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1. Bevezetés

Antimikrobialis polimerek, més néven biocid polimerek. A polimerek nagy csoportjan
beliil, azokat az anyagok hivjuk igy, amelyek rendelkeznek a patogén
mikroorganizmusokkal —szemben novekedést gatld, vagy azokat -elpusztitd
tulajdonsaggal.

Hossz idén &t az a nézet uralkodott, hogy a kationos polimerek a membranokhoz
kapcsolddva, azok dezorganizalasaval fejtik ki antimikrobialis hatasukat. Az elmult
években azonban bebizonyosodott, hogy ezeknek a polimereknek alternativ és/vagy
tovabbi nem membran célpontjaik is létezhetnek. Ezek alapjan a polimereket két
csoportba lehet sorolni: a membrant karositdé és a membrant nem karosité polimerekébe.
Kiilonbséget tenni nehéz, hiszen a kiilonb6z6 patogén mikroorganizmusokkal szemben,
a polimerek hatdsmechanizmusa eltéré lehet. Attol fliggetleniil, hogy a polimerek
melyik csoportba is tartoznak, mindenképpen kolcsonhatasba kell 1épniiik a
membranokkal. Ha roncsoljak azért, ha nem, akkor azért, hogy elérhessék a végso,
sejten beliili célpontjukat.

A korokozok sejtmembranjaban porusokat képezve ndvelik a sejtmembran
atjarhatosagat, amely a sejtplazma és az extracellularis tér kozotti ionkoncentracio és
elektromos potencialkiilonbség felboruldsat, illetve - magasabb koncentracioban - a
membran destabilizalédasat eredményezik. Hatdsmechanizmusuk fizikai, és a
konvencionalis antibiotikumokétol eltérd jellege mellett, a klasszikus értelemben vett
rezisztencia sem alakul ki veliik szemben. Emiatt igéretes célponttd teszi Oket a
gyogyszerkutatds és az egészségiigy szamara.

A polikationos polimereket altalanossagban két funkcionalis komponenssel tudjuk
jellemezni, az egyik a pozitiv t6ltést hordozo kationos-, a masik pedig a hidrofob hatasu
csoport. Alapvetden a pozitiv toltések segitségével tud a polimer kétddni a korokozo
felszinéhez, mig a hidrofob részek képesek a membranban csatorndkat kialakitani és a
membrant dezorganizalni. Ezen tulajdonsadgok miatt a hatékony polikationos polimerek

esetében elengedhetetlen mindkét csoport jelenléte.

A polikationos polimerek elsédleges strukturalis szerkezete
A polikationos polimerek szintézisekor az elsddleges szerkezet kialakitasat tekintve a

hatasért felelds két f6 (hidrofob és kationos) csoport megfeleld ardnyat és szamat kell



meghatdrozni. Kationos csoportok esetén szamos valasztasi lehetéség van, beleértve az
amino-csoportokat, szulfonium ionokat és a foszfonium ionokat is. Leggyakrabban az
amino- és imino- csoportokat alkalmazzak, egyszer(i szintézisik ¢és széleskori
felhasznalhat6ésaguk miatt.

A polikationos tulajdonsag mellett a polimerek szerkezete is fontos. A dendrimerek
szabalyos felépitésii, térben faagszerlien eldgazd, rétegekbdl felépiild mesterséges
makromolekulak. Altaldban a molekula kzpontjaban elhelyezkedd maghoz kapcsolddo
monomer egységek ¢épitik fel rétegrol rétegre. Ezeket a rétegeket nevezziik
generacioknak. A mag nélkiili, de fadgszertien elagazo polimereket pedig dendronoknak
nevezzik. A lancok végén 1évo funkcids csoportok, az eldgazasi pontok és a molekulan
beliili ,iiregek” teszik lehetdveé, hogy ezeket a molekulakat a kémia és a tudomany,
szamos terililetén felhasznaljuk. A polikationos dendrimerek ¢és a nagyeldgazasa
polikationos polimerek jol definidlt alacsony polidiszperzitasi anyagok, feliiletiikon
strtin helyezkednek el a pozitiv toltést ado csoportok, emiatt kiemelkedd hatasuk van a

patogén mikroorganizmusokkal szemben.

