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LIVE/DEAD® kereskedelmi forgalomban kaphaté sejtfestési tesztkészlet az él6 és a

halott sejtek jel6lésére
Osteolmage kereskedelmi forgalomban kaphato tesztkészlet a csontosodast jelz6
hidroxiapatit levalasok fluoreszcens jeldlésére

Tripszin proteolitikus enzim
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1. BEVEZETES

Napjainkban az ortopédiai sebészetben leggyakrabban hasznalt implantatum anyagok a Ti
Otvozetek (pl. Ti6Al4V, TiNb), mivel Kkival6 mechanikai és keémiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Mindemellett a fémfellleten képz6d6 stabil, kompakt oxidrétegnek
kdszonhet6en a korrdzidallosaguk is kivalo. Egyik legnagyobb hatranyuk azonban az, hogy a
baktériumok kénnyen megtapadnak es elszaporodnak a felliletikén mikdzben u.n. biofilm is
képzd6dik [1]. Ez kdnnyen okoz elfert6zddéseket és az implantatum kilokédését is eldidézheti
a belltetést kovetéen. Koztudott, hogy a titdn Otvozetek bioinert tulajdonsaguak, de nem
tekinthet6ek biokompatibilisnek [2]. Ezért a biokompatibilitasuk javitasa erdekében kilonfele
feluletkezel6 mddszerek, bevonatok alkalmazésa ajanlott. Erre a célra az egyik lehetséges
maodszer a hidroxiapatit bevonatok kialakitasa [3-6].

A hidroxiapatit (HAp) széleskor(ien alkalmazhaté anyag mind a fogaszatban, mind az
ortopédiai sebészetben mivel nagyon jo oszteokonduktiv tulajdonsagokkal bir [7, 8].

A masik nagy elébnye a HAp bevonatoknak, hogy az anyag kémiai és kristalyszerkezete
nagyon hasonl6 az emberi csontokat is alkotd asvanyi anyagokhoz, igy alkalmassa teszi az
implantatumokat a csontszdvet pétlasara valamint a csont Ujjaépitésére [9-13].

Azonban a HAp bevonat is kedvez6 taptalajt szolgéltathat a baktériumok szamara. Ez
elfert6z6dést, valamint az implantacio sikertelenségét okozhatja és ezaltal Ujabb
rekonstrukcios muitétekre is szikség lehet. A legujabb statisztikai adatok alapjan, az
ortopédiai m(téteknél az elfert6z6dési arany 0,5 és 3,0% kozott mozog [14], annak ellenére
hogy az utdbbi két evtizedben szigoru fert6tlenitési eljarasokat vezettek be a mtétek soran.
Ezeket az adatokat figyelembe véve hasznos és célszer(i olyan HAp bevonatok kialakitasa az
implantdtumokon, amelyek tartalmaznak antibakterialis komponenseket is az egyéb bioaktiv
elemek, vegylletek mellett. Kutatasok kimutattak, hogy kulonféle szervetlen antibakteridlis
anyagok, ugymint ezlst-, cink-, réz- és egyéb fémionok/részecskék beépitése a bevonatba
sokkal hatékonyabb, mint barmilyen antibakterialis kezelés, mivel a baktériumok kdnnyen
toleranssa valhatnak az antibiotikumokkal szemben. Ellenben, a szervetlen vegyuletekkel
szemben nem alakul ki tolerancia, mivel méas a hatasmechanizmusuk. ElImondhato, hogy az
ezust rendkivil széles spektrumu antibakteridlis anyag. Toxikus hatadsa az él6 sejtekre
megfelelé koncentracidban alkalmazva csokkenthet6 [15, 16].

Osszefoglalva, a biokompatibilis, antibakterialis valamint bioldgiailag lebomld bevonatok
kialakitasa az implantatum feltletére nagy jelentdségli és fontos anyagtudomanyi és
orvostechnologiai fejlesztési terllet.
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Vilagszerte intenziv kutatasok folynak a legjobb tulajdonsagokkal rendelkezd kalcium-foszfat
alapt biokeramia bevonatok fejlesztésére, melyekben sokféle technikat, maodszert,
alapanyagot és adalékanyagot hasznositanak. Ezekhez a kutatdsokhoz kapcsolddva a doktori
munkdm célkitlizése olyan ionokkal adalékolt kalcium-foszfat biokerdmia bevonatok
kialakitasa és atfogd jellemzése, amelyek nagymertékben javitjak az alapfém
biokompatibilitasat, antibakterialis tulajdonsaguknak kdszdnhet6en csokkentik a beultetést
kovetd elfert6z6dés veszélyét. A kifejlesztett, Ujfajta rétegek el6nye, hogy a pordzus
strukturgjuk miatt elésegitik a csontsejtek megtapadasat az implantatumok feluletén és
beinditjdk a csontosodasi folyamatokat az implantaciot kovetd kezdeti szakaszban. A
csontosodas beinduldsa utan azonban kell6 sebesseggel lebomlanak a bioldgiai kdrnyezetben,

igy nem okoznak a kés6bbiekben rogképz6dést vagy nem dusulnak fel a szervezetben.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bioldgiai és szintetikus apatitok jellemzése

2.1.1. Biologiai apatitok

Az apatit altalanos elnevezése a kilonféle kalcium-foszfat asvanyoknak, amelyek kozoétt a
bioldgiai kornyezetben a hidroxiapatit a legstabilabb fazis. El6fordulasuk és természetik
szerint az apatitok két nagy csoportba sorolhatéak: természetes apatitok és szintetikus
apatitok.

A természetes apatitok, ahogy az elnevezesuk is jelzi, a természetben megtalalhatdak
rendkivil valtozatos formaban. Az asvanyok szerkezete és Osszetétele nagyon sokféle,
kristalystruktarajuk lehet amorf, valamint mikro- és nanokristalyos. A sokréti sszetétel és
struktura valtozatos kémiai, fizikai és biologiai tulajdonsagokat eredményez. Az apatitok
hexagonalis kristalyszerkezettel rendelkeznek, aminek tércsoportja P63/m [17, 18].

A hidroxiapatit kristalyracsaban a kalciumionok kétféle helyzetben fordulnak eld: Ca(l) az
oszlopos mig a Ca(ll) a csavart tengelyben levd kalcium. A csavart tengelyben taldlhat6 Ca
atomok haromszdget alkotnak. Ezek a haromszogek térben elforgatva, egymas felett
helyezkednek el a ’c’ tengely menten, ami végul egy cs6halét eredményez. Ebben a

cs6haléban helyezkednek el a OH ionok (2.1. abra).

® ca2) %0

¢ O(H) Ca(1)0s
® H |

e O(1)

®

0(2) I PO:
o3 M

2.1. &bra: A hidroxiapatit vazlatos kristalystrukturaja.

Ennek a szerkezetnek koszonhetéen a Ca®*, a PO, és a OH™ ionok koénnyen
helyettesithet6ek mas egyertékd, vagy akar kétértékd kationokkal és anionokkal (2.2 abra). A
termeészetes hidroxiapatitok vagy més néven bioldgiai apatitok elnevezés azokra az apatitokra
értendd, amelyek valamilyen természetes forrasbol (pl. puhatestiek szilard vaza [19, 20],
tojashéjak [21-24], csontszarmazékok [25-29] sth.) erednek. Szamos kutatas bebizonyitotta,
hogy ezek a bioldgiai apatitok nem sztochiometrikus 0Osszetételliek [30-33]. A Ca/P

10



IRODALMI ATTEKINTES

elemarany eltérhet a hidroxiapatitnal szamolt 1,67-es aranytol. Ha kisebb, akkor Ca hianyos
apatitrél, ha nagyobb, akkor kalciumban gazdag apatitrol beszélhetink. Ez az eltérés
altalaban akkor fordul el6, ha valamilyen idegen ion adszorbeéaldodik a kristaly feliletére,
beépll a kristalyracsba, vagy masodlagos fazisok alakulnak ki a kristalyszerkezetben.

Amikor idegen ionok épulnek be a kristalyracsba, az ,,a” és a ,,c” tengelyek valamint az a/c
tengelyarany megvaltozik [34].

A természetes apatitokban nagy aranyban fordulnak el6 karbonat anion helyettesiték. E16sz6r
a kutatok félreértelmezték a karbonat ionok jelenlétét és az apatit fazisokat CaCOg3, CaP és
CaO fazisok keverékekent azonositottak [35-40].

Kés6bb azonban bebizonyitottak, hogy a termeszetes vagy bioldgiai apatit foként Ca hianyos,
karbonat tartalmu HAp [41, 42]. A bioldgiai apatitok kémiai 0sszetétele nagyon valtozatos és
kialénbozik minden él6lenyben helyt6l és kornyezettdl fliggéen [43, 44]. Valamint
kilonbozik a tiszta HAp 0Osszetételétdl és kristalyossagi fokatol is, ennek eredményekeént
eltéréek a fizikai és mechanikai tulajdonsagai [34, 45]. A karbonat ionok beépulhetnek az
OH és a PO,* ionok helyére is [46-49].

CO,>, S0, AsO 2, VO -

&
kI @ Ca(1)
9
® ® cCa@2)
¢ O(H)
« H
Y

2
%
0 : 0
d‘l ‘ l PO,
Yo !

CO., F, Cr

—a — 08— C—po—

\6

° i

Zn, Sr¥*, Mg?*, Nat,
K*, Ag*, Ba®'...

2.2. &bra: A hidroxiapatit kristalyracsban levé Ca®* (1), OH™ és PO,* ionok lehetséges
ionos helyettesitoi.

A biolégiai HAp-ban HPO,*™ csoportok is talalhatéak, és egyes kutatasok szerint [50, 51] a
sztdchiometriai koncentracional joval kevesebb mennyiségl OH™ csoport van jelen. Ezt az
idegen ionok miatti beéplléskor fellépd toltéskiegyenlitédési folyamatok lejatszodasaval
magyaraztak. A HPO,* csoport jelenléte az ionos szubsztiticiénak, valamint a PO4>~ csoport

szilard fazisu hidrolizisének tulajdonithatd. Mindmaig nehéz feladat azonban ezen anionos

11
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csoportok mennyiségének pontos meghatarozasa, a megfelel6 analitikai miszerek hianyaban.
Mennyiseégik jelentdsen fugg a kilsé korilményektél, kornyezettél is, pl. hémérséklet, pH,
szervetlen oldoszerek jelenléte [52]. A csontokbdl elGallitott bioldgiai apatitok foként
nanoméret(i rad-, illetve tlszer( kristalyokbol épulnek fel [53, 54]. Emellett, a kiilénb6z6
forrasbol szarmazo apatitok hasonld formaju, vékony lemezekbdl allnak, gy(r6dott élekkel
[52]. A rud illetve tliszer( kristalyok kialakulasat valoszindleg az el6allitas soran alkalmazott
h6kezelés eredményezhette [57]. A kristdlyok mérete és kristalyossagi foka nagyban
befolyasolhatd az el6allitds mddszerével és kortilményeivel. A méret tag hatarok kozott
valtozhat, néhany nanométert6l egészen tébb szaz nm-ig [52, 55-57]. Mint korabban
emlitettiik, a bioldgiai HAp f6 forrasai a kulonféle allatok (tengeri és szarazfoldi) csontjai
[25-29, 53, 56-62], puhatestliek szilard vaza, valamint akar emberi fogak is [63]. A sertés- és
kutyafélék csontjaibdl nyert HAp makro- és mikroszerkezete nagy hasonlésagot mutat az
emberi csontbol szarmazoéval [64]. A tengeri allatokbol nyert HAp kristalyossagi foka
alacsony és nagy koncentracidban tartalmaz kilonféle nyomelemeket (pl. Na, K, Mg, Sr, Zn,
Mn, Si) [65].

