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1. Bevezetés

A regenerativ orvoslas célja, hogy miikodd szovetet tudjon teremteni az elveszett
szovet vagy szerv helyreallitdsdra. Az oOregedés, kiilonbozd betegségek és velesziiletett
fejlodési rendellenességek eredményezhetnek olyan allapotokat, ami a betegek €letmindség
csokkenéséhez vezetnek. A helyredllitd medicina rendkiviil gyorsan fejlodik, célja az
egyénre szabott kezelések kidolgozasa, minél kevesebb szovédménnyel. A helyreallitd
medicina legfontosabb bastyai az iranyitott szdvettervezés vagy szoveti sebészet
(tovabbiakban az eredeti angol terminologia szerint ,.tissue engineering”), a bioanyagok ¢€s

az dssejt terapia.

A tissue engineering interdiszciplinaris teriilet, mely a miiszaki tudoméanyok alapjait és az
¢lettudomanyokat 0tvozi, hogy helyredllitsa, karbantartsa vagy fejlessze a szoveti
funkcidkat. A tissue engineering folyamat sziikségessé tesz i) egy precizen megtervezett
mikrokornyezetet, tamaszto struktirat, melyet scaffoldnak neveziink ii) sejtkultarat és iii)
kiemelkedd sebészi képzettséget. Ennek a komplex feladatnak a megoldasat kizarolag a
természettudomanyok tobb teriiletének, fizika, anyagtan, kémia, bioldgia, genetika,
orvostudomanyok, azon belill is az immunolégia 6tvozése segitheti. Minden tudomanyos
szakterililetnek megvan a jol koriilhatarolt szerepe ebben a folyamatban, ebbdl is latszik a

szakteriilet 0sszetettsége.

A regenerativ orvoslas hajnaldn az él6 szovet volt az elsd valasztds a sériilt teriilet
helyreallitasanal. A szovetpotlasnak ezt a formajat ’graft’-nak nevezziikk. A mai napig
hasznalunk autolog szovetet, bar a pacienseket ez jobban megviseli, hisz a donorszovet
kinyerése miatt a mutéti terhelés nagyobb. A bioanyagok fejlédése 0j utat nyitott a tissue
engineering szamara, alternativat kindlva a graftokra épiilo regenerativ orvoslas mellett,

helyett.

crer

hataroztak meg a kovetkezoképpen: ,,egy €lettelen anyag orvostechnikai eszkdz részeként
biologiai rendszerekkel szandékozik kolcsonhatasba 1épni”. A jelenlegi definicid pedig igy

szol: ,,egy anyag mely bioldgiai rendszerekkel 1ép kapcsolatba, hogy értékelje, kezelje,




augmentalja vagy helyettesitse a test barmely szovetét, szervét vagy miitkodését”. Mar a két

definicio is megmutatja hogyan valtozott a bioanyagok szerepe.
A bioanyagok osztalyozéasa legtobbszor az dsszetételiik alapjan torténik:

A femeket mar a kés6i 18. szazad Ota hasznaljak az orvoslasban bioanyagként. A csontok
fixadlasdhoz aranyat, eziistot, platinat alkalmaztak, de mar az okori Egyiptomban is

hasznaltak aranyat a fogpotlasok készitéséhez.

A keradmiakat fogaszatban egyre szélesebb korben hasznaljak, korabban az ortopédiaban is

fontos szerepet toltdttek be.

A kompozitok olyan bioanyagok, melyek két- vagy tobb kiilonboz6 szerkezetii , kiilonb6z6
mérettartomanyu, makro-, mikro- vagy nanoméreti részecskékbol épiilnek fel. Ezekkel az
eltérd anyagkombindciokkal lehetdség nyilik a kompozitok elényods tulajdonsagai
kiemelésére, illetve hatranyos tulajdonsadgaik tompitdsara. Legelterjedtebb orvosi
alkalmazasaik a (1) fogaszati tomdanyagok, (2) csont és cement helyettesités, (3) ortopédiai

implantatumok.

