc| de|
dt  dt gy Ot | (22)

A Kinetika leirasanal a konjugatum oldodasat a mar el6z6ekben igazolt Higuchi

de,

), mig a dopamin leszakadast (—-| ) els6rendl
diffazié kem.

oldhatéségi kinetikaval (25

Kinetika szerint vessziikk figyelembe. A Higuchi elmélet szerint a diffuzio altali ct
1d6fliggd novekedése az alabbi egyenlet szerint adhatd meg:

d_CT 1K2

dt diff - 2CT " (23)

A teljes reakciosebesség a két kiilonallo folyamatot figyelembe véve az alabbiak

szerint irhatjuk fel:

(24)
ahol k, az elsérendii reakci6 kinetikai konstansa. Ezek alapjan a 23. egyenlet

crcr

¢ (t)= JZT {1-exp[ 2k t]}"”

(25)
Amennyiben végtelen idére irjuk fel a 25. egyenletet, akkor a koncentracid
1d6fliggd részét elhanyagolhatjuk és az alabbi formaba irhato:

C (t>w)=cy Ky
2k, (26)

Ez alapjan cr az aldbbi formaban fejezhetd ki végtelen hosszu vizsgalati 1d6

esetén:
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" 2
¢ =¢; {1-exp[-2k.t]} -
A 27. egyenletet atrendezve az alabbi egyenletet kapjuk:
2
In [1[%] ] = -2kt
g (28)

A 28. egyenlet igazolasdra a leszakadas kinetikai adatokat abrazoltuk a 30.
abran. Fontos megemliteni, hogy az egyenlet a mérések kozépso, koriilbeliil 5 o6ra utani
szakaszara lett illesztve, ugyanis a mintavételezés hibat okoz a kezdeti szakaszban, mint

az a 30. abran is lathato.

PBS ~ Bromelain  Kimotripszin
— \. ~—
y— — N, —
Il - 3
m X £ - 23
s, - ~
5 — — T .
|
T T } T
O m-i E E N -

30. dbra: A dopamin leszakadds kinetikdja rosszul oldodo konjugatumok esetében a 28.
egyenlet szerint. Az egyenes illesztés a legkisebb négyzetek modszerével tortént. A zold
vonalak a 95%-s konfidencia, mig a kék vonalak a 95%-s josldasi savok hatarait jel6lik.

A 30. abran lathato egyenesek egyenlete megadja a -2k, értéket, amennyiben
hossz(i tavil leszakadasi kinetikarol beszélink, amib6l a k; mar konnyedén
meghatarozhatd. A 12. tablazatban lathatéak a leszakadt dopamin telitési

koncentracioja, illetve a reakciokinetikai konstansok.

12. tablazat: A leszakadt dopamin telitési koncentracioja illetve a reakciokinetikai

konstansok

Minta neve ¢/ (mmol/L) K, (h)
GF=1 PBS 0,95 0,020+0,002
GF=1 Bromelain 1,06 0,03+0,002
GF=1 a-Kimotripszin 1,32 0,054+0,010
GF=4 PBS 0,575 0,025+0,005
GF=4 Bromelain 0,79 0,045+0,005
GF=4 a-Kimotripszin 0,8 0,05+0,007
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Fontos megemliteni, hogy amennyiben nagyon gyors reakciot vagy nagyon
rovid idéket vesziink figyelembe a 25. egyenletben az exponencidlis részt
helyettesithetjiik az egyenlet 2. rendi sorba fejtésével és ebben az esetben a Higuchi féle

kinetikat kapjuk vissza.

®uno1oakt)” s K

¢ (t—>0)=
V2K (29)

Ha tiszta diffiziot vesziink figyelembe (kr —0) szintén visszakapjuk a tiszta

diffuzio altal meghatarozott felezési idot (20. egyenlet).

4.2 Dopaminnal médositott poli(aszpartamid) Kkonjugatumok formulazasa

elektrosztatikus szalhuzas segitségével

Az el6z6 fejezetben bemutatott konjugatumokat elektrosztatikus szalképzés
segitségével formulaztuk. Ehhez a 3.6 fejezetben bemutatott késziiléket illetve
beallitdsokat hasznaltuk. A formulézott, széalas konjugatumokkal kapcsolatos
kiilonb6z6 mikroszkopias eljarasokkal hataroztunk meg. Emellett ismertetem a
formulazas hatdsat a konjugatumok oldhatosdg kinetikajara illetve a dopamin
leszakadéds kinetikdjara. Emellett ismertetem a konjugatumok modell membran
segitségével vizsgalt permedcios tulajdonsagait illetve human PDL Ossejtekre kifejtett

hatasait.

4.2.1 FElektrosztatikus szalhuzassal eléallitott konjugatumok mikroszkopos
vizsgalata

tulajdonsagait  (pl.:  autofloureszcencia) meghatarozzuk, az elektrosztatikus

szalképzéssel eldallitott mintdkat pasztazo elektronmikroszkopiaval (SEM), atomerd

mikroszképiaval (AFM), illetve kétfoton mikroszkopidval vizsgaltuk.

4.2.1.1 PSI-DA GF=1 minta mikroszképos vizsgalata

Az elektrosztatikus szalhtizassal kiilonb6z6 koriilményeken (lasd 3. tablazat)
eléallitott PSI-DA GF=1 mintar6l kiilonboz6 mikroszkopias technikaval késziilt

felvételek, illetve a szalak méreteloszlasa a 31. abran lathato.
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31. dbra: DMF-EtOH 1:1 (a és b) illetve DMF-EtOH-THF 2:1:1 (c és d) elegyébdl
elektromos szalhuzassal készitett PSI-DA GF=1 mintak SEM felvételei. A DMF-EtOH-
THF 2:1:1 elegyeébdl eldallitott szdalak két foton (e), AFM (f) felvételei illetve a c) dbra

alapjan meghatarozott szalatmero eloszlas (g).

A 31. abran lathato SEM felvételek jol mutatjak a kiilonbséget a kétféle oldoszer
keverékbdl eldallitott PDI-DA GF=1 szélak kozott. DMF-EtOH 1:1 aranyu keverék
esetén az elektrosztatikus szalképzés soran a polimer oldat pulzalva jutott a tii hegyére
és nem sikeriilt homogén szalképzéshez Kkoriilményeket kialakitani. Ennek
kovetkeztében a folyamat soran sok folyadék csepp repiilt at a foldelt szalgytijtére, ami
elfolyosodott, amorf szalakhoz vezetett (31. b abra). Ezen kiviil lathaté hogy a szalak
felszine téredezett (31. a abra, jobb oldali szal). Azonban, ha az oldészer elegyet DMF-
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EtOH-THF 2:1:1 aranyt keverékére cseréltik a polimer oldat egyenletes
térfogatirammal jutott a tli hegyére, igy sikeriilt a szalképzéshez megfeleld
kortilményeket teremteni. Lathatd, hogy az igy eldallitott szalas rendszer homogén,
illetve a SEM és AFM képek (31. c, d és f dbra) alapjan elmondhatd, hogy a szalak sima
feltilettel rendelkeznek. A szalas rendszerrdl késziilt két foton kép (31. e abra) a szalak
autofloureszcenciajat mutatja. A SEM képek alapjan végzett atmérd analizis alapjan

(31. g abra) a szalak atlagos atmérdje 78+15nm-nek adodott.

4.2.1.2 PSI-DA GF=4 minta mikroszkopos vizsgalata

Az elektrosztatikus szalhtizassal kiilonboz6 koriilményeken (lasd 3. tablazat)
eldallitott PSI-DA GF=4 mintar6l kiilonb6zé mikroszkopias technikéval késziilt
felvételek illetve a szalak méreteloszlasa a 32. abran lathato.

A 32. dbra SEM felvételei jol mutatjadk a kiilonbséget a kétféle olddszerbdl
eléallitott PSI-DA  GF=4 szalak kozott. A nagyobb nagyitast felvételeken
(32. aés c abra) lényegi kiilonbség nem lathatdo a szalak szerkezetében, azonban a
kisebb nagyitasnal (32. b és d abra) jol megfigyelhetd, hogy DMF esetében a szdlakon
gomb illetve fank alakt elvaltozasok jelentek meg. Ezzel ellentétben a DMF-THF 4:1
aranyu elegy esetében a szalak hibahelyektdl mentesek ¢és homogének. Az is
megfigyelhetd, hogy az oldoszer elegy hasznalataval a szalak atmérdje egy kicsit
megnott, azonban a tovabbi vizsgalatokhoz a DMF-THF 4:1 aranyu eldallitott mintakat
hasznaltuk, mivel ezek makroszkopikusan jobban kezelhetdek voltak. A két foton
mikroszkdpos felvételen (32. e abra) lathatdo a szalak autofloureszcens tulajdonsaga
ugyanugy, mint a GF=1 minta esetében. Az AFM (32. f abra) és SEM képek alapjan
elmondhato, hogy a szalak sima feliilettel rendelkeznek. A SEM képek alapjan végzett
atmérd analizis alapjan (32. g abra) a szalak atlagos atméréje 613 £ 172 nm-nek

adodott, ami joval nagyobb érték, mint a GF=1-s minta esetében.
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32. dbra: DMF (a és b) illetve DMF-THF 4:1 (c és d) elegyébdl elektromos
szalhuzassal készitett PSI-DA GF=4 mintak SEM felvételei. A DMF- THF 4:1 elegyébol
eloallitott szalak két foton (e), AFM (f) felvételei illetve a d) abra alapjan meghatarozott
szdlatmero eloszlas (g).

4.2.1.3 PSI-DA-AE 1:2 minta mikroszkopos vizsgalata
Az elektrosztatikus szalhtizassal eldéllitott PSI-DA-AE 1:2 szalakrol késziilt
kiilonb6z6 mikroszkopias felvételek, illetve a szalak méreteloszlasa a 33. abran lathato.
A 33. a abran megfigyelhet6 a szalakon kisebb repedések, torések, amik a szalak
torékeny jellegét mutatjak. A 33. b abran lathatd, hogy 4 nap utan a szalak
Osszeolvadtak és az atmérdjiikk inhomogénné valt. Ez a valtozds annak lehet a

kovetkezménye, hogy az oldallancokon 1évé —OH csoportok miatt a szalak megkotik a

69



DOI:10.14753/SE.2019.2213

levegbben 1évé nedvességet. A két foton mikroszkopos felvétel (33. ¢ abra) jol mutatja a
szalak autofloureszcens tulajdonsagat, mig az AFM felvétel (33. d &bra) alapjan
megallapithatd a szdlak sima feliillete. A szalak méreteloszlasanak vizsgalata alapjan

(33. e abra) az atlagos szalatmérd 431 + 46nm-nek adodott.

Mérésck szima

o
200 pm

g
33. dbra: PSI-DA-AE 1:2 szalas mintik SEM felvételei egybdl a szalképzés (a) illetve 4
nappal a szalképzés (b) utan. A szalakrol késziilt két foton (c), AFM felvétel (d) illetve az

a) abra alapjan késziilt szdalatméré eloszlas (e).

A 13. tablazat tartalmazza a szalak atlagos atmérdjét illetve az elektrosztatikus

szalképzésnél hasznalt oldatok feliileti fesziiltségét.

13. tablazat: A szalak atlagos atmerdje illetve az elektrosztatikus szalképzés sordan
hasznalt oldatok feliileti fesziiltsége

GF=1 GF=4 DA-AE 1:2
Atlagos szalatmérd
78+15 613+172 431+46
(nm)
Feliileti fesziiltés,
% & 26,7 31,6 46,7
(mN/m)
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Mivel a kiilonb6z0 szdlak eldallitasahoz kiilonb6zo olddszereket illetve olddszer
elegyeket hasznaltunk, ezért nehéz kapcsolatot taladlni a feliileti fesziiltség és a
szalatmérd kozott. Azonban megfigyelhetd, hogy a szerves olddszer elegyek esetében
(GF=1 ¢és 4) a feliileti fesziiltség novekedésével megnd a szalak atlagos atmérdje is. A
DA-AE 1:2 esetében a szalak el6allitasa tiszta vizbOl tortént, ezért a szalatméro kisebb
lett, mint a GF=4-s minta esetében annak ellenére, hogy a feliileti fesziiltség nagyobb.
Azonban megfigyelhetd, hogy a modositas mértéke és az oldallancok kémiai Gsszetétele
is befolyasoljak a szalak atmér6jét. Fontos kiemelni, hogy mas paraméterek is, mint az
oldoszerek illékonysaga, illetve az oldatok viszkozitasa is nagy hatassal lehet a kialakult

szalak atmérdjére.

42.2 PSI-DA és PSI-DA-AE konjugatumokbol elektrosztatikus szalhuzassal
készitett nanoszalas rendszerek kémiai szerkezetének vizsgalata FTIR-ATR
spektroszkopiaval
Annak igazolasara, hogy a polimer konjugatumok nem szenvednek semmilyen

kémiai valtozast az elektromos szalhtzas alatt, megvizsgaltuk a szalak kémiai

szerkezetét FTIR-ATR spektroszkopiaval. A por és szélas polimerek FTIR spektrumai a

34. abran lathatoak.

g
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34. abra: Az elektrosztatikus szalhuzassal eléallitott (szaggatott vonal) illetve a
kiinduldsként hasznalt por dallagu mintdk (teljes vonal) FTIR spektruma (a) és a 0-2000
hullamszam kozott kinagyitott rész (b).

Amint azt a 34. abra mutatja, az elektrosztatikus szalképzés hatasara nem tortént

valtozas a polimer konjugatumok illetve a PSI kémiai szerkezetében. Ha
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Osszehasonlitjuk a szalas (szaggatott vonal) illetve por allagi mintakat (teljes vonal)
azonos karakterisztikus csucsok figyelhetok meg. Ezen karakterisztikus csticsok
megegyeznek a 4.1.1.1 fejezetben leirtakkal: a dopamin illetve az aminoetanol —OH
csoportjara jellemzo csucs 3270 cm™® hullamszamnal, az amid kétésre jellemz6 csucsok
1660 cm™ illetve 1540 cm™ hullimszdmnal mig az imid gyliriire jellemzd csticsok
1700 cm™, 1390 cm™ illetve 1160 cm™ hullimszamnal jelennek meg. Mindemellett
megfigyelhetd, hogy az imid gytriire jellemz6 csucsok intenzitasa nagyobb a GF=4-es
minta esetében, ami igazolja a kisebb mértékii modositast. Az aminoetanol —CH>
csoportjara jellemz6 aszimmetrikus rezgési cstics 2922 cm™ hullimszdmnal, mig a

szimmetrikus rezgési cstics 2825 cm™ hullamszamnal lathato.

4.2.3 FElektrosztatikus szalképzéssel eloallitott konjugatumok oldhatésaganak
vizsgalata PBS-ben

Mivel a DA-AE 1:2 konjugatum por formaban szinte korlatlanul és
pillanatszertien oldodik vizben, igy a szalas konjugatum oldhat6saga sem tér el ettdl. A

GF=1 és 4-s szalas minta oldhatosaganak idéfiiggése PBS-ben a 35. abran lathato.

a) D) s
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— A CGF~t —
G 2 AL A A | C &4k A
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35. dbra: A szdlas PSI-DA GF=1 (fekete négyszéog) és GF=4 (kék hdaromszég) PBS-ben

valo oldhatosaganak fiiggése az idotol (a) és az ido négyzetgyoketol (b).

Mivel a PSI-DA GF=1 és GF=4 szalas minta oldhatosaga PBS-ben fligg az
1d6tol, ezért befolyasolja a dopamin leszakadasat is a konjugatumrol (lasd 4.1.3 fejezet).
A 35. b abran megfigyelhetd, hogy a GF=1 és GF=4—s minta oldhatosaga az elsé 10
oraban az 1d6 négyzetgyokével kozel linearisan valtozik (35. b abra, kinagyitott
grafikon). 10 ora elteltével a GF=4-s minta koncentracioja ugrasszeriien megemelkedik,
ami a szabad szukcinimid gylriik hidrolizisére utal. Emellett 26 ora elteltével mindkét

minta esetében lathatd egy ugrdsszeri ndvekedés, ami a szalak szerkezetének
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meglazuldsara, esetleges szétesésére enged kovetkeztetni. Mivel a GF=1-s minta
esetében nincsenek a polimer konjugatumon szabad szukcinimid gytirik ezért a

koncentraci6 fliggése az id6 négyzetgyokétdl linearisan fiigg az elsé 26 oraban.

4.2.4 Dopamin leszakadasi kinetikajanak vizsgalata GF=1 és GF=4 szalas mintak

esetében PBS és a-Kimotripszin jelenlétében

Mivel a dopamin leszakadasanak kinetikajat jelentésen meghatarozza a
konjugatumok oldhatosaga, illetve oldhatosdg kinetikaja, ezért a 3.5.3 és 4.1.3
fejezetben bemutatott dopamin leszakadasi vizsgalatokat elvégeztik a GF=1 és GF=4
szalas konjugatumok esetében is. A szabad, illetve Osszes leszakadt dopamin

koncentracio6 valtozasanak az idofiiggése a GF=1 és GF=4-es minta esetében a 36. abran

lathato.
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36. dbra: A szabad dopamin (Cp, a és c abra) illetve az dsszes dopamin (ct, b és d abra)

crer

konjugatumok esetében kiilonbozé kozegekben (fekete PBS, kék a-Kimotripszin/PBS).