1.1. Klasszikus antimikrobidlis anyagok ¢€s rezisztencia

Az antimikrobialis rezisztenciat (AMR) jelenleg és a jovOoben az egyik legnagyobb
globalis kihivasnak tekintik; veszélyeztetve az orvosi fejlesztéseket és a fert6z6
betegségek kezelésének képességét. A megnovekedett antimikrobidlis rezisztencia,
megnovekedett morbiditast €és mortalitdst eredményez a fert6z0 betegségek miatt
vilagszerte. Az 1) vegylileteknek a természetes anyagokbol és az 0j antimikrobidlis
kutatasokbol valo felfedezésének hianya, arra 6sztonzi a kutatokat, hogy ujra elévegyék
a korabban kutatott anyagokat, amelyeket korabban eltdvolitottak a rutin alkalmazasbol,
mint példaul a kolisztint. Mivel az 0j vegyliletek osztalyainak felfedezése rendkiviil
koltséges €és nagyon alacsony sikerességi rataval mikodik, e kérdés lekiizdésének egyik
stratégiaja lehet az antimikrobidlis hatassal bird szintetikus vegyiiletek alkalmazésa.

Az antimikrobidlis rezisztencidban az jelenleg 22 orszag érintett sulyosan, az ¢ adataik
szerint eddig 500 000 ember fert6z6dott meg multirezisztens korokozokkal. O'Neill és
kollégainak jelentése szerint 2050-ben évente mar 10 millio halaleset lesz az AMR

kovetkezményében.



2. Célkitiizés

Munkank elsédleges célja az volt, hogy a denture stomatitis kezelésében a klasszikus

antimikrobialis szerek mellé, egy Ujabb, altalunk szintetizalt anyagot tudjunk akar a

klinikai felhaszndlas szintjéig is kifejleszteni. Jelen esetben az ujdonsag alatt nem csak

azt értjiik, hogy egy eddig nem ismert kombindcidjat hoztuk létre addig is ismert

anyagoknak, hanem egy ujfajta hatdsmechanizmust €s ujfajta felhasznaldsi modot is

kifejlesztiink.

Kisérleteink soran a kovetkezd kérdéseket szerettiik volna megvéalaszolni:

Milyen spektrofluorimetriai tulajdonsagokkal rendelkeznek a kiilonb6zd
molekulastulytt PEI oldatok, milyen egyéb tényezOk befolydsoljak ezeket a
tulajdonsagokat?

Létre tudunk-e hozni PEI és nano eziist 6sszetételi polimer-komplexet?

Ez a polimer-komplex nano mérettartomanyban van-e?

Milyen mddszerrel lehet az akrilat alapu fogsorok nyalkahartya felé tekintd
felszinére felvinni a hatéanyagot?

Befolyasolja a felvitt réteg a fogsor stabilitasat?

Milyen térbeli struktiraval rendelkezik és milyen forméju a polimer komplex?
Milyen citotoxikus, apoptotikus tulajdonsagokkal rendelkezik a PEI-PLA és az
Ag-PEI-PLA lemezekbdl kioldddott hatéanyag?

Milyen antimikrobialis hatassal rendelkezik a PEI és Ag-PEI polimer-komplex?



