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1. Bevezetés

Az orvostudomanyban mar Krisztus eldtti idokb6l maradtak rank olyan leletek, leirasok,
amelyekben a csont gyogyitasaval, illetve csontpotlassal probalkoztak. A tudomanyagak
fejlodésével ezen probalkozasok egyre sikeresebbé valtak iddvel, és az daltaldnos
orvostudomany mellet a csontpotlasnak €s csontgydgyuldsnak ma mar a fogaszatban is fontos
szerepe van. Torések, nagyméretli cisztak vagy tumorok esetében, implantacios munkak soran
vagy fogszabalyozo6 kezelések alkalmaval a jelenleg elérhetd piaci termékek nagymértékben

hozzéjarulhatnak a sikeres kezeléshez, mihamarabbi regeneracidhoz.

A csontp6tld anyagoknak hat csoportjat kiilonboztethetjiik meg. Autograft (azonos egyén),
izograft (genetikailag megegyezd), allograft (azonos faj), xenograft (mas faj), alloplaszt
(szintetikus). Ez utobbi csoport teriiletén a mai napig szdmos kutatas folyik, hogy egy idealis
csontp6tld anyag johessen létre. Ennek az anyagnak a szerkezeti (porozitas, porus méret,
pérusok kozotti atjarhatosag, mechanikai tulajdonsagok) és bioldgiai (osszeokonduktivitas,
osszeoinduktivitas) jellemzdi mellett a sejteknek (Ossejtek, csontveld sejtek, oszteoblasztok,
fibroblasztok, kondrocitak), és jelkozvetitd molekuldknak (azaz citokineknek, novekedési
faktoroknak és mas molekulaknak) van kiemelt szerepe a csontpotlas sikerességében (1-4).
Korabbi kutatasaink soran kifejlesztett aerogélek ezen leirdsnak megfeleléen idedlis vazat

jelenthetnek.

1931-ben alkotta meg egy amerikai vegyészmérndk S.S. Kistler az elsé aerogélt, melynek
specifikussagat az adta, hogy nedves gélt szaritott ki (5). Ez a mezporozus szerkezeti,
légiesen konnyed, nagyon jo hdszigeteld anyag eleinte nem volt til népszerli, kedvezdtlen
mechanikai adottsaga, illetve nedvességre vald érzékenysége miatt. Tovabbi szerves
funkcionalis csoportokkal valod kiegészitésiik utan sikeriilt ezen hatranyos tulajdonségain

javitani az anyagnak, ezzel javitva felhasznalhatosaguknak korképét (6-13).



Az aerogél vazat B-TCP szemcsékkel egészitettiik ki. Mivel kalcium foszfat jelenlétét a
csontban mar 1769-ben felfedezték, igy hamar a csontpdtlds, csontgyogyulds fokuszaba
keriilt, a szintetikus formaival mar az 1900 évek ota talalkozhatunk (14-17). A kalcium
foszfat tartalmt anyagoknak harom nagy csoportja a hidroxiapatit, trikalcium foszfat, és ezen
anyagok kombinacioja (3). A B-TCP egy fehér, torékeny, szilard anyag, mely kalcium foszfat
vagy hidroxiapaptit termikus kezelésének eredményeképpen jon Ilétre. Harom biologiai
tulajdonsaga teszi kiilonlegessé. Osszeindukcios képessége, mely soran pluripotens, éretlen
sejtek preoszteoblasztokkd differecialodva oszteogenezist indukalnak. Osszeokondukcios
képessége, mely alkalmassa teszi a csontnovekedést az anyag felszinén. A harmadik pedig az
ugynevezett sejt-kozvetitett rezorpcid, mely sordn a fizioldgias koriilmények kozott
oldhatatlan B-TCP felszivodik, vagyis rezorbedlodik egy makrofagokat és tobbmagvi
oriassejteket (multinucleoted giant cells, MNGCs) tartalmazo sejt-kozvetitett folyamatban.
Ezen bioldgiai tulajdonsdgok ereddjeként a graft képes lesz atalakulni trabekularis
struktarava, mely végsd folyamatdban a “felesleges” B-TCP anyagot a sejtek végleg

eliminaljak és csak az atalakult struktira marad (3, 18-34).

