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1. Bevezetés

Sejtek két dimenzidban torténd in vitro tenyésztése a mai napra mar rutin technikava
valt. Ezen vizsgalatok segitségével ralatast kaptunk, hogy a sejtek hogyan reagalnak a
kiilonbozé kornyezeti hatdsokra, novekedési faktorokra és kis molekulds anyagokra (pl.:
gyogyszerek). Hatranya azonban, hogy igy csak egy sejtréteg hozhato 1étre, illetve a sejtek
komplex, nativ struktiraja nem képes kialakulni. Nativ, tobbrétegi szerkezettel bird
szervezddés 1étrehozasat csak haromdimenzids sejttenyésztéssel tudnank megoldani.
Haromdimenzids sejttenyésztés segitségével eldallithatdak mesterséges szovetek, melyekben
tanulmanyozhato a sejtek kozotti kommunikacio, valamint orvos-biologiai felhasznalashoz
akar a beteg sajat reprodukciora képes sejtjeibOl készithetéek implantatumok. Ezaltal
elkeriilhetdvé valna az implantitum beiiltetése sordn esetlegesen jelentkezd immunreakcio.
Természetes koriilmények kozott a sejtek szaporodasanak kornyezete az extracellularis matrix
(ECM). Ezaltal in vitro sejttenyésztéshez is olyan tulajdonsagokkal rendelkezé anyag
sziikséges, amely a legnagyobb mértékben hasonlit a sejtek ezen természetes kornyezetéhez
[1, 2].

A mesterséges matrixoknak a természetes ECM-hez hasonld mechanikai, diffiizios
kortilményeket kell biztositania. Ehhez a sejtek és a szovettdmasz kozott egy kolcsonods
kommunikacionak kell megvalosulnia, tehat a mesterséges ECM-nek tudnia kell a
véltozasokra reagalni és nem csak egy inert tdmaszként viselkedni. Ezt még inkabb neheziti
az a tény, hogy a kiilonb6z6 sejt tipusok mas-més kornyezetet részesitenek elényben. Eppen
ezért egy olyan anyagot kell létrehoznunk, amelyben a fent emlitett tulajdonsdgok igény
szerint valtoztathatoak. Ilyen anyagok lehetnek példaul a polimer gélek.

A polimer gélek polimer térhalobol és folyadék elegyébdl allnak, igy rugalmasak és a
kis molekulas anyagok diffuzidja is megvalosul benniik. Emellett a kdrnyezet koriilményeinek
megvaltozasara valaszreakcidt mutatnak, igy a sejt-szovettamasz kommunikacid is
kialakulhat. A polimer lancok modositasa nyoman a gél fent emlitett tulajdonsagai
megvaltoztathatok, amellyel novelhetd a sejtek adhézidja és proliferacioja. A polimer
térhalonak emellett biokompatibilisnek kell lennie.

Ilyen tipusu polimerek a poli(aminosav)-ak, melyek épitéelemei megtalalhatok az é16
szervezetben, ebbdl kifolyodlag biokompatibilisek, vagyis nem valtanak ki immunreakciot.

Poli(aminosav)-ak fizikai-kémiai tulajdonsagai valtoztathatok az Oket felépité aminosavak



valtoztatasaval, azonban laboratoriumi koriilmények kézott nagy molekulatomegti eléallitasuk
nehézkes [18].

poli(szukcinimid) (PSI) allithato el6, amely a poli(aszparaginsav) (PASP) anhidridje. A PSI
konnyedén reakcioba 1€p nukleofilekkel, példaul amin csoportot tartalmazé molekulékkal, igy
a kémiai-fizikai tulajdonsagai valtoztathatok. Tobb primer amin csoportot tartalmazd
vegyiilettel keresztkotés alakithatd ki a polimer lancok kozott, igy az elézdekben emlitett
polimer gélt szintetizdlhatunk. A PSI gélek enyhe lugos hidrolizisével PASP géleket
kaphatunk.

Dolgozatomban bemutatom a fent emlitett poli(szukcinimid) eldallitasat, valamint
azon szerkezetvizsgalati médszerek eredményeit (FTIR, 'H-NMR, *C-NMR), amelyekkel
igazoltam a polimer tényleges szerkezetét. Ismertetem az altalam alkalmazott keresztkotési
eljarast, valamint az ehhez felhasznalt molekulakat (cisztamin, lizin-metilészter). Bemutatom
a PSI alapu gélek méretvaltozasat lugos hidrolizis hataséara; a gélek duzzadasanak hatdsat a
mechanikai tulajdonsagaira; valamint a kornyezet redoxpotencialjanak, illetve pH értékének
hatasat a gél duzzadasfokara. Tovabba ismertetem human eredetii Gssejtekkel (PDLSC)
végzett in vitro életképességi (WST-1) kisérletek eredményeit. Ezen eredmények alapjan
atfogd képet kaphatunk, hogy a poli(aszparaginsav) alapti gélek mely kémiai és fizikai

tulajdonsagai lehetnek meghatarozo fontossaguak in vitro sejttenyésztési eljarasokban.



2. Irodalmi attekintés

2.1.  Uj lehetdségek a sejttenyészésben: 2D-bél 3D-be valtas

Az orvostudomany egyik legfontosabb problémaja a beteg, illetve karosodott szovetek
vagy szervek helyreallitasa, potlasa. E probléma megoldasat jelentheti sejtek in vitro (é16
szervezeten kiviili) szaporitasa, mely sordn a beteg sajat sejtjeit felhasznalva reprodukaljak a
potolni kivant szovetet/szervet. Igy elkeriilhetd a beiiltetett szovet/szerv altal Kivaltott
immunreakcio, illetve ennek kilokédése [3].

Az €16 szervezetekben a sejtek szaporodasa specidlis tulajdonsagokkal rendelkez6
kornyezetben, az Gigynevezett extracellularis matrixban jatszodik le (ECM). Az extracellularis
matrix egy kollagén szalakbol allo polimer térhald, amely nagy mennyiségii folyadékot foglal
magaban ¢és kis molekuldk szdmdra atjarhatd. A kollagén mellett mas tipust fehérjék,
novekedési faktorok, hormonok is talalhatok benne, amelyek eldsegitik a sejtek megtapadasat
(adhéziojat), differencialodasat és szaporodasat. Az ECM-re dinamikus egyensuly jellemz6, a
sejtek folyamatosan lebontjak és ujraépitik. Ezaltal az ECM nem csak tdmasztd szerepet tolt
be, hanem biztositja az informacid- €és anyagaramldst (tdpanyag, anyagcsere termékek) a
sejtek kozott. A sejtosztodas soran keletkezé enzimek és kiilonb6z6 faktorok megemészthetik
a kollagén szalakat, igy megvaltoztatva az extracellularis matrix mechanikai tulajdonsagait, és
ezzel a sejtek esetleges mozgasat teszik lehetové [4]. E folyamatok kovetkeztében az ECM
mechanikai tulajdonsagai is befolyassal vannak a sejtek szaporodasara, differencidlodasara.

Az in vitro sejttenyésztések soran az elsddleges feladat, mind strukturalis, mind
mechanikai tulajdonsagaiban az eredetire legjobban hasonlitd mesterséges extracellularis
matrix 1étrehozasa [5].

A sejtek in vitro szaporitasat kezdetekben egyszerii miianyag feliileteken végezték, igy
azonban csak egy sejtréteg 1étrehozasara van lehetéség. Igy vizsgalhatjuk a sejtek szerkezetét,
a kiilonb6z6 faktorokra kivaltott reakciojukat, valamint tanulmanyozhaté az ECM-b6l izolalt
Osszetevok hatasa. Azonban a sejtek nem tudjak felvenni a nativ szerkezetet, a szomszédos
sejtek  kozotti  kapcsolat  korlatozott. Kétdimenzios korlilmények kozott a  sejtek
mozgasképtelenek, és a tapoldattal is kozvetleniil érintkeznek, igy nem alakul ki a tapanyag
koncentracid gradiense [2, 5].

Mivel a szerveket komplex, tobb sejtrétegbdl felépiil6 szovetek alkotjak, laboratoriumi

létrehozasukhoz haromdimenzids sejtszaporitasra van sziikség. Ehhez olyan haromdimenzios



szovettamaszt kell 1étrehoznunk, amely sok olyan tulajdonsaggal rendelkezik, amely a

természetes ECM-t is jellemzi.

2.2. Invitro sejttenyésztésben hasznalt szovettamaszok tulajdonsagai

Az idealis szovettamasznak (mesterséges ECM-nek) tartalmaznia kell olyan anyagokat
(pl.: hormonok, fehérjék), amelyek elésegitik a sejtek adhézigjat és szaporodasat.
Biokompatibilisnek (sem a szovettamasz, sem a bomlastermékei nem valtanak ki
immunreakciot) és biodegradabilisnek (feladata végeztével a szervezet altal lebonthatonak)
kell lennie. Emellett 1étre kell jonnie a sejt-matrix és a sejt-sejt kozotti kommunikacionak,
mely soran megvalosulhat az informacio-, a tapanyag- és az anyagcsere termékek aramlasa.
Mivel minden sejt tipus mas-mas kornyezetet részesit elényben, ezért ezeknek a
tulajdonsagoknak a sejtvonal sziikségleteihez megfelelden hangolhatéaknak kell lenniiik [6].

Az utobbi években megindultak a kutatdsok az ECM 0Osszetételének ¢és
tulajdonsagainak leghitelesebb lemésoldsara, amely keretein beliil igen valtozatos anyagokat
allitottak el6. 2012-ben Atala és munkatarsai poli(glikolsav)-at, poli(tejsav)-at és
poli(tejsav-co-glikolsav) kopolimert is sikeresen alkalmaztak szovettamaszként [1]. 2013-ban
Gribova és tarsai RGD szubsztrattal modositott tobbrétegli polielektrolit filmeken vizsgaltak a
sejtek differencialodasat [7]. Ugyanebben az évben Liu és Feng plazma polimerizalt filmeken
Azonban a természetes ECM komplexitasat még nem sikeriilt teljesen lemdasolni, igy Gjabb

polimerek hasznalata mesterséges ECM létrehozasahoz attorést eredményezhet.