2.1.2. Szintetikus apatitok

A szintetikus apatitok a biologiai apatitok helyettesit6i, esetleg kivaltoi lehetnek az
orvosbiologidban. Az utobbi 30 évben a kutatasok foként ezen apatitok elGallitasara és
kilonféle alkalmazhatdsagi terlleteire fokuszaltak. Ezek is kivald csontépité vagy csontpotld
anyagok és el@segitik a csontregeneraciot [66-75].

Alkalmazhatéak ezen kivll gydgyszer hatdéanyagok célzott és ellenbrzott felszivodasat
elGsegité vazanyagokkeént is [76, 77]. Beépithetbek kompozitokba kilonféle természetes
(kollagen és chitosan), illetve mesterséges polimerekkel, pl. politejsav (PLA), tejsav-
glikolsav kopolimer (PLGA) illetve polietilén (PE).

Ezek az apatitok sem feltétlendl tiszta hidroxiapatit fazisbol allnak, hanem a HAp, a és 3
trikalcium-foszfat (TCP), dikalcium-foszfat (DCP) illetve amorf kalcium-foszfatok
kilénbdz6 aranyu keverékei lehetnek [66, 78-80]. A magnézium-, illetve karbonationok
beépitése a HAp kristalyokba a kisebb, jobb oldhatésagu krisztallitok képz6édésének
kedvezett [81-85].

2.2. Hidroxiapatit (HAp) bevonatok szerepe az orvosbiologiaban
A hidroxiapatit, mint anyag porusos szerkezete miatt nem alkalmazhat6 olyan terlleteken,
ahol nagy teherbirdsnak van kitéve. Ez a hatrany kikiiszobolhet6, ha femes implantatum

anyagok (&ltalaban titan és titan 6tvozetek) feluletére valasztjak le bevonatok formajaban.
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Ezaltal a fémes implantatumok teherbirasa és eréssege 6tvozodik a hidroxiapatit bevonat
bioaktiv tulajdonsagaval. A bevonatok porozus jellegének nagy jelentésége van a csontsejtek
novekedése szempontjabdl, mivel a porézusabb és érdesebb felszin eldsegiti a sejtek
megtapadasat es osztddasat [75, 86].

A kutatasok soran a kuldnféle bevonatokon elvégzett in-vivo illetve in vitro tesztek, melyek a
csontsejtek életképessegét (az implantaitummal érintkezd sejtek reagalasat) vizsgaltak,
bebizonyitottak, hogy az anyagdsszetétel és a fellleti érdesség (azaz a fellileti morfoldgia)
hatassal voltak a sejtek életfolyamataira. A hidroxiapatit rétegekkel bevont implantatumok
bioaktivnak bizonyultak, az implantatumra Ultetett sejtek jol megtapadtak és életképesek
voltak [87-90]. Emellett oszteokonduktiv tulajdonsaggal is birnak, ami azt jelenti, hogy
el6segitik az uj csontsejtek Kialakuldsat, képz6dését [87, 91].

A hidroxiapatit bevonatok klinikai alkalmazasat tekintve elmondhat6, hogy napjainkban még
a plazmaszorasos el6allitas a legelterjedtebben alkalmazott technologia. Szamos cég
alkalmazza ezt az eljarast mar tébb, mint 20 éve, ugymint az APS Materials Inc., Fluidinova,
SA, Premier Biomaterials, HiMed és Surface Dynamics. Ezen implantatumok ortopédiai
alkalmazéasdhoz szigori egészsegugyi kovetelményeknek kell megfelelniik. Tdbb
tanulmanyban és szamos Klinikai teszttel vizsgaltak az implantatumok tulajdonsagainak
[92-100]. Ezen klinikai tesztek eredményei azonban viszonylag ellentmonddak. Aebli [92],
Delaunay [93], D’Antonio [96] és Furlong [98] pozitiv eredményekrél szdmoltak be, amiben
a HAp bevonat elGsegitette a csontosodast, és az implantatum jobb rdgziilését eredményezte a
bevonat nélkili implantatumokhoz képest a néhany naptol nehany hétig tartd vizsgalati €s
monitorozasi id6szakban. Tal&lhatd azonban olyan klinikai jelentés is, ahol a kutatok nem
tapasztaltak statisztikailag relevans kilonbséget a bevonatolt és a bevonat nélkili
implantatumok teljesitményében beultetés utan [99, 100]. Ezekben az esetekben nagyon
vastag (~155 um) rétegeket vittek fel a fellletre, melyeknek rosszak voltak a mechanikai
tulajdonsagai, kénnyen levaltak a felletr6l. Annak ellenére, hogy a tiszta HAp bevonat
alkalmazésa mar elterjedt, és kimeritéen tanulmanyoztak a tulajdonsagait in vivo és in vitro
egyarant, az ionokkal modositott hidroxiapatit gyakorlati alkalmazésara még mindig alig
talalhaté példa. Az egyetlen Klinikai tesztet, aminek a jelentése elérhet§ a tudomanyos
irodalomban Eto eés mtsai [101] publikaltdk plazmaszoérassal elGallitott ezlist-oxid tartalmu
HAp (AgHAp) bevonat alkalmazasarol. Tanulmanyukban az AgHAp bevonat
csip6implantdtumokon tortend alkalmazésat és hatasat vizsgaltdk. Az ezlst-oxid beépitése
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csokkentette a fert6zesveszély kockazatat. Az altaluk hasznalt mddszerrel az ezist maximalis
mennyisegét 2,9 mg/implantatum értékre allitottdk. A klinikai tesztek eredményei
megmutattdk, hogy az ezusttartalmu implantatumok gyorsitottdk a paciensek implantacio
utani gyogyulasat és nem okoztak semmilyen eziistnek tulajdonithaté mellékhatast.

2.3. El6allitasi modszerek

Ebben a fejezetben a HAp anyag fontosabb el6allitdsi mddszereit részletezem, el6térbe
helyezve a leggyakoribb, legtbbet alkalmazott és vizsgalt eljarasokat.

A technologidkat harom f6 csoportra osztottam az alkalmazott hémérsékletek szerint:
alacsony hémérsékletl, magas hémérsékletd, valamint a ketté kombinéacidja.

2.3.1. Alacsony hémérsékletl technoldgidk
Ezen technologidk egyik f6 elénye, hogy energiahatékonyabbak, ezaltal koltségkimeélobbek,
mig a hatranyuk, hogy a bevonatok eloszlasa a felileten nem egyenletes és a tapadasuk is

gyenge. Ide tartoznak az elektroforézis, elektrokémiai levalasztas és az elektroporlasztas.

Elektroforézis

Ennél a technologianal elektromos mez6 segitségével viszik fel az elektromosan toltott
részecskeket a céltargy fellletére megfelel6 szuszpenzidbdl. A nagyfesziiltség segitségével a
szerves vagy szervetlen olddszerben szuszpendalt nanoméretli részecskek elektromosan
felt6ltédnek és az ellenkez6 toltésii alapfém felé vandorolva levalnak annak fellletére [102-
109].

Kollath és mtsai [110] dsszehasonlitottdk az egyenaram (DC) és valtéaram (AC) hatasat a
HAp elektroforézissel tortén6 levalasztasara. Alapfémként titant hasznaltak és
kereskedelemben kaphaté HAp port szuszpendaltattak butanol olddszerben ultrahang
segitségevel. Az eredményeik azt mutattdk, hogy az AC segitségével levélasztott réteg
tomaorebb és egyenletesebb lett.

A HAp diszpergalasara tobbféle szerves olddszer alkalmazhatd. Farrokhi-Rad és mtsai [111]
a kilonféle alkoholok (Ggymint metanol, etanol, izopropanol és butanol) hatasat vizsgaltak a
diszperzié stabilitasara nézve. Kimutattdk, hogy a levalds gyorsabb volt Kkisebb
molekulatdmeg( alkoholok esetén, mivel a HAp elektroforetikus mozgéekonysaga abban
nagyobb, mig a butanolbdl levalasztott HAp bevonat bizonyult a legjobban tapaddnak és
korrézidallénak SBF oldatban.

Ezen kivul ez a kutatocsoport vizsgalta a Tris (trisz-(hidroximetil)-amino-metan), mint

diszpergaloszer hatasat is a szuszpenzidra. Ugy talaltak, hogy a protonalddott Tris (H+Tris)
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hidrogénkdtésen keresztill raadszorbealddott a HAp részecskek feliileti P-OH csoportjara,
megndvelve a zeta potencial értékét és ndvelve a kolloid/diszperzio stabilitasat [112]. Mas
kutatocsoport dimetil formamidot hasznélt olddszerként [113]. Munkdjukban vizsgaltak a
HAp szuszpenzié zeta potencidljanak, elektromos mozgékonysaganak illetve
vezetOképességének valtozasat a pH-val, hogy megtaldljak a legstabilabb szuszpenziot.
Eredményeik alapjan a szuszpenzié pozitiv toltést volt a pH = 3-10 tartomanyban, valamint a
legstabilabb szuszpenziot pH = 7-nél kaptak.

Rojaee és mtsai [114] nanoszerkezet(i hidroxiapatitot valasztottak le magnézium &tvozet
implantatum anyagra elektroforézissel. Az altaluk el6allitott réteg vastagsaga 87,31 + 4,52
pm kozott valtozott, mig érdessége a mérések alapjan 5,05 + 0,72 um kdz6tti volt.
Elektroforetikus Gton ionokkal modositott HAp is levalaszthatd. Sun és mtsai [115] Zn
szubsztitualt HAp (ZnHAp) részecskéket vittek fel rozsdamentes acél alapra. A ZnHAp
részecskéket Kkicsapassal, csapadékképzéssel készitették Ca(NO3),-ot valamint kiilénbdz6
aranyban Zn(NOs),-ot tartalmazo oldatokbdl. A Zn/Ca aranyt 1%-t6l 10%-ig valtoztattak.
Kimutattak, hogy tomor, egyenletes réteg érhet6 el elektroforézissel, ha a Zn/Ca arany eléri
az 5%-ot.

Elektrokémiai levalasztas

Az elektrokémiai levalasztas Iényege, hogy egy kételektrddos cellaban, ahol a katdd a negativ
és az andd a pozitiv elektrod, aram, illetve fesziltség segitségével filmréteget viszunk fel a
katdd fellletére (2.3. abra). Az elektrolitban lév6 pozitiv toltésl kationok a katod felé
vandorolnak, ahol semlegesitédnek és a fellletre atomokként illetve semleges részecskékként
levéalnak/kicsapddnak.

