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Roviditések jegyzéke

A
AE: aerogél
ALP: alkaline phosphatase

ATCC: american type cell culture

B

BE: binding energy

BCP: biphasic alloplastic materials
BJH: Barrett-Joher-Halenda modszer
BMP- 2: bone morphogenic protein 2
BMP- 7: bone morphogenic protein 7

BSP: bone sialoprotein

C

CM: culture medium

D

DCPD: dicalcium phosphate dihydrate

DFBA: demineralised freeze-dried bone allograft
DGEBPA: diglicidil-éter-biszfoszfenol A

E
EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

ERK1,2: extracellular signal regulated kinases

F
FDBA: freeze-dried bone allograft
FFA: fresh-freezed allograft

G
GADPH: glyceraldehyde 3- phosphate dehydrogenase



H
HA: hidroxy apatite

HE: hematoxilin eosin

I
IGF-1: insulin-like growth factor 1

IH: immunhisztokémiai reakciod

M
MDP, 10-MDP: 10-methacryloyloxydecyl-dihidrogen-phosphate
MNGC: multinucleoted giant cells

o)

OCP: osteo calcium phosphate
OPN: ostopontin

OSX: osterix

P
PEM: pasztazo elektron mikroszkop
PTH: parathyreoid hormon

R

RunX2: run-related transcription factor 2

S

SAOS-2: emberi oszteoszarkoma sejtvonal

T
TCP: tricalcium phosphate
TETRA: tetra- etilene-tetra-amin

TPA: termophlastic adhesive

X
XPS: X-ray photoelectron spectroscopy
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1. Bevezetés

A csontpétlas torténete

Az orvostudomany szamos teriiletén talalkozhatunk kiilonbdz6 csontpdtlo anyagokkal,
melyek elésegitik a gydgyulas folyamatat, vagy helyreallitjak az eltéré okokbol kialakuld
szovethianyokat. Fogészatban fogaszati implantatum alkalmazasakor, periodontalis
kezelések vagy ortodonciai fogmozgatas soran kiemelt szerepe van a megfelelé csont
homeosztazisnak és csontpotld anyagok hasznalatanak. A csont homeosztazis az
anabolikus és katabolikus folyamatok egyensulyi rendszerébdl all, mely biztositja a
csontszovet atépiilését és remodellalodasat (1). Nagy kiterjedésii csontpotlasra lehet
sziikkség bizonyos torések, cisztak vagy infiltrald tumor sebészi eltavolitasat kovetd

szovethiany, vagy fogaszati implantacio esetén.

Csont potlasara vagy csont gyogyitasra mar egész korai idokbdl maradtak rank leletek,
leirasok. Ujkékor idejébd] feltart mintak alapjan egy perui torzsfonok csontdefektusat egy
aranybol késziilt lemezzel probaltak meggyogyitani, de van leiras csonttorések
gyogyitasara is az aztékoktol, akik a sinezés sikertelensége esetén javasoltak egy fa darab
csontveld iiregbe vald behelyezését (2). K.E. 2000 id6kbol szarmazd koponyan A.
Jagharian antropologus egy hét mm-es sériilés okozta defektus allati csonttal valo
helyettesitését irta le (3). Ezek mellett az egyiptomiaknal, gérogoknél is talalunk szamos
leirast, ahol kiilonb6z6 sebészeti beavatkozasokat irnak le, illetve kezdetleges ortopéd,
illetve csontpotld megoldasokat, ahol a csontot vagy potolni vagy gyogyitani szerették

volna.

A csontpétlas teriiletén ujnak mondhatd elsé heteroloég csontpotlast 1668-ban Job van
Meerken sebész végezte (1. abra). EQy kutya koponyacsontjanak darabjat tiltette at egy
sériilt katona koponyajaba. Bar a matét sikeres volt, komoly visszhangja lett, mivel a
keresztény katonaba allati eredetti graftot alkalmaztak, igy az egyhaz kitagadta 6t. Ennek
kovetkeztében a katona kérte a sebészt a csont eltavolitasara, és ekkor deriilt fény annak

sikerére, mivel addigra mar beépiilt (4).
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1.4bra
Az elso heterolog csontpotlast végzo orvos, Job Van Meerken holland sebész konyve

()

Részben talan ezen vallasi ok miatt is a heterolog csontpétlas hattérbe szorult, és a
kovetkezo idében az autoldg csontpotlas iranyaban torténtek tanulmanyok. Ez utobbira
példa Duhamel, aki 1743-ban allatkisérletei alapjan szamolt be arrdl, hogy a
perioszteumnak dont6 szerepe van az oszteogenezis folyamataban. 1861-ben Ollier
fogalmazta meg elészor a “bone graft” terminoldgiajat. Elgondolasa szerint csak a
perioszteumot tartalmaz6 csont alkalmas autoloég csontpotlasra, mely a beiiltetést
kovetden indukalja a csontképzddést. Ugyanebben az id6ben, bar egymastdl fiiggetleniil
Barth mas eredményre jutott kutatasai alapjan, mely szerint a perioszteum, a csont és a
graft csontveleje elhalnak a beiiltetést kovetden és helyiikre Gjonnan képzdott csont épiil.
A heterolog csontpétlassal kapcsolatos kutatasok kovetkezoleg az 1880-as években
folytatodtak, amikor egy skot sebész William Macewen egy tibia darabot helyezett egy
gyermekbdl egy masik gyermek humeruszaba, mely jaték kozben sériilt meg (4). Ebben
a kisérleti idészakban a Curtis alltal megfogalmazott hipotézis mellett, mely szerint a
sikeres csontpotlas feltétele, hogy a graft él6 csontszovet legyen, mely tokéletesen
illeszkedik a csont defektus aranyaihoz, szamos egyéb elképzelést is megvalositottak.
Erre példa 1891-ben Phelps, aki egy gyermeken tortént tibia sériilést a hozza két hétig

kotott kutya donor altal probalta biztositani a graft megfeleld vérellatasat (6,7).

Az idé mulasaval egyre tobb kisérlet mutatkozott meg a csontpotlas, gyogyitas teriiletén,
amit az elsédleges autograftok utan a heterolog graftok kovettek, majd a kiilonb6zo
tudomanyagak fejlodésével a kiilonbozo szintetikus csontpotld anyagok is egyre jobban
teret hoditottak.



Jelen PhD tézisekben bemutatott munkank soran in vitro és in vivo vizsgalatokat
végeztiink a laboratoriumunkban eléallitott mezopordzus szilika aerogélen (AE) és [3-
trikdlcium foszfatot tartalmazo aerogélen (B-TCP-AE). Ezek in vitro és in vivo
rendszerekben mutatott bioldgiai- és oszteoinduktiv hatasait az un. patkany ,,calvaria
kritikus csontdefektus” (calvaria critical size defect) modell hasznalataval a csontszoveti

reparacios folyamatok mikroszkopos kiértékelése alapjan 6sszehasonlitottuk.

Kutatasunk soran technikai-metodologiai problémak is adodtak: esetiinkben az AE és [3-
TCP-AE kezelt és kontroll allatok kemény csont mintaibol nem mindig sikertilt
reproduktiv médon nativ (nem dekalcinalt) és mikroszkdpos iiveglemezre Stabilan
adheralo jo min6ségii vékony (10 um alatti) csiszolat-metszeteket késziteni minden
anyagbol, hogy a konvencionalisan dekalcinalt és paraffinba agyazott szovettani
metszetekkel minden esetben mikroszkoposan Osszevetheté legyen. Emiatt, ezen
adatokat az els6 cikkiinkbdl kihagytuk és technikai ,.kitér6ként”, kidolgoztunk egy olyan
1j modszert, melynek segitségével reprodukalhato modon akar fémimplantatumot is
tartalmazé nativ kemény csontszovetbdl is lehetséges mikroszkopos vizsgalatokra
alkalmas vékony csiszolat-metszet készités. Ez a munka képezi a jelen bemutatasra

keriild PhD tézisek masodik részét.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A csontpotlas alapjai

Napjainkban a fébb csontpotldo anyagok hat kiilonbozé csoportjat kiilonboztetjiik meg
(2.4bra).

Autograft Isograft Allograft Xenograft Alloplast Kompozit graft

B
Fibula
FDBA
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FF
Costae =

5 P HA
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|

|

|

= Torus BCP
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L Ramus

2. abra

Csontp6tlo anyagok csoportositasa (adaptélva, 8)

DFBA = demineralised freeze-dried bone allograft (demineralizalt szaritott, fagyasztott
allograft)

FDBA = freeze-dried bone allograft (fagyasztva szaritott allograft)

FFA = fresh-freezed allograft (frissen fagyasztott allograft)

TCP = tricalcium phpsphate (trikalcium foszfat)

HA = hidroxy apatite (hidroxi apatit)

BCP = biphasicalloplastic materilas (TCP és HA keverékébdl szarmazé anyagok)



Sajat, azonos egyénbdl szarmazé graft az autograft. Extraoralis formai koziil
leggyakrabban a csipdcsont-, a sipcsont-, szarkapocscsontbol, intraoralis esetben a
mandibula kiilonboz6 teriiletérél szarmaznak a graftok. Nem azonos egyénbdl, de
genetikailag azonos (példaul ikertestvér) megegyez6 graft az izograft. Azonos emberi
csont, vagyis azonos faj az allograft. A csont-allograft friss fagyasztott, vagy fagyasztva
szaritott, vagy demineralizalt formaban keriilhet felhasznalasra. Mas fajbol, ugynevezett
xenograft-ként is szarmazhatnak a csontp6tldo anyagok szarvasmarhabol, sertésb6l vagy
korallb6l (korallin kalcium foszfat). Szintetikusan el6allitott csontp6tld anyagok

Osszefogal6 neve az alloplaszt (1, 8, 9).

Sikeres csontpétlas

feltételei
Sejtek Jelkdzvetité molekulak Scaffold/Graft
Szerkezeti Bioldgiai
j G jellemzdk o
- 3ssejtek jellemzck ) - citokinek
- csontveld - porOZitéS - 0ssz€o- - novekedési
sejtek - pérus méret induktivitas faktorok és
- oszteoblasztok - porusok - 0sszeo- molekulak
- kondrocitak kdzotti konduktivitas
- fibroblasztok atjarhatosag
- mechanikai
tulajdonsagok

3.4bra
A sikeres csontpotlas feltételei (adaptalva, 8, 10)

A sikeres csontpétlas érdekében a jO oxigén és tapanyag tamogatottsagnak
kulcsfontossagti szerepe van, melynek koszonhetéen tud a graft hossza tavon integralddni
a recipiens szoveti kornyezetéhez. Ennek fényében kdzponti szerepe lesz egyrészt a
scaffold (vazképzd) vagy szoveti-graft szerkezeti megjelenésének -tigy mint a porusok

mérete, az anyag porozitasa ¢és mechanikai tulajdonsaga- masrészt biologiai
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tulajdonsaganak, kiilonosen 0sszeoinduktiv és 0sszeokonduktiv hatasanak. Emellett a
sikeres csontpotlas feltétele olyan sejtek, mint dssejtek, oszteoblasztok, fibroblasztok és
egyéb mezenhimalis cellularis elemek, valamint a kiilonboz6 jelatvivé molekulak, mint

citokinek, novekedési faktorok, plazma komponensek, stb. jelenléte is (3. abra) (8, 10).

A szintetikusan eléallitott csontpotld anyagokat a fent leirt harmas feltétel tiikkrében
van a szintetikus anyagoknak, de ezek koziil is a kalcium foszfat tartalmuakat vizsgaltak
leggyakrabban. Ennek oka elsésorban, hogy maganak a csontnak is a f6 extracellularis

alkotd eleme az apatit kalcium foszfat (9).

A kalcium foszfatok olyan asvanyi anyagok, melyek kalcium kationokbol és foszfat
anionokbol allnak. Az emberi szervezetben talalhato csontban kézel 60%-ban van, igy
abban a legnagyobb szazalékkal el6fordul6 szervetlen anyag. A kalcium foszfat jelenlétét
a csontban 1769-ben fedezték fel, és az 1900-as évektdl indultak meg a szintetikus
eloallitassal késziilt formaiknak klinikai alkalmazhatdsagi vizsgalatai (11-14). Ezek utan
csont regenerald hasznalatként valo alkalmazhatosaga (mint példaul bevono anyag, csont
cement, vagy scaffold) hamar a figyelem kozéppontjaba kertilt, és bizonyos tipusai mar
kereskedelmi forgalomban is elérhet6vé valtak (15-17). Mivel képes feloldodni, és nagy
mennyiségben megtalalhato szilard allapotban, igy biokompatibilis anyagnak mindsiil
(18), ami azt jelenti, hogy barmilyen formaban keriil az emberi szervezetbe, rendszerint
nem valt ki gyulladasos- ill. immun reakciot. A kalcium foszfat olyan bioaktiv

folyamatokat tud befolyasolni, mint a sejt adhézio, proliferacio, vagy oszteoblaszt

crer

crer

a kalcium foszfat kristalyok felszinén. Emellett befolyasoljak az olyan oszteoblaszt
differencialodast jelz6 markerek kifejez6dését, mint a BMP (bone morphogenic protein),
OPN (ostepontin), BSP (bone sialoprotein), RunX2 (run-related transcription factor) (19-
23), amelyek az extracellularis matrix fehérjék adszorbcidjanak befolyasolasaval
iranyitjak a sejt adhéziot és szovet képzodést.

A kalcium ionok szamos uton befolyasoljak a sejteket az emberi szervezetben. A csont
matrix alapjat képezik, és nagyrészt a csontban talalhat6 kalcium foszfat (hidroxiapatit)

formaban vannak jelen (24). Ezek a kalcium ionok teszik lehetévé a csont matrix
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crer

crcr

A kalcium ion mellett a foszfat ionok t6bb mint 80%-a a csontban talalhato kalcium
foszfat (hidroxiapatit) formaban. Foszfat ion szabalyozza az IGF-1 (insulin-like growth
factor 1) és ERK1,2 (extracellular signal-regulated kinases) utvonalakon az oszteoblaszt
differenciaciot és az novekedést, és serkenti a BMP2 kifejezodését (27,28). Emellet részt
vesz a visszacsatolasi utvonalban, mely az oszteoklaszt differenciaciot és csont rezorpciot
befolyasolja (29,30).

A Kkalcium foszfat felhasznalhatdo bevoné anyagként, ilyen esetben elsGsorban sol-gél
vagy elektrodepozicio utjan implantatumok felszinén, ezzel novelve annak bioaktivitasat
hasznalhato kalcium foszfat cementek. Ebben az esetben szintetikus vagy olyan nem
szintetikus polimerekben beépitve fordulnak elé, mint az alginat, celluldz, kollagén.

Hasonlé anyagokkal scaffoldként is alkalmazhato.

A kalcium-foszfat tartalmti anyagok harom nagy csoportjat kiilonboztethetjiik meg: a
hidroxiapaptit (HA), trikalcium foszfat (B-TCP), és ezen anyagok kombinacidja,
Osszefoglal6 neviikon: bifazikus alloplaszt anyagok (biphasic alloplastic materials, BCP).

Bar mar 1980-ban megtorténtek az elsé tanulmanyok és klinikai alkalmazasok, csak joval
késdbb keriilt a figyelem kdzéppontjaba a B-TCP (35-44). Bohner 2020-as cikkében a f3-
TCP-t az egyik, ha nem a legnagyobb potenciallal biré csontp6otld anyagnak nevezi,
melynek népszeriiségét a tobb mint évi 200 tudomanyos cikk megjelenése is mutatja (9).
A B-TCP bioldgiai tulajdonsagainak koszonhetdéen fOo alkalmazési teriileteként csont
regeneraciot serkenté anyagként szerepel fogaszati és ortopédiai kezelésekben, illetve
olyan gyogyszerek, mint az antibiotikum vagy kiilonb6z6 fehérjék hordozo egységeként
lokalis felhszanalasban (9, 45-51). Fogaszati alkalmazasat tekintve a csontpotlas mellett
talalkozhatunk vele gyokércsatorna tomésekor alkalmazott “sealer” 6sszetevéjeként (52),
implantatumok bevond anyagaként (53), pulpotomidhoz vagy remineralizacidhoz
(példaul fogkrémek) hasznalt anyagként (54-63), pulpasapkazo anyagként (64-69),
perforacié kezelésekor (70,71), valamint fogszabalyozasban alkalmazott ragaszto
cementként, aminek bizonyitott szerepe van a gytrik és bracketek koriili teriilet

védelmében a szuvassaggal szemben (72). Szintén fogszabalyozasban megjelent
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kiilonlegességét mutatja a kalcium foszfatbol késziilt bracket (Hialyne, Tomy
International Inc., Tokyo, Japan), melynek keménysége megegyezik a zomanccal, igy
megsziinteti a hagyomanyos zafir bracketeknél fellép6 abrazios hatast az antagonista
fogakon (73-75). A leggyakrabban azonban a B -TCP csontpotld graftként vald
elterjedése figyelheté meg (4.abra, 76), melynek hatterében az anyag osszeokonduktiv,
osszeoinduktiv tulajdonsagai mellett a sejt-medialt rezorpcio all (9).

4.4bra

Kortikotémia csontpoétlassal €s fogszabalyozassal

Az alveolaris csonton végzett kortikotomia elsé leiroja Kole volt (77) 1959-ben, és ennek
modositott valtozatat a PAOO-t (Periodontal Accelerated Osteogenic Orthodontics) vagy
AOO-t (Accelerated Osteogenic Orthodontics) Wilco nevéhez kothetjiik (78,79). Ennek az
eljarasnak az alapja, hogy a Kortikotomia csontpétlassal és azt kovetd azonnali
fogszabalyozassal, vagyis fogmozgatassal van kiegészitve. A kortikotdomianak kszonhetd
konnyitett fogmozgatas nagyobb mértékben hozzajarul a csontatépiilés stimulalasahoz,
mintha csak oOnmagaban kortikotomiat alkalmaznank (80-84). Ennek eredménye a
sz€lesebb alveolaris csont atmérd, stabil fogmozgatasi végeredmény rovidebb kezelési
id6vel, periodontalis komplikaciok minimalizalasaval (76, 80, 85-89).

