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1. BEVEZETES

A polimerek ¢és polimer rendszerek alkalmazasa vilagszerte folyamatosan novekvo tendenciat
mutat. Ez rendkiviil valtozatos tulajdonsagaiknak, valamint a felhasznalasi igényeknek
leginkabb megfeleld modositasi lehetdségeinek koszonhetd. A fogaszat teriiletén is széles
korben alkalmazott anyagcsoportként szdmos felhasznalasi modjaval talalkozhatunk, melyek
fejlodése az elmult évtizedek alatt egyre gyorsuld iitemet mutat. A névekvd elvarasok, a
lehetd leggyorsabb és legesztétikusabb eredmények elérésének célja a kutatasi eredmények
egyre intenzivebb alkalmazasat vonja maga utan. A hagyomanyos eljarasok fejlesztése, az
ujabb, a kor elvardsainak jobban megfeleld atalakitasa szamos teriileten megfigyelhetdek. A
lenyomatvételre hasznalatos anyagcsoportoktdl kezdve, a tomdanyagok széles korén
keresztiil, az implantologidig folyamatos a torekvés a legmodernebb anyagok, eljarasok és
technikak alkalmazasara. Ez a megkozelités kdvethetd nyomon az alapanyagok kiilonb6zo
fejlesztésein, a technologiai ujitasokban, illetve az ujabb tudomanyteriiletek rohamos fejlodési
utemeén.

fgy keriil napjainkban egyre gyakrabban elStérbe a nanotechnolégia, mint egy uj,
feltorekvo, rendkiviil igéretes tudomanyteriilet. Azok a rendszerek, melyek legaldbb egy
komponensének legalabb egy dimenzidja nem haladja meg a 100 nm-t, olyan yj
tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyek alkalmassa teszik Oket a megndvekedett igények
kielégitésére. Ez az ut vezetett el a kezdetekben leginkabb csak a tomdanyagok teriiletén
alkalmazott nanorészecskék felhasznaldsatol addig, hogy napjainkban mar a termékek széles
korében felfedezhetbek a nanotechnologia nyujtotta elényok. Igy talalhatoak mar a
kereskedelmi forgalomban is elérhetd lenyomatanyagok, bond-rendszerek generacioi,
valamint a tomdanyagok legkiilonfélébb mérettartomanyokat felvonultatd valtozatai.

A mikro- és nanorendszerek alkalmazasa a szajsebészet és az implantoldgia teriiletén
IS megjelentek kiilonbozo termékek formajaban. A mesterséges csontpotld anyagok
Osszetételén tul ugyanis a szemcseméret megfelel6 megvalasztasa az egyik legkézenfekvobb
lehet6ség az atépiilés sebességének szabalyozasara. Tobb, a kereskedelemi forgalomban is
elérhetd termék fejlesztése soran is megragadtak ezen lehetoségeket a felmeriild igényeket
kiszolgalasara. EgQy masik rendkiviil intenziven kutatott teriilet, ahol a nanotechnolédgia

jelentds szerephez juthat a hatéanyag-leadd rendszerek. A kereskedelmi forgalomban még
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csak részteriileteken fedezhetdéek fel eredményei, de a kisérleti fazisokban mar szamos
potencidlis jeldlt talalhato. Ezek nagy toObbségében a rakkutatassal 0sszefliggésben keriiltek az
érdeklodés kozéppontjaba. Ezen a teriileten tekinthetéek legel6rehaladottabbaknak a
kisérletek, kiilonb6z6 szinteken folynak mar a vizsgalatok, s itt mar talalhatéak termékek,
melyek a gyakorlatba iiltetik at az elméleti megfontolasok eredményeit. Az oldékonysagi
problémak javitasat, a mellékhatasok csokkentését, a hatdéanyagok egyre jobb hasznosuldsat
hozta magaval a nanotechnologia alkalmazasa. A fogészat teriiletén hagyomanyosan
megjelend felhasznalasa - pl. az antibakterialis anyagok formulazasara, szallitasara - még a
mikrogyongyok alkalmazasa sem nevezhetd széleskoriien elterjedtnek, bar képviseldjét mar
felfedezhetjiik, s tekinthetjiik ezt az egyre kisebb mérettartomanyok meghoditasa felé tett
kezdeti 1épésnek.

A hatéanyagok formuldzasdval és specidlis célba juttatdsdval kapcsolatosan is
fellelhetéek viszont kombindlt rendszerek, mint a legljabb fejlesztések eredményei. Ezen
rendszerek a kiilonboz6 anyagtipusok eldnyos tulajdonsagait eldtérbe helyezve, a kevésbé
hasznos tulajdonsagokat a komponensek megfelelé megvélasztasival kompenzaljak. gy
alkalmazhatéak pl. polimer rendszerek bioldgiailag aktiv molekuldk szallito- és leadd
rendszereként kristalyos anyagokkal kombinalva, melyek a struktura megfelelé mechanikai
paramétereit képesek biztositani. Ezen modellrendszerek megjelenésével a csontp6tld
anyagok teriiletén mar talalkozhatunk, de a folyamatos fejlesztéseknek koszonhetden (pl.
hosszli tavu hatéanyag-leadoként alkalmazhaté nanorészecskékbol allo polimer rendszerek
elballitasa) napjainkig az érdeklédés homlokterében talalhatd. JO1 mutatja ezt példaul, hogy az
MIT kutatoéi 2015-ben a Nature Communication folydiratban mutattak be ezen témakdrben

végzett munkajukat [1].



2. IRODALMI ATTEKINTES

A hidrogélek olyan haromdimenzids polimer strukturak, melyek nagy mennyiségii viz
megkotésére képesek, s ennek kdszonhetden az extracelluldris matrixhoz sok tekintetben
hasonld tulajdonsagokkal rendelkezd rendszerek kialakitdsa lehetséges altaluk [2, 3].
Megkiilonboztethetiink természetes és mesterséges alkotokbdl felépiilé rendszereket, melyek
kozos sajatossaga a hidrofil jelleg. A polimerek kémiai mindsége, illetve a keresztkotések
aranya nagymértékben képes befolydsolni az anyag porozitasat, a duzzadasi képességét illetve
mechanikai tulajdonsagait, melyek sziikségesek a bioanyagként torténd felhasznalas
feltételeinek megteremtéséhez.

A nemzetkdzi irodalomban tébbféle monomert és monomerrendszert vizsgaltak mar,
viszont a lehetdségek nagy szdma, illetve az egyre Ujabb és kedvezdbb tulajdonsdgokkal
rendelkezd anyagok megjelenésének kovetkeztében ezeket a vizsgalatokat érdemes id6rol
idore felujitani. A régi jol ismert anyagok ugyanis az 0j lehetdségekkel kombindlva uj, a
megvaltozott igényeknek sokkal inkabb megfeleld eszkozokké valhatnak. Ezen az uton
jutottunk el a szintetikus polimerek alkalmazasatol a biogén koriilmények kozott is
alkalmazhaté biokompatibilis anyagok alkalmazasaig [4, 5]. Ez az 0t vezetett a
biodegradabilis tulajdonsagokkal is rendelkez6 1j anyagokkal kapcsolatos fejlesztésekig,
melyeket mar nemcsak Onmagaban tolerdl a szervezet, de meghatarozott idén beliil
alkotdelemeire képesek bomlani, s ezek kozott sem talalhatdak jelentds toxicitassal
rendelkez6 komponensek.

A szemészet teriiletén alkalmazott kontaktlencsék fejlodése jo lehetdséget biztosit
szamunkra, hogy éattekintsiik a gyakorlatban hogyan valdsulhatott meg a kor biztositotta
lehetdségeket kihaszndlva az egyre jobb, egyre specialisabb anyagok felhasznaldsa. Mar
1508-ban Leonardo da Vinci is készitett feljegyzéseket a kontaktlencse alapelveivel
kapcsolatosan, de csak az 1880-as években sikeriilt iveg alap lencséket elballitani. Ezt
kovetden viszont 1936-ig kellett varni, mig William Feinbloom szemésznek koszonhetden
megjelenhettek az elsé polimer alapt kontaktlencsék. Ez a poli(metilmetakrilat) (PMMA)
alapt rendszer még merev, €s gaz-permedbilitds szempontjabol rendkiviil kedvezdtlen
tulajdonsagu, de bioinert igy alapvetden hasznalhat6 anyagnak volt tekinthetd. Ezt az 1960-
ban publikalt lagy poli(2-hidroxietil-metakrilat) (pHEMA), az elsé egészségiigyi céllal

eléallitott hidrogél valthatott, melyet 2-hidroxi-etil-metakrilat és etilén-dimetakrilat
7



kopolimerizaciojaval allitottak el [6]. Ez az anyag mechanikai tulajdonsagait tekintve mar jol
kozelitette az eredeti szovetet, de mas, még hidrofilebb monomereket, mint az N-vinil-
pirrolidont (NVP) és a metakrilsavat (MMA) alkalmazva a kopolimerizacié soran, még jobb
duzzadasi sajatsagokkal és még jobb oxigén-permedbilitassal rendelkez6 pHEMA volt
eldallithatdo. A napjainkban hasznalatos hosszu ideig viselhetd kontaktlencsék pedig mar
sziloxanok és hidrofil monomerek kopolimerjei, melyek a lencse belsejében képzett specialis
mikrofazisoknak koszonhetéen képesek egyedi tulajdonsagaik elérésére. Hidrogéleket
alkalmaztak mar korabban is orvosbioldgiai implantatumként, pl.: a poli(vinil-alkohol)-t
(PVA), szivacs formaban formaldehiddel keresztkotve [7]. Az anyagot 1949-ben hoztik
forgalomba Ivalon® markanévvel, s ezt koOvetden széleskorlien tanulmanyoztik a
felhasznalasi lehetségeit. Ennek megfelelden vizsgaltak bor vagy iziileti porc helyettesitése
soran alkalmazhat6 anyagként, csontpotlds sordn torténd vazanyagként, érprotézisként,
tuberkulozis kezelése sordn, vagy embolikus anyagként felmeriild felhasznélési lehetdségeit is
[8-14]. Hatoanyag-leado és -szallitd anyagként torténd felhasznalasat is vizsgaltak, melynek
soran duzzadasra képes porformat allitottak el6 a szabalyozhatdsdg megteremtésére, bar ezen
a teriileten a vizoldhat6 celluloz szarmazékok voltak az elsé uttor6 anyagrendszerek, melyeket
a bioerodalhat6 természetes anyagok egész sora, mint a modositott kitin, dextran, keményito,
zselatin és polipeptidek kovettek [15-16]. Ezek az anyagrendszerek mar bizonyos foku
reagalasi képességgel rendelkeztek a kornyezetiik irdnyaba a duzzadasi sajatsagaikon ¢€s az
erodacion keresztiil, és jol példazzak a fejlddési irdnyvonalakat az egyébként nagyon sikeres,
a legtobb szerv esetében jol alkalmazhato Ivalon® szivacs statikus bioinert felhasznéalasatol a
kortilmények valtozasait dinamikusan kovetni képes rendszerek iranyaba. Ennek megfelelden
szamos egyeb polimer felhasznalasaval képeztek mar hidrogéleket, melyeket az egészségiigy
kiilonb6z6 teriiletein alkalmazhatnak [2]. A lista természetesen nem lehet 4tfogo jellegii, csak

néhany jeles képviseld bemutatdsara alkalmas (1. tdblazat).

1. tablazat. Orvosbiolodgiai célra alkalmazhato hidrogélek [2].

Felhasznalasi teriilet Felhasznalhato alapanyag

Celluloz [15]
Szabalyozott hatdanyag- Poli(vinil-alkohol) (PVA)[16]
leadasra alkalmas rendszerek | Kitozan [17]

Dextran [18]




Polimetakrilsav (PMA)[19-20]
Poliakrilsav (PAA)[21]
Poli(N-izopropil-akrilamid) (PNIPAAmM)[22-25]

Poli(hidroxietil-metakrilat) (PHEMA)[6,26]
Poli(N-vinil-pirrolidon) (PNVP) [27]
Kontaktlencse Polimetakrilsav (PMA)[27]
Poli(butil-metakrilat) (PBMA)[26]
Poli(metil-metakrilat) (PMMA)[28]

Pol(vinil-alkohol) (PVA)[29-31]
Poliakrilamid (PAAM)[32]
Poli(etilén-glikol) (PEG)[27, 32, 33]
Celluloz [34]

Vérrel-érintkezd hidrogélek

Poli(vinil-alkohol) (PVA)[8]

Mesterséges bor o o
Poli(hidroxietil-metakrilat) (PHEMA)[27]

Poli(vinil-alkohol) (PVA)[9-10]
Mesterséges porc Poli(N-izoprpil-akrilamid) (PNIPAAmM)[35]
Poli(etilén-glikol)-Poli(propilén-glikol) (PEG-PPG) [36-37]

Celluloz-acetat [32]

Poli(vinil-alkohol) (PVA)[30]
Poli(etilén-glikol) (PEG)[38]
PEG-Poli(etilén-tereftalat) (PEG-PET)[38]

Mesterséges vese

Ezen elonyoknek koszonhetd, hogy a hidrogélekhez kothetd publikacidk szama az
1990-es évek néhany szazas mértékérdl a 2010-es évekre a tobb ezres nagysagrendet is elérte.
A nanokompozit hidrogélek esetében is hasonld mértékii novekedés volt tapasztalhato, a
2000-es évek alig néhany publikacigja a 2010-es évekbeli tobb szdzas nagysagrendre
véltozott. Ez a trend véarhatéan nem is fog megvaltozni, figyelembe véve példaul, hogy az
Amerikai Egyesiilt Allamok piaca a fejlett hatanyag-lead6 rendszerek teriiletén a 2001-es 75
millié dollarrol, a 2010-es évekre 121 millidrd dollarra ndvekedett [39]; illetve hogy az éves
vilagméretli piac polimer alapu hatéanyag-leadd rendszerek tekintetében a becslések szerint
2010-re 6nmagéaban elérheti a 60 milliard dollart [40-41].

A polimer rendszerek alkalmazasa a fogaszat teriiletén is altalanosnak tekinthetd. A

fogpotlastanban a részleges ¢s teljes foghianyok kezelése, ideiglenes koronak, hidak készitése,

9



valamint fémhidak leplezései soran is talalkozhatunk képviseldikkel. [42] A szajsebészet
terliletén traumak, fejlodési rendellenességek korrekcidja soran, illetve tumor eltavolitasat
kovetd rehabilitacioval kapcsolatosan jelennek meg a gyakorlati alkalmazasban [43-45]. Az
esztétikus tomoanyagok térhoditasdnak koszonhetden hasznalatuk a konzervald fogészat
esetében is mindennaposnak tekinthetd. A biodegradabilis polimerek alkalmazasi lehetdségei
is egyre gyakrabban keriilnek a vizsgalatok kézéppontjaba. Egyre fontosabb felhasznalasi
terlilet a parodontoldgia, ahol példaul a fogagy egyes megbetegedéseinek kezelésekor
alkalmazhatoak ezen anyagok [46-48]. Ilyen példaul a PerioChip® (Dexcel Pharma
Technologies Ltd, lzracl) mely elére kicsomagolt formaban tartalmazza a klorhexidin-
digliikkonatot (CHX) hatéanyagként [49-50]. Az ATRISORB®-D FreeFlow™ (TOLMAR Inc,
USA.) rendszere egy fecskendé formajaban kiszerelt termék, amelyben a hordozo
biodegradabilis polimer bioadszorbedlodd képességét kihaszndlva, az alkalmazando
hatéanyag (doxiciklin) mennyiségének szabalyozasara is lehetdség nyilik. Az ARESTIN®
(OraPharma, Valeant Pharmaceuticals North America LLC. OH/ORA/14/0003(1)) az
alkalmazott polimer hordozd egy tovabbi szabalyozasi lehetdségére épitve mikro-kapszulak
forméjaban tesz 1épéseket a hatéanyag (minociklin) lokalis és szabalyozott felszabadulésara.
Ezek a példak is mutatjak, hogy a fogészat teriiletén folyamatos a toérekvés a hatdanyagok
minél pontosabb és minél szabalyozottabb célba juttatasara [51-52].

Alapvetden ezen a téren is nagy jelentdségre tehet szert a nanotechnologia, illetve az
altala biztositott anyagok kombinacidjaval kialakithaté nanokompozitok. Az eldszor 1959-ben
Richard P. Feynman Nobel-dijas fizikus altal leirt technoldgia Gjdonsaga, az altala létrehozott
anyagok tulajdonsagainak a magyarazata a méretben keresendé. Ezen anyagoknak ugyanis
legalabb egyik dimenzidjuk az 1-100nm-es mérettartomanyba esik, mely a mikro- és makro
vilagra jellemzd tulajdonsagoktol eltérd sajatsagok megjelenését okozza. A mérttartomany

szemléltetésére, illetve néhany jeles képviseld bemutatasara szolgal az 1. abra.
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Micella Liposzoma Dendrimer  Arany nanohéj  Kvantumpont Polimerek

1. dbra. A nano mérettartomany elhelyezkedésének szemléltetése, és ezen mérettartomany

jeles képvisel6inket bemutatasa (alul) [53].