A szintetikus Polimer bioanyagokat széles korben hasznaljak az egészségiligyben, a
fogaszattol, az altalanos orvoslason at, a gyogyszeriparig. Nagy eldnyiik az alakithatdsag,

alacsony dr, elérhetdség és a személyre szabhatdo mechanikai és fizikai tulajdonsagaik.

Az utdbbi évtizedben jelentésen megnétt az érdeklédés a Bioldgiai Gton lebomld polimerek
irant. Kornyezetbarat polimerek a szervezetbe iiltetve nem valtanak ki kronikus idegentest
reakcidkat, valamint a tissue engineering-hez kapcsolodd kutatasokban uj horizontot

nyitottak a scaffold készités témakdrében.
A bioldgiai uton lebomlé polimereknek a kovetkezo feltételeknek kell megfelelnitik:

(i) Megfelelé biokompatibilis kornyezetet sziikséges teremteniik, hogy a sejtek a
scaffoldok feliiletére €és a porusokba tudjanak migralni, majd ott tudjanak funkciondlni. A

beiiltetés utan barmilyen immunreakcié €s kilokodés lehetdségét minimalizalni kell.




(ii) Biodegradabilitds. Az ideiglenesen beiiltetett bioinert scaffoldok helyét egy id6 utan a
sejtek, szovetek teljesen atveszik. A bomlastermékek természetes tuton kiliriilnek a

szervezetbol.

(iii) A scaffoldok mechanikai tulajdonsagainak a célszovetéhez sziikséges hasonlitaniuk.
Konnyen kezelhetonek kell lennilik és az egész gydgyuldsi folyamat végéig meg kell

tartaniuk ezen tulajdonséagaikat.

(iv) A scaffold szerkezete sem kevésbé fontos: a porusos szerkezeti struktira alapvetd
kovetelmény, hogy a cellularis penetraciot €és a megfeleld tapanyag eloszlast biztositani

tudjuk.

A scaffold gyartasa legyen alapvetden gyors, megbizhato és olcso. A klinikusok elényben

részesitik a kész termékeket, emellett nagyon fontos a folyamatos elérhetdség és szallitas.

A harmadik ,,bastya” az Gssejt terapia. Az Ossejtek legfontosabb tulajdonsdga a pluri- vagy
multipotencia, vagyis hogy tobbféle tipusu sejtté képesek differencialodni. Mesenchimalis
Ossejteket nyerhetiink csontvelobol (Bone Marrow Derived Stem Cells - BMSC), ennek az
eljarasnak viszont komoly hétranyai vannak. Ilyen hatranyok a korlatozottan kinyerhetd
sejtmennyiség, az invaziv beavatkozassal jaro fajdalom és komplikaciok lehetdsége,

amelyek mind nehezitik az eljarast.

A zsirszovetbol nyert Ossejtek (Adipose tissue-derived stromal/stem cells - ASC) 2001 ota
keriiltek az  Ossejt-terapias  kisérletek  kozéppontjdba. Viszonylag egyszeriien,
zsirleszivassal, konnyen és megismételhetéen tudunk az emberi szervezetbdl osteoblasztta
¢s myocytava differencidlodni képes Ossejteket nyerni. A sejthozam magasabb, mint a
csontveld esetében és az eljaras is joval kiméletesebb a paciens szdmara. A BMSC ¢és az
ASC is hasonlé tulajdonsadgokkal rendelkezik (adherens, fibroblast tipusti sejtek). A
proliferativ kapacitas és az oregedés szempontjabol is az ASC jobb valasztas, valamint in
vitro hosszabb ideig eltarthato stabil proliferacios rataval. Az ASC raadasul magasabb
oszteogenikus potenciallal rendelkezik, ezért a ,.tissue engineering” felhasznalas céljabol in

vitro és in vivo is jobb valasztasnak bizonyul a BMSC-nél.




I1. Célkitiizéseink

F§ ceélkitlizésiink az volt, hogy egy innovativ modszert dolgozzunk ki a regenerativ
orvoslas teriiletéhez kapcsolodva. In vitro and in vivo kisérletekben a sztereolitografikusan

gyartott biopolimer scaffoldokkal a kovetkezo céljaink voltak:
1. Biopolimer scaffoldok sejttenyésztésre valo alkalmassaganak vizsgalata.
2. A ‘scaffold-sejt’ rendszer sikeres atvitele, beiiltetése in vivo kornyezetbe.