2.3. Polimer gélek

A polimer gélek olyan kétkomponensii rendszerek, amelyek polimer térhalobol és a
térhaloba zart folyadeékbol allnak. A térhdlé magaba zarja a folyadékot (duzzasztoszert),
megakadadlyozza annak spontan kifolyasat, mig a duzzasztoszer a térhalot kifeszitve
megakadalyozza annak 0sszeomlasat. A gél akar a térhald tomegének tobbszordsét is képes
befogadni a duzzasztdszerbdl, amely nem kotodik kémiailag a térhalohoz. Ezaltal a polimer
gélek rendelkeznek mind az oldat, mind a szilard anyag tulajdonsagaival [9].

Kétféle tipust, fizikai és kémiai gélt kiilonboztetiink meg az alapjan, hogy a polimer
lancok kozott milyen Osszetartd er6k miitkddnek. A fizikai gélekben a polimer lancokat

masodrendli kotések kapcsoljak Ossze, melyek hé hatasara felbomlanak. Ilyen tipust gél a



kocsonya. A kémiai gélek esetében a polimer vazat kémiai kotések tartjak Ossze. Ezek a
kotések kialakithatok keresztkoté molekulakkal (pl.: poli(vinil-alkohol) keresztkotése
glutaraldehiddel), vagy a polimerizacios folyamat soran kialakulé elagazasokkal (pl.:
poli(etilén-imin)).

Vannak olyan gélek is, amelyekben mind a két kotéstipus megtalalhatd. Ezeket attol
fliggden, hogy melyik kotés a meghatarozo, fizikai-kémiai illetve kémiai-fizikai géleknek

nevezziik (1. abra).

Kémiai gél

Fizikai-kémiai gél

Kémiai-fizikai gél

1. abra: Polimer gélek fajtai

A polimer gélek kémiai, mechanikai, reologiai €s diffiizids tulajdonsagai hasonlosagot
mutatnak az €16 szervezeteket felépitd szovetekkel, és a sejt kozotti allomannyal. Mindkettd
fontos jellemzdje, hogy a tomegiik nagy szazalékat folyadék alkotja. A gélek valaszolnak az
Oket érd kiilsé ingerekre, igy a sejt-ECM kommunikacid6 megvaldsulhat. A mesterségesen
eldallitott gelek tulajdonsagai a polimer lancon végzett modositasokkal széles hatarok kozott
valtoztathatok, mellyel novelheté az ECM-hez vald hasonlosag. Kialakithatunk olyan
[8 10]. Ilyenek példaul a karboxil csoportok [8] vagy az RGD peptidszekvencia [7], amelyek
elosegitik a sejtek megtapaddsat és szaporodéasat a szdvettdmasz felszinén. A feliileten
kialakitott amin csoportok pedig a sejtek differencialodasara vannak hatassal [8].

2004-ben Matsumura ¢és tarsai mar végeztek sejttenyésztéses kisérleteket
poli(etilén-co-vinil alkohol) gél feliiletén, melynek keretein beliil vizsgéltak a felszini

modositasok hatasat a sejtek differencialédasara [10]. 2014-ben Deepthi munkatarsaival
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kétrétegli szovettamaszt, kitozan-hialuronsavval bevont poli(kaprolakton)-t alkalmazott sejtek
tenyésztéséhez [11].

A sejtvonal tipusatol fiiggden eltéré mechanikai jellemzével rendelkez6 gélek lehetnek
alkalmasak a sejt tenyésztésére. A keményszoveti sejtek a merevebb, mig a lagyszoveti sejtek
a lagyabb taptalajt részesitik el6nyben [12]. Emellett hossz(i tav tenyésztés soran
meghataroz6 lehet a szovettamaszként hasznalt polimer gél duzzadasi tulajdonsagai. Ezeket a

polimer gélekre jellemz6 mennyiségeket a kovetkezd fejezetben ismertetem.

2.3.1. Polimer géleket jellemz6 mennyiségek és fogalmak

Halépont: Olyan pont a gélen beliil, amely legalabb harom elagazassal rendelkezik.

Halopont siiriiség: A gél egységnyi térfogatdba esd halopontok anyagmennyisége.
Ezen fogalomkorbe a kémiai és a fizikai kapcsolodasokbol szarmazo halopontok is
beletartoznak. Az eléallitott realis gélek mérése soran nagyobb értéket fogunk kapni, mint az
idealis gél elméletével becsiilt érték, mivel az elméletben nem vessziik figyelembe a polimer
lancok hurkolodéasabol szarmazo halépontokat.

Keresztkoté: Legaldbb két funkcids csoporttal rendelkezd molekula, amely kémiai
kotésekkel koti 6ssze a polimer lancokat.

rrrrr

keresztkotés a polimer térhaldban.

l/) — Nmonomer (1)

Nkeresztkots
,ahol 1 onomer @ POlimer lanc monomer egységeinek, Nyeresziksrg @ keresztkotdé molekula
anyagmennyisége.
Abszolut duzzadasfok: A duzzadt gél tomegének vagy térfogatanak, és a szaraz gél

tomegének vagy térfogatanak a hanyadosa.

; - , . Mduzzadt gél
Tomeg szerinti abszolut duzzadasfok: Qn = —uEmacte 2

Mszaraz gél

. L . , Vduzzadt gél
Térfogat szerinti abszolut duzzadasfok: Qv = — T 3)
Vszaraz gél

4 s 7 vo eyt e . , Pszi 61
A két mennyiség kozotti Osszefiigges: Qv = O, szdraz gé @)
Pduzzadt gél

ahol P sraz gé1 @ SZAraz, Pauzzade gl @ duzzadt gél stirtisége.

Polimer gél térfogati tortje (@): A térfogat szerinti abszolut duzzadasfok reciproka.

_1
= ©)
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Relativ duzzadasfok: Relativ duzzadasfokrol akkor beszéliink, ha a géliink tomegét

vagy térfogatat egy el6z0 allapotaban mért tomegéhez vagy térfogatahoz viszonyitjuk.

2.3.2. Polimer gélek duzzadasi egyenstlya

Egy termodinamikai rendszer akkor van egyenstulyban, amikor a rendszer és a
kornyezete kozott az intenziv fizikai, és kémiai mennyiségek, mint a hdmérséklet, nyomas,
kémiai potencial stb. megegyeznek. Neutralis, tehat toltdtt csoportokat nem tartalmazd
polimer gélek esetén az egyensulyi térfogatot két egymassal ellentétesen hatd erd hatarozza
meg. Az ozmotikus hatds a térhalé duzzadasat segiti eld, mig a polimer térhald a duzzadas
okozta deformacié ellen dolgozik. Az egyenstly beallasanak feltétele e két erd
kiegyenlitddése.

A gélek méretvaltozasanak leirasahoz a rendszer szabadenergia ¢és a kémiai potencial
valtozasat kell megvizsgalnunk. A szabadenergia valtozasanak leirdsaban figyelembe kell
venni a gél térfogatvaltozasat, amely a rendszer rugalmas szabadenergiajat noveli; valamint a
polimer-folyadék kolcsonhatast, amely a rendszer ozmotikus szabadenergiajat csokkenti.

Tehat a rendszer teljes szabadenergiaja (A):

A = Aelasztikus T Aelegyedési (6)

ahol Agjaszikus @ Polimer haloldncainak deformaciojat, Aejegyedesi @ Polimer-folyadék
kolcsonhatast jeloli [13].

A térfogat szerinti parcialis derivalt értéke megadja a rendszer szabadenergia valtozasat:

(G_A) — (aAelasztikus) + (aAelegyedési) )
V)T Vior ov T,Viot ov T,Viot

,ahol Vi, a gél-folyadék rendszer teljes térfogata, T a hdmérséklet, V pedig a gél térfogata.
Az egyenletben lathato elasztikus tag kapcsolatban all a halolancok rugalmassagaval (G), mig
az elegyedési tag az ozmozisnyomassal (7). A teljes szabadenergia valtozas ellentettje a
duzzadasi nyomassal (@) all osszefliggésben. Ezaltal az egyenlet az alabbi alakba irhato at:
w(@) = G(P) +m($) (8)
Amikor a duzzadasi nyomas zérus, a gél egyensulyi allapotban van. llyenkor:
|G (¢e)| = m(Pe) ©)

,ahol ¢, a gél egyensulyi térfogati tortje.
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A gél egyensulyi allapota felirhatd a duzzasztoszer kémiai potencidljanak segitségével

is [14]:
Ap = Allelasztikus T A.uelegyedési (10)
x« —2/3
Alelasztikus = RTV 4y / ¢1/3 (11)
A.uelegyedési = RT[ln(l - ¢) + ¢ + X¢2] (12)

,ahol Au a duzzasztoszer gélen beliili és kiviili kémiai potencialjanak kiilonbsége, T a
hémérséklet, R az egyetemes gazallando, v* a haldlancok koncentracidja, g, a memoria
faktor, és y a Huggins-féle kolcsonhatasi paraméter.

Ha az elasztikus és az elegyedési kémiai potencidlok kiilonbsége nulla, tehat a Au zérus, a gél
egyensulyi allapotban van.

Au Rugalmassag

Egyensilyi
allapot

Duzzadas

———
Osszehizodas. D

Ozmotikus hatas
\

2. abra: A duzzasztoszer kémiai potencidljanak valtozasa a polimer térfogati tortjének

fliggvényében [15]

Polielektrolitok esetében az ozmotikus hatést a térhalon beliili monomer koncentraciod
mellett a gélben 1év6 ionkoncentracio is befolyasolja. Az egyensulyi allapot analitikai leirasa
igen bonyolult, mert amig a monomerek anyagmennyisége filiggetlen a kornyezeti
paraméterektdl, addig az ellenionok anyagmennyisége nagymértékben fiigg a pH-tol, a gél
térfogatatol, az ionerdsségtol, valamint az ionok és a monomerek anyagi mindségétdl. A sok

valtoz6 miatt egyszerlisitéseket kell alkalmaznunk, amik csokkentik a szdmitds pontossagat

[16].
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2.4. Biopolimerek ¢s Poli(aminosav)-ak

Az el6z6 fejezetekben leirtak alapjan a polimer térhald meghataroz6 szereppel bir a
polimer gél végsé tulajdonsagait tekintve. Polimer gélek szovettamaszként vald
alkalmazéasaban a duzzasztdszer valamilyen, a sejtek szaporodasdhoz sziikséges tapoldat, igy
a polimer megfelelé megvalasztasa kulcsfontossagt lehet.