Az eredmények alapjan megfigyelhetd, hogy a dopamin leszakaddsanak a

kinetikaja hasonléan jatszodik le (36. abra), mint a por allagi mintak esetében
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(27. 4bra), azonban jelent6s kiilonbségek is megfigyelhetéek. Mindkét tipusa (por
illetve szalas) Konjugatum esetében az enzim jelenlétében joval nagyobb és gyorsabb
leszakadast figyelhetliink meg. Ez igaz fiiggetleniil a konjugatum kémiai dsszetételétol.
A két szalas mintat 6sszehasonlitva latszik, hogy mig PBS-ben a leszakadt dopamin
mennyisége kozott nincs nagymértékii kiilonbség, addig a-Kimotripszin jelenlétében a
GF=1-s mintardl sokkal nagyobb mennyiségben és gyorsabban szakad le a dopamin. Az
igazan szembetiind kiilonbség a leszakadasi kinetikaban a por illetve szalas mintak
kozott 30 oranal figyelheté meg. Ekkor a koncentracid hirtelen megemelkedik a szalas
mintdk esetében és nem koveti az addigi tendenciat. Ez PBS esetében kisebb 1éptéki,
mig a-Kimotripszin jelenlétében jelentés koncentraciondvekedést okoz. Ezutan a
leszakadt dopamin koncentracidja minden esetben 35 ora koriil éri el a telitési

A reakciokinetikai konstansok meghatarozasahoz a 4.1.3.3.2 fejezetben
levezetett 28. egyenletet hasznalhatjuk. A 28. egyenlet alapjan meghatarozott
reakciokinetikai adatokat abrazoltuk az id6 fiiggvényében (37. abra).

Mint az mar a 36. abran is lathatd volt, a dopamin a szalas mintak esetében két
Iépcsés kinetikaval szakadt le: az elsd 1épcsd koriilbeliil 26 oraig tartott, amikor is a
szalas rendszer makroszkopikusan szétesett ¢és emiatt a leszakadt dopamin
koncentracioja hirtelen megemelkedett. Ez az ugras a PBS-ben a GF=1 minta esetében
azonban olyan kismértékii volt, hogy a 28. egyenletbdl a reakcié kinetikai konstans

egyszeriien meghatarozhat6 volt (37. a és b abra).
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37. abra: A dopamin leszakadds kinetikaja GF=1 (a,c és d) és GF=4 (b, d és f) szalas
konjugatumok esetében a 28. egyenlet szerint. Az egyenes illesztés a legkisebb négyzetek
modszerével tortént. A zold vonalak a 95%-s konfidencia, mig a kék vonalak a joslasi
savok hatarait jelolik.

a-Kimotripszin esetében a szalak hirtelen feloldodasa két szakaszra osztja a
dopamin leszakadasi kinetikajanak a leirasat, ami szépen megfigyelheté a 37. ¢ és d
abra. A két lépcsOs leirds esetében a telitési koncentracioként (ct™) az 50 ora utani
telitési koncentraciot hasznaltuk. Ez alapjan a két szakaszra illesztett egyenes
meredeksége nagymértékben eltér egymastol és megfigyelhetd, hogy a reakciokinetikai
konstans értéke nagymértékben megné a szalas konjugatum feloldodasa utan (14.
tablazat). Amennyiben csak az els6 1épcsét vessziik figyelembe, meghatarozhatjuk a

reakciokinetikai konstanst csak erre a 1épésre (37. e és f abra). Ebben az esetben telitési
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koncentracionak az elsé 1épcsO telitési koncentracidjat vettilkk figyelembe. A

reakciokinetikai konstansokat illetve a szamolasokhoz hasznalt telitési koncentraciokat

a 14. tablazat tartalmazza.

14. tablazat: A telitési koncentraciok illetve a reakcidkinetikai konstansok a GF=1 és
GF=4 szalas konjugatumok esetében

Kozeg PBS a-Kimotripszin
Minta GF=1 GF=4 GF=1 GF=4
GF=1 | GF=4
neve két lépcsas ket lépcsos 1. lépcso | 1. lépcso
cr
0,47 | 0,42 1,09 0,82 0,78 0,4
(mmol/L)
k. (h™) | 0,017 | 0,019 | 0,014 | 0,160 | 0,005 | 0,10 0,074 0,075

425 Szalas Kkonjugatumok parallel mesterséges membran permeabilitasi
(PAMPA) vizsgalatai

Ahhoz, hogy informacidhoz jussunk arr6l, hogy a konjugatumok képesek-e
passziv transzporttal atjutni a sejtmembranon, elvégeztiik a mintak parallel mesterséges

membran permeabilitasi (PAMPA) vizsgalatait (metodikai leiras 3.6.6 fejezet). Ennek

eredményei a 38. abran lathatoak.

a) Donor oldal b) Akceptor oldal
::: g:;'"
Eo F e
210 2
£ox slfl e S
§os § oo
GF=1 GF=4 DA-AE 1:2 & F=4 DA-AE 122
¢) Megoszlasi hanyados d)
T“‘ b = & 8 « GF=1
3, i
%] LR T " & & § “‘q‘(;F=4
=100 L
Z .
.,‘:‘ B = = o - + DA-AE 1:2

GF=4  DA-AEI2 DA DA |

38. dbra: A konjugdtumok illetve a szabad dopamin koncentrdcioja a donor (a) és az akceptor

(b) oldalon 4 és 28 oraval a mérés megkezdése utan. Ezekbdl szamolt megoszlasi hanyadosok
(c) illetve a mintak elrendezése a 96 lyuku lemezen 4h ora utan (d).
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A 38. abran megfigyelhetd, hogy a beoldodott konjugatumok illetve a dopamin
koncentracioja mindegyik esetben kismértékben megnovekedett 4 orarol 28 orara. Ez a
GF=1 ¢és 4-s minta esetében volt a legjelentdsebb, amely eredmény egybevag az
el6z6ekben bemutatott oldhatdsagi és dopamin leszakadasi kinetikdval egyarant. Az
akceptor oldalon (38. b abra) minden minta koncentracidja jelentds, 5-szoros mértékben
megnovekedett 4 orardl 28 orara. Ez a koncentracié azonban a DA-AE 1:2 illetve a
szabad dopamin esetében joval alacsonyabb az akceptor oldalihoz képest, amig a GF=1
¢s GF=4 minta esetében kozel azonos koncentraciot jelent. A megoszlasi hanyadosokat
(38. c abra) figyelembe véve lathato, hogy mig a DA-AE 1:2 illetve a szabad dopamin
csak nagyon kis mértékben képes atjutni a membranon, addig a GF=1-s minta 20%-a
mig a GF=4-s 25%-a jut at az akceptor oldalra (38. ¢ abra). Ez az eredmény
magyarazhaté a 9. tablazatban talalhato lipofilitasi értékekkel, ahol a GF=4-s a
leginkabb, mig a DA-AE 1:2 a legkevésbé lipofil. A koncentraciokat, illetve a

megoszlasi hanyadosokat a 15. tablazatban foglaltam Gssze.

15. tabldazat: A PAMPA vizsgdlatok eredményei 4, illetve 28 ora utin

] Megoszlasi
Minta neve Koncentracio [mg/ml]
hanyados [%]
4 ora 28 ora 4 ora 28 ora 4 ora 28 ora
Akcept .
Donor Akceptor ﬁ ardny
GF=1 0,130 0,273 0,052 0,052 39,6 19,1
GF=4 0,065 0,249 0,017 0,062 25,3 25,1
DA-AE 1:2 0,772 0,949 0,011 0,055 1,4 5,8
DA 1,381 1,434 0,007 0,053 0,5 3,7

4.2.6 Konjugatumok in vitro biokompatibilitasi és citotoxicitasi vizsgalata

A mintdk citotoxicitasi vizsgalatait két 1€pésben végeztiik: az elsd Iépésben
megvizsgaltuk a mintdk citotoxicitasanak koncentracid fliggését, a masodik 1€pésben
pedig a kiilonb6zd szalas mintdkat vizsgaltuk az els6 mérés alapjan meghatarozott
koncentraci6 alapjan. Az elsd 1épésben kiilonbdzd koncentracidban szabad dopamint,
illetve azonos mennyiségben a PSI-DA-AE 1:2 konjugatumra kotott dopamint adtunk

PDL 6ssejtekhez. Az els6 kisérlet eredményei a 39. abran lathatoak.
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Az ¢letképességi adatok (39. a 4bra) alapjan elmondhatd, hogy kis
koncentracioban (1-100 uM) sem a dopamin sem a PSI-DA-AE 1:2 konjugatum nincs
karos hatassal a sejtek novekedésére. Ugyan a sejtek ¢letképessége kis mértékben
lecsokken 1 napr6l 3 napra, de ez még nem haladja meg a 20%-os csokkenést a
kontrollhoz képest. Ezeket az eredményeket a faziskontraszt képek is alatamasztjak (39.
b éabra). Tovabb ndvelve a koncentraciot lathatd, hogy 250 és 500 uM-s
koncentracioban a szabad dopamin esetében az életképes sejtek mennyisége a 3. napra
nagy mértékben lecsokken, mig a konjugatum esetében a sejtek ¢€letképessége az 1.
napon azonos a kontrolléval majd a 3. napra kozel 40%-al megnd. Ezen eredményeket a
faziskontraszt képek (39. b abra) is alatamasztjak, ahol a dopamin esetében 3. napra
sejtréteg figyelhetd meg a tenyésztdé edény aljan. Nagyobb koncentraciéban 750 uM
felett az ¢letképes sejtek mennyisége mindkét hatdanyag esetében nagymértékben
lecsokken. Azonban, dopamin esetében a faziskontraszt felvételek egészségtelen
mennyiségben talalhatoak €16, hosszabb nytlvanyokkal egymashoz kapcsolodo sejtek.
Ez a fajta morfologia az Gssejtek idegi iranyu differencialodasara enged kovetkeztetni,

amely feltevés igazolasat tovabbi kisérletekben tervezziik.
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a) 200 8 PSI-DA-AE 122 (1 nap)
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oM 1pgM 1opM 100 pM D 750pyM 1mM
DOPAMINRA VONATKOZTATOTT koncentraciok [pM)

b) Dopamin PSI-DA-AE 1:2
I nap 3 nap

fazis kontraszt mikroszkop képek (b) 1, illetve 3 nappal a hatoanyagok hozzdaaddsa utan
kiilonbozo koncentracioju dopamin illetve PSI-DA-AE 1:2 mintak esetében. A
faziskontraszt mikroszkop felvételek ugyanolyan nagyitassal késziiltek.

A masodik kisérletben a kiilonb6z6 szalas minték citotoxicitasat vizsgaltuk PDL
Ossejteken. A sejtekhez adott szdlas mintdk mennyiségét az el6zd kisérlet alapjan tgy
hataroztuk meg, hogy a teljes minta beoldéddsa utan se haladja meg a konjugatumra
kotott dopamin koncentracioja a 250 uM-t. Az eredmények a 40. abran lathatoak.

Az életképességi mutatok alapjan elmondhat6 (40. a abra), hogy a szalas mintak

jelenlétében az életképes sejtek szama kozel hasonld volt, mint a kontroll esetében. A
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PSI-DA-AE 1:2 minta esetében az életképességi mutatok kisebbek voltak, mint a
kontroll esetében mért értékek, azonban ez az eltérés még nem mutatja, hogy a mintak
citotoxikusak lennének. Az értékekbdl lathatd, hogy az életképesség mindegyik minta
esetében megemelkedett a 3. napra az els6 naphoz képest. A kétfoton mikroszkopias

felvételeken (40. b, ¢, d és e abra), minden minta esetében egészséges, fibroblaszt

crey

b) Kontroll

160
140

120

)

S

5 100 - * ;_1-

B

‘,_-" 80 ! : B 1. nap
3 60 | _I‘| 3 nap
]

\': 30 |

-

= 20

~

2 0

Kontroll GF=1 GF=4 DA-AE 1:2

©  GF=l d  GF=4 ©  DA-AE 1:2

40. dbra: PDL éJssejtek relativ életképességi mutatoja 1. és 3. napon a kitiltetést
kovetden a kiilonbozo szalas mintak jelenlétében (a) illetve a 3. napon a sejtekrol késziilt
keét foton mikroszkopias felvételek (b,c,d és e).

4.3 Poli(aszparaginsav) ¢és modositott poli(aszparaginsav) alapu gélek
alkalmazhatdésaganak vizsgalata a szovetmérnokség teriiletén

A kovetkezd fejezetekben ismertetem azon eredményeket, amelyek a kiilonb6z6

kémiai és fizikai tulajdonsagii PASP gélek szovettdmaszként vald alkalmazhatdsagat

igazoljak.
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4.3.1 A modositott poli(aszparaginsav) gélek eléallitasahoz hasznalt polimerek

kémiai szerkezetének vizsgalata

4.3.1.1 PSI-DA GF=10, 15 és 20 FTIR-ATR vizsgailata
A 4.1.1.1 illetve a 4.1.1.2 fejezetekben mar igazoltuk FTIR-ATR, illetve NMR

spektroszkopia segitéségével, hogy a PSI sikeresen moddosithaté dopaminnal, illetve
dopamin/aminoetanol  keverékével. A  modositott  poli(aszparaginsav) gélek
eldallitasahoz kétféle modositdé molekulat hasznaltunk: az egyik a mar ismertetett
dopamin volt (graftolasi fok 10, 15 illetve 20), a masik pedig a 3.3.2 fejezetben
bemutatott RGD peptid szekvencia volt. Mivel a modositasok mértéke ezen polimerek
esetében joval kisebb volt ezért az FTIR-ATR és 'H-NMR mérések mellett
'H-'H COSY spektrumokkal is igazoltuk a médositas sikerességét.

A 10-es, 15-6s illetve 20-as graftolasi foki dopaminnal modositott mintak FTIR-
ATR felvétele a 41. abran lathato.

100 <
( (1)
s 152542 cm-1
‘ /
PSI-DA ‘
I\ e~ || An ~N
L \\, . i - I'~'A|‘ '\"‘l "» / VN llu'l \
. PSI-DA,, VAR Y v
e . Wl 0V
- o | LA™ \
_— PSI (1 1A
e 2952 48 em-1 i} Vi AT e 11, A
604-yem-1 I 7\ 634.466 cm-
- f 1@ | )
) ‘f':n’::c‘m
' 160.94 cm-1
138464 cm-1
)
> i i 1 1707.66 em-t n ¢
4000 3000 2000 1000 400

Hullamszam [em-1]

41. dbra: A 10-es, 15,-0s illetve 20-as graftolasi foku PSI-DA polimerek FTIR-ATR
spektruma.

A kisebb mértékben dopaminnal mddositott polimerek FTIR-ATR spektrumaban
ugyanazok a jellemzd csucsok jelennek meg, amelyeket a 22. abran is
megfigyelhettink. A 3604 cm™-nél a lancvégi aszparaginsav hidroxil-csoportjanak vou
rezgése, mig 2952 cm™-nél a lanc masik végén 1évé —CHs csoport asszimmetrikus
rezgése lathatd minden spektrum esetében. A modositatlan imid gylriire jellemzd

csucsok: 1707 cm™-nél a veo aszimmetrikus, 1384 cm™-nél a C=0O csoport delta,
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mellyel kvazi 6sszeolvadva jelenik meg a C-N vcy rezgése. A (C=0)-NH csoport vCN
rezgése 1207 cm™-nél lathatd, mig 1160 cm™-nél megjelend csucs a (C=0)-NR-(C=0)
csoportot mutatja. A dopamin tartalmi mintdk esetében azonban lathaté a mddositott
aszpartamid monomerekre jellemzd csucs 1525 cm™t-nél, illetve megfigyelhetd, hogy a
3000 cm?t feletti csucs kiszélesedik. Ezekbél a modositas sikerességére

kovetkeztethetiink.

4.3.1.2 PSI-DA és PASP-DA GF=10, 15, 20, illetve PSI-RGD3q polimerek NMR
vizsgalata

A dopaminnal médositott mintdk 'H-NMR spektrumai a 42. abran lathatoak.

Mivel a PASP géleket a PSI gélek lagos hidrolizisével allitottuk eld, ezért vizsgaltuk a

PASP-DA polimerek kémiai szerkezetét is, ezzel igazolva, hogy a dopamin jelen van a

polimereken a hidrolizis utan is. A PSI-DA mintak koziil csak a legnagyobb, 10-es

graftolasi foku polimer analizisét végeztiik el.

a) b)

25

Kc’rﬁiai c.itolétl.és (pkpm) kén\liai‘ clllol(')ldés (ppm)

42. dbra: PSI-DA GF=10 illetve PASP-DA GF=10, 15 és 20 *H-NMR spektrumai.