Alberkston 2001-es kozleményének leirasa alapjan az osszeoindukcidé az a folyamat,

mely soran 0szteogenezis indukalodik. Pluripotens, éretlen sejtek valamilyen uton pre-
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oszteoblasztokka  differencialodnak. Minden csont gyogyulasi  folyamatnal
megfigyelhetd jelenség, példaul toréseknél (90). Mivel a fiziologias folyadékok
tultelitettek 7,4-es pH-n a hidroxiapatitra nézve (91,92), ezért barmilyen idegen anyag
beiiltetése, mint akar a  -TCP, képes triggererni az apatit kristalyok magképz6dését (pl.
a fém felszinén), igy csokkentve a kalcium és foszfat ionok lokalis koncentracigjat.
Amennyiben ez a reakci6 nagy térfogatra nézve torténik, ugy Bohnen és Miron (93)
kutatasai szerint a kalcium és foszfat koncentracio olyan mértékli csokkenést

eredményez, mely elég nagy ahhoz, hogy ezen teriileten befolyasolja a sejtek jelenlétét.

B 0aE NSy “06 000000 WD14) 4mnt 3 0HO N

5.4bra
B-TCP pasztazo elektron mikroszkopos képen

Az osszeokondukcio Alberkston megfogalmazasa szerint az, amikor csont n6 a felszinen.
Tipikus példaja az implantatumok feliiletén keletkez6 csontok esetén (90). Bar a B-TCP
osszeokonduktiv, de mivel egyes kutatasok leirasa szerint nem volt hidroxiapatit réteg a
csont és a B-TCP felszine kozott (94-96), igy nem nevezhet6 a hagyomanyos értelemben
vett bioaktiv anyagnak. Bioaktiv anyagnak nevezziik az anyag azon tulajdonsagat, mely
szerint az képes spontan mineralizaciora fiziologias koriilmenyek kozott (9). A B-TCP
osszeokonduktiv tulajdonsagat és annak leirasat 1993-ban Kitsugi és munkatarsai
kozoltek, ahol szignifikansan nagyobb csontosodast mutattak 3-TCP esetén 10 héttel az

implantaciot kovetéen, mint a hidroxiapatit esetén (96).

Az osszeointegracio jelenségét Branemark (97) és munkatarsai irtak le els6ként, hivatalos

crer

egy direkt, kozvetlen kontakt az él6 csont és az implantatum kozott (98). Masik

hisztologiai megfogalmazasaban a “Dorland’s Illustrated Medical Dictionary” (99)
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alapjan az implantatum egy direkt lehorgonyzasa az implantatum felszinén keletkez6

csont segitségével, fibrozus szovet nélkiil.

A B-TCP osszeoinduktiv és osszeokunduktiv tulajdonsagai mellett a harmadik bioldgiai
jellemzdje az tigynevezett sejt-kdzvetitett rezorpcio. Az emberi szervezetben tigy vannak
jelen a fiziologias folyadékok, hogy azok egyensulyban vannak az OCP-vel (osteo
calcium phosphate) vagy DCPD-vel (dicalcium phosphate dihydrate). Mivel a B-TCP
kevésbé oldékony, mint ez utobbi kettd, igy a p-TCP oldhatalan, fiziologias koriillmények
kozott (pH 7,4). Bar a B-TCP nem oldodik fel az implantacio esetében, de felszivodik egy
makrofagokat és tobbmagva oriassejteket (MNGC, multinucleated giant cells,)
tartalmazé sejt-kozvetitett folyamatban. Az MNGC sejtek a B-TCP kristaly felszinéhez
tapadva megnyitjak membranjaikat és savakat szekretalva csokkentik a pH értékét 3-4-
re. Mivel a B-TCP oldékonysaga novekszik a pH érték csokkenésével, igy lokalisan
kioldodik. Ezek a MNGC sejtek nemcsak a B-TCP felszinét tamadjak meg, de
fagocitaljak a folyamat soran Kiszorult B-TCP szemcséket. Ennek a sejt-kozvetitett
rezorpcionak és az osszeokonduktivitas kombinacidjanak eredménye lesz egy feltinéen
gyors osszeotranszdukcio a B-TCP scaffoldbdl trabekularis sturkturava, mely soran a
“felesleges” B-TCP anyagot MNGC sejtek tavolitjak el gyors titemben (9).

Altalanos jellemzéit tekintve a tiszta B-TCP egy torékeny, fehér szilard anyag. Mangan
(Mn) tartalom esetén szine rozsaszinre, krom (Cr) esetén z6ldre, réz esetén kékre valtozik.
Kélcium foszfit vagy kalcium hidnyos hidroxiapatit 650-750 C° fokos termikus
atalakitasa utan “high-temperature phase”, azaz magas termikus fazisa anyag keletkezik
(42,100-110). Kristalyszerkezetében egy B-TCP egység 63 Ca atomot és 42 PO4 csoportot
tarlamaz (9). Szintézise a termikus atalakitas mellett torténhet “solid state reaction” vagy
olyan szerves kozegben kicsapodva, mint példaul etilén glikol, vagy metanol (5.abra)
(111-116).

2.2. Az aerogél

A B-TCP nem csak onalléan, hanem mas anyagokkal, anyagcsoportokkal egyiitt is

alkalmazasra keriilhet csontpotlas esetén, melyek egyike az aerogél.

15



Az aerogélek elnevezés a gélekben taldlhatd folyadék helyét gazzal kitoltott iires
térfogatokra utal (117). Az els6é aerogélt egy amerikai vegyészmérnok, S.S. Kistler (6.
abra) allitotta el6 1931-ben (118). Az acrogélek felfedezésének alapjat azon speacialitas
adta, hogy szuperkritikus korilmények kozott szaritotta ki a nedves géleket.
Fémoxidokbol, cellulozbol, zselatinbol, agar6zbol és natrium-szilikatbol megalkotott
aerogélek eldallitasarol tobb publikaciot is kozolt (118, 119). Kutatdsai soran hasznalt
szilika aerogél 2013-ig a vilag legkisebb slriiségli szilard anyagaként szerepelt a

Guinness Rekordok kényvében (120).

6.4abra
S.S. Kistler, az aerogél feltalaloja (https://hu.wikipedia.org/wiki/Aerogél)

Nedvességre érzékeny, Kis siirtiségii, nagyon jo hészigetelé (7.abra), 1égiesen konnyed
anyag, de legkiilonlegesebb tulajdonsagat mezoporozus szerkezete adja, mely specialis
felszini tulajdonsagot (600-1200 m/g fajlagos feliilet) ad a torékeny anyagnak (121-123).
Az aerogél elballitasa soran egy metanolt, tetra-metoxi-szilant, ammonia oldatot és
celluloz Gsszetevoket tartalmazo oldat késziil, mely kortilbeliil 30 perc alatt alkogéllé
szilardul szobahdmérsékleten. EQy autokldvozas soran tigynevezett “superctitical drying”
tipust szaritast kovetden aerogél keletkezik, mely végsé formajat az ezutan kemencében

torténd 500-1000°C fokon végzett kiégetés adja meg (124).

fgy késziilhetnek por vagy tomb formaban (monolitikus) is aerogélek, melyek bar
onmagukhoz viszonyitva nagy nyomoszilardsaggal birnak, de szilikat alapjuknak
koszonhetéen rigidek, igy konnyen szétmorzsolodnak. Ezen hatranyos mechanikai

tulajdonsaguk és nedvesség érzékenységiik miatt az acrogélek felhasznalhatosaga nem
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volt népszeri. Az 1970-1980-as években eldszor hdszigetld anyagként kezdett teret
hoditani az aerogél (125-128), de a legnagyobb attorést az iiveglapokbol allo
vakuumpanelekben elhelyezett acrogélek jelentették (129).

7.4bra
(A) Laborunkban kesziilt alkogél (B) Aerogél hészigeteld képességét mutatd abra Bunsen-
¢go felett aerogélen elhelyezett viraggal (https://hu.wikipedia.org/wiki/Aerogél)

Szintén ezen elényos tulajdonsaganak koszonhetéen késdbb az trkutatasban is
megjelentek az aerogélek, és tovabbi szerves funkcionalis csoportokkal valo
funkcionalizalasuknak eredményeképp sikeriilt az anyag hidrofobicitasat és mechanikai
tulajdonsagat is megvaltoztatni, igy még nagyobb felhasznalhatosagot és teret adva az
aerogéleknek: enzim hordozok (pl. lipaz rogzitése), adszorbensek (szennyviztisztitas,
CO2 megkotés) (130-136), az anyag sokoldalusaganak koszonhetben az
orvostudomanyban vald felhasznalhatosaguk is egyre tobb irodalomban megtalalhato
(137,138), mint példaul gyogyszer hordozo és felszabadito kdzeg, szovetregeneralo vagy
szovethelyettesito (graft, implant) anyag (139-143).

Koztudott, hogy a csontképzddéshez koriilbeliil 300 mikrométer nagysagii porusok
idealisak (144-149). A szol-gél technologia (templated moulding) megfelel formazassal
vagy maratassal (milling process) kombinalva, lehetévé teszi megfeleléen nagy méretti

porusok kialakitasat, illetve az aerogél minta alakjanak meghatarozasat. A szilika aerogél
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bazisu B-TCP végs6 denzitasat és mechanikai keménységét elérvén egy igazan sokoldald,

univerzalisan felhasznalhat6 anyag allithato elo.

A porusméret nagysaga kiemelkedden fontos a csontgyogyulas szempontjabol, mivel az
ezaltal megnovekedett felszin nagysaga hozzajarul a csontgyogyulas folyamatidhoz,
atjarhatosagok biztositva a fehérjék és mas ionok szamara, ezzel segitve az apatit
képzddést (150-154). Kalcium foszfatok esetében a megfeleld porus méret elérésehez egy
specialis eljarasi modszert hasznalnak, mely soran az anyagot egy megfelelé porozitasa
porézus sablonba abszorbealjak, majd szilard halmazallapoti anyagga szaritjak, ezt
kovetéen a sablon szinterezés kovetkezik, amig az el nem ég, meghagyva a kivant
poérusméretet (150). Woodard és mtsai. eredményei alapjan mikro porusokkal rendelkez6
CaP anyagok esetén jobb osszeokonduktivitast mértek makropdrusok, vagy vegyes

porusméretekhez képest.

Egy masik sajatos elény0s tulajdonsaga a B-TCP aerogélnek mas szintetikus csontp6tld
anyagokkal szemben, az aerogel nyitott, atjarhatd porus rendszere. Permedbilis kisebb
molekulak, mint az oxigén vagy mint egyéb tdpanyagok szadmara, ezaltal biztositva
eleven, ¢16 kornyezetet a sejtek novekedésének, osztodasanak. Habar a B-TCP-AE aktiv
komponense a B-TCP, a szilika matrixnak a bazis funkcidja melett egyéb fontos szerepe
van, a vizoldékony szilikatok I. tipust kollagén szintézisében betoltott funkcidja révén
(155-157). A szilika aerogel vizoldékonysaga sokkal magasabb, mint a kristalyos szilika
forméjaban lenne. ElS szervezetben hasznalva ezt az uj anyagot, taldn ezen
tulajdonsaganak koszonhetéen hozzéjarulhatunk a megfeleld szilikat koncentracidhoz,

ezzel segitve az I. tipusu kollagén szintézisét, igy gyorsitva az 0j csont képzddését.

2.3. A keményszovet csiszolatok és készitésének sajatossagai

Az 1Gj csontpotld anyagrendszerek, vagy példaul a titin implantatumok

crer

munkak kiértékelését Sok esetben csak sajatos technikakkal lehetséges elvégezni, melyek

egyike a keményszovet csiszolatok készitése.

Mind az orvostudomanyban, mind a fogaszatban fontos szerepe lehet a dekalcifikalas

nélkiili keményszovet csiszolat készitésének, vizsgalatanak. Olyan specialis célokra
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hasznalhatok ezen metszetek hisztopatologiai kiértékelése, mint a kiilonb6z6 csontpotld

anyagok atalakulasanak idébeli nyomonkovetése, vagy a fogaszatban hasznalatos

crer

A hagyomanyos szOvettani csont-metszet készités soran formalin-fixalast kovetéen a
dekalcifikalt minta paraffinba agyazas utan egy hagyomanyos mikrotommal keriil
szeletelésre. A mikrotom precizids beallitasanak koszonhetdéen 5-6 pum vastagsagu
metszetek késziilnek a mintabol, melyek rétegvastagsagukat tekintve tovabbi redukalas
nélkiil, festéssel lesznek alkalmasak a szovettani mikroszkopos kiértékelésre. Bizonyos
csontpotld anygok mechanikai tulajdonsaga miatt, illetve fogaszati implantatumok
esetében ezen hagyomany0s modszer Gtjan nem kivitelezhet6 a metszetkészités, mivel a

hagyomanyos mikrotom ezen anyagokat nem képes szeletelni.

A fémet tartalmazé dekalcinalas nélkiili keményszovetbol késziild metszetek
feldolgozhatosagi problémajanak megoldasat els6ként 1977-ben Strunz és Gross
végezték. Ok irtak le els6ként, hogy az amalgam tomést tarlamzo, vagy koronazott fogak
vagy fémet tartalmazo csont szovetek esetén a hagyomanyos szdvettani metszetkészitési
eljaras nem kivitelezhetd. Kifejlesztettek egy olyan modszert, amivel dekalcinalas nélkiili
keményszovetet tudtak vagni 50-200 mikron vastagsagban, felszini festést alkalmazva
rajta- vagyis a mélyebb rétegek nem voltak festve (158). A moédszerrel 1985-ben K.

Donath foglalkozott részletesen, amikor els6ként emlitette a keményszovet mikrotom

4\‘/

8.4bra
Keményszovet mikrotom (K. Donath)
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hasznalatat, mely a fém, vagyis az implantatum vagy mas kemény anyag szeletelésére is
képes (8. abra) (159). Az ilyen kemény anyagokbol, melyek hagyomanyos mikrotommal
nem szeletelhetk, csak ezen specialis modszerrel készithetd szovettanilag értékelhetd
metszet. Mégis, technikailag ezzel a moédszerrel nehéz 10 um-nél nem vastagabb
toredezés-mentes metszeteket késziteni kiilondsen az implantatum-csont hatarrol, mely
sziikséges ahhoz, hogy egy-sejt szinten tanulmanyozzuk fénymikroszkop alatt a cellularis
csontstruktira és implantatum viszonyat (egy sejt atlagos mérete ugyanis kb. 10 pum).
Implantatumot, kemény csontp6tld anyagokat tartalmazo mintak esetében azonban ez a
régid in situ moédon nem vizsgalhatd hagyomanyos mikrotommal, mivel a mintat az nem
képes metszeni. Amennyiben keményszovet mikrotom nem all rendelkezésre,
dekalcinalas nélkiili csiszolat is készithet6 a mintabol, melynek soran a mésztartalom
megmarad, igy a kemény szovetek teljes extracellularis anyaga, struktaraja is, ezért egy
szovettanilag jobban értékelhetd metszet, vagyis csiszolat lesz az eredmény, melyben a
mésztartalom a valdsagos viszonyokat fogja tiikkrozni. A fogaszati implantatumok
hisztomorfoldgiai analitikai technikait WL Chai foglalta 6ssze 2009-ben (160), mely
szerint a beiiltetett implantatumok vizsgalata torténhet a csontszovetbdl eltavolitva, vagy
azzal egyiitt is. Ez utobbi eljaras soran mind az implntatumot, mind a kdrnyezé csontot
illetve kotdszovetet tartalmazo szovettani metszetek készithetok mikroszkopos

vizsgalatra, amennyiben vékony csiszolatok késziilnek.

A vékony csizsolat megnevezés a modszer eljarasabol ered. A keményszovet mikrotom
vagasa soran 1 mm vastagsagu szeletek keletkeznek, melyeket targylemezre rogzitve
majd egymast kovetéen mindkét felszinét csiszolva késziilnek a mintak, mig megfeleld
rétegvastagsagu ¢s polirozott felszine lesz, vagyis a szovettanilag értékelheté 10 mikron
vastagsag ala keriil a csiszolat. Jelen PhD tézis alapjaul szolgald allatkisérletes
munkankban magunk is probalkoztunk csiszolat-metszetek készitésével a szovettani
munkak soran, azonban a lentebb emlitett technikai problémak miatt az idénként

nehézségekbe iitk6zott.

A csiszolas kozben fellépd erék hatasara a minta egésze vagy egy darabja konnyen
leszakadhat a targylemezrdl (9.4bra). Ennek kikiiszobolésére kiilonbozoé adheziv anyagok
hasznalata sziikséges, hogy megfeleld rogzitést biztositson a csiszolas kdzben, de ne

befolyasolja a patologiai kiértékelést.
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9.4bra
Keményszovet készités kozben targylemezrdl levalt minta

A fogaszati adhezivek 2011 o6ta vannak a klinikai gyakorlatban. Ezek a tobb
komponensbdl allo rendszerek olyan monomereket tartalmaznak, melyek segitik a kémiai
és mikromechanikai kotddést a fogszovethez. Ezen monomerek egyik leggyakrabban
alkalmazott formaja karboxilat és/ vagy foszfat csoportot tartalmaz, mely a
hidroxiapatitban talalhat6 kalcium ionhoz ionos kotéssel kapesolodva noveli a kotédés

hatékonysaganak mértékét (161).

