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1 BEVEZETES

Napjainkban a fogészati titdn implantatumok elvesztésének egyik vezetd
oka a bakterialis fert6zés eredetii periimplantaris gyulladdsok kialakuldsa. A
terapids lehetdségek nem elég hatdsosak a fertézéseket gyogyitasahoz, ezért
jelenleg az elsddleges célunk a megeldzes lehet. Az egyik ilyen lehetdség a
megfeleld biologiai zarddas eldsegitése az implantatum felépitménye kortil,
azaz kvazi elzarjuk az implantatum feliiletét a baktériumok eldl. A masik
lehetdség az implantatumok feliiletének antibakterialis tulajdonsdgainak
javitasa, amely igy aktiv védvonalat képez a bakteridlis fert6zésekkel
szemben. A doktori munkam soran ennek a két megkdzelitésnek a gyakorlati

vonatkozasait vizsgaltam in vitro kisérletekben.

2  CELKITUZESEK

2.1 Restaurativ anyagok in vitro biokompatibilitasanak vizsgalata

human epitél sejtekkel

2.2 Lézerrel ablalt TiO, feliilletek in vitro biokompatibilitisanak

vizsgalata

2.3 Nanokompozit polimerek in vitro antibakterialis tulajdonsaganak

vizsgalata



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Restaurativ anyagok in vitro biokompatibilitisanak vizsgalata

human epitél sejtekkel

3.1.1 Mintak készitése a restaurativ anyagokbol

1,5 mm vastagsagu és 9 mm atmér6ji hengeres mintak késziiltek
litium-diszilikat, ittrium-oxiddal stabilizalt cirkonium-dioxid és CoCr
Otvozetb6l. Minden human epitél sejtkultaraval végzett kisérlethez
tipusonként 5 korongot hasznaltam fel, a kisérleteket négyszer ismételtem. (1.

tablazat).

1.tablazat A kivalasztott vizsgalati anyagok klinikai relevancigja.

Anyag Klinikai jelentoség

CoCr otvozet Fémkeramia korondk alapanyaga, a leggyakrabban hasznalt
konstrukci6 rogzitett fogpotlasokhoz (korona és hid)
Litium-diszilikat Leggyakrabban hasznalt fémmentes esztétikai anyag korona-
¢s rovid hidrestauraciokhoz
Ittrium-oxiddal Restaurativ és implantatum alapanyagként is hasznalatban
stabilizalt van. Fémmentes megoldas hosszu hidpotlasok készitésére.
cirkonium-dioxid

3.1.2  Sejtkultara vizsgalatok human epitél sejtekkel a restaurativ

anyagokon

Szajsebészeti miitéten atesett egészséges felnétt donor (18-46 éves)

gyulladasmentes szajnyalkahartyajabol primer epitél sejteket szeparaltam. A
sejteket 48-lyuku lemezen a korongokra helyeztem 10 sejt/lyuk stiriségben,

majd AlamarBlue (AB) modszerrel vizsgaltam az €16 sejtek szaporodasat.
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Pozitiv kontrollként a sejtek szaporodasat a sejttenyésztd lemez feliiletén is

ellendriztem (adatok nem keriiltek bemutatasra).

3.1.3 Statisztikai elemzés

A kitapadd sejtek szaporodasa az AB redukcidjanak mértékével
aranyos, melyet az ODs7o és ODeggo értékekbdl szamitott szazalékos értékkel
fejeziink ki. A normalitasvizsgalat utan az adatokat egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 6ssze, majd LSD, Sidak és
Dunnett post hoc teszteket végeztiink. A 24 6ras (adhézids) és 72 oOras
(szaporodas) megfigyelések Osszehasonlitasat a Student parositott mintakra
vonatkozé t-probajaval végeztiik. A p<0,05 valdszintségi értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.