A PSI-DA GF=10-s polimer NMR spketruman (42. a abra) a csucsok
ugyanolyan kémiai eltolodasnal taldlhatéoak, mint a kisebb graftoldsi foku mintak
esetében (23. abra). A dopaminra jellemz6é cstcsok 6,44-6,61 ppm kozott (benzil
csoport hidrogénjei) illetve 8 ppm felett (katekol csoport —OH csoportjai), mig a
szukcinimidre jellemz6é csucsok 2,69; 3,19 illetve 5,26 ppm-nél lathatéak. A benzil
csoport 6,44 ppm-nél illetve a szukcinimid 5,26 ppm-nél 1évd cslicsanak aranyabol
megallapithatd, hogy az elméleti és valds graftolasi fok megegyezik. A PASP-DA
polimerek esetén (42. b abra) a dopaminra jellemz6 csticsok 6,6 és 6,8 ppm kozott
ugyanugy megtalalhatoak, mint a PSI-DA minta esetében. A PSI-hez hasonldan itt is két

helyen, 2,8 és 3,15 ppm-nél jelentkezik a metilén csoport két csucsa, illetve Kkis
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intenzitassal 5,29 ppm-nél megjelenik a monomer gytiriik kapcsolddasi pontjaban 1€vo
metin csoport hidrogénjének a jele is. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
poli(aszparaginsav) még mindig tartalmaz szukcinimid gyurt. A spektrumokban
viszont lathatd két ) cstcs 4,96 és 4,59 ppm-nél, amelyek a felnyilt gytiriik
kapcsolddasi pontjadban 1évé metin csoport hidrogénjének a jelei. A spektrumon jol
lathatd, hogy a felnyilt szukcinimid cstcsok intenzitdsa a graftolasi foknak megfelelden
csokken illetve, lugos hidrolizis utan a polimerek tartalmaznak dopamint.

Az RGD-vel modositott, illetve a sima PSI *H-NMR spektrumai a 43. abran
lathatéak. Mivel minden 300. monomer tartalmazott RGD oldallancot (PSI-RGD3qp),
ezért a modositas sikerességének a bizonyitasahoz az intenzitasokat megndveltem a
spektrumok kiilonb6z6 részein a jobb 6sszehasonlithatdosaghoz.

A modositatlan PSI spektrumaban jol lathatoak a 4.1.1.2 fejezetben mar
bemutatott csticsok 2,67; 3,21, illetve 5,23 ppm-nél. A kinagyitott spektrumokon (43. d
¢s f abra) a PSI esetében nem lathatdak més, a modositott monomerekre vagy
oldallancokra jellemz6 csucsok. Mivel a mddositas mértéke kicsi igy a 43. a és b abra
kozott 1ényegi kiilonbség nem figyelhetd meg csak kis intenzitasu csticsokat lathatunk
0,85-1,5 ppm kozott, amik a reakcioban hasznalt DBA jelenlétét mutatjadk. Az RGD-re
jellemz6 csucsok azonositasahoz a 43. a abran lathat6 spektrumot kinagyitottam 3,5-5,
illetve 6,5-9 ppm koz6tt. A kinagyitott spektrumon (43. ¢ és e abra) lathat6 a modositott
szukcinimid metin csoportjara jellemzo csucs 4,49 ppm-nél. A 3,59; 4,07 és 4,21 pm-
nél lathato csticsok (43. ¢ abra) az RGD-ben talalhatd szerin illetve aszparaginsav
metilén csoportjahoz tartoznak, mig a modositatlan PSI spektruma nem tartalmaz ebben
a tartomanyban semmilyen csucsot. Az RGD-ben talalhat6 arginin guainidin csoportjara
jellemzo cstcsok a 43. e abran 6,96; 7,1, illetve 7,3 ppm-nél lathatoak. A kiilonbozo
aminosavak 0Osszekapcsolddasanal 1évé amid csoportok —NH hidrogénjeire jellemzd
csucsok 8,01; 8,2; 8,5, illetve 8,8 ppm-nél lathatéak a 43. e abran. Mivel a PSI ezen
tartomanyokban egyaltalin nem tartalmaz csucsokat igy elmondhato, hogy a PSI

sikeresen modosithatd RGD peptid szekvenciaval.
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43. dbra: PSI-RGDag (a, ¢ és e) illetve a sima PSI (b, d, és f) "H-NMR spektruma

Ahhoz hogy igazoljuk, hogy a mddositd6 molekuldk kémiai kotéssel
kapcsolddnak a polimer lanchoz és nem csak fizikailag vannak jelen, felvettiik a PSI,
PSI-DA GF=10 illetve a PSI-RGDsgq *H-'H COSY spektrumait (44. abra). A PSI *H-H
COSY spektrumahoz (44. a abra) képest a modositott polimerek esetében (44. b és ¢
abra) lathatdo ) keresztcsiicsok megjelenése, amelyeket piros korokkel jeloltem.
Dopaminnal modositott polimer esetében ezek korreldciot mutatnak a szukcinimid
metilén és a dopamin benzil (6-6,5 ppm), -OH (8 ppm), illetve -CH, (2,5 ppm-nél 1év6
nagyobb csoport) csoportjaiban 1évé hidrogénekkel. PSI-RGD3qg esetén a korrelacio az
RGD-ben talalhaté aminosavak —CH> csoportjai és a szukcinimid metin csoportja kozott

fedezheté fel. Ezen csticsok kisebb intenzitasa a kisebb mennyiségli oldallancbol
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(nagyobb graftolasi fok) adodik. Ezen eredmények bizonyitjdk, hogy a moddositod

molekulak kovalens kotéssel kotddnek a polimerhez.

a)

(wdd) s’!}p«)‘ioua !';-!l“-?.‘l‘

S0 “

I\’(':;niai (;Iml(;;dés (![r)pm;t

b)

O O S

-
O

l\’(:miai cltol;')d:is I(ppm)

(lud‘d)‘sgpm;mc; !n!w;))l )

O OQ

O

(wdd) sepojoifa renuay

Izém.i‘ai ‘etltoi?()dsi“s' ( |;;)m:):
44. gbra:PSI (a). PSI-DA GF=10 (b) és PSI-RGDsg () 2D *H-'H COSY spektruma.
4.3.2 Kiilonb6z6 mennyiségben tiol csoportot tartalmazéo PASP gélek fizikai és
kémiai vizsgalata
A kiilonb6zé mértékben ciszteaminnal modositott gélek kémiai szerkezetét
FTIR-RAMAN spektroszkopidval, mig a fagyasztva szaritott minték fizikai szerkezetét

kétfoton mikroszkopiaval vizsgaltuk (45. abra).
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45. dabra: Kiilonbozo mennyi&égben tiol csoportot tartalmazo PASP gélek FTIR-RAMAN
spektrumai (a) illetve a fagyasztva szaritott gélekrol késziilt két foton mikroszkopos
felvételek (b).

A raman spektrumokon megfigyelhetd, hogy a szukcinimid/aszpartamid
monomerekre jellemzd csiicsok minden minta spektrumaban jelen vannak (-CH, -C=0
¢s —C-C-). Emellett lathatd, hogy a —C-S kotésre jellemzd cslcsok intenzitdsa a
mintaban talalhatd ciszteamin mennyiségével csokken és a CYSEgy-DAB2y mintaban
teljesen eltiinik. Annak ellenére, hogy ezen mintak mindegyike kezelve volt DTT-vel, a
nagyobb ciszteamin tartalmi mintdkban lathaté a diszulfid hidakra (-S-S-) jellemzo
cstics 509 cm™ relativ hullimszamnal. A fagyasztva széritott gélek két foton
mikroszkopias felvételein (45. b abra) jol lathatdo a gélek zold autofloureszcens
tulajdonsaga, illetve a ciszteamin mennyiségének csokkenésével a géleken egyre

nagyobb atmérdji lyukak figyelhetéek meg.
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A szabad tiol csoportok mennyiségét Ellman reagens segitségével is

meghataroztuk mind DTT-s kezelés el6tt illetve utan (16. tablazat).

16. tablazat: 10mg szaritott gélben lévo tiol csoportok anyagmennyisége Ellman
meghatarozas alapjan

CYSE, CYSEs CYSEjp CYSEy CYSE4 CYSEg
DTT elott

0,02+0,02 | 0,04+0,03 | 0,04+0,02 | 0,03£0,01 | 0,05%=0,02 | 0,02+0,01
(umol)
DTT utan

1,95+0,04 | 1,41+0,05 | 0,71+0,08 | 0,30+0,02 | 0,16+0,02 | 0,02+0,01
(umol)
Elméleti

18,6 7,4 3,7 1,85 0,92 0,46
(mol)

A 16. tablazat adatai alapjan elmondhatd, hogy a gélek szintézise soran a
ciszteaminban talalhato tiol csoportok szinte teljesen oxidaldédnak és diszulfid hidak
jonnek létre. Ezen diszuflid hidak a DTT-s kezelés hatasara felnyilnak és ujra tiol
csoportokkd alakulnak, amelyeknek a mennyisége a gélben né a szintézis sordn

alkalmazott ciszteamin mennyiségének novelésével.

4.3.3 Poli(aszparaginsav gélek stabilitasanak és biodegradabilitasanak vizsgalata

A természetes extracellularis matrix (ECM) folyamatos lebomlésa és ujjaépiilése
befolyasolja a sejtek életciklusat és szaporodasat. Mivel a szovettamaszként hasznalt
gélek mechanikai tulajdonsdgai nagy hatdssal vannak a sejtek szaporodésara, ezért
fontos a gélek stabilitasanak, illetve degradacids kinetikajanak ismerete. Mivel a
sejttenyésztés soran alkalmazott, illetve a sejtek altal termelt enzimek (diszpaz,
Tripszin-EDTA, kollagenaz 1), illetve tapoldat OsszetevOi indukalhatjak a gélek
lebomlasat, ezért vizsgaltuk a kiilonbozé keresztkotét (CYS illetve CYS-DAB)
tartalmaz6 PASP gélek stabilitasat ezekben a kdzegekben (46. abra). Mivel a polimer
térhaloban bekdvetkezd degradacio a gélek duzzadasat és ezzel a tomegiik novekedését
okozza ezért az elsd kisérletben a gélkorongok tomeg- ¢€s alakvaltozasat kovettiik
nyomon.

A PASP-CYS gélkorongokat el6szor 2 hétig PBS-ben taroltuk, ami nem okozott
sem tomegvaltozast, sem degradaciot (46. a abra). Ezutan a PBS-t kiilonb6z6 enzim

oldatokra cseréltiik, illetve par mintat tovabbra is PBS-ben hagytunk negativ
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kontrollként. Amint az lathaté a mintak 42 nap utan is stabilak voltak PBS-ben (46. a
abra, fekete jel510).

Tripszin-EDTA ¢és diszpaz jelenlétében a gélkorongok tomege monoton
novekedett a teljes kisérlet idOtartama alatt (46. a abra, piros €s kék jelold). Ez a
tomegnovekedés az elsd két hétben csak kisebb mértékli volt, majd az enzim oldat
cseréje utan (21. nap) a gélek tomegnovekedése nagymértékben felgyorsult a
tripszin-EDTA esetében. Ez a valtozas kisebb mértékben a diszpaz esetében is
megfigyelhetd. Habar mindkét enzim jelentdés mértékii duzzadast okozott a mintdkon, a
gélkorongok alakja mégis valtozatlan maradt (46. c abra).

Kollagenaz I jelenlétében (46. a abra, zo6ld jel6ld) a gélkorongok nagymértékben
megduzzadtak, a tomegik jelentdsen megnovekedett mar az elsd hét utdn. A
gélkorongok deformalodtak, amorf alakot vettek fel (46. ¢ abra). 1 nappal az enzim
oldat cseréje utdn a polimer térhald teljesen szétesett és a gélkorongok feloldodtak.

Hogy kideritsiik melyik kotés szakad fel a polimer térhaloban a kollagenaz I
hataséra, vizsgaltuk vegyesen keresztkotott (PASP-CYS-DAB) gélek tomegvaltozasat
kollagenaz I jelenlétében. Ugyan a PASP-CYS-DAB tomege ¢és térfogata kollagenaz 1
jelenlétében folyamatosan ndvekedett a 41 napos megfigyelés alatt (46. b abra), a
mintak nem deformalddtak €s nem oldodtak fel (46. ¢ dbra). Mivel az el6zd kisérletben
hasznalt gélek csak diszulfid tartalmi keresztkotét tartalmaztak ezért ezen
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kollagenaz I a polimer térhaloban 1évo

diszulfid hidakat szakitja fel.

88



DOI:10.14753/SE.2019.2213

a) . i b) 220
209} - BS l(;eunmmz feloldodisit 100 4 _ ‘ o PASP-CYS
by o Dusrpie . / % i & - PASP.CYS-DAB
10— DI g 7*-1 Gélkorony feloldadott |
104 v Kolingeniz || 120% s thimegoibvekedes 160 4 {
140 4 \ 140 4  1.¥
—~ 104 | 1204 |
¥ Jex v 3
» 2 o Isrulfid hidak
= 1001 m 1 ! oot &1l felvrakaddua: S4%0-s
R T Ew{ || thmegniivekedis
T @ lﬁ-wm:'s vhwibey " 804 " >
10 4 " . ‘ . " J P »
PBS s i o

)
9. nap 14. nap
Tirpszin-EDTA
v
-~
N
& —
o
< , |
0. nap 9. nap 14. nap
Kollagen:iz 1
Gélkorong
feloldodott
0. nap 4. nap ' 8. nap ' 9. nap
Kolagemiz 1
z
U
=%
19
&
&)

0. nap 9. nap 14. nap 28. nap
46. dbra: PASP-CYS gélek degraddacidja kiilonbozé enzimek jelenlétében (a),
PASP-CYS illetve PASP-CYS-DAB degraddcidja Kollagendz | jelenlétében (b), illetve a
gélkorongokrol kiilonbozo napokon késziilt felvételek (c). A skala a képeken Smm
hosszu. A jelzi az enzim oldatok cseréjét.

crer

vizsgaltuk a sejttenyésztés soran hasznalt tdpoldatban. Ehhez gélhengereket
készitettiink, amelyeket tdpoldatba helyeztiink és mértik a gélek rugalmassagi

moduluszat és tomegét kiillonbozé i1dokozonként. A 4. és 5. egyenlet segitségével
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meghatarozhaté a gélek rugalmassagi modulusza ¢és egységnyi térfogatba esd haldlanc

mennyisége (v¥), amelyek idObeli valtozasa a kiilonbozé gélek esetében a 47. abran

lathato.
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47. dbra: 20-as (a és c) illetve 40-es térhalositasi foku (b és c) gélhengerek egységnyi
térfogatba esdé halolanc mennyiségének és tomeg szerinti duzzaddsfokanak (Qm) iddébeli
valtozasa tapoldatban. Kiilonbozo gélhengerekrol kiilonbozo napokon készitett
felvételek (d). A d) abran lévé skdla Icm. Az a,b és ¢ dbran a #® jelzi a tapoldatok
cseréjet.

Az eredmények mutatjak, hogy a kiilonb6z0o, csak DAB keresztkotot tartalmazo
hidrogélek stabilak maradtak tdpoldatban a 17 napos megfigyelés alatt. A kis novekedés
a v* ¢értekekben a tapoldat Osszetevdinek a gélmatrixba torténd diffuzidjanak a
kovetkezménye (47. a és b abran fekete mig a ¢ abran fekete és zold négyzet jelolok). A
tiol tartalmi PASP-CYSE4-DAB4 gélek esetében a mérések hasonld eredményt
mutatnak (47. a és b abra, kék rombusz jel616k). A 47. d abran latszik, hogy sem a gélek
alakja sem a mérete nem valtozott a teljes megfigyelési id6 alatt. A PASP-CY SEp,-
DABy, gélhenger szintézise nem volt kivitelezhetd, mivel a PSI gélhenger széttort a

hidrolizis alatt bekovetkezett méretvaltozastol. Azonban a kémiai szerkezete azonos a
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PASP-CY SE4-DAB4y mintaéval, igy feltételezhetéen hasonld eredményeket mutatna.
A csak cisztamin (PASP-CYSx) gélhengerek alakja nagymértékben deformalddott 5
nap tapoldatban toltott id6 utan (47. d abra). A hidrogélek eldszor deformalodtak és
nagymértékben megduzzadtak az elsé par napban, majd késobb teljesen feloldddtak (47.
a és b abra vilagoskék kerek, ¢ abra vilagoskék és sarga haromszog jel616k).

A vegyesen keresztkotott PASP-CYSx-DAByx gélekben a v* (47. a és b abra
piros kerek jelolék) monoton csokkenést, mig a Qn (47. ¢ abra piros és magenta kerek
jelolék) monoton emelkedést mutatnak az 1d6 fliggvényében. Ezek a mintdk nem
oldodtak fel a megfigyelés ideje alatt azonban nagymértékben megduzzadtak és
deformalodtak (47. d abra). Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
tapoldat tartalmaz olyan Osszetevét, példaul L-ciszteint, amely képes a gélekben 1évo
diszulfid hidakat tiol csoportokké redukalni. Ezen feltételezés igazoldsara a vegyesen
keresztkotott PASP-CYSy-DABjo gélkorong duzzadasat vizsgaltuk 0,1 M L-
cisztein/PBS oldatban (48. abra).

.Allag tomeg: 44,1+2,1 mg Atlag tdmeg: 135,146,5mg
Atlag atméro: 5,85:0,21 mm Atklag atmérd: 9,52+0,42mm

0,1M
L-cisztein/PBS

—

48. dbra: PASP-CYSy-DABy gélkorong tomeg és méretvaltozasa 0,1M L-cisztein/PBS
oldatban. A skala S5mm.