3. A ‘scaffold-sejt’ rendszer biodegradabilitdsdnak és biokompatibilitdsanak vizsgalata

in vivo koriilmények kozott.
4. A scaffold osszetételének optimalizalasa Ossejtek szamara.

5. Szoveti novekedés vizsgdlata arany nanorészecske tartalmi poli(propilén-

fumarat):dietilén fumarat (PPF:DEF) scaffoldokon.

6. Az ‘Ossejt-scaffold’ struktira tanulmanyozasa in vivo kornyezetben.




I1I. Anyag és Modszer
I11.1. Biodegradabilis polimer scaffoldok

A scaffoldokat Maszk Projekcios Excimer 1ézer SztereoLitografikus (MPExXSL) rendszerrel
készitettiik. A metddus rétegzéses technologidval valosult meg, ahol a rétegeket pulzald

excimer lézer besugarzassal készitettiik. A scaffoldok rezinbdl és fotoiniciatorbol késziiltek.

A PPF biodegradabilis, fényre kotd bioanyag, egy linearis poliészter telitetlen gerinccel,
ami lehetové teszi a keresztkitéseket, és a degradaciot. A sztereolitografidhoz megfeleld
viszkozitas elérése érdekében dietil fumarattal (DEF) higitottuk. Irgacure 819 vagy
Bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfinoxid Un. ,BaPO”-t hasznaltunk a PPF:DEF
fotoiniciatorként. Nanorészecskéket is integraltunk a rezinbe. Konnyen eldallithatd arany
nanorészecskéket valasztottunk, mert ezek idealisak gyogyszer ¢és novekedési faktor

szallitasara, akarcsak DNS adhéziora.
I11.2. Biolégiai kisérletek

Az in vivo and in vitro tesztekhez 5 mm atmér6ji és 100 um vastag scaffoldokat
készitettiink 200 pm atméréji porusokkal. Két féle 200 pm poérusméreti PPF:DEF
scaffoldot hasznaltunk. A rezin egyik tipusa 5.52 uM arany nanorészecskéket tartalmazott,

a masik rezinben nem volt nanorészecske toltés.

Héarom féle sejtet teszteltlink. K7M2 egér osteoszarkéma sejtvonalat (Dennis Klinman,
NCI-Frederick, MD, USA), RAW 264.7 ragcsalé makrofag sejtvonalat (Sigma-91062702)
¢s elsddleges autolog zsirszovetbdl szarmazo dssejtet (ASC). ASC-ket 4-6 hetes Balb/c him

egerekbdl nyertiik (Charles River Laboratories International, Inc.).

Az in vitro kisérletekben a sejtes scaffoldokat pasztazo elektron mikroszképpal (SEM), és

konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

Az in vivo kisérletekben K7M2 egér osteoszarkoma sejtvonal sejteket novesztettiink a

scaffoldokra. A sikeres implantacié utan a sejtek jelenlétét szovettani vizsgalattal igazoltuk.




crcr

allatkisérletet a nemzeti (1998. XXVIII; 40/2013) és az eurdpai (2010/63/EU) allatetikai
iranyelveknek megfeleléen végeztiink. A kisérleti protokollokat jovahagyta az Allatkisérleti
Tudomanyos Etikai Tanacs és az MTA Osztalykozi Allatkisérleti Tudomanyos Bizottsaga
(engedélyszam: XVI1./ 03521/2011.).

A beiiltetett bioanyagok altal okozott lehetséges gyulladasos reakcidkat citokin és kemokin

profilozas Utjan monitoroztuk.

Fluoreszcens in situ hibridizacidval is vizsgaltuk a mintdkat (FISH). Ez egy molekularis

diagnosztikai technolédgia, gének vagy specialis szekvenciak detektalasra.