3.2 Alézerrel ablalt TiO- feliiletek in vitro biokompatibilitasa

3.2.1 A mintak el6készitése

A kisérletekhez 1,5 mm vastag, 9 mm atmér6jii korongokat vagtunk
CP4 titanrudakbol. Zsirtalanitas utan a lemezeket 150 um szemcseméretii
aluminium-oxiddal homokfajtuk, majd salétromsavval marattuk a felszint. A
532 nm, FWHM = 10 ns) hasznaltunk a titan korongok ablalasahoz (n = 80).
Az alkalmazott energia 1,3 J/cm? volt. A minta feliiletén egy 3,6 mm?
nagysagu teriiletet 200 lézerimpulzussal kezeltiink 1égkéri nyomas alatt.
Tovabbi kisérleteket végeztiink egy ns KrF excimer 1ézerrel (A = 248 nm,

FWHM = 18 ns). Az alkalmazott energia 0,4 J/cm? volt, a megvilagitott teriilet
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10,5 mm?, az impulzusok szdma pedig 2000 volt 1égkori nyomas alatt.

Osszesen 80 korongot készitettiink eld.

3.2.2  Sejtkulttra vizsgalatok a lézerrel ablalt TiO, feluleteken

A korongokat 48-lyuku sejttenyészté lemezekbe helyeztem, majd
minden egyes lyukba 10* MG-63 oszteoblasztszerii sejtet tettem. A
sejttapadast (24h) és a sejtszaporodast (72h) MTT és AlamarBlue
modszerekkel vizsgaltam. Meghataroztam a redukalt MTT oldat optikai
denzitasat 540 nm-en (ODsa). Az ODs7o és az ODego optikai denzitas
értékekbol szamoltam az AB redukcidjanak a mértékét. Négy parhuzamos
kisérletet végeztem, és minden egyes csoporthoz és vizsgalathoz 5-5 mintat
hasznaltam. A sejtek csont irany( differencialodasara a lézerrel ablalt
feliileteken az alkalikus foszfatdz (ALP) mennyiségébol kovetkeztettem,
p-nitrofenil-foszfat hidrolizisének mérésével 2-amino-2-metil-1-propanol
pufferben. Az abszorbanciat 504 nm-es hulldmhosszon mértem

spektrofotométerrel.

3.2.3 Statisztikai elemzés

Az MTT mddszer esetében az ODsso + o5 értéket vizsgaltuk. Az AB
modszer esetében az AB szazalékos csokkenését az gyari protokoll szerint az
ODs70 és ODggo adatokbol szamitottuk ki. A normalitisvizsgalat utdn az
adatokat egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk ossze,
majd LSD, Sidak és Dunnett post hoc teszteket végeztem. A p<0,05
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valoszinliségi értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

3.3 Nanokompozit polimerek in vitro antibakterialis tulajdonsaga

3.3.1 Kisérleti csoportok

Hat kisérleti csoportot hoztunk Iétre a kovetkez6képpen (2. tablazat):
az (A), azaz kontroll csoport savmaratott és homokfuvott titin korongokat
tartalmazza. A (B) csoportban a savmaratott és homokfivott korongokat
poli(etil-akrilat-ko-metil-metakrilat (p(EA-co-MMA)) polimerrel vontuk be.
A (C) csoportban a lemezeket p(EA-co-MMA) polimerbe agyazott nano-TiO»
fotokatalizatorral vontuk be. A (D) csoportban a TiO2-polimer kompozitot
dodecil-szulfattal (DS) egészitettiik ki. Az ,E” csoportban a polimer
bevonatban nano-Ag-TiO- fotokatalizator talalhato. A keverék 0,5 wt% eziist
nanorészecskét tartalmazott. Az (F) csoportban a nano-Ag-TiO; polimer
kompozitot DS-al egészitettiik ki (1. abra).