Amint az a 48. abran lathaté a gélkorong nagymértékben megduzzadt és a
tomege tObb mint a 3-szorosara emelkedett 2 6ra utdn. Ebbdl arra kovetkeztethetiink,

hogy a tapoldatban 1évd L-cisztein képes felnyitni a gélekben talalhato diszulfid hidakat.

4.3.4 MG-63 oszteoszarkoma sejtek in vitro tenyésztése kiilonbozé kémiai és

fizikai szerkezettel rendelkezé PASP géleken

Ezekben a kisérletekben szerettilkk volna meghatarozni, hogy a PASP gélek

kémiai Gsszetétele és mechanikai tulajdonsaga milyen hatassal van a feliiletiikre tiltetett
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crer

el6zéekben ismertetett DAB, CYS, CYS-DAB és CYSE-DAB géleket hasznaltuk
kétféle térhalositasi fok mellett (TF= 20 ¢és 40) (3.7.1 fejezet). A 47. abran
Osszehasonlitva lathato, hogy a kiilonb6zo térhalositasi fok nagymértékli kiilonbséget
eredményez a v* értékben (kozel 7-szeres kiilonbség), amely minél nagyobb annal
merevebb a gél. Ezek alapjan 8 kiilonb6zé géltipust hasznaltunk a kisérletekhez,
amelyeken a sejtek életképessége 1 és 3 nap utan, illetve morfologidja a 49. abran
lathato.

1 nappal a kitltetést kovetéen (49. a dabra, kék oszlop) a legnagyobb
¢letképességi mutatdkat a vegyesen keresztkotott, 20-as térhaldsitasi foku géleken
mértiik. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a gél merevségének novelése (47. abra),
illetve a tiol csoportok jelenléte eldsegiti a sejtek megtapadasat a gélek feliiletén. A 3.
nap elteltével hasonld eredményeket mértiink azzal a kiilonbséggel, hogy a
PASP-CYSE,-DAB;y mintan mért életképességi mutatd szignifikdnsan magasabb volt
a CYSy-DAB;y mintan mérthez képest. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a tiol
csoportok jelenléte nem csak a sejtek letapadasat, de a sejtek proliferacidjat is eldsegiti.
(49. b abra), illetve kétfoton mikroszkopos felvételeket (50. abra) készitettiink. A csak
CYS vagy DAB Kkeresztkotot tartalmazo géleken minden sejt egészségtelen, gomb
alakot vet fel, ami mutatja, hogy ezek a sejtek csak gyengén koétédnek a gélek
feliiletéhez (49. b abra). Ebbdl kifolydlag a sejtek nem képesek a proliferaciora ezeken a
géleken, amit az életképességi vizsgalatok is alatdmasztanak. Azonban, a vegyes
keresztkotésti (PASP-CYS-DAB) és tiol tartalmu (PASP-CYSE-DAB) géleken a sejtek
egészseéges fibroblaszt tipusi morfologiat vettek fel. Ebbdl kifolydlag ezen gélek
feltiletén a sejtek képesek voltak erdsen megtapadni és proliferalni amely eredmény
korrelacioban van az életképességi vizsgalatokkal. A mikroszkopos analizesek alapjan
nagyobb mennyiségli ¢életképes sejt volt taldlhatdé a PASP-CYSEy-DAB2y mintakon,

amely szintén aldtdmasztja a WST-1 életképességi vizsgalatok eredményeit.

92



DOI:10.14753/SE.2019.2213

a) o
+
0,60

= 050

-4
wd

=
is 040
£ 1 u 1 nap
=23 ® 3 nap
= '3 030
=2
&%
% g 0.2

£ .20

S

i.l.ll

(,& oy Ty,
«040

"“40

PASP-CYS -DAB PASP-CYSE -DAB

m

49. dbra: MG-63 oszteoszarkéma sejtek életképességi mutatoja 1 és 3 nappal a PASP
gélek feliiletére tortént kitiltetés utan (a) illetve a 20-as térhalositasi foku gélek feliiletén
lévo sejtekrol késziil faziskontraszt mikroszkop felvételek (b) 2 nappal a kiiiltetés utan.
*p < 0.05 mutatja a CYSE-DABy gélhez, +p < 0.05 mutatja az 1. naphoz viszonyitott
szignifikans kiilonbozoséget. A mikroszkopos felvételeken a skala 100 um.

A feliiletekrdl késziilt kétfoton mikroszkopos felvételek (50. a abra) szintén
alatamasztjak az el6z6ekben leirt eredményeket. A sejtek fibroblaszt tipusa
morfologiaja illetve a sejtek kozotti kapcsolat jol lathato a felvételeken. A kétfoton
mirkoszkopos felvételek alapjan is megallapithato az ¢letképes sejtek szamanak
novekedése a 3. napra. A zo6ld szin a poli(aszparaginsav) zold autofloureszcenciajanak

koszonhet6 és mutatja, hogy a sejtek és a gélmatrix azonos sikban talalhatoak.
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50. dbra: Kétfoton mikroszkoppal készitett felvételek a Vybrant DiD fluoroforral jelolt
MG-63 sejtekrél a PASP-CYSE3o-DABy illetve a PASP-CYSy-DABy gélek feliiletén 1
és 3 nappal a kitiltetés utan (a) illetve a PASP-CYSE-DABy gélben elhelyezkedd sejtek
3 dimenzios két foton mikroszkopos képe 3 nappal a kiiiltetést kovetoen (b). A 3
dimenzios kép a gél felsé 70 um-ét abrazolja.

A 3 dimenziés képen megfigyelhetoek a gélbe (z6ld autofloureszcenica)
agyazodott sejtek (piros gomb alakok) (50. b abra). Ez alapjan elmondhato, hogy a
sejtek nem csak a gélek felszinén tapadnak meg, de képesek bejutni a gél matrixba

mikdzben megemésztik azt. A gél sima feliiletének megvaltozasa is alatdmasztja az

elozo allitast.
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4.3.5 MG-63 oszteoszarkéma sejtek in vitro tenyésztése RGD-vel modositott tiol
tartalmu PASP géleken
Az RGD a természetes ECM-ben is el6fordulo, illetve a mesterséges
sejttenyésztés terén hasznalt szovettamaszokban is eldszeretettel alkalmazott tripeptid
szekvencia, amely elésegiti a sejtek letapadasat [132, 133]. Azért, hogy tovabb noveljiik

a sejtek letapadasi képességét, illetve vizsgaljuk az RGD mennyiségének hatdsat a

mértékben modositottuk RGD-vel (lasd 3.7.2 fejezet). Az MG-63 sejtek életképességi

mutatéi 1 €s 6 nap utan illetve a gélek feliiletén 1évo sejtekrdl késziilt fazis kontraszt

képek 51. abran lathatoak.
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51. dbra: MG-63 sejtek életképességi mutatoja kiilonbozé mennyiségben RGD-t
tartalmazo PASP-RGDx-CYSEyo-DAByg géleken (a) illetve a sejtekrol késziilt
faziskontraszt mikroszképos képek (b). *p < 0.05 a kontrolhoz (RGDy), +p < 0.05 az
elso naphoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget mutatja. A faziskontraszt mikroszkopos
képeken lévo skala 100 um.

Az életképességi vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy 1 nap utdn nem volt
szignifikans kiilonbség a PASP-RGDx-CYSE,-DAB,, kozott (51. a abra). A
statisztikai analizis alapjan a kontrollhoz viszonyitva szignifikans kiilonbséget egyediil
az RGDspp minta mutatott az 1. napon. A kovetkezd 5 napban az életképes sejtek

mennyisége szignifikinsan emelkedett minden minta esetében, fliggetleniil az RGD

mennyiségétol.
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A 6. napon készilt faziskontraszt mikroszkopos felvételeken egészséges,
fibroblaszt tipusu, szorosan Osszekapcsolodott sejtek lathatoak (51. b abra). A sejtek
erésen kapcsolodnak egymashoz, nagy sejt slriiségli klaszterekbe rendezddtek
mindegyik RGD tartalmt hidrogél feliiletén. Ezen eredmények igazoljak, hogy az RGD
jelenléte fliggetleniill a mennyiségétél elésegitheti az MG-63 sejtek klaszterekbe
rendezddését.

A kétfoton mikroszképos felvételeken hasonldan egészséges morfologidjn,
egymassal és a gélekkel kapcsolatban 1év6 sejtek lathatéak (52. abra). A 3 dimenzids
kép (52. b abra) esetében lathatd, hogy a sejtek beagyazddnak a gélmatrixba. A gél
felszine nem egyenletes, amely abbol kovetkezik, hogy a sejtek migracidjuk és
proliferacidjuk soran képesek bejutni a hidrogél belsejébe, épp tigy mint az RGD-t nem
tartalmaz6 gélek esetében. Az 50. abran illetve az 52. abran lathatdo 3 dimenzios
szerkezet bizonyitja, hogy a sejtek a PASP gélekben talalhato peptid kotéseket képesek

felbontani és ez altal a gél belsejébe bejutni.
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52. dbra: Kétfoton mikroszkdppal készitett felvételek a MG-63-as sejtekrdl a kiilonbozo
PASP-RGDx-CYSE2-DABy géleken (a) illetve a PASP-RGD3po-CYSE20-DAByy gél 3
dimenzios szerkezete 3 nappal a kiiiltetést kovetoen. A 3 dimenzios kép a gél felsé 60

um-ét mutatja.
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4.3.6 Human foggyokérhartya (PDL) dssejtek tenyésztése Kiilonbozé kémiai és
fizikai szerkezettel rendelkezo PASP géleken

A human PDL 6&ssejtekkel végzett kisérletek soran a 4.2.4 fejezetben bemutatott
elhelyezkedését (53. abra).

Az 53. abra alapjan elmondhato, hogy a PDL 6ssejtek hasonloan viselkednek a
kiilonb6z6 PASP géleken, mint az MG-63-as sejtek. Az ¢lsé napon a legnagyobb
¢letképesség a merevebb és tiol tartalmu (CYSE2-DAByg) gélen volt mérhetd. Emellett
a DABy illetve a CYSE4-DAB4 minta esetében is magas ¢letképességi mutatokat
mértiink, amely alapjan elmondhat6, hogy a PDL 0&ssejtek ¢életképességét a gél
rugalmassdgi moduluszénak novekedése ¢és a tiol csoportok jelenléte a gélben
megnoveli. Ezen eredmények egyezést mutatnak az MG-63-as sejtek esetében mért
eredményekkel. A jelentds kiillonbség azonban a két sejttipus kozott, hogy a PDL
Ossejtek életképessége a 3. napra lecsokkent szinte minden minta esetében. Ez a
csokkenés ugyan jelentds, de az 1. napon legnagyobb életképességet mutatd 3 gél koziil
csak a CYSE2-DAB, minta esetében szignifikans. Ahhoz, hogy informaciot kapjunk
arrol, hogy ez a csokkend tendencia hosszll tavu sejttenyésztés esetén is fenn all-e,
vizsgaltuk a sejtek életképességét a kililtetéstdl szamitott 14. napig, az elézdekben

emlitett 3 gél tipus esetében (53. b abra).
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53. dbra: PDL dssejtek 1 és 3 napos relativ életképességi mutatdja 8 kiilonbézé PASP
gélen (a) illetve a 3 legnagyobb életképességi mutatoval rendelkezé gél hosszu tavi
eredményei (b). A gélek feliiletérol késziilt faziskontraszt és két foton mikroszkopos
felvételek (c) és a gélek fels6 70 um-rérdl késziilt 3 dimenzios kép (d) 14 nap utin. A
faziskontraszt mikroszkopos képek ugyanolyan nagyitasban késziiltek. A géleken mért
életkeépesség a CYSE2-DAByy gélen mért 1. napi életképességhez van viszonyitva
(100%). CYSE20-DABy gélhez képest a szignifikans kiilonbséget a *p < 0.05 mutatja az
adott mérési napon. A szignifikans kiilonbséget a napok kozétt a +p < 0.05 mutatja.

A 53. b abran megfigyelhetd, hogy ugyan az életképes sejtek mennyisége az els
naphoz képest mindhdrom minta esetében lecsdkken, a 7. napra nagyobb értéket mutat

mint az 1. napon. Ez az emelked6 tendencia a DAB;y minta esetében szignifikansan
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megmaradt a 14. napra, de a CYSE;-DABjy minta esetében is lathatd. A
CYSE4-DAB4y minta esetében az ¢életképességi mutatd kismértékben lecsokkent
azonban a statisztikai elemzés nem mutatott szignifikans kiilonbséget. A mikroszkdpos
vizsgalatok (53. ¢ abra) alatamasztjak az életképességi vizsgalatok eredményeit. A két
meg mar a 3. napon, amelyek szdma nagymértékben megndvekedett a 14. napra. Két hét
elteltével a sejtek a gélek feliiletén Osszefiiggd, konfluens réteget alkotnak mindharom

minta esetében. A faziskontraszt mikroszképos képeken 3 illetve 14 nap utan is

s

crer

a sejtek nem csak a gélek feliiletén helyezkednek el, hanem képesek bejutni a hidrogél
belsejébe ¢és a természeteshez hasonld morfologidval rendelkeznek. Mivel ez csak ugy
lehetséges, ha a sejtek megemésztik a haromdimenzids polimer matrixot, igy ez az

eredmény is igazolja a gélek biokompatibilitasat és biodegradabilitasat.

4.3.7 Human PDL éssejtek tenyésztése Kkiilonb6z6 mennyiségben tiol csoportot
tartalmazo PASP géleken
Mivel az el6z6 kisérletek eredményei ramutattak arra, hogy a tiol csoportok
jelenléte eldnyds hatdssal van mind az MG-63 mind pedig a PDL dssejtek
¢letképességére, ezért kiilonbozd mennyiségben tiol csoportot tartalmazo géleket

készitettiink (3.7.3 fejezet). Ezutan, az eldzéekben bemutatott modon, vizsgaltuk PDL

crer

------
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(ALP meres) (b) vizsgalata kiilonbozo mennyzsegben tiol csoportot tartalmazo PASP
géleken. Az ALP mérésben hasznalt géleken taldalhato sejtek morfologidjanak vizsgalata
faziskontraszt mikroszkop (C), illetve a kiilonbozd tapoldat esetében a sejtek
elhelyezkedése a CYSE>,-DABy illetve a CYSEs-DAByg géleken két foton mikroszkop (d)
segitségevel. A faziskontraszt mikroszkopos képek ugyanolyan nagyitasban késziiltek. A
géleken meért életképesség a CYSE»-DAByy gélen mert 1. napi életképességhez van
viszonyitva (100%,). CYSE2-DABy gélhez képest a szignifikans kiilonbseget a *p < 0.05
mutatja az adott mérési napon. A szignifikans kiilonbséget a napok kozétt a +p < 0.05
mutatja.
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A 54. a abran megfigyelhet6, hogy a két legnagyobb mennyiségben tiol
csoportot tartalmazd mintan mért életképességi értékek joval meghaladjak a tobbi
mintan mért értékeket. Ez alapjan elmondhato, hogy a tiol csoportok mennyiségének
novelése jotékony hatassal van az életképes sejtek mennyiségére. Ez a novekedés a
CYSE,-DAByy minta esetében az adott napon a mar elézéekben is bemutatott
CYSE»-DAB;y mintahoz képest kozel 600%-s volt. A sejtek életképességének
valtozasa a 14 nap soran hasonl6 tendenciat mutat, mint az el6z6 kisérletben, vagyis
el0szor a 3. napra lecsokken majd a 14. napig folyamatosan novekszik. A faziskontraszt
meg, amelyek a 14. napra a CYSE,-DABy illetve a CYSEs-DAByg géleken 6sszefiiggd,
konfluens réteget alkotnak.

Az 54. b abran lathat6 a PDL 0Ossejtek alkalikus fosztaz enzim aktivitasa 3, 7,
illetve 14 nappal a kitiltetést kovetden a CYSE>-DABjy, CYSEs-DAB, CYSEy-
DAB, illetve a DABy géleken. A mintak két csoportra oszthatdak aszerint, hogy
oszteogén differencialodast elésegité (bal oldali csoport) vagy kontroll (jobb oldali
csoport) tapoldatot hasznaltunk. Megfigyelhetd, hogy a DABjy gélek esetében sem a

kontroll sem az oszteogén tapoldat hasznalatanak hatasara nem indult el a PDL Gssejtek

.....

......

eredmények nagyrészt egyezést mutatnak az életképességi vizsgalatokkal, vagyis a
legmagasabb ALP aktivitds a CYSE;-DAB; sejten volt mérhetd. Emellett nagyon
fontos kiemelni, hogy amig a tobbi minta esetében a kontroll médiummal kezelt géleken
nem volt szamottevé ALP aktivitas, addig a CYSE,-DABy gél esetében oszteogén
tapoldat hasznalata nélkiil is mértiink differencialodott utodsejteket.

A sejtek elhelyezkedését, illetve strukturajat 14 nap utan mind a kontroll mind
pedig az oszteogén tapoldat esetében az 54. ¢ abran lathaté 2 dimenzids képek mutatjak.
sejt figyelhetd meg. A CYSE,-DAB;; minta esetében teljesen tomor, konfluens részek
figyelheték meg mind a kontroll, mind pedig az oszteogén tap esetében, amely a sejtek
csont irdnyu differencialodasara utal. A 3 dimenzids képeken lathatd, hogy a sejtek

éppugy, mint az el6z6 kisérletekben, beagyazodnak a gélmatrixba. A CYSE,-DAB;
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gélek esetében egy teljesen Osszefiiggd sejtréteg figyelhetd meg a 3 dimenzids

felvételen is.