Az adhezivekben masik gyakran alkalmazott komponense a 10-metakril-oxidecil-
dihidrogén foszfat (10-MDP, vagy roviden MDP). Ez a nem-hidrolitikus, polar
funkcionalis monomer képes az apatithez vagy dentinhez, kollagénhez, fémhez vagy
cirkoniumhoz kotédni. Tobb kutatas is vizsgalta a 10-MDP kémiai kotddését titan
felszinhez, keramiakhoz és fog szovetekhez. Ezen kutatasok leirtak, hogy a 10-MDP
monomer egy erds ¢és stabil kémiai kotést tud 1étesiteni a csontban, dentinbenben vagy
zomancban talalhaté apatittal (162,163). A 10- MDP egy bifunkcionalis monomer: egyik
végén hidrofil foszfat csoportot, mig masik végén egy telitetlen szén kettés kotésbol allo

csoportot tartalmaz, amely egy hidroféb CH- lanchoz kotédik (10.abra).

A foszfat csoport a hidroxiapatit kalcium ionjaval egy stabil kalcium foszfat sot hoz 1étre
(164). A masik fotopolimerizalhaté oldala a gyanta-alapa cement vagy gyanta-alapt

kompozit komponenseivel képes reakcioba 1épni az anyag megvilagitasa kozben.
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GOOCHZGH2CHCHaCHaCHZCHZCH2GH2CH,0—R—CH
OH
10.abra

10-MDP képlete
(https://en.wikipedia.org/wiki/10-Methacryloyloxydecyl-dihydrogen-phosphate)

A keményszovet csiszolatok tartalmazhatnak fémet (implantatum), csontot, kiilonb6z6
csontp6tlo anyagokat és a beagyaz6 anyagot, rendszerint epoxi gyantat. Ezen anyagok
mindegyikének olyan erés kotéssel kell rogziilnie a targylemezehez, hogy ellenaljon a
csizsolas kozben fellépd erdknek és végiil egy hisztopatoldgiailag értékelhetd metszetet

eredményezzen.

Az anyagtannal foglalkozo kutatok folyamatos kihivas elé néznek, hogy olyan ujabb és
ujabb biokompatibilis szintetikus csont-graftként hasznalhatd o0sszeoinduktiv vagy
oszteokonduktiv anyagokat allitsanak el6 mas-mas fizikokémiai és biologiai
tulajdonsagokkal, melyek a testre szabott precizios rekonstruktiv csontreparacidhoz a
leginkabb alkalmas. Ezek mindegyike fiziko-kémiai karakterizalas utan in vitro
sejtbiologiai és toxikologiai tesztelésen esik at, majd ezt kovetéen a legalkalmasabb
anyagok in vivo allatkisérletes modellekben vizsgalhatok, hogy megallapitsuk: milyen
biologiai tulajdonsaggal bir, eléri-e a kivant csontpotlo, ill. 0sszeoinduktiv hatast egy €16
szervezeten beliil is.

Sajat munkakban 0j csontpotldé anyagként alkalmazhatd rendszerekben vizsgalodtunk
(165), illetve ezen rendszerek szdvettani vizsgalatahoz késziilé vékony csiszolatok

készitési modszerét végeztiil el (166).
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2.4. Célkitlizések

A Bevezetés fejezetben leirt csontp6tld anyagokra vonatkozé irodalmi adatok alapjan
jelen PhD tézisben bemutatott kisérleteinkkel az alabbi célkitlizéseket kivantuk

megvaldsitani:

1. Csontpotlasra alkalmas mezoporézus szilika aerogel (AE) és béta-trikalcium-
foszfat tartalmu szilika aerogél (B-TCP-AE) laboratoriumi koriilmények kozott
torténd eloallitasa 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 eléallitott AE és B-TCP-AE anyagok csont-1ézioban mutatott in vivo reparativ
hatasainak 6sszehasonlité vizsgalata patkany koponyacsont-defektus (“calvaria
critical size”) modell alkalmazasaval, kiilonos tekintettel a mikroszkopos

vizsgélattal 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 hisztopatologiai gyakorlatban megszokott) szovetmintakat, hanem
(ezzel parhuzamosan) nativ (nem dekalcinalt) mintak hagyomanyos mikrotommal
nem metszheté kemény csontszovetbdl késziilt csiszolatait is hasznalni kivantuk,
hogy a csontp6tld anyagok altal indukalt intralézionalis mésztartalom valds
mennyiségét is megitélni tudjuk, a csontpotld anyagok hatasara. Ez a modszer csak
részben hozott sikert szamunkra (nem volt reprodukalhat6): tobb esetben a
felragasztott csiszolat-metszet levalt az tiveglemezrél, igy minden mintabol nem
késziilt ilyen preparatum (emiatt ennek eredményét nem is kozoltik a PhD tézis
alapjaul szolgalo els6 kozleményben). E technikai probléma megoldasa inspiralta a
kovetkez6 célkitiizésiinket (ami a PhD tézis alapjaul szolgaldo masodik kozleményben

olvashatd), mely az alabbiakban foglalhat6 Gssze:

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

mechanikai kotodését segité adheziv rendszer optimalizalasara vonatkozolag.
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3. Anyagok és modszerek

3.1.1. Aerogél eloallitas

Az aerogél elallitasa soran els6ként egy 45.0 mL (1. 112 mol) metanolt, 8.00 mL (0,444
mol) desztillalt vizet, 15.00 mL (0. 113 mol) higitott ammonia oldatot (10.0 mL 25%-0s
ammonia oldat 10.0 mL vizzel valo higitasa 1:1 aranyban) és 30.0 mL (0.1 mol) higitott
urea oldatot (10.0 g urea 50.0 mL metanolban oldva) tartalmazé oldatot készitettiink,
melynek neve “A” minta. A “B” nevii minta 35.0 mL (0.865 mol) metanolt, 15.0 mL
(0.102 mol) tetra-metoxi-szilant, és 55.00 g cellulozt tartalmazott az “A” minta 6sszetevoi
mellett. A B-TCP tartalmu aerogél eléallitashoz emellett még 5.00 g (0.0161 mol) B-TCP
-t adtunk az oldathoz. Minden komponenst aktiv keverés mellett elegyitettiink.

Az igy keletkezett folyadék addig kevertiik, mig egy viszkozus, de még nem gél
halmazallapotot ért el. Ekkor egy cilindrikus miianyag formaba ontve (66 X 28 mm), a
tetejét parafilmmel lezarva, szobahomorsékleten hagyva alakult at gél halmazallapota

anyaggd, alkogéllé egy ¢jszaka utan.

Ezutan a metanolt tobb 1épésben acetonra valtva végiil az alkogél egy béséges (2 L) tiszta

acetonban volt 3 napig, amit a szuperkritikus szaritas kovetett (124, 167,168).

Az aerogél kompozit monolitokat egy programozhaté homérsékleti kalyhaban
kalcifikaltuk (Wise Therm FHP 12, Korea), hogy megérizzék mechanikai
ellenalloképességiiket. Elsé 1épésben nyolc ora alatt kiégetésre keriiltek a porogén
celluloz és organikus molekulak 500°C fokon. Ezutan 600°C fokra emelve a
hémérsékletet folytatodott a kiégetés, és ezt tovabbi 100°C fokos homérséklet
emelkedések kovették 3 oranként, hatvan percig tartva az elért héfokot, koztiik spontan
szobahdmérsekletli lehiilési fazisokkal. Kiégetést kovetéen a mintdk sulyanak,

formajanak és denzitasanak adatai rogzitésre keriiltek.

3.1.2. Az aerogél jellemz6i

A Kkalcifikalédott mintakat mozsarban torténd apritas utan vakum nitrogén gazas
adszorpcios/deszorpcios poroziméter vizsgalatokat végeztiink (Quantachrome Nova
2200, Quantachrome Instrument, Boynton Beach, FL, U.S.A.).
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A pasztazo elektron mikroszkopos (PEM) mérések Hitachi S-4300 (Hitachi Ltd., Tokyo,
Japan) késziilékkel keriiltek rogzitésre Bruker energia diszperz spektrométerrel (Bruker
Corporation, Billerica, Ma, U.S.A.).

3.1.3. In vitro vizsgalatok

A SAOQOS-2 sejteket (ATCC, USA) 10% fotalis szarvasmarha szérummal, 1%
antibiotikus-gombaellenes oldattalal és 1% Glutamax-szal (Gibco, USA.) kiegészitett
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ban (DMEM, Sigma, USA.) tenyésztettiik 37 °C
fokon 5% CO; tartalmu inkubatorban. A konfluencia elérése utan a sejteket tripszineztiik,
majd 2x10%*/cm? sejtet tettiink Ki 24-lyukua sejttenyésztd lemezekre (Nunc, Dania). A
sejtek letapadasa utan a sejttenyésztd folyadékot (culture medium, CM) friss
tapfolyadékra cseréltiik, amely 0,2 mg/ml 6r6lt aerogélt (AE) vagy B-TCP tartalmu
acrogélt (B-TCP-AE) tartalmazott. Az AE és B-TCP-AE részecskék lestillyedve kozvetlen
kapcsolatot alakitottak ki a sejtekkel. A tovabbiakban a tapfolyadékot két naponta frissre

cseréltiik, a mintavételt a vizsgalat hetedik napjan végeztiik.

3.1.3.1. Eletképesség (viabilitas) és citotoxicitas mérések

A sejtek életképességének és az anyag citotoxicitasanak vizsgalatat alamarBlue Cell
Viability Reagenssel (Invitrogen, USA) végeztiik a gyarto utasitasainak megfelelen.
Roviden leirva, a DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma, USA)
tenyészt0 médiumban tizszeresére higitott alamarBlue (Invitrogen, USA) reagenst
mértiink a sejtekre, majd 2 6ran at 37 °C fokon inkubaltuk. Az inkubalas utan 200-200 ul
minta fluoreszcencidjat mértik (gerjesztés 544 nm, elnyelés 595 nm) Hidex Sense

microplate olvasoé segitségével (Hidex, Finnorszag).

3.1.3.2. Alkalikus foszfataz (ALP) aktivitasanak vizsgalata

A sejteket PBS-el mostuk, majd lizis pufferben (10 mM Tris-HCI pH7.4, 100 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% PIC, 1% PMSF) lizaltuk. A lizatumokbol 10000 g-

n 4°C fokon tiz percen at tarto centrifugalassal tavolitottuk el a sejttormeléket (Centrifuge
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5810 R, Eppendorf, Németorszag). A feliiluszot egy masik mikrocentrifuga cs6be mértiik
at, majd a sejtlizatumnak megfeleld feliiliszot p-nitrofenil foszfat (Sigma-Aldrich, USA)
enzim szubsztrattal 6sszekeverve hataroztuk meg az alkalikus foszfataz aktivitasat. Az
abszorbanciat Hidex Sense microplate olvason (Hidex, Finnorszag) hasznalataval 405
nm-en hataroztuk meg. Az ALP aktivitas BCA Protein Assay (Pierce, USA) kit

segitségével megmért fehérje koncentraciéval normalizaltuk.

3.1.3.3. Génexpresszid

A sejtek teljes RNS tartalmat Quick RNA MiniPrep (Zymo Research, USA) kit
segitségével nyertiik Ki a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A mintakbol 1000 ng RNS
felhasznalasaval végeztikk el a reverz transzkripciot High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) alkalmazasaval. A qPCR reakciokat HOT
FIREPol Probe gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis Biodyne, Esztorszag) enzimmel és gén
specifikus TagMan probak (Applied Biosystems, USA) hasznalataval végeztik el
LightCycler 480 késziilékben (Roche, Svajc). Belsé referenciaként a GAPDH gén
expresszidjat hasznaltuk az Gsszes mérés alapjaul. A génexpresszios szinteket a ACp

modszerrel szamitottuk Ki.

3.1.4. In vivo vizsgalatok

Az in vivo kisérlet soran az 0sszeointegraciot patkanyokba helyezett AE és B-TCP-AE
mintak, a “calvaria critical size defect model” alapjan vizsgaltuk. Az allatkisérletek a
Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag jovahagyéasa alatt torténtek (7-
M/15/DE MAB). A kisérletek soran huszonkilenc felnétt, 250-300 g stlya him Wistar
patkinyt hasznaltunk, melyeket standard tapon tartottunk. Erzéstelenitésiik
intraperitonealis ketamin (CP-Ketamin 10%, Produlab Pharma B.V., Raamsdonksveer,
Hollandia) és xylanize (Xylazin 2%, CP-Pharma, Burgdorf, Németorszag) 2:1 aranyu
dozisban adott injekcioval tortént (0,5-0,55 ml/patkany). A ,,calvaria critical size defect”
miitét Spicer és mtsai altal a Nature Protocolban kozoltek alapjan tortént (169). Roviden:
a koponyabdrt és a vetiiletébe esé izomzatot, valamint a perioszteumot érinté median-
szagitalis metszést és parietalis iranyba lateralisan torténd lap-szerinti preparalast

kovetden egy trepan furd segitségével 8 mm-es cilindrikus csontot tavolitottunk el a
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koponyacsont teljes vastagsagaban, folyamatos fiziologias sooldattal torténd Oblités
mellett, tigy, hogy a vetiiletébe esé dura mater intakt maradjon. Az igy létrehozott
csontdefektusok harmadat iiresen hagytuk (kontroll csoport), masik harmadat AE
granulatummal, a maradékot pedig B-TCP-AE anyaggal toltottik fel. Ezt kovetéen
réteges sebzaras tortént. EQy-, harom- és hat honap utan mindharom csoportbol (kontroll;
AE; B-TCP-AE) 3-3 allat érintett koponyacsontjat dolgoztuk fel, szovettani vizsgalat
céljabol. Miutan a 6 honapos csoport eredményei jelen PhD tézis alapjaul szolgalo elsé
kozleménybe még nem keriiltek be, ennek adatai csupan a Megbeszélés fejezetben

kertilnek roviden leirasra, mint kozlés elott allo prospektiv munka elézetes eredményei.

3.1.5. Hisztopatologiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

Egy-, harom (és hat) honappal késébb a csontdefektust tartalmazé kontroll vagy
aerogéllel, ill. B-TCP-aerogéllel kezelt szovet mintakat 10%-0s pufferezett formalinban
fixaltuk (pH 7,4), melyekbdl csoportokként 3-3 mintat 4%-0s EDTA (etilén-diamin-
tetraacetat) oldatban dekalcinaltuk. Paraffinba agyazas utan a megfeleléen orientalt mész-
csokkentett (hagyomanyos modszerrel metszhetéen puha) csontszévetekbdl mikrotom
segitségével 5-6 um vastag sorozat metszeteket készitettiink. Deparaffinalas és rehidralas
utan a metszetek egy részén hematoxilin-eosin (HE) és van Gieson festéseket végeztiink
a rutin patologiaban megszokott modon és ahogy korabban az leirasra keriilt (170).
Lépcsézetes metszésekkel eléallitott van Gieson festett metszeteken a defektusban talalt
kalcifikacio illetve Ujdonképz6dott csontszovet mennyiségét szemikvantitativ modon
becstiltiik meg.

Emellett peroxidaz-bazisi immunhisztokémiai reakcidokat (IH) is végeztiink citrat
pufferben (pH 6,0) magas hofokon tortént antigén-feltart metszeteken. Itt elsésorban a
csontdefektusokban varhat6 ujdonképzddott csontok kialakulasaban fontos szerepet
jatszo aktiv oszteoblasztok szoveti jelenlétének detekcidja volt a cél, melyhez a Ki-67
nevli proliferacios markert hasznaltuk, ami a proliferald, aktiv sejtciklusban 1évé
cellularis elemek sejtmagjait képes jelolni. Ennek megfeleléen primer antitestként nytl
monoklonalis Ki-67 nuklearis fehérje ellenes antitestet hasznaltunk (Abcam, Egyesiilt
Kiralysag) a gyartd altal ajanlott protokoll szerint. Roviden, a fenti primer antitesttel
tortént inkubacio majd haromszori TRIS pufferben (pH 7,3) tortént Oblités utan a

metszeteket peroxidaz-jelolt anti-nyal immunglobulinnal kezeltiik és VIP kromogénnel
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hivtuk elé (Vector Labs, Egyesiilt Kiralysag), hogy a pozitiven jelolt sejtek
fénymikroszkop alatt lathatova valjanak. A csontdefektusokbol késziilt kiilonb6z6 modon
megfestett hisztologiai és immunhisztokémiai metszeteket digitalizaltuk ,,Panoramic
MIDI” digitalis metszet-szkennerben (3D-Histech-Zeiss, Budapest), melyben computer-
vezérelt Hitachi 3CCD progressziv szines kamera végezte a virtualis (digitalizalt) metszet
készitést. Az 6sszehasonlitd képanalizis a HistoQuant nevii ,,Panoramic Viewer software
1.15.2” (3D-Histech) applikacioval tortént, ahogy korabbi publikacionkban az leirasra
kertilt (171). A foto-dokumentacio rogzitése Mirax Viewer szamitogépes applikacioval a
virtualis (digitalizalt) metszetekbdl, esetenként Leica DM2500 mikroszkopon keresztiil

tortént.

3.2.1. Probatestek és mintak elOkészitése

Munkankban a dekalcinalas nélkiill késziild szovettani mintdk harom anyaganak

megfeleléen késziiltek epoxi, csont és titan korongok (atméré: 5,3 mm, magassag: 2 mm).

Az epoxygyanta korongok az EpoFix gyanta és Epofix térhalosito (EpoFix Kit, Struers,
Ballerup, Dania) Osszekeverésébdl szarmazd keverék, melynek polimerizacioja

cilindrikus 6ntéformakba 6ntve tértént CitoVac vakum gépben (Struers, Dania).