A polimer nanohibrid bevonatok fotokatalitikus antibakterialis
hatasanak vizsgalatakor a kisérleti csoportokat tovabb osztottuk ,,vilagitott" és
,,s0tét" csoportokra. A ,,vilagitott™ csoportban a korongokat 37°C-on 10 percig
vilagitottuk UV-Vis fényforrassal. A fényforras egy 15 W-o0s alacsony
nyomast higanylampa volt (intenzitas 1,26 x 10° einstein/s), a lathato
tartomanyban jellegzetes emisszios spektrummal tobbnyire 435nm
hullamhossz feletti tartomanyban. Ugyanakkor megjelennek 254, 353 és 393
nm-nél is csticsok, de ezeknek az intenzitasa jelentdsen alacsonyabb a lathato
hullamhosszakhoz képest (adatok nem Kkeriiltek bemutatasra). A ,,s6tét"

(kontroll) csoportban a lemezeket 37°C-on sotétben tartottam. A besugarzas



elétt a feliilaszot eltavolitottam a korongokrol, és 0,2 ml foszfatpuffer (PBS)
oldatra cseréltem. Besugarzas utan 10% 1 mg/ml MTT oldatot adtam a PBS
oldathoz. A 4 6ras inkubaciét kdvetden normal koriilmények kozott 37°C-on
a felilliszot oOvatosan eltavolitottam minden korongrol, és a kristalyos
formazant abszolt izopropanolban feloldottam, majd 0,04 M sé6savat és 10%
natrium-dodecil-szulfatot adtam hozza. Az oldat optikai stirtiségét 540 nm-en
hataroztam meg. Négy (4) parhuzamos kisérletet végeztem, amelyek kisérleti

csoportokonként 4 mintat tartalmaznak, amint azt a 2. tablazat szemlélteti.

Agnanoparticles
P(EA-co-MMA)

RERDM0, . 550 RR0,

$60:090:0. -

1. abra A nanorészecskéket tartalmazo feliiletek sematikus rajzai

2. tablazat Kisérleti csoportok. A ,,s6tét” csoport a s6tétben tartott mintakat foglalja
magaban, mig a ,yvilagitott” csoport az egyes kisérleti csoportokban UV-Vis
besugarzasnak alavetett mintakat jelenti.

Feliilettipusok Csoport Sotét Vilagitott

csoport csoport

Homokflvott-savmaratott feliilet (A) n=16 n=16
p(EA-co-MMA) kopolimer (B) n=16 n=16
60wt% TiO,: 40wt% kopolimer © n=16 n=16



60wt% DS-TiO,: 40wt% kopolimer (D) n=16 n=16
60wt% Ag-TiO,: 40wt% kopolimer (E) n=16 n=16
60wt% Ag-DS/TiO,: 40wt% kopolimer (F) n=16 n=16

3.3.2 AS. salivarius izolalasa és jellemzése

A kisérletekhez S. Salivarius-t valasztottam modell baktériumként,
mert els6dleges kolonizaloként jelentés szerepet jatszik a peri-implantitis
kialakulasaban. A t6rzs azonositasat Microflex LT MALDI-TOF

tomegspektrométerrel végeztiik.

3.3.3  Ag/TiO./polimer nanohibrid bevonatok antibakterialis aktivitasa
A S. salivariust redukalt BHI tapoldathoz adtuk 0,5 McFarland

stirliségben. A baktériumokat 4 oran keresztiil tenyésztettik 37°C-on a
korongokon, 0,5 ml tapoldatban. A S. salivarius névekedését a lemezek

feliletén MTT modszerrel mértem.

3.3.4 Statisztikai modszer

Az adatokat egyrészt az alkalmazott feliiletkezelés szerint
csoportositottuk, masrészt aszerint, hogy a feliiletet megvilagitottuk-e vagy
sem. Az adatok elemzéséhez a csoportatlagokat és azok 95%-0s konfidencia
intervallumait egy adott mérési csoport atlaga szerint kozépre igazitott

megfeleld t-eloszlasok alkalmazasaval szamitottuk Ki. A szoras megegyezik a

8



csoporton beliili mérés standard hibajaval, a szabadsagfok a csoportban 1évo
mintaméret minusz 1-el egyenld. Az abszorbancia-értékeket tovabb elemezve
megvizsgaltuk, hogy a feliiletkezelések egyéb tulajdonsagainak hatasai
elkiilonithetéek-e a megvilagitas hatésaitol. Osszehasonlitasokat végeztiink a
kezelési csoportokon beliil, a besugarzott és a s6tét mintak kozott, valamint a
kezelési csoportok kozott is. Az 6sszehasonlitasok nagy szama és a csoportok
kozotti nagy mértéki eltérések miatt egy bayes-i tobbszintli linearis modellt

hasznaltunk az elemzéshez.