A polimereket kezdetben csak a természetben talalhatd ¢él6 szervezetekbdl tudtak
izolalni, ezért biopolimereknek nevezték oket. A kémia fejlodése egyre tobb eljarassal tette
lehetévé ezen polimerek mesterséges szintézisét, igy felmeriilt a kérdés, hogy lehet-e a
mesterségesen szintetizalt masolataikat is biopolimereknek nevezni. Napjainkban az
eldallitasi modtol fliggetleniil a biopolimer kifejezést haszndljuk minden olyan polimerre,
amely biokompatibilis és biodegradabilis tulajdonsagot mutat. Szdvettamaszként torténd
alkalmazasnal elengedhetetlen e két jellemz6é megléte.

Napjainkra lehetové valt a természetben eléforduld polimerek mesterséges szintézise,
valamint olyan 0j tipusu, bioldgiai felhasznalasra alkalmas makromolekuldk készitése,
amelyek tulajdonsagai széles hatarok kozott valtoztathatok. Ezaltal a bel6liik szintetizalhatod
gélek szovettamaszként valé alkalmazasa nagy fejlodésnek indult [1,4,5]. Mivel a
természetes ECM alapja az aminosav egységekbdl felépiilé kollagén, igy aminosav alapu
polimer gélek megfeleldek lehetnek mesterséges ECM-ként [17].

Az aminosavak nagy mennyiségben fordulnak eld a természetben, mint a fehérjék
épitdelemei. A XIX. szazad végén Emil Fischer felfedezte, hogy a fehérjéket aminosavak
alkotjdk, amelyek peptid kotéssel kapcsolodnak egymashoz. Ezt kovetden megindultak a
kutatasok fehérjék, illetve poli(aminosav)-ak mesterséges eldallitasara. Fischer elsdkeént
kapcsolt dssze két aminosav molekulat amid kotés segitségével, majd késobb Leusch-al kozos
munkajuk nyoman elkezdédhettek a polipeptid szintézisek. A kisérletek soran kideriilt, hogy a
peptid kotés kialakitasahoz specialis koriilmények sziikségesek, és szinte minden aminosav
esetén eltérden mikodnek az alkalmazott modszerek. Az eldallitott polimerek nem
rendelkeztek nagy molekulatomeggel, rdadasul tobbségiik toxicitdst mutatott, igy human
felhasznalasra alkalmatlannak bizonyultak [18].

A kémiai eljarasok fejlédésével a polipeptidek alkalmazasa egyre nagyobb teret
hoditott a gydgyaszatban. Az orvostudomanyban valo alkalmazhatdsagukat az is segiti, hogy
a feladatuk végeztével a szervezetben is megtalalhaté aminosavakra bomlanak. Ebbdl

kifolyolag készitenek beldliik hatdanyag szallitd rendszereket, melyek képesek kontrollalt és
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lassitott hatdéanyag leadasra [19]; valamint implantitumokat, mint példaul mesterséges bor,

keményszdveti protézisek, vagy membranok mesterséges vesébe [19, 20].

2.4.1. Poli(aminosav)-ak szintézise

Az alabbi fejezetben bemutatom azokat a torténetileg fontos eljarasokat, amelyekkel

nagy molekulatomegii poli(aminosav) allithat6 eld.

24.1.1. N-karboxianhidrides modszer (NCA)

Az N-karboxianhidrides modszer volt az els6 olyan eljaras amellyel
poli(aminosav)-akat sikeriilt szintetizalni. A Leuchs altal kifejlesztett modszerhez az
N-karboxi-aminosavanhidridet foszgén és aminosav szarmazék kozvetlen reakcidjaval

allitottak el6 [18]. A késObbiekben a foszgént difoszgénre, majd trifoszgénre cserélték [21].

H2N

O (@]
-2HCI
)k \/ — H + (n-1) CO,
Cl Cl
HO
R R N

3. abra: N-karboxi-aminosavanhidrid el6allitasa foszgénnel

. o O o}
NH3 o o ol R Y
o ) Cl (] 50°C |
-~ . >< X o NH
R THF
cl o 0 Cl
(0] (@]

o

4, abra: N-karboxi-aminosavanhidrid el6allitasa trifoszgénnel

A gylrlis szerkezet kialakuldsa folytdn a molekula reakcioképessége és stabilitasa
novekszik, ezaltal kdnnyedén lejatszodik a polimerizacio.

Az 1940-es években sikeriilt ezzel a moddszerrel poli(aminosav)-akat eldallitani,
melynek soran arra is fényt deritettek, hogy az aktivalt aminosavak képesek reakcioba 1épni
nukleinsavakkal, baktériumokkal és virusokkal [22]. Ezt kovetden indult meg ezen polimerek
orvos-bioldgiai alkalmazasa, melynek keretein beliill mesterséges bort, és egyéb szoveteket
hoztak 1étre, illetve 1985-t61 hatéanyag leadd rendszerként is felhasznalasra keriiltek

(pl.: poli(aszparaginsav), poli(glutaminsav)) [19].
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24.1.2. Pszeudo-poli(aminosav) elédllitisa

Pszeudo-poli(aminosav)-nak nevezziik azokat a polipeptideket, amelyekben az
aminosavakat nem amidkotés, hanem mas kotések (uretan, észter, karboxil) kapcsoljak Ossze.
Ilyen modon szerin, treonin, tirozin és hidroxiprolin polimerizacidja hajthatéd végre [19].

4

HO N
) NH
o —>» 5 R —» 10
HN \ —OH
| N (6]
H
Y4 OH

(0]
L Jn

Poli(N-Z-L-Szerin-észter)

HO HO
z
0 AN
o  DCC/HOB NH
— - 3

HT HT o) —°

~ —OH
z OH z N\

/
N-Z-L-Szerin N=N O,

Aktivalt Szerin-észter Poli(N-Z-L-Szerin-észter)

N-Z-L-Szerin N-Z-L-Szerin-lakton

Z: Karbobenzil-oxi
DCC: Diciklohexil-karbodiimid
HOBt: H-hidroxibenzo-triazol

5. abra: Pszeudo-poli(szerin) eléallitasanak modjali

2.4.1.3. Poli(aminosav) eléallitasa termikus polikondenzacioval

Termikus polimerizaci6 soran a monomer egységek 0sszekapcsolodasabol, két mol viz
kilépésével, oOt- vagy hattagh gylirlikbdl felépiild polimer lanc keletkezik. A reakcid
lejatszodasahoz sav-Katalizatorra és magas homérsékletre van sziikség. A modszer nagy
elénye, hogy nem kell véddcsoportot alkalmazni. Ilyen eljarassal aszparaginsav alapanyagbol
nagy molekulatomegli poli(szukcinimid) allithato eld, melyet egyszeri hidrolizissel

poli(aszparaginsav)-va alakithatunk [24].

2.5. Poli(szukcinimid) és poli(aszparaginsav) eléallitdsa

Mar a XIX. szdzad mésodik felében tettek sikeres kisérleteket aszparaginsav alapu
polimerek eléallitasara. Az elsé szintézist Schaal végezte el 1871-ben, aki termikus uton
kapcsolt 0ssze aszparaginsav molekulakat [25], majd 1897-ben Schiff allitott eld tetra- és
oktaaszparaginsavat, amelyeket mar poli(aszparaginsav)-nak nevezett [26]. Kés6bb Frankel és

Berger szintetizalt a-poli(aszparaginsav)-at N-karboxianhidrides médszer segitségével [27].
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Kovacs Jozsef, Konyves Imre és Pusztai Arpad 1953-ban  els6ként allitottak  el6
poli(aszparaginsav)-at poli(szukcinimid)-en keresztiil, termikus eljarassal [24]. 1950-es
é¢vekben Harada tobb eljarast is kidolgozott poli(aszparaginsav) szintetizaldsara. El0szor
maleinsavamin ¢és maleinsav Kkopolimerizacidjaval, majd monoammoénium-fumarsav ¢és
almasav elegyébdl sikeriilt eléallitania kis polimerizaciofoku poli(aszparaginsav)-at [28]. A
sok kidolgozott eljaras ellenére nagy molekulatomeggel rendelkezd polimert csak az 1990-es
években Tomiddnak és Nakatonak sikerilt elséként szintetizalni mind oldoszeres, mind
oldészer mentes kornyezetben [29]. Olddszerként szulfolan/mezitilén elegyet alkalmaztak és

vizsgaltdk a hdmérséklet, a reakci0ido és a savkatalizis hatdsat a polimerizacioéfokra.

2.5.1. Poli(szukcinimid) reaktivitasa

A poli(szukcinimid)-et felépit6 szukcinimid gyiirii képes addicios reakcioba 1épni
erésebb nukleofilekkel. A reakcid soran savamid kotés jon 1étre a polimer és a modositd

molekula kozott.

2.5.1.1. Poli(szukcinimid) reakcioja O-nukleofilekkel

Kis reaktivitasa miatt a poli(szukcinimid) alkoholokkal nem reagal, viszont
hidroxid-ionnal konnyen reakcioba 1ép. A hidrolizis soran a- és B-aszparaginsav monomer
egyarant képzddhet, igy végiil poli(a-aszparaginsav-co-p-aszparaginsav) kopolimert kapunk.
A szervezetben a Protein L-izoaszpartil (D-aszpartil) O-metiltranszferaz (PIMT) enzim képes

a két monomert egymasba alakitani (6. abra) [30].
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6. abra: Az o- és B-aszparaginsav egymasba alakuldsdnak mechanizmusa a szervezetben

2.5.1.2. Poli(szukcinimid) reakcioja N-nukleofilekkel

A poli(szukcinimid) lanc modositdsa konnyedén elvégezhetd primer amin csoportot
tartalmazd molekuldkkal. A reakci6 lejatszodasanak feltétele, hogy az amin csoport nitrogénje
ne legyen protonalt 4llapotban, mivel ekkor elvesztené nukleofil jellegét.

Aminoalkoholokkal  végzett  funkcionalizdlds  soran  hidrofil ~ karakter(i
poli(aminosav)-at allithatunk el, mivel kizardlag az amin csoport reagal a szukcinimid
gytrtivel. A reakcid mar szobahOmérsékleten végbemegy és a poli(aszparaginsav)-hoz
hasonldan a illetve B konstiticioji monomerekbdl felépiilé poli(hidroxialkil-aszparagin)-t

(PHEA) eredményez (7. abra) [31].