3. Modszerek

3.1. Ag-PEI-PLA polimerkompozit szintézise
Uvegedényben magneses keverd hasznalataval fel kell oldani 1 g PEI-t 2 mL desztillalt
vizben. Egy masik iiveg edényben 158 mg AgNOz-at (100 mg Ag) kell feloldani 1 ml
desztillalt vizben ovatos keverés mellett. Az oldodas utan az oldatokat centrifugalni kell
10 percig 20 000 g-n (Micromax RF, Thermo Fisher Scientific, USA). Az eziist-nitrat
oldatot lassan cseppenként hozzaadjuk folyamatos keverés mellett a PEI oldathoz.
Ezutan a kapott sargas oldatbol 90°C homérsékleten folyamatos keverés mellett
elparologtatjuk a vizet. A folyamat soran az oldat szine sotét barnara valtozik, a viz
elparolgésa utan pedig a térfogata nem valtozik és a magneses keverd megall benne. Ezt
kovetden a homérsékletet 140°C-ra emeljiik és tovabbi 4 d6ran keresztiil melegitjiik,
mignem a szine sotét sziirkés-barnara nem valtozik
A polilaktatot kloroformban oldva 5 w/v%-os oldatot készitiink. A méz striségii aktiv
komplexbdl eldszor 20 mg-ot adunk 2 mL PLA oldathoz és egy laboratériumi
razokésziilek (IKA Works, Wilmington, NC, USA) segitségével 30 percen keresztiil
lassu razassal oldjuk. Az Ag-PEI polimer-komplex konnyen oldodik 5%-0s PLA
oldatban. A kapott sargas-barna oldatot 30 percen keresztiil szobahémérsékleten
ultrahanggal kezeljiik (45 kHz, 100 W; Emmi 12HC, EMAG, Németorszag). Ezutan az
oldatot centrifugaljuk 2 percig 2000 g-vel. A kapott feliilluszo alkalmas a fogsorok

feliiletének bevonasara.

3.1.1. PEI oldatok készitése
A PEI oldatok készitése soran minden esetben a Sigma-Aldrich altal forgalmazott gyari
termékeket 800 MW, 2000 MW, 25 000 MW, 750 000 MW hasznaltuk. A kimért
anyagot megfeleld mennyiségli desztillalt viz hozzdadasa utan magneses keverdvel,
szobahdmérsékleten 1 6ran keresztiil kevertiik. A kapott oldatot ezt kdvetden 10 percen
keresztiil 20 000 g-vel centrifugéaltuk. Szlirést nem alkalmaztunk, mert a DLS

vizsgalataink alapjan igy tisztabb preparatumot kaptunk.

3.2. Spektrofluorimetria

3.2.1. PEI oldasi sorozatok fluoreszcencidjanak meghatarozasa



A fluoreszcencia intenzitdas méréseket minden esetben Hitachi F-4500 FL tipusu
spektrofotométerrel végeztiik. A PEI oldatok esetében oldasi sorozatot készitettiink
(0.625-1.25-2.5-5-10 mg/mL (w/v)) négy kiilonb6zé molekulasulyu tomény PEI-bol
(0.8-2—-25-750kPEI). Az oldatok pH-ja 10,6 volt minden minta esetén. A PEI oldasa
Eppendorf csovekben tortén, desztillalt vizben, ovatos razassal 4 oran keresztiil. A
kapott oldatokat ezt kovetéen 10 percen keresztiil 20 000 g-vel centrifugaltuk ¢és a

feliilaszot hasznaltuk méréseinkhez.

3.2.2. A pH és a fluoreszencia Osszefiiggésének meghatarozasa PEI oldatok
esetében

A méréseket Hanna Piccolo Plus P9565-1EA Sigma-Aldrich késziilékkel végeztik. A
pH mérést a kiilonb6z6 molekulastlyt PEI oldatok esetében (0.8—2—-25-750KkPEI MW)
egyarant elvégeztiik. Az oldas folyamata a kordbbiakban leirtaknak megfelelden tortént.
A mérési koncentracié (10 mg/mL) azonos volt minden molekulastly esetében. A
25kPEI esetében a fluoreszcenciat kiilonbozd pH értékek mellett is mértik. A
kiilonb6z6 pH értékeket sosav segitségével allitottuk be. Minden pH mérés esetén kiilon
mintakat készitettiink, a sdsav hozzdadasa utdn pedig kiegészitettiik ket desztillalt viz

segitségével azonos térfogatra.