4.3.8 Human PDL éssejtek tenyésztése dopamin tartalmiu PASP géleken

Amint az a 4.1.9 fejezetben bemutatott eredményekbdl lathatd, a dopaminnal
modositott konjugatumok egyaltalan nem voltak citotoxikus hatassal PDL 0dssejtekre,
sOt bizonyos esetekben még el is segitették az életképes sejtek mennyiségének a

novekedését. Ezen okbol kifolydlag szerettilk volna megvizsgalni, hogy a dopamin

crer

crer

minden 10., 15. illetve 20. monomeren tartalmaztak dopamin oldallancot, illetve minden
20. monomeren tiol csoportot. Az ¢letképességi ¢és faziskontraszt mikroszkdopos
vizsgalatok eredményei az 55. abran lathatoak.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a nagyobb mennyiségii dopamin
csokkenti az életképes sejtek mennyiségét (55. a abra). Ennek oka az, hogy a dopamin
citotoxikus koncentracio felé emelkedett (1asd 4.2.6. fejezet). A dopamin csékkenésével
azonban megfigyelhetd, hogy az ¢életképes sejtek mennyisége a DA15-CYSE-DABy
minta esetében kis mértékben, mig a DA2p-CY SE-DAB, minta esetében mar jelentds
mértékben megnovekszik. Az életképes sejtek mennyiségének valtozasa hasonld
tendenciat mutat, mint a dopamin nélkiili gélek esetében, vagyis a 3. napra lecsokken,
majd utdna tovabb ndvekszik. A faziskontraszt mikroszkopos képeken egészséges
fibroblaszt  morfologiaju  sejtek  lathatbak. A DA15-CYSE-DAB,y  és
DA-CYSE;-DAB,; minta esetében is egy egybefiiggd, konfluens sejtréteg figyelhetd
meg a 7., illetve 14. napon egyarant. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a megfeleld
mennyiségli dopamin jelenléte a gélekben nem csokkenti az életképes sejtek
mennyiségét illetve a sejtek képesek megtapadni a gélek feliiletén ¢és egészséges
morfologiat felvenni. A sejtek eloszlasat a gélek feliiletén a kiilonb6zd napokon két

foton mikroszkopia segitségével vizsgaltuk (56. abra).
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55. dbra: PDL dssejtek életképességi mutatoja a kiilonbozd mennyi.ségben dopamin
oldallancot tartalmazo géleken (a) illetve a gélek feliiletérdl a kiilonbozo napokon
keszitett faziskontraszt mikroszkopos felvételek (b). A mikroszkopos felvételek azonos

nagyitassal késziiltek.

Az 56. abran lathato kétfoton felvételek hasonld eredményt mutatnak, mint az
¢letképességi illetve a faziskontraszt mikroszkép felvételek. Lathat6, hogy a
DA-CYSE»-DAB,; minta esetében a 14. napra egy teljesen egybefiiggd sejtréteg

alakult a gél feliiletén. A sejtek 3 dimenzios elrendezddésének vizsgalatdhoz 3 illetve 14
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napon felvettiik a gélek Z-stack felvételeit hasonldan az el6z6 tipust gél mintdkhoz (57.

abra)
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56. dbra: Kétfoton mikroszkopos felvételek a kiilonbozé mennyiségben dopamin
oldallancot tartalmazo gélek feliiletén talalhato sejtekrdl a kiiiltetéstol szamitott 1, 3, 7
és 14-dik napon.

Az 57. abran megfigyelhetd, hogy 3 nappal a kiiiltetés utan a sejtek foleg a gélek
feliiletén taladlhatdak, nem hatolnak be a gélmatrixba. Azonban 14 nap elteltével a
DA5-CYSE-DAB,; minta esetén 1-2 sejtréteg vastagsagig (1 sejtréteg koriilbeliil 30
um), mig a DA-CYSE»-DAB,; minta esetén egészen 5-6 sejtréteg vastagsagig
behatolnak a gélmatrix belsejébe. A sejtek képesek megemészteni a dopamin tartalmt
hidrogélt, amit az 57. abra jobb also sarkaban talalhato felvételen 1évo zold mélyedések

is igazolnak.
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57. dbra: A DA15-CYSE2o-DAByy illetve DA-CYSEz0-DAByg mintdkrol késziilt 3
dimenzios két foton felvétel 3 illetve 14 nappal a kiiiltetést kovetden.
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5 Megbeszélés

Biokompatibilis, illetve biodegradabilis polimerre épiild polimer-hatéanyag
konjugatumok, illetve hidrogélek napjaink egyik leginkabb kutatott anyagai kozé
tartoznak a gyogyszerészeti €s az orvosbiologia teriiletén. Poli(aminosavak) ilyen célu
alkalmazéasa kézenfekvd lenne, azonban az irodalomban mégis kevés ilyen jellegli
kutatasi eredményt talalunk. Ennek f6 oka valdszinlileg a nagy molekulatomegi
poli(aminosav)-ak nehéz és koltséges elballitasa. A poli(szukcinimid), illetve a
poli(aszaparginsav) €s a beldliikk szarmaztathaté poli(aszpartamid) szarmazékok ilyen
jellegti alkalmazhatosagara kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Kutatdmunkam soran
elészor alkalmaztuk a poli(aszparaginsav) géleket, mint szovettamaszt human eredetii
Ossejtek tenyésztésc¢hez illetve az irodalomban eldszor készitettiink egy részletes leirast
a hatéanyag leszakadasi kinetikajanak jellemzésére kovalens polimer-hatéanyag

konjugatumok esetében.
5.1 Poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumok szintézise és vizsgalata

5.1.1 Kiilonb6z6 dopamin tartalmi konjugitumok fizikai és  kémiai

paramétereinek vizsgalata

Polimer-hatéanyag konjugatumok kémiai Osszetétele, oldhatdosaga, lipofilitasa,
illetve stabilitdisa nagymértékben befolydsolja a konjugatum sorsat a szervezetben,
illetve a hatdanyag leszakadasanak idobeli lefutasat. Talnyomd részt a polimer
hatdrozza meg a konjugatum fizikai és kémiai paramétereit [17], azonban mint azt
lathattuk az el6z6 fejezetekbdl (4.1.2, 4.1.3, 4.2.1, 4.2.3, 4.2.4 fejezet) a PSI esetében ez
masképp van. Amint azt a 4.1.2, illetve 4.1.3 fejezetben bemutattam, mind a
konjugatumok oldhatdésaga és lipofilitasa, mind pedig a hatéanyag felszabadulasanak
1dobeli lefutasa befolyasolhato a PSI kiilonb6z6 modositasaival. A PSI esetében nem a
megfeleld polimer megvélasztdsan van a hangsily, mint mas az irodalomban
széleskoriien hasznalt polimerek esetében [17, 134], hiszen késdbbi modositasokkal a
végsd felhasznalasnak megfeleléen tudjuk hangolni a konjugdtumok tulajdonsagait.
Munkédm sordn a kiilonb6z6 mennyiségli dopamin mellett 2-aminoetanolt hasznéltam,
hogy befolyasoljam a konjugatumok vizoldhatdsagat, illetve oldhatosag kinetikdjat. A
dopamin az alacsony vér-agy gat permeabilitasa [135], illetve gyors degradacidja [136]

miatt Onmagaban nem haszndlhatd hatdanyagként gyodgyszeres terapidban. A
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crer

hatéanyagleadas biztositasa.

Az cléallitott konjugatumok kémiai szerkezetét ‘H-NMR, illetve FTIR-ATR
segitségével igazoltuk. A vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy mind dopaminnal,
mind pedig dopamin-2-aminoctanol elegyével a PSI enyhe koriilmények kozott
moédosithatd. Az 'H-NMR vizsgalatok alapjan a szintetizalt konjugatumok kémiai
Osszetétele nagy hasonlosagot mutat az elméleti Osszetétellel és az irodalomban
megtalalhaté adatokkal [121, 137]. Az oldhatosagi illetve a lipofilitasi adatok alapjan
elmondhato, hogy mindkét paraméter nagymértékben fiigg a polimerre kotott dopamin
mennyiségétdl, illetve az aminoetanol oldallanc alkalmazasatol (8. tablazat). A PSI
Oonmagaban egy vizben oldhatatlan polimer. A dopaminban talalhaté katekol csoport
noveli a polimer oldhatosagat, éppen ezért a polimerre kotétt dopamin mennyiségének a
novelésével né a konjugatumok oldhatésaga. Az aminoetanol alkalmazasaval a
konjugatumok vizoldhatdsdga tovabb ndvekszik, mivel az aminoetanolban talalhato
primer —OH csoport tovabb noéveli a konjugatum hidrofilitasat. A GF=1 és DA-AE
mintak fizikailag oldédnak vizben mindenféle kémiai valtozas nélkiil. A GF=4-s minta
esetében azonban a szabad szukcinimid gylirik lassan elhidrolizalnak és ezzel
folyamatosan nd a polimer oldhatosaga. Ez magyarazza a polimer nagyobb oldhatdsagat
48 ora utan. Ez a folyamat vizben azonban nagyon lassan jatszodik le, ezért a polimer
oldhatosaga még igy is kisebb a GF=1-s vagy a DA-AE mintakénal. A lipofilitasi
adatok szintén hasonld tendencidt mutatnak, vagyis az aminoetanol oldallancot is
tartalmazd konjugatumok logP értéke negativabb, mint a csak dopaminnal mddositott
mintaké (9. tablazat), alatdmasztva a hidrofilebb jelleget. A TG, illetve DSC
eredmények (lasd 4.1.2.3 fejezet) alapjan elmondhato, hogy a konjugatumok termikusan
stabilak és egészen 200 °C-ig nem torténik semmilyen valtozas a szerkezetiikben. Ezt a
hémérsékletet elérve azonban a dopamin degradacioja megkezdddik [40], majd pedig a
PSI degradacidja kovetkezik be 300 °C felett [114].

5.1.2 Hatoéanyag leszakadas kinetikajanak leirasa rossz illetve jo vizoldhatésaggal
rendelkezé konjugatumok esetében
A hatoéanyag hasznosuldsat az eld szervezetben nagymértékben befolyasolja a
hatéanyag felszabaduldsanak kinetikdja a készitménybdl. Mivel a dopamin esetében egy

elnytjtott hatéanyag leaddsu konjugatum eldallitisa volt a célunk, ezért vizsgaltuk a

108



DOI:10.14753/SE.2019.2213

hatoanyag leszakadasanak 1dofiiggését kiilonboz6 kozegekben (PBS, enzimek).
Azonban az irodalomban csak néhany olyan eset taldlhatd, amikor kovalens polimer-
hatéanyag konjugatumrdl vizsgaltak a hatdéanyag leszakadasat [138, 139], azonban
ezekben az esetekben sem arra fokuszaltak, hogy egy messzemend, részletes kinetikai
leirast dolgozzanak ki. Eppen ezért vizsgilataink soran kidolgoztunk egy részletes
kinetikai leirdst, amely hasznalhato lehet mas, kovalens polimer-hatbanyag
konjugatumok esetében is a hatdanyag leszakadas kinetikdjanak leirasara. Ehhez a mar
elézoekben ismertetett oldhatdsagi kiilonbségek alapjan a konjugatumokat két csoportba
soroltuk: az egyikben a rosszul és i1dofliggd oldhatosdggal rendelkezd csak dopamint
tartalmazoé konjugatumok voltak, mig a masik csoportba a jo vizoldhatdsaggal
rendelkez6 aminoetanol oldallancot is tartalmazo6 konjugatumok keriiltek.

A leiras sordn eldszor a dopamin leszakadas rendiiségét hatdroztuk meg az
aminoetanol tartalmi konjugatumok vizsgalatdval. A mérésekbdl lathat6, hogy a
dopamin leszakadasa egy els6rendii Kinetika szerint jatszodik le a kiilonb6zo
reakciokdzegekben, mivel a koncentracid valtozasa exponencialisan fiigg az id6tol "(27.
abra). Mindemellett a mérések koriilményei kozott a dopamin degradalodik, igy a
pontos Kinetikai leirashoz ennek a reakcionak a rendjét is meg kellett vizsgalnunk. A
mérések alapjan a dopamin koncentracidja a degradacidja soran linedrisan csokken az
idovel, ami 0. rendl kinetikara enged kovetkeztetni. Ezen adatok megegyeznek az

irodalomban megtalalhatd adatokkal, ahol szintén 0. rendii kinetikaval irtdk le a

crer
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alapjan a 14. egyenlettel irhatjuk le. Az elméleti leirast Osszehasonlitva a mérési
adatokkal (29. abra) jo egyezést kapunk, amely alatamasztja a kinetikai leiras
helyességét. A hatdanyag leszakaddsi gyorsasdganak a jellemzéséhez meghataroztuk a
konjugatumon 1évé dopamin mennyiségének a felezési idejét. A jo vizoldhatosaggal
rendelkez6 mintak esetében a felezési idok minden esetben meghaladjak a 4 orat (10.
tablazat), amely értékek alapjan a konjugatum egy elnyujtott dopamin leadést tesz
lehetdvé.

Mivel a dopamin leszakadasa oldatfazisban torténik meg, ezért a rosszul oldodo
konjugatumok oldhatdsaganak idofiiggését is figyelembe kell venniink a kinetikai
leirasnal. Eppen ezért a kinetika leirdséhoz egy diffuzidval Gsszekapesolt elsdrendit

kinetikai modellt alkalmaztunk. Az els6 Iépésben a polimer diffazidval jut be a szilard
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feliiletr6l az oldatfazisba ahol a dopamin leszakadasa megtorténik. A diffuzids 1épés
leirasahoz a Higuchi modellt alkalmaztuk [141], amely rosszul old6dé komponensek
esetén hasznalhatd, ha a komponens koncentracidja a formulaban meghaladja az
oldhatésagat. Osszhangban a Higuchi modellel, a tobb kotott dopamin épp tigy, mint a
konjugatum nagyobb telitési koncentracidja noveli a Higuchi paraméter értékét (11.
tablazat).

A Higuchi modellel meghatarozott paramétereket figyelembe véve tettiink
kisérletet, egy diffuzidval egybekotott elsdrendil kinetikai modell kidolgozéasara, hogy
25. egyenlet esetében két szEls esetet vizsgaltunk meg. Nagyon rovid mérési idok
esetében (els6 1-2 o6ra) a pusztan diffuzioés Higuchi modellt kapjuk vissza, mig végtelen
hosszll idében a limitald tényezé a leszakadt dopamin telitési koncentracidja. Ha a 25.
egyenletet hossz(i reakcididokre felirjuk, megkapjuk a 27. egyenletet, amely
segitségével meghatarozhatjuk a leszakadasi reakciokinetikai konstansat (30. abra, 12.
tablazat). Osszevetve ezen értékeket a jo vizoldhatosagn konjugatum esetében
meghatarozottakkal lathato, hogy ezek az értékek joval kisebbek, amely a hosszabb,
elnygjtott hatéanyagleaddst tamasztja ald. Mivel ezekben az esetekben a diffuzid a
sebesség meghataroz6 1épés, a hatdanyag leszakadasnak felezési ideje is nagyobb. A 20.
egyenlet alapjan a felezési id6 a GF=1 minta esetében 40 6ra, mig a GF=44 minta
eseteben 99,2 o6ra. Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy egy elnytjtottabb
hatoanyagleadas érhetd el, ha a konjugatum oldhatosaga lassabb. Mivel igy a
konjugatum lipofilitdsa is nagyobb, amely nagyobb felszivodast jelenthet a
szervezetben, a hatbanyag hasznosulasa tovabb novekedhet [17].

Leirasunkat alkalmaztuk kiilonb6z6 enzimek altal katalizalt esetben is, hogy
megvizsgaljuk az enzimek hatasat a dopamin leszakadas kinetik4jara. Az eredmények
alapjan elmondhatd, hogy az a-Kimotripszin kimagasloan szignifikans (p<0,01), mig a
bromelain szignifikans (p<0,05) hatassal volt a dopamin leszakadas kinetikajara (27.
abra). A statisztikai elemzések alapjan elmondhato, hogy az a-Kimotripszin szignifikans
hatassal (p<0,05) birt a bromelainhoz képest 3,5 o6ra utdn. Igy levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy ha nagyobb a koncentracid a polimeren illetve nagyobb a
konjugatum oldhatosaga, nagyobb a dopamin telitési koncentracidja és gyorsabb a

dopamin leszakadasa. A kinetikai konstansok alapjan elmondhatd, hogy mindkét enzim
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jelentésen befolyasolja a dopamin leszakadas kinetikajat, amely alatamasztja katalitikus

aktivitasukat is [127].