A kisérletes munkékhoz pénziigyi forrast biztositottak a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és

Innovacids Alap K112493 szdmu programja €s a GINOP 2.3.2.-15-2016-00015 palyazatok.

IV. Eredmények
1. K7M2 sejteket sikeresen iiltettiink a biopolimer scaffoldokra.

14 nap inkubaci6 utan fluoreszcens mikroszkopos képeket készitettiink a scaffoldokrol és a
rajtuk 1év0 Tomato vorossel transzfektalt sejtekrdl. A mikroszkopos felvételek igazoltak az
¢életképes sejtek megtapadasat a scaffold porusaihoz. Ezzel bizonyitottuk, hogy a

scaffoldjaink alkalmasak életképes sejtekkel kialakitani egy irdnyitott szoveti kornyezetet.

2. K7M2 sejtekkel kolonizalt scaffoldokat sikeresen iiltettiink be in vivo

kornyezetbe. Nem tapasztaltunk erdteljes immunreakciot, kilokodést.

14 nappal az implantacidé utan, a mitéti teriiletet, az egerek hatborét eltavolitottuk és
vérmintdkat gyiijtottiink. Egy kisméretli nodulus volt lathaté mindegyik K7M2 sejtekkel
oltott scaffolddal implantalt egér esetében. Seb, gyulladas, vérzés vagy fekélyesedés egy
esetben sem volt megfigyelhetd. A kisérleti allatokon nem volt megfigyelhetd
héemelkedés, fajdalom, vakardzas, egyéb bortiinet, illetve egyéb szisztémas vagy lokalis

tiinet, mellékhatas.

A vérmintakat citokin és kemokin profilozéassal vizsgaltuk. A tumor sejtes scaffolddal

implantalt és a kontroll csoport kdzott nem volt szignifikéns kiilonbség a szérumok citokin
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illetve kemokin profiljai  kozott. Egyik csoport sem mutatott emelkedett

proinflammatdrikus citokin vagy kemokin szintet.

A szbvettani vizsgalattal nem taldltunk gyulladasra vagy kilokddésre utald jeleket és
visszamaradt biopolimer darabot sem a mtéti teriileten. A tumor sejttel kolonizalt
scaffoldokkal implantalt egerek esetében életképes anaplasztikus szarkomatézus tumor

sejteket talaltunk.

3. Arany nanorészecskékkel toltott scaffoldok a nanorészecskékkel nem toltott

scaffoldokhoz képest elosegitették az dssejtek tapadasat és életképességét.

In vitro kisérletekben a makrofagok, melyek magas adherenciaval birnak, sikeresen
kolonizaltdk a scaffoldok felszinét, és adherencidjuk foka nem mutatott kiillonbséget a
nanorészecskékkel toltott és nem toltott scaffoldok esetében. A joval érzékenyebb ASC-k
adherenciajat viszont befolyasolta a scaffoldok aranynanorészecske toltése. A
nanorészecske-mentes scaffoldok estében az ASCk nem mutattak kitapadéasi hajlamot és
megfeleld proliferaciot a scaffold feliiletén, a sejtek aggregalodtak a porusok kdzepén, mig
az arany nanorészecskékkel toltott scaffoldok esetében az dssejtek optimalis mértékben és

eloszlasban tapadtak ki a scaffoldok felszinéhez.

4. Az 6ssejtekkel oltott scaffoldok izomregeneraciot indukaltak in vivo.

A nostény kisérleti allat hatbore ald beiiltetett scaffoldok teriiletén Y kromoszomat is
hordozo, fizids sejteket mutattunk ki. Mivel az ASC-k him egerekbdl szarmaztak, ez az
eredmény egyértelmiien igazolta, hogy a him egerekbdl szarmazd 6ssejtekkel kolonizalt
scaffoldok idézték eld a szoveti regeneraciot, legnagyobb valoszinliség szerint a
mesenchimalis stromalis sejtek és az ASCk regenerativ fuzidja kovetkezményeképpen.
Ebbdl arra kovetkeztetlink, hogy a biopolimerek ASC-kel egyiitt alkalmazva, megfeleld

szoveti kornyezetben, szovet-helyreallitast eredményezhetnek.
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V. DiszKkusszio

