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A hialuronsav biológiai lebonthatóságát, biokompatibilitását kiaknázva a hialuronsav alapú rendszerek alkalmazása egy-
re nagyobb teret kap a fogászatban is. A célzott hatóanyagszállítás megvalósítására az egyik legelterjedtebb eljárás  
a biopolimerek keresztkötése. Jelen munka célja olyan hialuronsavbázisú rendszerek előállítása és vizsgálata, amelyek 
a fogászatban is alkalmazható hatóanyag-leadó rendszerek alapjául szolgálhatnak. A különböző arányban (25, 50, 75, 
100%) térhálósított szerkezetek kialakítása a hialuronsav és a 2,2’ (etiléndioxi)bisz(etilamin) kondenzációs reakciójával, 
karbodiimid felhasználásával történt. A részecskék méretének meghatározásakor a dinamikus lézer fényszórás fotomet-
riai (DLS) mérések eredményeként megállapítható, hogy mind a négy módosított polimer trimodális méreteloszlást mu-
tatott, továbbá, hogy a módosítás arányának növekedésével a részecskék mérete csökkent. A transzmissziós elektron-
mikroszkópos (TEM) felvételek szintén alátámasztják ezen eredményeket. A keresztkötött származékok hatóanyagleadó 
tulajdonságának jellemzése fotometriás méréstechnikával történt, modellvegyületként metilénkéket alkalmazva. Eredmé-
nyeink azt bizonyították, hogy a keresztkötő ágens arányának növelésével a hatóanyag kioldódásának sebessége növek-
szik, amely a további kísérletekben egy új injektálható hatóanyag-kibocsátó rendszer fejlesztésének alapját képezheti.
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Bevezetés

A hidrogéleket, természetes vagy szintetikus alapú po-
limereket nagy vízfelvevő képességüknek köszönhető-
en széles körben sikeresen alkalmazzák a regeneratív 
orvoslásban [8, 10]. Az elmúlt években az injektálható 
hidrogélek megjelenésével terápiás lehetőség adódott 
antimikrobiális hatású szerek, bioaktív molekulák kont-
rollált felszabadítására és sejtek célzott alkalmazásá-
ra [1, 14]. A parodontális megbetegedések kezelésé-
ben különösen fontos lehet az antimikrobiális hatású 
szerek célzott és kontrollált hatásának szerepe, me-
lyet hidrogélek segítségével optimalizáhatunk. Számos 
szisztémásan és lokálisan alkalmazott antimikrobiális 
terápiás protokollt dolgoztak ki, de a szisztémás anti
mikrobiális kezelés egyes esetekben nem képes elérni  
a hatékony minimális hatóanyag-koncentrációt a plaz
mában, például a korlátozott vérellátás miatt [20]. Szük
séges volt a klinikai gyakorlatba bevezetni számos 
antifungális szert is, így például az újabb generációs 
azolokat és az echinocandinokat, mert a Candida fajok 
epidemiológiájában jelentős változások történtek [22–
24]. A biztonságos terápia érdekében nagyon fontos 
ezen anyagok megfelelő gátló koncentrációjának pon-
tos meghatározása és célba juttatása [15]. Ezenkívül 

egyre nagyobb jelentőségük van a hidrogéllel alkotott  
kalcium-foszfát (Ca3(PO4)2) kompozitoknak, melyek nem-
csak a csontregenerációra hatnak előnyösen, hanem 
a gél mechanikai tulajdonságait is javíthatják, és egy-
ben a szövetrések kitöltésével önmagukban képesek  
háromdimenziós hálózatot (3-D) kialakítani, ezzel a kiül-
tetett sejtek számára támasztékul is szolgálhatnak [12– 
14]. A regeneratív endodonciában lehetővé válhat in-
jektálható hidrogélekben a fogbél eredetű őssejtek szál-
líthatóságának megvalósítása [15–16]. Mátrixként tör-
ténő alkalmazása, például növekedési faktorok (stroma 
eredetű növekedési faktor alfa-1 (SDF-1α), fibroblaszt 
növekedési faktor (FGF), és az odontogén, valamint  
a szöveti differenciálódás serkentésére alkalmas kulcs-
fontosságú csont morfogenetikus proteinek: BMP-2,  
BMP-7) szállítására ad lehetőséget, amely a dentin-fog
bél komplex regenerálásának elősegítésére nyújthat ha-
tékony megoldást [17–21].