Aramgenerator

©
@

I/CaP bevonat

Szubsztrat (katdd) mr| Pt hald (andd)

(O

Flthet6 magneses keverd

2.3. &bra: Elektrokémiai levalasztas sematikus abrazolasa standard két elektrodos celldban.
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A HAp rétegek és egyéb kalcium-foszfat rétegek elektrokémiai levalasztasa elektromosan
vezetO fellletekre elterjedt technologia. Ez foként annak kdszonhetd, hogy a technoldgia
olcso, konnyen kezelhetd modszert biztosit a rétegek el6allitasara alacsony hémérsékleten.
El6nyei kozé tartozik, hogy a paraméterek véaltoztatasaval a rétegek fizikai, kémiai és
bioldgiai jellemzGi is alakithatok, bonyolult feluletl, komplex anyagok is kdnnyedén
bevonhatdk, konnyd a léptekndvelés és az ipari alkalmazas megvaldsitasa. Hatranya, hogy a
levalt CaP rétegek tapadasa nem idealis, a vastagabb bevonatok porszerliek. A hidroxiapatit
elektrokémiai levélasztasahoz hasznélt elektrolitnak tartalmaznia kell Ca forrast, ami
nagyrészt Ca(NO3), valamint foszfor forrast, ami lehet HPO,*, H,PO,, PO,> komplex
anionok Na*, K" illetve NH;" sdi.

A Kkalcium-foszfatok elektrolitikus levalasztasakor az elsédleges elektrodfolyamat a viz
elektrolizise, azaz hidrogén fejl6dés a katddon és oxigen fejlédés az anodon.

2H,0 + 2¢" — Hy(g) + 20H E°=-0,83 V vs. SHE (2.1)
Oa(g) + 2H20 + 4e” — 40H" (I) E°= +0,4 V vs. SHE (2.2)

Ezeken kivil lehetséges még a hidrogén-foszfat anionok elektrokémiai redukcidja:
2H,PO,” + 2e— — 2HPO,* + H, (g) (2.3)

2HPO,* + 2e— - 2P0, + H, (g) (2.4)

vagy a hidrogén-foszfat ionok kémiai reakciodja a katodon képz6dodtt OH™ ionokkal:
H,PO,” + OH™ — HPO,” + H,0 (2.5)

HPO,* + OH™ - PO,* + H,0 (2.6)

Majd ezen anionok csapadékképzési reakcibja a Ca®* ionokkal az elektrod felszinén:
Ca** + HPO,*” + 2H,0 — CaHPO, 2H,0 (2.7)
3Ca®" + 2P0,>" - Caz(PO.), (2.8)

A katédon kepz6dé OH™ ionok miatt a pH értéke jelentésen megndvekedik az elektréd
kézvetlen kdrnyezetében aminek hatésara a katod felé vandorlé pozitiv téltésii Ca®* ionok a
foszfat anionokkal nagyon kis oldhat6sagu csapadékot keépezve levalnak a katdd fellletére.

A kutatdsok alapjan az els6dlegesen levalo kalcium-foszfat fazis a CaHPO,, azaz monetit,
ezert kulonfele utolagos fellletkezelésekre van szikseg a fazisatalakitashoz hidroxiapatitta.
Blackwood és mtsai [116, 117] kimutattak, hogy a CaP rétegek katddos levalasztasakor
alacsony kristalyossagi fokd hidroxiapatit és amorf CaP fazisok keveréke valt le és a rétegek
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tapadasa a Ti alapra gyenge. Bizonyitottak, hogy a levalt HAp kristalyossagi foka javithato,
valamint az egyéb CaP fazisok is atalakithatoak kristalyos hidroxiapatitta NaOH utokezelést
alkalmazva. A rétegek tapaddsa tovabb javithaté a Ti alapfém feliletének NaOH-o0s
el6kezelésével, majd 600 °C-on torténd hoékezelésével vagy hidrogén-peroxid (H20,)
adagolasaval az elektrolithoz. Mind a HAp kristalyossdga, mind a tapadédsa javithatdé a
levalasztas hdmérsekletéenek emelésével. Forgdelektrod alkalmazésa alacsony fordulatszamon
szintén el6nyos a tapadasra nézve, mivel a centrifugalis erd elhajtja a fejl6dd H, buborékokat
és az alapfém felé hajtja a Ca** és foszfationokat. Magasabb fordulatszamon azonban a
fejléd6 hidroxidionok szintén eltdvolodtak a katdd felszinétdl és a levalt réteg egyenetlenebb
és porszer(ibb lett az egyenletes filmréteg helyett [118-120].

A monetit fazis atalakitdsa hidroxiapatitta lehetséges még a réteg magas homérsékleten
torténé (900 °C — 1000 °C) hokezeléseével is [121].

Az elektrokémiai retegndvesztés megvalodsithatd impulzusos aram alkalmazasaval. Ennek a
maodszernek az elénye az egyenaramu levalasztashoz képest, hogy egyenletesebb, tomorebb,
jobban tapadd rétegek allithatok el6, jobb fizikai-kémiai tulajdonsagokkal. Kisebb
szemcseméret részecskéket eredményez, mivel az impulzusos aramnal a gocképz6dés
mechanizmusa kedvezmenyezettebb, mint a gdcnévekedésé.

A 2.4. abran az impulzusos aram négyszoghullamanak sematikus abrazolasa lathato:

Aram /A

Id6 / ms

|51,

I —

ti

2.4. dbra: Négyszogjeles aramimpulzus sematikus abrazolasa.

Gopi és mtsai [122] 6sszehasonlito tanulmanyt végeztek a hidroxiapatit egyen- és impulzusos

arammal torténd levalasztasaval kapcsolatban. Eredménylik, hogy az impulzusos aram

-z

alatt elég ideje van a Ca** és PO,> ionoknak, hogy a katéd feliletéhez, a kitirlilt zonaba
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vandoroljanak, fenntartva a HAp levalasztasdhoz sziikséges optimalis korilményeket.
Esetiikben az &arammentes id6szak és az aramimpulzusok id6tartama masodperces
nagysagrendliek voltak. A szerkezeti vizsgalatok szerint toémorebb, egyenletesebb rétegek
képzOdtek kisebb atlagaram-s(r(iség és hosszabb arammentes id6 esetén.

Blackwood és mtsai [117] szintén hidroxiapatit rétegeket valasztottak le impulzusos arammal
titan alapfémre és vizsgaltak a rétegek adhézios tulajdonsagait. Azt talaltdk, hogy kisebb
arams(rlség alkalmazasaval vastagabb rétegek allithatok el6, valamint javul a bevonat
kristalyossagi foka és tapadasa is. A nagyobb aramsdrlséggel, rovid ideig levalasztott rétegek
hasonlo tulajdonsagokkal rendelkeztek, mint az kis egyenarammal és hosszabb ideig
(masképpen ugyanannyi toltéssel) levalasztottak. Az impulzusos aram alkalmazéasanak
elényeit szamos egyéb kutatbmunka targyalta [123-127].

A hidroxiapatit rétegek mechanikai, korr6ziés és bioldgiai tulajdonsagainak valtoztatasara
lehetséges megoldas még a kulonféle fémionokkal torténd adalékolas, modositas, egyutt-
levalasztas. Tobb kutatomunka bizonyitja, hogy az ionokkal tortén6é adalékolas modositja a
HAp kristalyszerkezetét, megvaltoztatja a racsparamétereket, amennyiben ezek az elemek
beéplilnek magaba a kristalyracsba [128-132].

Az XRD vizsgéalatok alapjan a Ca®* (0,99 A) ionok részleges helyettesitése kisebb méret(i
Zn?* (0,77 A) vagy Mg?* (0,69 A) ionokkal a réntgendiffrakciés csticsok nagyobb 2© felé
tolddasat eredményezik [130-136].

Ziani és mtsai azt talaltdk, hogy a Mg”" ion beépiilése a kristalyracsha a krisztallitok
méretének csokkenését és a racsszerkezet hibahelyeinek novekedését okozza, ezéltal
kiszélesedett csucsok jelennek meg az XRD gorbén. A stroncium- és ezlistionok beépilése a
kristalyracsba a reflexids csucsok kisebb 2@ felé tolodasat okozték, tehat a racsallandok
értékei novekedtek, ami a Sr** (1,13 A) és Ag® (1,15 A) nagyobb méretének kdszonhetd
[132].

Az egyen- és impulzusos d&rammal torténd levalasztas mellett elterjedt modszer az egyen- és
impulzusos fesziltséggel torténd rétegndveszteés [137-141].

Wang és mtsai [137] az elektrokémiai Uton levalasztott HAp nanoszerkezetét vizsgaltak,
mivel allitasuk szerint a bevonatok szerkezete nagyban befolyasolta azok fizikai és kémiai
tulajdonséagait valamint Kklinikai alkalmazhatésdgukat. A bevonatokat potenciosztattal
allitottdk el6, -1,4 V konstans katédos potencialon kalomel (SCE, Hg/Hg,Cl,)
referenciaelektrodhoz képest. Eredményeik alapjan azt allitottak, hogy az elektrokémiai Gton

elGallitott rétegek magas kristalyossagi fokkal rendelkeztek, valamint, hogy a bevonatok két
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kilonallo rétegbd6l epiiltek fel: a kilsé réteg lemezszerl kristalyokbdl allt, melyek az
alapfemre merdlegesen névekedtek, mig a belsé réteg slr(, homogen, nanoszerkezetli HAp
kristalyokbdl épilt fel.

Thanh és mtsai [138] a hidroxiapatit rétegeket szintén potenciosztattal készitették. A
levalasztas soran a potenciadlt 0 V-tdl - 1,6 V-ig novelték, telitett kalomel elektrédhoz
viszonyitva, 5 mV/s polarizacios sebesseggel. A rétegeket 316L rozsdamentes acélra
valasztottdk le. Elektrolitként kiulénb6zd koncentracioju kalcium-nitratot, ammonium-
hidrogén-foszfatot valamint hidrogén-peroxidot tartalmazé oldatokat hasznéltak és vizsgaltak
az elektrolit koncentracidjanak, a hémérsekletenek, valamint a H,O,-tartalomnak a hatasat a
potencidlt alkalmaztak a rétegkészitéshez. Esetiikben az elektrolit 0,042 mol/L Ca(NOs),,
0,025 mol/L (NH4)H,PO, és 10 ml/L H,0, tartalmd oldat volt és a hordozé AZ31 Mg
Otvozet. A levalasztashoz fesziltséggeneratort hasznaltak és a rétegeket —3 V potencialon
keszitették 0,2 kitoltési tenyezovel (te/tpettyi), szobahOmérsekleten. A rétegek f6 szerepe a
Mg 6tvozet implantatum korrdzidjanak csokkentése volt.