3.2.3. PEI oldasi sorozat abszorbanciajanak meghatarozasa
Az abszorbancia mérésére DeNovix DS-11 FX csepp spektrofotométerrel tortént. Az
integralt UV-VIS szoftver segitségével (220-750 nm hullamhossz) és 3uL mennyiségii
mintakbol. A kalibracio minden esetben desztillalt vizzel tortént. A mérések soran,
kiilonboz6 koncentracioju 25kPEI oldatoknak (10-5-2.5-1.25-0.625-0.3175 mg/mL)
hataroztuk meg az abszorbancidjat. Ezek mellett pedig a kiillonb6z6 molekulastlytt PEI
oldatok esetében azonos koncentracido mellett (1 w/v%) is mértiik azt. A PEI oldasa
Eppendorf csovekben tortén, desztillalt vizben, Ovatos razassal 4 oOran keresztiil. Az

oldas folyamata a korabbiakban leirtaknak megfelelden tortént.

3.3. Atomerd mikroszkdpos mérés (AFM)
Az atomeréd mikroszkopos képalkotds egy Dimension Icon (Bruker, Palaiseau,
Franciaorszag) mikroszkoppal tortént Ag-PEI-PLA bevonat felszinén. A méréseket az

ugynevezett ,.kopogtatd” (tapping) mddban végeztiik, szobahdmérsékleten (~22-24°C),



~50% paratartalom mellett. A méréseinkhez optimalisnak a TESPA-V2 (Bruker,
Palaiseau, Franciaorszag) tipusu tii bizonyult, amelynek a rugééllandoja koriilbeliil 42

N/m, mig a rezonancia frekvenciaja kortilbeliil 320 kHz.

3.4. Dynamic Light Scattering (DLS)
A méreteloszlas meghatarozasara a Zetasizer Nano S 90 (Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, Egyesiilt Kiralysag ) dynamic light scattering (DLS) késziiléket hasznaltuk. A
Z-average ¢értékeket hasznaltuk a mérések elsddleges kiértékelésére. A PEI-t és az Ag-
PEI polimer-komplexet desztillalt vizben oldva a mérés 25°C-on tortént, a minta

behelyezését kovetden, 1 perc pihentetés utan egymas utan haromszor.

3.5. Micro-CT
Az Ag-PEI-PLA polimerkompozit lemez térbeli struktirdja micro-CT késziilék
segitségével lett meghatarozva (SkyScan 1172 micro-CT, Bruker, Kontich, Belgium). A
mérési paraméterek a kovetkezoek voltak: 1,91 pm izotropikus voxel méret, filter
hasznalata nélkiil; 40 kV csoéfesziiltség és 200 pA csdéaram értékek, 0.5°-os elfordulasi
Iépéssel. A nyersképek rekonstruéldsa a CTAn és a CTVol (Bruker, Kontich, Belgium)

szoftverek segitségével tortént.

3.6. Release mérése gravimetrias modszerrel
Nyolc darab, egyenként tizennégy négyzetcentiméter feliileti (27 x 76 mm) iveg
mikroszkopos targylemezt vontunk be 1-1 ml kloroformban oldott Ag-PEI-PLA
polimerkompozittal. Masik nyolc targylemezt pedig 1-1 ml kloroformban oldott 5%-0s
PLA-val vontunk be. Az olddszer elparolgdsa utan a targylemezeket 8 napra desztillalt
vizbe helyeztik. Az 1., 2., 3., 4., 5., 8. napokon, levegdn szaritds utdn tortént a

stlycsokkenés mérése analitikai mérleget hasznalva.

3.7. Impedimetria
A humén gingiva epithel (HGEP) sejtvonal (CELLnTEC, Bern, Svajc) sejtjeit 1% L-
glutamint és 1% penicillin-streptomycint (Lonza Group Ltd., Svajc) tartalmaz6é CnT-

24.S médiumban (CELLnTEC, Bern, Svijc) tartottunk fenn.