A leggyakrabban használt szintetikus polietilén-glikol 
(PEG) alapú hidrogélekkel szemben a természetes nö-
vényi (alga) vagy állati eredetű hidrogélek előnyei kö-
zé tartozik az in vivo eredet, illetve, hogy napjainkban 
már ezek is elérhető áron és nagy mennyiségben áll-
nak rendelkezésre. Biológiai karakterükből adódóan to-
vábbi előnyük, hogy nagy hasonlóságot mutatnak a na-
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tív extracelluláris mátrixhoz (ECM), illetve sem maguk, 
sem bomlástermékeik nem toxikusak és nem váltanak 
ki gyulladásos válaszreakciókat a szervezetben [17]. 
Felhasználási területeik között jelentős szerepet kap  
a sejtek vagy hatóanyagok szállítása, illetve ezeknek az 
alkalmazás területén történő szabályozott kibocsátása. 
Ennek egyik legegyszerűbb esete, amikor a hatóanya-
got egyenletesen eloszlatva belekeverik a kontrollált 
leadást végző hidrogél mátrixba. Az eloszlatott mole-
kulák felszabadulásának sebessége és a hidrogélek 
fizikai paraméterei befolyásolhatók, a keresztkötések 
arányával, a felhasznált keresztkötő-anyagok, aktiváci-
ós ágensek mennyiségével, esetleg a kialakított anyag 
pórusméretének beállításával az igényekhez igazítha-
tók. A szabályozott hatóanyag-leadásra képes rendsze-
rekkel elérhető a hatóanyag jelentétének elnyújtása és  
lokális koncentrációjának szabályozása. Ezen rendsze- 
rek megfelelő védelmet biztosíthatnak a tárolt hatóanyag 
inaktiválódása ellen, amely állandóan jelenlévő nehéz-
ség biológiai rendszerekben.

A természetes polimerek közül a hialuronsav (HA) az 
egyik legintenzívebben kutatott poliszacharid, amely az 
ECM egyik fő komponense a bőrben, a porcszövetben, 
és egyéb szervekben is fellelhető. Az ECM természetes 
makromolekuláris komponenseként biokompatibilis és 
több kötőhelyet is tartalmaz adhéziós molekulák szá-
mára. A HA fontos szerepet játszik a sebgyógyulás-
ban, a regenerációban [7], és az embrionális őssejtek 
differenciációját, proliferációját és túlélését is támogat-
ja [13]. A HA-oldat ugyanakkor szokatlanul magas visz-
kozitású és felületi feszültségű, így még alacsony kon-
centráció mellett is nehézkessé teszi az alkalmazását. 
A polimer oldat viszkozitása csökkentésének egyik leg-
kézenfekvőbb módja a hialuronsav térhálósítása, melyet  
két vagy többfunkciós keresztkötő molekulák alkalma-
zásával, kémiai kötések kialakításával érhetünk el [2–5].  
A módosítások során fontos törekedni arra, hogy az új, 
előnyös tulajdonságok kialakítását követően a szinteti-
zált terméknek megmaradjon a biológiai aktivitása, és 
továbbra se váltson ki immunreakciót.

Az optimálisan kialakított HA-alapú gélek ígéretes 
mátrixként szolgálhatnak hatóanyagok célba juttatá-
sára. Fogászati műtéteket követően kialakult sebekre,  
illetve erek mellé helyezve alkalmazhatók különböző  
gyógyszermolekulák bejuttatására [6, 9, 11]. Ezen munka  
célja olyan különböző mértékben keresztkötött hialu- 
ronsav-diamin (HADA) rendszerek előállítása és vizs-
gálata, amelyek a jövőben akombinált, a fogászat te- 
rületén is alkalmazható hatóanyag-leadó rendszerek 
fejlesztésének alapját képezhetik.