A nano mérettartomdny sokszinliségét jol mutatja, hogy ide tartoznak a biodegradabilis
polimer nanorészecskéktél kezdve, a micelldkon at, a kvantumpontokon, a szerves ¢€s
szervetlen nanorészecskéken keresztiil, a dendrimerekig szamos mar jol ismert, vagy még
most is vizsgalat alatt allo struktarak [53]. Ebbe a mérettartomanyba sorolhatdoak a
nanoméretl strukturak alkotta hidrogélek, az un. nanogélek is, vagy a szintén hasonlé méretii
komponenseket is magukba foglalo nanokompozitok széles kore. A nanogélek, vagy a mikro-,
illetve nanostrukturalt hidrogélek jelentésége folyamatosan novekszik a specialis szallito- és
leadorendszerekkel szembeni ndvekvd elvardsokkal parhuzamosan [54]. A nanoméretii
struktarakkal formulazott bioldgiailag aktiv molekuldk/hatéanyagok lehetdségének eldnye,
hogy igy csokkenthetd a toxicitds és a mellékhatasok kialakuldsanak veszélye, illetve
novelhetd a hatékonysag, a specificitas €s a tolerabilitas, azaz a hatdanyag terapids indexének
az egésze javithato [55-58]. Ennek megfelelden a gydgyitd orvoslas szdmos teriiletén jelentek
mar meg képviseldik. A rakellenes készitmények kozott szamos képviseldjével
taldlkozhatunk, tobbek kozott az els6 FDA engedélyezett szer, a Doxil® (USA teriiletén)
vagy Caelyx® (az USA teriiletén kiviil), mint egy liposzomaba csomagolt doxorubicin, vagy
egy nemrég engedélyt kapott forma a Genexol-PM (Samyang Biopharmaceuticals
Corporation, Dé¢l-Korea), ami egy nanorészecske-formulazott (monometoxi-PEG-blokk-
poli(D,L-tejsav kopolimer) (mPEG-PDLLA)) paclitaxel készitmény [59-61]. Autoimmun
betegségek kezelése soran immunszupresszansként mikofenol-savat formulaztak mar
nanogélbe, valamint kimutattdk ezen forma nagyobb hatékonysagat, illetve a szemészet
teriiletén is fellelheté mar poli(vinil-pirrolidon)-poliakrilsav nanogél, mint pilokaprin
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elnyujtott leadasara alkalmas vivéanyag [62-63]. Cukorbetegség esetében patkanykisérletek
soran sikeriilt mar inzulinnal t61t6tt nanogélek alkalmazéaséaval elérni a vér gliikkozszintjének a
jelentés csokkenését és a szabad formahoz képest jobb szabalyozasat [64]. Sikerrel
alkalmaztak mar nanogéleket hatdanyagoknak a vér-agy-gaton torténd nagyobb aranyu
atjuttatasara, vérzéscsillapito fehérjék formulazasara, vagy pl. politejsav-ko-glikolsav és
kitozan elegyének olajsavval modositott nanorészecskéit, amely gyulladascsokkentd hatast
kifejtd rendszerként hasznosithatd. A fogaszat teriiletén is szdmos felhasznalasi kisérlettel
talalkozhatunk. A parodontologia az egyik legigéretesebb alkalmazasi teriiletnek szamit, ugy
a gyulladdsos folyamatok gatlasa és visszaszoritdsa, mint a helyi érzéstelenités igéretes
lehetdségekkel kecsegtetnek. A nanogélek alkalmazasaval példaul sikeriilt mar Pluronic-gél
felhasznalasaval homérséklet-valtozasra érzékeny, in-situ gélesedd rendszert kialakitani,
mellyel mepivakain leadasara optimalizalt parodontalis érzéstelenitGrendszert hoztak 1étre
[65]. Ezen kisérleti fazisokban 1év6 nanogéleken tul a nanotechnoldogia szamos eredménye
természetesen mar a kereskedelmi forgalomban is megtalalhat6. A hagyomanyos anyagokon
¢s anyagrendszercken tal lényegében mar talan nincs is olyan fogaszati teriilet, ahol
valamilyen formaban ne jelent volna meg valamely képviseldjén keresztiil. Erre nyujt egy
szemléletes példat a 2. tablazat, mely a kiilonboz6é teriileteken mar forgalomban 1évo

termékeket mutat be [66].

2. tablazat. Kereskedelmi forgalomban talalhatdé nano komponensii alkotot tartalmazo

termékek [66].

Alkalmazasi teriilet Elérhet6 anyagok

Ketac™ (3M ESPE, St. Paul, MN, USA), Ketac N100; Nano-
ionomers (3M ESPE), Filtek Supreme XT (3M ESPE), Fuji IX GP

Konzervalo/

GC, Leuven, Belgium), Nano-primer,
helyrellito ( uven, Belgium) pri

, Premise™ (Kerr/Sybron, Orange, CA, USA), Adper™ Single bond

fogaszat

plus Adhesive (3M ESPE),

Ceram X™ (DENTSPLY International, Milford, CT, USA).
Regenerativ ] )

Ostim® (Osartis GmbH, Elsenfeld, Germany), VITOSSO™
fogaszat

(Orthovita-Inc, Malvern, PA, USA),
ill. Szovettervezés és
. Nano-Bone® (ARTOSS, Rostock, Germany).
regeneracio
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Arestin® (Valeant, Bridgewater, MA, USA), Nanogen®

Parodontologia o
(Orthogen, Springfield, IL, USA).

Megel6z6 fogaszat ~ NanoCare® Gold (Nano-Care, Saarwellingen, Germany).

Ketac™ N100 Light Curing Nano-lonomers (3M ESPE), Filtek

Fogszabalyzas
Supreme Plus Universal (3M ESPE).
Nanotech elite H-D plus (Zhermack, Badia Polesine, Italy), GC
Fogpotlastan
OPTIGLAZE color® (GC).
. Nanotite™ Nano-coated implant (BIOMET 3i, Palm Beach
Implantologia

Gardens, FL, USA).
AH plus™ (DENTSPLY International), Epiphany (Pentron
Endodoncia Clinical Technologies, Wallingford,

CT, USA), Guttaflow® (Colténe, Altstitten, Switzerland).

A polimerek alkalmazasi lehetdségeinek szempontjabol meghatirozo jelentdséggel
birhat az inicidlds modja. Az eldzetesen kialakitott rendszerek esetében ezt a 1épést
leggyakrabban kémiai Gton valdsitjadk meg, napjainkban viszont egyre inkabb eldtérbe keriil a
fotoiniciacid. Az eldre kialakitott rendszerek eldnyei - mint a megbizhaté dozirozas és a jol
definidlhato fizikai paraméterek - mellett ugyanis mindig megjelenik ellenpontként, hogy az
egyedi szitaciok sajatsagos elvarasait ezek kevésbé képesek kovetni. A fotopolimerizacié mint
realis lehet6ség, az ilyen helyzetekre adott valaszként jelenhet meg. Abban az esetben
ugyanis, mikor specialis, egyedi valtozok allnak figyelmiink kodzéppontjaban, az in-situ
kialakithatd  struktirdk alkalmazasa lehetéséget nyujthat az egyedi igények
figyelembevételére, szabalytalan formak eldallitdsara, vagy az aktualis helyzetnek megteleld
dozirozas megtervezésére.

A polimerizacids reakcid mechanizmusat tekintve, mind a kémiai mind pedig a
fotopolimerizacié esetében a folyamatok harom f6 1épésen keresztiil mennek végbe: a
lancinditas, a lancnévekedés és a lanczarodas, ezenfeliil pl. gyokds, i0nos polimerizacio soran
lancatadas is eléfordul. Fotopolimerizacié esetén a folyamatok sematikus 6sszefoglalésa az 2.
abran lathatdo [67]. A Kkezdeti 1épés soran az lancinditasi arany (Ri) az iniciator
hatékonysagatol, az iniciator koncentracidjatol és a fény intenzitastdl is fiigg. Ezt kdvetden a
lancnovekedés soran az el nem reagalt kettds kotést tartalmazé monomerek képeznek hosszu
lancokat, egészen addig, mig lancatadas, vagy a szabadgyokok megsziinése/terminacidja
véget nem vet a novekedésnek. A lanczarddasi arany (Rt), mint bimolekularis reakcio, a
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(Rp) a reakci6 soran elreagalt kettds kotések aranyat adja meg. Mivel ezen reakciok jelentds
része a lancndvekedés soran kovetkezik be, igy az Rp mint masodrendi reakcid kozelithetd
egyensulyi allapotot feltételezve, példaul ha Ri=Rt, igy Rp az Ri, a monomer koncentracio
([M]), valamint a lancnévekedés (kp) és a lanczarodas (kt) kinetikai egyensutlyi allanddinak a
fliggvényévé valik. Ha formailag egyszertsitiink is a polimerizacié folyamata azért rendkiviil
Osszetett, mivel a kp és a kt is erdsen fiigg a konverziotol, illetve a kialakult keresztkotésektol

is [67].

Lancinditas: In —V 3 2R
Re+ M — Me
R; = 2dl,

Lancnovekedés: M.+ M i’;> Mp+1*
Rp = K [M][M9

Lanczarédas: Mo+ Mty P
Ry = k{MJ?

R, = K [M](Ry/2ky) "2
2. abra. Fotoinicialt polimerizacids reakcid mechanizmusa. la az inicialé fényintenzitasanak,

az iniciator koncentraciojanak és a molaris abszorpcids koefficiensnek a fliggvénye. A

polimerizacios rata egyenletei pszeudo-egyensulyi allapotot feltételeznek [67].

Mindezen reakciok a kiilonbozé ipari alkalmazasok sordn mar rutinszeriien
alkalmazott technikaknak tekinthetéek, mind a kiilonb6z6 bevonatok elballitasakor, vagy a
litografiai eljarasok sordn, de akar a 3D nyomtatott termékek gyartasa is szemléletes példai a
technologia széleskorii alkalmazhatosaganak. Az eljarasok nagy tobbségében viszont a
gerjesztésre hasznalt fényforras az UV tartomanyba tartozik, mely az ipari alkalmazasoknal
elfogadhatd alternativa, de a kiilonboz6 bioldgiai rendszerek esetében haszndlata erds
korlatokba iitkozik. A lathatd tartomanyaba esé hulldmhosszakat, mint gerjesztd fényforrast a
fogaszat teriiletén altaldnosan alkalmazzdk, igy kézenfekvd a torekvés, hogy kiindulési

pontként ezen fényforrasokat tekintsiik [68].
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A poli-y-glutaminsav egy anionos jellegi poliaminosav, mely felépitését tekintve akar
tobb mint 10000 glutaminsav egységet is tartalmazhat. Eldallitasa elsdsorban biotechnologiai
uton torténik, a Bacillus subtilis faj genetikai modositasain keresztiil, és az 1d6
elérehaladtaval, a modszerek folyamatos fejlesztésével egyre tisztabb, egyre nagyobb
hozammal rendelkez6 elGallitasi utak valtak elérhet6vé [69-74]. Felfedezése els6k kozott
Kramar (1921), illetve Ivanovics és Erdds (1937) nevéhez kothetd, bar magat az eldallitasara
képes Bacillus torzset egy tradicionalis japan ételbdl, a fermentalt szojababbodl, a natto-bol
Sawamura (1913) mar korabban izolalta [75-79]. A polimer iranti névekvd érdeklédést és
orvosbiologiai értékét az biztositja, hogy biokompatibilis, biodegradabilis, emészthetd
biopolimer, mely a késleltetett felszivodast hatéanyag-leadd rendszerek eldallitasanak
lehetdségét is magaban rejti. a-karboxil csoportjan keresztiil kiilonb6zé moddositasokra nyilik
lehet6ség [80]. Hidrogélek elballitasara, nanorészecskék létrehozasara és hatdanyag-polimer
komplexek kialakitasara is szamos példat talalhatunk PGA alapon [81-84]. A polimer
felhasznalasi lehet6ségei rendkiviil széleskoriiek, alkalmazhatéak igy a szennyvizkezelésben,
mint az orvostudomanyi vonalon, de az élelmiszeripar, a kozmetika, az agraragazat teriiletén
is fellehetdek hasznosithatd tulajdonsdgai a PGA-alapi rendszereknek. A tisztitdsi
eljarasokkal kapcsolatosan, mint flokkulalé szer alkalmazhatd vagy a nehézfémekhez, illetve
festékekhez vald nagy affinitdsat hasznaljak ki. Az orvostudomdany teriiletén is szamos
alkalmazasi lehetéséget talalhatunk, alkalmas lehet kelatképzoként, vagy kalcium-
abszorberként torténd felhasznalasra. Mindemellett adhezivként, illetve hatdanyag-szallito és
-leadd rendszerek alkotdjaként is talalkozhatunk vele, és a szovettervezéssel és regeneracioval
kapcsolatos legjabb anyagok kozott is fellelhetdek. Természetesen egyéb teriileteken is
talalkozhatunk képviseldikkel, ahol pl.: a PGA, mint antibiotikus polimer juthat szerephez,
vagy a génterapiaval kapcsolatos célbajuttatasoknal jelenhetnek meg, de a virusgatlason at, a
xerosztomia - szajszarassag - kezelése soran is jol hasznosithatdé [74]. A molekulatomeg
fliggvényében alakithatoak ki hatdéanyag-leadd rendszerek, rakellenes szerként alkalmazhato
paclitaxel (Taxol) esetében pl.: a 3x10*- 6x10° Da kozti tartoméanyt hataroztak meg Li és
munkatarsai, melynek segitségével in vitro eredményeik alapjan sikeriilt sokkal jobb
vizoladékonysagl, jelentdsen stabilabb, és megndvekedett tumorellenes hatékonysaggal
rendelkez6 konjugalt rendszert kialakitani [85, 61]. A paclitaxel taxan formajabol kiindulva
Singer és munkatarsai egy poliglumex elnevezésii konjugatumot hoztak létre. Ez a rendszer
mar preklinikai allat tumormodellen keresztiil bizonyitotta a biodegradabilis polimer jotékony

hatasait, aminek koszonhet6en a jobb stabilitason, valamint oldékonysagon tul hosszabb
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tumor kitettség ¢és csokkentett szisztémas terhelés volt elérhetd. Ezzel jelentésen
megnovelhetévé valt a hatdanyag farmakoldgiai profilja, s mind a szabad hatéanyaggal
szemben, mind pedig az egyéb, nem degradalodd polimerformékkal szemben jobb
eredmények, megnovekedett tumor szelektivitds, és eredményesebb tumor szoveti
akkumulacio, illetve retencio volt elérhet6 [86].

A nagy molekulatomegii (2x10° Da) PGA-rél Kim és munkatarsai mutattdk ki
egérkisérleteken keresztiil, hogy oralis alkalmazasa esetén jelent6sen noveli a sejt altal
kozvetitett tumorellenes aktivitast. A jelenség hatterét, inkabb a természetes 616 ,,natural
killer” (NK) sejtek aktivalasanak a novelésében lattak, mint a direkt citotoxikus hatas
kifejtésében. Eredményeik alapjan a nagy molekulatomegli PGA legalabb olyan mértéki,
vagy nagyobb rakellenes hatassal birt a vizsgalt tumortipus esetében, mint a B-glukan, ami
egy ismert NK aktivaciora képes immunmoduldns. Mindezek alapjan a PGA potenciélisan
szerepet kaphat a rakos megbetegedések immunoterapias kezeléseiben [87]. PGA
felhasznalasaval kialakitott nanorészecskékre is szamos példat talalhatunk az irodalomban.
Ryu és munkatarsai a szemészet teriiletén hasznosithatd in-vitro, és in-vivo is alkalmazhat6
dexametazone kezelést dolgoztak ki PGA L-fenilalaninnel alkotott nanorészecskék
felhasznalasaval. A moddszer nagy el6nye, hogy az in-vivo immunszupressziv kezelés
segitségével minimalizdlhatd a retina idegsejtjeire nézve toxikus szteroid kezelések
mellékhatasai, azok hattérbe szoritasaval [88]. Ugyanezt az osszetételt alkalmazva Shima és
munkatarsai, valamint Toita csoprtja antigén specifikus immunvalaszok manipulacidira,
illetve vakcinak nyomon kovetésére iranyuld rendszereket alakitottak ki, melyekkel a jelolt
részecskek egyre jobb detektdlhatosagat, és az alkalmazott vakcinak hatékonysaganak
jelentds, akar 10-40-szeres novelését sikeriilt elérni [89-90].

A sejtek fejlodését és szaporodasat eldsegitd kornyezet kialitdsdnak lehetdsége, illetve
a jo kombinalhatosaga alkalmassa teheti a PGA-t kiilonbozd szovetpotlasok, regeneraciot
elOsegitd anyagrendszerek létrehozasara, s igy a szovettervezés ¢€s sebkotdozd anyagok

rendkiviil igéretes teriiletként keriil az érdeklédés kdzéppontjaba [91-92].
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3. CELKITUZES

Kutatasaink soran munkéank célja volt a fogédszati gyakorlatban alkalmazott eszkozok altal

kibocsatott ,.kék fény” (385-515 nm) hatasara bekovetkezé fotopolimerizacio ttjan térhalds

szerkezetli polimerek eldallitasa, amelyek a fogaszati gyakorlatban alkalmazott hatéanyagok

szabalyozott kibocsatasara képesek.