Kisérleteink els6 szakaszdban a tissue engineering scaffoldok alapvetd
tulajdonsagait tanulmanyoztuk. Arra fokuszaltunk, vajon kisérletes biologiai rendszerekben
meg tud-e felelni az altalunk alkalmazott anyag azoknak az alapvetd kovetelményeknek,
amelyek meghatarozzak a felhasznalhatosag lehetdségeit ¢€s korlatait. Ezen célok
megvalositasa érdekében sejtadhéziodt, biokompatibilitast €s biodegradabilitast vizsgaltunk.
Az éltalunk alkalmazott anyagot eldszor Kasper és munkatarsai irtak le 2009-ben. Tissue

engenieering scaffoldjaink PPF:DEF Gsszetételli polimerbdl késziiltek.

Vizsgalataink kezdeti szakaszaban PPF:DEF scaffoldokra K7M2 egér osteoszarkoma
sejteket iiltettiink majd ezt a ,,scaffold—sejt” rendszert sikerrel €16 szdvetbe, a kisérleti
allatokba transzplantaltuk.. Gyulladéas jeleit sem szdvettani vizsgélattal, sem a szérum
citokin illetve kemokin tartalmanak a vizsgalatdval nem tudtunk kimutatni. A szdvettani
analizis soran nem taldltunk visszamaradt scaffold tormeléket. Ezen eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a rendszeriink rendelkezik a scaffoldok harom alapvetd kivanalmaval:

adhézid, mechanikai tartossag, és a biokompatibilitds/biodegradébilitas.

Az eredményeink szerint az Ossejtek érzékenyek a scaffold Osszetételére. In vitro
kisérletekben az arany nanorészecskékkel inkorporalt scaffoldokat hasonlitottunk Ossze
nanorészecske nélkiili scaffoldokkal. Amig a makrofadg sejtvonal esetében a kiilonb6z6
scaffoldok kozott nem volt kiillonbség az adhézioban, addig az Ossejtek tapadasa és
eloszlasa kimondottan jobb volt az arany hibrid polimeren. Ez noveli a lehetdségét a
scaffoldok regenerativ ,tissue engineering” célu felhasznalhatosaganak. Az in Vivo
kisérletek soran bebizonyitottuk, hogy az 0&ssejt scaffold rendszert sikeresen tudtuk

transzplantélni a kisérleti allatokba és azokban izomregeneraciot tudtunk indukalni.

Az tudomanyos irodalomban az &ssejt felhasznalds egyik legkomolyabb rizikdjanak a
tumoros elfajulast tekintik. A rendszeriink biztonsdgosnak bizonyult ebbdl a szempontbol.
A scaffoldjaink megfeleltek azoknak az elvarasoknak, amelyeket a felhasznalasukhoz
kapcsolddé szakirodalom dokumentalt: a sejtek a scaffoldok segitségével a betiltetés helyén
maradtak, igy a véraramba keriilésiik rizik6ja minimalizalodott, illetve az autoldog dssejtek

hasznalataval csokken a kilokddés veszélye.
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A PPF:DEF scaffoldokkal folytatott kutatdsunk olyan 10j eredményekkel szolgaltak,
amelyek bizonyitottak az Aaltalunk hasznalt iranyitott szovettervezés, 3D sejtkulturak

1étjogosultsagat a regenerativ orvoslas teriiletén.
VI. Konkluzié

A tézisben leirt tanulmanyainkkal a PPF:DEF scaffoldok hasznalatit szerettiik volna

kozelebb vinni a klinikai felhasznalashoz.

In vitro és in vivo kisérleteinket ugy terveztiik, hogy bizonyitani tudjuk a scaffoldok
illeszkedését az orvosi hasznalathoz elengedhetetlen (sine qua non) kovetelményekhez. A

kovetkezo 1épésekben az Ossejtes alkalmazas felé iranyitottuk figyelmiinket.