A csont korongok a fent leirt modon eldallitott epoxigyantaba agyazott marha combcsont

kortikalis részEébdl lettek elékészitve.

A titan korongok elékészitése soran, az argon atmoszféra alatt torténd eldallitasukat
kovetden, a korongok Struers LaboPol 35 (Dania) csiszologépen poliroztuk, vizhiités
mellett, kiilonb6z6 finomsagu szilicium szemcsés csiszold papirokkal (#500, #1000,
#1200, #2400, #4000). A polirozas utolso 1épése egy 3 um gyémant szemcsés bevonatii
textil polirkorong. A polirozas soran keletkezett abraziv részecskék eltavolitasahoz egy

ultrahangos flird6t hasznaltunk.

A megfeleld méretli korongok eléallitasahoz a cilindrikus (hengeres) ontocsészében
vakumban polimerizalt epoxigyanta és epoxigyantaba agyazott csont mintakbol 5,3 mm-
es atmér6ji furatokat alakitottunk ki trepan fardval vizhiités mellett fogaszati
kezelbegység mellett. Ezt kovetéen 2 mm-es vastagsagu szeleteket vagtunk a

keményszovet mikrotommal (Leitz 1600, Nussloch, Germany), vizhiités mellett.
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A targylemezként hasznalt iivegb6l (Thermo Scientific Menzel Glaser LOT#8501777) 13
X 25 mm-es nagysagu darabokat vagtunk. A vagas eldtt a kémiai-mikromechanikai
adhézio novelésének céljabol az tiveg feliiletét homokfijassal kezeltiik 50 um nagysaga

AlxO3 részecskékkel, 7 bar nyomason, 30 masodpercen keresztiil, 1 cm tavolsagbol.

Homokfujast kovetéen az tivegek tisztitasa ultrahangos fiirdében tortént vizben és

acetonban 3 x 10 percig tarté szonikalassal, majd olajmentes levegével szaritva.

3.2.2. Alkalmazott adhezivek ¢és gyanta matrix bemutatasa

Az epoxigyanta, csont és titan korongok iiveg felszinhez valo rogzitésére két kiilonb6zo
adheziv anyagot alkalmaztuk. Az egyik, a hétkéznapi gyakorlatban hasznalt
termoplasztikus adheziv (Crystalbond 509 Mounting Adhesive, SPI Supplies, USA

LOT#1180228), mely koriilbeiil 160°C fokon megolvad és szobahdmérsékleten
visszahiilve ismét megszilardul, igy ragasztva a mintat mechanikai uton az iiveg

felszinéhez.

A masodik adheziv valdjaban 2 1épéses adheziv, az elsé réteg 10-MDP tartalmu adheziv
etanolban és BisGMA: UDMA: TEGDMA keverékében. A masodik adheziv egy gyantat
¢és fotoiniciatort tartalmazé ragasztd. Mindezt szendvics szerkezetben hasznalva a
metszetalkotok és az tiveglap kozott, az iiveglap felszinét6l haladva 10-MDP tartalmu

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

3.2.3. Minték, probatestek készitése

Az tivegfelszin idealis savas maratasi idejét egy eldkisérlet soran hataroztuk meg. Ezen
kisérlet soran a 13 x 25 mm-es nagysagt darabokra vagott iivegek (n= 42, 7 db/csoport)
68%-0s toménységi salétrom savban (VWR, Debrecen, Magyarorszag) 0-t6l (1. csoport,
kontroll csoport) maximum 5 oran (6. csoport) at aztak, sotétben. Az aztatast kovetden
desztillalt vizes mosas és szaritas kovetkezett. A matt tivegfelszinre és az epoxigyanta
korongra is az MDP taralmu bond keriilt els6 rétegként, majd mind az epoxigyanta, mind
az tiveg felszinén masodik rétegként fotopolimerizalhaté gyanta keriilt felvitelre. Az

epoxigyanta korongot az iiveg felszinére raforditva egy szorité berendezésbe helyeztiik,
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az adheziv rétegvastagsaganak egységes eloszlatdsa céljabol. A mintdk rogzitése a
befogas alatt 20 masodpercig tartd fogaszati kézi polimerizacios lampa (Bluephase 20i,
Ivoclar Vivadent, Liechtenstein, Ausztria) megvilagitasaval tortént. Ezutdn a mar
rogzitett epoxigyanta-iiveg mintakat egy fény kalyhaba (Scheu LC-6 Light Oven,
Iserlohn, Németorszag) helyeztiik tovabbi 5 percig tartdé fotopolimerizaciora. Az igy

elkésziilt mintdkon ezutan egybdl nyirdszilardsagot vizsgald méréseket végeztiink.

3.2.4. Zéta potencial mérés

Zéta potencial méréshez az iiveglapokat meg6roltiik Analysette 3 Vibratory Sieve Shaker

(Fritsch, Weimar, Németorszag) géppel hat percen at 1.5 mm amplitadoval. Az igy

megdrolt iivegpor hdromszoros desztillalt vizzel torténd moséasa és 90 “C fokon végzett
szaritasa, majd 0,1 g 6érlemény harom oOran at tarto salétromsavas aztatasa kovetkezett. A
feliilluszo salétromsav eltavolitasa utan az érleményt ultra-tiszta vizzel oblitettiik at (3 x

8 ml).

A nem protonalt iiveg 6rlemény szuszpenzi6 0.1 g liveg 6rlemény diszperzidja 0.001 M
NaCl tartalmu elektrolitjabol késziilt. A szuszpenziok és az “background” elektrolitok pH
értékének mérése Orion 2 Star (Thermo Scientific, Szingaptr) késziilékkel, mig a
zétapotencial értékének mérése Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Grovewood, Worcestershire, UK) késziilékkel tortént. Minden mintat 6t alkalommal

mértiink le, zéta potencial szamitasa Smoluchowski kozelitéssel keriilt meghatarozasra.

3.2.5. XPS

Az elemek kémiai allapotanak meghatarozasara végrehajtott rontgen gerjesztésii
fotoelektron spektroszkopia mérésekre egy Al/Mg iker anodos, nem monokromatizalt
sugarforrassal ellatott Phoibos100 MCD-5 tipusa (Specs, Berlin) berendezés
hasznalataval keriilt sor. Mind a savval maratott, mind pedig a kezeletlen mintak
vizsgalata Al K, (E = 1486 eV) anoddal tortént. A mérésekhez 1x1 cm-es mintadarabokat
vagtunk Ki, a mintak feliileteit nitrogén gaz raftjasaval tisztitottuk, a tisztitott mintakat
vagy kozvetleniil az XPS mintatartora (kezeletlen minta) rogzitettiik, vagy 3 oran at

szobahOmeérsékleten salétromsavban aztattuk. A savas kezelés utan a mintakat desztillalt
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vizzel lemostuk, nitrogénnel szaritottuk és a mintatarton vald rogzités utan az XPS
mérések megkezdése eldtt 20 6ran keresztiil vakumban (107 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 Kkalibralasa az altalanosan elfogadott szén (284,5 eV) csticshelyzethez
tortént. A cstcsalakok illesztéséhez Gauss/Lorentz fiiggvényeket hasznaltunk, Shirley-

tipusu hattér levonassal.

3.2.6. Kontakt sz6g mérés

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

(Kriiss GmbH, Hamburg, Németorszag) késziilékkel tortént szobahdmérsékleten (25 °C)
tiszta iiveg, protonalt iiveg, epoxi, csont és titan felszineken. Egy 0,5 mm atmér6ja ti
hasznalataval, automata adagolo fecskend6 rendszerbol 3 pl egységnyi vizesepp kertilt
adagolasra a fent emlitett kiilonb6z6 felszinekre. Az adheziv anyag esetében a 3 ul egység
egy 0.3 mm atmér6ji tiibol keriilt kézi adagolassal ugyanezen felszinekre. A kontakt szog
értéke a cseppformajahoz igazitott Young-Laplace egyenlet alapjan szamolt szogértékbol
hataroztuk meg. Az atlagos kontakt szog érték kezeletlen iiveg felszin és protonalt iiveg

felszin esetében mért 10 csepp atlagabol tortént.

3.2.7. Nyiroszilardsag meghatarozasa

A nyirészilardsag méréshez kiilonboz6 csoportokat alakitottunk ki, a felhasznalt adheziv
anyag tipusa (termoplasztikus, vagy MDP tartalmt) és az iiveg felszinének (Sima,
homokfujt, protonalt) fliggvényében (11. abra). Az els6 csoportban a sima tivegfelszin és
termoplasztikus adheziv (1.csoport= TPA), masodik csoportban homokfajt iiveg
felszinen és MDP tartalmu bond gyantaval (2.csoport= MDP), harmadik csoportban MDP
tartalmu bond gyantaval, protonalt, homokfujt iivegfelszinen (3.csoport= PRO-MDP)
kertilt alkalmazasra (1. tablazat). Minden csoportban 15 darab csont, 15 darab epoxi és

15 darab titan korong keriilt ragasztasra.
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11. 4bra
Kutatasunk soran alkalmazott kiilonb6z6 anyagbol késziilt korongok felhasznalasa

Az els6 csoport esetében a kezeletlen iiveg felszinére (n=45) 120 °C fokon felmelegitett
termoplasztikus adhezivvel keriilt rogzitésre 15 darab csont, 15 darab epoxi és 15 darab
titan korong. A mintak tivegfelszinre valo helyezését kovetéen azokat egybol egy préseld
berendezésbe helyeztiik, biztositva az egyenletes ragasztd anyag eloszlatas a minta és az

tiveg kozott, amig a termoplasztikus adheziv visszahiilve megszilardult.

A masodik csoport esetén a homokfujassal felérdesitett iiveg felszinre (n=45) MDP
tartalmt bonddal el6kezelt gyantaval Keriilt ragasztasra 15 darab csont, 15 darab epoxi és
15 darab titan korong. Elséként az MDP tartalmu bond felvitele és ovatos, levegdvel
torténd szaritasa utan, masodik rétegként mind a minta, mind az iiveg felszinére gyanta
keriilt. Az igy ragasztott mintakat a szorito berendezésbe helyezve, kézi fogaszati
polimerizacios lampa (Bluephase 20i, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein, Ausztria)
hasznalataval 20 masodpercig fotoploimerizaltuk. Ezt kdvetden tovabbi 5 percre egy fény
kalyhaba (Scheu LC-6 Light Oven, Iserlohn, Németorszag) helyezve a mintakat

folytatodott a fotopolimerizacio.
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Csoport Adheziv Uveg felszin
1. Csoport TPA Termoplasztikus Kezeletlen
adheziv
2. Csoport MDP MDP + gyanta Homokfujt
3. Csoport PRO-MDP MDP + gyanta Homokfujt + protonalt
1. tablazat

Nyiroszilardsagi méréshez kialakitott csoportok. TPA: termoplasztikus adheziv, MDP: 10-
metakril-oxidecil-dihidrogén foszfat (10-MDP) tartalmt bond, PRO-MDP: protonalt {iveg
felszin MDP tartalmt bond anyag hasznalataval.

A harmadik csoportban hasznalt elokezelt iiveg felszinekre (homokfujas, 3 6ran at tarto
salétromsavas kezelés, desztillalt vizes mosas, levegd szaritas) keriiltek a csont (n=15),
epoxi (n=15) és titan (n=15) korongok MDP tartalmu bonddal és gyantaval ragasztasra,

a masodik csoport esetében ismertetett eljarasi modon.

A nyirészilardsag egy mechanikus vizsgalatot végzo eszkdz (INSTRON 5544, Norwood,
USA) segitségével és a mintakhoz egyedileg tervezett aparatus segitségével keriiltek

mérésre.

A
Korong Korong: epoxi gyanta/ csont/ titan
— Adheziv: 10-MDP
Homokfujt tiveg Gyanta
Gyanta
10-MDP
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B Adheziv torés 1.tipus

Koheziv torés 1.tipus K
\[\ orong Adheziv torés 2.tipus

]

Koheziv torés 2.tipus
Homokfujt iiveg

12. abra
(A) Sematikus abra az alkalmazott adheziv rétegek bemutatasara (B) A kiilonb6z6 torési
tipusok bemutatasa

3.2.8. Torési moédok vizsgalata

A mintakat alkoto anyagok kozotti torési feliiletek (12. abra) fénymikroszkopos
(Olympos SZ61) vizsgalata 45X nagyitas mellett tortént a nyirdszilardsag mérését

kovetden. Csoportositasuk az alabbiak szerint tortént:

- Adheziv torés 1: az iiveg és az adheziv anyag kozotti elvalas

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

- Koherens torés 1: adheziv anyagban, anyagbol torténd levalas

- Koherens torés 2: tivegbdl torténd levalas
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4. Eredmények

4.1.1. Szilika aerogél anyagtani jellemzdi és porozitasa

A szilika aerogél matrix porozitasat nitrogén adszorpcios-deszorpcios poroziméterrel
hataroztuk meg (13.4bra A). Az eredményként kapott izoterma IV. tipusa jellemzbéen egy
mezoporozus szilika anyag jellemzdje. A mintakon méretiik szerint mind makropdrusok,
mind mezoporusok jelenléte megfigyelhetd volt. A porusok méretének eloszlasat mutatd
gorbe (13.4bra B) Barrett-Joyner-Halenda (BJH) modszerrel keriilt meghatarozasra. Az
gorbe legfobb vonasa, hogy a pdérusméretek eloszldsa unimodalis, és a legtobbszor

eléforduld porus méret 25nm. A vizsgalt Brunauer-Emmett-Teller felszin nagysaga 160.4

m2/g volt, amely magasnak szdmit mas csontpotld anyagokhoz képest.
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13. 4bra

Porus dtmérd (nm)

100

(A) Az aerogél adszorpcids (Ads) és deszorpcios (Des) izotermai. Ezek formaja jelzi a makro-

¢és mezoporusok jelenlétét (B) Porus eloszlasok gorbéje . AV (o) a mintaban 1év6,
folyékony nitrogén (vagy mas folyadék) szamara hozzaférhetd porusok osszes térfogatat
adja meg cm3-ben, 1 g anyagra vonatkoztatva. A dV(log d) (¢) a V kumulativ térfogati
gorbe porusatmérd szerinti elsé derivaltjat mutatja, a szemléletesebb abrazolas kedvéért
az atmérot logaritmikus skalan feltiintetve.

A 200 nm-nél nagyobb poérusok kimutatisira a nitrogén adszorpcids-deszorpcids

porozimetria nem alkalmas, igy mikroszkop és pasztazod elektron mikroszkop (PEM)
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hasznalataval egészitettiik ki a méréseket, ezzel feltérképezve a B-TCP szemcséket és

mikrométeres nagysagu porusokat (14.,15. abra).

14. 4bra 15. bra

14. 4bra

Fénymikroszkoppal késziilt felvételek szinterezett B-TCP-aerogélrél (a) monolitikus
minta 500 mikron atmér6jii csatornakkal (b) transzparens szilika aerogél matrix,
opalescensz trikalcium foszfat szemcsékkel. Léptékskala Imm (c) kor alaktt minta 200
mikronos furatokkal (d) farasi folyamat

15. 4bra

Pasztazo elektron mikroszkoppal késziilt felvételek 700x és 15X nagyitason egy frissen
eltort B-TCP-AE felszinérél (a) az egyenetlen felszin nagy porozitasra utal, TCP régiokkal
kiegészitve. A porusok mérete koriilbeliil 20 mikron nagysagig terjednek. A simabb felszin
a szilika aerogél matrix (sziirke), 25 nm atmér6ji porusokkal (b) Nagyitas a szilika aerogél
matrixba agyazott -TCP kristalyokrdl (sarga)

A mintdk denzitasat a szuperkritikus szaritas, illetve minden melegitési fazist kovetden

mértiik le. A kapott értekek a 16. dbran lathatoak. Szobahdmérsékleten a denzitas értéke
3
0.15 £ 0.01 g/cm , amely érték nem valtozott 500°C -ra torténd melegités sordn sem.
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Ennek magyarazata, hogy a celluloz kiégetésének kovetkeztében fellépd sulyvesztesség
az anyag zsugorodasaval kompenzalddik, igy eredményezve egy latszolagosan azonos
denzitas értéket. A mintak sulyvesztésének mértéke kevésbé kifejezett 500°C-900°C
kozott, ami az adszorbealodott viz és a strukturaban 1évo viz elvesztésével hozhatod
Osszefiiggésbe. Ez utobbi eredményezi a szomszédos szilanol csoportok kozott fellépd
novekvo kondenzaciot. A denztitds értékek jelentds novekedést mutatnak 900°C-1000°C
kozott, az endotermikus viz elvesztésének, valamint a szilika matrix viszkozus

folyékonysaganak kovetkeztében, amely felszini kiterjedtségében szintén csokkenést

mutat. A denzitas végso értéke igy 0.52 £ 0.02 g/cms.

0.6

Siiriiség (g/cm?)

Hoémeérséklet (°C)

16. abra

Hémérséklet valtorzasra bekovetkezd siirtiség valtozas. A kezdeti striiség 0.15 g/ cm?®
megemelkedett 0.52 g/ cm® —ra a végsdé melegitést kovetden, ezzel novelve az anyag fizikai
erdsségeét, ellenallo képességét

Fénymikroszkopos felvételek alapjan a megmunkalt monolit és azok chipjei (14. ébra c)
5x-0s és 50x-es nagyitas mellett a B-TCP granularis megjelenését teszik lathatova a

transzparens szilika aerogél matrixban.