Célkittizéseinket kiilonbozo kutatasi szakaszokon keresztiil valositottuk meg:

I. Biokompatibilis polimer (HEMA-PEGDMA) alapanyagok felhasznalasaval

>
>

>
>

kiilonbo6z6 térhalostriiségi hidrogélek eldallitasa

nanorészecskék (NP), és ezek felhasznalasaval nanokompozit hidrogélek (NCHG)
szintézise

a gélek mechanikai tulajdonsagainak vizsgalata

hatdéanyagleadasi tulajdonsagok feltérképezése

I1. Biodegradabilis polimer (y-PGA) alapanyag alkalmazasaval

>

YV V V V

»kék fény” (385-515 nm) hatasara polimerizalhato metakrilalt PGA (MPGA)
szintézise

K€k fény” hatasara polimerizalhat6 MPGA-polimerbdl hidrogélek (matrix) eldallitasa
a gélek mechanikai tulajdonsagainak vizsgélata

biokompatibilitds meghatarozasa

duzzadasi és - fogaszatban alkalmazhat6 - hatéanyagleadési tulajdonsagok jellemzése

I11. Biodegradabilis polimer (y-PGA) alapanyag modositasain keresztiil

>

,kék fény” (385-515 nm) hatasara polimerizalhato nanorészecskék (MPGA-NP)
kialakitasa

MPGA-NP felhasznalasaval nanorészecske-alapu hidrogél (nanogél) eldallitasa

a gélek fizikai paramétereinek vizsgalata, optimalizalasa

sejtek  életképességének, ¢€és  morfologiai  vizsgalatain  keresztiil  torténd
biokompatibilitdsdnak meghatarozasa

a nanogélek jellemzése duzzadasi és hatdanyagleadasi tulajdonsagaik alapjan
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ALKALMAZOTT ROVIDITESEK LISTAJA

AEM: 2-aminoetil-metakrilat hidroklorid

Alamar Blue teszt: Resazurin festék atalakitason alapulo életképesség vizsgalat
Amp: Ampicillin

CDI: 1-[3-(dimetilamino)-propil]-3-etilkarbodiimid hidroklorid

CHX: Klérhexidin-digliikonat

DLS: Dinamikus fényszoras fotometria

EDA: 2,2'-(Etiléndioxi)bisz(etilamin)

HaCaT: Immortalizalt keratinocita sejtvonal

HEMA: 2-hidroxietil-metakrilat

HPLC: Nagynyomasu (vagy nagy teljesitményii) folyadékkromatografia
Irgacure 2959: 2-hidroxi-4'-(2-hidroxietoxi)-2-metilpropiofenon

KPS: Kalium-peroxo-diszulfat

LDH-teszt: Laktat-dehidrogendz enzimaktivitdson alapulo citotoxicitasi vizsgalat
Metr: Metronidazol

MPGA: Metakrilalt-PGA

MPGA-NP: Metakrilalt-PGA-nanorészecske

MTT-teszt: Tetrazolium-bromid/formazan atalakulasan alapulé életképesség vizsgalat
NCHG: Nanokompozit hidrogél

NMR: Méagneses magrezonancia vizsgalat

NP: Nanorészecske

PBS: Foszfat-puffer sooldat (pH: 7,45)

PEGDMA: Poli(etilénglikol)-dimetakrilat

PGA: Poli-y-glutaminsav

PGA-nanogél: MPGA-NP alapu hidrogél

SAOS-2: Human oszteoszarkoma eredetii sejtvonal

SDS: Natrium-dodecil-szulfat

SEM: Pasztazo elektronmikroszkopia

TEMED: N,N,N,N’-tetrametil-etilén-diamin
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A szintézisek soran hasznalt anyagok és eljarasok

4.1.1 Biokompatibilis (HEMA-PEGDMA) nanorészecskék (NP) eléallitasa

Munkénk els6 szakaszaban, a biokompatibilis nanorészecskék eldallitasa soran szerves
fazisként 2-hidroxietil-metakrilat (97%-0s, Sigma-Aldrich, Steinheim) (HEMA) monomer,
poli(etilénglikol)-dimetakrilat (Mn: 550, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) (PEGDMA)
térhalosito, illetve n-butil-alkohol (Spektrum 3D Kft, Magyarorszag) keriiltek felhasznalasra.
A vizes fazis kialakitasa soran natrium-dodecil-szulfatot (Spektrum 3D Kft) (SDS), kalium-
peroxo-diszulfat (98%, Reanal Co., Budapest) (KPS) termoiniciatort, és N,N,N’,N’-tetrametil-
etilén-diamin (99%-o0s, Sigma-Aldrich, Steinheim) (TEMED) katalizatort alkalmaztunk. A
reakcio soran az anionos feliiletaktiv anyagként alkalmazott SDS mellett keriiltek a HEMA, ¢és
PEGDMA monomerek diszpergalasra desztillalt vizes kozegben (40ml). A teljes elegyre
vonatkoztatott monomerkoncentracié 4 m/m%, mig az alkalmazott SDS mennyisége 2,4
m/m% volt. A HEMA ¢és PEGDMA monomerek 50/50 aranyban kertiltek alkalmazasra. A
reakcié duplafalt lombikban, az oxigén kizarasaval, nitrogén atmoszféra alatt, folyamatos
keverés mellett, emulziés polimerizacid Utjan ment végbe. A szabadgyokds polimerizacid
60°C-os kozegben 0,2 m/m% KPS alkalmazisaval, 2 6ra alatt jatszodott le. A reakcio
sematikus bemutatdsat a 3. abran lathatjuk. A kapott reakcidelegyet jeges vizes hiitést
kovetden 4 napig dializaltuk desztillalt vizzel szemben, majd liofilizaltuk CHRIST ALPHA 1-
2 késziiléken -52°C-on.

A HEMA-PEGDMA 50-50 mol% 0Osszetételii nanorészecskéket a HEMA egy- ¢és a
PEGDMA két metakril-csoportja kozott kialakuld keresztkotések alakitjak ki szabadgyokos
polimerizaci6 soran (3. &bra). Az NP-k méret-meghatarozasa sordn DLS, és SEM
vizsgalatokat alkalmazatunk. A SEM felvételekhez a keresztkotott  kopolimer
kolloidoldatabdl, liofilizalas utjan készitett mintakat hasznaltunk. Az oldat koncentracidja 50

ug/ml volt.
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3. abra. Emulziés polimerizacié elvi vazlata. 2-hidroxietil-metakrilat (HEMA) és
poli(etilénglikol)dimetakrilat (PEGDMA) monomerek, Na-dodecil-szulfat (SDS), mint tenzid
oldataban, TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin) katalizator, és K,S,Og iniciator

alkalmazasaval 60 °C-on lejatsz6do reakcio esetében.

4.1.2 Biokompatibilis (HEMA-PEGDMA) hidrogélek és nanokompozit-
hidrogélek eloallitasa

A hidrogélek ¢és nanokompozit-hidrogélek (NCHG) eldallitdsdhoz fotoiniciatorként
antrakinon-2-szulfonsav natriumsoéjat (~99%, Fluka AG. Buchs SG) alkalmaztunk.
Hatéanyagként a fogaszatban is alkalmazott klorhexidin-digliikonatot (20%-0s oldat,
Spektrum 3D Kft, Magyarorszag) (CHX) hasznaltunk. Minden anyagot tovabbi tisztitas
nélkiil alkalmaztunk. A HEMA/PEGDMA hidrogélek elballitasa vizes oldatban tortént, 30%-
os monomerkoncentracié alkalmazisa mellett. A monomerek aranya 90/10, 75/25, 50/50,
25/75 és 10/90 értékek szerint keriiltek beallitasra, 1 mol% monomerekre vonatkoztatott
fotoiniciator felhasznalasaval. Az elegyek homogenizalasa kézi keverést kovetden ultrahangos
fiirdoben tortént. A NCHG eloallitasa azonos modszerrel tortént, 50/50 HEMA/PEGDMA
matrix hidrogél 6sszetétel alkalmazasa mellett 33 m/m% NP keriilt diszpergalasra monomerek
¢s fotoiniciator tiszta, sargas szinll vizes oldatdban. A NP-t nem tartalmaz6 matrix hidrogél
esetében a CHX vizes oldatat a polimerizacid eldtt kevertiik monomerek elegyéhez. A NP 48
6ras duzzasztas utjan elézetesen CHX-nel keriiltek megtoltésre, melybdl liofilizalassal
allitottuk el6 a toltott részecskéket. A NCHG szintéziséhez ezen szaraz, t0ltott NP rész kertilt

a monomerek és az iniciator oldataban diszpergalasra.
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Az igy elkészitett keverékek 9 mm atmérdji, és 4, illetve 10 mm-es magassagu
hengeres polipropilén formakba keriiltek kiontésre. Az oxigépenetracido ¢és inhibicid
megakadalyozdsara az Ontéformak tetejét {iveglappal zartuk le. A fotopolimerizacid
iniciaciojat Kulzer Palatray CU lampa (~430 nm, 1,5 Watt/cmz) alkalmazasaval valositottuk
meg, a mintak méretébdl adédoan a reakcidido 25 perc volt.

Munkam ezen szakaszanak f6 célkitizése volt CHX-nel toltott NCHG elGallitasa,
mely a matrix kioldodasi sajatsagaihoz viszonyitva szabélyozottabb moddon bocsatja ki
hatdanyagtartalmat. Figyelembe véve, hogy a hidrogélek belso strukturaja, porozitasa egyike
a kioldodast szabalyozd legfontosabb tényezOknek, tanulmanyom ezen részében tobb

kiilonb6z6 Osszetételli hidrogélt allitottam eld. A reakcidk elvi vazlatat a 4. dbra mutatja be.

I.
CH2:(‘3(CH3) + CH2:(‘J(CH3) (CH3) C=CH, ———>

COO(CH,),OH CO%OCHZCHZ%OOC
n
_— J\é/w

Térhalos, biokompatibilis hidrogél
4. abra. HEMA-PEGDMA hidrogél fotopolimerizacidjanak elvi vazlata.

Az eldallitas soran a szerves fazis 30%-volt, melyet vizes emulzidban oszlattunk szét SDS
tenzid alkalmazasa mellett. 2 g-0s polimer oldatok Osszeallitasaval 6t hidrogél eléallitasara
volt lehetdség, melyekkel a parhuzamos vizsgalatokat végezhettik. A NCHG esetében
alkalmazott 6sszmonomer mennyiség allando volt (0,6 g), mig a NP/hidrogél arany 33% /
66% volt (4. tablazat).

4.1.3 PGA-metakrilalas (MPGA-kialakitas)

Munkadm masodik szakaszat képezd biodegradabilis polimer alapu hidrogél szintéziséhez, a
laboratoriumunkban  bioszintetikus  Uton  eldallitott  poli-y-glutaminsavat  (PGA)
(Mw=1,2x10°Da, GPC) hasznaltam alapanyagként [69]. A karboxil-csoportok reaktivitasanak
noveléséhez vizoldékony 1-[3-(dimetilamino)-propil]-3-etilkarbodiimid hidrokloridot (CDI)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alkalmaztam. A fotopolimerizaciohoz elengedhetetlen reaktiv
csoport kialitasat 24 oras intenziv keverés kdzben a reakcidelegyhez adagolt 2-aminoetil-

metakrilat hidroklorid (AEM) (90%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alkalmazasaval értem el.
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A polimerkoncentraci6 10 mg/ml volt. A kapott polimer tisztitasa tangencialis
membransziiréssel tortént Vivaflow 200 (MWCO 10000Da, PES, Sartorius AG,
Németorszag) alkalmazasaval, 5-10 szeres mennyiségli desztillalt vizes mosas mellett. A
kapott tisztitott és koncentralt minta az eldzdekben ismertetett koriilmények kozott keriilt
liofilizalasra. Fogaszati vonatkozassal bird hatdoanyagként metronidazol (99%, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), mig a fotopolimerizaciés reakci6 inicidlasara Irgacure 2959 (~99%, CIBA)
kertilt alkalmazasra. Ezen az uton kialakitott metakrilalt-PGA (MPGA) polimer a fogéaszati
gyakorlatban hasznalt lathatdo tartomanyba esé ,kék fény” (385-515 nm) hatasara

polimerizalhat6.

4.1.4 Biodegradabilis MPGA-hidrogél eloallitasa

Az MPGA-alapu hidrogél kialakitasa foszfat-pufferes (pH: 7,45) (PBS) kozegben, 30 m/m%
polimerkoncentracié és 2 mol% (reaktiv csoportra vonatkoztatva) fotoiniciator alkalmazasa
mellett keriilt kivitelezésre. A fotopolimerizacioés reakcid6 Dentacolor XS (435 nm, ~3
watt/cm?) (Kulzer, Németorszag) fotopolimerizacios ladaban/fénykalyhaban zajlott, felvillané
(flash) tizemmoddban, 90 masodperc reakcioidé alkalmazasaval. Mintatartoként teflonbol
készilt, 2 mm magassagl és 5 mm atmérdjii hengeres mintak eldallitasara alkalmas eszkozt

alkalmaztunk.

4.1.5 PGA keresztkotés és metakrilalas (MPGA-NP kialakitas)

Munkdm harmadik szakaszdban a PGA (My=>1x10° Da, GPC-alapjan) (Nanjing Saitaisi
Biotechnology Co. Ltd, Nanjing, Kina) kétlépéses reakcioban keriilt atalakitasra. A reakciok
soran a korabban emlitett AEM keriilt alkalmazasra. Vizoldékony karbodiimidként 1-[3-
(dimetilamino)-propil]-3-etilkarbodiimid hidrokloridot (CDI) (Carbosyth Limited, Compton,
Berkshire, UK), és keresztkotd agensként 2,2'-(Etiléndioxi)bisz(etilamin)-t (98%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) (EDA) hasznaltam. Az alkalmazott fotoiniciator szintén az Irgacure
2959 volt, fogaszati gyakorlatban alkalmazott aktiv komponensként viszont ampicillin-Na
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO) keriilt felhasznalasra.

Az elsé 1épésben a karboxil-csoportok 50%-nak CDI aktivacidjat kovetéen EDA
felhasznalasaval keresztkotéses reakcio jatszodik le, mely NP kialakitasat eredményezi [93].
A kovetkez6 1€pésben a maradék karboxil-csoport tijabb CDI aktivalasan keresztiil, az AEM
segitségével, a kialakitott NP-k metakril-csoporttal torténé modositasa zajlott le. A reakciok

desztillalt vizes kdzegben, 10 mg/ml polimer koncentracié mellett, 1épésenként 24 ora alatt
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mentek végbe. A minta tisztitasa és liofilizalasa az MPGA Kkialakitasa részben vazolt
eszkozokkel, és koriilmények kozott tortént.

A biodegradabilis y-PGA-alapu hidrogél és nanogél rendszerek kialakitasahoz eldszor
az alap polimer modositasait kellett elvégeznem. Ez MPGA esetében egy metakrilalasi
reakciot, MPGA-NP esetében pedig egy keresztkotéses reakciot kovetd metakrilalast jelentett.
Az 5. abra az MPGA-NP kialakitasat célzo, két 1épeses reakcid elvi vazlatat mutatja be, mely

a koztes 1€pés nélkiil az MPGA reakciot is tartalmazza.

O NH 0
2 CDI ?
NH R IR NH NH
P NH,
= n
o~ OH 07 NH o~ oH
R

PGA EDA
|
o NH
\m 7 UNHp - HEL g "o 0
o NH NH
AEM CDIl
=~ n
o o 0~ “OH
NH NH PGA- NP
0~ “NH 07 NH TN o
\ R=_"Sg >

MPGA- NP
5. abra. PGA modositasi reakcidinak sematikus dbrazolasa. Az elsd 1épés egy keresztkotéses
reakcido, ahol a karboxil-csoportok CDI-del torténd aktivacidjat kovetden képez
keresztkotéseket az EDA. 24 6raval késébb a masodik 1épésben egy metakrilalasi reakciot
hajtottunk végre, ahol a maradék karboxil-csoport CDIl-es ujraaktivalasan keresztiil
teremtettilk meg a feltételeit az AEM kapcsolddasanak. Ezen a kétlépéses reakcion keresztiil
keriilt a metakriladlt PGA-nanorészecske (MPGA-NP) kialakitasra. Az elsd keresztkotéses

reakci6 elhagyasaval metakrilalt PGA polimert (MPGA) nyerhetiink egy 1épésben.
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Az igy kialakitott metakrilalt PGA-nanorészecske (MPGA-NP) a fogaszati gyakorlatban
alkalmazott lathaté tartomanyba esé ,kék” (385-515 nm) fényt kibocsatdo fényforrasok
segitségével szintén polimerizalhatoak.

4.1.6 MPGA-NP-alapu hidrogél (PGA-nanogél) szintézise

Az MPGA-NP-alapu hidrogél (PGA-nanogél) szintézise az MPGA-hidrogél kialakitasaval
azonos moddon tortént, kivéve, hogy a polimerkoncentracid ebben az esetben 33% volt, s
kozegként fiziologids sdoldatot valasztottunk.