Anyagok és módszerek

A szintézis során felhasznált anyagok: hialuronsav Na-
sója (HA-Na, Mw = 1,63 × 103 kDa), 2,2’(etiléndioxi)bisz 
(etilamin) (DA, Mw = 148,20 Da), 1-[3-(dimetil amino)pro- 

pil]-3-etil karbodiimid metil jodid (EDC, Mw = 191,70 Da),  
1-hidroxibenzotriazol (HOBt, Mw = 135,12 Da). A kioldó- 
dásvizsgálatok során modellvegyületként metilénké- 
ket (MK) alkalmaztunk. Minden vegyszer a Sigma-
Aldrich Kft.-től (St. Louis, Egyesült Államok) került  
beszerzésre.

Hialuronsav térhálósítása  
2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nal
A különböző mértékben térhálósított HA előállításához 
DA-t alkalmaztunk keresztkötőként. A reakciókat vizes  
közegben, vízoldható karbodiimid (karboxilcsoport ak
tiválása) és benztriazol (racemizáció elkerülése) reak
tánsok jelenlétében végeztük 2,5 mg/ml kiindulási po-
limer-koncentráció alkalmazásával, a pH-t 5,5 értékre 
beállítva, 24 óra reakcióidőt alkalmazva.

A térhálósítási reakció paraméterei (az EDC, HOBt és 
a DA koncentrációk, illetve a keresztkötési arány) az 
1. táblázatban szereplő adatok szerint kerültek kialakí-
tásra. A HADA25/50/75/100 hármas jelölésű rövidítés-
ben, a HA kezdőbetűk a hialuronsavat, az azt követő 
DA betűk a diamint jelölik, míg a szám az elméleti ke-
resztkötési rátára utal.

Az el nem reagált komponensek Vivaflow membrán-
szűrővel (100 kDa PES) (Sartorius, Göttingen, Német-
ország) kerültek eltávolításra. A szilárd anyag kinye-
rése liofilizálással (Christ Alpha 1-2 LD, Martin Christ 
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, 
Németország) történt.

1. ábra:  A hialuronsav (HA)  
2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nal (DA) történő  

térhálósításának mechanizmusa
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Térhálósított hialuronsav-származékok jellemzése
A térhálós HA-származékok szerkezetének megállapí-
tása 13C mágneses magrezonancia (13C-NMR) (Bruker 
500SY, Bruker Daltonic GmbH, Németország) spekt- 
roszkópiai mérések segítségével történt. Az NMR-mé- 
résekhez oldószerként deutérium-oxidot (D2O) hasz-
náltunk. Referenciaanyagként tetra-metil-szilánt (TMS)  
(δ = 0 ppm) alkalmaztunk, a vizsgált minta kémiai el-
tolódás (δ) értékei ennek a jeléhez lettek viszonyítva.

A polimer részecskék hidrodinamikai átmérőjének 
meghatározása dinamikus fényszórás (DLS, Dinamic 
Light Scattering) (BI-200SM, Brookhaven Instruments 
Corporation, New York, Egyesült Államok) fotométer-
rel történt. A hidrodinamikai átmérőt foton korrelációs 
spektroszkópia (PSC, Photon Correlation Spetrocsopy) 
elvén mértük és a Stokes-Einstein egyenlettel számol-
tunk:

d(H) = kT/3πμD,
ahol:   d(H) = hidrodinamikai átmérő,  
D = transzlációs diffúziós együttható,  

k = Boltzmann állandó, T = hőmérséklet  
és μ = viszkozitás.

A mérési eredmények értékelése az NNLS (non neg-
ative constrained least squares/legkisebb négyzetek) 
módszerrel történt.A szilárd állapotú részecskék mére-
tének és morfológiájának meghatározása transzmis�-
sziós elektronmikroszkóppal (TEM) (JEOL 2000 FX-II, 
Jeol Ltd., Akishima, Japán) készített felvételek alap-
ján történt. A minták vizsgálata szénréteggel bevont 
G2400C típusú rézhálón történt, a gyorsítófeszültség 
80 kV volt.