PEM vizsgalatok lathatova tették a porogén celluldz kiégetését kovetden a B-TCP-AE
szivacs- vagy korall-szerti régioit (15. abra a), ahol a poérusok mérete 1-20 um. Ezen porus
méret az, ami megfeleld atjarhatosagok biztosit mind a B-TCP, mind a kiilonb6zd

oldatban 1év6 ionok szamara (15. dbra b).
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4.1.2. SAOS-2 sejtek életképessége

Az aerogél citotoxicitasanak vizsgalata SAOS-2 sejteket alkalmazva, alamarBlue
Reagent méréssel tortént. A tenyésztd médiumban (culture medium, CM) kontroll
csoportként hasznalt SAOS-2 sejtek ¢és az aerogélt tartalmazo csoport kozott egy hét utan
nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség az alamarBlue értékek szerint. Azonban a f3-
TCP-aerogélt tartalmazo csoport esetében enyhe, de szignifikdns csokkenés mutatkozott
a proliferacioban, mind a kontroll, mind az aerogélt tartalmazé csoportokhoz képest (17.

abra A, B).

A
Sejtek
Aerogél
s - [B-TCP-Aerogél
. - . ) 08 04 owo s o8 o, s,
m AE AE-BTCP
B SAO0S-2 sejtek prolifericiéja c SAOS5-2 sejtek alkalikus foszfatiz
600000+ 2.0+ aktivacioja
# 1.51 « X
400000+ - -

-
o
L

2000004

Fluoreszcencia (a.u.)
o
o

Abszorbencia (a.u.)

o
=4
o

cMm AE AE-BTCP AE AE-BTCP

17. dbra

SAOS-2 sejtek tenyészté médiumban (CM), vagy aerogéllel (AE) vagy B-TCP-aerogél
szemcsékkel dusitott tenyészté médiumban (B-TCP-AE) (A) alamarBlue vizsgalat a
SAOS-2 sejtek proliferaciojarol a hetedik nap utan (B) SAOS-2 sejtek hetedik nap utan
mért alkalikus foszfataz aktivitasa (C) szignifikans kiilonbség a CM-hez képest (p < 0.05);
* — szignifikans kiilonbség AE és B-TCP-AE kozott (p < 0.05)

4.1.3. Alkalikus foszfatdz aktivitas

Mivel sem az AE, sem a B-TCP-AE nem toxikus a sejtekre nézve, igy ezen anyagok
SAOS-2 sejtekre gyakorolt oszteoblaszt differencialodas indukcios képességét

vizsgaltuk alkalikus foszfataz aktivitas (ALP) teszt segitségével. Ezen teszt eredményei
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alapjan mind az AE- és mind a B-TCP-AE-ben hasznalt SAOS-2 sejtek esetében enyhe
¢és szignifikans novekedés volt mérhet6. Mivel az alkalikus foszfatdz aktivitdsanak

novekedése az oszteoblaszt differenciacié markere, igy ez az eredmény alatamasztja a

4.1.4. Génexpresszid

Szamos gén, koztiik az oszteoblaszt differencialodasért felelés BMP-2, Runx2, BMP-7,
OSX kifejezdését vizsgaltuk. Ezen génekre nézve egy hét utan nem volt szignifikans

kiilonbség a kontroll csoport és az aerogélt tartalmazo csoport értékei kozott (18. abra).
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18. abra

SAOS-2 sejtek génexpresszids vizsgalata a hetedik nap utan. A grafikonok relativ
expressziot mutatnak. Minden gén referencia értéke a GAPDH. A B-TCP-AE tartalmu
médium esetén a BPM-2 (A) és BMP-7 (B) gének kismértékli, nem szignifikans
novekedést mutatnak a kontroll- (CM), vagy az aerogél tartalmt (AE) csoporthoz képest.
Hasonléan a Runx2 gén is emelkedést mutat, kismértéki, nem szignifikans mértékben
AE minta esetén, és szignifikans mértékben B-TCP-AE minta esetén a CM-hez képest
(C). OSX gén kifejezddésében nincs szignifikans kiilonbség B-TCP-AE és AE kozott a
kontrollhoz (CM) viszonyitva. —* szignifikans kiilonbség CM-hez viszonyitva (p < 0.05)

BMP-7 és BMP-2 gének kifejezddése esetében az el6z6nél nagyobb, de nem szignifikans

kiilonbség mutatkozott a B-TCP-AE csoport esetében a kontroll vagy aerogélt tartalmazo
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csoportokhoz képest (18. dbra A B). Runx2 kifejezddés esetén szignifikans kiilonbség
volt lathato a B-TCP-AE csoport esetében de csak a kontroll csoporthoz képest (18. dbra
C). OSX génkifejezddés semmilyen valtozast nem mutatottt a vizsgalt 7 nap folyaman
(18. abra D). Az oszteoblaszt differenciacid soran az egyik legfontosabb faktor a Runx2,
amely direkt vagy indirekt uton hatva hangolja 6ssze az oszteoblaszt differencialodashoz
sziikséges egyéb gének kifejezodését. A masik szintén kulcsszerepet jatszo gén az
oszterix (OSX), melynek kifejezédésének mértéke szintén a Runx2 gén befolyasa alatt
all. A BMP szintje nem szignifikans mértékben, de emelkedést mutatott a hetedik napon.
Ezek tiikrében feltételezhetjiik, hogy az OSX és BMP gének kifejezddésének szignifikans
emelkedése ezen hattérfolyamatok erdményeként kovetkezett be méréseink soran, habar

a Runx2 gén expressziojanak emelkedése mellett egyértelmiien kimutathaté a SAOS-2

.....

.....

oszteoblasztokka.

4.1.5. In vivo kisérletek hisztopatologiai eredményei

A digitalisan beszkennelt metszetek képanalizise alapjan megallapithat6, hogy a
kezeletlen kontroll allatcsoportbdl szarmazoé tiresen hagyott csontdefektusok 1 honappal
a miitét utan gyulladasos fibrozus sarjszovettel voltak kitdltve szamos granulocitaval és
makrofagokban dis mononuklearis sejttel. Ebben az allomanyban, tehat a defektus
csontos szélétdl fiiggetleniil a 1€zio belsejében, meszesedés vagy kezdddd csontosodas
nem volt lathatd az 1 honapos defektusokban. A sarjszovettel kitoltott cilindrikus
csonthiany csontszéleinek megfeleléen a belsé felszinen azonban kezd6do6 irregularis
meszesedés és incipiens csontképzédés megfigyelhetd volt (19. abra, bal felsé kép).
Harom honapos korban az tiresen hagyott kontroll csontdefektus mintakban a csontszélek
feldl tovabb folytatodott a csontosodas a 1ézio belseje felé nyuld reparativ osszifikacid
formajaban, melynek frontvonaldban a megszaporodd oszteoblasztok jelezték a
novekedés iranyat. A 3 honapos mintak defektusainak belsejében (a lateralis

csontosodastdl fiiggetleniil) a gyulladdsos fibrézus szovetben csupan kevés meszesedés
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és Kkis szigetekben detektalhato kezd6dé csontosodas volt lathato, melynek mennyisége
azonban nem volt szignifikans (19. abra, jobb fels6 kép).

Ezzel ellentétben a nativ aerogélt és PB-TCP-AE kompozitot tartalmaz6é 1 honapos
csontdefektusokban az anyagok altal indukalt intenziv, részben idegentest-tipusa
gyulladasos reakci6 Vvolt lathatd, helyenként dasan vaszkularizalt granulacios
szovetképzodéssel és extenziv fibrozissal. Ebben az allomanyban korai multifokalis
meszesedés és kezd6dé csontosodas alakult ki a csontp6tld anyagok koriil a 1ézid
belsejében, mar a mitét utani elsé 1 honapban (19. abra, bal oldali képek), ami nem
mutatott Osszefliggést a széli reparativ csontosodassal. Ez a csontp6tlo anyagok
osszeoinduktiv  hatdsara utal. Lépcsézetes metszésekkel végzett metszetek
szemikvantitativ értékelése alapjan az alabbiak allapithatok meg: a kalcifikacios folyamat
jelentésen intenzivebbnek és Kiterjedtebbnek bizonyult a B-TCP-AE kompozit anyagot
tartalmazé csontdefektusokban (19. abra, A-B kép, kék nyilak), mint az AE-t
hordozokban, vagy akar a 3 honapos kontroll (iiresen hagyott) csontdefektusokban, mar
a mutét utan 1 honappal.

A defektusban 1évé gyulladasos sejtek és mezenhimalis elemek Ki-67 pozitivitast
mutattak (19. abra, C), ami a cellularis komponensek aktivaltalt allapotat tiikkrozi. A 3
honapos mintakban, bar kisebb mértékben az AE-vel kezeltekben is, a B-TCP-AE
kompozit csontpotld anyagot tartalmazd csontdefektusokban intenziv, Kiterjedt
multifokalis intra-1ézionalis csont tijdonképzédést detektaltunk oszteoblaszt szaporulattal
(19. abra, D-E, z6ld nyilak). Ki-67 immunhisztokémiaval meg is erésitettiik, hogy ezek
az oszteoblasztok aktiv sejtciklusban vannak, azaz csontképz6 proliferativ fazisban (19.
abra, F kép, zold nyilak). Miutan a csontpotlo anyagokkal kezelt csontdefektusokban a
lateralis csontszélekbdl szarmazé és a 1ézio belsé terébe bendvo reparativ osszifikacid
lényegesen intenzivebbnek bizonyult a kontrollhoz képest, kiilonésen a B-TCP-AE
kompozit jelenléte esetén.

Osszességében, 3 honappal a miitét utan megallapithato, hogy az arteficialis csonthidny
nagyobbrészt de novo képzodott 1) csontallomannyal, kisebbrészt mérsékelten
kronikusan lobos fibrozus heges szovettel remodellalodott a csontpotlo anyag
defektusban valo integralo ,,allvanyképz6” (scafolding) és a B-TCP oszteoinduktiv hatasa
nyoman. Fontos megjegyezni, hogy a teljes csontos reparacié még nem kovetkezett be a
vizsgalt 3 honap alatt, és a defektust kitoltd szolidifikalt szovetben a csontpotlasra

hasznalt szilika aerogél kristalyos szemcsék formajaban még kimutathatok (amik a 6.
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honapban is detektalhatok — lasd Megbeszélés fejezetet is). A fenti eredmények
lényegében 0sszhangba hozhatok masok altal publikalt adatokkal (172,150).

kontroll

19.4bra

B-trikalcium foszfat aerogél (B-TCP-AE) in vivo hatasa, hisztopatologiai kovetéssel,
patkany koponyacsont 8 mm-es defektusanak reparativ osszifikacidjara 1 honappal (bal
oldali panel) és 3 honappal B-TCP-AE csontpétloval vald szubsztiticiot kovetden (jobb
oldali képsor). Reprezentativ szovetmintak formalin-fixalt és paraffinba agyazott
dekalcinalt metszetekbdl szarmaznak. Referenciaként a felsé szovettani képsor kontroll,
kezeletlen (iiresen hagyott) csontdefektusbol szarmazik, melyben lathato, hogy 1 honap
utan a csontszélen kalcifikacio (fekete nyilak) kezd6doé reparativ lateralis osszifikacioval,
valamint gyulladasos sarjszovetképzédéssel (a képen nem lathatd); harom hoénappal
késébb a lateralis csontosodas mellett (jobb oldalt, feliil) csupan gyér mennyiségii apro
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ujdonképzett csontsziget lathatdo (kék nyil). Masodik képsor AE-lel feltoltott
csontdefektus mintakbol vald szovettani képek lathatok: 1 honapos mintaban
sarjszovetben gazdag aerogél tocsak (kék csillag), 3 honaposban a kontrollhoz képes
nagyobb ujdonképzett csontsziget lathatd (kék nyil). A fentiekkel ellentétben a B-TCP-
acrogéllel kezelt csontdefektus mintak mar 1 honap utan (A-B) intenziv multifokalis
kalcifikaciot és korai csontosodast mutatnak (kék nyilak), kiilonosan a helyenként
granulomatézus fibrotizalé gyulladasos sarjszovetben 1évé idegen anyag jelenlétével
Osszefiiggésben (kék csillagok); 3 honap elteltével (D-E) mar nagy wjdonképzett
csontszigetek lathatok oszteoblaszt szaporulattal 6vezve (E kép, zold nyilak), gyulladasos
fibrézus kotészovetes allomanyban. Ki-67 immunhisztokémiaval (F) lathato, hogy a
csontsziget mentén az oszteoblasztok aktiv sejtciklusban vannak (z6ld nyilak, piispoklila
nuklearis pozitivitas), ugyanakkor az 1 honapos mintaban (C) az aktivalt gyulladasos
sejtek mutatnak Ki-67 pozitivitast. A felsé négy képsor HE festett, az also pedig Ki-67

markerrel végzett immunhisztokémiai reakcionak felel meg. Eredeti nagyitasok: felsé
harom képsor: 100x; B, C, F: 200x; E: 400x.

4.2.1. Az iivegfelszin optimialis savazasi ideje

Az tivegfelszin tisztitasanak vagy aktivalasanak hétkoznapi gyakorlatban elterjedt
modszere az tivegfelszin protonalasa. Az optimalis savazasi 1d0 meghatarozasa a savazott
tivegfelszin és epoxigyanta kozott meghatarozott nyirdszilardsagi méréseken alapszik,
melyek MDP tartalmi bonddal és fotopolimerizacios gyantaval lettek egymashoz

rogzitve.

A csontot vagy titant tartalmazo csoportokhoz képest az epoxigyantanak volt a legkisebb
affinitasa/nyirdszilardsagi értéke az iivegfelszinhez, igy a protondlds Onmagaban
gyakorolt hatasa az iivegfelszinre, az adheziv és tivegfelszin kozotti tovabbi vizsgalatokat

tett indokolta. A nyirdszilardsagi mérések eredményei a 20. dbran lathatok.

A méresek alapjan kidertilt, hogy harom o6ra az az idétartam, ami a leginkabb optimalis
savazasi id6 szempontjabol. A nyirdszilardsagi mérések azon epoxi mintak csoportjanal
mutattak a legmagasabb értékeket, amikor azok a harom o6ras (3.45 + 0.34 MPA) savazasi

idésavban voltak.
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Savazasi ido6 salétromsavval (6ra)

20. abra
Kiilonbozd salétromsavas savazési iddsavokat kovetd szakitd szilardsdg mérés értékei
epoxi minta esetén p = 0.05

A harom oras savazasi idésavban kezelt csoport esetén megfigyelhetd6 MPa novekedés
szignifikansan eltér a két oras (2.760 + 0.43 MPa) (p = 0.0068) és négy oras (2.856+ 0.33
MPa) (p = 0.0068) csoportokétol. Ezen kiviil az 6t oras csoport esetében jol lathatd a
nyirészilardsagi értékek szignifikans csokkenése a négy oras csoporthoz képest. A
késobbiekben alkalmazott zéta potencial, rontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS),
kontakszog mérés és nyirdszilardsagi értékek meghatarozasa ezért ezen optimalis

savazasi idOvel elokezelt tivegfelszinekkel torténtek.

4.2.2. Z¢ta potencial mérés eredményei

A protonalas okozta tivegfelszin toltottségének meghatarozasara a zéta potencial mérés
alkalmazhat6, Smoluchowsky kozelitéssel. A mért pH- és szamolt zéta potencial értékek

a 2. tablazatban lathatoak.
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Csoport Zéta potencial Mozgékonysag

pH mV pmem/Vs
Alap elektrolit 6.73 -9.72+1.13 -0.76+0.09
Nem protonalt iiveg szuszpenzid 10.14 -57.22+0.45 -4.49+0.03
Protonélt tiveg szuszpenzid 1.82 4.42+0.67 0.35+0.05

2. tablazat

Zéta potencial és pH értékek az alap elektrolit (ultra-tiszta viz és 0.001 M NaCl), kezeletlen
¢s protonalt {iveg szuszpenziok esetén (n = 5)

A zéta potencial mérést leginkdbb befolyasold faktorok a pH ¢és az ionos erdsség.
Esetiinkben ez utobbi konstans volt. Az 6rolt szilika por (d = 1183 + 230 nm) pH értéke
10.14 volt a ,,background” elektrolitban. A lagos pH hatterében az tiveg részecskék kiilsd
rétegében talalhatd protonok/hidronium ionok és az iivegben 1évd natrium és kéalcium
ionok cseréjé all (173,174). -57.22 mV zéta potencial érték mellett, lagos kdzegben az
tiveg felszin erdteljes negativ toltottséggel rendelkezik. A protonalt liveg részecskék
szuszpenzidjanak pH értéke 1.82 volt. A protonalt 6rolt liveg részecskék zéta potencial
érteke +4.42 mV csokkenést mutatott a nem protonalt iiveg szuszpenzidhoz képest. A
salétromsavas maratas kovetkeztében az iiveg felszinnek pozitiv toltottsége lesz, amely

befolyasolhatja a szilika adszorbcidjat az MDP-hez.

4.2.3 XPS

A kélcium és natrium koncentracidja csokkenést mutat (21. abra, 3. tablazat), mig a Na
Is és Si 2p csucsa egy magasabb kotésii energia palyara (binding energy= BE) tolddik.
Ezt nagyrészt az iiveg egyfajta korrozidja altal okozott pH érték savasoddsa okozza,
amikoris a ligos ionok kioldodnak az tiveg felszinérdl és helyiikre olyan kationok, mint

a H* vagy H;O+ ionok keriilnek.
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21. abra
Kezeletlen (piros) és savval maratott (kék) iivegmintak Rontgen-fotoelektron spektrumai:
O 1s (A), Na 1s (B), Ca 2p (C) és Si 2p (D)

A nagy szamban jelenlévé H* vagy H3O* ionoknak kdszonhetden 1étrejott erdteljesen
savas kozegek segitik felgyorsitani ezt az ioncserét, mely egy kedvezdbb energetikai
allapotot eredményez. A kotott oxigén szamanak megfelelden az energia palyéak altalaban

novekednek, igy a BE eltolodds mutatja a kioldodott lugos ionok kicserélédését
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valamilyen oxigén tartalmi elemre, mint jelen esetinkben a H3O+ ionra.