— on
oH HO
o O
OH HN
H2N/\/ o
HoN N > o NH
0 OH
o o)
OH
OfHio H——N N N
H | H H
L Qlp L q 0

7. abra: Poli(hidroxialkil-aszparagin) (PHEA) el6allitasa
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A lanchoz kapcsolodd aminoalkohol szénlancanak hossza hatassal van a polimer
tulajdonsagédra. Hosszabb szénlanci moddositd esetén a polimer hidrofob, mig rovidebb
szénlanc esetén hidrofil jelleget mutat [32].

Amennyiben a poli(szukcinimid)-et tobb primer amin csoportot tartalmazo
molekuléval vissziik reakcioba keresztkotéseket hozhatunk 1étre a polimer lancok kozott,
melynek kdvetkeztében haromdimenzios polimer térhalo keletkezik [33].

Mivel ezek a polimerek eleget tesznek a szdvettdmaszoknal emlitett kritériumoknak,
valamint modositasokkal diverzitasuk tovabb ndvelhetd, ebbdl kifolyolag az eldallitott gélek

megfeleléek lehetnek sejtek in vitro tenyésztéséhez.
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3. Celkitlizes

Munkam f6 célja olyan homogén, biokompatibilis polimer gélek eldallitasa volt,
amelyekben a polimer térhalé kizardlag aminosavbol épiill fel, és ezen gélek
alkalmazhatosaganak vizsgalata szovettamaszként sejtek in vitro tenyésztéséhez. Ennek
megvalositdsdhoz eldszor nagy polimerizacio fokkal rendelkezé poli(szukcinimid)
eloallitasara volt sziikség. A polimer molekulatomegének meghatarozasa viszkozitas
méréssel, pontos szerkezetének igazolasa szerkezet analitikai modszerekkel (FTIR, 'H-NMR,
3C-NMR) tortént.

Célom volt olyan poli(szukcinimid) alapt gélek eldallitasa, amelyekben a polimer
térhalo kizarélag aminosavakat tartalmaz, és a kornyezet redoxpotencial valtozasara méretiik
megvaltoztatasaval reagilnak. Ehhez keresztkotOként cisztamint és lizin-metilésztert
hasznaltam kiilonbdz6 ardnyban.

Vizsgaltam a hidrolizis soran a PSI gélek duzzadasfok valtozasanak kinetika;jat.

A gél mechanikai tulajdonsagai hatassal vannak a sejtek életképességére [12]. Ezért
meghataroztam a térhaldsitas mértékét a gélek egyensulyi méretének, valamint a rugalmassagi
moduluszanak mérésén keresztiil. Kiilonb6z6 koncentraciéju DTT/pH=8-oldatokban
vizsgaltam a diszulfid hidak felnyilasanak hatasat a duzzadasfok valtozasara, melybdl
kovetkeztetni lehetett a térhaloba beépiilt cisztamin mennyiségére.

Az altalam eldallitott gélek a kornyezeti hatdsokra, mint a pH érték megvaltozasara,
nagymértékii méretvaltozassal reagaltak. Mivel e tulajdonsag hatassal lehet a sejtek
életképességére, ezért vizsgaltam a pH valtoztatdsa soran a gélek duzzadasfokat, allando
koncentraci6 ¢és ionerdsség mellett, kiilonbozo Osszetételit PSI és PASP gélek esetén.

A kiilonboz6 Osszetételi PASP gélek szovettamaszként torténd alkalmazhatosagat in
vitro koriilmények kozott a Semmelweis Egyetem Oralbiologia Tanszékével egyiittmiikodve
végeztiik. WST-1 mérés segitségével meghataroztuk, hogy a PASP gélek Osszetétele milyen

hatassal van a sejtek ¢életképességére.
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

L-aszparaginsav (Aldrich,> 98 %); o-foszforsav (Aldrich, >99 %); Dimetilformamid
(VWR, >99,9 %); Cisztamin-dihidroklorid (Fluka, > 98 %); Lizin-metilészter-dihidroklorid
(Bachem); Dimetil-szulfoxid (VWR, >99%); Dibutilamin (Aldrich, >99,5 %);
Citromsav-hidrat (VWR, 100 %, normapur); Imidazol (Sigma-Aldrich, > 99,5 %, puriss);
Natrium-klorid  (Sigma-Aldrich, puriss); Natrium-hidroxid (Reanal, puriss); Borax
(Hungaropharma); Dinatrium-hidrogén-foszfat (Sigma-Aldrich, > 98 %); Trinatrium-foszfat;
Foszfat puffer (PBS) (Sigma); D,L-Ditiotreitol (Sigma, > 99 %).

A vegyszereket tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam.

4.2. Poli(szukcinimid) (PSI) eloallitas

A poli(szukcinimid)-et L-aszparaginsavbol (20 g) allitottam elé o-foszforsav (20 g)
katalizator jelenlétében termikus polikondenzacioval (8. abra). Csepplombikban
Osszekevertem a reakcioelegyet, majd a lombikot rotacidés vdkuumbeparlora helyeztem. A
reakcido beinditasat kovetd egy Oraban a nyomast 5-10 mbar-ig lecsokkentettem, a
homérsékletet pedig 180 °C-ig ndveltem. A 7 Oras szintézist kovetden a keletkezett
sargasbarna anyagot dimetilformamidban feloldottam, majd vizben kicsaptam. A kivalt
vilagosbarna csapadékot vizzel, semleges pH eléréséig mostam, majd 40 °C-on szaritottam. A
szaraz poli(szukcinimid) fehér szindi por.

OH

HO
n+1 OH ———3 H,N— N-

o) NH, o)

8. abra: Poli(szukcinimid) szintézise
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4.3. Poli(szukcinimid) tulajdonsagainak vizsgalata

Megfelel6 mechanikai tulajdonsagokkal rendelkez6 polimer gél eldallitdsahoz nagy
molekulatomegii polimerre van sziikség, ezért viszkozitas méréssel meghataroztam a PSI
molekulatomegét. Emellett a PSI tényleges szerkezetének igazolasat fourier transzformacios

infravoros (FTIR) és magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopiaval végeztem.

4.3.1. Poli(szukcinimid) molekulatomegének meghatarozasa viszkozitas

méréssel

0AM LiCl, DMSO-s oldataval kiilsnbdzé koncentracioju  (5-50 mg/dm?)
poli(szukcinimid) oldatokat allitottam el6, melyek viszkozitasait AND SV-10 vibracios
viszkoziméter segitségével hatdroztam meg. A mérés soran 24 °C-on termosztalt kiivettat
hasznaltam.

A 0,1 M LiCl, DMSO-s oldat szolgalt referenciaként, amely felhasznalasaval a tobbi

mért adatbol kiszamitottam az oldatok relativ viszkozitasat (1ye)):

Nrel = :_0 (13)

,ahol n a mért polimer oldat, n, pedig az olddszer viszkozitasa.
A relativ viszkozitasbol szamithato az oldatok fajlagos viszkozitasa (7sp):

Nsp = Mrel — 1 (14)

crer

viszkozitast (yeq):

Mred = o (15)

c
Ezen értékeket abrazolva a koncentracio fiiggvényében egy egyenest kapunk, amely a c=0

pontban megadja a hatarviszkozitas ([n]) értékét:

[7] = limc_o (2) (16)
Ezt behelyettesitve a Kuhn-Mark-Houwink egyenletbe meghatarozhat6 a polimer szamatlag
szerinti molekulatomege (M):

[n] = KM* (17)
,ahol K és a anyagi minségtél fiiggd allandok, melyek PSI esetén K =1,32*102 a=0,76
[34].
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4.3.2. Fourier transzformacids infravords spektroszkéopia (FTIR)

A molekulan beliil az atomok egymashoz képest elmozdulhatnak, kotéseik mentén
foroghatnak, megnyulhatnak, rezeghetnek. Minden ilyen elmozduldshoz meghatarozott
energiaszintek tartoznak, melyek megegyeznek valamely hullamhosszisagu infravords fény
energidjaval. Ezen mozgasok energiatartalma és frekvencidja fligg a molekuldban jelenlévo
kotések tipusatol, a részecskéket Osszetarto erdk milyenségétol, valamint az atomok
tomegétdl. Ezéltal az infravords spektrum a molekula rezgési allapotairol ad informaciot,
amely segitségiil szolgal a molekulaban talalhat6 funkcios csoportok azonositasahoz [35].

Az infravérds spektrumokat 400-4000 cm™ hullamhossz kozott vettiik fel gyengitett
teljes reflexios fejjel (ATR) ellatott Brucker IFS 55 késziilékkel. A mérések sordn szaritott,
elporitott mintdt hasznaltunk. A vizsgalatban 0,5 cm™ 1épéskozzel, GLOBAR infravords
fényforrassal és MCT, DTGS detektorral dolgoztunk.

4.3.3. Magneses magrezonancia mérés (NMR)

Minden atommag rendelkezik spinimpulzus momentummal és magspinnel, amely a
magot felépité nukleonok mozgasabol szarmazik. NMR spektroszkdpiai mérések soran azon
atommagokat tekintjiik aktivnak, ahol a nukleonok kvantumszamainak 6sszege nullatol eltérd
magspint eredményez. Amennyiben az atommagot tobb proton és neutron alkotja, a
nukleonok hatdsa 0sszegzddik, igy ha a protonok illetve neutronok szama paros a mérés
szempontjabol inaktivnak tekintjilk. A mérés soran a magspinnel rendelkez8 atommagok (*H,
3¢, N, 3P, sth.) a kiilsé magneses térben polarizalodnak. Az NMR spektroszkopia a
radiofrekvencids tartomanyba esd elektroméagneses hullamoknak az atomok magjaval
kialakulé kolcsonhatasat vizsgalja. Az egydimenzios 'H és B¢ spektrumokbdl megallapithato
a molekulat alkoto kiilonb6z6 hidrogén és szén atomok kémiai kdrnyezete a molekulan beliil
[35].

A vizsgalathoz 5-25 mg kozotti PSI mintat oldottunk fel 500 pl deuteralt DMSO-ban,
melyet egy Varian 500 MHz-es spektrométerbe helyeztiink. A késziilékhez pulzusforma
generator, pulzus térgradiens meghajtod, valamint két mag egyidejli manipuldldsara alkalmas
inverz szélessavu mérdfej csatlakozott.