5.2 Nanoszalas poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumok eldallitasa és

vizsgalata

A dopamin leszakadasi kinetikdjanak leirdsanal lathattuk, hogy a konjugatum
oldhatosaganak és oldhatésag kinetikajanak nagy hatdsa van a dopamin leszakadas
kinetikdjara. Eppen ezért a konjugatumok tovabbi formuldzasahoz olyan eljarast
szerettiink volna hasznalni, amely megnoveli a konjugatumok fajlagos feliiletét valamint
egy jobban kezelheté készitményt eredményez. A nanoszalas konjugatumok
eloéallitasahoz az elektrosztatikus szalhuzas (electrospinning) technikajat alkalmaztuk.
Az irodalomban szamos publikaci6 talalhaté kiilonbozé elektrosztatikus szalhuizassal
eléallitott  hatéanyag hordozdé  rendszerekrél [37, 38, 142]. Nanoszalas
hatéanyaghordozd rendszerek eldallitdsahoz legtobbszor a hatdéanyag molekulakat
fizikailag csapdazzak a polimer szalakba [43, 143, 144], esetleg utdlagosan
adszorbealjak a szalakban [44, 45, 145], vagy abszorbealjak a szalak feliiletén [146,
147], illetve valamilyen nanorészecske feliiletére kotott hatéanyagot csapdaznak a
polimer szalakba [148-150]. Azonban kovalens polimer-hatéanyag konjugatumok
utdlagos elektrosztatikus szalhuzassal torténd formulazasara viszonylag kevés irodalom

all a rendelkezésiinkre [39, 41, 151].

5.2.1 Poli(aszpartamid)-dopamin nanoszalak eléallitasa

Az elektrosztatikus szalképzés esetében a polimer és az oldoszer fizikai kémiai
paraméterei nagymértékben befolydsoljak a kialakult szalak méretét, homogenitasat és
szerkezetét. A legfontosabb paraméterek a polimer koncentracioja és a vele
parhuzamban 1€v0 viszkozitas, az alkalmazott fesziiltség és dramlasi sebesség, a polimer
oldat feliileti fesziiltsége, valamint a paratartalom, hdmérséklet és a céltargy tdvolsaga
[152]. Mivel ezek koziil az oldoszer a polimer oldat viszkozitasara és a feliileti
fesziiltségére hatdssal van, ezért a megfeleld olddszer alkalmazasa fontos paraméter
[153]. A csak dopamin tartalma konjugatumok oldhatdsaga limitalt, és féleg DMF-ben
vagy DMSO-ban oldhatoak, igy olddszer keverékek alkalmazasaval juthatunk a kivant

szalas szerkezethez [153].
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A konjugatumok esetén lathatd, hogy kiilonbozé oldoszerek, illetve oldoszer
keverékek alkalmazasa esetén mas €s mas méretii, illetve szerkezetli szalakat kapunk. A
GF=1-s minta esetében a DMF-EtOH 1:1 aranyt keverékét hasznalva a polimer oldat
pulzalva tavozott a tii hegyér6l, igy hibahelyekkel terhelt, amorf szalakat sikertilt csak
eléallitani (32. a és b abra). Ennek valosziniisitheté oka lehetett az oldat magas feliileti
fesziiltsége, illetve az erds kolcsonhatas a polimer és olddszer molekulak kozott. Ahhoz
hogy csokkentsiik a feliileti fesziiltséget THF-t adtunk az oldoszer elegyhez és igy egy
harmas oldoszerelegyet, DMF-THF-EtOH 2:1:1 keverékét alkalmaztuk. Az elegyben a
DMF felelés az oldhatosag noveléséért, mig a THF és EtOH csokkentik a polimer-
oldészer kolcsonhatast és a feliileti fesziiltséget [154]. Ilyen koriilmények kozott mar
szik szalatmérd eloszlassal allithattunk el polimer szalakat, amelyek atmérdje kisebb
100nm-nél (32. ¢ és d abra, 13. tablazat).

Mivel a GF=4-s minta kevesebb dopamint tartalmaz és igy kevesebb hidrofil
oldallancot, ezért mar tisztan DMF-bol is képezhetiink széalakat elektrosztatikus
szalhuzéassal. Azonban ilyen korilmények kozott a polimer oldat idében nem
egyenletesen jut a ti hegyére és egy pulzald szalképzés jatszodik le. Ennek
kovetkezményeképpen a szalak atmérdje inhomogénebb lesz illetve golydszerti hibak
jelennek meg a szalakon, mely szalképzési hiba jol ismert az irodalombol (33. b abra)
[44]. Ahhoz hogy csokkentsiik az oldat feliileti fesziiltségét, amely hatassal van a
szalakon 1év6 hibahelyek kialakulasara [154], DMF-THF 4:1 keverékét alkalmaztuk. A
33. abran lathato, hogy igy hibahely mentes szalakat tudtunk el6allitani homogén
szalatmérGvel és a szalak atlagos atmérdje sem haladta meg az 1 um-t (13. tablazat). Ha
Osszevetjilk a GF=1-es ¢és 4-es konjugatumbol készitett szalakat lathato, hogy GF=1-es
minta esetében a szalak joval kisebb atlagos atmérdvel rendelkeztek. Ez a polimer oldat
kisebb feliileti fesziiltségének koszonhetd [34].

Mivel a DA-AE 1:2 konjugatum vizoldhatésaga nagyobb, mint 50 m/m% (8.
tablazat), ezért alkalmazhattuk a konjugatumok vizes oldatat a szalak el6allitasahoz. A
konjugatum vizes oldatdbol homogén, 400 nm-s atlagos szalatmérdvel rendelkezd
szalakat tudtunk elGallitani (13. tablazat). Fontos kiemelni, hogy a szalak nagy
hidrofilitdsa miatt a levegében talalhaté nedvességet megkotik, melynek soran a szalak
Osszeolvadnak (34. b abra), igy késobbi alkalmazas szempontjabdl torekedni kell a

nedvességmentes tarolasi koriilményekre.
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A szalak FTIR-ATR spektroszkopids vizsgalatabol kideriil, hogy kémiai
szerkezetiikben semmiféle valtozas nem kovetkezik be a szalhuzas soran a por allapota
mintdkhoz képest, amely eredmény megegyezik korabbi kutatomunkank sordn mért

eredményekkel [155].

5.2.2 Oldhatésag kinetikai, hatéanyag leszakadas kinetikai és permeabilitasi

vizsgalatok

A por allagh mintak esetében lathattuk, hogy a konjugatumok oldhat6saga illetve
oldhat6sag kinetikaja nagymértékben befolydsolja a hatdéanyag leszakadas kinetikajat
(27. abra). Mivel az elektrosztatikus szalképzéssel a konjugatumok fajlagos feliilete
nagymértékben megndvekszik, igy varhatéan az oldhatésdguk is meggyorsul (lasd
Higuchi kinetika leirasa 17. egyenlet). Ha &sszevetjiik a sima por allagh mintak
oldhatésag kinetikajat (24. abra) az elektrosztatikus szalhtzassal eléallitott szalas
mintakéval (35. abra), megfigyelhetd, hogy a szalas mintak oldhatdsaga gyorsabb, mint
a por allagi mintdké. Ez azonban nem csak a mintdk fajlagos feliiletének
kiilonbozdségébdl kovetkezik, hiszen a szalas mintak esetében a méréseket PBS-ben
végeztik. A szalas mintak esetében a mérési eredményekbdl levontuk a leszakadt
dopamin mennyiségét, a dopamin leszakadasi kinetikai méréseket haszndlva, igy a
35. abra ténylegesen csak a beoldddott konjugatumon 1évé dopamin mennyiségét
az elsd 26 oraban egy telitési gorbe szerint valtozik, addig a GF=4 minta esetében az 5.
oOra utan egy ugrasszerii koncentracionovekedés jatszodik le. Ez annak kdszonhetd, hogy
a szabad szukcinimid gytirtik lagos hidrolizise elindul, igy a polimer vizoldhatbsaga
nagymértékben megnd. Ez az érték jo egyezést mutat az irodalomban megtalalhato
adatokkal, ahol poli(szukcinimid) alapti gélek hidrolizis kinetikajat vizsgalva hasonld
értékeket irtak le [91]. A szalak oldhatosag kinetikdjaban 26 ora utan egy ujabb
ugrasszerti novekedés figyelheté meg, amely a szalak szétesésének tudhato be. Ennek
hirtelen megemelkedése miatt. Ez a GF=4-s minta esetében szintén jelentdsebb a szabad
szukcinimid gylrik teljes hidrolizise miatt. Mivel a hidrolizis az els6 5-6 6raban nem
befolyasolja a konjugatumok oldhatosagat, igy ezen szakaszbol meghatarozhat6 a por

allagt konjugatumoknal is meghatarozott Higuchi konstans. Osszehasonlitasként a por
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illetve szalas konjugatumok esetén meghatarozott Higuchi konstanst illetve a polimerek

crer

17. tablazat: A vizben rosszul oldodo por illetve szalas konjugatumok esetén szamitott
Higuchi konstans és telitési koncentracio

Minta neve GF=1 por GF=1 szdl GF=4 por GF=4 szdl
Ky (mmol*L*h™?) 0,47 0,26 0,141 0,342
S
Crp (mmol/L) 0,72 2,43 0,61 6,99

Megfigyelhetd, hogy GF=1-s minta esetében a Higuchi konstans lecsokkent,
azonban nem szabad elfelejteni, hogy a bemért konjugatum mennyisége fele akkora
volt, mint a por allaghh mintd¢. GF=4-s minta esetében azonban jelentdés novekedés
lathatd a széalas minta esetében, amely részben a megnodvekedett feliiletnek részben a
szabad szukcinimid gytirik hidrolizisének kdszonhetd.

A hatéanyag leszakadas kinetikai mérések eredményei aldtdmasztjdk azt a
feltételezést, hogy az oldhatdsag kinetika, illetve a szalak oldhatdsaga nagy hatdssal van
a hatdanyag leszakadas kinetikajara [41, 156, 157]. Ha Osszevetjiik a dopamin
leszakadas kinetikdjat por, illetve szalas mintak esetében lathato, hogy amig por mintak
esetében a leszakadt dopamin koncentracioja egy telitési gorbe szerint ndvekszik, addig
a szalas mintdk esetében egy hirtelen koncentraciondvekedés figyelhetd meg 26 ora
utan. Ez a szalak makroszkopikus szétesésének ¢és igy egy hirtelen konjugitum
koncentraciondvekedésnek tudhatd be, amely mar az oldhatdsag kinetika esetén is
megfigyelhetd volt (35. abra). Ebbdl kifolyolag a kinetika leirasanal a hatdanyag
leszakadast két szakaszra bonthatjuk (37. abra): arra a szakaszra, amikor a szalak még
nem esnek szét makroszkopikusan, illetve ami utan mar a szalak feloldodnak. Lathato,
hogy a feloldodas nagymértékben meggyorsitja a hatdanyag leszakadasat (14. tablazat).

A leszakadas kinetika egyszeriibb 6sszevetéséhez a por €s szalas mintdk kozott a
telitési koncentraciokat illetve a kinetikai konstansokat a 18. tablazatban talalhatjuk.
Megfigyelhetd, hogy ha a két 1épcsds leirdst haszndljuk a szdlas mintaknal
a-Kimotripszin jelenlétében és a reakcidkinetikai konstansokat a végsd, 2. 1épcsd utani
telitési koncentraciokkal hatarozzuk meg, az elsé 1épcsé reakciokinetikai konstansa
joval kisebb lesz, mintha az 1 1épcsOs leirast alkalmaznank. Ha kiilon kezeljiik a két
1épcs6t abban az esetben az 1. 1épcsd esetében a Ky érték megnd és joval nagyobb értéket
mutat, mint PBS vagy az eldz0 leiras esetében. A k; értékek alapjan elmondhato, hogy a

szalas minta hirtelen szétesése nagymértékben meggyorsitja a dopamin leszakadéasanak
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a sebességét. PBS esetén a két konjugatum kozott kis kiilonbség figyelhetdé meg a GF=1
javéara, ez azonban az a-Kimotripszin esetében joval jelentdsebb, amely eredmény

szintén aldtdmasztja az enzim katalitikus aktivitasat.

18. tablazat: Reakcio kinetikai konstansok illetve telitési koncentrdaciok

Kozeg minta GF=1 GF=4
k. () | 0,020 0,017 0,025 0,019
)
o
o ¢’ (mmol/L) | 0,95 0,47 0,575 0,42
< 1. 2. 1. 2.
g K, (h™ 0,054 | lépcsé | lépcsd 0,05 lépcsé | lépcsd
S 0,014 | 0,16 0,005 | 0,10
X c” (mmoliL) | 1,32 1,09 0,8 0,78

Lathato, hogy PBS esetében a reakciokinetikai konstansok hasonld értékeket
mutatnak, mig a telitési koncentraci6 mindkét konjugatum esetében a szalas mintanal
kisebb. Azonban a pontos 0sszehasonlitashoz figyelembe kell venniink, hogy a szélas
mintak esetén fele annyi konjugitumot mértiink be ugyanolyan térfogati kioldo
kozegbe. Ennek fényében elmondhato, hogy a szdlas mintdk meggyorsitjdk a hatdéanyag
leszakadasat mar PBS-ben, is illetve a GF=4-s minta esetében novelik a leszakadt
jelen van, a kiilonbség a por illetve szalas mintdk kozott joval szdmottevobb. Ha
megvizsgaljuk a telitési koncentracidkat lathatd, hogy a szalas mintdk esetében a fele
mennyiségli konjugatumok ellenére kozel azonos a leszakadt dopamin mennyisége
48 6ra utan. Emellett megfigyelhetd, hogy a szalak hirtelen feloldodéasa utan, a reakciod
kinetikai konstansok majdnem a dupldjara emelkednek, mint a por mintak esetében. Az
eredmények jol mutatjdk, hogy az elektrosztatikus szalképzés nagymértékben
befolydsolja a hatéanyag leszakadas kinetikdjat kovalens polimer-hatdéanyag
konjugatumok esetében. Ezen eredmények egybe vagnak E.-R. Kenawy és munkatarsai
altal publikalt eredményekkel kiilonb6z6 PV A-ketoprofen szalas és film konjugatumok
esetében [157]. Azonban fontos megemliteni, hogy részletes Osszehasonlitdsa a por,
illetve szadlas kovalens polimer-hatbanyag konjugatumoknak reakciokinetikai

szempontbol még nem talalhaté az irodalomban.
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Mint mar elézéekben emlitettem a dopamin konnyen degradalodik és kicsi a
membran permedbilitdsi képessége. A poli(aszpartamid) konjugatumok esetében
azonban lathat6, hogy a dopamin védve van a degradaciotdl és alkalmazasukkal egy
elnyujtott hatéanyag leadas érhetd el. A nagy molekulatomegiikbdl adoddan azonban a
vér-agy gaton valo atjutisuk passziv transzporttal valdsziniileg nem lehetséges [158]. A
dopamin vér-agy gaton keresztiili szallitasdhoz tobb hatdéanyag szallitdé rendszer
megtalalhatd az irodalomban [159-161], azonban ezen esetekben mindig fizikailag
tartalmazta a hatoanyag szallito rendszer a dopamint. Eppen ezért vizsgaltuk PAMPA
eljarassal, hogy a konjugatumok, illetve kisebb leszakadt dopamin-aszparagin
konjugatumok beoldodasuk soran képesek-e valamilyen mértékben passziv transzporttal
atjutni egy mesterséges membranon. PAMPA mérések segitségével modellezhetjiik,
hogy egy hatdanyag vagy formula képes-e passziv transzporttal atjutni barmilyen
sejtmembranon. A 38. abran lathatoé eredmények alapjan elmondhat6, hogy mind 4 mind
28 ora elteltével az akceptor oldalon hasonlé dopamin koncentracié mérheté mindegyik
minta esetében. Azonban megvizsgalva a donor oldalt, a beoldddott konjugatum ¢és igy a
dopamin mennyisége joval alacsonyabb, ami magasabb megoszlasi hanyadost
eredményez az akceptor/donor oldal kozott. EbbSl ugyan nem jelenthetjiik ki a
konjugatumok modell membranon keresztiili permeabilitasat, viszont elmondhatd, hogy
a lipofilebb konjugatumok esetében mar kisebb koncentracio is elégséges ugyanakkora

membranpermeabilitas elérése¢hez.