Si 0/0 O 0/0 Ca D/o Na_%
Kezeletlen tiveg 4027 57.01 248 0.25
Savazott tiveg

4228 56.51 121 0.09

3.tablazat
Rontgen fotoelektron spektroszkopiaval (XPS) meghatarozott felszini elemek iiveg esetén

4.2.4. Kontakt szog

Az adhézidban az anyag nedvesitd képességének fontos szerepe van. Egy folyékony
halmazallapoti anyag ezen nedvesitd képességét egy szilard felszinen a kontakt szog

mérés irja le. A kapott kontakt szog értékeket a 4. tablazat foglalja 6ssze.

Kezeletleniiveg Protonaltiiveg Epoxi gyanta Csont Titan

Viz 25.220°+0.74 5.122+0.36 * 81.60°+0.68 95.512+0.87 91.04 2+0.56

MDP-tart. bond 13.38°+0.43 7.21%.41* 14.73°+0.94 16.40°+0.99% 14.88°+0.85

4. tdblazat
A viz és MDP tartalmt bond kontakszog értékei kezeletlen és protonalt iiveg felszineken,
epoxi gyanta, csont és titin mintak soran (n=10)

A viz kontakt szog értéke 25.20° volt a nem protonalt iiveg felszinén, mely a
mikroszkdpos targylemez hidrofil tulajdonsagat mutatja (22. dbra A). Ezzel szemben a
protonalt felszinen mért érték ( CA = 5.12°) szignifikansan alacsonyabb ( % 4. tablazat,
p <0.05,22. dbra C). Ezt a szignifikdnsan csdkkend kontakt szog értéket az MDP tartalmt
bond esetében is megfigyelhetjiik, mind a kezeletlen, mind a protonalt {iveg felszin esetén

(k4. tablazat, 22. dbra B,D) (p < 0.05).
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22. dbra
Felvételek a viz kontakszogér6l (A, C) és MDP tartalmti bondrél (B, D), kezeletlen
tivegfelszin esetén (A, B), és protonalt iivegfelszinen (C, D)

A viz kontakt szog értéke epoxi gyanta, csont €s titan felszinek soran 81.60°, 95.51°,
91.04° volt, mely jol szemlélteti ezen anyagok kozti kiilonbséget a viz eltérd nedvesitd
képességének (p < 0.05) figgvényében (23. abra A-C). Az adhézidt az liveg hidrofil és
az epoxi gyanta, csont ¢€s titan anyagok hidrofob tulajdonsaganak egymashoz viszonyitott
kapcsolata hatarozza meg. Igy a megfelel adhézio érdekében kulcsfontossagu a hidrofil
¢és hidrofob felszinek rogzitéséhez alkalmazott adhézids anyag nedvesitd képessége. Az
MDP tartalmu bond kontaktszog érteke 14.73°, 16.40°, és 14.88°, az epoxi, csont és titan
anyagok esetében (23. abra D-F). Ebbdl adoddan megallapithato, hogy az MDP tartalmu
bond a keményszovet csiszolaskor hasznélatos kiilonbozd anyagok mindegyikét egyarant
kivaldoan képes nedvesiteni/hidrofilizalni. Az MDP tartalmi bond nedvesitd
képességének vizsgalatakor szignifikans kiilonbség volt mérhetd a epoxi gyanta és csont
(% 4. tablazat, p < 0.05) mintak kozott, mig az epoxi gyanta és titan mintak kozott ez a
kiilonbség nem volt szignifikdns. Az MDP tartalmii bond nedvesitd képességének
vizsgalatakor, Szemben az epoxi gyanta és titan mintak esetén, az epoxi gyanta €s csont
(p < 0.05) mintak kozott szignifikans kiilonbség mutatkozik. A kapott kontakt szog
értekek eredményeként megallapithatd, hogy az MDP mind az iiveg, mind az epoxi
gyanta, csont és titan felszineket hasonloképpen képes jol nedvesiteni, ezaltal segitve a
rétegek kozotti megfeleloen erds adhézio kialakitasat, hozzajarulva a vékony csiszolat

metszetek készitésének sikerességéhez.

Szamos kutatasi eredmény taldlhatdo olyan adhéziot meghatdrozo, befolyasolo

tényezokrol, mint a felszin szabad energidja, kontakt szoge, érdessége vagy nedvesitd
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képessége. Az érdesebb felszin bar nagyobb feliiletet biztosit a ragasztashoz, de kozben
az érdesség kovetkeztében kialakult irreguléris rajzolatba gyakran beszorulhat a levego,
ezzel csokkentve az anyag nedvesité képességét (175). Ezért bizonyos kutatdsok nem
talaltak O0sszefiiggést a felszin érdessége és nedvesitd képessége kozott. Az elobb emlitett
faktorok kizarasa miatt kutatdsaink sordn a kontakt szog mérések sima iiveg felszinen

torténtek.
A B C
D E F

23. dbra
Felvételek a viz kontakszogérdl (A, C) és MDP tartalmu bondrél (D-F), epoxi gyanta (A,
D), csont (B, E), és titan felszineken (C, F)

4.2.5. Nyiroszilardsag mérés eredményei

A nyiroszilardsag mérés eredményei a 24. abran lathatéak. Epoxi gyanta esetén a
nyirdszilardsag 2.217 + 0.656 MPa az els6 csoport, 2.361 + 0.235 MPa a masodik csoport,
2505 £ 0.247 MPa a harmadik csoport felhasznaldsdban. A kiilonbség nem volt
szignifikans a csoportok k6zott (p < 0.05). Csont mintak esetén a masodik (4.228 + 0.522
MPa) és harmadik csoport (4.899 + 0.740 MPa) esetén magasabb értékek voltak
mérhetdek a termoplasztikus adhezivvel ragasztott mintakhoz képest (1. Csoport: 3.406
+ 0.565 MPa). A p-értek 0.0003 és 0.008. Titan mintak esetén szignifikans novekedés
lathaté a csoportok kozott (1. Csoport: 4.051 = 0.239 MPa, 2. Csoport: 5.541 + 0.709
MPa, 3. Csoport: 7.204 £ 0.781 MPa). Az MDP bondot tartalmazo titdn és csont mintak
esetében alkalmazott livegfelszin protonéldsa szignifikansan novelte a nyiroszilardsag

értékeit a nem protonalt livegfelszint alkalmazott csoportokhoz képest.
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24. 4dbra

Nyiroszilardsag értékek és SD értékiik epoxi, csont és titan mintak esetén: termoplasztikus
ragaszto anyag (1. csoport), MDP tartalmu bond és gyanta (2. csoport), protonalt
tivegfelszin, MDP tartalmu bond és gyanta (3. csoport) hasznalatakor (n = 15)-p < 0.05

4.2.6. Torési modok vizsgalata

A torési modok vizsgalat értékeinek eredményei a 25. abran lathatéak. Az adheziv torés
epoxi gyanta minta esetén 92%, 75% és 83%, csont minta esetén 81%, 60% és 54%, titan
minta esetén 83%, 55% és 61% volt az elsd, masodik és harmadik csoport méréseként.
Els6 csoportban alkalmazott termoplasztikus adheziv esetén két fajta torés volt jellemzao.
Az esetek nagy részében a torés a termoplasztikus adheziv és az iiveg felszine kozott
tortént. Csak ritkabb esetben volt megfigyelhetd a termoplasztikus anyagban magaban

torténd torés, vagyis az elsd tipusu koheziv torés (12. abra).

A masodik és harmadik csoportban alkalmazott epoxi gyanta mintdk esetén kiilondsen
magas volt az 1. tipusu adheziv torés, az epoxi gyanta nem-reaktiv molekularis mintazata
jellege miatt. Egyes tipusi koheziv torés nagyobb mértékben fordult elé az kettes
csoportban az egyes csoporthoz képest, ami az MDP tartalmu bond magasabb kotodési
képességét mutatja az liveg felszinhez, illetve a mintdkhoz (epoxi gyanta, csont, titdn) a

termoplasztikus adhezivhez képest. A kettes tipusu adheziv torés epoxi gyanta minta
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esetén a 2. csoportban egyaltalan nem volt megfigyelhet6 a 3.csoporttal (11%) szemben.
Az epoxi gyanta mintdknal az MDP tartalmu bond alkalmazasakor jobb adhézid volt
megfigyelhetd a termoplasztikus adhezivhez viszonyitva. Rdadasul ez az adhézi6 az liveg

protonaltsagéaval tovabb nott.

Epoxil. csoport
Epoxi2 csoport
Epoxi3. csoport
Csont 1. csoport
Csont 2. csoport
Csont 3. csoport
Titin 1. csoport
Titin 2. csoport

Titin 3. csoport

@@ @2 a|®

Q" S Q'

Torésimodok (%)

B adheziv torés 1 adheziv torés 2 koheziv torés 1 [ koheziv torés 2

25. 4bra
Torési modok (%) a vizsgalt mintakon nyiroszilardsagi méréseket kovetéen

Csont mintdknal az 1.tipusu adhézios torés az 1.csoportnal 81%, mig 2.csoportnal 55%.
az 1.tipusu koheziv torés 19%-rdl 27%-ra emelkedett az 1.csoporthoz képest a 2.csoport
esetében, mig a 2.tipust koheziv torés szintén emelkedést mutatott a 2. (13%) és 3. (30%)
csoport kozott. A 3.csoport csont mintai esetén az adheziv €s koheziv torések
Osszességében nézve 50-55%-0s ardnyban voltak jelen. A koheziv tipust torések
szamanak mértéke szintén jol tiikrozi azt a korabbi feltevést, mely szerint az MDP
molekuldk segitik a csont ¢és iliveg felszin kozotti jobb rogzitést a TPA-hoz képest. Az
MDP tartalmt bond alkalmazasaval késziilt mintaknal a koheziv torés jelentds mértékben

megndvekedett, mikor protonalt iiveg felszinhez volt a minta rogzitve.
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1.tipust adheziv torés 83%-, 50%- és 50%-0s mértékben volt mérhetd az 1., 2., és 3.
csoportoknal hasznalt titin mintak alkalmaval. A koheziv torés az 1.csoportnal 17%-r6l
33%-ra emelkedett a 2.csoporthoz képest. Az adheziv torés masodik tipusa szintén
emelkedést mutatot 5%-101 12%-ra a 2. és 3.csoport kozott. Ezek alapjan megallapithato,
hogy titdn mintadk esetében erdsebb kotddés alakult ki, ha azoknal MDP tartlamu bond
volt alkalmazva, nem pedig termoplasztikus adheziv. A protonalt iiveg felszin esetén a
2.tipusu adhézios torés nagyobb szamban volt jelen, de az 1.tipust adhézids torésben nem
volt jelentds kiilonbség a protonalt és nem protonalt liveg felszinek kozott. Az liveg

protonaltsaga csokkentette az 1.tipust koheziv torést.
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5. Megbeszélés

A tobbi kotoszovet felépitésének megfeleldoen a csont extracellularis matrixbol és
sejtekbdl all. A csont olyan kompakt kotészovet, amelyben az extracellularis matrix

mineralizalddott.

A csontok, a porcok, ¢s iziiletek alkotjak a szkeletalis vazat, amely két f6 funkciot 1at el.
Strukturabol adodo statikai funkcidja révén tamogatja és védi a szervezetet és a belsd
szerveket-szoveteket, valamint tapadasi feliiletet biztosit az izmok szamara. Emellett a
csont a szervezet fontos kalcium és foszfat raktara. A vér megfelel6 kalcium szintjét a
csontbol mobilizdlhatd vagy raktdrozhat6 kalcium 4altal van biztositta a PTH
(parathyreoid hormon) és a kalcitonin szabalyozasa altal. Ezen ktviil a csontvel6ben zajlo

vérképzés folyamatanak is 1étfontossagu szintere.

Osszetételét tekintve a matrix asvanyi anyag tartalma kiilonbozteti meg a csontszdvetet a
tobbi kotdszovettol. Nagyrészt szervetlen asvanyi anyagbol, kalcium foszfatbol all,
hidroxiapaptit kristalyok formajaban. Szerves alkotoelemei a kollagén, valamint gliikoz-
amino-glikanok  (hialuronsav, kondritin-szulfat, keratan-szulfat), glikoproteinek
(oszteokalcin, oszteonektin, oszteopontin) és szialoproteinek, mely utobbi kett6 felelds a
kalcium megkotésért az alapallomany mineralizacidja soran. Pusztan a kompakt
csontszovetben négy kiillonboz6  sejttipus  talalhato:  progenitor  csontsejtek,
oszteoblasztok, oszteocitak (csontsejtek), oszteoklasztok. A trabekularis csontban 1évé
csontveldben a hemopoetikus sejtek mellett szamos tovabbi sejtféleség is van: adipocitak,
fibroblasztok/fibrocitak, vaszkularis elemek sejtjei, valamint mezenhimalis &ssejtek,
melyek direkt vagy indirekt modon a csont homeosztazis fentartasaban, ill annak

reparaciojaban részt vesznek (176-180).

Szerkezetét tekintve a kortikalis csont, amely a csontvaz kozel 80%-at teszi ki tomor és
kompakt (a csont kiilsé részét képezi), mig a trabekularis csont egy kevésbé kompakt,
rugalmasabb, gyorsabban atépiilé csontszovet. A csont matrix nagyrészt I-es tipusu
kollagénbdl, nem kollagén eredetii fehérjekbdl all és a teljes csontszdvet szerves részének
koriilbeliil 90%-at teszi ki. A hidroxiapatit kristadlyok is ezen matrix részei. Ezek
stabilizalasa, a csontképzddésben is fontos szerepet jatszd a csont matrixban talalhatd

oszteokalcin jelenti, ami egy K-vitamn fiiggd fehérje és az oszteoblasztok termelik (181).

54



A csont matrix elballitasaért az oszteoblasztok a feleldsek. Az oszteoblasztok olyan
multipotens (el nem kotelezett) mezenhimalis sejtekbdl szarmaznak, melyek tobb sejt
tipussa (oszteoblaszt, adipocita, kondrocita, mioblaszt, fibroblaszt) képesek
differencialodni. Oszteoblasztos differencialodasanak szabalyzasaban egyebek mellett a

Runx2 és oszterix géneknek fontos szerepe van (182).

A csontképzddés harom egymast koveto fazisban zajlik: 0szteoid matrix eldallitasa, érése
¢s mineralizacioja. Idealis esetben ez a harom fazis egyforma aranyban torténik, vagyis a
matrix képzédése ugyanolyan mértékben megy végbe, mint a mineralizacidja. Kezdetben
az oszteoblasztok altal termelt kollagénbdl kialakul az oszteoid matrix, mely a folyamatos
termelddés kozben folyamatosan elkezd mineralizalédni. Kés6bb a kollagén szintézis
mértéke csokkenni kezd, mikdzben a mineralizacid folytatddik egészen addig, amig az
oszteoid matrix teljesen mineralizalodik. Az oszteoblasztok kiilonb6zé novekedési
faktorokat is termelnek és a rajtuk/benniik talalhato receptorok altal autokrin és parakrin
moédon  szabalyozzdk az aktivitdsuk. Olyan receptrorok is talalhatéak az
oszteoblasztokon, amik a parathormon, inzulin, progeszteron, prolaktin, D3-vitamin,
retinoidok, androgének, 6sztrogének csont-homeosztazisban betoltott regulativ szerepét
segitik el6 (180).

A csont lebontas folyamataért az oszteklasztok felelések, mely adott esetben facilitalhatja

a csont tjdonképzddést is.

A ,remodeling” soran a csont altalaban meg6rzi alakjat, funkciojat, nagysagat, de a
cellularis architektiraban ¢és a stroméaban mikroszkoposan is kovethetd finom
elvaltozasok-atrendez6dések lehetnek. Ez a folyamat az oszteoblasztok, oszteoklasztok
¢s egyéb mezenhimalis sejtek koordinalt folyamatain keresztil megy végbe (180,
183,184).

A csontp6tld anyagokra abban az esetben lehet sziikség, amikor a csont nem képes
Kiterjedése, amit okozhat valamilyen sériilés, pl. torés, vagy sebészeti beavatkozas,
daganatos elvaltozas eltavolitasa, ill. oszteoradionekrozis utan. Emellett akar kisebb
kiterjedésti 1€zioknal is akadalyozva lehet a csontgyogyulds, amennyiben valamilyen
helyi- vagy szisztémas eltérés all a hattérben, példaul cukorbetegség, oszteoporozis.

Fogaszati protetikai munka nélkiilozhetetlen feltétele egyes esetekben a megfeleld
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mennyiség, kiterjedésii csont megléte. Ezért a fogaszatban is fontos jelent6sége lehet a
csontp6tld anyagoknak, melyek elsddleges célja a csontgyogyulés folyamatanak segitése,
kiegészitése. Ennek érdekében szamos kutatds folyik jelenleg is. A csontpotld anyagnak
két £6 szempontnak kell megfelelnie, hogy sikeres csontpotlast tudjon késdbb biztositani.
Az elsé a graft szerkezeti tulajdonsdga, mely magaban foglalja a pérusok méretét,
atjarhatosagat, a graft mechanikai tulajdonsagat €s a graft felszivodasi hajlamat (10, 144,
185, 186). A megfeleld porozus struktira teszi lehetové a kiilonb6zo sejtek vandorlasat,
anyagcsere biztositasat, ezzel a vaszkularizacio kialakulasat gyulladasos sejtek
jelenlétében is eldsegitheti (187). A szilardsag a térfogat megfeleld ideig valod
fenntartasahoz sziikséges. Am a graftnak idével teljesen fel kell szivodnia, amennyiben
szeretnénk egy teljesen természetes, eredeti vagy ahhoz hasonld csontszerkezetet
visszaallitani, kiilonben a visszamaradd csontp6tld anyagok akaddlyozhatjdk a

trabekularis csont kialakulasat.