A H-NMR spektrumot 3,2 s relaxacios idével, 8 ismétléssel, 500 MHz-en vettiik fel.
A ®C-NMR spektrumot 1,3 s relaxécios idvel, 2000 ismétléssel, 125 MHz-en vettiik fel.
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4.4. Cisztaminnal és lizinnel egyidejiileg keresztkotott poli(szukcinimid)
gélek (PSI-CYS-LYS) szintézise

A gélek eldallitasahoz PSI 25 m/m%-0s DMSO-s oldatat hasznaltam. Adott
mennyiségii cisztamin-dihidrokloridot (CYS-2HCIl) és lizin-metilészter-dihidrokloridot
(H-LYS-OMe-2HCI) tartalmazé keverékhez dibutilamint (DBA) adtam, majd DMSO-ban
feloldottam. A két oldatot Osszekevertem és formaba Ontdttem, majd 2 napig hagytam
gélesedni. Az elkészitett gélek 15 m/m%-osak PSl-re nézve, és 20-as térhalositasi fokuak, ami
azt jelenti, hogy statisztikailag a polimer lanc minden huszadik monomer egységére esik egy
keresztkotés. A formabol kivett géleket DMSO-ban egyensulyi térfogatig duzzasztottam. Az
1 g gél eldallitasahoz szilikséges anyagok mennyiségét, €s az igy 1étrejott gélekben alkalmazott

keresztkotok molaranyat az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A PSI-XCYS-LYS gélek pontos 0sszetétele

HLYS. cYs/
Gél PS(';;;jat CY(SW']Z';C' OMEAHCI Dxls;o [zs’lf (CYSHLYS)
(mg) mélarany
PSI-100CYS-LYS | 600 17,4 0,0 3255 | 26,1 1,00
PSI-80CYS-LYS | 600 139 3,6 3254 | 26,1 0,80
PSI-60CYS-LYS | 600 10,4 72 3253 | 26,1 0,60
PSI-40CYS-LYS | 600 7,0 10,8 3251 | 26,1 0,40
PSI-20CYS-LYS | 600 35 144 | 3250 | 26,1 0,20
PSI-OCYS-LYS | 600 0,0 180 | 3249 | 261 0,00

A gélek megnevezésében lathatd szam megmutatja, hogy az 0Osszes keresztktd
anyagmennyiségének hany szazaléka cisztamin. {gy a PSI-100CYS-LYS gél csak cisztamin,
mig a PSI-OCYS-LYS gél kizarolag lizin keresztkotot tartalmaz. Minden tovabbi kisérlethez
ezen Osszetételll géleket hasznaltam.

A gélek szintézisének altalanos egyenletét a 9. abra mutatja.
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9. abra: Cisztaminnal és lizin-metilészterrel keresztko6tott poli(szukcinimid) gélek szintézise

4.5. Poli(aszparaginsav) alapu gél eldallitasa

A PASP géleket az el6z6 pontban leirt PSI gélek lugos hidrolizise soran kaptam.
Ehhez a DMSO-ban egyensulyi térfogatra duzzasztott PSI géleket 8-as pH-ju imidazol
pufferbe (c=0,1M, 1=0,25M) helyeztem 4 napra. Ezen a pH értéken a cisztaminban
talalhato diszulfid hidak még nem bomlanak fel, illetve a metil-észter csoport sem hidrolizal.
A puffert minden nap lecseréltem, hogy a polimer térhalé teljes hidrolizise végbemenjen és az

0sszes DMSO-t eltavolitsam a gélekbdl. A hidrolizis reakcidegyenlete a 10. abran lathato.
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4.6. Poli(szukcinimid) és poli(aszparaginsav) alapt gélek vizsgélata

A poli(szukcinimid) és poli(aszparaginsav) alapi gélek duzzadasi és mechanikai
tulajdonsagainak feltérképezése céljabol vizsgaltam a hidrolizis soran a PSI gélek
duzzadasfok valtozasanak kinetikajat, €s a rugalmassagi modulusz valtozasat a gélek
méretvaltozasanak hatdsara.

Tanulmanyoztam még a kornyezet redoxpotencialjanak, valamint pH értékének

megvaltozasanak hatdsat a keresztkotdket kiillonb6z6 aranyban tartalmazo gélek duzzadésara.

4.6.1. Gélek duzzadaskinetikdjanak vizsgalata hidrolizis soran

A vizsgédlathozl mm vastag gél filmet Ontottem, melyet 2 nap gélesedés utdn
DMSO-ban egyensulyi térfogatira duzzasztottam, majd kiilonb6z6 méretli korongokat
vagtam ki. A PSI gél korongokra 8-as pH-ju imidazol puffert (c =0,1 M, 1 =0,25 M) tettem
nagy feleslegben. A feleslegben vald alkalmazésra azért van sziikség, mert az oldoszer
parolgasa folyaman az oldat koncentracidja megnd. A gélrél Alpha ScopeTek STO-3
mikroszkoppal 5 percenként készitettem felvételt 1 napon keresztiil. A képeken a korongok

atmérdjét ScopePhoto program segitségével hataroztam meg.
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Az egyes gél korongok kezdeti és végsd atmérdjének felhasznaldsaval kiszamitottam a
relativ duzzadasfokot (Qye):
dvégsfS 3
Qrel = ( 4 ) (18)
kezdeti

,ahol dyggss a g€l korong atmérdje a hidrolizist kovetden, dyezqeri PEAIY @z egyensilyi PSI

alapu korong atméroje.

4.6.2. Héaldlancok stiriségének meghatdrozasa rugalmassagi modulusz
mérésével

A rugalmassagi modulusz méréséhez 1 cm magassagu és atmérdjii gél hengereket
készitettem. A mérést Instron 5942 egyoszlopos mechanikai teszteldvel (11. abra), egyiranyu
Osszenyomadssal végeztem. 1 mm/min 0sszenyomasi sebességet alkalmazva a vizsgalatot 3 N
nyomoéerd vagy 2 mm Osszenyomas eléréséig folytattam 25 °C-on, légkdri nyomason és

levegd atmoszféran.

11. abra: Instron 5942 egyoszlopos mechanikai teszteld

A mérés elott megmértem a hengerek magassagat €s atmérdjét. A mérés soran a
nyomoerét (F) detektaljuk a deformacid (Ah) fiiggvényében. A nyomoderébdl a kovetkezo

egyenlet segitségével szamitottam ki a nominalis fesziiltséget (o):

(19)

,ahol d, a gél henger kezdeti atméréjét jeloli.
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A deformacié értékbol az alabbi képlettel hataroztam meg a deformacidaranyt (1):

—1_Ar
1=1-1 (20)

,ahol hy a gél henger kezdeti magassagat, Ah pedig a deformacié mértékét jelenti abban az
esetben, ha a Ah = hy — h feltétel teljesiil.
A deforméci6é arany felhasznalasaval kiszamitottam a D értéket, melynek fiiggvényében
abrazoltam a nominalis fesziiltséget. A kapott pontokra illesztett egyenes meredekségébdl
hataroztam meg a rugalmassagi moduluszt (G):

o=—G-A—-1%3)=-G-D (21)
A gélek tomegadataibol kiszamitottam a tomeg szerinti duzzadasfokokat (Qn) a 2. egyenlet
segitségével, majd ennek felhaszndldsdval meghataroztam a gélben 1év6 polimer térfogati
tortjét (D) az 5. egyenlet alapjan.
A rugalmassagi modulusz ismeretében az egységnyi térfogatba esd halélancok mennyiségét
(v*) a Neo-Hooke torvény segitségével szamitottam ki:

G = RTAv*q, > ¢1/3 (22)

,ahol T a homérséklet, R az egyetemes gazallando, melynek értéke 8,314 kJ/(mol*K), A a
modell paraméter, amely a Flory elmélet értelmében 1, mig a James-Guth és Staverman
elmélet szerint 1/2, @ a polimer térfogati tortje a gélben, g, a memoria faktor, amely
megmutatja, hogy a polimer térhalé mennyire ,,emlékszik” a kiinduldsi allapotara. Ebbdl
kifolyolag ez a gél anyagi mindségétdl fiigg. [36, 38]. A kiértékelés soran a Flory elmélet
szerinti modell paramétert hasznaltam.

A formabdl kivett gél hengereknek megmértem a magassagat, az atmérdjét, a tomegeét,
valamint a rugalmassagi moluduszat, majd DMSO-ban valé duzzasztast kovetden az
egyensulyi térfogati mintdkon megismételtem a vizsgalatot. A méréseket elvégeztem még
8-as pH-ja imidazol pufferben (c=0,1 M, 1=0,25M) elhidrolizalt, és PBS pufferben
duzzasztott PASP gélekkel is. Minden gél tipusbol egy mintat 0,1 M-os DTT/pH=8-oldatba
helyeztem 5 napra, majd vissza az eredeti pH=8, és PBS pufferbe, hogy megvizsgaljam a
diszulfid hidak felszakitasanak hatasat a rugalmassagi modulusz illetve a v* értékére. A
méréssorozat végeztével a géleket 40 °C-on kiszaritottam, €s meghataroztam a széaraz

tomegiiket.
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4.6.3. Gélek duzzadasfokanak valtozasa az alkalmazott DTT

mennyiségének fliggvényében

A cisztaminban talalhat6 diszulfid hidak érzékenyek a kornyezet redoxpotencialjanak
megvaltozasara, igy a redukald kozegbe helyezett gélben ezek a diszulfid hidak felbomlanak
¢és tiol csoportok jonnek létre. A DTT a cisztaminhoz képest negativabb redoxpotenciallal
rendelkezik, ezaltal képes felszakitani a diszulfid hidakat, melynek soran intramolekularis

gylirizarodasi reakci6 jatszodik le a DTT molekulakban (12. abra).
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12. abra: Cisztaminnal és lizin-metilészterrel vegyesen keresztkotott PASP gél reakcidja
DTT-vel

A vizsgalatokhoz PASP-20CYS-LYS géleket készitettem. Tomegmérésiik utan
minden mintdra mas-mas Kkoncentraciojd DTT/pH=8-oldatot tettem, melyet a DTT
oxidaciojanak elkeriilése érdekében nitrogén gazzal atbuborékoltattam. 5 nap elteltével
lecseréltem a DTT-oldatot pH=8-as pufferre. Az egyensulyi térfogata, és a szaraz gélek

tomegének ismeretében meghatiroztam az egyes DTT anyagmennyiségekhez tartozo
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duzzadasfok valtozast (AQ), melybdl kovetkeztetni lehet a gélben 1év6 diszulfid hidak

mennyiségére.