Az Ag-PEI-PLA és PEI-PLA feliiltszok citotoxikus és sejtadhéziora kifejtett hatasainak
vizsgélata xCELLigence RTCA SP (ACEA Biosciences Inc., San Diego, USA)
impedancian alapuld rendszerrel tortént. A valds-idejii vizsgalatokat 96 lyuku E-
lemezekkel (ACEA Biosciences Inc., San Diego, USA) 15 kHz valtéaramu
rendszerben, 20 masodperces mintagyijtési frekvenciaval végeztilk. A mérdelektrodok
méréseket megeldz6 peptides fedésére nem keriilt sor, a nem kivant mellékhatasok

megeldzésére u.n. ,,nude” elektrodokat alkalmaztunk.

3.7.1. Citotoxicitas
vizsgaltuk impedimetriai modszerrel. Huszonnégy ora elteltével, a sejttenyészetekhez
hozzaadtuk a médiumba helyezett 1cm? felszinii Ag-PEI-PLA, vagy PEI-PLA lemezek
1. és az 5. napi feliiluszoit és annak higitasait (higitas: 1000x, 100x, 10x 1x). Az egyes
mintak, illetve higitasaik citotoxikus hatasait 1 hétig (168 ora) kovettiik impedimetriai

eljarassal.

3.7.2. Sejtadhézio
Elséként a médium impedancia-értékét hataroztuk meg, mint egy alapvonal és abszolut
kontroll értéket. Ezutan a tenyésztett HGEP sejteket és az Ag-PEI-PLA/ PEI-PLA
lemez kivonatait tartalmazo oldatok keriiltek a rendszerbe, 12 oras inkubacios id6t
alkalmazva. A fent jelzett mintakban 1év0 hatéanyag az 1, illetve 5 napig a médiumba
meritett 1cm? felszinii Ag-PEI-PLA és PEI-PLA lemezbdl oldédott ki (higitas:1000x,
100x, 10x 1x).

3.8. Apoptozis
Az apoptotikus HGEP sejtek kimutatasa 24 oraval az Ag-PEI-PLA vagy PEI-PLA
feliiliszo6 hozzdadasa utdn tortént. Erre a célra két kiilonbozé apoptdzis assay-t
hasznaltunk. Az elsé egy szamitogépes alapt morfometriai analizissel a masikat pedig
Annexin V festéssel tortént, ami az egyik leggyakrabban hasznalt modszer.
A szamitdégépes moddszerrel torténd morfometriai  kiértékelés fénymikroszkopos
sorozatfelvételek (obj.: 20x; Axio Observer Al; Carl Zeiss Microscopy GmbH., Jena,

Németorszag) és Fiji Imagel szoftver segitségével torténd elemzésén alapult.



Az Annexin V-el (PE Annexin V, BioLegend, San Diego, USA) torténd korai apoptozis
kimutatasa esetén a sejtfelszini membran aszimmetriajat (foszfatidil-szerin
detektalhatosag) specialis jeloldanyag segitségével mutattuk ki, a mérést pedig aramlasi

citometriaval végeztiik el (FACSCalibur, BD Biosciences, NJ, USA).

3.9. Mikrobiologiai vizsgalatok
A minimalis gatlo koncentracio (MIC) meghatarozdsa a PEI ¢és Ag-PEI oldasi
sorozataik esetén leves higitadsos mddszerrel tortént. Mindkét esetben a mintakat 24 6ran
keresztiil inkubaltuk. A mérések soran két féle diffiizios technikat alkalmaztunk, az
egyik a lyukasztasos modszer, a masik pedig a papirkorong moédszer. Miiller-Hinton
agar taptalajon az E. faecalis (ATCC29212), 4% gliikozt hozzaadva a C. albicans
(ATCC66027), Mitis-Salivarius agar taptalajon pedig a S. mutans (ATCC35668) 37°C

hémérsékleten és 5%-0s CO2 koncentracié mellett lettek tenyésztve.