Az in vitro kioldódási dinamika tanulmányozására mo- 
dellvegyületként a széles körben alkalmazott MK-et hasz- 
náltuk. A vizsgálat 12 lyukú platebe helyezett, 0,4 μm 
pórusméretű, PET sejttenyésztő betétben (Millicell, 
Merck KGaA, Darmstadt, Németország), folyamatos 
rázatás (100 RPM) mellett (NB-205 síkrázó inkubátor, 
N-Biotek Co., Ltd., Gyeonggi-do, South Korea) szoba-
hőmérsékleten, ötnapos vizsgálati periódus meghatá-
rozásával valósult meg. Először az 1 mg/ml-es MK-
oldatot készítettük el, majd az 1 m/m%-os géloldatokat 
(HA, HADA25/50/75/100) a MK-et tartalmazó oldat fel-
használásával, 10 m/m%-os MK koncentrációt kalkulál-
va az egyes gélekre, majd minden betétbe 10 mg minta 
került bemérésre. A MK leadásának nyomon követésé-
re spektrofotometriás módszert (Hidex, Turku, Finnor-

szág) alkalmaztunk. Oldószerként/ duzzasztószerként 
és kioldóközegként (2 ml) ioncserélt vizet használtunk. 
Minden mintavételi pontban a teljes kioldóközeg lecse-
rélésre került. A spektrofotometriás mérés 661 nm-en 
történt.

Eredmények

Az előállított anyagok vizsgálatai azt mutatták, hogy si-
került különböző mértékben térhálósított hialuronsav- 
származékokat létrehozni. Térhálósítóként egy hosszabb  
szénláncú diamint választottunk, mellyel a térhálósítás  
mértékének a növelését kívántuk elősegíteni, illetve a  
reakció számított (sztöchiometriai) és valós mértékének 
a közelítését. A térhálósítás során a HA karboxilcso
portjai reagálnak a térhálósító DA amino-csoportjaival 
kovalens savamid/peptid kötést képezve. A szintézist 
karbodiimid és benztriazol aktiváló ágensekkel egészí-
tettük ki. A keletkező térhálós szerkezet tanulmányo-
zása NMR spektroszkópiával történt. A HA és a 100%-
ban térhálósított nanorészecske (HADA100) 13C-NMR 
spektrumainak összehasonlítása során a kémiai jelek 
eltolódása, valamint a keresztkötő diaminra jellemző je-
lek jól azonosíthatók. A térhálósított származék spekt-
rumában megjelenő, a diaminra jellemző kémiai eltoló-
dások (δ = 67,54 (C1), δ = 70,33 (C2), δ = 40,04 (C3)) 

2. ábra:  A hialuronsav (HA)  
és az elméletileg 100%-ban keresztkötött hialuronsav (HADA100) 

13C-NMR spektrumainak összehasonlítása

1. táblázat

A hialuronsav térhálósítási reakcióinak fő paraméterei.

Hialuronsav (mg) Térhálósítás  
sztöchiometriai mértéke (%) Diamin (µl) EDC (mg) HOBt (mg) Jelölés

500 25 24 32 22 HADA25
500 50 48 64 44 HADA50
500 75 72 96 66 HADA75
500 100 96 128 88 HADA100
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bizonyítják a reakció sikeres végbemenetelét. Ez mu-
tatja, hogy a peptidszintézisek révén ismertté vált tech-
nika hatékonyan alkalmazható a HA módosítására, tér-
hálósítására is.

DLS eredmények

A térhálós nanorészecskék hidrodinamikai átmérőjét  
fényszórás fotometriával határoztuk meg vizes közeg-
ben, pH = 7,0 és 100 μg/ml koncentráció mellett. Az 
eredmények a 2. táblázatban kerültek bemutatásra.