AQ = LmDTTutin (23)

Qm,DTT elétt
,ahol AQ a duzzadasfok valtozast, Qmprrutan @ diszulfid hidak felnyilasat kovetden,
QmpTTelstt Pedig a reakcio elétt mért tomegek alapjan szamitott tomeg szerinti
duzzadasfokot jeloli. A tiol csoportot tartalmazd géleket PASP-20CYSE-LYS névvel

jeloltem, ahol a CYSE a tiol csoportot tartalmazé ciszteaminra utal.

4.6.4. Duzzadasfok pH-fliggésének vizsgalata

PASP gélek térfogatuk megvaltoztatasaval valaszolnak az Oket éré kornyezeti
hatasokra, mint példaul a pH-érték megvaltozasa [37]. A legnagyobb mértékii valtozas abban
az esetben tapasztalhatd, amikor ezen hatds kémiai valtozast indukal a mintdban, amely a PSI
alapu gél esetében meg is torténik (hidrolizis). Igy Gsszehasonlitis gyanant a vizsgalatot
elvégeztem mind PSI, mind PASP alapt géleken.

Kiilonbozé pH-ju puffereket készitettem rendre 0,1 M-os koncentracidoval és
0,25 M-0s ionerdsséggel, melyekbdl 5-5 cm’-t pipettaztam mindegyik, ismert tomegt,
egyensulyi allapotu gél korongra. Minden gél tipusbol 3 parhuzamos mérést végeztem,
melyhez 3 kiillonb6z6 atmérdjii (3,5, 7 mm-es) korongot hasznaltam. A mintdk 2 napot
toltottek a pufferben, melyet egyszer lecseréltem. Ezutdan megmértem a tomegiiket, majd a
mérést megismételtem 40 °C-on torténd szaritast kovetden is. A tomegadatok segitségével
kiszamitottam az egyes gélfajtak tomeg szerinti duzzadasfokat (2. egyenlet) az adott pH-ju
pufferben.

4.6.5. Sejtek életképességének vizsgalata PASP géleken (WST-1)

A munkam soran készitett gélek szovettamaszként valo alkalmazhatosagat in vitro
sejttenyésztés soran vizsgaltuk.

A 4.4. és 4.5. fejezetekben leirtak alapjan 0,75 mm vastag PASP-XCYS-LYS gél
filmeket készitettem, PBS pufferben duzzasztottam, majd 3 mm atmérdjii korongokat vagtam
ki Dbeldlik. PASP-20CYS-LYS g¢lbol készitettem olyan valtozatot is, amelyben
felszakitottam a diszulfid kotéseket (4.6.3 fejezetben leirtak szerint). A korongok ezt kovetoen
a SE Oralbiologiai Tanszékére keriiltek, ahol Hegedlis Orsolya végezte a sejttenyésztési

vizsgalatokat. A korongokat razatas mellett 3 6ran at SC tapoldatban duzzasztotta, melyet 1,5
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ora utan lecserélt. A mintakat 1 oran 4t UV-lampa alatt sterilizalta, és ugynevezett low cell
binding plate-be helyezte 6ket, amelyekben a lyukak alja olyan bevonatottal van ellatva,
amelyre a sejtek nem képesek letapadni. A gélekre 20000 PDLSC (emberi bolcsességfogbol
izolalt periodontal ligament stem cell) sejtet pipettazott 20 pl tapoldatban szuszpendalva,
majd 30 perc elteltével még 180 ul tapoldatot adott a mintakhoz. A sejtek életképességét 24
illetve 72 ora elteltével vizsgalta. Ehhez a mintakrol lepipettazta a tapoldatot, kétszer atmosta
PBS pufferrel, hogy eltavolitsa a gélhez nem kotddott sejteket. A mintdkat 200 ul WST-1
reagens oldataba helyezte 2 orara, majd a lepipettazott oldatoknak mérte az abszorbanciajat
450 nm-en spektrofotométerel. A halvanysarga szini WST-1 reagenst az életképes sejtek
sOtét sarga formazanna redukaljak, amely abszorbancia értéke ardnyos a gélen megkotddott

sejtek mennyiségével.

A kisérlethez kétféle egészséges foggyokérhartya Ossejtet hasznaltak, melyek kozott
annyi a kiilonbség, hogy mas paciensbdl szarmaztak. Minden gél tipus esetén 5 parhuzamos,
valamint egy vak mérést végeztek. A vak mintara nem keriiltek sejtek, igy ez a gélre és a
felhasznalt anyagokra jellemzd abszorbancia értéket adja, melyet levonva a sejtes mérésekbol

megkaphat6 a sejtpopulacidval ardnyos abszorbancia érték.
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5.  Eredmények

5.1. Poli(szukcinimid) tulajdonsagainak viszgalata

Homogén, megfeleld6 mechanikai tulajdonsagokkal rendelkez6 poli(aminosav) gélek
eléallitasahoz nagy polimerizaciofokkal rendelkezé polimer eldallitasa sziikséges. A 4.2.
fejezetben ismertetett szintézis soran alkalmazott felfiitési szakasz id6tartama, az elért végso
homérséklet és nyomas nagysaga befolyassal van a PSI molekulatomegére. Ezen harom
paraméter  megfeleld6  iranya  valtoztatasdval  nagy  polimerizaciofokkal — bird
poli(szukcinimid)-et (30-35 kDa) allitottunk eld, és igy javitottuk a beldle késziilt gélek

mechanikai tulajdonsagait [38].

5.1.1. Poli(szukcinimid) molekulatomegének meghatarozasa viszkozitas

méréssel

A 4.3.1. pontban leirtak alapjan kiszdmitottam a redukalt viszkozitdsokat az egyes
oldatok esetében, melyeket a koncentracié fliggvényében abrazolva (2. tablazat), az egyenes

tengelymetszetébdl (13. abra) megkaptam a PSI oldat hatarviszkozitasat.

crer

c (9/100ml) n (MmPa*s)

oldoszer 0,87
0,5 1,07
1,25 1,47

2,5 2,33

3,3 3,06

4 3,89

5 5,3
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13. abra: PSI redukalt viszkozitasanak valtozasa a koncentracié fiiggvényében

A Kkapott hatarviszkozitas értékbél a 17. egyenlet alapjan szamitottam a

molekulatomeget:
M = 36,65 £ 2,3 kDa

A gélek készitése soran ezen mintat hasznaltam.

5.1.2. Fourier transzforméacids infravords mérés (FTIR)

Az 14. abran lathat6 a PSI FTIR spektruma:
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14. abra: Poli(szukcinimid) FTIR spektruma
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A fekete szinli spektrum az irodalomban fellelhet6 [29], mig a piros szinii az altalunk
szintetizalt PSI mintaré] készitett FTIR spektrum (14. abra). Az 1702 cm™-nél lathat6 csucs a
vco aszimmetrikus rezgésére jellemzé az —(OC),N— csoportban. 1386 cm™-nél talalhaté a
C=0 csoport delta rezgése. 1355 cm™-nél jelenik meg a vy rezgése a —(OC),N— csoportban,
és 1216 cm™-nél lathaté a (C=0)-NH csoport C-N rezgése. Az 1160 cm™-nél megjelend
cstics a (C=0)-NR—(C-O) csoportot mutatja. Ezek alapjan bizonyithaté az imid gyiri

jelenléte a poli(szukcinimid) molekuléban.

5.1.3. Magneses magrezonancia mérés (NMR)
A 15. abréan lathaté a PSI *H-NMR spektruma:

Solvent: DMSO-d6
Purity: 99.8%
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15. abra: Poli(szukcinimid) *H-NMR spektruma

A PSI H-NMR spektruman 3 csucs lathato (15. &bra). 5,3 ppm-nél talalhaté a
monomer gylriik kapcsolddasi pontjaban 1évé metin csoport H atomjanak a jele. A metilén
csoport két protonja két kiilon helyen, 2,5 ppm-nél, és 3,2 ppm-nél jelenik meg, a metin
csoport kiralis szénatomja miatt. Mivel a polimer nem ad 6 ppm f6l6tti jelet, ahol az amid
proton csucsa foglalna helyet, arra lehet kovetkeztetni, hogy a PSI nem tartalmaz felnyilt

gytriket.
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A 16. bran a PSI *C-NMR spektruma lathato:

J:ii\l Y | DMSO-d6
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16. abra: Poli(szukcinimid) *C-NMR spektruma

A PSI BC-NMR spektrumaban 4 csics figyelhetd meg (16. abra), amelyek a
szukcinimid gylrii 4 szénatomjahoz tartoznak. A két C=O csoportban 1évé C atom jele
173,9 ppm-nél és 172,7 ppm-nél lathatd, melyek koziil a monomer egységek kapcsolodasi
pontjdban 1évd szénatom értéke a nagyobb. A metin €s a metilén csoport cstcsa kiilonb6zo
helyen jelenik meg a spektrumban, mivel a benniik talalhato szénatom kémiai kornyezete is
eltéré. A metin csoport C atomjanak a jele 47,8 ppm-nél, mig a metil csoport C atomjanak a
jele 33 ppm-nél lathat6. 40 ppm-nél jelenik meg a DMSO-d6-ban talalhatdo metil csoport C
atomjanak a jele. A BC-NMR spektrum is igazolja, hogy a PSI lanc nem tartalmaz

elagazasokat illetve felnyilt gytirtiket.

5.2.  Poli(szukcinimid) és poli(aszparaginsav) alapu gélek vizsgalata

A poli(szukcinimid) alapa gélek eldallitasahoz cisztamin ¢és lizin-metilészter
keresztkotd molekulat alkalmaztam kiilonb6zd ardnyban. Ezutan a kornyezet megvaltozasara
(kémiai Osszetétel, pH) adott valaszreakciokat a gélek tomegének és méretének valtozasaval

vizsgaltam.
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5.2.1. PSI-CYS-LYS gélek duzzadéskinetikdjanak vizsgalata hidrolizis

soran

A kisérlet soran a 4.4. pontban ismertetett géleknek vizsgaltam a hidrolizis hatasara

bekdvetkezd méretvaltozasat az id6 fiiggvényében (17. abra).