Ahhoz, hogy az osszeointegraciot, osszeogenezist, a csontgyogyulas folyamatat vizsgalni
lehessen az in vivo kutatasoknak kiemelt jelentdsége van. Azonban a hagyomanyos uton
késziilt szovettani metszeteknél a dekalcifikalt mintdkat a parafinnba dgyazast kovetden egy
hagyomanyos mikrotommal metszik a megfeleld rétegvastagsagra. Ezen eljarasi modszer
hatarnya, hogy az olyan esetekben, amikor implantatum, vagy keményebb csontp6tldé anyag
vizsgalata lenne sziikséges, mechanikai tulajdonsaguk miatt ezeket a hagyoméanyos mikrotom
nem képes szeletelni. Ezt a problémat el6ként K. Donath oldotta meg egy specialis
keményszdvet mikrotom hasznalataval, illetve a dekalcinalds nélkiili vékonycsiszolatok
metodikédjanak bevezetésével (35). A keményszovet mikrotom altal szeletelt mintak tovabbi
csiszolast igényelnek, hogy megfelel6 rétegvastagsaguak legyenek. Am a csiszolas folyamata
kézben a mechanikai er6k miatt gyakran a minta egy darabjanak vagy teljes egészének
levalasa figyelheté meg. Ezen probléma kikiiszobolésére a fogaszatban alkalmazott 10-
metakriloil-oxidecil-dihidrogén foszfat (10- MDP, vagy réviden MDP) tartalmu adheziv
anyagot hasznaltuk. Ez a monomer képes az apatit ¢s a dentin mellett képes a fémhez vagy
cirkéniumhoz is kotddni, vagyis az altalunk hasznalt szeletelt mintdk minden eleméhez (36-
38). A keményszovet csiszolat készités egy tobb 1épcsds folyamat, mely sordn a megfeleld

rétegvastagsag elérésében a megfeleld rogzitésnek kiemelt jelentdsége van.



2. Célkitiizés

Bevezetés fejezetben leirt csontpotld anyagokra vonatkozé irodalmi adatok alapjan jelen PhD

tézisben bemutatott kisérleteinkkel az alabbi célkitiizéseket kivantuk megvalositani:

1. Csontpotlasra alkalmas mezoporozus szilika acrogel (AE) és béta-trikalcium-
foszfat tartalmu szilika aerogél (B-TCP-AE) laboratoriumi koriilmények kozott torténd
eléallitasa és azok fiziko-kémiai karakterizalasa, in vitro biologiai rendszerben torténd
viselkedése, kiilonos tekintettel az éretlen oszteogén eredetii (SAOS-2) sejtvonalon

mutatott oszteoblasztos differenciaciora és citotoxicitasra.

2. Az elGallitott AE és B-TCP-AE anyagok csont-lézioban mutatott in vivo
reparativ hatasainak 0Osszehasonlitd vizsgalata patkany koponyacsont-defektus
(“calvaria critical size”) modell alkalmazasaval, kiillonds tekintettel a mikroszkopos

vizsgalattal kovethetd re-osszifikacio folyamatara.

A fenti (2. pontban leirt) in vivo csontdefektus vizsgalatok szovettani kiértékeléséhez
eredetileg nemcsak formalin-fixalt és paraffinba &agyazott dekalcinalt (a rutin
diagnosztikus hisztopatoldgiai gyakorlatban megszokott) szovetmintakat, hanem (ezzel
parhuzamosan) nativ (nem dekalcinalt) specimenek hagyomdnyos mikrotommal nem
metszhetd kemény csontszovetbol késziilt csiszolatait is hasznélni kivantuk, hogy a
csontpdtld anyagok altal indukalt intralézionalis mésztartalom valds mennyiségét is
megitélni tudjuk, a csontpotld anyagok hatdsara. Ez a mddszer csak részben hozott sikert
szamunkra (nem volt reprodukalhatd): tobb esetben a felragasztott csiszolat-metszet levalt
az lveglemezrdl, igy minden mintdbol nem késziilt ilyen prepardtum (emiatt ennek
eredmeényét nem is kozoltik a PhD tézis alapjaul szolgalo elsd kozleményben). E
technikai probléma megoldasa inspiralta a kovetkezd célkitlizésiinket (ami a PhD tézis
alapjaul szolgalé masodik kozleményben olvashatd), mely az aldbbiakban foglalhato

0ssze:

3. Titan implantatumot és hagyomanyos mikrotommal nem metszheté kemény
anyagokat tartalmazo6 mintak csiszolat készitése 1j modszerének kidolgozasa, kiilonds
tekintettel a metszet rogzitését segitd feliilet kialakitasara és kemo-mechanikai

kotodését segitd adheziv rendszer optimalizalasara vonatkozolag.



3. Anyag és modszer

3.1.1. Aerogél eldallitas

Az aerogél eldallitasa soran elsOként metanolt, desztillalt vizet, higitott ammonia és urea
oldatot tartalmazo folyadék lett eldallitva, melynek neve “A” minta. A “B” nevili minta tetra-
metoxi-szilant, B-TCP -t és cellulozt tartalmazott az “A” minta Osszetevéi mellett. Minden
komponens aktiv keverés mellett lett elegyitve, mig egy viszkézus, de még nem gél
halmazallapotot ért el. Ekkor egy cilindrikus miianyag formaba oOntve (66 X 28 mm),
szobahOmérsékleten allva hagyva alakult at gél halmazéllapoti anyagga, alkogéllé egy
¢jszaka utan. Ezutan a metanolt tobb 1épésben az acetonra valtva végiil az alkogél egy bdséges
tiszta acetonban volt 3 napig, amit a szuperkritikus szaritas kovetett. Az aerogél kompozit
monolitok egy kalyhaban lettek kalcifikdlva, hogy megoérizzék mechanikai
ellenalloképességiiket. Kiégetést kovetden a mintdk stlydnak, formdjanak és denzitdsanak