Monasterio és mtsai [141] szintén AZ31 Mg Otvozetre valasztottak le kalcium-foszfat
rétegeket. Atfogod kutatomunkajukban négyféle modszert hasonlitottak Gssze: konstans
potencialu levalasztast, impulzusos potencialu levalasztast valamint DC és PC levéalasztast.
Kimutattdk, hogy egyenaramu és impulzus &ramu levalasztdsokkal hatékonyabban lehetett
el6allitani viszonylag jol tapadd rétegeket. Nem talaltak szamottevd kulonbségeket a ket
modszerrel levalasztott rétegek mindségében. Mindkét esetben sima, egyenletes kalcium-
foszfat rétegeket kaptak, ami brushitnak (CaHPO,4.2H,0) bizonyult. A brushit a hidroxiapatit
fazis prekurzordnak tekinthet6. Meghataroztdk az optiméalis &ramsdr(iség tartomanyt, ami a
megfelel6 mindségli rétegeket eredményezte. Esetikben ez 0,1 - 0,3 mAmm™2 kozott
mozgott. Ennél nagyobb arams(r(iség alkalmazasa eseten azt talaltak, hogy a CaP részecskék
morfoldgidja megvaltozott, a lemezszer( forma helyett inkdbb gémb alak( részecskék valtak
le, ami jelent6sen csokkentette az alapfémhez tapadast. Impulzusos arami levalasztas esetén
azt a kovetkeztetést vonték le, hogy az alacsony frekvencian (50 Hz) torténé levalasztas
elGsegiti a nagy, lemezszer( részecskéek névekedését, valamint az 50-1000 Hz tartomanyban
torténé levalasztas ugyanolyan tapadasu rétegeket eredményezett. Mindemellett, az 1000 Hz-
en torténd levalasztas, ami joval nagyobb a szakirodalomban optimalisnak allitott 500 Hz-nél,
jol tapadd, lemez formaju részecskéket eredményezett. Allitasuk szerint az 1000 Hz
frekvenciaval el6allitott réteg kisebb méretli részecskékbdl épilt fel, mint az 50 Hz-en

levalasztott, ami el6nyds lehet a csontsejtek oszteointegraciojahoz az orvosbioldgiai
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alkalmazaskor. Megfigyelték azt is, hogy a bevonat vastagsdga novekedett, mikor az
aramsdrdGseget és az aramkitoltesi tényezét novelték.

A konstans potenciallal és impulzusos potenciallal torténé levalasztassal elGallitott rétegek
esetében az 5 V-on levélasztott rétegek rendelkeztek a legjobb morfologiaval és
homogenitassal, azonban szaritds utan a rétegek koénnyen levaltak a fellletr6l. Nagyobb
feszultségeknél az elektrolit méar flokkulalni kezdett, nagyméret(i CaP részecskék valtak le az
alapfém fellletére, azonban a levalas nem volt egyenletes, mivel maradtak bevonat nélkili
felUletek is. Ezek a bevonatok is kdnnyen lejottek a fellilet utokezelése, szaritasa utan. Az 5V

alatti feszultség alkalmazéasa szintén nagy kiterjedést fedetlen fellileteket eredményezett.

Elektroporlasztasos (electrospray) réteglevalasztas

Az elektroporlasztés egy viszonylag Uj technoldgia a CaP bevonatok el6allitasara. A modszer
elénye, hogy egyszerl és koltséghatékony, hatranyai kozé tartozik azonban, hogy az igy
levalasztott rétegek nem egyenletesek és a tapadasuk sem tokeletes, ez azonban javithatd
adalékanyagok (kulonféle biopolimerek) alkalmazasaval. A maodszer lényege, hogy nagy
fesziltség (altalaban 6-15 V) hatasara a CaP szuszpenzid cseppjei az adagol6 t( végén
ugynevezett Taylor kipot képeznek, a részecskék elektromosan feltdltddnek, majd amikor a
fesziltség a két elektroda kozott elér egy bizonyos értéket, folyadéksugarként, kup alakban
kilovell és a céltargyon gydilik 6ssze film formajaban. A szuszpenzidt szivattyu segitségével
juttatjak az adagold ti nyilasahoz (2.5. &bra). A céltargy lehet maga az implantatum anyag. A
CaP szuszpendalasara sokféle olddszer (vizes és szerves) alkalmazhat6.
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2.5. dbra: Az elektroporlasztd készulék dsszedllitasa és sematikus mikddési elve.

Leeuwenburgh és mtsai [142] CaP vékonyréteget vélasztottak le cpTi fellletre

elektroporlasztassal. Kutatomunkajuk soran Ca(NOj3),.4H,0-ot és H3zPOs-at (85 m/m%,)
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hasznaltak, mint Ca és P prekurzort, valamint etanolt és butil-karbitolt diszpergald
olddszerként. Kimutattak, hogy a bevonat szerkezete, morfologidja alakithato a levalasztasi
paraméterek optimalis kombinécidjanak megvalasztasaval. Kutatasuk fontos eredménye,
porusos jellegig. Sikerult elGallitaniuk ezen kivil egy egyedi morfoldgiaval rendelkezd,
haloszerl bevonatot is, haromdimenziosan 6sszekapcsolddd porushalozattal. XRD és FT-IR
mérésekkel bizonyitottdak a karbonatos HAp képz6dést az elektroporlasztott bevonat
hékezelése utan. Egy masik tanulmanyban [143] vizsgaltak az igy levalasztott pérusos CaP
rétegek in vitro és in vivo reaktivitasat. Azt talaltdk, hogy az apatit bevonatnak nem volt karos
hatdsa a csontszdvetekre, valamint implantacio utdn a szalas szovetek sdrln kezdtek
névekedni az implantatumon.

Huang és mtsai [144] nanoszerkezetli HAp (nHAp) bevonatokat allitottak el6. Munkéjuk
soran kalcium-hidroxidot (Ca(OH),) és foszforsavat (H3PO,4) hasznaltak, mint Ca és P
prekurzorok a nHAp szuszpenzio el6allitasara. Az oldatban a Ca/P aranyat 1,67-re allitottak
be. Singh és mtsai [145] azt tapasztaltdk, hogy az elektroporlasztott nHAp bevonat ndvelte a
Ti 6tvozet fellileti érdességét 2,34 um-rél 2,77 pym-re, valamint javitotta a korrdzioallosagat.
Az XRD mérések a reflexids csucsok kiszélesedését mutattak, ami arra utalt, hogy a nHAp
fazis amorf jellegl lett. Shouten és mtsai [146] hengeres implantdtum csavarokra
elektroporlasztottak CaP nanorészecskéket és vizsgaltdk a mechanikai és in vivo
biokompatibilis jellegiiket. A nanoméret(i CaP port etanolban oszlatték el az elektroporlasztas
el6tt. Az eredményeik szerint a bevonat durva, porusos jelleget mutatott és a CaP részecskék
slrlin befedték az implantatum egész fellletét. A biokompatibiltasi eredmenyeik szintén
pozitivak voltak. Jonge és mtsai [147] kifejlesztettek egy alkali foszfatdz enzimet (ALP)
valamint kalcium-foszfatot tartalmazé bevonatot. A bevonatot titan korong alapfémre vitték
fel elektroporlasztas segitségevel. Kimutattak, hogy ez a fajta bevonat képes indukalni enzim
altal, és fizikai-kémiai aton is szabalyozott biomineralizacids folyamatokat. Az oszteoblaszt
jellegl sejteken végzett sejtéletképességi tesztek lelassult sejtosztodast, valamint felgyorsult
mineralizaciét mutattak az ALP/CaP kompozit bevonat esetében a csak CaP réteggel bevont
illetve bevonat nelkili implantatumokhoz viszonyitva. Ezek az eredmények bebizonyitottak,
hogy az ALP-t is tartalmaz6 bevonat javitja illetve fokozza a Ti implantatum csontképz6
tulajdonséagéat. Vizsgaltdk tovabba az elektroporlasztott nanoCaP/kollagén kompozit bevonat

csontképzd jellegét is. Bizonyitottak, hogy a bevonat kollagén tartalma nagyban javitotta a

= sz
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2.3.2. Magas hémeérsékletd technoldgiak

Plazmaszoras

A plazmaszéras sordn nagy sebességli plazmalangot hasznalnak rendkivil magas
hémérsékleteken (~10000 °C) kidlonféle anyagok (pl. femek, keramiak, kompozitok) a
céltargy feluletére szérasara és a fellletre torténd raégetésére. A bevonat anyagat porszer(
formaban injektaljak a nagy hémérsékletl plazmalangba, ahol gyorsan felmelegszik és nagy
sebességre gyorsul. Végul a felhevilt anyag a hordozo felliletébe csapodik és ott gyorsan
lehdil, bevonatot képezve (2.6. abra). A modszer elénye, hogy magas olvadaspontd anyagokat
(keramiakat) is alkalmazhatnak bevonatként, a bevonat tomor, egyenletes, j6 adhézios
tulajdonsagokkal rendelkezik, a bevonat nem szennyez6dik, mivel tiszta technologia, nagy a
levalasztasi sebesség, a bevonat vastagsagat és a levalasztasi paramétereket kénnyd hangolni.
Hatranyai kozé soroljuk, hogy draga, energiaigényes, bonyolult, komplex folyamat, a CaP
fazisok kedvez6tlen elbomlasa, fazisatalakulasa mehet végbe, komplex, bonyolult formajd
anyagok bevonasa nehézkes, valamint a gyors lehdlési folyamat soran repedések lephetnek

fel a rétegben, ami rontja a fizikai-keémiai tulajdonsagait.
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2.6. dbra: A plazmaszoré készilék dsszeallitasa és sematikus miikodési elve.

A kalcium-foszfat rétegek el6allitasa esetén a bevonat f6 dsszetétele kristalyos HAp, azonban
tartalmaznak egyéb amorf CaP fazisokat is. Ezeknek a masodlagos fazisoknak a mennyisége,
mindsége es eloszlasa nagyban fligg az alkalmazott paraméterektdl, ugymint a gazaramtol,

plazma hémeérsékletétdl, a vivogaz mindségetdl, a hltesi paraméterektdl valamint lang és a
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hordoz6 kozotti tavolsagtol. Ezen kivul fugg még a felhasznalt HAp nanorészecskék
méretétol is [149-152].

Wu és mtsai [153] kidolgoztak egy szabadalmat pdrusos HAp réteg elGallitasara plazma
porlasztassal. HAp szuszpenziét hasznéaltak 16 — 45% szarazanyag tartalommal és a
szuszpenzidhoz kulénféle an. pérusképz6 adalékanyagokat (etanol, ammonium-karbonat,
ammonium-bikarbonat, hidrogen-peroxid és desztillalt viz) adtak kiilonb6z6 aranyokban. Ez
a poérusos szerkezet el6nydsnek bizonyult az anyag biokompatibilitisara, bioaktivitasara
nézve.

Gan és mtsai [154] szabadalmaztatott eljarasukban ezilst tartalmu HAp bevonat
plazmaszorassal torténo kialakitasat irtak le. Az egyik altaluk kifejlesztett bevonat a hordozé
felUletére felvaltva porlasztott kereskedelmi HAp és Ag,O por. Azonban ez a modszer nem
eredmeényezett egyenletes AgHAp réteget, a felllet boritottsdga nem volt homogén és az
ionok kioldddasa sem volt egyenletesen fenntarthatd implantacio utan. Abban az esetben sem
kaptak egyenletes eloszlasu réteget, amikor a plazmaszoéras el6tt homogenizaltak a HAp és
Ag,0 porokat, mivel az ezist oxid nem Iépett kémiai reakcidba a HAp porral és nem
képz6dott ), egységes AgHAp fazis még magas hdmérsékleten sem. Egy masik eljarasuk
szerint az el6zetesen hidroxiapatittal bevont implantadtumokat AgNO; tartalmi oldatba
meritettek 24 oran keresztll majd szaritottak az implantatumot levegén és inert atmoszfera
alatt is. A bevonatok vastagsagat 1 mikrométert6l néhany szaz mikrométerig valtoztattak.
Wang és mtsai [155] HAp bevonatokat allitottak el Ggynevezett mikro-plazmaszorassal.
Bizonyitottak, hogy a bevonat faziseloszlasa valtozott a bevonat kiilénb6z6 vastagsagaban.
Kristalyos HAp, ACP és B-TCP fazisokat mutattak ki a bevonat/alapfem hatarfellleten, a
HAp tartalom ndvekedett a rétegben a hatarfelilett6l tavolodva, és a felszinen elérte a 90%-ot
(40 um vastagsagu bevonat esetén). A HAp oszlopos kristalyszerkezetét figyelték meg a
felszini régidban, ami a (002) orientacidnak tulajdonithato.