5.2.3 Citotoxicitasi vizsgalatok por és szilas konjugatumok esetében

Polimer alapti hatdanyag szallitd rendszerek citotxicitdsa nagymértékben
befolyasolja alkalmazhatosagukat terapias célra a klinikumban [162]. A dopamin
onmagaban 150 uM koncentracio felett citotoxikusnak bizonyult in vitro vizsgalatoknal
tobb sejttipus esetén is [163, 164]. Eppen ezért elészor vizsgaltuk a szabad dopamin
illetve a PSI-DA-AE 1:2 konjugatumra kotétt dopamin citotoxikus hatasat PDL
Ossejteken kiilonb6zo koncentracioban. A 39. abra eredményei alapjan belathato, hogy a
szabad dopamin hasonléan mas sejtekhez, PDL &ssejtek esetén is citotoxikusnak
bizonyult 100 uM-os koncentracio felett. A PSI-DA-AE 1:2 konjugatumra Kkotott
dopamin azonban még 500 uM-os koncentracidban sem okozott citotoxikus hatast, sot
megnovelte az életképes sejtek mennyiségét a 3. napra. Ez abbol kovetkezik, hogy a

konjugatumrol a dopamin lassan szabadul fel, igy a dopamin koncentracioja nem éri el a
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citotoxikus koncentraciot. Az eredmények azonban arra is ramutatnak, hogy a
poli(aszpartamid)-dopamin konjugatum onmagaban nem citotoxikus. Ezt a kiilonb6z6
szalas konjugatumokkal elvégzett kisérletek is igazoljak (40. abra). Mindkét kisérlet
amely szintén egyezést mutat az életképességi kisérletek eredményeivel. A PDL
Ossejtek emellett képesek neurogén iranyba differencialodni [120, 165], amelyet a
abran talalhaté faziskontraszt mikroszkopos képeken is lathatdak, amelybdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a PSI-DA-AE 1:2 konjugatum elindithatja a PDL 0Jssejtek

rrrrrr

5.3 PASP gélek alkalmazhat6saga a szovetmérnokség teriiletén

Poli(szukcinimid), illetve poli(aszparaginsav) gélekkel kapcsolatos publikaciok
szama nagymértékben megndvekedett az elmult 10-15 évben. A gélek pH [91, 107,
108], redox potencial [106, 109, 111, 112] valtozasara adott valaszreakcidjat széles
korlen  tanulmanyoztdk  mar, azonban a  biokompatibilitasarol, illetve
biodegradabilitasarol viszonylag kevés irodalom all a rendelkezésiinkre [167-169].
Eppen ezért a poli(szukcinimid) konnyti funkcionalizalhatosaga, illetve a teljes irodalom
hianya a PASP gélek szovettamaszként valo alkalmazhatosadgarol vezetett minket arra,
hogy vizsgaljuk a PASP gélek kémiai Osszetételének és fizikai tulajdonsigainak a
hatasat kiilonféle sejtek viselkedésére. Ezen munka alapvetden 3 részre oszthatd: Az
elsé részben vizsgaltuk a kiilonboz6 oOsszetételli PASP gélek stabilitasat biologiailag
relevans kornyezetben, illetve alkalmazhatosagat MG-63 oszteoblaszt tipust sejtek
tenyésztésénél. Emellett vizsgaltuk a gélbe beépitett RGD peptid szekvencia hatasat a
sejtvonal helyett PDL human 6ssejtet alkalmaztunk, illetve az e¢l6z6 kisérleteink alapjan
valtoztattuk a gélekben taldlhato tiol csoport mennyiségét és vizsgaltuk ennek hatdsat a
harmadik részben a mar el6zéekben bemutatott dopaminnal mddositott polimerekbdl
szintetizaltunk géleket és ezeket alkalmaztuk szovettamaszként PDL  Gssejtek

tenyésztésénél.
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5.3.1 Kiilonboz6 osszetételii és rugalmassagu PASP gélek biodegradabilitasa és

szovettamaszként valo alkalmazhatosaga MG-63 sejtek tenyésztésénél

A munka ezen részében vizsgaltuk a PASP gélek kémiai Osszetételének
(kiilonboz6 keresztkdté molekulak, tiol illetve RGD oldallanc jelenléte) és mechanikai
tulajdonsdgainak hatasat MG-63 sejtek adhézidjara és proliferaciojara. Kémiai
keresztkotoként a természetben is el6forduld putreszcint (1,4-diaminobutan), illetve egy
aminosav szarmazékot, cisztamint hasznaltunk (14. abra).

A PSI hasznalatanak az egyik f6 oka az volt, hogy konnyedén modosithatd
primer amin csoportot tartalmazo vegyiiletekkel, igy kiilonb6z6, a sejtek szamara
hasznos molekuldk épithetdk be a gélmatrixba. Ezt kihasznalva, a PSI lancot
modositottuk kiilonbozé mértékben RGD (Arg-Gly-Asp) peptid szekvenciaval, amely a
sejtek megtapadasanak elésegitéséhez kiilonféle feliileteken [80, 81, 171-173].
Azonban a polimerek moédositasa RGD-vel nehézkes, altalaban tobb reakciod 1épést
igényld feladat amelyeknél a legtobb esetben a polimerre kotott RGD mennyisége
nehezen szabalyozhato [173-176]. Kutatdbmunkank soran az RGD-t sikeresen kotottiik a
poli(szukcinimid)-hez egy 1épéses reakcioban enyhe reakciokoriilmények kozott (10.
abra), amelyet az 'H-NMR felvételek is igazolnak (43. 4bra). Emellett a polimerre
kotott RGD mennyisége konnyedén szabalyozhaté volt a polimer/RGD arannyal a
reakcid elegyben és az RGD tartalmt gélek szintéziséhez a reakcié elegy egyszerlien
felhasznalhato6 volt, kiilonosebb tisztitasi 1épés beiktatasa nélkiil.

A gélek stabilitasa illetve degradacidja a sejttenyésztés alatt a szovettamaszként
hasznalt gél egyik legfontosabb tulajdonsaga [80, 81, 177, 178]. Eppen ezért vizsgaltuk
kollagenaz I jelenlétében (46. abra). A kisérletek soran a PASP-CYS mintak stabilnak
bizonyultak tripszin, illetve diszpaz jelenlétében azonban teljesen feloldodtak
kollagenaz I hatasara (46. a abra). Galler és munkatarsai hasonl6é eredményeket irtak le
multidomain peptid hidrogélek esetében, amelyek teljesen feloldodtak 2 hét alatt
kollagenaz 1 jelenlétében [179]. Azok a gélek amelyek vegyesen CYS és DAB
keresztkotot tartalmaztak azonban nem oldodtak fel kollagenaz 1 jelenlétében csak
megduzzadtak. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kollagenaz 1 vagy a
cisztamin-polimer peptid kotéseket bontja a gélekben, vagy a diszulfid hidak szakadnak

fel a jelenlétében. Fontos megemliteni, hogy a diszulfid hidak nagyon érzékenyek a

118



DOI:10.14753/SE.2019.2213

kornyezet redox potencial valtozasara, amelyet a kollagenaz I befolyasolhat [180],
azonban az irodalomban nem taldlhatd olyan kozlemény, amely konkrétan a
kollagenaz | diszulfidbontd hatasat leirna. Ebbdl kifolyolag valésziniisithetd, hogy a
cisztamin melletti amid kotéseket bontja, hiszen a kollagénben is nagy mennyiségi
diszulfid hid talalhato.

A gélek mechanikai tulajdonsidga nagy hatdssal van a sejtek megtapadasara ¢és

........

crer

crer

hasznalt tapoldatban (47. abra). Mivel a PASP gélek térhalositasi foka (TF) széles
keretek kozott valtoztathatd a keresztkotdk €s a poli(szukcinimid) ardnyéval igy a
kisérletekben két féle térhalositasi foku (20-as ¢és 40-es) gélt hasznaltunk. Az
eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a keresztkotok elméleti kétszeres valtozasa 5-8
(47. a és b abra). A diszulfid hidakat tartalmazo gélek esetében (PASP-CYS-DAB és
PASP-CYY) az elasztikusan aktiv haldlancok koncentracidja nagymértékben lecsokkent
a tapoldatban, amelyet valdszinisitheten a diszulfid hidak felszakadasa okozott. Habar
a PASP-CYS4-DAB,o minta esetében a gél tartalmazott permanens DAB keresztkotot a
g€l 12 nap utan teljesen szétesett ¢és feloldodott. Ez annak kdszonhetd, hogy a diszulfid
hidak felnyildsa utan a gél olyan kevés keresztkotdt tartalmazott, hogy a tapoldat
ozmotikus nyomasa szétroncsolta a polimer térhalot. A csak DAB keresztkotot
tartalmaz6 gélek (PASP-DAB és PASP-CYSE-DAB) esetében nem tortént semmilyen
valtozas a gélek mechanikai tulajdonsdgaban a teljes megfigyelési id0 alatt. Ezen
eredmények indirekt bizonyitjak az el6z6 allitast, hogy ezen koriilményeken a diszulfid
hidak bomlanak csak fel a térhaloban. Emellett fontos megemliteni, hogy a tapoldat
kiilonb6z6 antioxidansokat tartalmaz, mint példaul az L-cisztein, amelyek okozhatjak a
diszulfid hidak felnyilasat. Amint azt a 48. abra is mutatja, a vegyesen keresztkotott
gélek nagymértékili tomegvaltozason mennek keresztiil L-cisztein jelenlétében, amely a
tiol-diszulfid csere kovetkezménye a cisztamin €s az L-cisztein kdzott.

Az MG-63 sejtek viselkedésének a nyomon kdvetésére a PASP géleken WST-1
életképességi (kvantitativ analizis), illetve fazis- és kétfoton mikroszkopiat (kvalitativ

analizis) alkalmaztunk. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy az elasztikusan aktiv
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haldlancok koncentracidjanak novekedésével az életképes sejtek szama is
szignifikdnsan megemelkedett, amely eredmény Osszhangban van az irodalomban
leirtakkal [182]. Emellett a WST-1 eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szabad tiol
sejtteny€sztés soran hasznalt tdpoldatban 1évé L-cisztein redukalja a diszulfid hidakat
tiol csoportokka (48. abra), ennek kovetkeztében a PASP-CYSy-DAB;; mintaban
szabad tiol csoportok jonnek 1étre, amelyek okozhatjak a megnovekedett életképességet
a 3. napra (49. abra). A csak CYS vagy DAB keresztkotét tartalmazo, illetve lagyabb
gélek esetében (TF=40) az ¢életképességi mutatok szignifikansan kisebbek voltak mind
az 1. mind a 3. nap utan. Habar sok tiol tartalmu polimert hasznadlnak szdvettdmaszok
készitésé¢hez [183-185], a tiol csoportok hatasa a szovettimaszokban a sejtek
proliferacios aktivitasara még nincs pontosan leirva. Bae és munkatarsai kisérleteik
soran megndvekedett életképességet mutattak ki MC3T3-E1 sejteknél, ha tiol tartalmt
kitozan alapt szovettamaszt hasznaltak sima kitozan helyett, ami egybevag az altalunk
leirt eredményekkel [184]. A megnovekedett életképesség oka lehet, hogy a
sejtmembranban talalhatd transzport fehérjékben talalhaté L-cisztein szabad tiol
csoportjai [186] és a gélben 1évé szabad tiol csoportok kozott intermolekularis diszulfid
hidak jonnek létre.

A szabad tiol csoportot tartalmazd géleket tovabb modositottuk RGD
szekvenciaval, hogy noveljiik a sejtek adhézidjat €s igy az életképes sejtek mennyiségét.
Erdekes, hogy az RGD jelenléte és mennyisége nem volt szignifikans hatassal az
¢letképes sejtek mennyiségére (51. abra). Grigore és munkatarsai hasonld eredményekre
jutottak alginat alapu szovettimasz esetében [187]. Mindemellett, az RGD jelenléte
elosegitette az MG-63 sejtek kompakt klaszterekbe vald szervez6dését (51. abra), amely
csoportosulds az RGD-t nem tartalmazd PASP-CYSE,-DAB;y mintdk esetében nem
volt megfigyelhetd (49. abra). Ez a fajta viselkedés nélkiilozhetetlen lehet ahhoz, hogy a
sejtek megtartsdk oszteoblaszt funkciojukat, mint ahogy azt T. Re’em és munkatarsai
leirtak RGD-vel modositott alginat szovettamaszok esetében [188].

A mikroszkopos vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a gélek feliiletén
talalhato MG-63 sejtek nativ morfologiaval rendelkeznek, hasonléan Chien és
munkatarsai altal publikalt eredményekhez [189]. Mind a faziskontraszt (49. abra) mind
pedig a kétfoton mikroszkopos (50. abra) felvételek egyértelmii bizonyitékkal
szolgalnak arrdl, hogy az MG-63 sejtek képesek voltak megtapadni a gélek feliiletén.
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Az RGD-vel modositott gélek esetében a sejtek kor alaku klaszterekbe rendezddtek (51.
abra) hasonloan az irodalomban megtalalhato esethez egyéb rakos sejtvonal esetében
[190]. A kiilonboz6 napokon készitett kétfoton mikroszkopos képek (50. abra) szintén
alatdmasztjak a megndvekedett sejtek mennyiségét 1-r6l 3 napra. A kétfoton vizsgalatok
soran tapasztalt PASP gélekhez tartozo zold autofloureszcenciat elészor publikaltuk az
irodalomban. Ennek segitségével a zdlden emittaldo gél matrix konnyedén
megkiilonboztethetd a pirosan emittdlo festett sejtektol. Ezt kihaszndlva a gélek 3
dimenzids szerkezetét vizsgalhattuk és bizonyitékot szerezhettiink arrél, hogy a sejtek
képesek-e bejutni a gél matrixba. A vertikalis tengely mentén készitett felvételekbol
(Z stack) rekonstrualt 3 dimenziés képek (50. abra és 52. abra), egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a sejtek és a gélmatrix ugyanabban a magassagban talalhatéak. 3 nap
elteltével a sejtek kozel 30 um mélyen képesek voltak behatolni a gél matrixba, amely
kozel azonos egy sejtnek a méretével. Erre a gél sima feliiletének megvaltozasabol is
kovetkeztethetiink. Ezen eredmények szintén alatdmasztjadk, hogy a PASP gélek
biodegradabilisek, hiszen a sejtek csak a gélmatrix megemésztésével képesek bejutni a

gélek belsejébe.

5.3.2 PDL éssejtek tenyésztése kiilonb6zo osszetételit PASP géleken

Mivel hossza tava célunk kiilonb6zé mesterséges szovetek felépitése PASP
gélek segitségével, ezért az el6zd kisérletekben hasznalt MG-63-as oszteoszarkdma
sejtvonalat human eredetli periodontélis ligamentum (PDL) Ossejtekre cseréltiik. Az
Ossejtek korlatlan 6nmegujitd képességgel rendelkeznek, illetve képesek kiilonbozo
differencidlt utodsejtek  létrehozasara, 1igy megfeleléen alkalmazhat6ak a
szovetmérnokség teriiletén. Napjainkban a kutatasok foként a felnétt human Gssejtekre
fokuszalnak [191, 192], amelyek egyik igéretes képviseldje a peridontalis ligamentum
eredetll Ossejt. Ezen sejtek hasonld differenciacios képességekkel rendelkeznek, csont,
porc, zsir illetve idegsejt iranyba, mint a csontveld eredetli dssejtek, azonban izolacidjuk
joval egyszerlibb feladat [120, 193-197]. Ezen tulajdonsagok, elézetes ismereteink
illetve a tény miatt, hogy ezen sejtek szdvettdmaszon vald tenyésztésével foglalkozo
irodalom elég hianyos [198-201], kezdtiink el foglalkozni PDL eredetii 6ssejtek PASP
géleken val6 tenyésztésével.

Az elsd kisérlet sorozatban megvizsgaltuk, hogy a PDL &ssejtek, hasonléan az

MG-63 sejtekhez, a merevebb és tiol csoportot tartalmazd géleken produkaljak-e a

121



DOI:10.14753/SE.2019.2213

legmagasabb ¢életképességi mutatot. Az 53. abra alapjan elmondhato, hogy a PDL sejtek
esetében is a legmagasabb életképesség a PASP-CY SE,;-DAByy mintan volt mérhetd,
azonban a tiol csoportot nem tartalmazo, de merevebb (PASP-DABy) illetve a lagyabb
de tiol csoportokat tartalmazo (PASP-CYSE4-DAB4o) géleken is magas ¢€letképességet
mértiink. Az MG-63 sejtektdl eltéréen azonban a PDL sejtek életképessége majdnem
minden gél tipus esetében lecsokkent a 3. napra, éppen ezért vizsgaltuk az ¢letképesség
valtozasat 14 napig a 3 legjobb eredményt mutatd géltipus esetében. Az 53. abra alapjan
lathato, hogy a 7. napra az életképes sejtek mennyisége nagymértékben megnovekedett,
illetve a PASP-CYSE4-DABs minta kivételével a 14. napra tovabb nétt. Ezen
eredményeket a faziskontraszt és két foton mikroszkopos képek is alatamasztottak,
amelyeken megfigyelhetd, hogy a sejtek az irodalomban is megtalalhatohoz [120, 195,
196, 202] hasonld egészséges fibroblaszt morfologiat vettek fel és a 14 napra szinte a
g¢él teljes feliiletét beboritottak (53. abra). A 3. napra torténd életképesség csokkenés
valosziniisithetd oka, hogy a sejtek izoldldsa soran egy primer sejtkulturat kapunk
eredményiil, amely tobbféle sejtvonalat tartalmaz [203]. Ebbdl kifolydlag a sejtvonalak
kozott egy természetes szelekcid jatszodik le, amelynek kovetkeztében az életképes
sejtek mennyisége lecsokken. Ezen allitast a mikroszkopos képek is alatamasztjak,
mivel a felvételeken tobbféle alaku sejt figyelheté meg. A kétfoton mikroszkoppal
készitett 3 dimenzids képen lathatd, hogy mindharom gél tipus esetén a sejtek képesek
voltak bejutni a gélmatrixba hasonloan az MG-63 sejtekhez. Ezen eredmények
bizonyitjdk a PASP gélek biokompatibilitasat és biodegradabilitasat human sejtek
jelenlétében is.