11 11+

¢ PSI-80CYS-LYS a) ® PSI-60CYS-LYS b)
10 Hidrolizis pH=8 10 Hidrolizis pH=8
9 9
. L4
E g £ 8
6 6
5 T T T T T T T 5 T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
¢/ min ¢/ min

17. abra: a) PSI-80CYS-LYS és b) PSI-60CYS-LYS gél korongok atmérdjének valtozasa

hidrolizis hatasara az id6 fliggvényében

A PSI alapt gélekben a szukcinimid gytir(i felhasad a hidrolizis soran, és egy a- és
B-aszparaginsav monomeregységekbdl felépiild poli(aszparaginsav) kopolimer térhalé jon
létre. A gyliriik felnyilasa soran polielektrolit keletkezik, igy megnd a duzzasztoszer-polimer
kolcsonhatds. Ez az ozmotikus hatds novekedésén keresztil (2.3.2. fejezet) a gél
duzzadasahoz vezet. A méretvaltozast két szakaszra osztjuk az elsé a duzzasztoszerek
kicserélddése a masodik pedig a poli(szukcinimid) hidrolizise. Mivel az elsd szakasz
gyorsabban jatszodik le, ezért a gél elészor 6sszehuzodik, szinerizal. Ezt az okozza, hogy a
folyadékok kicserélddését kovetden a polimer-duzzasztoszer rendszerre jellemzo
Huggins-féle kolcsonhatasi paraméter értéke megnd. A hidrolizis beindulasa utan, az
elegyedési szabadentalpia csokkenésének hatasara a gél elkezd duzzadni. A 17. abra és a 3.
tablazat eredményei alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a keresztkotok kémiai szerkezete
nem valtozik meg a hidrolizis soran. Azaz a lizin-metilészter észter csoportjan nem
kovetkezik be hidrolizis illetve a cisztaminban talalhaté diszulfid hidak sem szakadnak fel.

Az egyes gél korongok kezdeti és végsd atmérdjének felhasznalasaval kiszamitottam a
relativ duzzadasfokot (Qrer) (18. egyenlet). A 3. tablazat tartalmazza a mért (Cyezdeti, Ovegss) €S
szamitott (Qye) értékeket.
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3. tablazat: A gélek kezdeti €s végsd atmérdje, valamint az ezekbdl szamitott relativ

duzzadasfok értékek

Gél dkezdeti (MmM) vegss (MM) Qrel
PSI-100CYS-LYS 8,54 10,54 1,88
PSI-80CYS-LYS 8,58 10,37 1,77
PSI-60CYS-LYS 8,70 10,21 1,62
PSI-40CYS-LYS 8,78 10,78 1,85
PSI-20CYS-LYS 8,66 10,43 1,75
PSI-OCYS-LYS 8,21 10,15 1,89

A 17. abra gorbéinek lefutasabol illetve a 3. tablazatban feltiintetett eredményekbdl
arra kovetkeztethetliink, hogy a polimer térhaldé kémiai Osszetétele nem befolyasolja a
duzzadasfok valtozast hidrolizis soran. A duzzadés sordn a gélek nem deformalodtak, igy a
térfogat szerinti relativ duzzadasfok kozelithetd az atmérd valtozasdnak 3-dik hatvanyaval

(18. egyenlet).

5.2.2. Haldlancok stirliségének meghatarozasa rugalmassagi modulusz

mérésével

meghatarozhaté a rugalmassagi modulusz (18. abra), melyb6l a duzzadasfok ismeretében
kiszamithaté az egységnyi térfogatba esé halolancok mennyisége a Neo-Hooke torvény

segitségével (lasd 4.6.2. pontban).
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18. abra: a) PASP-20CYS-LYS ¢és b) PASP-20CYSE-LYS gél rugalmassagi moduluszanak

meghatarozasa
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4, tablazat: A kiilonb6zo allapota XCYS-LYS gélek rugalmassagi modulusza, tomeg szerinti

duzzadasfoka, és az egységnyi térfogatba esé haldolancok mennyisége

Nem

Gél . DMSO pH=8 PBS DTT/pH=8
egyensulyi
79,65 + 73,42 + 74,85 & 75,90 +
G (kPa) 5.00 750 571 0,09
100CYS-LYS Qm 3,76 5,84 11,23 12,25 Feloldodott
v'g, " 49 8 50,9 69,7 72.1
(mol/m?) ’ ’ ’ ’
70,64 + 70,43 + 63,45 + 69,23 +
G (kPa) 256 135 6.95 3,04
80CYS-LYS Qm 4,00 5,95 11,39 12,43 Feloldodott
v*qu/g’
(mol/m®) 49.4 55,3 65,0 68,6
50,15 + 46,08 = 43,63 £ 43,82 +
G (kPa) 139 0.71 188 155
60CYS-LYS Qm 3,88 6,60 13,06 14,43 Feloldodott
v*qu/g’
(mol/m®) 33,7 37,8 44,6 45,1
31,27 + 28,81 + 24,69 + 23,36 +
G (kPa) 171 0,97 115 1,02
40CYS-LYS Qm 3,76 7,11 15,79 17,55 36,48
« —2/3
vV qO
(mol/m®) 19,6 22,8 25,2 23,9
12,43 + 11,86 +
G (kPa) 1%"2‘5* 1‘8’%%* 0.72 0,73 1,35
’ ’ 1,79 1,68
20CYS-LYS 19,05 21,25
Qm 3,71 9,41 3234 3424 34,33
« —2/3
v'q, 12,9 12,5
(mol/m?) 11,8 12,6 >4 54 1,9
1,48 £0,23 | 1,26 + 0,63
G (kPa) | 3,65+0,30 | 2,22 +0,32 148 137 1,57
30,36 34,20
0CYS-LYS Qm 3,24 13,63 33.31 36.67 32,27
« —2/3
v'q, 2,0 1,9
molim® | %2 23 2,0 19 2.1
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A gpa memoria faktort jeloli, amely minden minta esetében megegyezik, igy nem
befolyasolja az értékek Osszehasonlitdsat. A nem egyensulyi allapot azt jelenti, hogy a gél
vizsgalatat kozvetleniil a formabol valo kivételt kovetéen hajtottam végre. A DTT/pH=8-as
mérés kivételével minden vizsgalat esetén 3 parhuzamos mérést végeztem. A piros szinnel irt
értékek a diszulfid hidak felszakitasa utani adatok.(4. tablazat)

A tablazatbol lathato, hogy egy adott gél tipuson beliil a kiillonbozd oldatokbol kivett
gélek rugalmassagi modulusza kis mértékben csokken, mig a duzzadasfokban nagyobb
1éptékii novekedés tapasztalhato. Ez abbol adodik, hogy a pH=8-as pufferben a szukcinimid
gytrik hidrolizisét kdovetden polielektrolitot kapunk, megné a polimer-duzzasztoszer
kolesonhatés, igy tobb folyadék aramlik be a gél belsejébe. A Neo-Hooke torvény szerint a
rugalmassagi modulusz a duzzadasfok reciprokanak 1/3-dik hatvanyaval aranyos
(4.6.2. fejezet). A v* novekedés annak tudhato be, hogy a duzzadasfok novekedés nagyobb
mértékll, mint a rugalmassagi modulusz csokkenése.

Megfigyelhetd, hogy a gélben 1évd cisztamin keresztk6td mennyiségének
csokkenésével az azonos oldatokbol kivett gélek rugalmassadgi modulusza, és az egységnyi
térfogatba esé halolanc mennyiségei egyenletes csokkenést, mig a duzzadasfokok ndvekedést
mutatnak. Mivel a gélhez adott lizin-metilészter mennyiségének csak egy bizonyos hanyada
alakit ki keresztkotéseket a polimer lancok kozott, a lizin-metilészter aranyanak novelésével

rrrrr

folyadékot tudnak magukba zarni, igy lagyabbak lesznek.

19. abra: Balrdl jobbra haladva a 1.) 0CYS-LYS, 2.) 20CYS-LYS, és 3.) 40CYS-LYS gél
hengerek lathatok DTT/pH=8-as kezelés utan

A 0,1 M-os DTT/pH=8-oldatban a cisztamint nagyobb mennyiségben (100, 80, 60
molaranyban) tartalmaz6 gélek feloldodtak. A 40CYS-LYS gél egészben maradt, de
duzzadasfoka igen nagymértékben megnétt. A megmaradt keresztkotések mennyisége még
nem volt elég ahhoz, hogy a gél megtartsa eredeti alakjat, sajat sulya alatt deformalodott

(19. abra, 3. minta). A 0CYS-LYS gélben cisztamin hianyaban nem kovetkezett be mindségi
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valtozas (19. abra, 1. minta). Egyediil a 20CYS-LYS gélben van jelen annyi lizin-metilészter
keresztkotés, amennyi még meg tudja Orizni a kiindulasi alakot (19. abra, 2. minta). A
diszulfid hidak felszakitasanak kovetkeztében a haldlancok mennyisége, igy rugalmassagi
modulusza lecsokken (18. abra), mig a duzzadasfok nagymértékben megné (4. tablazat). A
valtozasok az eredeti pH=8-as pufferbe visszahelyezve szinte teljes mértékben megmaradtak.

c ey

ismerete fontos a megfeleld szovettamasz készitésénél.

5.2.3. Gélek duzzadasfokanak valtozasa az alkalmazott DTT
mennyiségének fliggvényében

Az eldallitott gélekben 1évo cisztamin keresztkoté diszulfid hidat tartalmaz, amely
érzékeny a kornyezet redoxpotencialjanak valtozasara. A felszakitott hidak szama fiigg az
duzzadasfok valtozasokbdl kovetkeztethetiink a gélben taldlhato diszulfid hidak
mennyiségére. Tehdt az elméleti cisztamin tartalom ismeretében meghatidrozhaté a
ténylegesen keresztkotést kialakitod cisztamin molekuldk mennyisége.