Tsui és mtsai [156] Ti6Al4V, rozsdamentes acel és wolfrdm hordozokra plazma-szortak HAp
rétegeket és vizsgaltak a bemeneti fesziltség és a kulonb6z6 vivégaz kombinacidk hatasat a
bevonat minGségére. A vizsgalati eredményeik alapjan az altaluk porlasztott rétegek alacsony
porozitassal, nagy kohézids szilardsaggal és jo tapadassal rendelkeztek. A bevonat nagyfoku
kristalyossaggal rendelkezett és stabil, nagy kémiai tisztasagu fazissal. Kimutattdk, hogy a
bemeneti fesziltség novelésevel a kristalyossagi fok, illetve az OH" tartalom csokkent és a
réteg nem hidroxiapatitos CaP fazisainak ardnya megnovekedett. Ezt a jelenséget a

részecskék nagyobb fok( megolvadasaval magyaraztak, mivel a megolvadt részecskék amorf
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fazisba alakultak at a lehlilés soran. A plazma hdmérsekletenek ndveleésével a retegek
porozitasa is ndvekedett és mikrorepedések is megjelentek.

Egy masik mddszer a plazmaszoras alkalmazasara a molekularis plazma levalasztas (MPL),
melyet a Chameleon Scientific (Longmont, CO, USA) cég fejlesztett ki. Alkalmas HAp
bevonatok kialakitasara fémek, polimerek és keramiaanyagok fellletére néhany nanométertol
egészen tobb 10 mikrométeres vastagsagban. Az MPL technoldgia nagyfeszultség
koronakistlést hasznél a rétegek kiilonb6z6 hordozok feliiletére torténé egyenletes felvitelére.
Balasundaram és mtsai [157] els6ként publikaltdk nanoszerkezetl HAp réteg felvitelét titan
alapra ezzel a modszerrel. A hidroxiapatit tartalmu oldatot ionizaltdk a koronakistlés
segitségével majd a HAp részecskék levaltak az anodizalt nanocsdves Ti alapra az ionizéalt
folyadékbdl a vakuumkamraban. Bizonyitottdk, hogy az igy készitett bevonat jél tapadt az
alapfém feluletére és szerkezetében nem tartalmazott nagyobb mikrorészecskéket,

agglomeratumokat[158].

Kémiai g6zfazisu levalasztas (CVD)

A gbzfazisi kémiai levélasztassal torténd bevonatkészitésnél a kulonbdz6 reaktdnsok
g06zfazisi kémiai reakcidja megy vegbe a magas hémérsékletre (500-1500 °C-ra) felfltott
hordoz6 fellletén, illetve annak kozvetlen kozeleben. A modszerrel levalaszthatoak
egyrétegl, illetve tobbrétegli bevonatok, valamint kompozitok. A bevonatok
nanorészecskekbdl épllnek fel, a réteg nanostrukturaja jol szabalyozhato, illetve alakithato.
Segitségével egyedi strukturaju szerkezetek kialakitasa lehetséges akar atomi szinten, ami
nagytisztasdgl bevonatok el6allitdsat eredményezi. Ezen Kkivil komplex feliletek
(orvosbiolégiai  implantatumok, nanoberendezések) bevondsa nagy felileten s
megvaldsithatd. Azonban a levalasztasi paraméterek (hémérseklet, nyomas, a reaktansok
koncentracidja, a gaz dsszetétele és a gazaramlas sebessége) nagyon pontos beéllitasokat,
monitorozast és ellendrzést igényelnek, ez hatranya a technoldgia alkalmazésanak. A kémiai
g06zfazisu levalasztas alatt végbemené fébb kémiai reakciok a pirolizis, oxidacid, redukcid,
hidrolizis, valamint ezek kombinacioi. A hordozo akar katalizalhatja is ezeket a folyamatokat.
Az adott kémiai reakciok hatarozzak meg az alkalmazandd optimalis h6mérséklettartomanyt.
A bevonat levalasztasi hémerséklete az egyik kritikus pont, mivel meghatarozza mind a
termodinamikai, mind a kinetikai folyamatokat a levalasztas soran. Ezt a hémérsékletet fenn
kell tartani, hogy a kémiai reakcié a hordozé felileten jatszédjon le és ne a gazfazisban,

valamint optimalizalni kell a paramétereket a réteg megfeleld szerkezetének (méret és forma)
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kialakitasahoz. A paraméterek legkisebb valtoztatasa is megvaltoztathatja a kémiai reakcio
kinetikajat, rosszabb min6seégu rétegeket eredményezve [159].

A CVD soran fontos, hogy a g6zfazisu reaktansok elérjék a hordoz6 fellletét valamint a
megfeleld hémérséklet bedllitasa, ahol a gazok kémiai reakcioja diffuzié kontrollalt, annak
érdekében, hogy egyenletes bevonat keletkezzen [160].

Gao és mtsai [161] CaP retegeket allitottak el6 plazma fémorganikus g6zfazisu kémiai
levélasztassal (MOCVD). Ebben a technoldgiaban fémorganikus prekurzorokat alkalmaztak a
rétegek elGallitasara. Kimutattak, hogy az idealis hordozok a levalasztashoz lehetnek fémek,
keramiadk, Uvegek és ezek kombinacidi, szerkezetik lehet tomor vagy porusos. Ca
prekurzorkent Ca(C11H1902), (kalcium-bisz[2,2,6,6-tetrametil-3,5-heptandionat]),
C1oH2F12,04Ca (kalcium-[hexafluoro-acetoacetonat]) valamint CsH;404Ca (kalcium-metoxi-
etilat) hasznaltak, mig a P prekurzorok: (C,Hs0)sPO (trietil-foszfat), (CsH;O)sPO (tri-
izopropil-foszfat), (CICH,CH,0)sP(O) trisz(2-kloretil)-foszfat. A prekurzorok Ca/P aranyat
1,35 és 1,65 kozott valtoztattak kisérleteikben. A bevonatokon elvégzett kvalitativ mikro-
indentacios kisérletek kimutattak, hogy a réteg adhézidja megfelel6 és egyenletes az egész
feluletre nézve, valamint az 500 °C felett levalasztott retegek nem téredeztek vagy valtak le a

hordozé felletérél hilés kozben.

Impulzus lézeres levalasztas (PLD)

A PLD modszer lenyege, hogy egy impulzusos lézersugarat irdnyitanak a céltargyra, amelyet
vakuumkamraban forgatnak vizg6zos kozegben kontrollalt korilmények kozott. A lézersugéar
altal elparologtatott anyag kodzvetleniil a vele parhuzamosan elhelyezett hordozéra valik le.
Ezt a hordozét altaldban felmelegitik a megfelel6 hdémérsékletre. Szdmos CaP fazis
valaszthato le a levalasztasi paramétereknek, azaz a lézersugar intenzitasanak, a vizg6z
nyomasanak, es a hordozo hémérsekletének fiiggvenyében [162].

A mddszer elényei kozé tartozik a jol tapadd, nagy kristalyossagi foku, tomor és homogén
bevonatok kialakitasa, valamint a technoldogia hatékony és megbizhatd, a levalasztasi
paramétereket konny( beallitani, ellendrizni és valtoztatni [163].

Hatranya, hogy a berendezés, annak Uzemeltetése és ezaltal a rétegek el6allitdsa draga,
bonyolult 3D-s targyak bevonasa nem, vagy csak nehezen Kkivitelezhet6 és a levalasztas
sebessége is Kicsi.

Duta és mtsai [164] egy 0sszehasonlitd tanulmanyt dolgoztak ki, melyben vizsgaltak
kilénbdz6 természetes alapu HAp kompozitokbol valamint kereskedelmi HAp porokbol PLD

modszerrel levélasztott rétegek tapadasat a Ti alapfemre. Megfigyelték, hogy a rétegek
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tapadasa nagyon hasonlo volt a szakirodalomban publikalt értékekhez [165-167], valamint
hogy a bevonat gombszer(i részecskékbdl allt, melyek atmér6je megkozelitbleg 2 pm. Az
altaluk elGallitott rétegek vastagsaga 2,8 -3,7 um kozott valtozott.

Komath és mtsai [168] szintén azt tanulmanyoztak, hogyan lehet jol tapado kristalyos HAp
réteget levalasztani Ti alapra. A rétegeket PLD madszerrel keszitettéek 200 °C-on, és utélagos
hidrotermikus fellletkezelést is végeztek alkali kdzegben. Kisérleteik alapjan ez az
utokezelés jelentésen novelte a réteg tapadasat az alapfémhez.

Man és mtsai [169] vizsgaltak a kulonbdz6 felilet-el6kezelési modszerek hatését a rétegek
tapadasara. Azt talaltdk, hogy az adhézids er6sség nodvekedett a felilet érdességének
novelésével. A PLD modszerrel el6allitott HAp rétegek mindségenek és tulajdonsagainak
vizsgalataval kapcsolatban szamos irodalmi adat talalhaté [170-176].

Popescu-Pelin és mtsai [173] titan alapra novesztettek HAp bevonatokat és tanulmanyoztak a
mechanikai, fizikai-kémiai és biologiai tulajdonsagaikat. Az altaluk el6allitott rétegekben a
részecskek morfologiaja szabalytalan volt. Mikrométeres nagysagu, cseppszer
granuldtumokat, valamint mikro- és nanoméret( regeket figyeltek meg a PLD technikaval
el6allitott rétegben. A Ca/P elemaranyt 1,73 + 0,3 értéklinek mérték, amib6l Ca-ban gazdag

HAp fazis jelenlétére kovetkeztettek.

2.3.3. Alacsony- és magas hémérséklet(i technoldgiak egyittes alkalmazasa

Vizes kémiai kicsapas és hidrotermikus eljaras

Mindket eljaras egyszerd, gyors és koltséghatékony megoldas a HAp el6allitasara. Ezeket a
modszereket széleskorlen alkalmazzdk porok illetve kerdmia bevonatok gyartdsara. Az
eljarasokban megfeleld prekurzorokat tartalmazé oldatokat, szuszpenzidkat, kolloidokat
hasznalnak a bevonatok kialakitasara. A modszerek f6 elénye az egyszerlsegiikben és
olcsdsagukban rejlik, nem igényel bonyolult és draga berendezéseket. Bonyolult geometriajd
feluletek is egyenletesen bevonhatoak. A technoldgidk léptékndvelése kdnnyedén
megoldhatd és iparosithatd. Hatranyuk, hogy a bevonatok tapadasa nem idedlis és hékezelés
(900-1000 °C) alkalmazésa sziikséges annak javitasara [177-180]. Ezért is tekinthet6k ezek a
bevonatkeszitesi moddszerek az alacsony- és magas hémersékletli technoldgiak
kombinéacidjanak.