3.10. Statisztika

A delta sejtindex (ACI) és a gorbe meredekséget mutatd slope-érték egy beépitett
szoftver segitségével keriilt meghatdrozasra xCELLigence SP System (RTCA 1.2,
Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA). Az adatok tovabbi analizisére az
Origin Pro 8.0-t (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) hasznaltuk. Az
szovegben jelolt adatok harom paralel mérésbdl szarmazé matematikai atlaguk ¢és a
szoras (£SD) értékek. A statisztikai analizisek az Origin Pro 8.0 ANOVA programmal
lettek elkészitve. A szignifikancia szintek az egyes eredményeket a disszertdcioban
bemutatott abrakon az alabbiak szerint vannak jelolve: x: P<0.05; y: P<0.01; z:
P<0.001.



4. Eredmények

4.1. Polietilénimin (PEI) karakterizalasa
4.1.1. Spektrofluorimetria
41.1.1. PEI oldasi sorozatok fluoreszcencidjanak meghatarozasa

A kiilonb6z6 molekulastily PEI-bol  (0.8-2-25-750kPEI)  késziilt oldatok
fluoreszcencidjanak mérése kiilonbozoé koncentraciok mellet tortént meg (0.625-1.25—
2.5-5-10 mg/mL (w/v)). A tomegkoncentraciot tekintve minden esetben a
fluoreszcencia aranyosan nétt a koncentracié novelésével. A 0,8kPEI és a 2kPEI
esetében kisebb mértékben, mig a 25kPEI és a 750kPEI esetében joval nagyobb
mértékll volt a fluoreszcencia emelkedése. Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy
linearis korrelacios kapcsolat erds (800 MW PEI = 0.9634; 2000 MW PEI = 0.9965;
25,000 MW PEI = 0.9983; 750,000 MW PEI = 0.9979).

Ugyanakkor a molaris koncentraciohoz vizsgalva a kapott értékek ndvekedése nem
aranyos linedrisan a molaris koncentracio novelésével. A minimalisan detektalhato érték
(LOD) kiilonb6zé molekulasulya PEI oldatok esetén: 0.8kPEI 0.625 mg/mL (mért
érték); 2kPEI 0.625 mg/mL (mért érték); 25kPEI 0.229 mg/mL (a kapott értékekbdl
extrapolalt érték); 7S0kPEI 0.220 mg/mL (a kapott értékekbdl extrapolalt érték).

41.1.2. A pH és a fluoreszencia Osszefiiggésének meghatarozasa PEI
oldasi sorozatok esetén
azonos volt (pH =10.6). Alacsonyabb pH érték esetén, de azonos koncentracio mellett a

fluoreszcencia intenzitas értéke ugyanakkor magasabb volt.

4.1.1.3. PEI oldasi sorozat abszorbanciajanak meghatarozasa
Kiilonboz6 koncentracioju PEI oldatok esetében (3.125-6.25-12.5-25-50-100 mg/mL
(w/v)) az abszorbancia maximuma minden esetben 220 nm-nél volt. Az abszorbancia
novekedése a koncentracid ndovelésével aranyosan valtozik; mig azonos koncentracid
mellett (1 w/v%), de kiilonb6z6 molekulasuly esetén (0.8—2—-25-750kPEI) az

abszorbancia értéke nem valtozott.



4.1.2. Dynamic Light Scattering (DLS)
Desztillalt vizben oldva a hatdéanyagot 10 mg/mL-es és 1 mg/mL-es koncentracioban
végeztilk a méréseket. A nagyobb koncentracid esetén Z-Ave: 9,658nm, PDI: 0,224,
mig a kisebb koncentraci6 esetén Z-Ave: 11,07 nm, PDI: 0,508. Az intenzitas értékeket
nézve 10 mg/mL koncentracidé esetén PKk1: 7,784nm, Pk2: 30,64 nm, a 1 mg/mL
koncentracidé esetén Pkl: 7,075 nm, Pk2: 42,86 nm, Pk3: 525,6 nm. A 10 mg/mL

crer

c sy

4.2.1. Atomer6 mikroszkopos mérés AFM
Az atomerd mikroszkopos topografia képekrdl leolvashatd, hogy a kor alaka térben

kiemelked¢ feliileti strukturak atmérdje 0.5—4.0 um kozotti tartomanyban van.