adatai rogzitésre kertiltek.
3.1.2. In vitro vizsgalatok

A SAOS-2 differencialatlan oszteoszarkoma sejteket (ATCC, USA) szarvasmarha szérumot,
antibiotikum-gombaellenes oldatot és Glutamatot tartalmaz6 Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-ban (DMEM, Sigma, USA.) tenyésztettiik 37 °C fokon. A konfluencia elérése utan a
sejteket tripszineztiik, majd sejttenyésztd lemezekre szélesztettiik (Nunc, Dania). A sejtek
letapaddsa utan a sejttenyésztd folyadékot (CM) friss tdpfolyadékra cseréltiik, amely 6rolt
aerogélt (AE) vagy B-TCP tartalmu aerogélt (B-TCP-AE) tartalmazott. Az AE ¢és B-TCP-AE
részecskek lestillyedve kozvetlen kapcsolatot alakitottak ki a sejtekkel. A tovabbiakban a

tapfolyadékot két naponta frissre cseréltiik, a mintavételt a vizsgélat hetedik napjan végeztiik.
3.1.2.1. Eletképesség és citotoxicitas

A sejtek €letképességének €s az anyag citotoxicitdsanak vizsgalatat alamarBlue Cell Viability
Reagent-tel (Invitrogen, USA) végeztiilk. Roviden leirva, a tenyészté médiumban tizszeresére
higitott alamarBlue reagenst mértiink a sejtekre, majd 2 orén at 37 OC fokon inkubéltuk. Az
inkubalas utan 200-200 pl minta fluoreszcenciajat mértiikk Hidex Sense microplate olvasd

segitségével (Hidex, Finnorszag).



3.1.2.2. Alkalikus foszfataz (ALP) aktivitasanak vizsgélata

A sejteket PBS-el mostuk, majd lizis pufferben lizaltuk. A lizatumokrdl tiz percen at tartd
centrifugdlassal tavolitottuk el a sejttormeléket (Centrifuge 5810 R, Eppendorf,
Németorszag). A felilliszét egy masik mikrocentrifuga cs6be mértilk at, majd ezt a
sejtlizatumot P-nitrofenil foszfat (Sigma-Aldrich, USA) enzim szubsztrattal osszekeverve
hataroztuk meg az alkalikus foszfataz aktivitasat. Az abszorbanciat Hidex Sense microplate
olvason (Hidex, Finnorszag) hasznalataval 405 nm-en hatdroztuk meg. Az ALP aktivitdas BCA

Protein Assay (Pierce, USA) kit segitségével megmért fehérje koncentracioval normalizéltuk.
3.1.2.3. Génexpresszid

A sejtek teljes RNS tartalmat Quick RNA MiniPrep (Zymo Research, USA) kit segitségével
nyertiik ki a gyart6 utasitdsainak megfeleléen. A mintadkbol 1000 ng RNS felhasznalasaval
végeztiik el a reverz transzkripciot High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, USA) alkalmazasaval. A qPCR reakciokat HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus
(no ROX) (Solis Biodyne, Esztorszag) enzimmel és gén specifikus TagMan probak (Applied
Biosystems, USA) hasznalataval végeztiik el LightCycler 480 késziilékben (Roche, Svijc).
Belsd referenciaként a GAPDH gén expresszidjat hasznaltuk az Osszes mérés alapjaul. A

génexpresszios szinteket a ACp mddszerrel szdmitottuk ki.
3.1.3. In vivo vizsgalatok

Az in vivo kisérlet soran a csontdefektusban észlelt osszeointegracié a patkanyokba helyezett
AE és B-TCP-AE minték, a “calvaria critical size defect model” alapjan lettek vizsgalva. Az
allatkisérletek a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsdg jovahagyasa alatt
torténtek (7-M/15/DE MAB). A kisérlet soran felnStt him Wistar patkanyokon a koponyabdért
és a vetiiletébe esé izomzatot, valamint a perioszteumot érinté median-szagitalis metszést és
parietalis irdnyba laterdlisan torténd lap-szerinti preparalast kovetéen egy trepan furd
segitségével 8 mme-es cilindrikus csontot tavolitottunk el a koponyacsont teljes vastagsagaban,
ugy, hogy a vetiiletébe esé dura mater intakt maradjon. Az igy létrehozott csontdefektusok
harmadat iiresen hagytuk (kontroll csoport), méasik harmadat AE granuldtummal, a maradékot
pedig B -TCP-AE anyaggal toltottiik. Egy-, harom- és hat honap utan mindharom csoportbol
(kontroll; AE; B -TCP-AE) 3-3 allat érintett koponyacsontjat dolgoztuk fel, szovettani

vizsgalat céljabol.