A fényszórás fotometriai mérési eredmények a ke-
resztkötött HA részecskék trimodális eloszlását mutat- 
ják. A HA keresztkötései, intra- és intermolekuláris kap-
csolódási lehetőségeket eredményezhettek, így a HADA  
részecskék egy része kisméretű, különálló részecskékké  
formálódhattak, ugyanakkor nagyobb részecskék kelet-
kezésére is lehetőség nyílhatott. Mindemellett nagyobb 
részecskék aggregáció következtében is keletkezhet-
tek, másodlagos kötőerők, illetve intermolekuláris köl- 

csönhatások következtében. Mivel a reakcióelegy nano- 
részecskéinek hidrodinamikai átmérője nem egységes,  
ezért a Z-átlagot alkalmaztuk a kialakult mérettartományok 
összehasonlításához. A térhálós hialuronsav-részecskék 
(HADA25/50/75 és 100) effektív hidrodinamikai átmé-
rőinek eredményeit összevetve megállapítható, hogy 
a térhálósítás mértékének növelésével csökken a ré-
szecskék hidrodinamikai mérete, egyre kompaktabb  
részecskék keletkeznek.

TEM eredmények
A HA térhálósításával különálló gömbszerű részecské-
ket kívántunk előállítani. A TEM felvételek alkalmasak 
a kialakított polimerek méretének és formájának az iga-
zolására. A 3. ábrán bemutatott TEM-felvétel bizonyítja, 
hogy a 100%-ban keresztkötött, szilárd halmazállapo-
tú, térhálós szerkezetű polimer (HADA100) kisméretű, 
jól diszpergált nanorészecskék formájában jelenik meg, 
melynek mérete 20 nm alatt van.

A különböző térháló-sűrűségű hidrogélek kioldódási 
tulajdonságai

A 4. ábra a HA-alapú gélek, valamint a gél nélküli 
MK-oldat membrándiffúziós vizsgálata során nyert kiol-
dódási profilokat mutatja be.

A vizsgálatok a megbízható eredmények érdekében 
mintatípusonként 3 párhuzamos méréssel kerültek kivi-
telezésre. A hatóanyag-leadó sajátságokat mind a négy 

2. táblázat

A térhálós hialuronsav-részecskék effektív hidrodinamikai átmérői

Térhálósítás mértéke (%) 1. csúcs (nm) 2. csúcs (nm) 3. csúcs (nm)

25 195 ± 25 585 ± 40 1730 ± 65

50 146 ± 20 350 ± 25 1458 ± 80

75 108 ± 10 254 ± 20 1026 ± 70

100 74 ± 15 126 ± 15 785 ± 65

3. ábra:  A 100%-ban keresztkötött  
hialuronsav (HADA100) TEM felvétele  

(20000-szeres nagyítás, lépték 200 nm)
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4. ábra:  A hialuronsav (HA),  
a különböző mértékben keresztkötött származékok  

(HADA 25/50/75/100)  
és metilénkék (MK) kioldódási profiljai (SD: 0,002–0,014)
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(HADA25/50/75/100) keresztkötött származék, a mó-
dosítás alapját képző HA és a MK-oldat, mint a kontroll 
minták esetében is vizsgáltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a 
vizsgálat során az összes kioldódó anyag mennyisége 
a térhálósűrűség emelkedésével párhuzamosan emel-
kedik, míg a HADA25 esetén 15,2%, a HADA50 min-
tánál 28,0%, a HADA75-nél 42,6%, addig a HADA100 
polimer esetében már 57,6% hatóanyag oldódott ki.