4 EREDMENYEK

4.1 Restaurativ anyagok in vitro biokompatibilitasanak vizsgalata

human epitél sejtekkel

4.1.1 Sejtkultira vizsgalatok human epitél sejtekkel a restaurativ

anyagokon

24 h mérési pontnal szignifikans kiilonbséget talaltam a cirkénium-

dioxid és a Li-diszilikat mintakon 1év6 sejtmennyiség kozott (p<0,045 az
Osszes post hoc teszt szerint), és a Li-diszilikat mutatta a legnagyobb adhéziot
a restaurativ anyagok kozott (2. dbra). A 24 oras és a 72 6ras eredményeket

Osszehasonlitva minden csoportban szignifikins novekedést tapasztaltam.



30 024h
@72-h

Percentage of AB (%)

Li-disilicate Zirconia CoCr alloy

2. abra mutatja be a 24 6ras és a 72 6ras méréseknél az AB szazalékos redukciojat a
Li-diszilikat, cirkonium-dioxid és CoCr 6tvozet mintdkon. 24 ora elteltével az AB
atlagos redukcidja 21,7 + 2,8% volt a Li-diszilikat mintan, 10,5 + 3,0% a cirkonium-
dioxid mintakon és 12,3 + 3,4% a CoCr 6tvizet minta esetében. 72 Ora utan a redukcio
mértéke 40,9 + 7,0% volt a Li-diszilikat mintan, 25,2 + 4,3% a cirkonium-dioxid
mintan és 29,1 + 5,9% a CoCr 6tvozet minta esetében. A 24 h (adhézid) és a 72 h
(proliferacid) osszehasonlitasa soran a kovetkez6 p értékeket kaptuk: Li-diszilikat: p
=0,011, cirkénium-dioxid: p = 0,032, CoCr 6tvozet: p = 0,015.

4.2 Alézerrel ablalt TiO; feliiletek in vitro biokompatibilitasa

4.2.1 Elektronmikroszkopos sejtkultura vizsgalatok
A 3A-C abran 24h inkubacié utan lathatoak az MG-63 sejtek a

vizsgalt kontroll titan és a 1ézerrel ablalt feliileteken. A vizsgalat nem tart fel
jellegzetes morfologiai kiilonbségeket a sejteken sem a kontroll, sem az ablalt

titan feliileteken.
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3. abra Reprezenta‘uv SEM kepek az MG-63 osteoblast -szerll se]tek adhezms
vizsgalatarol (24h mérés) (A) egy homokfuvott és savmaratott titin feliileten
(kontroll), (B) a Nd: YAG lézerrel ablalt titan feliileten és (C) a KrF excimer 1ézerrel
ablalt titan feliileten. Nagyitas: 500x. A (B) kép nem publikalt adatokat jelenit meg.

4.2.2 Sejtkultura vizsgalatok a lézerrel ablalt TiO, feliileteken

4221 MTT vizsgalat

Az adhézidra (24 oOras megfigyelés) és a szaporodasra (72 Oras
megfigyelés) vonatkozé6 MTT-mérések eredményeit a 4. abra mutatja be. A
24 oras megfigyelést kovetden nem volt megfigyelhetd szignifikans
kiilonbség a csoportok kozott. Az MTT adatok azt mutattak, hogy az MG-63
osteoblast-szerti sejtek mennyisége az Osszes Ti feliileteken szignifikansan
novekedett 72 6ra utan a 24 6ras méréshez képest (p < 0,05). A 72 oras

méréskor a csoportok k6zott nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség.
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4. abra a redukalt MTT oldat optikai denzitasat mutatja a sejttenyészt6 edényen, a
titan kontroll mintakon, a Nd:YAG lézerrel illetve az excimer 1ézerrel ablalt mintakon.
A 24 oras méréskor megfigyelt ODsso érték 0,246 + 0,024 volt a sejttenyésztd
edényen, 0,150 + 0,040 volt a kontroll minta esetében, 0,153 + 0,026 a Nd:YAG
1ézerrel ablalt mintak esetében, és 0,146 £+ 0,024 az excimer lézerrel ablalt mintak
esetében. A 72 oras méréskor megfigyelt ODsso érték 0,656 + 0,037 volt a
sejttenyésztd edény esetében, 0,410 + 0,056 a kontroll minta esetében, 0,403 + 0,020
az Nd:YAG lézerrel kezelt minta esetében, és 0,372 + 0,059 az excimer lézerrel ablalt
mintan.