3.1.4. Hisztopatoldgiai €s immunhisztokémiai vizsgalatok

Egy-, harom (és hat-) honappal késébb a csontdefektust tartalmazo kontroll vagy AE-vel, ill.
B -TCP-AE-vel kezelt szovetmintdkat formalinban fixaltuk, melyekbdl csoportokként 3-3
speciment 4%-os EDTA (etilén-diamin-tetra acetat) oldatban dekalcinaltuk. Paraffinba
agyazas utan mikrotom segitségével 5-6 um vastag metszeteket készitettiink. A metszeteken
hematoxilin-eosin (HE) és van Gieson festést végeztiink. Emellett peroxidaz-bazisu
immunhisztokémiai reakciokat (IH) is végeztiink citrat pufferben, primer antitestként nyul
monoklondlis Ki-67 nuklearis fehérje ellenes antitestettel (Abcam, Egyesiilt Kirdlysag). A
metszeteket ,,Panoramic MIDI” digitalis metszet-szkennerben (3D-Histech-Zeiss, Budapest)
digitalizaltuk, Hitachi 3CCD progressziv szines kameraval. Az 6sszehasonlitd képanalizishez
a HistoQuant nevii ,,Panoramic Viewer software 1.15.2” (3D-Histech) volt hasznalva. A foto-
dokumentécio rogzitése Mirax Viewer szamitogépes applikacioval a digitalizalt metszetekbdl,

esetenként Leica DM2500 mikroszkopon keresztiil tortént.

3.2.1. Probatestek és mintak elokészitése

Munkankban a dekalcinalas nélkiil késziild szovettani mintdk hdrom anyagénak megfeleléen
késziiltek epoxi (EpoFix gyanta és Epofix térhalosité (EpoFix Kit, Struers, Ballerup, Dania)
Osszekeverésébdl szarmazo keverék), csont (marha combcsont kortikédlis része) és titdn
korongok (atmérd: 5,3 mm, magassag: 2 mm). A targylemezként hasznalt iivegb6l (Thermo
Scientific Menzel Glaser LOT#8501777) 13 x 25 mm-es nagysagu darabok lettek vagva. A
vagas elott a kémiai-mikromechanikai adhézido novelésének céljabol az iiveg feliiletét

homokfujassal kezeltiik 50 um nagysaga A1203 részecskékkel.

3.2.2. Alkalmazott adhezivek és gyanta matrix bemutatasa

Az epoxigyanta, csont €s titdn korongok iliveg felszinhez vald rogzitésére két kiilonbozo

adheziv anyag volt alkalmazva. Az egyik, egy termoplasztikus adheziv (Crystalbond 509

Mounting Adhesive, SPI Supplies, USA LOT#1180228), mely koriilbeiil 160°C fokon
megolvad és szobahOmérsékleten visszahlilve ismét megszilardul, igy ragasztva a mintat
mechanikai uton az liveg felszinéhez. A masodik adheziv valdjaban 2 1épéses adheziv, az elsé
réteg egy 10-MDP tartalmut adheziv keverék. A masodik adheziv egy gyantat és fotoiniciatort

tartalmazo ragasztdo. Mindezt szendvics szerkezetben haszndlva a metszet alkotok és az



iveglap kozott. Az iiveglap felszinétdél haladva 10-MDP tartalmu bond +gyanta+gyanta

ismét+10-MDP tartalmu bond aztan a csont/titan/epoxi.)

3.2.3. Minték, probatestek készitése

Az idedlis savas aztatds ideje az iivegfelszinnek egy eldkisérlet soran lett meghatirozva. Ezen
kisérlet soran a 13 x 25 mm-es nagysagu darabokra vagott iivegek (n=42, 7 db/csoport) 68%-
os toménységl salétrom savban (VWR, Debrecen, Magyarorszag) 0-t61 (1. csoport, kontroll
csoport) maximum 5 d6ran (6.csoport) at dztak a sotétben. Az aztatast kovetden desztillalt
vizes mosas €s szaritas kovetkezett. A homokfujt iivegfelszinre és az epoxigyanta korongra is
az MDP taralmt bond keriilt elsd rétegként, majd mind az epoxigyanta, mind az liveg
felszinén masodik rétegként fotopolimerizalhaté gyanta keriilt fel, és végiil az epoxigyanta-
iiveg mintakat egy fény kalyhaba (Scheu LC-6 Light Oven, Iserlohn, Németorszag) helyeztiik
fotopolimerizéaciora. Az igy elkésziilt mintdkon ezutdn azonnal nyirdszilardsagot vizsgald

méréseket végeztiink.

3.2.4. Z¢éta potencial mérés

Zéta potencial méréshez az iiveglapokat megoroltik Analysette 3 Vibratory Sieve Shaker

(Fritsch, Weimar, Németorszag) géppel hat percen at 1,5 mm amplitidoval. Az igy megdrolt

iivegpor haromszoros desztillalt vizzel térténd mosasa és 90 °C fokon végzett szaritasa, majd
0,1 g Orlemény harom Ooran at tartd salétromsavas aztatasa kovetkezett. A feliiliszo
salétromsav eltavolitasa utdn az érlemény ultra-tiszta vizzel lett atoblitve. A nem protonalt
iveg Orlemény szuszpenzid 0,1 g liveg Orlemény diszperzidja 0,001 M NaCl tartalmi
elektrolitjabol késziilt. A szuszpenziok és a hattér elektrolitok pH értékének mérése Orion 2
Star (Thermo Scientific, Szingapur) késziilékkel, mig a zétapotencial értékének mérése
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Grovewood, Worcestershire, UK) késziilékkel
tortént. Minden minta 6t alkalommal lett lemérve, zéta potenciadl szamitasa Smoluchowski