A keresztkotések kialakitasa a 6. abran vazlatosan bemutatott séma szerint tortént, 90

masodperc besugarzasi id6 alkalmazasaval, fotopolimerizacid utjan.

W Fotopolimerizacio
W | > ’

MPGA MPGA-hidrogél

i@A\%&i@A Fotopolimerizacio

NN

B
3

MPGA-NP PGA-nanogél

6. abra. MPGA-alapu hidrogél és MPGA-NP-alapi PGA-nanogél eldallitdsanak sematikus

abrazolasa.
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4.2 Eloallitott anyagok jellemzésére hasznalt modszerek

4.2.1 PGA keresztkotési és metakrilalasi reakciok jellemzése

4.2.1.1 Magneses magrezonancia vizsgalat (NMR)

A modositott PGA-kat, mind a metakrilalasi, mind a keresztkotést koveté metakrilalasi
reakcidkat kdvetden Proton-magneses magrezonancia spektroszkdpiai modszerrel (1H NMR)
(Bruker 200SY, 200 MH2z) jellemeztiik. A mintakat 10 mg/ml koncentracioji D,O oldataban
vizsgaltuk, eredményeinket 3-(trimetilszilil)-propionat-d, referencia jel alapjan a kémiai

eltolddas (ppm) alapjan mutattuk be.
4.2.2 Nanorészecskék mérettartomanyainak meghatarozasa

4.2.2.1 Dinamikus fényszéras fotometria (DLS)

A kialakitott NP hidrodinamikai atmérdjét - biokompatibilis és biodegradabilis formak
esetében is - fényszoras fotometria (BI-200SM, Brookhaven Research Laser Light Scattering
fotométer, NbYAG szilard fazisa lézerrel, Brookhaven Instruments Co., USA) (DLS)
segitségével hataroztuk meg. Az atlagos részecskeméret-eloszlas meghatarozasa 25 °C-on
90°-0s detektalasi szog mellett, optikailag homogén henger alakti kvarc kiivettaban Ao=532
nm hullamhossz alkalmazasaval tortént. A vizsgalt minta a HEMA/PEGDMA NP esetében a
dializist kovetd reakcidelegy liofilizalt formajabol keriilt kialakitasra 100 pg/ml polimer-
koncentraci6 alkalmazasaval, mig MPGA-NP esetében a liofilizalt minta 0,5 mg/ml

koncentracioban kertilt diszpergélasra.
4.2.3 Hidrogélek, nanogélek és nanokompozit-hidrogélek jellemzése

4.2.3.1 Pasztazé elektronmikroszképia (SEM)

A SEM vizsgalatok mintaelokészitése soran a biokompatibilis hidrogélek és nanokompozitok
110°C-on kertiltek kiszaritasra, majd kétszer 30 masodpercig 10-20 mPa nyomason, 18-20
mA plazmaaram alkalmazasa mellett 100-200 nm vastagsagi arany bevonat kialakitasra a
felszineken. A mintak vizsgalata HITACHI S4300 CFE (Tokyo, Japan) késziilékkel tortént,

1,5 és 10 kV alkalmazott gyorsito fesziiltség alkalmazasaval.
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A PGA-nanogél esetében aceton/viz oldatsorral torténd vizmentesitést kovetd CO;
kritikus ponton végzett szaritast valasztottunk, S gyorsitd fesziiltségként egyedil a 10 kV

kertlilt alkalmazasra, a tobbi paraméter megegyezett a korabban alkalmazottal.

4.2.3.2 Mechanikai tulajdonsagok vizsgalata

A kialakitott kiillonboz6 térhalostiriségii hidrogélek és NCHG mechanikai tulajdonsagai
INSTRON 4302 (erémér6 cella: 0,1 kN, nyomasi sebesség: 2 mm/perc) (Massachusetts,
USA) univerzalis mechanikai vizsgalokésziilék segitségével keriiltek Osszehasonlitasra.
Meéréseinket az MSZ EN ISO 604:2003-as szabvany szerint végeztilk. A nyomovizsgalatok
soran a mintak 9 mm atmér6jiek, és 4, illetve 9 mm magassagiuak voltak. A mechanikai
vizsgalatok a megbizhaté eredmények eléréséhez tiz minta parhuzamos mérésével kertiltek
kivitelezésre.

Az MPGA-hidrogélek és a PGA-nanogélek esetén a mechanikai paraméterek
jellemzése INSTRON 5544 Univerzalis mechanikai vizsgdlokésziilek (Instron, USA)
segitségével tortént. A nyomdvizsgalat paraméterei az el6zdleg ismertetettel megegyeznek, a
vizsgalt hidrogélek és nanogélek dimenzidi viszont hengeres testként 5 mm atmérd és 2 mm

magassag szerint keriiltek meghatarozasra.

4.2.3.3 Duzzadasi paraméterek meghatarozasa

A 9 mm atméréji, és 4 mm magassagu biokompatibilis gélek duzzadasi paramétereit
desztillalt vizes kdzegben, tomegméréssel, a polimerizaciot kovetden kialakult gél tomegéhez
viszonyitva hataroztuk meg az alabbi képlet alapjan:
Wp=(W;-Wg)/Wgx100;

ahol W, a duzzadas mértéke szazalékosan kifejezve, Ws a duzzadt gél tomege, és Wy a
polimerizaciét kovetden mért eredeti gél tomege. A méréshez a géleket meghatdrozott
idépontokban a vizbdl eltavolitottuk, a feliiletén 1évé folyadékot dvatosan sziir6papirral
leitattuk. A méréseket a tomegallandosag eléréséig folytattuk. A duzzadasi sajatsagok
vizsgalata 6t parhuzamos minta alkalmazéisaval tortént a hidrogélek esetében, és harom
parhuzamos méréssel az NCHG-nél. Az MPGA-hidrogélek és PGA-nanogélek ugyanezen
modszerrel keriiltek vizsgalatra, mig a hidrogélek esetében PBS, mig a nanogélek esetében
fiziologias sooldat volt a duzzasztoé kozeg. A hidrogél, és nanogél mintdk paraméterei 5 mm
atmérd, €és 2 mm magassag voltak. A duzzadéasvizsgalat kiértekelésekor 6t parhuzamos mérés
eredményei keriilnek bemutatisra, mind a metronidazollal toltott, mind pedig a hatéanyag

nélkiili gélek esetében.
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4.2.3.4 Kioldodas vizsgalatok (kumulativ kioldodasi eljarassal)

A biokompatibilis gélek esetében kioldodasi profilok meghatdrozasdhoz 9 mm atmérdji és 4
mm magassagi CHX-t tartalmazé rendszerek keriiltek Osszeallitasra a 4. tablazat adatai
szerint. A vizsgalat soran a kiilonb6z6 elhelyezkedésii hatoanyagok felszabadulasanak
mértéke keriilt meghatarozasra. Az NCHGI mintak esetében a CHX csak a matrixba, az
NCHG2 esetben csak az NP részbe toltve volt jelen, mig az NCHG3-nal mind a két
komponens tartalmazta. A vizsgalat soran a matrix 15 mg, mig a NP rész 45 mg, igy Osszesen
60 mg CHX-t tartalmazott. A mintakat folyamatos kevertetés mellett desztillalt vizbe (35 ml)
meritettiik, és meghatarozott idopontokban 0,5 ml vizsgalati mintat vettiink a kioldddasi
folyadékkromatografias (HPLC, Merck—Hitachi, Darmstadt, Germany) késziiléken,
Nucleosil-C18 Nucleosil (5 um) kolonna alkalmazasaval, 257 nm-en UV-detektorral tortént.
A mobil fazis 35% acetonitrilt és 65% 20 mM acetat-puffert (pH: 3,8) tartalmazott, az
aramlasi sebesség 0,5 ml/perc volt.

Az MPGA-hidrogélek és a PGA-nanogélek esetében 3,33 mg/g gél koncentracioval
alakitottunk ki metronidazol és ampicillin tartalmi rendszereket, melyeket az MPGA-
hidrogélek esetében 25 ml PBS, mig PGA-nanogél esetében 20 ml fiziologias sooldat kioldd
kozegbe helyezve vizsgaltuk folytonos kevertetés kozben. Az MPGA-hidrogélek vizsgalata
soran elére meghatarozott iddpontokban 0,3ml minta keriilt eltavolitasra, melyet Waters 600
HPLC (Waters Co., USA) késziilék segitségével 275 nm-en UV-detektalas utjan elemeztiink
(545 UV-VIS detektor, Nucleosil-C18 kolonna, 5 um). Mobil fazisként 25% acetonitrilt, és
75% PBS-t (pH:7,45) alkalmaztunk, 0,9 ml/perc aramlasi sebességgel.

A PGA-nanogélekbdl torténd ampicillin felszabadulast 0,2 ml eltavolitott minta
elemzésével végeztiik, melyet Dionex Ultimate 3000 HPLC (Dionex Softron GmbH,
Germeiring, Németorszag) késziilék segitségével hajtottunk végre Accucore® aQ (Cl18,
2,6 um) Kkolonnan, és 210 nm-en torténd UV-detektalds utjan. Mobil fazisként 40%
acetonitrilt és 60% fiziologias sdoldatot alkalmaztunk, 0,4 ml/perc aramlési sebesség mellett.
Eredményeinket az eredetileg alkalmazott hatéanyag-tartalom aranyaban, szazalékosan kertilt
kifejezésre.

A szabad ampicillin oldat és a nanogélbe toltott forma hatasanak Osszehasonlitasat
mikrobiologiai modszerrel végeztiik. E. coli ER2738 (NEB) baktériumtorzzsel oltottunk be
top agart, melyet LB lemezre ontottiink ki. A PGA nanogélek ampicilinnel toltve és anélkiil

kozvetleniil a kiontést kovetden keriiltek a top agarba. Az ampicillin oldatot, és a fiziologias
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sooldatot (negativ kontroll) az agarban kialakitott liregekbe pipettaztuk. Négy parhuzamos
lemezen végeztikk a kisérletet. Az ampicillin oldat és a PGA nanogél lemezenként azonos
mennyiségli hatéanyagot tartalmazott. Canon EOS 70D (Canon Inc. Japan) digitalis
fényképezogép segitségével 4., 6., 8., és 20. ordban készitettiink fényképfelvételeket. A
kialakult gatlasi zondk teriileteit ImageJ szoftver segitségével mértik meg. A PGA-
nanogélekkel kapcsolatos kisérletek soran a folyamatok megbizhato vizsgélataihoz minimum
harom péarhuzamos minta szolgaltatta az adatokat, de a mikrobiologiai vizsgalatok n=4,
duzzadasi paraméterek n=5, illetve a mechanikai paraméterek jellemzése soran n=10

parhuzamos mérést végeztiink.

4.2.4 Toxikologiai, biokompatibilitasi és sejtmorfolégiai vizsgalati eljarasok

A biodegradabilis MPGA-hidrogélek esetében a bioldgiai rendszerekben torténd
felhasznalhatosdghoz a sejtekre gyakorolt hatasokat MTT-, és LDH-tesztekkel vizsgaltuk,
illetve figyelemmel kovettiik hidrogéleken novekedd keratinocita sejtek morfologia

valtozasait is.

4.2.4.1 MTT- és LDH-tesztek

A felhasznalt CaCo-2 sejtvonalat a European Collection of Cell Cultures-t6l
(ECACC), az LDH Cytotoxicity Detection Kit-et a Roche Diagnostics-tol (Németorszag,
Mannheim), az MTT formazant, 2-propanolt (99%) és sosavat (37%) a Sigma-Aldrich-tol (St.
Louis, MO, USA) szereztik be. A citotoxicitds vizsgéalatokhoz 96-lyukt sejttenyésztd
lemezben novesztettiink sejteket (10000 sejt/lyuk az MTT vizsgalathoz, 2000 sejt/lyuk az
LDH vizsgalathoz) 37 °C-os inkubatorban, 5% CO, tartalom mellett, 7 (MTT), illetve 2 napig
(LDH). Vizsgalataink soran médiumcserét kovetéen a sejtek a mintaval 30 percig voltak
inkubalva, majd a vizsgalt anyag eltdvolitasat kovetden Gjabb 3 ora inkubéciora keriilt sor
0,5mg/ml MTT-t tartalmaz6 médiumban. A sotétkék formazankristalyok oldasa savas
izopropanol oldatban (izopropanol/sosav: 25/1) tortént. Az abszorbancia mérés 570nm-en
tortént 690nm-es referencia hullamhosszal korrigalva, FLUOstar OPTIMA Microplate Reader
(BMG LABTECH, Offenburg, Németorszag) alkalmazasaval.

A laktat-dehidrogendz (LDH) egy olyan enzim, ami minden sejt citoplazmdjaban
megtalalhato, €és a sejtmembran sériilése esetén gyorsan a sejttenyésztd oldatba keriil. A
tesztanyaggal 30 percig kezeltiik a sejteket, majd ezutdn mértiik a sériilt sejtekbdl torténd
LDH felszabadulast. A vizsgalatokat a gyartd ajanlasa szerint végeztiik az LDH Cytotoxicity

Kit-tel. Az eredményeket a kezeletlen kontroll mintak, valamint a 100%-ban sejtpusztito
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hatasu triton-X 100 abszorbancia értékeihez viszonyitva fejeztiik ki. A megbizhatéd

eredmények eléréséhez harom parhuzamos minta szolgaltatta a mérési adatokat.

4.2.4.2 Sejtmorfologiai vizsgalatok

A festékkizarasi vizsgalatokhoz immortalizdlt HaCaT keratinocita sejteket
novesztettiink Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediumban (DMEM), kiegészitve 10% fetal
bovine szérummal (FBS), antibiotikummal ¢és antimikotikummal (a gyart6 mindegyik
esetében az Invitrogen, St. Louis, MO, USA), valamint 0,4% tripankék oldattal (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) [94]. A sejtmorfologiai vizsgalatokhoz szilannal (Ultradent®
Silane, Ultradent Products Inc., USA) eldkezelt, majd MPGA-hidrogéllel bevont, valamint
kezeletlen kontroll fed6lemezeket hasznaltunk. 12 lyuku sejttenyészté lemezbe helyezve
novesztettiink rajtuk sejteket, amiket 6 illetve 24 ora elteltével 0,4% tripankék oldattal
festettlink meg a gyartd leirdsa alapjan. A sejtekrdl késziilt felvételeket egy Motic E21
invertalt mikroszkophoz csatlakoztatott Nikon Coolpix P 5100 digitalis kameraval (Japan)
rogzitettiik. A vizsgalathoz hasznalt vegyszereket, reagenseket kiilon tisztitds nélkiil

hasznaltuk fel.

4.2.4.3 Alamar Blue teszt

A PGA-nanogélek esetében az Alamar Blue (Invitrogen, DAL1100) sejtproliferacio és
¢letképesség vizsgalathoz human oszteoszarkoma eredetti SAOS-2 (ATCC, USA) sejtvonalat
hasznaltunk. 24 lyuku sejttenyésztd lemezen 9*10” sejtet szélesztettiink egy-egy lyukba, és
négy oOran at hagytuk Oket letapadni. A letapadt sejteket szintelen DMEM tapfolyadékkal
(Sigma Aldrich, D5921) mostuk, majd 2 6ran at 5% CO;-tartalom mellett 37°C-on inkubaltuk
Alamar Blue-t tizszeres higitasban tartalmazé szintelen DMEM tapfolyadékban. A redukalt
Alamar Blue fluoreszcencigjat Hidex Sense Microplate Readerrel (Hidex Oy, Turku,
Finnorszag) mértiik 530 nm hullamhosszu gerjesztd fénnyel. Az emittalt fényt 590 nm-es
szlir6t hasznalva detektaltuk és meghataroztuk az atlagos fluoreszcencia intenzitast (nulladik
napos minta az abran). A mérés utdn az Alamar Blue reagenst tartalmazé tapfolyadékot
lecseréltiik DMEM téapfolyadékra (Sigma Aldrich D6046), amibe a PGA-nanogélt (2 mm X 5
mm) tartalmazo sejttenyésztd kosarkat helyeztiink (Millipore 24 Well Millicell hanging cell
culture inserts 0,4 um PET; Millipore Co. Billerica, MA). A mérést 4, 24, 48 és 72 ora
elteltével 1s megismételtiik. A nanogélt tartalmazd kosarkdkat minden mérés eldtt

eltavolitottuk, majd a mérés utan visszahelyeztiik, igy ugyanazt a sejttenyészetet mértiik
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minden idépontban. Kontrollként kezeletlen SAOS-2 sejttenyészeteket hasznaltunk. Az dbran

a hadrom parhuzamos mintabol szarmazo szorast is feltiintettiik.