4.2.2. Dynamic Light Scattering (DLS)
A fogsor nyalkahartya felé tekintd felszinének bevonasara meghatarozott koncentracio
10 mg/mL esetében és 1 mg/mL-es koncentracidban végeztilk el a DLS mérést. A
nagyobb koncentracioban a Z-Ave: 45,69 nm a PDI: 0,153, a kisebb koncentracio
esetében pedig a Z-Ave: 49,71 a PDI: 0,205. Az intenzitds értékek 10 mg/mL
koncentraci6 esetén Pkl: 18,42 nm, Pk2: 62,43 nm, Pk3: 3,894 nm, a 1 mg/mL
koncentraci6é esetén Pkl: 19,96 nm, Pk2: 69,18 nm, Pk3: 188,3 nm. A 10 mg/mL

crer

crer

A PEI-PLA ¢s az Ag-PEI-PLA lemezekbdl kioldodott részecskék méreteloszlasanak
vizsgalata szignifikdns kiilonbséget mutat, a kontrollként haszndld médiumhoz képest.
Kontrollként az impedimetriai vizsgalatoknal hasznalt médiumot alkalmaztuk. Az 1d6
elérehaladéasaval a kioldodott partikulak mérete csokken (Ag-PEI-PLA lemez esetén,
elsé nap (D1): 7 nm, 6todik nap (D5): 6 nm, tizedik nap (D10): 4 nm). Mindegyik

mérésnél az eziist tartalmt kompozitbol kioldodott részecskék mérete volt a nagyobbak.

4.2.3. Mikro-komputertomografia
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A minta vizsgalata soran az altalunk hasznalt micro-CT késziilék maximalis nagyitasa
mellett, felismerhetd egyfajta granularis struktira, ami a polimer szintézisekor

bekdvetkezd aggregaciora utal.

4.2.4. Release mérése gravimetrias modszerrel
A mikroszkopos targylemezekre felvitt PLA és Ag-PEI-PLA filmek atlagos tomege
57,58 mg ¢és 58,76 mg volt. A 8 napos mérés soran mindkét tipusa film esetében
sulycsokkenés volt megfigyelhetd. Osszességében a 8. napon az Ag-PEI-PLA tartalmt
kompozit filmek sulycsokkenése (33%) szignifikdnsan nagyobb volt, mint a PLA filmek
esetében (11%).

4.3. PEI és Ag-PEI 6sszehasonlitasa
4.3.1. Impedimetria
4.3.1.1. Citotoxicitas
Az 1 napos mintak esetében mindkét anyag esetén van kimutathato a citotoxikus hatds a
HGEP sejtekre. A citotoxikus hatas az 1 napos mintak esetén a PEI-PLA kivonat
esetében erdsebb volt (100x-1x), mint az Ag-PEI-PLA kivonat esetében (10x-1x). Az 5
napos mintdk esetében is kimutathaté volt a citotoxikus hatds mindkét anyagot

vizsgalva, de a hatasok erdssége kozott kiilonbség nem volt mérhetd.

4.3.1.2. Sejtadhézio
Osszehasonlitva az Ag-PEI-PLA és az PEI-PLA kivonatok sejtadhézio blokkold
képességét, megallapithatd hogy az 1 napos mintdk esetében mindkét esetben
kimutathat6 szignifikédns blokkolo6 hatas (higitas: 1x-10x). Az eredmények elemzése azt
mutatja, hogy a PEI-PLA preparatum egyértelmtien jobban gatolja az adhéziot, mint az
AQ-PEI-PLA preparatum.