A hidrotermalis eljaras hasonl6 a vizes kémiai kicsapashoz azzal a kiilénbséggel, hogy ebben
az esetben a reakcié magasabb hémérsékleten jatszodik le (>80 °C) és hosszabb ideig (tébb
mint masfél éra) tart. A CaP csapadék kristalyos, és a részecskék morfoldgiaja kdnnyen
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valtoztathatd a reakcio kulonbdz6 paramétereivel, agymint a prekurzorok minéségével és
A CaP fazisok kicsapéssal torténd levalasztasara foszfor forrasként a foszfat anion (PO4)
Na®, K* vagy ammonium sdi hasznalhatok. Azonban vannak egyéb alternativ megoldasok is,
melyekben foszforsavat vagy HPO,” illetve H,PO, anionokat alkalmaznak [187-188]. Ca
forrasként kilonb6z6 Ca sok hasznalatosak, ugymint Ca(NOs),, Ca(OH),, CaCl,, Ca(Ac),,
azonban a leggyakoribb a kalcium-nitrat, mint prekurzor anyag [189, 190].

A reakcio az alébbi sztochiometriai egyenlet szerint jatszodik le, amennyiben P forrasként

diammonium-hidrogén-foszfatot alkalmaznak:
10Ca(NO3),.4H,0 + 6(NH,;),HPO, + 8NH,OH -
Calo(PO4)6(OH)2 + 20NH4NO3 + 20H,0 (29)

Ebben az esetben maga a termék szennyez6anyagoktol mentes, mivel az ammaénium-nitrat
melléktermék nem épul be a HAp kristalyracsaba. A reakcio lejatszddasa utan viszont a
csapadékot mosni kell az ammadniumsok teljes eltavolitasa érdekében. Ez a miivelet sok vizet
igényel aminek kovetkeztében nagy mennyiségl, utolagos feldolgozasra szoruld
melléktermék, szennyezett viz is keletkezik. Ennek a kezelése, artalmatlanitisa ipari
méretekben mar nehézkes és koltséges.

A probléema elkeriilése érdekében egyes kutatok [191, 192] mas prekurzorokbdl indultak ki,
amelyek melléktermék kepz6dése nélkil reagdlnak. Az egyik ilyen alternativa a kalcium-
hidroxid és foszforsav sztdchiometrikus aranyu elegyitése az alabbi reakcidegyenlet szerint:

10C&(OH)2 + 6H3PO, — Calo(PO4)6(OH)2 + 18H,0 (210)

A 2.10-es reakcio egyedili mellékterméke a viz, igy a mosasi folyamat elkertiilhet6.

Tdbb kutatomunka is foglalkozik kalcium-hidroxid és foszforsav pekurzorok alkalmazasaval.
Norenberg és mtsai [193] rdad alaki CaP kristalyokat allitottak el6, melyekben a
hossz/szélesség aranya nagyobb, mint 6t. Saita és mtsai [194] kidolgoztak egy modszert HAp
rétegek kialakitara olyan kolloidbdl, melyben a HAp részecskék mérete 0,01 €s 0,2 um kdzott
valtozott. A részecskéket olyan szerves oldoszerekben oszlattdk el, melyek konnyen
elparologtathatoak, ugymint alkoholok (etanol) és ketonok (metil-etil-keton). Troczinski és
mtsai [195] szabadalmaztattak egy eljarast, melyben olyan specialis formaju, gémbszerd,
mikroméretli CaP részecskéket allitottak el6, amelyek képesek magukba zarni

gyogyszerhatéanyagokat, fehérjéket, proteineket, géneket, vagy akar DNS-t. Ezaltal
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alkalmasak celzott terapias hasznalatra, mint gyogyszerhatdanyagok kioldddasat szabalyozd
vazanyagok.

A vizes kémiai kicsapas egyik nagy hatrdnya a nehéz reprodukalhatésdg és a nem
sztochiometriai CaP fazisok, mint melléktermékek képzOdése. Ennek hatasara a CaP
kristalyossaga és morfoldgiaja valtozik. Bizonyos CaP fazisok, ugymint a TCP, ACP, DCP
képzodése elkerllhetd a pH megfelel6 beallitasaval. Az oldatok pH-jat 11 kordli, vagy annél
nagyobb értékre kell bedllitani, ami biztositja az ortofoszfat ionok keletkezését a H3PO, vizes
oldat&ban [196].

Mas kutatasok bizonyitottak, hogy a 25 és 37 °C kozott végzett reakciok esetében a CaP
részecskék morfoldgidja és mérete a csontokéban talalhatokéhoz hasonld, mig a 90 °C felett
vegzett reakciokban a részecskek struktdraja a fogakat felépitékéhez hasonlatos [197].

Az ionokkal tortén6 adalékolas szintén problémakat vet fel ennél a technologianal. A Ca/P
megfelel6 ardnya nehezen allithatd be, és egyéb fazisokkal, kis oldhatésagu foszfat
csapadékokkal is szennyezOdik a kalcium-foszfat fazis. Abban az esetben, ha a karbonat
szennyezd@dés, illetve beépulés elkeriilése a cél, a reakcidt inert gaz atmoszféra alatt kell
lejatszatni [198, 199].

A vizes Kkicsapassal elGallitott kilonféle CaP fazisok rendkivil sokoldalian hasznosithatdak.
Felhasznal&si teruleteik kozeé tartozik a csontépité [200-202], illetve csontpotlé anyagok [23,
24, 203-205], ortopédiai és fogorvosi implantatumokon bevonatok [153, 154, 206-210],
valamint genek és gydgyszerek célzott kioldodasat segitd vazanyagok [195, 211-216].
Bonfield és mtsai [217] kidolgoztak az egyfazist, Mg®* és COs> szubsztitualt hidroxiapatit
el6allitasat. Az altaluk leirt folyamatban PO,> és CO4% anionokat tartalmazé oldatot, amelyek
a H* ionokon kivill nem tartalmaztak egyéb kationokat valamint Ca®* és Mg®" tartalm(
oldatokat kevertek 0Ossze, majd a kivalo csapadékot Osszegy(jtottek és szaritottdk. A
Ca+Mg/P aranyt a keverék szuszpenzioban 1,67-es értéken tartottak. Az eredmeényeik alapjan
a csapadék 0,5 m/m% koruli magnéziumot és 1 m/m% karbonatot tartalmazott és a
csapadékban a mért Ca+Mg/P arany nagyobb volt 1,67-nél. Bingdl és mtsai [186] kalcium-
szulfatbdl (CaS0O,4.0,5H,0), mint Ca prekurzorbol és ammonium-foszfatbdl (NH;)3POg4, mint
P prekurzorbol allitottak el6 HAp port mérsékelt hidrotermalis korilmények kozott.
Kimutattak, hogy a HAp képz6dése 50 °C alatt nagyon lassan ment végbe, 25 °C-on a HAp
kialakulasa 7 nap utan kezd6dott el. Alacsonyabb hémérsékleten a reakcididé novelése
javitotta a HAp képz6dés hatékonysagat azonban mas CaP fazisok (féként monetit, CaHPO,)
képzddeset is segitette.
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Szol-gél eljaras

A madszer lényege, hogy kolloid részecskéket, jellemzéen 1-1000 nm meérettartomanyban,
oszlatnak el valamilyen kézegben, ami lehet vizes vagy szerves oldoszer. A kolloid rendszer
stabilitasa novelhetd a részecskek feluleti toltésének csokkentésével, kilonféle
diszpergaldszerek adagolasaval. Ezek a diszpergaldszerek altalaban nagy molaris tomegui
polimerek. A gélesedest kivalthatja a homérséklet, a pH véltozasa, vagy az oldoszer
elparologtatasa. A képz6dott gél egy kompozitnak is tekinthetd, mivel egy szilard vazbdl és
az &ltala bezért oldoszerbdl (folyadékfazisbol) all. A kialakult gél méar képes megtartani az
eredeti alakjat [209].

A szol-gel modszerrel torténé bevonatkészités torténhet bemeritéses modszerrel (dip coating)
nagyobb és bonyolultabb feluletli mintédk esetén, valamint rétegfelpdrgetéssel, Ugynevezett
,Spin coating”-gal, ami els6sorban kis méretd, lapos fellletli mintdkon alkalmazhat6. Ez a
technologia egy viszonylag olcsd es kénnyen kivitelezhetd modszert biztosit a biokeramia
bevonatok eldallitasara. Az elGallitott rétegek homogének, egyenletesek, jo a
szerkezetintegritasuk, tisztasaguk, fizikai-kémiai tulajdonsagaik megfelel6ek. Emellett az
alapfém degradacidja, hdindukalt fazisatalakuldsa és mikroszerkezetének atalakulasa is
elkerulhet6, ami az el6z6ekben targyalt nagy homérsékletl technoldgiaknal (plazmaszorasnal
és kemiai porlasztasnal) problémat okozhat. A modszer hatranya, hogy a bevonat tapadasa
gyenge és javitasahoz h6kezelés sziikséges. A szol-gél eljaras alacsony hémérsékleten megy
vegbe, azonban a réteg megfelel6 tapadasahoz kiegészitd muveletként hokezelés
alkalmazésara is sziikseg van.

Kristalyos HAp bevonat szol-gél technoldgiaval torténé eldallitasakor egy foszfor tartalmu
prekurzor vegyulet (foszfit) hidrolizise megy vegbe vizes kdzegben, majd ezutan Ca soO
prekurzor vegyiletet adagolnak az oldathoz a gél kialakitasahoz. Az utolsd lépés a gél
kiégetése megfeleld (altalaban 500 °C-nal nagyobb) hémérsékleten a megfeleld kristalyossagi
foki HAp bevonat eléréséhez. Az eljaras soran Ca prekurzorként altalaban fém-alkoxidokat
(pl. Ca-dietanolat) valamint foszfor észtereket (pl. trialkil-foszfitokat, trialkil-foszfatokat)
hasznalnak [210].

Takahashi és mtsai [218] kifejlesztettek egy szol-gél eljarast, melyben kalcium-nitratot és
foszfonoecetsavat (HOOCCH,PO(OH),) reagaltattak vizes kdzegben. Végeredményként
tiszta HAp port kaptak 700 °C-on, melynek kristalyossagi foka ndvekedett a hémérséklet
1100 °C-ra torténd emelésével. Chai és mtsai [219] két Ca prekurzort hasonlitottak dssze: Ca-

dietoxidot és Ca-propionatot. Foszfor prekurzorkent trietil-foszfitot hasznéltak. Megfigyelték,
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hogy a kristalyos HAp fazis 500 °C korul jelent meg Ca-proprionat reaktans esetén, azonban
Ca-dietoxid esetén nem keletkezett HAp. Egy masik kutatdbmunkaban Haddow és mtsai [220]
a HAp réteg el6allitdsdhoz Ca-acetatot hasznéltak Ca forrasként és emellett kiprobaltak tébb
foszfor prekurzort, agymint foszforsavat, foszfor-pentoxidot (P,Os) és trietil-foszfitot.
Eredményeik alapjan elmondhatd, hogy a legjobb tulajdonsagu réteget a trietil-foszfit
prekurzor alkalmazasakor kaptak és a kristalyos apatit fazis kialakulasahoz legalabb 600 °C
kellett.