4.2.4.4 Fluoreszcens és konfokalis 1ézer szkenning mikroszképia

A sejtek morfologiai és proliferacios sajatsagainak mikroszkopos vizsgalataihoz a
PGA-nanogéleket kémiailag kotottiik fedélemezekhez. A feddlemezeket (13 mm atmérdji
#1.5 kor alaka fed6lemez; Thermo Scientific Menzel GmbH., Németorszag) 1:1 aranyt 48
VIV%-os fluorsav (VWR International, ECR) és desztillalt viz keverékével kezeltiik 1 percig,
majd kétszeri desztillalt vizes és egyszeri acetonos mosas utan szilannal (Ultradent® Silane,
Ultradent Products Inc., USA) moddositottuk a felszinliket. Levegon tortént szaritds utan a
PGA-nanogélt vékony filmrétegben vittik fol a feddlemezek feliiletére, a kémiai kotés 90
masodperces fotopolimerizacidoval tortént Dentacolor XS kamrdban. Az igy elkészitett
mintakat 24 lyukl sejttenyésztd lemezekbe helyeztik és 30 percig UV fény alatt
fertdtlenitettiik. Negativ kontrollként kezeletlen feddlemezeket hasznaltunk.

A proliferacios és életképességi vizsgalatokhoz a SAOS-2 sejteket CellTracker Green
BODIPY (Molecular Probes, USA) festékkel jeldltiik, majd szélesztettiik dket a 24 lyuki
lemezekben elhelyezett kezelt és kezeletlen fedélemezekre (10° sejt/lyuk). A 24, 48, 72 és 168
oras mérésekhez minden mintat Ujra jeloltiik a CellTracker Green BODIPY festékkel.
Kozvetleniil a mérés el6tt a jeloléfestéket tartalmazo tapfolyadékot lecseréltiik és propidium-
jodidot adtunk hozza, a halott sejteket jelolendd. Fluoreszcens inverz mikroszkoppal (Zeiss
AxioVert Al; Zeiss, Németorszag) készitettiink felvételeket 6, 24, 48, 72 és 168 ora elteltével.
A morfologiai vizsgalatokhoz szintén SAOS-2 sejteket szélesztettiink a 24 lyuku sejttenyésztd
lemezekben elhelyezett kezelt és kezeletlen (kontroll) mintékra (10° sejt/lyuk), és 6, 24, 48, 72
¢s 168 ora utan jeloltiik. A sejtek jeldléséhez egy kordbban mar leirt protokoll moddositott
verzidjat hasznaltuk: a mintadkat haromszor mostuk glikoz-HEPES pufferben (20 mM
HEPES, 123 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 1 mM CaCl,), majd 1%-0s
paraformaldehid oldatban fixaltuk 10 percig [95]. Ezutan ismét haromszori mosas kovetkezett
gliikoz-HEPES pufferben, majd A488-phalloidinnal és Hoechst-tel (Life Technologies, USA)
jeloltiik a sejteket 0,1% Triton X-100-at (Sigma, USA) tartalmazé gliikoz-HEPES pufferben
30 percig, ezutan ismét haromszori mosas kovetkezett, végiil egy ujabb fixalas 1%-0s
paraformaldehiddel. A jelolt mintakat Fluorescent Mounting Mediummal (DAKO, Dania)
fedve targylemezre helyeztiik Ggy, hogy a minta a targylemez és a fedélemez kozott legyen. A
konfokalis képeket Zeiss LSM 510 META (Zeiss, Németorszag) konfokalis 1ézer szkenning

mikroszkoppal készitettiik.
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4.2.5 Statisztikai analizis modszerei

Az MPGA-hidrogélek esetében a statisztikai vizsgalatokat (SigmaStat version 3.1; SPSS, Inc.
San Jose, CA, USA) ONE WAY ANOVA/ egyutas ANOV A modszerrel, Tukey-féle post hoc
teszt alkalmazasaval végeztiik, a szignifikancia/kiilonbségszint P<0,05 meghatarozasa mellett.

A PGA-nanogélek esetében a csoportok atlagainak és  eloszlasuknak
Osszehasonlitasara fliggetlen t-tesztet vagy Welch-féle tesztet alkalmaztunk a varianciak
egyenldségétol fliggden. Az idofliggés kérdéskor esetében Leven-féle F-tesztet hasznaltunk. A
kis mintaszamok, és az eredeti eloszlasok normalizalasanak esetleges hidnya miatt Mann-
Withney tesztet is futtattunk, melyet a t-teszt egy nem parametrikus alternativajaként
tekinthetiink. ANOVA tesztet is végeztiink a tényezok befolyasanak vizsgalatara. IBM SPSS

Statistics 22 programot alkalmaztunk a statisztikai szamitasokhoz.
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5. EREDMENYEK

5.1 Biokompatibilis (HEMA-PEGDMA) nanorészecskék (NP)
hidrogélek és nanokompozit-hidrogélek (NCHG) jellemzése

5.1.1 HEMA-PEGDMA nanorészecskék (NP)

A munkam elsé részében -eldallitott HEMA-PEGDMA 50-50 mol% 0&sszetételi
nanorészecskék mérete kiszaritott allapotban, fed$ aranyréteg alkalmazasa mellett, 50-15 Onm
kozotti mérettartomanyba esett a SEM felvétel alapjan (7. abra). A DLS mérések eredményei

szerint az oldat formaban 5-500 nm tartomanyon beliil talalhatdak részecskék (8. abra).

7. 4bra. SEM felvétel. 50/50 HEMA-PEGDMA nanorészecskék
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196 HEMA:PEGDMA 50:50
Megoszlas (%)

Kisebb méret Nagyobb méret

39
168
37 L
43 Intenzitas 42 58
211
Térfogat 98 2
156 Szém 100 0
46

Atméré (nm)

Intenzitas

8. éabra. Dinamikus fényszords fotometrias (DLS) mérés eredményeinek Osszefoglalasa
HEMA ¢és PEGDMA 50-50% 0sszetételti nanorészecske (100 pg/ml koncentracioja oldatanak
vizsgalatabol). a.) A nanorészecskék méreteloszlasa. b.) A kis és nagy mérettartomany

megoszlasa a kapott jel alapjan, intenzitas, térfogat és szam szerint (n=3).

5.1.2 HEMA-PEGDMA-hidrogél és nanokompozit hidrogél (NCHG)

Az eldallitott gélek henger alaktiak, formatartoak, sarga vagy sargas-fehéres szintiek,
rugalmas tapintastak voltak (9. abra). A gélek transzparencidja a keresztk6té6 PEGDMA

aranyanak novekedésével egyiitt nott.

9. abra. Fotopolimerizacid utjan eldallitott biokompatibilis HEMA-PEGDMA hidrogélek.

Az eléallitott NCHG tomorebb, szilardabb, rigidebb €s transzparensebb gélt alkotott, mint a

hidrogél.
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5.1.3 HEMA-PEGDMA hidrogél, és NCHG tulajdonsagai

5.1.3.1 Mechanikai tulajdonsagok

A hidrogéleket 6t kiilonboz6 Osszetétel szerint vizsgaltam (3. tablazat). Az 1. (HEMA-
PEGDMA 90-10) matrix gél esetében mért nyomoszilardsag értéke 0,18 MPa-rol a 3.
(HEMA-PEGDMA 50-50) osszetétel esetében 0,59 MPa-ra valtozott, mely az 5. (HEMA-
PEGDMA 10-90) mintanal 0,79 MPa értéknek adodott. Az 50-50 HEMA-PEGDMA matrix
gé¢l és a NCHG nyomoszilardsag értékek rendkiviil hasonloan alakultak: 0,59 MPa és 0,56
MPa. A gélek 6ssznyomodas értékei a térhalostiriség novekedésével fokozatosan csokkennek.
Az 1 minta esetében mért 56,5%-o0s Osszenyomodas az 5. mintanal 32%-ra valtozik. Az
NCHG esetében ez a csokkenés még kifejezettebb, s csak a 25,3%-os szintet éri el. A 10.

abran a gorbék lefutdsa kovetheté nyomon.

0,8
+ M90-10
0s - M75-25
: MS50-50
M25-75
0.6 - M10-90
« NCHG
=05
[-™
z
~q:.f 0,4
=03
2
=

0,2

0 10 20 30 40 50 60
Osszenyomodas (%)

0,1

10. abra. A HEMA-PEGDMA hidrogélek esetében a keresztkotd agens aranyanak, illetve
NCHG esetében a NP-k hatdsa a nyomoszilardsadg valtozasara. A fekete nyil mutatja az 50-
50% HEMA-PEGDMA aranya hidrogél és az azonos Osszetételi matrix 33%-NP-vel

modositott valtozatat (n=10).
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3. tablazat. Kiilonb6z6 6sszetételti matrix hidrogélek (1-5) és NCHG nyomoszilardsag-mérés

soran meghatarozott fesziiltség és 6sszenyomodas értékei (n=10).

Minta 1 2 3 4 5 NCHG

HEMA-PEGDMA 90-10  75-25  50-50  25-75 10-90  50-50+33%NP

Osszenyomodas (%) 56,5 53,1 46,4 38,5 32,0 25,3

Fesziiltség (MPa) 0,18 0,34 0,59 0,61 0,79 0,56

5.1.3.2 SEM felvételek

A hidrogélek és a NCHG-ek felvételei a 11. dbran lathatdéak. A hidrogélrdl késziilt felvétel
(11. a.) abra) bizonyitja, hogy a gél két kiillonbozé tipusu feliiletbol épiil fel. Ezen feliiletek
nem kiilonboznek egymastol rendkiviili modon, s az egész hidrogélt felépitd struktirdknak
tekinthetdek. Az egyik egy szogletesebb rész, mely kiillonb6zo kisebb szogletes alakzatokbol
épiil fel, mely kiillonb6z6 gobolylibb formakbol allé kornyezetbe van beagyazva. Ez a kettds
elrendezés altalanosan jellemzi a teljes matrix struktirdjat. A NCHG felszint mutatja be a 11.
b.) abra. A képen 20000-szeres nagyitasban is egy relativ sima feliiletet lathato, melyen
minddssze keskeny repedések fedezhetdek fel. A repedések mérete a 100-200 nm-es
nagysagrendbe esik. Az 11. c.) abran a torétt felszint lathato, a képen a matrixban
szétoszlatott NP-k fedezhetdek fel. A képen felismerhetd részecskék gomb alaku, 200nm

koriili objektumok, melyek a matrixba vannak beagyazva.
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11. abra. SEM felvételek. a.) 50/50 HEMA/PEGDMA matrix hidrogél felszine b.) [66%
HEMA/PEGDMA=50/50 és 33% NP] Osszetételi NCHG feliilete. c.) [66%
HEMA/PEGDMA=50/50 és 33% NP] osszetételit NCHG tort felszine.

5.1.3.3 Duzzadas vizsgalat

A duzzadési kinetika alakuldsat a hidrogélek és a NCHG viszonylatdban is a 12. &bran
kovethetjik nyomon. A grafikonon szembetlind, hogy a hidrogélek tomege a
fotopolimerizaciét koévetéen nem valtozott jelentés mértékben az eredeti tomeghez
viszonyitva, mindossze 13% kortili volt a ndvekedés az elsé fél oraban, majd ezt kovetden az
egyensulyi allapot beallasat figyelhettiik meg. Ezzel szemben a NCHG duzzadasa jelentdsen
kiilonbozott. Ebben az esetben az elsé két érdban lassabb duzzadast kovethettiink nyomon,
mely folyamat a 22. 6rdig tartott, amikor is a mintak elérték egyensuly kozeli allapotukat. A
NCHG duzzadési kapacitasa a hidrogélétdl magasabb értéknek adodott (22% koriil), mely

vizfelvétel viszont idében elnyujtva kovetkezett be.
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12. abra. HEMA-PEGDMA 50-50 6sszetételti hidrogél (Matrix), és [66% HEMA-PEGDMA
50-50 hidrogélbe agyazott 33% 50-50 HEMA-PEGDMA-NP] 6sszetételiit NCHG duzzadasi
sajatsagainak az Osszehasonlitdsa. A duzzadési sajatsdgok vizsgalata 6t parhuzamos minta

alkalmazasaval tortént a hidrogélek esetében, €s harom parhuzamos méréssel a NCHG-nél.

5.1.3.4 Kioldodasi tulajdonsagok

A kioldodasi sajatsagok vizsgalataihoz kialakitott 50-50 HEMA-PEGDMA hidrogél, és
kiilonb6z6 mdédon hatdanyaggal t6ltott NCHG Osszetételeit a 4. tablazat mutatja be.

4. tablazat. A kioldodas vizsgalatok végrehajtasdhoz eléallitott hidrogélek Osszetétele. A
matrix hidrogél (50-50 HEMA-PEGDMA) 15mg CHX-t tartalmazott, mig a 66% 50-50
HEMA-PEGDMA alap, és 33% 50-50 HEMA-PEGDMA-NP o&sszetételit NCHG-k esetében
az NCHG1 15mg CHX-nel volt t6ltve a matrixban, a NCHG2 45mg CHX-t tartalmazott, de
csak a NP-részben, s a NCHG3 esetében 60mg CHX keriilt alkalmazasra, 15mg a matrixban,
¢s 45mg a NP-ben (n=3).

Osszetétel HEMA PEGDMA Iniciator NP CHX 20% H,O
/ Minta (@) (9) (9) (@) (ml) (@)
Matrix 0,1069 0,4930 0,0051 0 0,075 (M) 1,32
NCHG1 0,1069 0,4930 0,0051 0,3 0,075 (M) 1,02
NCHG2 0,1069 0,4930 0,0051 0,3 0,225 (NP) 0,87

37



NCHG3 0,1069 0,4930 0,0051 0,3 0,075+0,225 0,795

13. abrasor a CHX kioldodasi gorbéit muttja be (50-50 HEMA-PEGDMA) hidrogél, és
kiilonb6z6 toltésit NCHG-ek esetében. A matrix, és a NCHG esetében a kioldodasi profilok
vizsgalata kiilon mintatartokban keriilt kivitelezésre. A megbizhatd eredmények elérése
végett, minden esetben legalabb marom minta parhuzamos vizsgalatat végeztikk. A Kkapott
eredmények, azt mutatjak, hogy a bevitt CHX mennyiségének ~60%-a oldddott ki az altalunk
Osszeallitott rendszerekbdl. A kioldddas sebessége viszont eltér a kiilonb6z6 elhelyezkedésii
hatéanyagok fliggvényében. A leggyorsabb kioldodds a matrix hidrogél esetében volt
tapasztalhatd, melyet az NCHG]1 rendszer kovetett, amikor is a hatdéanyag a nanokompozit
matrix részében helyezkedett el (13. abra a.) és c.) részei). A nanorészecskék szabalyozo
hatasa a 13 abra a.) részén, illetve az els6 48 ora kinagyitva a b.) diagramon kovethetd
figyelemmel. Lathat6 a NP-k hatasa a NCHG3 esetben is, ahol mind a matrix- mind a nano
rész toltve volt, de jelentésebb akkor, ha - mint a NCHG2 esetében tortént - csak a NP-
Kkertiltek toltésre CHX-nel. Az NCHG1 rendszer kioldodasa soran szokatlan jelenséget
figyeltiink meg, mivel a kezdeti viszonylag gyors kidramlast kovetden a kioldodott hatdanyag
szintje elkezdett csokkenni, és a vizsgalati 1d6 végére az 55% kozeli szintrdl 5% kornyékére

csokkent.

38



b.)

+ Matrix 80 -
= NCHG1 CHX a matrixban
A NCHG2 CHX a Np-ben

QD
N2

®
=1

-
S

| i
6 14 ;: s ¥ ¢ NCHG3 CHX a mitrixban és Np-ben . %0 + % : e
) 9 T
4 : o I = 50 s
g0+ 184l + . * ® 'y 2 i
< I T P & =4 L]
2, 4 * s ! 3 40 +
& 40 = i
i ]
E |8 ) 2 3 b
=30 : .
oz ; L 20 + + Matrix
20 I (] + 4 4 NCHG2 CHX a Np-ben
I 10
10 P a © NCHG3 CHX a métrixban, és a Np-ben
! 0 ; ; ; )
0 . . ! ' - ' 0 10 20 30 40 50
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Idd(éra) 1d6 (6ra)
c) d.
80 70
+ Mitrix hidrogél
70 60 ¢
T + e = NCHG1 CHX a nanokempozit matrixban
. 8 ¥ 5 50 '+ *
[} I P T ]
R EERY =+ : + ;e # e ;
ot | gat 4 :
g . z +- |
= 3z 30
EEl = ;
.‘! 3 []
20 Z 20 #
+ NCHG2 CHX nanorészben ' +
10 10
# NCHG3 CHX a mitrixban, és a nanorészben L )
0 . .
; 0 : . :
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
1dé (6ra) 1dé (ora)

13. abra. 50-50 HEMA-PEGDMA hidrogél, valamint a [66% 50-50 HEMA-PEGDMA alap
¢és 33% 50-50 HEMA-PEGDMA-NP] 6sszetételit NCHG kioldodasi tulajdonsagai kiilonb6z6o
elhelyezkedésii CHX alkalmazasaval. a.) Az Osszes rendszer teljes vizsgalati idejének a
bemutatasa. b.) A CHX-t6ltott NP-k hatasanak Osszehasonlitasa a matrix hidrogéllel, kiilon
kiemelve az els6 48 orat. c.) NCHG2 és NCHG3 0sszehasonlitasa. d.) Toltetlen NP-k

hatasanak bemutatasa (n=3).