kozelitéssel keriilt meghatarozasra.
3.2.5. XPS mérés

Az elemek kémiai allapotanak meghatarozasara végrehajtott rontgen gerjesztésii fotoelektron
spektroszkopia mérésekre egy Al/Mg iker anddos, nem monokromatizalt sugarforrassal
ellatott Phoibos100 MCD-5 tipusu (Specs, Berlin) berendezés hasznalataval keriilt sor. Mind

a savval maratott, mind pedig a kezeletlen mintak vizsgalata Al K, (E = 1486 eV) anoddal
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tortént. A mérésekhez 1x1 cm-es mintadarabokat vagtunk ki, a mintak feliileteit nitrogén gaz
rafujasaval tisztitottdk, a tisztitott mintakat vagy kozvetleniil az XPS mintatartora (kezeletlen
minta) rogzitettiikk, vagy 3 oOrdn at szobahdmérsékleten salétromsavban aztattuk. A savas
kezelés utan a mintakat desztillalt vizzel lemostuk, nitrogénnel szaritottuk és a mintatarton
valo rogzités utan az XPS mérések megkezdése elott 20 oran keresztiill vakuumban (10’7
mbar) hagytuk szaradni és kigazosodni. A mérések soran a Ca, Na, O, C és Si elemek energia
spektrumait  rogzitettiik, kiértékeléshez a  CasaXPS  (http: //www.casaxps.com)
programcsomagot alkalmaztuk. Az energia tengely kalibralasa az altalanosan elfogadott szén
(284,5 eV) csucshelyzethez tortént. A csticsalakok illesztéséhez Gauss/Lorentz fiiggvényeket

hasznaltunk, Shirley-tipust hattér levonassal.
3.2.6. Kontakt szog mérés

A viz és az adheziv kontakt szog értékének vizsgalata DSA 30 Drop Shape Analyzer (Kriiss

GmbH, Hamburg, Németorszag) késziilékkel tortént szobahémérsékleten (25 “C) sima iiveg,
protonalt iiveg, epoxi és titan felszineken. Egy 0,5 mm atmérdji ti hasznalataval, automata
adagolo fecskendd rendszerbdl 3 pl egységnyi vizcsepp keriilt adagoldsra a fent emlitett
kiilonbo6z6 felszinekre. Az adheziv anyag esetében a 3 pl egység egy 0,3 mm atmérdjli tiibol
keriilt kézi adagolassal ugyanezen felszinekre. A kontakt szog értéke a cseppformdjdhoz
igazitott Young-Laplace egyenlet alapjan szamolt szogértékbol lett meghatarozva. Az atlagos
kontakt szog érték kezeletlen iiveg felszin és protonalt liveg felszin esetében mért 10 csepp

atlagabol tortént.
3.2.7. Nyiroszilardsag meghatarozasa

A nyir6 szilardsag méréshez kiilonbozd csoportok lettek kialakitva, a felhasznalt adheziv
anyag tipusa (termoplasztikus, vagy MDP tartalmt) és az iiveg felszinének (sima, homokfujt,
protonalt) fliggvényében. Az elsd csoportban a sima livegfelszin és termoplasztikus adheziv
(1.csoport=TPA), masodik csoportban homokfujt liveg felszinen és MDP tartalmu bond
gyantaval (2.csoport=MDP), harmadik csoportban MDP tartalmt bond gyantaval, protonalt,
homokfujt tivegfelszinen (3.csoport= PRO-MDP) keriilt alkalmazéasra. Minden csoportban 15
darab csont, 15 darab epoxi és 15 darab titan korong keriilt ragasztasra. A nyir6 szilardsag egy
mechanikus vizsgalatot végz6 eszkéz (INSTRON 5544, Norwood, USA) segitségével és a

mintakhoz egyedileg tervezett apparatus segitségével keriiltek mérésre.
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3.2.8.Torési modok detektalasa

A mintakat alkot6 anyagok kozotti torési feliiletek fénymikroszképos (Olympos SZ61)
vizsgalata 45x nagyitas mellett tortént a szakitoszilardsag mérését kovetden. Csoportositasuk

az alabbiak szerint lett nevezve:
- Adheziv torés 1 : az liveg €s az adheziv anyag kozotti elvalas