4.2.2.2 AlamarBlue vizsgalat

A redukalt Alamar Blue mennyiségét az ODs7o €s ODgoo értekekbol
szamitottam Ki a gyarto altal el6irt protokoll szerint. A 24 6ras méréskor nem
volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség a csoportok kozott. A 72 oras
mérések szignifikdns novekedést mutattak a 24 6ras méréshez képest minden
csoportban (p<0,05). A 72 o6ras méréskor a csoportok kozott nem volt

megfigyelhetd szignifikans kiilonbség (5. abra).
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5. abra a redukalt AB mennyiségét mutatja szazalékos aranyban 24 o6ra és 72 6ra utan
a sejttenyésztd edényen, a titan kontroll mintan, a Nd:YAG lézerrel ablalt mintan és
az excimer lézerrel kezelt mintan. 24 o6ra elteltével az AB atlagos szazalékos
csokkenése 30,36% + 4,15% volt a sejttenyésztd edényen, 18,95% + 2,21% a titan
kontroll mintan, 19,80% =+ 2,64% az Nd:YAG lézerrel kezelt mintan és 19,09% +
2,06% az excimer lézerrel ablalt minta esetében. 72 o6ra utan a csokkenés 59,20% =+
3,56% volt a sejttenyészté edényen, 49,91% =+ 3,29% a kontroll mintan, 51,69% =+
3,83% az Nd:YAG lézerrel kezelt mintan, és 49,87% + 3,22% az excimer 1ézerrel
ablalt minta esetében.

4.2.3 Sejtdifferencialodas vizsgilata a 1ézerrel ablalt TiO, felileteken

A sejtdifferencialodas vizsgalataik eredményeit a 6. abra mutatja.
Szignifikansan csokkent (p<0,05) az ALP szekrécidja a Nd:YAG lézerrel
kezelt mintdkon a kontroll mintdkhoz képest. A 7 napos inkubacié utan
azonban nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbségek az ALP

szekréciojaban a kontroll és a 1ézerrel kezelt csoportok kozott.
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6. abra az ALP aktivitast (ODsos) mutatja a kontroll mintakon, a Nd:YAG lézerrel és
az excimer lézerrel ablalt mintakon 3 napos és 7 napos megfigyelés utan. A 3 napos
megfigyelés ODsos értékeinek atlaga 0,203 + 0,002 volt a kontroll minta esetében,
0,184+ 0,003 a Nd:YAG lézerrel kezelt mintak esetében, és 0,199 + 0,004 az excimer
1ézerrel kezelt minta esetében. A 7 napos mérések ODsos értékei: 0,210 + 0,002 volt
a kontroll minta esetében, 0,211 + 0,003 a Nd:YAG lézerrel kezelt minta esetében, és
0,205 + 0,002 az excimer lézerrel kezelt minta esetében.

4.3 Nanokompozit polimerek in vitro antibakterialis tulajdonsaga

A klinikai izolatumban talalhatdé baktériumtorzset MALDI-TOF
tomegspektrométerrel jellemeztik. A mérések egyértelmiien S. salivarius
torzset azonositottak (log(score)=2.184).