A szol-gél eljarasokban elterjedten hasznalt szerves prekurzor anyagok nagyon dragék, igy

koltségesse teszik magat a technologiai eljarast és az ipari méret(i el6allitasukat.

2.4. lonokkal mddositott szintetikus HAp

A tiszta szintetikus HAp mddosithatd kilénféle ionokkal, elemekkel, annak érdekében, hogy
Osszetétele jobban tukrozze a természetes HAp-ban megtaldlhaté asvanyi anyagokat,
nyomelemeket. Az adalékionok lehetnek kationok, tgymint Ag* [15, 16, 101, 221-227], Zn**
[115, 129, 133-136, 229-233], Sr** [132, 234-237], Mg?®* [238, 239], Si** [240-243], Cu**
[244-246], Fe** [20] és ezek tetsz6leges kombinécioi, valamint anionok, tgymint F~ [253,
257], CI" [256] és karbonat [251-252, 254, 255] ionok és kulonféle kombinacidjuk [250,
256].

2.4.1. Modositas kationokkal

Az egyik legelterjedtebben alkalmazott és legszéleskoribben tanulmanyozott adalékion az
eziist (Ag), antibakterialis tulajdonsaga miatt. Az eziist ionos formajaban fejti ki széles
spektrumu antibiotikus hat&sat, azaltal, hogy er6sen kotddik az elektron donor csoportokhoz,
(-SH) a biologiai molekulakban és megakadalyozza a baktériumok metabolizmusat,
reprodukcidjat [227]. Egyik el6nye, hogy a baktériumok nem valnak rezisztenssé vele
szemben, ellentétben az &ltalanosan alkalmazott antibiotikumokkal. Kose és mtsai [222]
bebizonyitottdk, hogy az Ag® tartalmii CaP porral bevont implantatum csokkentette a
fert6z6dest a referenciaként hasznalt Uj-zélandi fehér nyulaknal. Erakovic és mtsai [224]
impulzusos lézerrel készitettek ezusttel adalékolt HAp vékonyréteget és tesztelték a
biokompatibilitasat és citotoxicitasat HEp-2 sejtkultiran. A tesztek igazoltak, hogy a bevonat
nem befolyasolta karosan a sejtek tapadasat, életképességét és osztddasukat valamint a sejtek
normalis morfolégiaban ndvekedtek. Egy masik kutatocsoport [228] elektrokémiai Uton
elGallitott nanoszerkezetli Ag részecskéket tartalmazd HAp bevonatot vizsgalt. A mintdkon

elvégzett antibakterialis és biokompatibilitasi tesztek pozitiv eredményt mutattak, emellett

30



IRODALMI ATTEKINTES

kimutattdk, hogy a megfelel6 ezlst koncentracio beallitasa a rétegben kifejezetten fontos,
mivel az ezisttartalom névelésével csokkent a biokompatiblitas.

Mésik gyakran hasznalt adalékold elem a cink (Zn). Koztudott, hogy a cink egy esszencialis
nyomelem a csontrendszerben és nélkilozhetetlen a csont normal novekedésékez és
fejlédesehez, a hianya pedig a csontslirliség csokkenéséhez vezet [229]. A Zn gatolja az
oszteoklaszt sejtek kifejl6déseét, elGseqiti az oszteoblaszt sejtek aktivitasat, ezaltal elGsegiti a
csontkialakulast, csontosodast [230]. Nehany kutatdbmunka alapjan a cinktartalmd kalcium-
foszfat rétegek, ugymint a Zn-TCP gatoltdk a csontszdvetek oszteoklaszt sejtek altali
feloldédasat. A cink mar egészen kicsi, 0,5 és 1 mol%-nyi koncentracioban is gatolta az
oszteoklaszt sejtek karos hatasat [231, 232]. Emellett a cink még a sebgyogyulas
folyamataban is jelent6s szerepet jatszik. Ortiz és mtsai [233] tanulmanyoztadk a titan
implantdtumokra felvitt Zn-apatit bevonatok in vitro tulajdonséagait. Munkajukban HAp és
ZnHAp nanoszemcséket tartalmazd szuszpenzidt allitottak el hidrotermalis mddszerrel,
majd ezt vitték fel az elGzetesen felliletkezelt titan alapfém feluletére. Kimutattak, hogy mind
a cinkkel adalékolt, mind a tiszta apatit esetében a Ca/P elemardny 1,61 volt. Ezt azzal
magyaraztdk, hogy a hozzéaadott cink ionok teljesen beépiltek a CaP kristalyracsaba,
helyettesitve a kalciumionokat. Esetiikben a cink koncentracioja a rétegben 7 at% volt. Azt is
felismerték, hogy a cink beépulése megvaltoztatta a kristalyszerkezetet, csokkentette a
kristalyok méretét, valamint csokkent a levalasztds sebessége is, mivel géatolta a HAp
kristalyok novekedését. A biokompatibilitasi teszteket human oszteoblaszt sejteknek (HOB) a
mintak fellletére torténé felvitelével veégezték. Megfigyelték, hogy a ZnHAp bevonaton a
sejtek sdrlbben nottek, szétterjedtebbek és hosszukas formaju morfologiat mutattak. A
mennyiségi analizis alapjan a sejtszam is jelent6sen nagyobb volt, mint a tiszta HAp bevonat
esetében. Ez azt bizonyitotta, hogy a cinktartalom kedvez az oszteoblaszt sejtek osztddasanak
és eletképessegének.

Fontos esszencialis nyomelem a szervezetben és a csontokban a stroncium (Sr) is. F6 szerepe
a cinkhez hasonléan a csontszévet degraddlédasnak megakadalyozdsa azéltal, hogy az
oszteoklaszt sejtek kifejl6dését gatolja, illetve aktivitasukat csokkenti. Emellett az
oszteoblaszt sejtek életképességének es osztodasi hajlamanak ndvelesevel elGsegiti a
csontsejtek Kkialakulasat. Szintén sok kutatomunka foglalkozik stroncium tartalmd kalcium-
foszfat bevonatok eldallitasaval és jellemzésével. A hossz( tavu stroncium kezelést
tanulmanyozo klinikai kisérletek pozitiv eredményt mutattak [234].

Kutatasok bizonyitottdk, hogy a Sr sikeresen bevihet6 a CaP kristalyracsba kulénb6z6

technologidk alkalmazasaval es a bevonat Sr tartalma tetsz6legesen hangolhaté a technolégiai
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paraméterek valtoztatdsdval. A Sr tartalom minden esetben javitotta a mintak
biokompatibilitdsat [132, 235, 236] valamint az implantatum beépulését, rogzilését
oszteopordzisos csontok esetében [237].

A magnézium (Mg) is fontos nyomelem a csontokban. Aktiv szerepe van a sejtek
m(kodésében bioldgiai, kémiai és molekularis szinten is. Kulcsszerepe van a csontsejtek
metabolizmusaban, mivel befolyasolja mind az oszteoblaszt, mind az oszteoklaszt sejtek
mukddését, emellett hatassal van a csontndvekedesre [238].

A Mg bevitele a CaP rétegbe 0,5 - 2 at% kozotti koncentraciotartomanyban nem okozott
semmilyen karos mellékhatast [239]. A mintdk bioaktivitasa fuggott a bevitt Mg
mennyiségétél. A Mg tartalom ndvelése kedvezett az amorf CaP fazis kialakulasanak [239].
A CaP rétegeket lehet még sziliciummal (Si) is modositani, ami szintén esszencialis
nyomelem és fontos szerepe van a csontkialakulasban. Egyes tanulméanyok szerint a szilicium
fékent a fiatal csont aktiv helyein lokalizalva talalhato és fontos szerepe van a csontosodas
kezdeti stddiumaban [240, 241]. A metabolikusan aktiv oszteoblaszt sejtekben viszonylag
magas a Si koncentracidja és aktiv szerepe van az extracellularis matrix kialakulasaban a
csontokban és a porcokban [242].

Qiu és mtsai [243] elektrokemiai Gton allitottak el6 Si-adalékolt CaP bevonatot AZ31
magnézium 0Otvozet alapfémre. Kétrétegl bevonatot készitettek, melyben a belsé réteg
porozus, lemezes szerkezetl, mig a kils6 réteg tomor, tombszerl apatit. A bevonat kivalo
biokompatibilitassal rendelkezett az elvégzett tesztek alapjan.

A tudomanyos irodalomban talalhatok olyan tanulmanyok, melyekben nem ezist az
antibakterialis komponens, hanem réz (Cu) [244]. Ez a komponens hatékonynak bizonyult
bizonyos fokig Escherichia coli ellen. Azon kivil, hogy mutat némi antibakterialis hatast,
egyéb szerepe is van a szervezetben, mint esszencialis nyomelemnek. Kutatsok bizonyitjak,
hogy jelentGs szerepet tolt be az oszteogenezisben és az angiogenezis folyamataiban is. A
legnagyobb mennyiségben a majszdévetekben fordul el, és stimulalja az endothel sejteket a
veredényképzésben [245]. Ezen kivil a réznek még szerepe van szamos enzim miikodésében
is [246].

Megfeleld levalasztasi technoldgia alkalmazésaval egyszerre tobb adalékolo elem is bevihet
a kalcium-foszfat rétegekbe, ezaltal lehet6séget adva az egyes elemek el6nyds
tulajdonsagainak 6tvozésére és az implantatum biokompatibiltasanak tovabbi ndvelésére. A
biologiai apatitokban megtaldlhatd tébbféle nyomelem valtozé aranyban, igy a szintetikus
apatitok megfeleld adalékolasaval, illetve a megfeleld elemarany és elemdsszetétel

kivalasztasaval a természetes apatithoz hasonld dsszetétel érhetd el.
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Az ezlst és cink egylttes bevitele a CaP rétegbe kdnnyen megvaldsithatd tobbféle
modszerrel. A vizes keémiai kicsapassal el6allitott AgZnHAp por (2,5-5 m/m% Zn
tartalommal és 0,3 m/m% Ag tartalommal) antibakteridlisnak bizonyult Staphylococcus
aureus és Escherichia coli bakériumttrzsekkel szemben. Az SBF oldatban torténé 28 napos
aztatas soran Uj apatit réteg kialakulasat mutattak ki. A mintakon elvégzett biokompatibilitasi
tesztek igazoltak, hogy a sejtek eletképesek maradtak és jol tapadtak a fellletre [247].
Torténtek kisérletek ezist- és cinktartalmu CaP bevonatok elektrokémiai levalasztasara fémes
implantatum fellletére [248, 249], valamint a kalcium-foszfat rétegek ketténél tébb ionnal
torténé adalékolasara is [245, 250, 251].