- Adheziv torés 2 : az adheziv anyag ¢és a minta (epoxi gyanta, csont, titdn) kozotti

elvalas
- Koheziv torés 1 : adheziv anyagban, anyagbdl torténd levalas

- Koheziv torés 2 : livegrol torténd levalas

4. Eredmények

4.1.1. Szilika aerogél anyagtani jellemzdi €és porozitasa

A szilika aerogél matrix porozitasa nitrogén adszorpcidos-deszorpcids poroziméterrel lett
meghatarozva. Makropérusok ¢és mezoporusok jelenléte volt megfigyelhetd, de a
leggyakrabban el6forduld porus meéret 25 nm volt. Mivel a 200 nm-nél nagyobb pdrusok
kimutatasara a nitrogén adszorpcios-deszorpcios porozimetria nem alkalmas, igy mikroszkop
¢s pasztazd elektron mikroszkdppal (PEM) tovabbi mérések torténtek 700x és 15x nagyitason.
B-TCP szemcséket tartalmazo teriileteken 1-20 mikron nagysagi porusméretek voltak

jellemzdek.
4.1.2. Aerogélek citotoxicitdsa SAOS-2 sejtek ¢életképességére

Az aerogél citotoxicitasanak vizsgalatdhoz SAOS-2 sejteket alkalmaztunk. A kontroll
csoportban hasznalt sejtek tenyészté médiumban (culture medium, CM) maradtak, mig a
masodik csoportban aerogéllel, harmadik csoportban B-TCP tartalmu aerogéllel kiegészitve.
AlamarBlue Reagenssel tortént méréseink alapjan az egyediili szignifikans kiilonbség a (-
TCP-aerogélt tartalmazd csoport esetében volt, ahol enyhe csokkenés mutatkozott a

proliferacidoban, mind a kontroll, mind az aerogélt tartalmazo6 csoportokhoz képest.

4.1.3. Alkalikus foszfataz aktivitas
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Az acrogél és B-TCP-AE anyagok SAQOS-2 sejtekre gyakorolt oszteoblaszt-differencialodas
indukcids képessége volt vizsgalva alkalikus foszfatdz aktivitas (ALP) teszttel. Eredményeink
alapjan az aerogél ¢és P-TCP-aerogél mintdinkndl enyhe, de szignifikdns novekedés volt
mérhetd. Mivel az alkalikus foszfatdz aktivitasdnak ndvekedése az oszteoblaszt differenciacio

markere, igy ez az ecredmény alatamasztja a SAOS-2 sejtek differenciaciojanak

feltételezhetoségét.

4.1.4. Génexpresszid

Génexpresszids méréseink sordn az oszteoblaszt differencialodasért felelés BMP-2, BMP-7,
Runx2 és OSX kifejezddése volt vizsgalva hét nap utdn. Minden gén referencia értéke a
GAPDH. Szignifikans eltérés csak a B-TCP-AE minta esetén mutatkozott a CM-hez képest a

Runx2 gén esetében.

4.1.5. Hisztopatologiai analizis

A Iépcsdzetes metszésekkel végzett metszetek szemikvantitativ értékelése alapjan az aldbbiak
allapithatoak meg: egy honappal a csontdefektus B-TCP-AE-vel valé potlasat kovetden, a
gyulladdsos granuldciés szovetben mar incipiens multifokalis kalcifikacid6 és korai
osszifikacio figyelhetd meg a defektus belsejében, intraléziondlisan. Ezzel ellentétben a
kontroll (csontpo6tlot nem tartalmazd, liresen hagyott) csontdefektusban, csupan gyulladasos
fibrozus sarjszovetképzddés volt lathatd 1 hénap utan. Mégis, emellett az 1 hdnapos
mintakban a csontszélek belfelszinérdl kiinduld un. lateralis reparativ csontosodds mind a
kontroll, mind AE ill. B-TCP-AE csontpotlokkal kezelt defektusokban is megfigyelhet6, mely
kiilonosen a B-TCP-AE-vel kezelt defektusokban volt a legkifejezettebb. Ez a csontpdtlok
osszeokonduktiv hatdsara utal. Figyelemreméltd, hogy a 3 honapos csontdefektus mintakban,
melyek AE-vel, de kifejezetteben amik B-TCP-AE-vel lettek potolva, a kontrollhoz képest
szignifikans progressziv intralézionalis (csontszélektdl fliggetlen) osszifikacio figyelhetd meg
nagy Osszefolyd Ujdonképzddott csontszigetek képzddése formdjdban, ami a csontpotld
anyagok osszeoinduktiv hatasara utal. Fontos megjegyezni azonban, hogy a 3 hoénapos
csontpotloval kezelt mintadkban teljes osszifikacid még nem alakul ki, csupan szubtotalisan;
mas teriiletekben fibrotikus alapadllomanyban alacsony aktivitast sejt medialt idegentest tipust
oriassejtes gyulladas lathato, a nem metabolozalt szilika kristalyok koriil, ami kevés AE ill. -

TCP-AE nem rezorbealt csontpotld anyagnak felel meg.
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4.2.1. Az iivegfelszin optimalis savazasi ideje

Az iivegfelszin optimalis savazasi idejének meghatdrozasa az iivegfelszinhez rogzitett epoxi
gyanta nyiroszilardsdgi mérésein alapszik. Az iivegfelszin az MDP tartalmi bonddal és
gyantaval rogzitett epoxi gyanta eldtt 1-5 6ran at volt savazva. A nyiroszilardasgi mérések a 3
oran at savazott csoportban lettek a legmagasabbak, igy ez a legkedvezObb az iivegfelszin

protonaldsanak szempontjkabol.