A fentieket figyelembe véve kutatasunk elsddleges célja az volt, hogy egy olyan el6ny6s
kompozit bazist, - a korabban alkalmazott rendszerek mellett- graft-vazat talaljunk

csontp6tloként, mely a fenti fiziko-kémiai tulajdonsagoknak megfelel.

Idealis esetben a csontba helyezett implantdtum és csontpotld anyag scaffoldként
miikodik, és a defektus helyét kitdltd mechanikai funkcidja mellett segiti a szimultan
csontképzddést is. Ezek alapjan, az implantatum vagy csontpotld anyagok sikerességének
egyik  lehetséges  vizsgalati modszere az  osszeointegracid  kiértékelése

fénymikroszkoppal.

Jelen vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a laboratériumi koriilmények kozott altalunk
eloallitott szilika acrogél (AE) és B -TCP-AE kompozit csontpdtlok in vitro nem mutattak
lényeges citotoxicitast. Az alkalikus foszfataz aktivitasi vizsgalatok arra utaltak, hogy az
AE ¢és a B -TCP-AE szignifikdnsan indukalta SAOS-2 differencialatlan oszteoszarkéma
oszteogén maturaciohoz kothetd gének expresszidjanak egy része mérsékelt modon
(csontszdvetben megszokott egyéb sejtes elemek hianya ellenére is) emelkedett. Ezek
megalapoztak, hogy a csontpo6tlo céljabol eldallitott AE és B -TCP-AE anyagokat in vivo
rendszerben is megvizsgaljuk patkany koponyacsont-defektus modellben (calvaria

critical size model). A szovettani eredmények azt mutatjak, hogy a kontroll (kezeletlen,

56



tiresen hagyott) csontdefektusban, hegesedd gyulladasos granulacios szovet kiséretében,
dominaldan a lateralis csontszél mentén alakult ki reparativ csekély csontképzés az elsé
honapban, és csak 3 honap elteltével volt detektalhato kevés kalcifikacio és helyenként
minimalis osszifikacid a csontdefektus tiregén beliil intralézionalisan, a lateralis reparativ
csontijdonképzddéstdl fiiggetlentil (8. abra, kontroll, 3 honap, kék nyil). Ezzel szemben
kisebb mértékben AE-vel, nagyobb mértékben B -TCP-AE-vel végzett csontpotlast
kovetden egy nem specifikus sarjszovetképzddéssel kombinalt intenziv sejtdas idegentest
tipusu Oriassejtes fibrotizalo granulomatosus gyulladas alakult ki az anyagok jelenléte
miatt mar az els6 honapban, mellyel asszocialtan a csontdefektust hatarold csontszélek
mentén prominens reparativ osszifikacié indukalodott, ami az anyagok oszteokonduktiv
hatasara utal. Mindemellett feltiné volt mar az 1 hoénapos mintdk szovettani
metszeteiben, kiilonosen a § -TCP-AE-vel kezeltekben, hogy a csontosodo csontszélektol
fiiggetleniil az iiregben (intralézionalisan) multifokalis kalcifikacié (8. abraA-B, kék
nyilak) és incipiens osszifikacié is kialakult a csontpotld anyagok szolubilizalt
»tocsainak” szomszédsagaban (8. abraA-B, kék csillag). Ez korai osszeoindukciora utal.
Harmadik honapra ezekbdl nagy, helyenként konflualé ujdonképzett csontszigetek
alakultak ki oszteoblasztos szegéllyel (8 abra, z6ld nyilak), mialatt a csontpotlo anyag
mennyisége jelentdsen csokkent. B-TCP-AE-vel kezeltekben harom honap alatt
lényegében a csondefektus teljes mértékben kompakt szovetté valt, és kozel 70%-ban
kemény tjdonképz6dott csontszovetbdl allt. Az tirtér tovabbi részét kronikus lobsejtekkel
atjart fibrozus szovet foglalta el, mely utobbiban helyenként nem metabolizalodott
krisztalloid (szilika) csontpotld maradvanyok is jelen voltak, részben idegentest tipusu
tobbmagvi makrofagok citoplazméjaban. Ez alatdmasztja korabbi kutatdsok eredményeit
¢és azokbol levonhato konkluziot, miszerint azok a hatékony 0sszeoinduktiv csontpotlo
anyagok, amik sejt-medialt gyulladasos reakcio kivaltasa révén aktivaljak a T-sejteket és
makrofagokat, valamint a csontszovet mezenhimalis elemeit (pl. Ossejteket), és a
citokinek, novekedési faktorok révén képesek beinditani egy oszteoblasztos
sejtdifferenciaciot, majd csontképzést (188,189).
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26. abra

Hat honapos PB-trikalcium foszfat szilika aerogél (B-TCP-AE) csontpdtlot tartalmazod
koponyacsont-defektus HE festett szovettani képe (200x): bal oldalon lathato, hogy bar 6
hénap utan csaknem teljes intralézionalis (csontszélektél filiggetleniil képzodott)
csonthianyt zard osszifikaci6 mar bekovetkezett, mégis a csontszigetek kozt 1évo
kotdszovetben még a nem metabolizalodott csontp6tld kristdlyos maradvanyai lathatok,
idegentest tipusu oOriassejtes granulomatozus gyulladassal. A bekeretezett rész polarizacios
mikroszopos kinagyitott (630x) részlete a jobb oldali foton, ahol az erésen fénytord szilika
jellegti idegen anyag azonosithat6 (kék nyilak) szamos nagy tobbmagvi makrofag (vastag
piros nyilak) és epiteloid sejtek (vékony piros nyilak) jelenlétében.

Figyelemre méltdo azonban, hogy allatkisérletes modellekben a csontpétlo-graftok
csontosodasban betoltott szerepét altalaban maximum 12 hétig (1-3 honapig) kovetik, de
kevésbé azt, hogy mikor kovetkezik be a teljes csontos reparacio. Eredetileg magunk is
ezt a stratégiat valasztottuk 8 mm atmér6jti csontdefektus in vivo kovetéses vizsgalatara,
azonban az eredmények azt tiikkrzik, hogy bar a B -TCP-AE hatékony oszteoinduktor, a
3 honapos idétartam nem elegend6 a teljes 100%-0s csontosodas elérése szempontjabol.
Kiterjesztett hisztopatologiai kovetés érdekében készitettiink tovabbi mintakat is, ahol 6
honapos B -TCP-AE-kezelt csontdefektus mintakat is vizsgaltunk. Amint lathat6 az 26.
abran, ekkor mar 90% feletti szubtotalis osszifikacio kovetkezik be, de a csontgerendak

kozt 1évo fibrozus szovetben nem metabolizalt szilika kristalyok még mindig
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detektalhatok idegentest tipust granulomatozus gyulladasos infiltratumban (26 abra). Ezt

a tényt érdemes figyelembe venni, ha aerogél alapt csontp6tlot hasznalunk.

Csontpo6tlo anyagok in vivo vizsgalatanak hisztologiai kiértékelése soran nemcsak
hagyomanyos dekalcinalt metszeteket, de nativ kemény csontszévetbdl késziilt vékony
csiszolatokat is érdemes hasznalni, hogy az tjdonképz6dott csont valos mésztartalmat
megitélni tudjuk, valamint a graft- és recipiens szovet viszonyat jobban megérthessiik,
sejtszinten, mikroszkopos analizis segitségével is. Ennek érdekében paralell mintakon
magunk is torekedtiink erre, de a vékony-csiszolat metszetkészitést nem tudtuk minden
esetben reprodukalhatdan elvégezni, emiatt ennek eredményét elsé kozleményiinkben

nem is publikaltuk.

A technikai problémak megoldasa érdekében munkank masodik részében a
vékony-csiszolat készités metodikai buktatoit vizsgaltuk, hogy arra hasznos

megoldasokat talaljunk.

A szovettani értékelés elofeltétele a megfeleld vékony csiszolat metszet készitése. Ez egy
tobb 1épcsds eljarasi folyamat, melyben szamos olyan tényez6 szerepel, amelyek
nehezitik, akadalyozzak a jo mindségli hisztopatologiai kiértékelés eredményességét.
Ennek a tobb 1épcsés folyamatnak leirasat és az ahhoz kapcsoldodd hisztopatologiai
értékelését foglalja Ossze Troiano és munkatarsai (190). Leirasuk szerint a fém
implantadtumok optimalis feldolgozasi modszere a hisztipatologiai értékeléshez a
dekalcinalas nélkiili szekcids perparaciods eljaras. A dehidralast, beagyazast és a titan-
tartalmt csont blokk csiszolasat kovetéen a minta vastagsaga 30- 100 mikronos
nagysagban volt mérhetd. Az egy sejtrétegii ,,monolayer” rétegvastagsaghoz képest még
ez is igen tavol all, amely a megfeleld hisztopatologiai értékeléshez lenne sziikséges.
Pazzaglia és mts. szerint vékony csiszolat esetén (15 mikron) a csont-implantatum
hatarfeliilet jobban vizsgalhat6, mint vastagabb csiszolat esetén (191). Egy titan-csont
tartalmt blokkbol késziil6 csiszolat hisztopatologiai értékelésének sikereségét szamos
tényez6 befolyasolja, ezek koziil csak az egyik a csiszolat megfeleld vastagsaga. A
beagyazott csont-implantatum szelet mindkét oldalanak csiszolasaval elérhetd a kivant
rétegvastagsag, amennyiben a szelet és a targylemez kozotti adhézid elég erds a csiszolas
és polirozas kozben fellépd nyirdszilardsaggal szemben. A nem megfeleld adhézid
hianyaban a szelet-minta levalhat a targylemez iivegének felszinérél. Ennek

kikiiszobolésére szamos kiilonbdzé modon felszinkezelt targylemez van, melyek felszini
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modositasanak célja a jobb adhézié kialakitasa a minta és a targylemez kozott, ezzel

megakadalyozva a fent emlitett problémat.

A pozitiv toltéshi livegfelszin kialakitasa torténhet egy polimer réteggel, vagy kémiai
folyamattal, amikoris kémiai csoportok kovalens kotéssel kotddnek az iiveg szilika
atomjaihoz. Kutatasunk soran az iivegfelszin pozitiv toltottségét salétromsavas
maratassal értik el. Az adhézid novelésére egy masik lehetséges megoldas a
mikromechanikai ,,interlocking”, amit homokfujassal vagy savas maratassal érhetiink el.
Ezért vannak teljesen mattitott targylemezek is, melyek idealisak példaul vérkérképek
vizsgalatara. A hisztotechnologidban hasznalt mattit6 eljarasok folyaman novelik a kotési
erOsséget az uvegfelszin és a minta kozott. A mattitds eredményeként keletkezd
mikrobardzdédk az iiveg felszinén novelik a felszin nagysagat, igy n6 az adhézios felszin
nagysaga és kotési erdssége. Emellett a minta is tartalmaz mikrobarazdakat, karcolasokat,
melyek tovabb novelik az adhéziot. Itt érdemes Kitekinteni az abraziv anyagok altal
okozott karcolasok, mikrobarazdak és a minta rétegvastagsaga viszonyara. Ehhez egy jol
nedvesitdé bond megvalasztasa sziikséges. Megfelelé hidrofil tulajdonsaganak

koszonhetden a bond képes bepenetralni és kitdlteni a felszin egyenetlenségeit.

A mintaban az alabbi esetben alakulhatnak ki perforaciok: vastag minta esetén, ha a minta
csiszolasa soran a minta egész atmérdjében karcolasok, mélyedések alakulnak ki, vagy
ha tal vékony, a mintaban egy perforacié alakulhat ki (27. abra C), amely a minta
targylemezrol valo levalasahoz is vezethet a nem megfelel adhézié kovetkezményeként.
Azért, hogy ez ne torténhessen meg fontos egy adheziv anyag hasznalata. Vastagabb
minta esetében ez a perforacidé nem biztos, hogy megjelenik, de ebben az esetben a
vastagsdg zavarhatja a patologiai értékelést, bizonyos esetekben teljesen
Kivitelezhetetlenné teheti azt (27. abra B). Egy idealis vékony csiszolat esetében a
megfeleld rétegvastagsag, polirozas, erés mechanikai és kémiai adhézi6 vezet a sikeres

hisztopatologiai vizsgalathoz (27. abra A).

A fent emlitetteket ismételve, a patologia értékeléshez hasznalt vékonycsiszolat
elkészitése egy tobblépcsds folyamat. Az egyik legnagyobb nehézség a dekalcinalas
nélkiilli vékony csiszolat készitésének folyamataban a megfelelé rétegvastagsag
l1étrehozasa. Kutatasunk soran megprobaltuk a csont-titan és epoxi anyagokat tartalmazo
szelet és a targylemez tlivegfelszine kozotti adhéziot kémiai és mikromechanikai tton

novelni, hogy a késébbi csiszolas soran megfeleld rétegvastagsagu vékonycsiszolat
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késziilhessen. Elsédleges célunk az adhézid novelése volt a 10-MDP tartalmu adheziv
bond és a targylemez kozott, az ivegfelszin savazasaval és protonalasaval. A csiszolas
soran alkalmazott abraziv papir és a minta kozott fellépd nyirderd miatt a vizsgalt

mintaknal nyir6 szildrdsag mérés tortént.

~Ra=3 um
s

~10 pm

~ Ry =3 um

A: optimalis
vastagsag

~R,=3 um
/

~ 30 pm

B: vastag

~ Ry =82 pm

~Rya=3 pm Matt tiveg

/
C: vékony E E w %~ 10 pm

~R=82 pm

Epoxi

500 pm
S ————————

27. dbra

(A) mindkét oldalan csiszolt minta sematikus abraja optimalis rétegvastagsag esetén (B)
vastag minta, egyik oldalan optimalis csiszolassal (C) vékony minta, egyik oldalan
optimalis csiszolassal (D) pasztazo elektron mikroszképos (PEM) kép a minta elvalasat
mutatja a homokfujt ivegfelszinrdl, csiszolas okozta mély barazdaval (nyil) (E) PEM kép
perforalt csont mintarol

A mérések alapjan a termoplasztikus adhezivnek volt a legkisebb kotési ereje (24. abra 1.
csoport). A termoplasztikus adheziv egy magas viszkozitasu (6000 cps 121° C fokon)
hére olvadd anyag. Penetracios képessége a felszin irregularitasat tekintve csekély, nem
képes sima iivegfelszinhez valod kotédésre, ami a mintak 80%-anak esetében volt adheziv
miatt megfigyelheté kotédési hiba (25. abra). Az esetek tobbségében a termoplasztikus
anyag elvalt a sima tivegfelszint6l. Kisebb szazalékban volt koheziv szakadas magaban a
termoplasztikus anyagban. A magas viszkozitas miatt a lehiilést kovetéen szamos aprd

légbuborék volt megfigyelhetd az anyagban, amely a késébbi koheziv szakadasi
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probléma okozdjaként szerepelhet. Méréseink alapjan a mattitott iiveg 10- MDP tartalmu
bond adhezivvel (24. abra 2. csoport) alkalmazva szignifikansan magasabb nyirderd
szilardsagot mutatott a csont és titan anyagok esetében, mint ugyanezen anyagok
termoplasztikus adhezivvel torténé hasznalata soran (24. abra 1. csoport). Az epoxi
gyanta esetében a kiilonbség nem volt szignifikans, de a koheziv szakadasok szama
megemelkedett a termoplasztikus adheziv esetében, amely mutatja a mikromechanikai
retencié jelent6ségét, amely a megfelel6 nedvesitéképesség is jellemez (4. tablazat). A
homokfujas kovetkeztében kialakult érdesebb tivegfelszin a megnovekedett feliilet miatt
fokozza az adhéziot hatékonysagat. Az adhézid hatékonysaganak novelésének egy ismert
modja a fogaszatban a mikromechanikai retencié alkalmazasa a fogfelszinen, vagy a
fogpotlason (192). A polimerizalt epoxi gyanta az MDP tartalmu bonddal érdesitett és
protonalt iivegfelszinen ugyanolyan nagysagu nyird szilardsagi értéket mutat, mint a

termoplasztikus adheziv (24. abra).