Megbeszélés

A szintetizált hialuronsav-származékokkal elvégzett 
vizsgálatok azt mutatják, hogy sikerült kovalens köté-
seken keresztül térhálós szerkezetű részecskéket elő-
állítani. A nanorészecskéket közvetlenül a lineáris po-
limer reaktív karboxil-csoportján keresztül kétfunkciós 
homoaminodimerrel mint kapcsoló ágens alkalmazá-
sával, amidkötések kialakításán keresztül valósítottuk 
meg. A kiindulási és a módosított vegyületek 13C-NMR 
spektrumai igazolták, hogy a hialuronsav karboxilcso
portjai a diamin aminocsoporjaival savamid kötést léte-
sítenek, és ezeken keresztül alakítanak ki kémiai tér-
hálót. A keresztkötő ágensre jellemző karakterisztikus 
kémiai eltolódású jelek a spektrumon δ = 67,54 (C1), 
δ = 70,33 (C2), δ = 40,04 (C3) ppm-nél egyértelműen 
azonosíthatók. A képződött térhálós részecskék száraz 
állapotban megjelenő nano-mérettartományát a TEM-
vizsgálatok igazolták. Az oldatbeli duzzadt részecskék 
méreteire és trimodális részecskeméret-eloszlására  
pedig a DLS-mérések nyújtottak bizonyítékot. Mindezen  
jelenségek a térhálósodás során bekövetkező intra- és  
inter-molekuláris kötődési lehetőségekkel, valamint lánc- 
végi savamidkötések megjelenésével magyarázhatók, 
valamint az aggregátumok kialakulását sem zárhat- 
juk ki. A hidrodinamikai átmérők eredményeiből meg-
állapítható, hogy az egyre növekvő térhálósítási arány 
egyre kisebb méretű részecskék keletkezését eredmé-
nyezte.

Megállapítható, hogy a térhálósítás arányának nö- 
velésével a hatóanyag-leadás sebessége nő, amely a 
módosított polimerek megváltozott fizikai tulajdonságai
ból eredeztethető. Ilyen hatásként tekinthetünk esetleg 
a térhálósítás növelésével csökkenő vízfelvevő képes-
ségre, a térhálósabb részecske kisebb méretére, azok 
kompaktabb szerkezetére, aminek következtében eset-

legesen kevésbé tud immobilizálódni a festékmolekula, 
vagy arra, hogy a fajlagos felülettel párhuzamosan nő 
a kioldódás sebessége, esetleg a polimer által koor-
dinált hidrátburok is befolyással lehet a kioldódás se-
bességére. A különböző hatások érvényesülésének/ 
versengésének eredményeként kompromisszumokat 
kell tenni a hidrogélek tervezésekor a célzott alkalma-
zást illetően a polimer-hatóanyag eltérő affinitásának 
ismeretében [19]. Az előállított rendszer várhatóan in-
jektálható polimeroldatként kerülhet alkalmazásra mint 
hatóanyag szállítására és leadására képes eszköz. A ré- 
szecskék szerkezetükből adódóan alkalmasak lehet-
nek hatóanyagok szabályozott kibocsátására. A térhá-
lósítás mértékének változtatásával a nanorészecskék 
mérete, pórushálózata a felhasználási igények szerint 
változtatható, így ezáltal a fogászatban is jól haszno-
sítható hatóanyag-leadó rendszer kialakítására nyílhat 
lehetőségünk.
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Rente T, Bakó J, Bágyi K, Jenei K and Hegedűs Cs

Preparation and drug profile analysis of crosslinked hydrogels based on  
hyaluronic acid for dental application

Exploiting the biodegradability and biocompatibility of hyaluronic acid, the hyaluronic acid-based systems are increas-
ingly used in dentistry also. To achieve the targeted drug delivery one of the most widely used method of cross-linking 
the biopolymers. The purpose of this work was to produce and characterizes hyaluronic acid-based systems, which can 
also be used in dentistry as drug delivery system. To synthesize the different ratios (25, 50, 75, 100%) cross-linked struc-
ture hyaluronic acid sodium salt and 2,2’(ethylenedioxy) bis (ethylamine) was applied in a condensation reaction using 
carbodiimide. The sizes of the particles were determined by dynamic light scattering (DLS) measurements. On the basis 
of the results obtained that each of four kinds of modified material are made up three different particle sizes and when 
the rate of change was increased, the particle size was decreased. This could be compared to results obtained under 
transmission electron microscope (TEM) investigations. To characterize the release behavior of cross-linked derivatives 
of hyaluronic acid, photometric measurement technique was applied using methylene blue as a model compound. Our 
results supported that the proportion of cross-linking was increased, the drug release rate was increased also, which may 
be the basis for further experiments in the development of a new injectable drug substance issuer system.
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