4.2.2. Z¢éta potencial mérés eredményei

A zéta potencidl mérést leginkabb befolyasolo faktorok a pH és az ionerdsség. Esetiinkben ez
utébbi konstans volt. Az 6rolt szilika por (d = 1183 + 230 nm) pH értéke 10,14 volt a hattér
elektrolitban. A Iugos pH hatterében az liveg részecskék kiilsé rétegében talalhatd protonok,
hidroxonium ionok és az iivegben 1évd natrium és kalcium ionok cseréjé all (39, 40). -57,22
mV zéta potencial érték mellett, lugos kdzegben az iiveg felszin erdteljes negativ toltottséggel
rendelkezik. A protonalt liveg részecskék szuszpenzidjanak pH értéke 1,82 volt. A protonalt
orolt tiveg részecskék zéta potencial értéke +4,42 mV csokkenést mutatott a nem protonalt
iiveg szuszpenzidhoz képest. A salétromsavas protondlds kovetkeztében az iiveg felszinnek

pozitiv toltéttsége lesz, amely befolyasolhatja a szilika adszorbciojat az MDP-hez.
4.2.3. XPS mérés eredményei
A kalcium és natrium koncentracidja csokkenést mutat, mig a Na Is és Si 2p cstcsa egy

magasabb kotésli energia palyara (binding energy = BE) tolodik. Ezt nagyrészt az liveg

egyfajta korrozidja altal okozott pH érték savasodasa okozza, amikoris a lagos ionok
+ + .
kioldodnak az iiveg felszinérdl és helyiikre olyan kationok, mint a H vagy H3O ionok

keriilnek. A nagy szamban jelenlévé H vagy H3O ionoknak ko&szonhetden 1étrejott
eroteljesen savas kozegek segitik felgyorsitani ezt az ioncserét, mely egy kedvezdébb
energetikai allapotot eredményez. A kotott oxigén szamanak megfelelden az energia palyak

altalaban novekednek, igy a BE eltolodds mutatja a kioldodott lugos ionok kicserélddését
valamilyen oxigén tartalmu elemre, mint jelen esetiinkben a H3O ionra.

4.2.4. Kontakt szog

A megfelelé adhézid kialakitasdhoz a hidrofil (jelen esetben az iivegfelszin) és a hidrofob
(epoxi gyanta, csont és titan) felszinek kozott kulcsfontossagi az adhézids anyag nedvesitd

képessége. A kontakt szog értékeink alapjan az MDP kivaloan nedvesiti mind az iiveg, mind
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az epoxi gyanta, csont ¢s titdn anyagokat, igy segitve a rétegek kozotti megfeleld adhézio

kialakitasat.

4.2.5. Nyiroszilardsag

A legkiemelkeddbb eltérést a titdn és csont mintak esetében mértiink, ahol MDP tartalmu
bond mellett protonalt iivegfelszint hasznaltunk. Ezen értékek szignifikansan magasabbak

voltak azokhoz a csoportokhoz képest, ahol nem protonalt iivegfelszint alkalmaztunk.

4.2.6. Torési modok detektalasa

Els6 csoportban mért eredményeink szerint epoxi mintan az elsd tipust adheziv térés 92%,
csont minta esetén 81%, titan mintanal 83%. Els6 tipusu koheziv torés 8%, 19% és 17%.
Masodik csoportban epoxi, csont és titan mintaknal az elsd tipusu adheziv torés 75%, 60%,
55%, elso tipusu koheziv torés 25%, 27%, 33%, kettes tipust koheziv torés csont minta esetén
13%. Harmadik csoport esetén elsd tipust torés 83%, 54%, 61% epoxi, csont ¢€s titan
mintdkon. 12% adheziv masodik tipust torés titdn felszinen, koheziv mdasodik tipusu torés
30% csont felszinen. Az els6 csoport esetében 1.tipusu adheziv torés volt detektalhatdé a
legmagasabb szamban, ami az ilivegfelszin és termoplasztikus ragasztd kozotti torést mutatja.
Ezzel szemben a harmadik csoport esetén az adheziv és koheziv tipusti torések arany
koriilbeliil 50-50 %-ra esett. Az elsd csoporthoz képest a masodik csoportban megemelkedett
az elsd tipust koheziv torések szama, ami az MDP tartalmt bond termoplasztikus ragasztohoz
viszonyitott magasabb kotddését mutatja a felszinek kozott. Az MDP tartalmu bond mellett az

iivegfelszin protonaltsagaval az adhézi6 tovabb nott.

5. Megbeszélés, fontosabb eredmények és kovetkeztetések

1. Munkankban sikertilt fogaszati felhasznalasra potencidlisan alkalmas szilika aerogel (AE)
és B-trikalcium foszfat aerogél (B-TCP-AE) kompozit csontp6tld anyagok modositott formajat
kialakitani, melyek mezoporozus fiziko-kémiai tulajdonsdguk révén alkalmasak lehetnek

csontdefektus rekonstrukcidjanak ellatasara.