Az EpoFix osszetevéi a DGEBPA (diglicidil éter biszfenol A) prepolimer gyanta és
TETA (tri-etilén-tetra-amin) halositd anyag. A polimerizacié végén hidroxil csoportok
alakulnak ki a polimer lancon (193). A kontakszog mérések alapjan az epoxi gyanta
felszine hidrofob tulajdonsaggal rendelkezik (4. tablazat), de az MDP tartalm® bond
konnyen tudja nedvesiteni ezt a felszint is az etanol tartalmanak koszonhetéen (23. abra).
A megkotott epoxi polimer felszine a kémiailag polimerizalhato vagy reaktiv molekula
végzédések hianya miatt egy ,.inert” felszinnek tekinthetd. Igy az epoxi gyanta a kezelt
tivegfelszin feliiletéhez elsddlegesen a 10-MDP tartalmt adheziven keresztiil tud k6tédni
mikromechanikai retenci6 révén. Ebb6l a szempontbol az adhezivnek egy igen
jelentOségteljes szerepe van a nedvesitésben az epoxi felilletén, ami hozzajarul a
tivegfelszinhez val6 adhézid 1étrejottében. A kezelt és protonalt tivegfelszin esetében a 2.
tipusu adheziv szakadas (12. és 24. abra) csak kis szazalékban (11%) jelentekezett, mig
ugyanez a tipusu szakadas teljesen hianyzott a protonalas nélkiil hasznalt iivegfelszinek
esetében. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy protonalt tivegfelszin esetében erdsebb kotés
tud 1étrejonni az iiveg és az MDP tartalmu bond kozott, mint a nem protonalt iiveg
esetében. Mivel az epoxinak nincs szabad vegyértéke, amivel az MDP-hez kotédni tudna,
igy a 2. tipusu szakadas a minta anyag ¢és az MDP ko6zott fog bekdvetkezni. Ez a tipust
szakadas hozzajarul ahhoz a megallapitashoz, hogy nincs szignifikans kiilonbség a
protonalt és nem protonalt variaciok kozott. Ebben a kutatasban kereskedelmi

forgalomban kaphato 10-MDP-t alkalmazva noveltiik az adhéziot az liveg felszine és a
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dekalcinalas nélkiil késziilt minta kozott. Az irodalomban talalhatod hisztotechnologiai
eljaras, mely szerint a 10-MDP anyag felhasznalhat6 adhézio fokozas céljabol leirja a 10-
MDP pozitiv hatasat a csont és titan felszinekre. Szamos tanulmany szerint fontos a 10-
MDP tartlamu bond hasznalata a csont és titan anyagok esetén (162, 163). A 10-MDP
egy bifunkcionalis molekula, egyik vége a hidroxi-apatit kalcium ionjahoz tud kotédni,
mig masik vége az alkalmazott gyanta monomerjeit tudja polimerizalni megvilagitas
kozben. Meerbek és mtsai. leirasa alapjan a 10-MDP foszfat csoportja kémiai kotést tud
l1étrehozni az apatit kalcium ionjaval, ahol a metakrilat csoportok egymas felé, mig a
foszfat csoportjaik egymastol elfelé iranyulnak (163). Tsuchimoto és mtsai.
nyiroszilardsagi méréssel vizsgaltak a 10-MDP tartalma primer hatasat titan és gyanta
alapi cementen. Eredményeik szerint a leger6sebb kotés 10wt% 10-MDP primer
esetében volt mérhet6 titan felszineken (194). Fotoelektron spektoszkopos vizsgalatok
alapjan a desztillalt vizes mosas ellenére is lathatéoak foszfor (P) nyomok a 10-MDP
adhezivvel kezelt titan felszineken. Kezeletlen titan felszineken ez a foszfor a mérhet6
egységnyi hatar alatt volt. A P ¢és a Ti aranya fligg a polifoszforsav koncentraciojatol.
Ezek a kémiai Osszefliggések hatarozzak meg a csont, a titan és az iiveg felszine kozott
kialakulo adhézi6 erésségét. Méréseink alapjan a kezelt iivegfelszin és 10-MDP adheziv
alkalmazasa csont és titdn mintak esetében létrejovd kémiai kotddés hozzajarult a
megemelkedett SBS értékekhez (24. abra). Csont mintak esetében az 1. és 2. csoportok
kozott szignifikans kiillonbség van a nyiroszilardsag értékek szerint. Az 1. tipusu adheziv
szakadas csokkent (25. abra), ami mutatja, hogy az alacsony viszkozitasi 10- MDP
tartalmt bond konnyedén befolyik a felszin irregularitasiba, ezzel biztositva a
mikromechanikai kapcsolodast. Epoxi minta 2.csoportjaban az 1.tipust koheziv szakadas
mértéke megemelkedett. Ez mutatja az apatit kalcium ionjai és a 10-MDP aktiv foszfat
csoportjai kozott 1étrejovo erds kotést, mely mar szamos mas tanulmanyban is bizonyitva

volt.

Az tvegfelszin protonalasa altaldban az iivegfelszin tisztitasdban vagy a feliilet
aktivalasaban gyakran alkalmazott moédszer. XPS eredmények alapjan natrium és
kalcium ionok az iiveg felszin savas maratasanak kovetkeztében szabadulnak fel (21.
abra, 3. tablazat). Ezek az eredmények kapcsolodnak Jang és mtsai. eredményeihez (195).
Kutatasunk soran a targylemez salétromsavas kezelése egy 1j lehetéség volt a
dekalcinalas nélkiil késziilé mintak liveg felszinhez valo kotddeésének erdsitésére. A nyird

szilardsagi mérések eredményei alapjan megallapithatd, hogy van a savazasnak egy
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optimalis ideje, ami 3 oras maratast jelent (20. abra). Vizes kozegben az iivegfelszin
hidroxilacidja szilanol csoportok (Si-OH) keletkezését eredményezi. A felszinen
elhelyezked6 (Si-OH) szilanol csoportok a salétromsavas oldatbol a kovetkezo reakcion

keresztiil konnyen fel tudnak venni egy prtotont (196):
Si-OH + H20 + H" = SiOH*; + H,0

Ezért van, hogy az liveg alkotdelemei a salétromsavas kezelés utan pozitiv toltéssel
rendelkeznek savas pH alatt/mellett (3. tablazat). A kontaktsz6g mérések eredményei
alapjan megallapithato, hogy az adhezivnek jobb nedvesité képessége van a savazassal
kezelt, pozitiv toltésti livegfeliileten, mint a nem protonalt felszinen, amely a kémiai
adhézioé révén hozzajarul az erdsebb kotddéshez (4. tablazat). A zéta potencial méresek
alapjan a salétromsavas kezelést kovetden az iivegfelszinnek pozitiv toltése lesz (2.
tablazat). Pazinatto és mtsai leirtak, hogy a savazasnak kitett tiveg felszineken oldhatatlan
szilika sok keletkeztek. Ezek a kicsapodott s6k még ultrahangos mosdssal sem
tavolithatoak el (175). Az XPS méresek szerint a ligosodas folyamata a savas kezelés
kovetkezménye, amikoris az alkalikus ionok kimosddnak az iiveg felszinébdl (21. abra,
3. tablazat) oldhatatlan sokat képezve azon. A 10-MDP tartalmu adhezivek POgs
csoportjahoz valo kotédésiik altal ezek a felszinen kicsapddott sok erdsitik a kémiai
kotést. Lee €s mtsai eltérd kolcsonhatast irtak le a cirkonium primer (MDP) és a
»glazarozott” felszin kozott (197). Ebbdl adodoan feltételezhetd, hogy a Pazinatto altal
leirt livegfelszinen kicsapodott oldhatatlan sok meghatarozo tényezoi az livegfelszin és

az MDP tartalmu adheziv kémiai kotésének (175).

Csont ¢és titan mintaknal az MDP tartalmu bond erdsebb kotést eredményezett méréseink
szerint protonalt iivegfelszinhez, mint nem protonalthoz (24. dbra). A kutatasok alapjan
megallapithato, hogy a pozitivan t1tétt feliilet — amennyiben az apatit Ca?*- a 10-MDP
foszfat csoportjahoz valé kotddést kedvezden befolydsolja. Az iiveg felszin
protonalasaval a SiOH'2 pozitiv toltésii ionok keletkeznek a felszinen, ami
megmagyarazza a koheziv szakadasok gyakori eléfordulasat csont mintaknal (25. abra).
Titan mintak esetében a 10-MDP tartalmti bond erésebb adhezivnak bizonyult a
termoplasztikus adhezivnal. Protonalt {iveg felszinek esetében a nyiroszilardsag értékek
szignifikansan emelkedtek és a titan mintaknal volt a legmagasabb a 2.tipust koheziv
szakadasok szama. Ennek magyarazata a titan és a 10-MDP adheziv kozott kialakult erés

ionos kotés, melyet tanulmanyok timasztanak ala. Igy Osszefoglalasként elmondhato,
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hogy az iivegfelszin protonalasa mellett, a kiilonb6z6 anyagok (epoxi, csont, titan), és az
alkalmazott ragaszto (MDP tartalmu bond és gyanta) is befolyassal vannak a szakadasok

tipusara (adheziv vagy koheziv) és a nyiroszilardsag mérés eredményeire.

A 28. képen lathato egy vastag (A) és egy idealis (B) vastagsagi vékonycsiszolat
hematoxilin-eosin (HE) festést kovet6en. Titan anyagatot tartalmazo csont mintabol

késziil6 vékonycsiszolat készitésének 1épéseit a 29. abra mutatja be.

E mﬁ? /‘:
/et

Titan implantatum

28. abra

Vékony csiszolat metszetek hematoxilin-eosin festéssel, 3 honapja behelyezett titan
implantatumokkal: (A), csiszolat vastagsaga 30 pm, ahol lathato a titant koriilvevo
csontosodott szél, azonban a szovettani részletek mar nem kovetheték (B), vékony
csiszolat metszet 10 um vastagsagban, itt mar jol kivehet6 a csont szovettani szerkezete,
hasonléan a hagyomanyos metszetekhez. Eredeti nagyitas mindkét kép esetében: 10X

Eredményeink alapjan a dekalcinalds nélkiil késziild, titan anyagot tartalmazo csont
vékonycsiszolatok nyirdszilardsagi értéke magasabb volt 10-MDP adheziv alkalmazasa

esetén, mint a termoplasztikus adheziv soran. Az MDP tartalmu bond anyagok kémiai-
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mikromechanikai retenciot novelve tobb koheziv szakadasi tipust eredményeznek és
magasabb nyiroszilardsagi értékeket mutatnak. Az liveg salétromsavas kezelése pozitiv
t6ltésti motivumot eredményez a felszinen, ami eldnyosen befolyasolja az MDP nedvesit6

képességét és a nyiroszilardsagi mérések eredményeit.

Minta fixalasa formalinban. Dehidralas acetonban: vizzel higitva
30:70 aranytol 100%-ig.

el
) 4

Minta pozicionalasa a beagyaz6 formaba, beagyazas vakuum alatt
Epoxifix gyantaba.

Bedgyazas
)
Vagas
¥

Rogzités

Epoxifix gyantaba agyazott minta vagasa 1,5 mm vastagsaga
szeletekre keményszovet mikrotommal, CBCT felvétel alapjan.

1,5 mm- es szelet rogzitése targylemezre termoplasztikus
ragasztoval.

1,5mm-es szelet egyik oldalanak csiszolasa (csiszold papirok
érdessége: 1200-4000) vizhiitéssel, polirozasa polir koronggal.

«I«-

Termoplasztikus ragaszté melegitésével a minta levalasztasa a
targylemezrdl, tisztitasa. Csiszolt felszinével —homokfujt
targylemezre, MDP bonddal és és fényreko6td gyantaval rogzitjiik.

Rogzités

Minta csiszolasa (csiszold papirok érdessége: 1200-4000)
vizhttéssel a kivant rétegvastagsagig (10 mikron), polirozasa polir
koronggal.

4
_
\ 4
=

Feddlemez
N =

Hisztopatologiai értékelés

29. 4bra
Munkank soran késziilt vékony csiszolat metszetek eléallitasanak folyamat abraja
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5.1. PhD értekezés alapjat szolgalo jelen kutatasok j megallapitasai

1. Munkankban sikeriilt fogaszati felhasznalasra potencialisan alkalmas szilika aerogél
(AE) és pB-trikalcium foszfat aerogél (B-TCP-AE) kompozit csontpotld anyagok
modositott formajat kialakitani, melyek mezoporézus fiziko-kémiai tulajdonsaguk révén

alkalmasak lehetnek csontdefektus rekonstrukcidjanak ellatasara.

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

meérsékelt emelkedése utalt.

3. In vivo vizsgalatokat kovetéen hisztopatologiailag bizonyitottuk, hogy mindkét
csontpotld, de kiilondsen a B-TCP-AE kompozit képes egy prominens csontosodasi
folyamatot beinditani patkanyok koponyacsont defektusaban mind oszteokonduktiv
modon a csontszélek mentén, mind oszteoinduktiv modon a csontos kornyezettol
fiiggetleniil intralézionalisan, de novo csontujdonképz6dott szigetek formajaban, mely 3
honap alatt kozel 70%-0s osszifikaciot eredményez a csontdefektusban, mialatt

nagyobbrészt degradalodnak és metabolikus folyamatok révén eliminalédnak.

4. A szovettani-morfologiai eredmények arra utalnak, hogy mindkét mezopordzus
csontpotld optimalis “scaffolding”-gel, azaz vazképz6 tulajdonsaggal rendelkezik, és
hatasara a recipiensben idegentest tipusu sejt-medialt gyulladasos reakciot indukal, ami

Osszefliggésbe hozhato a rapid csontiijdonképzddéssel.

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

implantatumot tartalmaz.
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6. Osszefoglalas

Csontpétlashoz biokeramia-alloplasztokat is hasznalhatnak, amik facilitalhatjak a
csontreparaciot oszteoindukcido révén, igy rekonstruktiv ortopédiai vagy allcsont
sebészetben, illetve fogaszati implantologidban, parodontoldgiaban is alkalmazhatok.
Jelen munkank soran laboratériumunkban eléallitott mezopordzus szilika aerogél (AE)
és B-TCP-AE (B-trikalcium-fosztat aerogél) kompozit anyagok fiziko-kémiai
karakterizalasat és in vitro sejtbioldgiai hatasait vizsgaltuk, melyek non-toxikusnak és
SAOS-2 sejtvonalon oszteoblasztos differenciaciot eldsegitknek bizonyultak, ami
alkalmassa teszi csontpotloként vald hasznalatukat. A fenti anyagokkal tortént in vivo
vizsgalataink patkany koponyacsonton azt mutattak, hogy a 8 mm-es csontdefektusban
mindkét anyaggal, de kiilondsen a B-TCP-AE-nel valo rekonstruktiv pétlast kovetden,
intenziv (csontszEélbdl kiinduld) lateralis oszteokonduktiv jellegli reparativ osszifikacio
indukalodott mar az elsé honapban, valamint intralézionalis (csontszélektdl fliggetlen)
meszesedést kovetd de novo képzodott csontosodasi szigetek kialakulasa oszteoid matrix-
szal ¢és aktiv sejtciklusban 1év6 oszteoblasztos szegéllyel, mely utobbi korai
oszteoindukcionak felel meg. A szovettani eredmények arra utalnak, hogy a folyamatot
érdus sarszovetképzOodéssel kombinalodott szilika AE jelenléte altal kivaltott idegentest
tipusu oriassejtes granulomatozus gyulladas medialja, az aktivalt makrofagok és egyéb
sejtes elemek révén, melyek (vélhetéen autokrin és parakrin regulacioval) oszteogén
sejtes differenciaciot, majd csontképzést eredményeznek. Figyelemre méltdo azonban,
hogy 3 honap elteltével a folyamat még nem végzodik teljes (100%-0s) csontos defektus-
zarassal, a lobos kotészovetben a csekély mennyiségli nem metabolizalt szilika-
maradvanyokkal asszocialtan alacson intenzitasti granulomatézus gyulladas még jelen
van, tovabbi Gjdonképz6dott csontszigetekkel.

A csontpotlok altal indukalt uj osszifikalt szovet-matrix mineralizacios fokat, eredeti
terveink ellenére, nem sikeriilt hisztologiai vizsgalattal megbizhatoan megitélni, mivel a
nativ (nem dekalcinalt) csontdefektus mintakbol vékony csiszolatot reprodukalhato
moédon nem tudtunk eléallitani. Emiatt, munkank masodik részében, Kidolgoztunk egy
olyan uj metodikat, melynek segitségével vékony-csiszolat metszet is készithetd. llyen
vonatkozasban az eredmények azt mutattak, hogy a megfelelé modon tortént tiveg-felszin
érdesités, annak protonalasa, majd a 10-MDP tartalmi adheziv anyag egyiittes
alkalmazasa kell6en biztositja még a titanium implantatumot is tartalmazo kemény nativ

csontszovetmintak vékony-csiszolattal torténd metszet készitését.
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Summary

For bone substitutions, bioceramic-alloplasts maybe applied which preferably facilitate
bone’s repair by an osteoinduction, therefore, can be useful in reconstructive orthopedics,
jaw surgery or even in the process of dental implantology or parodontology, as well.

In the present study we constructed mesoporous silica aerogel (AE) and B-TCP-AE
(B-tricalcium phosphate aerogel) composite materials for grafts to substitute bone defects.
They were physicochemically characterized and proved to be non-toxic on cells applied.
The materials have shown in vitro osteoinductive effects on a SAOS-2 cell line, indicating
appropriate for grafting into a bone defect. Accordingly, in vivo studies with these
materials on rat’s calvaria bone confirmed that when 8 mm size bone defects were
reconstructively substituted with either material, both, but to a larger extent the B-TCP-
AE showed an intense osteoconductive bone repair along the lateral edges of the defect,
i.e., arising from the remaining bone-rim, manifested as early as the 1% month which
developed further by the 3 month, respectively. In addition, foci of intralesional
calcifications with early de novo ossifications were also detected (i.e., independently from
the lateral bony edges) characterized by osteoid matrix formation surrounded by
osteoblasts in active cell cycle, reflecting osteoinduction.  According to the
histopathological results, the ossification processes are mediated by the presence of
capillary-rich granulation tissue formation combined with the silica AE-induced foreign
body giant cell granulomatous chronic fibrosing inflammation and, in turn, the activated
macrophages and other cellular elements (most likely via autocrine and paracrine
regulations) appear stimulate the osteoblastic differentiation toward new bone
formations. Remarkably, however, by the 3 month of observational time a completed
(100%) ossification of the defect could not be detected. Instead, within the remaining
inflamed fibrous tissues small amounts of non-metabolized crystalloid silica remnants
were found and an associated persistent low grade giant cell granulomatous inflammation
while islets of additional new bone formations are being in progress.

Originally, we wished to evaluate the real mineralized quantities of the osteoid matrix
for the newly formed bone tissues within the defect using thin ground sections of the
native (non-decalcified) hard tissue samples. However, we could not prepare such ground
sections in a reproductive fashion, due to technical problems. Therefore, during the
second part of our studies we established a modified method for preparing thin ground

sections even from titanium-containing hard bony tissue samples. Accordingly, when
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using frosted slides with surface protonation followed by a 10-MDP adhesive bond’s
application, thin ground sections can readily be made in a reproductive fashion.
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