Az 5.2.2. pontban lathato, hogy a PASP-20CYS-LYS gél az egyetlen, ahol a reakciot
kovetden ugy tapasztalhatdé duzzadasfok valtozas, hogy megmarad az eredeti alak, igy ezen a
gél tipuson végeztem el a kisérletet. A PASP gélek duzzadasfok véltozasat vizsgaltam az

alkalmazott DTT anyagmennyiségének fiiggvényében (20. abra).
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20. abra: PASP-20CYS-LYS duzzadasfok valtozasanak abrazolasa a DTT

anyagmennyisé¢gének fliggvényében

5. tablazat: Az alkalmazott DTT anyagmennyisége, és a szamitott duzzadasfok értékek

Nort (Mmol) Qm,pTT elstt Qm,DTT utén AQ
15 9,29 27,04 2,91

0,3 10,22 27,43 2,69
0,12 9,39 24,44 2,60
0,06 9,86 24,55 2,49
0,015 13,36 18,45 1,38
0,012 14,44 18,47 1,28
0,0075 14,58 17,59 1,21
0,003 14,70 17,20 1,17
0,0015 15,08 17,33 1,15

Az 5. tablazat adataibdl latszik, hogy kezdetben olyan kicsi a DTT mennyisége, hogy a
kevés felnyilt diszulfid hid még nem okoz nagymértékii duzzadasfok novekedést. A
0,015-0,06 mmol DTT tartomanyon beliil tapasztaltam a legnagyobb valtozast. A jobb
megfigyelhetdség érdekében a diagramnak ezt a részét kinagyitottam (20. abra). 0,06 mmol

DTT mennyiség felett a méretvaltozasok kozott ismét csekély eltérés tapasztalhatd, a DTT
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mennyiségének nagymértékii novelése ellenére. Ez arra utal, hogy 0,06 mmol DTT hatasara a
diszulfid hidak nagy szazaléka felszakad Az adatok alapjan a telitési gorbe inflexids pontja
0,04 mmol koriilire tehetd, ami a gélben 1évé diszulfid hidak fele. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a gél korong 0,08 mmol diszulfid hidat tartalmazott, azonban a

meghatarozashoz a 0,02-0,06 mmol tartomany részletesebb vizsgalata sziikséges.

5.2.4. Duzzadasfok pH-fiiggésének vizsgalata

A kornyezet pH értékének hatasat vizsgaltam a kiilonboz6 gél fajtak duzzadasi

tulajdonsagaira.
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21. abra: a) PSI és b) PASP alapu gélek tomeg szerinti duzzadasfokanak abrazolasa a pH

fiiggvényében

PSI gélek esetében (21. dbra a)) lathatd, hogy 8-as pH alatt a gélek nagyon kis
duzzadasfok értéket vesznek fel és ez szinte minden gél esetében azonos, kivéve a 0CYS-LYS
mintat. Ennek oka, hogy a PSI térhalo hidrofob, igy a Huggins-féle kolcsonhatasi paraméter
értéke vizes kozegben magas lesz. Lathatd, hogy 8-as pH felett a duzzadasfok minden minta
esetében megnd, amely a polimer térhalod lugos hidrolizisébdl adodik. Az is megfigyelhetd,
hogy 12-es pH felett egy ujabb duzzadasfok novekedés kovetkezik be, ami a diszulfid hidak
felnyilasdnak valamint a lizin-metilészter észter kotésének hidrolizisének koszonhetd.
OCYS-LYS minta esetében a kiugr6d értéket az eldzdekben emlitett, az elméletinél joval

kisebb térhalositd molekula jelenléte okozza.

PASP gélek esetében (21. abra b)) a gél mintak két csoportra oszthatdak a duzzadasfok
pH filiggése szerint. Azokban a mintdkban, amelyekben kevesebb lizin keresztkotdé van

(100, 80, 60 molaranyn), alacsonyabb értékeket vesznek fel minden pH-n, mint a lizint
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nagyobb mennyiségben tartalmazdak (40, 20, 0 molaranyt). Ez abbodl kdvetkezhet, hogy a
tényleges keresztkdtOk mennyisége kisebb. Megfigyelhetd, hogy a gélek duzzadasfoka pH=6
kornyékén veszi fel a legnagyobb értéket, mivel az aszparaginsav oldallancaban 1évé karboxil
csoportok itt mar teljesen ionos formaban vannak. A 10-as pH koriili kismértékli csokkenés a
szabad amino csoportoknak illetve a savamid csoportok deprotonalodasanak a
kovetkezménye. Az utana kovetkezd duzzadasfok novekedés hasonld okok kovetkezménye,

mint a PSI gélek esetében.

Az eredmények alapjan elmondhatdé, hogy mind a PSI mind a PASP gélek
duzzadasfoka jelentés mértékben fiigg a kornyezet pH-jatol. Ezen tulajdonsdg meghatarozo

lehet sejtek hossza tavih in vitro tenyésztése kdzben.

5.2.5. PDLSC sejtek életképességének vizsgalata a gélek feliiletén

A korabbi fejezetekben jellemzett géleken Ossejtek életképességének vizsgalatat is
elvégeztiik.

A 22. abra diagramjain az 5 parhuzamos mérésbdl szarmaz6 abszorbancia értékek
atlaga ¢és szorasa lathatd 1 és 3 nap elteltével az egyes gél tipusok esetében. Az eredmények
kozotti eltérést a kétféle paciensbdl szarmazd sejtek okozzak. Fontos megjegyezni, hogy a
sejtes  kisérletek esetében a daganatos sejtvonalakkal végzett kisérletek sokkal
reprodukalhatobbak az dssejtekhez képest. Az egészséges sejtvonalak tenyésztése €¢s maganak
a vonalnak a fenntartasa sokkal nagyobb erdfeszitést igényel, mint a daganatos sejtek
esetében. Mig a daganatos sejtek esetén egy azonos 6stdl szaporitott sejteket tenyésztenek a
vilag minden tajan a megfelelé sejtbankokon keresztiil torténd vasarlast kovetden, addig az
Ossejtek gylijtése egy-egy pacienstdl szarmazik, ezaltal a sejtvonalak, amennyiben
beszélhetiink sejtvonalrol, nagymértékii kiilonbségeket mutathatnak egyes tulajdonsagait

tekintve.
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22. abra: In vitro sejttenyésztés eredményei 1 és 3 nap elteltével a két kiilonb6z6 PDL

sejtvonal esetén (a és b abra)

A 22. abran lathato, hogy egy nap elteltével a legtobb életképes sejt a tiol csoportokat
tartalmazo gél feliiletén volt mindkét minta esetében (PASP-ZOCYSE-LYS). Mivel a PDLSC
le. Irodalombdl ismert tény, hogy a keményszdveti sejtek a keményebb, mig a lagyszdveti
sejtek a lagyabb szOvettamaszokon ,¢érzik jobban magukat” [12]. A 22. &braan is
megfigyelhetd, hogy az elsd sejtminta esetében a nagyobb rugalmassidgi modulusszal
rendelkezd, csak cisztaminnal keresztkotott gélen kétszer annyi sejt talalhatd, mint a lagy,
lizinnel térhalositott gélen. A 2. minta (22. abra b)) esetében ez a tendencia nem figyelhet6
meg, de a keményebb géleken itt is nagyobb a sejtpopulacio. 3 nap elteltével lathato, hogy
szinte minden minta esetében csokken az ¢Eletképes sejtek mennyisége, azonban ez a
csokkenés a tiol tartalmu géleknél a szoérason beliil van. A tobb diszulfid hidat tartalmazo
géleknél a csokkenés annak tudhatd be, hogy a kisérlet soran hasznalt tapoldat a diszulfid
hidakat felbontja, igy a gélek rugalmassagi modulusza nagymértékben csokken 3 nap utan. A
PASP-20CYS-LYS gélen bekovetkezd novekedés azért jatszodott le, mert a diszulfid hidak
felbomlasaval tiol csoportok jottek létre, amelyek javitottak a sejtek megtapadasat a gél
feliiletén.

Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy a gélek rugalmassagi moduluszanak ¢€s
tiol csoport tartalmanak novelésével, alkalmas PASP géleket hozhatunk létre in vitro

sejttenyésztéshez.
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6. Osszefoglalas

Munkam soran sikeresen allitottam el6 poli(szukcinimid)-et, melynek atlagos
molekulatomegét viszkozitas méréssel hataroztam meg (M=35kDa). Analitikai mddszerek
(FTIR, 'H-NMR, 13C-NMR) segitségével igazoltam a polimer szerkezetét, melyek alapjan a
polimer nem tartalmaz felnyilt szukcinimid gytriket illetve eldgazasokat.

Homogén géleket hoztam Ilétre a poli(szukcinimid) lancok bifunkcios primer
aminokkal (cisztamin, lizin) torténd térhalositasaval.

Vizsgaltam a gélek méretvaltozasat a poli(szukcinimid) hidrolizise kdzben, melynek
soran poli(aszparaginsav) alapu gél keletkezik. A duzzadési kinetika vizsgalata alatt
megtapasztaltam, hogy a hidrolizis sordn a gélek duzzadasfoka megnd, és ennek relativ
valtozésa fliggetlen a térhalositdo molekuldk aranyatol.

Meértem a kiilonbozd Osszetételli gélek rugalmassagi moduluszanak valtozast eltérd
kozegekben (DMSO, pH=8, PBS, DTT), melybél a Neo-Hooke térvény segitségével
kiszamitottam az egységnyi térfogatba esd haldlancok mennyiségét. Az eredményekbdl
megallapithatd, hogy hidrolizis hatasara kismértékti csokkenés kovetkezik be a gélek
rugalmassagi moduluszaban. A diszulfid hidak felnyitdsara a cisztamint nagy mennyiségben
(100, 80, 60 molarany) tartalmazd gélek feloldodtak. PASP-20CYSE-LYS esetén
nagymértékii rugalmassagi modulusz és egységnyi térfogatba esé halolanc mennyiség
csokkenést tapasztaltam. Cisztamint nem tartalmazo gél minta ezen valtozasra érzéketlen.

Vizsgaltam a PASP-20CYS-LYS gél duzzadasfokanak valtozasat az alkalmazott DTT
redukaloszer mennyiségének fliggvényében. Az adatokbdl arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy a vizsgalt mintak koriilbeliil 0,08 mmol diszulfid hidat tartalmaztak.

Tanulményoztam a PSI és a PASP alapu gélek méretvaltozasat a kornyezet pH
értékének hatdsara, mely eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy mindkét gél duzzadasfoka
nagymértékben fiigg a kdrnyezet pH-jatol.

Vizsgaltam a kiilonbozé 0Osszetételli gélek alkalmazhatosdgat szovettamaszként
invitro sejttenyésztés soran. Az eredmények alapjan a polimer térhaloban jelenlévd tiol
csoportok eldsegitik a sejtek megtapadasat illetve szaporodasat a gél felilletén. Kisérleti
eredményekbdl lathatd, hogy a nagyobb rugalmassagi modulusszal rendelkezd géleken,
nagyobb az ¢€letképes sejtek szama.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az eldallitott PASP gélek tovabbi véltoztatasival

megfeleld szovettamaszt hozhatunk 1étre sejtek in vitro tenyésztéséhez.
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