Az abszorbancia szintek (MTT) eltérd atlagokat mutattak a kiilonb6z6
csoportokban és a megvilagitastol fiiggéen is, mely megfigyelheté a
konfidencia intervallumok minimalis atfedésébdl (7. abra). Az abszorbancia
szinteket linearis dekompozicioval feliileti hatasokra, feliilet szerinti
megvilagitas hatdsaira, illetve =zajra bontottuk. Sotétben a  TiO»
fotokatalizatorokat tartalmazo (C) és (D) csoportok atlagai magasabbak
voltak, mint az Ag/TiO2/polimert tartalmazo nano-hybrid rétegek az (E) és (F)
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csoportokban. Ez alapjan valdszintisithet6, hogy tobb S. salivarius tapadt meg
a TiO, nanohibrid rétegeken, mint az Ag/TiO2/polimer feliileteken. Az
abszorbancia értékek atlaga a ’posterior’ becslés szerint alacsonyabb volt az
(E) és (F) csoportokban, mint a tobbi csoportban. A csoportok koziil a kontroll
csoport (A) abszorbancidja volt a legmagasabb, azaz a posterior becslés
szerint magasabb, mint a (B) és a (D) csoporté, viszont a (C) csoporthoz képest
a nulla még beleesett a 95%-0s bayes-i konfidenciaintervallumba.

Az UV-Vis besugarzas hatasa az abszorbanciara negativ volt minden
csoportban  (95%  eséllyel a nulla kivil esett a bayes-i
konfidenciaintervallumon), ami azt mutatja, hogy az ¢élé baktériumok
mennyisége csokkent a megvilagitott feliilleteken. Ugyanaz a tendencia volt
megfigyelhetd a kontroll (A) feliileten a megvilagitas utdn, mint a (C), (D),
(E) és (F) kisérleti csoportokban. A legkisebb mértékii csokkenés a (B)
csoportban volt megfigyelhetd, ahol a kontroll titan feliiletet 6nmagaban a
p(EA-co-MMA) polimer boritotta. Abszolut értékben mérve a megvilagitas
altali legnagyobb hatas, azaz -0.15 Cless (0.09, 0.21), a (C) csoportban lathato.
A sotét méréshez viszonyitva a legnagyobb hatast megvilagitas utan az (E)
csoport mutatta 60% Clese(50%, 67%) csokkenéssel, majd ezt kovette a (C)
csoport 33% Clgsw(23%, 42%) csokkenéssel. A posterior becslésnek

megfeleld kiilonbségek a 8. abran lathatoak.
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7. abra az UV-Vis megvilagitas el6tt és utan mért MTT abszorbancia értékek atlagat
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Eredményeink azt mutattak, hogy a restaurativ anyagok jo in vitro
biokompatibilitdst mutattak az human oralis mucosabodl izolalt epitél
sejtekkel. A 1ézeres ablacio nem javitotta a TiO; feliiletek MG-63 sejtekkel
vald6 biokompatibilitaisat a kontroll homokfuvott/savmaratott TiO;
feliiletekhez képest. A TiO2 és Ag-TiO2 nanorészecskéket tartalmazo
polimerek fotokatalitikus antibakterialis hatast mutattak az UV-Vis
besugarzas utan. Az Ag-TiO2 nanokompozit polimer in vitro antibakterialis
tulajdonsagot mutatott 6nmagaban is, UV-Vis besugarzas nélkiil. Meglep6
modon a kontroll homokfuvott/savmaratott TiO; feliiletek is mutattak az UV-

Vis besugarzas utan antibakterialis hatast.
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5 KOVETKEZTETESEK

5.1

5.2

5.3

A restaurativ anyagok in vitro biokompatibilitast mutatnak human
epitél sejtekkel, igy alkalmasak lehetnek az elsédleges periimplantitisz

megeldzésére.

A 1ézerrel ablalt TiO, feliletek nem mutatnak jobb in vitro
biokompatibilitast, mint a hagyomanyos SLA feliiletek, igy nem
mutathato ki, hogy jelentéségiik lenne a masodlagos periimplantitisz

megel6zésében az implantatum szekunder stabilitasanak novelésével.

Az eziist és a TiO; tartalmu nanokompozit polimerek fotoindukalt in
vitro antibakterialis tulajdonsagot mutatnak a titdn mintak feliiletén,
ezért igéretes jeloltek lehetnek a szekunder periimplantitisz

kialakulasanak megel6zésére.
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