5.2 Biodegradabilis (y-PGA) mddositasai, hidrogél és nanogél

jellemzése

5.2.1 PGA modositasai (keresztkotési és metakrilalasi reakciok)

A kialakitott MPGA szerkezetének jellemzésére NMR spektroszkopia segitségével kertilt sor.
Az NMR eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a metakril-csoportok kapcsoldédasa a
polimerlanchoz sikeres volt. A spektrum csucsainak azonositasa a 6=4,2 ppm (a-CH) kémiai

eltolodasu jel alapjan tortént (14. dbra). A PGA polimerlancra jellemz0 jelek a 6=2,4 ppm (y-
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CHy) és 6=1,9, illetve 2,1 ppm (B és PB’-CH,) eltolodasoknal voltak azonosithatdéak. A
metakril-csoport jellemzé csucsait 6=5,7, 6,1 és 2,0 ppm kémiai eltolodas értékeknél
talalhatjuk.

metakril-csoport metakril-csoport ¢.) MPGA-NP

|

T
T ‘ ‘ polimer-line b.) MPGA

polimer-lanc l l l

0.6

04

l keresztkotd

0.2

a.) y-PGA

01

0.0

6 5 4 3 2 1 [ppm]

14. 4bra. a.) y-PGA, b.) MPGA és c.) MPGA-NP 'H NMR spektrumok osszehasonlitsa.
A kémiai eltoldodas értékek a metakril-csoportokra vonatkozoan 6=6,09, 5,70, 1,88, és 6=3,23,
3,62, 3,70 (-CHy) a keresztkotore vonatkozoan. Az alapanyag kémiai eltolodésai 6=4,2 ppm
(a-CH), 6=2,4 ppm (y-CHy), és 6=2,09, illetve 1,95 ppm (B és p'-CH,).

Az MPGA-NP a PGA keresztkotési és metakrilalasi reakcidit kovetd termék NMR spektrumat
szintén a 14. abran lathatjuk. A spektrumban mind a keresztkot, mind pedig a metakril-
csoportok jeleit megtalalhatjuk. A csucsok asszignacidja a 6=4,2 ppm (a-CH) csoport jele
alapjan tortént. Tovabba a polimerlanc jelei fedezhetéek fel 6=2.4 ppm (y-CH2), és 6=2,09,
1,95 ppm (B és B’-CHy), valamint 6=3,23, 3,62, 3,70 ppm (-CH, csoportok) utalnak az EDA
keresztkotd agens kotddésére. A metakril-csoport jeleit 6=6,09, 5,70 és 1,88 ppm kémiai

eltolddasnal talalhatjuk.

5.2.1.1 MPGA-NP részecskeméret meghatarozas

A kialakitott MPGA-NP részecskeméret-eloszlasat DLS mérések segitségével allapitottuk

meg. A meghatarozott mérettartomanyok a néhany tiz- (20-40 nm) és a néhany szaz-

40



nanométeres (100-200 nm) tartomanyokba estek (13. a.) abra). Az atlagos részecskeméret 80

nm-koriil adodott a kiillonb6z6 mérések alapjan.

a.

Intenzitas

)

100

0

32
29
25
37 175
154
199
M 135
22
= . l

Atméré (nm)

b.)

MPGA-NP

Megoszlas (%)
Kisebb méret Nagyobb méret

Intenzitas 37 63
Térfogat 94 6
Szam 100 0

13. abra. a.) A nanorészecskék méreteloszlasi profilja a DLS eredmények alapjan. b.) Az

MPGA-NP-k intenzitas-, térfogat, és szam szerinti eloszldsa a DLS eredmények alapjan

(alacsonyabb 22-41 nm, mig a magasabb 135-227 nm mérettartomanyokat jelentenek) (n=3).

5.2.2 MPGA-hidrogél és MPGA-NP alapa PGA-nanogél

Fotopolimerizacio utjan, 90 masodperc besugarzasi idé alkalmazasaval, 2 mm magassagu, €s

5 mm atmér6jii hidrogéleket és nanogéleket alakitottunk ki (14. abra). A gélek a késébb

bemutatasra keriil6 mechanikai vizsgalatok és az empirikus tapasztalat alapjan is rugalmas,

alaktarto, kifejezett struktaraval rendelkez6 anyagként voltak jellemezhet6ek.

14. abra. a.) MPGA hidrogél, és b.) metakrilalt-PGA-nanorészecskékbdl felépiilé hidrogél

(PGA-nanogél) fényképfelvételei. A jol definialt forma és a teljesen polimerizalt élek

mutatjak a reakcio teljes végbemenetelét.
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A PGA-nanogél esetében a nanrészecskék alkotta struktarakat SEM segitségével is
vizsgaltuk. A kapott képeken a hidrogélek mélyebb régidiban és a tort felszinen is kiilonbdz6
nanoméretli objektumokat fedezhetiink fel (15. abra). Az abra a.) része mutatja be a PGA-
nanogél feliiletén felszint kialakito struktarakat. A nanogélek a felvételen lathaté 200 nm-tdl
kisebb méretli részecskékbdl épiilnek fel. A tort felszinrdl késziilt kép a 15. abra b) részén
lathat6. Ezen Kkiilonb6z6 halds szerkezetek figyelhetdek meg a nanogélben, mely struktarak
szintén a nano mérettartomdny dimenzidjaba esnek. A szalak és a részecskék

mérettartomanya is az 50-100 nm kozott talalhato.

1 pm

8 26-Mar-14 ‘ 2 . 000000 WD15.1mm 10.0kV x30k

15. abra. A PGA-nanogél a.) feliiletének és b.) tort felszinének a SEM felvételei. Az a.) kép
nagyitasa 25000-szeres, mig a b.) kép nagyobb 30000-szeres nagyitassal késziilt.

5.2.3 MPGA-hidrogél jellemzése

5.2.3.1 Mechanikai tulajdonsagok

A 14. a.) abran is lathat6 MPGA-hidrogélek mechanikai vizsgalata soran arra az eredményre
jutotunk, hogy a 90 masodperces megvilagitast kovetden kapott, viszonylag rigid gélek 12,99
N (SD:5,14) er6hatas elviselésére voltak képesek a torés pillanataig, s mindek6zben 0,94
mm/mm (SD: 0,16) volt a mért dsszenyomddas. A probatestekben a nyomovizsgalat soran
¢bredt fesziiltség 0,77 MPa (SD: 0,27) volt, mig a Young-modulus 0,36 MPa-nak (SD: 0,06)

adodott. A méréseket minimum harom parhuzamos ismétléssel végeztem.

5.2.3.2 Duzzadasi paraméterek

A duzzadasi Kinetika a 16. abran keriil bemutatasra. A polimerizaciot kovetéen PBS kozegbe
meritve a mintakat gyors tomegndvekedés kovetkezett be, mely a hatdanyagot nem tartalmazé

mintak esetén 150%-hoz kozeli, mig metronidazolt tartalmazé gélek esetében 200%-ot
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meghalado mértéket ért el az els6 fél oraban. Ez a gyors duzzadasi folyamat az ezt kovet62
ordban isfenn alt, igy a hatéanyag nélkiili gél esetében 200%-nal is nagyobb, mig a
hatéanyaggal t61tott mintdknal kozel 300%-0s mértéket ért el. Az egyensulyi szintet a 4. és az
5. orara érték el a mintak, mely a toltetlen esetben 250%-koriili, mig a metronidazollal toltott

esetben 310%-hoz kozeli mértéknél kovetkezett be (16. dbra belsé nagyitott rész).
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2 250 Lgé ¢ {» $ ;
w
‘=
=
]
N
g 20 ~ 350
SETEESSEI I ]
:§ 250 j’—.ftq—t—t
E 160 * . . IM‘PGA*’MN]‘
0 10 15 20 25
100 1dé (6ra)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Idé (6ra)

17. dbra. MPGA-hidrogélek duzzadasi tulajdonsagai metronidazol hatdanyag alkalmazasaval,

illetve nélkiile; a bels6 diagram az els6 24 ora nagyitott képét mutatja (n=5).

5.2.3.3 Kioldédas vizsgalat

Az MPGA-hidrogélek kioldodasi sajatsagainak vizsgélatdhoz egy altalanosan alkalmazott
antibakterialis hatdanyagot a metronidazolt valasztottuk. A kioldodas folyamata a duzzadassal
Osszhangban zajlik, s az els6 két oOraban ugyanazon gyors valtozas bekovetkezését
figyelhettiik meg, mint az el6z6 esetben. Ez 1d0 alatt a mintakbol kioldodd hatdanyag
mennyisége clérte az 5 ng/mm?-es szintet, mely kezdeti gyors, robbanasszerii kioldodast

(“burst effect”) kovetden a kovetkez6 6 ora alatt beallt egy egyensulyi szintre.

43



6,0 4 % +
I SO
o 1] I
:
4,0
Iu:'.‘lj f a7
- E 6
g 30 g T e $ 4 +
2 2 ¢l % t t
2 4 £ 4 F
=
= 20+ E 3
¥ $2¢
1,0 €4
) Z ! |
0 5 10 15 20 25
1dé (6ra)
0,0
0 50 100 150 200
Idé6 (6ra)

18. abra. MPGA-hidrogélekbdl torténé metronidazol hatéanyag felszabadulasanak vizsgalata

(kumulativ kioldédasi modszerrel); a belsd diagram az els6 24 ora nagyitott képét mutatja

(n=5).

5.2.3.4 Biokompatibilitas és sejtmorfologiai vizsgalatok

Vizsgalataink soran az alap polimer, az elkészitett hidrogél és a fotoiniciator toxikoldgiai
sajatsagait hataroztuk meg. Elséként a y-PGA-t és a modositott (MPGA) polimert vizsgaltuk
az MTT-, az LDH-tesztek segitségével. A 19. abran bemutatott eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy a polimer jelenléte nem csokkentette jelentdsen a sejtek €letképességét, a
citotoxicitds nem emelkedett 4% fole. A teszteredmények a jelentds vizoldékonysaggal
rendelkezd fotoiniciator esetében 5% alatti citotoxicitasi értékeket mutattak, az életképesség
pedig 90%-hoz kozelitett. A fotopolimerizacio utjan elkészitett MPGA-hidrogélek esetében is
kijelenthetjiik, hogy toxikus hatas nem tapasztalhatdo. Az LDH-teszt 3,82%-os citotoxicitast
mutatott, mig az MTT-teszt 100% feletti értéket adott (104,2%).
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19. abra. a.) A f6 komponensek és az eclkészitett hidrogél citotoxicitasa, b.) LDH-aktivitas
fotoiniciator jelenlétében, c.) életképesség vizsgalatok eredményei y-PGA, MPGA-polimer, és
polimerizalt MPGA-hidrogél esetében valamint d.) sejtéletképesség-vizsgalat kiillonb6zo

A sejtmorfologiai vizsgalatok jol mutatjak (20. abra), hogy a HaCaT sejtek letapadtak
a kezeletlen kontroll fed6lemezekre (6 oOra elteltével), és az MPGA-hidrogéllel bevont
kiilonbség tapasztalhato a kontroll (a.) és c.)) és az MPGA hidrogéllel (b.) és d.)) bevont
feddlemezek kozott. A kordbbi életképességi vizsgalatok eredményeivel megegyezd modon
ezek a megfigyelések is azt mutatjadk, hogy az MPGA hidrogélek minimalis mértékben
befolyasoljak a kiillonb6zd sejtvonalak alapvetd tulajdonsagait, vagyis az életképességet és a
morfolégiat. Az MPGA hidrogél nem gatolta meg a HaCaT sejtek kitapadéasat, és nem

valtoztatta meg a megszokott, keratinocitaszerti morfologiajukat.
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a.) és b.) képeken, kontroll feliileten és MPGA hidrogélen 6 6ran at ndvesztett sejtek lathatok.

A c.) és d.) képek 24 oras novesztés utan késziiltek. Lépték: 50 um.

5.2.4 PGA-nanogél jellemzése

5.2.4.1 Mechanikai tulajdonsagok

A PGA-nanogélek esetében is a relativ rovid - 3 perces - fotopolimerizacio elegendd a
rugalmas és stabil gélszerkezet kialakulasahoz. A mechanikai vizsgalat eredményei azt
mutatjak, hogy a PGA-nanogél megnyulasa az MPGA-hidrogéltdl magasabb értéket ért el (4.
tablazat). A kiilonbségek a modulus és a fesziiltség paraméterekben mutatkoznak meg
szembetlinébben, mivel az MPGA-hidrogél jelentésen magasabb értékeket mutatott ezeken a
teriileteken. A fesziiltség értéke (1,48 MPa) tobb mint a duplaja volt a nanogel altal elért (0,73
MPa-nak). A Young-modulus esetében még kifejezettebb volt a kiilonbség a PGA-nanogél
esetében mért 0,93MPa, az MPGA-hidrogél esetében 4,32MPa-nak adoédott, ami t6bb mint
négyszeres érték. A statisztikai analizis egyértelmiien jelezte, hogy a Young-modulus atlag (és
az eloszlas) értékei, az MPGA-hidrogél és a PGA-nanogél esetében szignifikansan
kiilonbozetek egymastol (5. tablazat).
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4. tablazat. Az MPGA-hidrogél és a PGA-nanogél mechanikai paraméterei (n=10).

Osszenyomédas Nyomoszilardsag Young-modulus
(mm/mm) (MPa) (MPa)
MPGA-hidrogél 0,452+0,086 1,484+0,503 4,3214+1,364
PGA-nanogé! 0,529+0,124 0,730+0,363 0,926+0,433

5. tablazat. A hidrogélek Young-modulus értékeinek statisztikai elemzése.

. , Mann-
Atlagok  Std. Leven-féle  Welch-féle Whitney
{ .. F-teszt t-teszt
N Atlag Std. Devia- . . teszt
ey s ., statisztika statisztika . .
hibai cio (P-érték)  (df, P-érték) statisztika
’ (P-érték)
MPGA-
; \ 10 4,321 0,431 1,364
hidrogel 7,252 7,500 3,704
(0:015) (d%]0,792, (P <’ 10-3)
PGA- P< 107
nanogél 10 0,927 0,137 0,433

5.2.4.2 Duzzadasi paraméterek

A hidrogélek duzzadasi tulajdonsagai szerkezeti sajatsadgaikkal szoros Osszefliggést mutatnak
(21. abra.). Ezzel magyarazhato, hogy a fiziologias sooldattal késziilt gélek sajat anyagukkal
azonos kozegben vizsgalva kisebb mértekii, az MPGA-hidrogél esetében 125%-os duzzadast,
mig a PGA-nanogél esetében mindossze 110%-os tomegndvekedést ért el. Ezt a kismértéki
duzzadast viszont rendkiviil rovid 1d6 alatt elérik a gélek, melyek az elsé fél orat kovetden

lényegi valtozason mar nem esnek 4t.
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21. abra. Az MPGA hidrogél, és a PGA-nanogél duzzadasi tulajdonsagai (n=5).

5.2.4.3 Kioldodasi profil

A PGA-nanogél kioldodasi sajatsaganak a vizsgalatahoz egy altalanosan alkalmazott
antibiotikumot az ampicilint valasztottam modellvegyiiletként. A kioldodas kinetikaja
els6dleges robbanasszerli kiaramlast (“burst effect””) mutatott, mely maximumat a 4. érara érte
el, ezt kovetden 24 oran beliil mind a PGA-nanogél, mind pedig az MPGA-hidrogél esetében

bedllt az egyensulyi allapotot, mely a kés6biekben mar jelentésen nem véltozott (22. abra).
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22. abra MPGA-alapu hidrogél és nanogél rendszerek ampicillin kioldodasi tulajdonsagok

vizsgalatai (n=3).

A PGA-nanogélben formuldzott és a szabad ampicillin oldat antibiotikus hatasat
mikrobiologiai modszerrel is dsszehasonlitottuk (23. abra, és 6. tdblazat). Eredményeink azt
mutatjak, hogy az ampicillin diffuzidja a nanogél esetében szemmel lathatd, és szamokban is
kifejezhetden kisebb (90-95%) gatlasi teriiletet alakitott ki a vizsgalt id6északban, mint az

oldatforma.

23. abra. Az ampicillin kiilonb6zé formainak hatadsa E. coli ER2738 baktériumtorzsre. A:
Fiziologias sooldat, B: Ampicillin oldat, C: PGA-nanogél hatéanyag nélkiil, C: Ampicillinnel
toltott PGA-nanogél.
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6. tablazat. A gatolt teriiletek dsszehasonlitasa (n=4).