Mivel lathat6, hogy PDL &ssejtek esetén is a tiol csoportok jelenléte kedvezo
hatassal van a PDL 0Ossejtek ¢€letképességére, ezért a vizsgalatokat elvégeztiik kiilonb6zo
mennyiségben tiol csoportot tartalmazo gélek esetén is. A vizsgalatok eldtt azonban
megvizsgaltuk, hogy a szabad tiol csoportok ténylegesen jelen vannak-e, és a
mennyiségik eltér6-e a kiilonb6z6 mintdkban. Az Ellman reagenssel torténd
meghatarozas alapjan elmondhato, hogy a gélek szintézise soran a ciszteaminban
talalhato tiol csoportok szinte teljesen oxidalodnak és diszulfid hidak jonnek létre (16.
tablazat). Ezen diszuflid hidak a DTT-s kezelés hatasara felnyilnak és tjra tiol
csoportokkd alakulnak, amelyeknek a mennyisége a gélben nd a szintézis soran
alkalmazott ciszteamin mennyiségének novelésével. Az eredmények alapjan az is

elmondhat6, hogy a gyakorlatban mért tiol csoportok mennyisége lényegesen kisebb,
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mint az elméleti mennyiség, ami a tiol csoportok egy részének diszulfid hidakka térténd
visszaalakulasaval magyarazhat6 a gélek szaritasa soran (16. tablazat). Ezt a feltevést a
RAMAN mérések is alatamasztjak, ahol a tiol csoportokra jellemzé cstcs (-SH)
intenzitdsanak csokkenése illetve teljes eltinése mar a CYSE;p-DAB2y minta esetén
bekovetkezik (45. abra). Azonban a szabad tiol csoportok oxidacidja spontan nem tud
bekovetkezni duzzadt gél esetében [111, 112, 204], igy a sejttenyésztés soran
feltételezhetden joval nagyobb a szabad tiol csoportok mennyisége.

Az sejttenyésztési eredmények azt mutatjak, hogy a tiol csoport mennyiségének
tovabbi novelése (PASP-CYSE,-DAB, illetve PASP-CYSEs-DAB,) tovabbi kedvezo
hatassal van a sejtek életképességére (54. abra). Ez koszonhet6 a mar el6zéekben
emlitett intermolekularis diszulfid hidaknak illetve a nagyobb graftolasi fok miatt
lecsokkent negativ toltéseknek a polimer matrixon [205]. A faziskontraszt mikroszkop
felvételek (54. abra) jo korrelaciot mutatnak az életképességi adatokkal illetve
megfigyelhetd a sejtek egészséges fibroblaszt morfologiaja [120, 195, 196, 202].

Mindemellett, vizsgaltuk a sejtek spontan, illetve indukalt oszteogén
differenciacios képességét a PASP-DAB;y, PASP-CY SE»-DAB;, PASP-CY SEs-DAB
illetve PASP-CYSE»-DAB,y mintdk esetében. Amint az az 54. abran lathatd, az
tartalmu géleken. Megfigyelhetd, hogy a CYSE,-DAB,y minta esetében nagyobb ALP
aktivitast mértiink a tobbi mintdhoz képest, ami a differencialodott utédsejtek szamanak
a novekedésére utal. Ez dsszhangban van az életképességi adatokkal is, hiszen nagyobb
sejtszam esetén tobb sejt képes differencialodni. Emellett lathato, hogy tiol csoport
tartalmt mintak esetében az id6 elére haladtaval a differencialodott utodsejtek szama is
monoton novekszik. Abban az esetben, amikor nem alkalmaztunk oszteogén
differenciaciot elésegité tapoldatot csak a CYSE,-DAByy minta esetében volt jelentds
ALP aktivitds mérhetd. Ezen a mintan a differencidlodott utdédsejtek szdma az id6 elére
haladtaval monoton novekedett a 14-dik napig. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
g€l matrix ilyen foku tiol csoport tartalma Oonmagatol indukélja a sejtek oszteogén
iranyu differenciaciojat. A CYSE,-DABj; minta esetében készitett két foton
mikroszkdpias felvételeken mind a kontroll mind az oszteogén tapoldat esetében siirli
sejtcsoportosulasok figyelhetbek meg. Ezen sejtcsoportosulasok nagy hasonldsagot

mutatnak az irodalomban publikalt esetekkel, ahol PDL 0dssejtek oszteogén iranyu

------
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az oszteogén tapoldatnal nagyobb, amely szintén aldtamasztja az ALP mérések
eredményeit. A CYSEs-DAB,, minta esetében a kontroll minta esetében késziilt
felvételeken nem lathatéak ilyen jellegli sejtcsoportosuldsok, és az oszteogén tappal
kezelt mintanal is csak kismértékben figyelheték meg. Ha Osszehasonlitjuk a
CYSE,-DABy kontroll tapoldatban és CY SEs-DAB;y oszteogén tapoldatban mért ALP
aktivitas eredményeit lathatd, hogy kozel azonosak. Ezen eredményeket a kétfoton
felvételek hasonlosaga is alatdmasztja. A haromdimenzids felvételeken lathato, hogy a
CYSE,-DABy oszteogén minta esetén szinte a gél teljes feliiletén egy konfluens, nagy
sejtstiriségli réteg alakult ki, amely szintén jo egyezést mutat az el6z6 eredményekkel.

fgy vizsgalataink arra utalnak, hogy a gélekben talalhatd nagyobb tiol csoport

rrrrrr

~~~~~~

5.3.3 PDL éssejtek tenyésztése dopamin tartalmu PASP géleken

Eldzetes vizsgalataink alapjan lathato, hogy a dopaminnal mddositott PSI nem
toxikus PDL 0&ssejtekre, s6t bizonyos esetekben kedvezd hatassal volt a sejtek
¢életképességének valtozasara (40. abra). Az irodalomban tobb olyan publikacio is
talalhato, ahol polidopamint hasznaltak sejtek adhézidjanak [212, 213],

crer

proliferacidjanak eldsegitésére [214], illetve hogy indukaljak idegi iranyt

mar vizsgalta tobb kutatocsoport is [122, 137], azonban szovettamaszként vald
alkalmazhatdsagara még jelenleg nem talalhatd irodalmi adat. Mivel a PDL 0Gssejtek
képesek idegi iranyu differenciaciora [120, 166] ezért a mar elézéekben vizsgalt tiol
tartalmi géleket tovabb mddositottuk dopaminnal és vizsgaltuk PDL dssejtek

Az 55. abra eredményei alapjan elmondhat6, hogy a tilsagosan nagy dopamin
koncentraci6 a gélekben citotoxikus hatasti. Ezen eredmények Osszhangban vannak
elézetes eredményeinkkel, amikor is vizsgaltuk a dopamin tartalmu konjugitum
dopamin mennyiségének csOkkentésével (DA15-CYSE2-DAB> és
DA2-CYSE-DAByy) az életképes sejtek szama jelentds mértékben megnd. A

faziskontraszt felvételek alapjan elmondhatd, hogy a 14. napra a gélek feliiletén egy
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konfluens sejtréteg alakul ki egészséges, fibroblaszt tipusut morfologiaval. A
ki az idegi irdnyt differenciacidt. Ennek tovabbi vizsgalata kés6bbi kutatdomunkank
témaja. A dopamin jelenlétének jotékony hatdsa azonban a haromdimenzios kétfoton
felvételeken lathato (57. abra). Megfigyelhetd, hogy mig 3 nap elteltével a sejtek foleg a
gélek feliiletén helyezkednek el, addig 14 nap eltelte utdn nagymértékben 100 illetve
170 pm mélyen behatolnak a gélmatrixba, mely a korabban emlitett gélek esetében az 1
sejtréteg (30 um) vastagsag tobbszorosét jelenti. Fontos kiemelni, hogy a felvételeken
jol lathato, hogy a sejtek megemésztették a gélt, mint egy gdodroket asva a gélek
felszinébe. A sejtek méreteit (koriilbeliill 30 pm) Osszevetve ezen mélyedések
mélységével elmondhatd, hogy a DA15-CY SE»-DAB, minta esetében mintegy 3, mig a
DA2-CYSE-DAB,, mintegy 5-6 sejtréteg mélységig hatoltak be a sejtek a gélekbe.

crer

illetve noveli a gélek biodegradabilitasat.
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6 Kovetkeztetések, Gj tudomanyos eredmények

Kutatomunkam fobb tudoméanyos eredményei a kovetkezé6 pontokba

foglalhatoak Gssze:

1.

Sikeresen allitottam el olyan poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumokat,
amelyek elnyujtott hatdéanyag leadast biztositanak.

Sikeresen dolgoztam ki egy hatdanyag leszakadasi kinetikai leirast kovalens
polimer-hatéanyag konjugatumokra, amely hasznalhaté lehet mind rossz
mind pedig jo vizoldhatosagl konjugatumok esetében

Sikeresen allitottam el6 homogén, nano-szalas poli(aszpartamid)-dopamin
konjugatumokat, amely formuldzdsa nagy hatassal van a hatéanyag
leszakadas kinetikdjara. Az irodalomban els6ként vetettem Ossze a hatdanyag
leszakadas kinetikajat tomb, illetve szalas konjugatumok esetén.
Bebizonyitottam a poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumok
biokompatibilitasat human PDL &ssejtek hasznalataval.

Meghataroztam poli(aszparaginsav) gélek azon paramétereit, amelyek
novelik a stabilitasukat illetve csokkentik biodegradabilitasukat az in vitro
sejttenyésztés koriilményein.

Megéllapitottam, hogy a gélek merevségének a ndvelése és a tiol csoportok
jelenléte elényds hatassal van mind MG-63 mind pedig human PDL &ssejtek
szekvencia nem csak a sejtek letapadésat, de klaszterekbe vald rendezddését
is indukalja.

Rémutattam, hogy a tiol csoport mennyiségének a novelésével a gélekben
Megallapitottam, hogy a dopamin beépitésével a gélekbe a PDL 6&ssejtek
horizontalis migracidja eldidézhetd illetve novelhetd a gélek sejtek altali

degradacioja.
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7 Osszefoglalas

Az orvosbiologiai és a gyogyszerészeti kutatasok koézéppontjdban egyre
gyakrabban talalkozhatunk kiilonb6z6 biopolimerekre épiilé anyagokkal. llyen
anyagokat hasznalhatunk szdvettdmaszként a mesterséges szovetépités teriiletén illetve
hatéanyag szallitd rendszerekként. Poli(aminosav)-ak ilyen jellegii kutatasokhoz kivalo
alapanyagok lehetnek, hiszen struktirajuk nagymértékben hasonlit a szervezetben
megtalalhato fehérjékre. A poli(aszparaginsav), ellentétben a legtébb poli(aminosav)-al,
konnyedén  szintetizdlhatdé nagy  molekulatomeggel aszparaginsav  termikus
elézoleg emlitett alkalmazhatdsagara fokuszaltam.

Sikeresen szintetizaltam kiilonb6z6 poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumokat,
valtoztatva a hatéanyag leadds szempontjabol fontos fizikai (pl.: oldhatosag, lipofilitas)
¢és kémiai tulajdonsagokat. Elektrosztatikus szalképzéssel nano-szalas implantatumokat
alakitottam ki a konjugatumokbol. Meghataroztam a dopamin leszakadasanak
kinetikdjat, illetve egy részletes kinetikai leirast dolgoztam ki a hatdanyag
felszabadulasanak jellemzésére. Citotoxicitasi vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a
konjugatumok kevésbé citotoxikusak mint a szabad dopamin, illetve eldidézhetik PDL
dssejtek idegi iranyt differencialédasat.

Vizsgaltam kiillonbozd Osszetételii és mechanikai tulajdonsdgokkal rendelkezd
poli(aszparaginsav) gélek szovettamaszként vald alkalmazhatosagat eldszor MG-63
oszteoszarkOma sejtvonallal. A gélekben a sejttenyésztés el6tt kialakitott tiol csoportok,
illetve a gélek merevségének novelése nagymértékben megnovelik a sejtek letapadasat,
térhaloba, amely a sejtek spontdn klaszterekbe valo szervezddését indukalta. Human
PDL 6ssejtek 14 nap utan integralodnak a gélmatrixba és egészséges, fibroblaszt tipusu

morfologiat vesznek fel. A tiol csoportok mennyiségének novelésével a gélmatrixban

------

crer

igy tényleges 3 dimenzids szoveti strukturat létrehozva.

Eredményeim jol mutatjak, hogy a poli(aszparaginsav), illetve szarmazékai
kivaléan alkalmazhatéak kiilonb6z6, az orvosbioldgia és a gydgyszerészet teriiletén
sz¢éleskorlien hasznalt anyagok felépitéséhez, ezzel is 10j alternativat nyujtva a

kommercialis polimerek mellett.
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8 Summary

Nowadays, biopolymer based materials can be more often found in the focus of
medical and pharmaceutical researches. These materials can be used as scaffolds in the
field of tissue engineering or as drug delivery systems. Poly(amino acid)s are promising
base materials for these applications due to their protein related structure, which provide
them biocompatibility and biodegradability. Poly(aspartic acid), as opposed to other
poly(amino acid)s, can be easily synthesized by thermal polycondensation of aspartic
acid. In my research, | have focused on the application of the synthetically prepared
poly(aspartic acid) and their derivatives as a drug delivery system or as a scaffold
material.

| have successfully synthesized poly(aspartamide)-dopamine conjugates,
changing their physical properties, such as solubility, lipophilicity and chemical
constitution, which are affecting drug release. Nano-sized fibrous implants were
prepared from the conjugates by electrospinning. The dopamine release from the
conjugates was investigated and a detailed description for the kinetics of drug release
was developed. The cytotoxicity measurements showed that the conjugates are less
cytotoxic than free dopamine and would induce the neural differentiation of periodontal
ligament (PDL) stem cells.

| have investigated the applicability of poly(aspartic acid) hydrogels with
different chemical and mechanical properties as a scaffold material for MG-63
osterosarcoma cell cultivation. The presence of free thiol groups and increased
toughness of the hydrogels significantly enhanced the attachment and the proliferation
of cells. | have successfully modified the hydrogels with RGD tripeptide sequence,
which induced the spontaneous cluster formation of cells. According the further results
PDL stem cells were able to integrate in to the gel matrix after 14 days and obtain their
native, fibroblast morphology. By increasing the amount of thiol groups in the
hydrogels, the spontaneous osteogenic differentiation of the cells might be induced. The
presence of the dopamine in the hydrogels might facilitate the cell migration in to the
hydrogels, producing 3 dimensional tissue-like structures.

As a consequence, the poly(aspartic acid) and its derivatives can be used in
different medical and pharmaceutical applications, by providing a promising alternative

material instead of the commercial polymer molecules.
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11 Koszonetnyilvanitas

Eldszor is szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek Zrinyi Miklds
Professzor Urnak, hogy 9 évvel ezelStt lehetdséget biztositott kutatdcsoportjaban
tudomanyos kutatomunkdm elkezdéséhez. Szeretném neki megkdszoénni, hogy minden
téren tamogatott ezen iddszak alatt, eldsegitve szakmai fejlédésemet. Szeretnék
koszonetet mondani a Nanokémiai kutatocsoport multbéli €s jelenlegi munkatarsainak
kifejezetten Simon Elzénak, hogy segitették kutatomunkam eldrehaladasat, és hogy
mindig egy jo kedélyli kutatdcsoportnak lehettem a tagja. Kiilonosképp szeretnék
koszonetet mondani Jedlovszky-Hajdu Angélanak illetve Molnar Kristéfnak nem csak
szakmai, hanem barati tdmogatasukért. Koszondm volt és jelenlegi didkjaimnak, Sipos
Evelinnek, Laszl6 Istvdnnak, Szalké Anettnek, Toth Krisztindnak és Laskawy Péternek,
akik odaadoé kutatomunkaja nélkiil ez a dolgozat nem sziiletethetett volna meg.

Szeretnék koszonetet mondani azoknak a kutatoknak, akikkel egyiittmiikodésben
dolgozhattam, mind a Semmelweis Egyetemen mind pedig kiilfoldi egyetemeken. Nagy
Krisztindnak, Hegediis Orsolyanak és Varga Géabor Professzor Urnak a Semmelweis
Egyetem Oralbiologiai tanszékérdl a sejttenyésztés soran végzett kisérletekért, illetve
Klebovich Imre Professzor Urnak mentori tamogatasaért és Ludanyi Krisztindnak a
Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézetébdl a hatéanyag leszakadas kinetikai
mérések soran nyujtott segitségéért. Yoshihito Osada Professzor Urnak, hogy tobbszor
is lehetdséget biztositott kutatdcsoportjaban a RIKEN kutatointézetben, Tokioban, ahol
az NMR méréseket végeztem. Sezai A. Sarac Professzor Urnak, hogy lehetdséget
biztositott kutatocsoportjdban az Isztambuli Miiszaki Egyetemen, illetve Zeliha
Giilernek és Timucin Balkannak segitségiikért,

Végiil, de nem utolsé sorban végtelenségig halads vagyok csalddomnak és
barataimnak, hogy folyamatosan tamogattak célom elérésében, a nehezebb és konnyebb
idészakok soran egyarant. Edesanyamnak illetve testvéreimnek kifejezhetetleniil halas
vagyok a tlirelmiikért, f6leg azokban az id6szakokban, amikor a rajtam 1évé nyomast 6k
tapasztaltdk meg a legjobban. Szeretnék koszonetet mondani egyetemi barati
tarsasdgomnak, hogy egyiitt ¢€lvezhettiik az egyetemi lét konnyebbik oldalat és
segitettilk egymast a felkésziilések soran.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani paromnak, Sinka Fruzsindnak, hogy teljes

odaadassal ¢és tlirelmével tdmogatott, kiilonosképpen a dolgozat megirasa alatt.
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