2. In vitro vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a fenti anyagok vizes kozegben részlegesen
szolubilizalédnak és nem mutatnak citotoxicitast, ugyanakkor képesek SAOS-2
differencialatlan oszteoszarkoma sejtvonalban oszteoblasztos differenciaciét indukalni,
melyre az alkalikus foszfataz és az oszteogenezisben résztvevo gének egy részének mérsékelt

emelkedése utalt.
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3. In vivo vizsgalatokat kovetden hisztopatologiailag bizonyitottuk, hogy mindkét csontpotlo,
de kiilonosen a B-TCP-AE kompozit képes egy prominens csontosodasi folyamatot beinditani
patkanyok koponyacsont defektusaban mind oszteokonduktiv mdédon a csontszélek mentén,
mind oszteoinduktiv médon a csontos kornyezettél fiiggetleniil intralézionalisan, de novo
csontujdonképzddott szigetek forméjadban, mely 3 hoénap alatt kozel 70%-os osszifikaciot
eredményez a csontdefektusban, mialatt nagyobbrészt degradaléodnak ¢€s metabolikus

folyamatok révén eliminalodnak.

4. A szovettani-morfoldgiai eredmények arra utalnak, hogy mindkét mezopordzus csontpotld
optimalis “scaffolding”-gel, azaz vazképzO tulajdonsaggal rendelkezik, ¢és hatidsara a
recipiensben idegentest tipusu sejt-medialt gyulladasos reakcidt indukal, ami Osszefiiggésbe

hozhat6 a rapid csontijdonképzddéssel.

5. Vékony-csiszolat metszet készitéssel kapcsolatos kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy
az ¢érdesitett protonalt iivegfelszin MDP tartalmu adheziv anyaggal biztosithatja az
eredményes keményszovetb6l vékony csiszolat készitését, akkor 1is, ha titanium

implantatumot tartalmaz.

6. Osszefoglalas

Csontpotlashoz  biokeramia-alloplasztokat 1is hasznalhatnak, amik facilitdlhatjdk a
csontreparaciot oszteoindukceio révén, igy rekonstruktiv ortopédiai vagy allcsont sebészetben,
illetve fogéaszati implantoldgidban, parodontologiaban is alkalmazhatok.

Jelen munkank sordn laboratériumunkban eldallitott mezoporozus szilika aerogél (AE) és B-
TCP-AE (B-trikalcium-fosztat aerogél) kompozit anyagok fiziko-kémiai karakterizalasat és in
vitro sejtbiologiai hatasait vizsgaltuk, melyek non-toxikusnak és SAOS-2 sejtvonalon
oszteoblasztos differenciaciot eldsegitoknek bizonyultak, ami alkalmassé teszi csontpotloként
val6 hasznalatukat. A fenti anyagokkal tortént in vivo vizsgalataink patkany koponyacsonton
azt mutattak, hogy a 8 mm-es csontdefektusban mindkét anyaggal, de kiilonosen a B-TCP-
AE-nél valo rekonstruktiv potlast kovetden, intenziv (csontszE€lbdl kiindulo) lateralis
oszteokonduktiv jellegli reparativ osszifikdcié indukalodott mar az elsd honapban, valamint
intralézionalis (csontszélektdl fliggetlen) meszesedést kovetd de novo képzddott csontosodasi

szigetek kialakuldsa oszteoid matrix-szal és aktiv sejtciklusban 1€v6 oszteoblasztos szegéllyel,
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mely utobbi korai oszteoindukcionak felel meg. A szovettani eredmények arra utalnak, hogy a
folyamatot érdus sarszovetképzodéssel kombinalodott szilika AE jelenléte altal kivaltott
idegentest tipusu Oriassejtes granulomatozus gyulladds mediélja, az aktivalt makrofdgok és
egyéb sejtes elemek révén, melyek (vélhetden autokrin és parakrin regulacioval) oszteogén
sejtes differencidciot, majd csontképzést eredményeznek. Figyelemremélté azonban, hogy 3
honap elteltével a folyamat még nem végzddik teljes (100%-0s) csontos defektus-zarassal, a
lobos kotészovetben a csekély mennyiségli nem metabolizalt szilika-maradvanyokkal
asszocialtan alacsony intenzitasi granulomatézus gyulladds még jelen van, tovabbi
ujdonképzddott csontszigetekkel.

A csontpotlok altal indukalt 0j osszifikalt szovet-matrix mineralizacids fokat, eredeti terveink
ellenére, nem sikeriilt hisztologiai vizsgalattal megbizhatéan megitélni, mivel a nativ (nem
dekalcinalt) csontdefektus mintdkbol vékony csiszolatot reprodukalhaté mdédon nem tudtunk
eldallitani. Emiatt, munkdnk masodik részében, kidolgoztunk egy olyan 10j metodikat,
melynek segitségével vékony-csiszolat metszet is készithetd. Ilyen vonatkozasban az
eredmények azt mutattdk, hogy a megfelel6 modon tortént iiveg-felszin érdesités, annak
protonalasa, majd a 10-MDP tartalmt adheziv anyag egylittes alkalmazasa kell6en biztositja
még a titdnium implantdtumot is tartalmaz6é kemény nativ csontszovetmintdk vékony-

csiszolattal torténo metszet készitését.
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