A PPF:DEF scaffoldok biokompatibilitasuk, biodegradabilitasuk és a sejttenyésztésre vald
alkalmassaguk révén megfeleld ,.tissue engineering” eszkdznek, tovabba zsirszovetbdl
szdrmazd autolog Ossejtek immunkompetens allatokba torténd transzplantacidjara
alkalmasnak bizonyultak. Az arany nanorészecskével dusitott scaffoldok fokoztdk a

sejtadhéziot és proliferaciot.

Vizsgalataink eredményei alapjan felmeriilhet a kisérletek klinikai alkalmazas felé¢ valo
kiterjesztése. A tovabbi kutatdsokban érdemes lenne nagyobb méretli scaffoldok
alkalmazéasa vagy a térbeli viszonyokat jol imitald, egyéb, specidlis formdaji, az egyén

anatomiai viszonyaira tervezett 3D struktirak kiprobalasa is.

12



VII. Az értekezésben szereplo uj eredmények osszefoglalasa:

o A sejtekkel kolonizalt PPF:DEF biopolimer scaffold alkalmas a sejtek in vivo
transzplantdlasara. A modszerrel sikeresen bevittiink €16 sejteket a kisérleti
allatokba.

e A PPF:DEF biopolimer scaffold biokompatibilis ¢és biodegradabilis ,tissue
engineering” eszkdz, jelentds immunreakciot nem indukal.

e Az inkorporalt nanorészecskék (kiilondsen az arany nanorészecskék) a scaffold
anyagaban fokozhatjdk a sejtek megtapadasat, az iranyitott szovettervezés
sikerességét.

o Ossejttel oltott PPF:DEF scaffoldok in vivo sikeres szoveti regeneraciét indukalnak.
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VIII. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt tars-témavezetémnek Professzor Nagy Katalinnak, a Fogorvostudomanyi
Kar Szajsebészeti tanszékének vezetdjének, a kar korabbi dékanjanak, szeretnék koszonetet
mondani a folyamatos tdmogatasaért, segitségért és utmutatasaért. Szakmai fejlddésemben
minden célom elérésében tamogatott az évek folyaman. Az nélkiile a kutatds kdrnyékére

sem keriiltem volna, soha.

Tovabba szeretném kifejezni haldmat Dr. Buzas Krisztinanak, tars-témavezetémnek és
megkoszonni az iranyomba tanusitott tiirelmét. O mutatta meg nekem, hogy az alapkutatas

is lehet izgalmas, neki koszonhetéen kdrbe utaztam a vilagot, szélesitettem latokoromet.

Kiilonlegesen halas vagyok Dr. Beke Szabolcsnak. Az évek folyaman nem csak kollégam,
baratom is lett. Megmutatta nekem, hogy a fizika joval tobb, mint amit el tudtam képzelni

valaha és vendégiil latott kiilfoldi tanulmanyttjaim soran.

Rendkiviil halas vagyok a hattérben dolgozé kutatocsoportnak, Gyukity-Sebestyén
Edindanak, Harmati Marianak és Dobra Gabriellinak. Megtanitottak nekem, hogyan

kell laborban dolgozni. Nélkiiliik a sejtek nem érték volna meg a masnapot.

Ko6szonom tovabbd Dr. Turzé Kinganak, a Fogorvostudoméanyi Kar dékéanjanak és
Professzor Minarovits Janosnak, hogy biztositottdk a feltételeket a Ph. D.

tanulmanyaimhoz.
Ko6szonom Dr. Németh Istvannak. a szovettani vizsgalatokban torténd egyiittmiikodését.

Valamint szeretném megkoszonni Dr. Braunitzer Gabornak, hogy megmutatta a

publikalas elegans modjat.

Végiil, de nem utolsosorban szeretném megkdszonni a csaladomnak és barataimnak, akik

Osztonoztek és kitartasra sarkalltak az egész folyamat alatt.

A legnagyobb tamogatém, a menyasszonyom, Dr. Tarnai Zséfi volt, akivel a Ph.D.
képzésen sikeriilt megismerkedniink, mi voltunk az egész évfolyam. Azdta is naponta

tartunk évfolyam talalkozokat!
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