A gatolt teriilet (mm?2) 46 66 86 206

Amoicilin oldat 514,83 767,257 875316  1184,310
P +5,09 +8,06 +13,46 +21,36

Ampicillinnel télttt nanogél 165,051 694,131 798,014 1093,164
P 9 +12,19 +6,67 +9,86 +21,33

5.2.4.4 Biokompatibilitasi és sejtmorfologiai vizsgalatok

A PGA nanogélek biokompatibiltasait Alamar Blue teszttel vizsgaltuk SAOS-2 human
oszteoszarkoma eredetll sejtvonalak életképességén keresztiil. Ebben a vizsgalatban a PGA-
nanogélt Millicell sejttenyésztd kosarkadkban helyeztiik a tapfolyadékba. Minden Alamar Blue
kezelés eldtt a kosarkakat eltavolitottuk, majd a mérés utan visszahelyeztiik, igy a kisérlet
soran végig ugyanazt a sejtpopulaciot vizsgaltuk, a tdpfolyadékot minden mérésnél cseréltiik.
Harom-harom parhuzamos mérést végeztiink mind a PGA nanogélek, mind a kezeletlen
kontroll mintdk esetében. Eredményeink azt mutatjak, hogy nincs szignifikans kiilonbség a
kontroll és a kezelt mintdk életképessége és proliferacioja kozott. A t-teszt alapjan a
kiilonb6zd idépontokban szamolt atlagértékek kdzott nines signifikans kiilonbség. A t-teszt P-
értékei az abran zarojelben Kkeriiltek bemutatasra. A Mann-Whitney teszt ugyanerre az
eredményre vezetett, nevezetesen a P-értékek 10%-nal is nagyobbak voltak. Az ANOVA az
id6 (6ra) és csoport (kontroll és PGA nanogél) faktorokkal szintén arra az eredményre
vezetett, hogy a csoportok kozott nincs szignifikans kiilonbség (P-érték > 0,8), de szignifikans

kiilonbség tapasztalhato a kiilonb6z6 iddpontokhoz tartozo értékek kozott.
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24. abra. PGA-nanogélek biokompatibilitasanak vizsgalata Alamar Blue teszt segitségével és
zarojelben a P-értékek. Kontrollként 2D tenyésztett SAOS-2 sejteket hasznaltunk nanogél
nélkiil.

Kontroll és PGA-nanogéllel kezelt sejtek Osszehasonlitasa, ahol a fluoreszcencia értékek a

nanogél tomegéhez lettek normalizalva.

Kontroll €16 festés PGA-nanoggél €10 festés PGA-nanogg¢l fixalt

66
C R *. ws -
486 . APERE
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25. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek SAOS-2 sejtekrél kontroll feddlemezen (A-E)
¢s PGA-nanogélen (F-J) tenyésztve, valamint konfokalis 1ézer szkenning mikroszkdpos
felvételek SAOS-2 sejtekrol PGA nanogél felszinén (K-O). A 1épték 100 um (A-J) és 30 um
(K-0).

A sejtek kitapaddsa a nanogél felszinére a biokompatibilitas egyik fontos tényezdje. A
biokompatibilitason til a SAOS-2 sejtvonal felhasznalasaval morfologiai és proliferacios
vizsgalatot is végeztiink fluoreszcens ¢és konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopias
technikakkal. A 25. dbran lathato, hogy a hat 6ras mintan hasonldé mennyiségii €16 sejt tapadt
a PGA-nanogél ¢és a kezeletlen feddlemez felszinéhez is (25. dbra A ¢és F). A Green Tracker
festés az ¢élo sejteket mutatja zold szinnel, mig a propidium-jodid festés a halott sejteket
vorossel. Mikozben a sejtek egyenletesen novik be a kontroll fedélemez felszinét (25. abra A-
E), a hidrogélen csoportokat alkotnak, ahogy az korabban mas 3D-s kérnyezetben mar tobb
helyen is bemutatasra keriilt [107-109]. Ezen csoportok mérete a SAOS-2 sejtek osztoédasaval
novekszik (25. abra F-J). A csoportok novekvé mérete €s az igen kevés halott sejt
alatdmasztja az Alamar Blue teszt eredményét, miszerint ez a PGA nanogél nem citotoxikus.

A sejtek morfologidja a hidrogélen hasonld a természetes kornyezetiikben felvett gdmbszer(i
alakhoz, ami 3D koérnyezetben normalis, és ezek a sejtek csoportokba rendezédnek (25. abra
F-J) [110], ellentétben a fed6lemez kontrollal, ahol a sejtek 2D-ben nének és ellapult,
orsoszerl fenotipust mutatnak (25. abra A-E). Ez az oka annak, hogy a fedélemez felszinén a
sejtek stirlisége, mig a hidrogél felszinén a sejtcsoportok mérete novekszik. Az Alexa488-cal
konjugalt falloidinnel tortént festés utdn készitett nagyobb nagyitasu konfokalis képek

crer

sejtcsoportoknak a 2D tenyésztett sejtektol eltérd felépitését.
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6. MEGBESZELES

6.1 HEMA-PEGDMA alkotta rendszerek

A kutatds megalapozasaként, konnyebben elérhetd, és egyszeriibben kezelheté modell
megalkotasat tlztiik ki feladatul. Ehhez idealis jeloltnek bizonyultak a HEMA, ¢és a
PEGDMA, mely alapanyagok felhasznalasaval lehetdségiink nyilt emulzios-polimerizacid
utjan nanorészecskék Kialakitasara. Az NP-k 50-50 HEMA-PEGDMA o&sszetétel szerint
keriiltek kialakitasra, az NP-en beliil a keresztkotések ardnyanak valtoztatisa egy, a jovében
kiaknazhat6 szabalyozasi lehetdséget nyujt szamunkra. A kialakitott NP-k mérettartomanyait
DLS és SEM vizsgalatok segitségével hataroztuk meg. Mindkét modszer bizonyitotta a nano
mérettartomanya objektumok jelenlétét, melyeket tovabbi vizsgalataink soran nanokompozit
rendszer kialakitdsdhoz hasznalhattunk fel. Ennek eléréséhez 6t kiilonbozo térhaldstriségii
HEMA-PEGDMA hidrogélt alakitottunk ki 10-90% aranyban, és az 50-50 HEMA-PEGDMA
hidrogélt modositottuk 1/3 rész, el6zdleg kialakitott NP-vel, igy létrehozva a NCHG-t. A
kialakitott hidrogél és nanokompozit kiilonbdz0 paramétereit Osszevetve, a mechanikai
paraméterek tekintetében volt legszembetiinébb a valtozas. Alapvetéen a térhaldsito
aranyanak novekedésével a nyomoszilardsdg monoton ndvekedése volt tapasztalhaté. Igy
kijelenthetd, hogy ez a ndvekedés a térhalosiirliség novekedésével all sszefiiggésben, mely a
10% PEGDMA tartalm(i mintat a 90%-0s hidrogéllel 6sszehasonlitva meghaladta a 400%-ot.
Azonban a megnytlas mértéke jelentdsen eltért a kiilonboz6 mintak esetébe; mig a 10%, és
25% PEGDMA tartalmt mintak rendkiviil lagyak voltak, addig az 50, 75, vagy 90% esetében
a mintdk torékenyekké valtak. A gélek a térhalositd ardnyanak a ndvelésével jelentdsen
keményebbekké és rigidebbekké valtak. A NCHG esetében a nyomoszilardsag értékében
jelentds valtozas nem volt tapasztalhatdé a matrix hidrogéllel Osszehasonlitva, de a
rugalmassag csokkenése szembetlind volt. Ez az alkalmazott nanorészecskék kdvetkezménye,
melyek kompaktabb és keményebb strukturaként erdsithették a matrixot, ennek kdvetkeztében
a fesziiltség-megnytlas gorbe lefutdsa soran a NCHG minden egyes pontja a hidrogél matrix
folott talalhato. Azaz a nanokompozit esetében a stressz emelkedése gyorsabb volt, mint akér
a 90%-os térhalostiriségli hidrogél esetében. A nanorészecskék matrixszal torténd
kombinacidja viszont a rendszer inhomogenitasat vonja maga utan, mely a nagyobb torési
hajlamban fejezddik ki. Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a nanorészecskék alkalmazasa
jelentésen befolyasolta a mechanikai tulajdonsagokat, novelve a hidrogél szilardsagat. A

mechanikai tulajdonsagokkal szemben a duzzadasi sajatsagok vizsgalata sordn a matrix-
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hidrogél mar az elsé fél éraban elérte az egyensulyi allapotra jellemzé tomeget, mig a NCHG
esetében ehhez 22 o6rara volt sziikség. A tomegnovekedést az alap gél esetében 13%-0S
szinten allapodott meg, mig a kompozitnal 22%-o0s mértéket oltott. Ezen figyelemre mélto
duzzadasi sajatsagok a felhasznalasi igényeknek megfeleléek lehetnek, s kijelenthetd, hogy a
fogaszati gyakorlatban jol hasznosithatéak, alkalmas jeloltté teheti a géleket parodontalis
tasakban torténd alkalmazasra, vagy filmként torténd felhasznéaldsra, melyet valamely
fert6zott nyalkahartyara lehet helyezni.

Vizsgalataink fokuszaban a kialakitott rendszerek hatéanyag-leadd tulajdonsagai
alltak. Ennek megfelelden minden esetben gyakorlati relevancidval bir6 modellvegytiletet
valasztottunk ezen sajatsag felderitéséhez. A CHX rutinszertien alkalmazott hatdéanyag a
parodontalis megbetegedések kezelésére, bar helyi alkalmazasa soran - pl. oldatos atmosas -
gyorsan eliminalédik. A CHX polimermatrixban torténd formuldzasa gyakorlati bizonyitékok
szerint alkalmas a kioldddas lassitasara, és a hatékonysag novelésére, igy a NP-k hatdsanak
vizsgalataira megfeleld lehetdséget biztosit [50-52]. Az NCHG alkalmazéasa esetén
kialakithato kioldodasi séma a 26. abran lathatd. Ebben az esetben a hatdanyaggal toltott NP-k
plusz szabalyozo szerepet tolthetnének be azaltal, hogy eldszor az altaluk képzett gaton kell

az alkalmazott anyagnak atjutni.
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26. abra. NCHG rendszer elméleti kioldodasi modellje. 1: a NP-kb6l megvaldosuld hatdbanyag

felszabadulas, 2: a matrix-hidrogél altal kontrollalt hatdanyag-felszabadulas.

Az alap hidrogélhez viszonyitva a nanorész, illetve a matrix hatéanyaggal torténd toltése, azt
az eredményt hoztdk, hogy ha csak a matrix, vagy csak a nanorész volt toltve, akkor egyik a
masik toltetlenségébdl kifolyolag kioltotta egymas hatasat. Mikor viszont a nano- és a matrix-
rész is toltve volt és ezt hasonlitottuk az alap gélhez. Egy bizonyos mértékii elnyajté hatas
volt, tapasztalhat6 a kioldodas profiljaban, s ez a kezdeti szakaszban - az els6 48 oraban - volt

megfigyelhetd. Az elsé 4 oraban a kiilonbség nem volt szamottevd, bar ezt kdvetden a 7.
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Oraban mar jelent6s eltérés volt tapasztalhaté. A hidrogélek esetében megfigyelt kioldodas
gyorsabb volt, mint abban az esetben mikor a NCHG matrixban volt elhelyezve a hatéanyag
(10. abra a.)). Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a NP szerepe a kezdeti szakaszt
kovetden jelenhet meg. Ezen szabalyozott kioldodéas folyamatos volt a 48. 6raig, melyet
kovetden a leadott hatdanyag szintje allandosult (az elsé szakasz kinagyitva a 10. abra b.)
része). A kioldddott hatdoanyagok mennyisége minden esetben meghaladta az eredetileg
alkalmazott 60%-at, alapvet6 kiilonbség az ezen szint eléréséhez sziikséges idétartamban volt
tapasztalhato. Mindezek mellett varatlan kioldodasi profilt tapasztaltunk mikor az NCHG1
minta esetében, amikor a hidrogél matrix toltve volt hatdanyaggal, és az NP-k pedig nem. A
vizsgalat elsé szakaszaban a CHX kidramlasa megindult, de ezt kdvetden a koncentracioja
csOkkenni kezdett. A NP-k a hatéanyag egy részét megkothették. A jelenség oka nem
tisztazott teljes egészében, csak, mint kisérleti tapasztalat jelent meg.

Az éltalunk vizsgalt monomerek térhaldsitasaval olyan gél szerkezet alakithato ki,
amely fizikai paramétereit tekintve alkalmas Ilehet jovObeni gyakorlati felhasznaldsok
tarsitasahoz. Ennek megfeleléen HEMA monomer, PEGDMA térhalosito, illetve antrakinon-
2-szulfonsav natriumsojanak, mint inicidtornak felhasznalasaval, fotoinicidlt gyokos
kopolimerizaciéo soran egy igéretes, rendkiviil sokoldaluan valtoztathaté tulajdonsagokkal

rendelkezd hidrogélt sikertilt kialakitani.

6.2 y-PGA modositasai altal kialakitott rendszerek

A biokompatibilis modellrendszert kdvetden biodegradabilis tulajdonsagokkal is rendelkezd
alapanyag segitségével kivantam fényre polimerizalhato, hatdanyagot elnytjtva kibocsatani
képes rendszer eldallitani. Ehhez elészor a kivalasztott PGA-t reaktiv metakril-csoporttal
kellett modositani. A reakcio sikerességét NMR vizsgalatokkal igazoltuk, mely spektrumok
bizonyitottdk, hogy a szamitott 50% reaktiv csoport kotédése nem kovetkezett be, de a
reakcié eredményessége meghaladta a 10%-0t. A reaktiv csoport ezen mennyisége
elegendonek bizonyult, hogy egy 1j inicidtor, az Irgacure 2959 alkalmazasaval elérjiik a
fogaszatban hasznalatos eszk6zok altal kibocsatott ”kék fény” hatasara is 90 masodperc alatt
bekovetkezd polimerizaciot, ami szamunkra a gyakorlati felhasznalhatosag egyik feltételeként
kitlizott célparaméter volt ebben az esetben. A kialakitott hidrogélek mechanikai
tulajdonsagait vizsgalva azt talaltam, hogy a nyomoszilardsag és a Young-modulus értékei is
elég magasnak adodtak (0,77 MPa és 0,36 MPa) ami jelzi, hogy egy rendkiviil rugalmas, de
stabil struktarat sikeriilt eldallitani. A hidrogélek duzzadasi kinetikajat PBS kozegben, a
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hatdbanyagot nem tartalmazé és a hatdanyaggal toltott esetben parhuzamosan vizsgaltam
tomegmérés utjan. Az volt a tapasztalat, hogy az elsé fél ordban végbemend jelentOs
tomegndvekedés - kozel 150% a toltetlen, és tobb mint 200% a toltott gélek esetében - liteme
a tovabbiakban csokkent. A masodik orara a toltetlen gélek tobb mint 200%-os duzzadasa, s a
toltottek esetében megjelend kozel 300% a 4-5. orara érték el az egyensulyi allapotot, amely
toltetlen géleknél 250%, mig metronidazollal toltott esetben 310% kozelében volt. A vizsgalt
rendszereink kozott az MPGA-hidrogél duzzadasa volt a legnagyobb, melyet a hatdanyag
jelenléte csak még tovabb novelt. A duzzadasi profil felvételét kovetden a kioldodasi
sajatsagok vizsgalatat végeztem el. Hatdéanyagot nem tartalmazo kontroll mintak ellenében
3,33 mg/g metronidazolt tartalmazo6 gélek keriiltek 25 ml kiold6 kézegbe (PBS). A kioldddas
dinamiké4ja a duzzadassal parhuzamosan alakult. Az elsd két 6raban egy 5Sng/mm? szintet
elérd ,.kirobband-effektus” volt megfigyelhetd, melyet kovetden a rendszer a kdvetkezd hat
ora alatt érte el az egyensulyi allapotot. Ezen PGA-alapu hatdéanyag-lead6 rendszer tovabbi
felhasznalhatdsaga szempontjabol elengedhetetlen volt a biokompatibilitas bizonyitdsa is. Ezt
CaCo-2 sejtvonalon végrehajtott MTT-formazan (életképesség) és LDH (citotoxicitas)
vizsgalat segitségével demonstraltuk mind az alapanyagokra, mind pedig az elkésziilt gélek
esetében. Ezen tGlmenden pedig immortalizalt HaCaT keratinocita sejtvonal morfologiai
tulajdonsagainak megfigyelésével vizsgaltuk a gél sejtekre gyakorolt hatdsait. Az MTT-
teszttel az alapanyagok kozott vizsgaltuk az alap PGA-t, a modositott polimert (10-40 mg/ml
konc. tartomdnyban) és az iniciatort is (0,25-2,5 mg/ml kozott), illetve magat az elkésziilt
hidrogélt. A tapasztalat az volt, hogy jelentds valtozast a sejtek életképességében, egyik
esetben sem lehetett kimutatni, a valtozasok az elhanyagolhatd 2%-os csokkenést sem érték
el. Ugyanezen koncentracidtartomanyokban keriilt sor a citotoxicitds vizsgalatokra is. Az
el6z6 tapasztalatokhoz hasonloan, ez a vizsgélat is azt mutatta, hogy az anyagok emlitésre
méltod citotoxicitdssal nem rendelkeznek, 4%-nal nagyobb érték nem volt mérhet6 sem az
alapanyagok, sem az elkészitett polimerek esetében. A sejtmorfologiai vizsgalatok is elézetes
megfigyeléseinkkel 6sszhangban arra az eredményre vezetettek, hogy a kontrollként hasznalt
kezeletlen feliiletre letapadt sejtekhez hasonloan a géllel bevont feliilleten novekedd sejtek
alakja nem valtozott meg szamottevden. A 6 és 24 6ras megfigyelést kovetd felvételek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a metakril-csoporttal médositott PGA-alapu hidrogélek nem toxikusak,
biokompatibilis jellegiik megerdsitést nyert azaltal, hogy a normal keratinocitdk morfologiai

tulajdonsagait sem Dbefolyasoljdk jelentds mértékben. Az eredmények tiikrében
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megallapithatjuk, hogy az eldallitott metakrilalt polimer a kdzlemultban megjelent hasonlo
tipusu rendszerekkel 6sszevethet6en felhasznalhato hatéanyag-leadé rendszerként [96-99].