4.3.1.3. Apoptdzis
Mind az 1 napos mind az 5 napos PEI-PLA ¢és Ag-PEI-PLA mintak esetén emelkedett
szamu apoptotizalt sejtet talaltunk mind a morfometrias analizisnél mind az Annexin V
vizsgalatndl is. Az eredményeket Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a kioldodott

nanopartikulomok esetében a PEI-PLA szignifikdnsan nagyobb apoptotikus hatéssal bir,
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mint az Ag-PEI-PLA. A PEI-PLA esetében a 10x és a 100x higitas, mig az Ag-PEI-

PLA esetében csak a 10x higitas esetén mértiink szignifikans hatast.

4.3.2. Antimikrobialis vizsgalatok
A PEI esetén 1,25 mg/mL (0,125%) az AgPEI esetén pedig 2,5 mg/mL (0,25%) volt az
a koncentracid, ahol az altalunk vizsgalat hatéanyagok képesek voltak gatolni mind a
harom vizsgalt kérokozo novekedését (MIC). Mindkét anyag esetén az inhibicids zona,
koncentracio dependens modon valtozott a diffuzids technikak esetében. Szintén
mindkét hatéanyagnal megfigyelhetd volt, hogy azonos koncentracio mellett a C.

albicans esetében volt megfigyelhetd a legnagyobb gatlasi zona.
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Kovetkeztetések

A spektrofluorimetriai méréseink alapjan kimutattuk, hogy a PEI rendelkezik
kimutathato intrinszik fluoreszcenciaval. A fluoreszcencia mértéke egyenesen
aranyos a koncentracié novelésével, a 0,8kPEI és 2kPEI esetén kisebb mértékben,
mig a 25- és 750kPEI esetén nagyobb mértékben. A molaris koncentraciot tekintve
ez az arany nem linedris. Az oldat pH-janak csokkentésével adott koncentracion a
fluoreszcencia értéke jelentésen megnétt. Az oldatok abszorbancidja csak a

koncentraciotdl fiigg, a molekulasuly nem jatszik szerepet benne.

Sikeresen szintetizaltuk az Ag-PEl polimer-komplexet és az Ag-PEI-PLA
polimerkompozitot.

A DLS méréseink szerint a PEI és az Ag-PEI oldatban az oldott részecskék mérete
nanomeéteres tartomanyban van. Az Ag-PEI-PLA lemezekbdl kioldodott molekulak
hidrodinamikai atmér6je pedig D1: 7 nm, D5: 6 nm, D10: 4 nm.

Az Ag-PEI-PLA polimerkompozit felvitele €s az antimikrobidlis felszin kialakitasa,
egyszerien a fogorvos altal a szék mellett elvégezhetd. A felvitt réteg nem

befolyasolja a fogsor stabilitasat.

Az AFM és a micro-CT felvételek alapjan az Ag-PEI polimer-komplex formaja

globularis struktiraval jellemezhetd.

A targylemezre felvitt filmbdl vald kioldodas eredményei kiértékelése soran
tapasztaltuk, hogy az Ag-PEI-PLA film esetén a sulycsokkenés nagyobb mértéki,
mint a PLA film esetén. Ebbdl kovetkeztetlink arra, hogy a hatéanyag képes kilépni

a bevonatbél.
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A citotoxicitas, az apoptozis €s a sejtadhézid mérése bizonyitotta, hogy az Ag-PEI-
PLA Kkisebb toxicitassal, kisebb apoptotikus és kisebb adhéziot blokkold hatassal
rendelkezik, mint a PEI-PLA.

Az antimikrobidlis vizsgalati eredmények kimutattak, hogy mind a PEI mind az Ag-
PEI hatdsos a vizsgalt korokozokkal szemben. Legnagyobb hatékonysag a C.
albicans esetében volt kimutathatd. Ebbdl a tulajdonsagabol kovetkezik, hogy a

denture stomatitis ellen is hatékonyan alkalmazhato.

Az Ag-PEI citotoxikus hatasa jelentdsen gyengébb, mint a PEI-¢, ezzel
parhozamosan, de joval kisebb mértékben az antimikrobidlis hatdsa is gyengébb.
Tehat kimondhatjuk, hogy az Ag-PEI joval kevésbé toxikus és kis mértékben
gyengébb antimikrobialis hatasat tekintve.
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