A hidrogélek széleskorli irodalmaban fellelhetd rendkiviil szertedgazo polimerizacios
technikak kozott a fotopolimerizacio elég kis részesedéssel rendelkezik, de még ez a jelenlét
is tovabb csokken, ha lathatd fény hatasara bekovetkez6 polimerizaciés technikédkat kerestink.
Kiilondsen igaz ez, ha a fogaszati gyakorlatban alkalmazott ,kék fényt” hasznositani képes
rendszereket nézziik [111-114]. Az altalunk kialakitott hidrogél tijdonsaga, hogy egy jelentds
vizoldékonysaggal és biokompatibilitassal rendelkezd fotoinicidtor segitségével képes rovid
idé alatt rugalmas, de szilard struktrat kialakitani. Igy tavlati célként egyéb hatéanyagok
vagy bioldgiai aktivitassal bir6 komponensek formulazésara, esetlegesen kiilonbozo sejtek,
akar Ossejtek szallitdsra, tAmogatasara is alkalmas rendszer alapjat képezheti ezen hidrogél.
Az in-situ fotopolimerizacio lehetdségén keresztiil elérhetd lokalis alkalmazhatosag novelheti
az adott hatdanyag terapids indexét a szisztémas adagolassal szemben.

Az el6zdleg vazolt elonyds tulajdonsagok 6tvozését az alapozta meg, hogy a PGA
valtozatosan modosithatd, és a kémiai reakciok Osszekapcsolasdval fotopolimerizacidra
onmagaban is képes nanorészecske nyerhetd. Ennek megfelelden a munkdm zard szakaszaban
gyakorlatban alkalmazott eszk6zok 4ltal kibocsatott ,,kék fény” hatasara polimerizalhatdo NP-
ket, melyek felhasznalasdval PGA-nanogél struktira keriilhetett kialakitasra. A polimer
modositasainak eredményeit NMR vizsgalattal ellendriztiik, s a spektrumban fellelhetd jelek
azt mutatjak, hogy az els6 keresztko6tési, majd az ezt kdvetd metakrilalasi reakcio is sikeresen
lezajlott. A metakril-csoport jelintenzitasa alacsonyabb (~10%) a szamitott (50%-0S)
mértéknél, de a kialakult reaktiv csoportok ezen mennyisége is elegendé a gyors
fotopolimerizacid6 megvalositasahoz. A jelenség nem ismeretlen az irodalomban, Zeng és
munkatarsai is hasonld eredményekrdl szamolnak be hasonlo PGA-alapu rendszerrel
kapcsolatosan [91]. A kialakitott részecskék méreteloszlasat DLS méréssel vizslgalatuk, és azt
tapasztaltuk, hogy atlagosan 80 nm koriili atmérével rendelkeztek. A reakcidok soran
bekdvetkezhettek inter- és intramolekularis kapcsolodasok is, nagy valoszinliség szerint ezzel
magyarazhat6 a részecskék bimodalis jellege. A két méretcsoport egyike sem haladja meg a
néhany szaz-nanométeres tartomanyt. A térfogat szerinti bimodalis jellegii eloszlas aranyai is
jol mutatjak, hogy a két csoport koziil, a kisebb méreti csoport (22-41nm) reprezentalta a
kialakitott NP-k tilnyomo tobbségét (14. b. abra). Egyediil az intenzitas szerinti eloszlas

kiilonbozott ettdl, de ebben az esetben a szamitas alapjat képzé formula sajatsaga, hogy a
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nagyobb méretli részecskék jelentésen torzithatjdk a kapott eredményt. Alapvetden
megallapithatd viszont, hogy a kapott részecskék mérete - mindkét csoportot alapul véve - a
nano mérettartomanyba esett. MPGA-NP-k felhasznaldsaval, az el6z6leg mar ismertetett
Irgacure 2959 fotoiniciator alkalmazasa mellett 3 perc reakcioid6 beallitasaval alakitottam Ki
PGA-nanogéleket. A 15. abran lathat6 a PGA-nanogélek képe, ahol a jol kivehet6 éles szélek
jelenléte a 2 mm mélységben is teljes mértékben lejatsz6dd polimerizacid bizonyitékanak
tekinthetd. Napjainkra mar sikertilt az el6z6 kisérletektdl eltéré moédon Bluephase 20i (Ivoclar
Vivadent AG) kézi polimerizacios lampa alkalmazasaval (2000mW/cm?) 1 perc
fotopolimerizacio hatasara is formatartd gélt létrehozni. A kordbbi kisérletes eredményeink
soran eldallitott PGA-nanogélek mechanikai paramétereinek vizsgalatai soran megallapitasra
kertilt, hogy az MPGA-hidrogélhez képest kisebb teherbirasu, de rugalmasabb gélszerkezetet
sikertilt el6allitani. A mechanikai stabilitasat tekintve a képzddott gélszerkezet elég erds, elég
stabil ahhoz, hogy egy valos szituacioban, pl. a szajban alkalmazhaté legyen [100-102]. A
mechanikai vizsgdlatok eredményei azt mutattdk, hogy a metakrilalt-nanorészecskék
kapcsolodasai nem olyan teljes mértékiick, mint azt az MPGA-hidrogélek esetében
tapasztalhattuk. Ennek ellenére az eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy az MPGA-
NP-k is képesek dimenzidstabil struktirat alkotni. A legfontosabb tény viszont az, hogy ezek
a nanorészecskék alkotta hidrogél altal elért mechanikai paraméterek is megfeleloek lehetnek
az alkalmazas kovetelményeinek. Ezek az értékek is biztositjak, hogy a PGA-nanogél
megtartsa 3D-s struktarajat, és megfeleld lehessen a fogéaszati gyakorlatban torténd
felhasznalasra (pl.: a fog mellett kialakul6 tasakokban torténd felhasznélasra a fog, és az iny
kozotti  rész  kitoltésére) [103-104]. Az altalunk elért mechanikai paraméterek
Osszehasonlithatoak voltak, illetve néhany esetben akar jobb eredményeket is értek el, mint az
egyéb, ezekkel Gsszehasonlithatdo PGA-alapu hidrogélek [91-92]. A mechanikai paraméterek
felvételét kovetden a duzzadasi kinetikat vizsgéltam, s a tapasztalat az volt, hogy egy relativ
gyors, az elsO ordban lejatszodd novekedést, €s ezt kovetden kozvetleniil az egyensulyi allapot
elérését figyelhettik meg. Ezt a kiilonbséget a részecskék alkotta rendszer kompaktabb
struktardja rejti magaban, mely az alkalmazéds oldalarél tekintve egy kedvezd sajatsag,
figyelembe véve a tényt, hogy pl. egy fog melletti tasakban a dimenzidvaltozasok lehetdsége
korlatozott, egy nagyobb mértékli duzzadas nemkivanatos jelenségként vetddne fel. A PGA-
nanog¢l kioldodasi sajatsdgait ampicillin alkalmazasa mellett vizsgaltam. Tapasztalatként
levonhat6 volt, hogy nanogél esetében is elég gyors a hatéanyag kiaramlasa ugyanugy, mint

az MPGA-hidrogél esetében. A nanorészecskék alkotta rendszer - a PGA-nanogél - és az
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MPGA-hidrogél kozotti 6 kiilonbség, hogy a nano-struktura esetében egy bizonyos mértéki
visszatartd hatas volt felfedezhetd, mely a késdbbiek soran szabalyozasi lehetdségként
anyagra jellemz6 természetes folyamaton - keresztiil valhat mobilizalhatova az alkalmazas
koriilményei kozott. Figyelembe kell venniink viszont, hogy ezen in vitro eredmények 20 ml
kioldokozegbe helyezett ~40 mg-os hidro/nanogélek vizsgalatdbdl szarmaznak. Mas
kortilmények kozott, ahol pl. a kioldokozeg mindsége vagy a mennyisége kiilonbozo lehet, a
kioldoddasi profil is jelentdsen eltérd képet mutathat, pl.: egy parodontalis tasakban, ahol csak
egy rendiviil kis mennyiségli szulkuszfolyadék folyamatos cserélddése zajlik, ez a folyamat
alapvetéen mas dinamikaval jatszodhat le. Eredményeinket mikrobiologiai moédszerrel is
sikeriilt megerdsiteni, mivel bizonyitast nyert, hogy habar a nanogélbe csomagolt ampicillin
antibiotikus hatdsa a szabad oldatéhoz hasonld mértéket mutat, a nanogél esetében
tapasztalhatd egy bizonyos mértékii visszatartd hatas.

Az irodalomban kiilonb6zé hatdanyagokat taldlhatunk, melyeket a klinikai
gyakorlatban a parodontalis megbetegedések kezelése soran oOnalldéan, vagy a kezelés
részeként alkalmaznak. Ezen hatdéanyag-lead6 rendszerek hasznalata mar jol megalapozott és
elfogadott [105]. Felhasznalasukra a klinikai helyzetnek megfeleléen kiilonb6z6 modokon
van lehet6ségilink. Az oldatformatol kezdve, a kendcsok alkalmazasan at, vagy mas esetekben
a polimer matrixba agyazott hatbanyag forma, esetleg a szalas szerkezetek hasznalata mind az
aktiv komponens kioldodasi profiljanak a megvaltoztatasat, szabalyozasanak a lehetdségét
teremtik meg. Jhinger ¢és munkatarsai két hatéanyag-leadd rendszer hatékonysagat
hasonlitottak Gssze: a mikrogyongyoket alkalmazd Arestin® rendszert a klasszikus
keresztkotott polimermatrixba agyazott hatdéanyaggal [51]. Ez a mikro-formulazasi rendszer
egyike a legujabb a kereskedelmi forgalomban is fellelhetd koncepcioknak. Parodontalis
kezelések sordn alkalmazhat6 nanoméretli komponenseket felvonultaté hatéanyag-leadd
rendszerek még nem érhetdek el, bar a nanotechnologia nytjtotta eldnydk szdmos egyéb
teriileten mar régota megjelentek, és bizonyitottak [106]. Ezen gondolatmenet alapjan a PGA-
nanogélekhez kapcsolddo in-vitro tanulményunk egy 0j hatdanyag-leadd rendszer kialakitasa
felé tett elsd lépések egyike lehet, mely koncepcid egy a parodontalis megbetegedések
kezelése soran a jelenleginél hatékonyabb kezelést lehetdvé tevd gyogyszerformulazasi
modként jelenhet meg. Koncepcionk ujdonsagat biztositja, hogy a nanotechnoldgiaban rejld
lehet6ségeket kombinalja a fogaszat teriiletén altalanosan alkalmazott in-situ felhasznalast

biztosito ,,kék fény” hatdsara bekdvetkezd fotopolimerizacio eldnyeivel.
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A kialakitott PGA-nanogél biokompatibilitasa és sejtekre gyakorolt csekély hatasa
Alamar Blue teszten kiviil fluoreszcens és konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopiai
modszerekkel is bizonyitasra keriilt. Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy az altalunk
eldallitott nanogél alkalmas lehet kiilonb6z6 hatéanyagok, bioaktiv faktorok vagy akar sejtek
kapszulazasara, felhasznalhatésaguk vagy hatékonysaguk ndvelésére. A  fotoreaktiv
nanorészecskék nagy eldnye lehet még a kombinacidk lehetdsége, melynek segitségével akar
szervetlen komponensek alkalmazasaval csontpotlasra, akar kiilonbozd egyéb morfologia
kialakitasaval - pl.: elektrospinning- extracellularis matrixhoz hasonlo szerkezet eléallitasara

lehet alkalmas jelen anyagrendszer.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkédm elsé részében sikeriilt HEMA-PEGDMA alapa hidrogélt, nanorészecskét és
nanokompozit rendszert szintetizalni. A gélek a fogaszati gyakorlatban alkalmazott ,kék
fény” (385-515 nm) hatasara fotopolimerizacié utjan keriiltek kialakitasra. A nanokompozit
hidrogél mechanikai tulajdonsagai a matrixét jelentdsen meghaladtak. Kioldodas vizsgalat
soran bizonyitast nyert, hogy a nanorészecskék alkalmazasaval a CHX leadésa az alap,
néhany oras profil helyett, akar 48 oras, elnyujtott hatdbanyag kibocsatas érhet6 el in-vitro.

A kutatas masodik részében biodegradabilis PGA-polimer metakril-csoporttal torténd
modositasan keresztiil keriilt sor ,.kék fénnyel” (385-515 nm) polimerizalhatdé hidrogél
eldallitasara. Irgacure 2959 alkalmazésaval sikeriilt elérni a 90 masodperces reakcididot,
amelyet a gyakorlati alkalmazas egyik alappilléreként tekinthetiink. A kialakitott MPGA-
hidrogél mechanikai tulajdonsagai és duzzadasi sajatsagai, megfeleloek lehetnek a szajon
beliili alkalmazashoz. A hidrogél kioldodasi tulajdonsagait tekintve a metronidazol hatdéanyag
leadédsa a kisérlet koriilményei kozott elég gyorsnak volt tekinthets. Ez a jovoben egyéb
anyagcsoportokkal torténd kombindcid, vagy az alkalmazas helyén fennall6 koriilmények
kovetkeztében jelentdsen megvaltozhat. A rendszer biokompatibilitasat az MTT- és az LDH-
teszt eredményei is bizonyitottak, mind az alapanyagok, mind pedig a polimerizalt gél
tekintetében. HaCaT sejtvonal morfologiai vizsgalata is ezzel azonos eredményre vezetett a 6
és 24 oras megfigyelést kovetden. Igy a MPGA-hidrogél potencidlis jeloltként tekinthetd
biologiai kornyezetben - szajban fogagy betegségek kezelésében - illetve alkalmas lehet

Tanulmanyom zar6é szakaszdban PGA moédositasaival sikeriilt a fogéaszati eszkdzokre
jellemzo ,,kék fény” (385-515 nm) hatasara polimerizalhaté nanorészecskét (MPGA-NP), és
ezek felhasznalasaval PGA-nanogélt eléallitani. A kialakitott gél mechanikai tulajdonsagairél
¢s duzzadaési sajatsaga bizonyitottuk, hogy az alkalmazas feltételeinek megfelelnek. A PGA-
nanogél biokompatibilitasat, sejtekre gyakorolt semleges hatasat Alamar Blue teszt,
fluoreszcens és konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopia segitségével is igazoltuk egy hetes
id6tartamban. Kioldddasi sajatsagai in-vitro koriilmények kozott még fejlesztésre szorulnak,
de bizonyos (20%) mértékli visszatartd hatas kimutathatd volt MPGA-hidrogélhez
viszonyitva. In-situ polimerizalhaté hatdéanyag-lead6 rendszerként torténd alkalmazasa

szamos eldnyt rejthet magaban, melyek tovabbi kutatasok alapjat képezhetik.
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8. SUMMARY

In the first part of my work HEMA-PEGDMA based hydrogel, nanoparticles and
nanocomposite systems were successfully synthesized. These gels were created “blue light”
photopolymerization that is used in dentistry. The mechanical properties of the
nanocomposites were considerably better than the base hydrogel. The application of
nanoparticles resulted in slower CHX release in-vitro: the nanocomposite reaches the
equilibrium state in 48 hours instead of 4 hours, as in the case of the hydrogel.

In the second part a biodegradable PGA was modified with methacryloyl groups to
create “blue light” (385-515 nm) photopolymerizable polymer and hydrogel. Using Irgacure
2959 resulted in a 90-second polymerization time, which is one of the key parameters of
practical applicability. The mechanical and swelling properties of MPGA-hydrogels could be
appropriate for application in the mouth. The release of metronidazole under the conditions of
the experiment was fast. This could be changed in the future by combining the gels with other
components. Release dynamics could also be influenced by different conditions at the place of
application. The biocompatibility of the base materials and the prepared gels was proven by
MTT and LDH tests, and it was also demonstrated by the morphological investigation of
HaCaT cells after 6 and 24 hours. These results show that MPGA-hydrogels could be
potential candidates for drug delivery in biological environments - e.g. next to a tooth in a
pocket - or for surface modification to improve the integrations of implants.

In the final part of the study PGA-nanoparticles were created that can be polymerized
by “blue light” (385-515 nm) used in the dental practice. Using these, PGA-nanogels were
produced by photopolymerization. The swelling and mechanical properties of the prepared
nanogel were suitable for application in the mouth. The biocompatibility and the neutral effect
of this gel on cells were proven by Alamar Blue test, fluorescent and confocal laser scanning
microscopy on samples taken at different time points during a one week period. Although the
in vitro release properties of the nanogel require improvement, a certain degree of retentive
effect (20%) was observed. The application of this system as an in situ polymerizable drug
delivery device can provide many benefits, and could be the basis of further studies.
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