2.4.2. Mddositas anionokkal

A hidroxiapatit anionokkal tortén6 modositdsanak kutatasa szintén kiterjedt és atfogd. A
kristalyban levé OH™ ionok fébb helyettesitéi lehetnek: F; CI, COs*, SO,*. Az anionos
modositds f6 célja az anyag illetve a réteg oldhatdésdgénak moddositdsa, hangoldsa [252].
Mivel a természetes apatitokban is talalhato karbonat helyettesité bizonyos szazalékban, igy a
szerkezetik es bioldgiai tulajdonsagaik még hasonlobba tehetdk [253]. A karbonat anion
azonban gatolja a HAp kristaly ndvekedését, beépilése csokkenti a kristalyossagi fokat,
ezéltal megnoveli az oldhatosagat [254]. A fluoridos hidroxiapatit (F-HAp) megndvekedett
stabilitast mutatott és javult az anyag kristalyossagi foka is. A részlegesen helyettesitett F-
HAp-nak kisebb az oldhatdsaga a tiszta HAp-énal és a fluorapatiténal is [255]. Az anionokkal
modositott CaP bevonatok eldallithatéak vizes kémiai eljardsokkal [252-258] és
elektrokémiai levalasztassal [259]. Alkalmazasuk féként a szOveti sebészetben elterjedt.
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3. CELKITUZES

A kutatomunkam célja (i) biokompatibilis és egyben antibakterialis biokeramia bevonatok
kialakitasa fémimplantatum alapra, (ii) egy Ujfajta el6allitasi technoldgia kifejlesztése és
optimalizélésa.

Az ortopédiai sebészetben napjainkban is vilagszerte nagyon sulyos probléma a belltetett
implantatumok elfert6z6dese [260-264], amire egy megfeleléen Kkifejleszett bevonat

kialakitasa az implantatumok feluletére megoldast jelentene.

Kutatomunkam soran célul tlztem ki

e a HAp bevonatok elGallitdsara egy olyan egyszer(i, olcsé és kornyezetbarat
elektrokemiai levalasztason alapuld technoldgia kidolgozasat, amely az iparban
konnyen alkalmazhato.

» a levalasztasi paraméterek optimalizalasat, a rétegek szerkezetének, ezaltal a kemiai
és bioldgiai tulajdonsagainak javitasa erdekében.

* nemfolytonos, porozus bevonat kialakitasat az alapfémen, ami megnéveli a felilet
érdességeét.

» biologiailag lebomlo, bioaktiv hidroxiapatit és ionokkal adalékolt hidroxiapatit

rétegek kifejlesztését.
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4. KISERLETI RESZ

4.1. A kisérleti munka soran felhasznalt vegyszerek és anyagok

Tiszta és ionokkal mddositott HAp rétegek eléallitdsahoz

Vegyszerek Forgalmazo
Kalcium-nitrat 4-hidrat (Ca(NO3)2.4H,0) VWR International kft
Ammonium-dihidrogén-foszfat ((NH4)H2PO.) VWR International kft
Hidrogén-peroxid (H,0, (30%)) VWR International kft
Magnézium-nitrat 6-hidrat (Mg(NOs3),.6H,0) VWR International kft
Stroncium-nitrat 4-hidréat (Sr(NO3),.4H,0) VWR International kft
Cink-nitrat 6-hidrat (Zn(NO3),.6H,0) VWR International kft
Ezist-nitrat (AgNO3) VWR International kft
Natrium-hidroxid (NaOH) VWR International kft
Desztillalt viz -

Elektrokémiai levalasztashoz

Anyagok Forgalmazo
TidAl6V Protetim kft
platina drot Labor-Platina kft
elektrokémai cellak ELTE (vegtechnika

Korrézios vizsgalatoknal az SBF oldathoz [265]

Vegyszerek Forgalmazo

Natrium-klorid (NaCl) VWR International kft
Natrium-hidrogén-karbonat (NaHCOs3) VWR International kft
Kalium-klorid (KCI) VWR International kft
Dikalium-hidrogén-foszfat (K;HPO,4.3H,0) VWR International kft
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Magnézium-klorid 6-hidrat (MgCl,.6H,0)
Soésav, 1 M HCI

Kalcium-klorid (CaCl,)

Natrium-szulfat (Na,SOy,)

TRIS ((HOCH,);CNH,)

Biokompatibilitasi tesztekhez

Vegyszerek/oldatok

DMEM (sejttenyészto tapoldat)
WST-1 (C19H11INsOsS;.Na)
WST-8 (CaoH13sNs01:S,.Na)
Tripszin

PBS (foszfat puffer)
p-nitrofenil-foszfat

TRIS ((HOCH,);CNH,)

Triton X-100 reagens
Magnézium-klorid 6-hidrat (MgCl,.6H,0)
Cink-klorid (ZnCl,)

Lizis puffer

Sésav (1M HCI)

Calcein AM festék (CssH4sN2023)

DAPI festék (C16H15N5 2HC|)

Sejtek / Kereskedelmi biokompatibilitasi tesztkészletek

MG-63 oszteoblaszt sejtek

ALP készlet

VWR International kft
VWR International kft
VWR International kft
VWR International kft

Sigma-Aldrich

Forgalmazo
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

VWR International Kft
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Forgalmazo
Sigma-Aldrich

Abcam
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LDH készlet Sigma-Aldrich

TOX7 készlet Sigma-Aldrich
LIVE/DEAD® Eletképesség/Citotoxicitas tesztkészlet Thermo Fisher Scientific
Osteolmage™ tesztkészlet Lonza

4.2. Fémimplantdtumok bevonatolasa HAp és ionokkal modositott HAp (adHAp)

rétegekkel

A rétegek elektrokémiai el6allitasahoz impulzus aramu generatort (IGTV-4i/6t) hasznaltam.

A levélasztas standard, kételektrédos celldban tortént, ahol az implantadtum anyagot

kapcsoltam katdédként, mig anodként platina drotot hasznaltam (2.3. abra). Az alapfém 90

m/m% titant, 4 m/m% vanadiumot, 6 m/m% aluminiumot, valamint nyomokban vasat és

oxigént (Fe < 0,25 m/m%, O < 0,20 m/m%) tartalmazott, érdessége 20 + 5 pum.

A CaP rétegek kialakitasahoz az alapelektrolit Ca(NO3),.4H,0, (NH4)H2(PO4)3 €és H.0,

komponenseket tartalmazott. Az oldat pH-jat 4,5-0s értéken tartottam és az elektrolizist 70

°C-on végeztem.

Az ionadalékolt mintak esetében harom f6 el6allitasi modszert alkalmaztam:

1. modszer: A rétegek levalasztasa csak elektrokémiai Gton tortént. Ebben az esetben az
alapelektrolithoz  Zn(NO3), illetve AgNO; komponenseket is adtam tobbféle
koncentracioaranyban.

2. modszer: Az alapelektrolithoz Sr(NOgz), és Mg(NO3), komponenseket adtam kilonb6z6
ardnyban, majd a levalasztas utan felllet-utokezelés kovetkezett a mintak oldatban torténd
hosszu idejl (24 Oré&s) aztatdsdval. Ebben az esetben az oldat Zn(NOs3), illetve AgNO;
komponenseket tartalmazott.

3. mddszer: EIGszor a tiszta hidroxiapatit réteget alakitottam ki az implantatum feliletén
impulzusos aram segitsegével, majd ezutan felllet-utdkezelés a mintdk oldatban torténd
hosszU idejd aztatdsaval. Az oldat Zn(NOs);, AgNOs, Sr(NO3), és Mg(NO3),
komponenseket tartalmazott.

A levélasztasok utan a mintakat minden esetben 1 M NaOH oldatban &ztattam 70 °C-on 2

oran keresztil a fazisatalakulasok biztositdsanak érdekében.

Az elektrokémiai folyamatok soran az elektrolitban levé pozitivan toltott kationok (Ca?*,

Mg**, Sr**) a negativ toltésti katod felé vandorolnak. Az alkalmazott nagy arams(irliség (~ 40
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- 450 mA/cm?) miatt azonban a f6 elektrédfolyamat a viz redukciéja, ami nagy mennyiség(i
hidroxidiont generdl. Ennek hatasara az elektrod kdzvetlen kérnyezetében a pH jelentésen
megnd, ami elGsegiti a kulonféle nagyon Kkis oldhatésagu kalcium-, magnézium- és
stroncium-foszfatok lecsapodasat a katod feluletére. Az elektrolithoz adott H,O, adalékanyag
szerepe a hidrogénfejlédés csokkentese. A hidrogen-peroxid egy er6sen oxidativ reagens és a
standard redukcids potencialja pozitivabb, mint a viz redukcios potencialja, ezért a H,0,
redukcidja elébb kovetkezik be a viz redukciéjanal. A H,O, redukcid vizet, vagy Ujabb
hidroxidionokat eredményez, ami még tovabb noveli a pH értéket.

H,0, + 2H" + 2e” - 2H,0 E°=1,763V 4.2)
HO, + 2e- + H,O - 3 0OH" E°=0,88V 4.2)
H,0, - O, + 2H" + 2¢ E°=-0,682 V 4.3
2H,0 +2e - Hp + 20H" E°=-0,830 V (4.4)

Az irodalmi adatok szerint [120, 268, 269] az elektrokémiai Gton torténd réteglevalasztaskor
az elsddlegesen kialakuld CaP fazis a monetit (CaHPO,). Emiatt kdzvetlenil a levalasztas
utan fazisatalakitasi Iépes szikseges, aminek az egyik legelterjedtebb modszere az alkalikus
(1M NaOH) kozegben, magasabb hémérsékleten (70 °C-on) torténd hosszl idejl aztatas. Ez
a feluleti utokezelés megfelelé kortilményeket biztosit a monetit fazis hidroxiapatit fazissa
tortén6 alakulasahoz. Ennek oka, hogy 11 feletti pH értéken a HAp a legkevésbé oldhaté a
tobbi CaP fazishoz képest (Ugymint monokalcium-foszfat (Ca(H,PQO,),, dikalcium-foszfat
(CaHPO,), oktakalcium-foszfat (CagH»(PO4)s.5H,0) és az «a, B-trikalcium-foszfat
(Caz(POy)y).

Munkam els6 részében elOkisérleteket vegeztem annak felmérésére, hogy az elGallitasi
paraméterek milyen tartomanyaiban varhatd a 3. Célkit(izés fejezetben leirtaknak megfelel
rétegek képzddése.

Az optimalizalasi folyamat sordn a kovetkez6 Kkisérleti paramétereket valtoztattam: az
alapelektrolit 6sszetétele, az adalékionok koncentracioja az elektrolitban, az impulzusos aram
kitoltési tenyez6je, arams(rlség, rétegnovesztési id6. Az elbkisérletek soran novesztett
rétegek szerkezetét SEM, XRD, FT-IR modszerekkel vizsgéaltam, korr6zios tulajdonséagaikat
potenciodinamikus gorbek illetve EIS spektrumok felvételével, a biokompatibilitasukat pedig

kilénféle sejteletképessegi vizsgalatokkal teszteltem.
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.sey

nagyban befolyasolta az alapelektrolitban levé komponensek (Ca(NO3),.4H,0, (NH4)H2PO,)
koncentracidja. A kalcium-nitrat koncentraciot 11,56 - 115,6 g/L, mig az ammonium-
elemarany mindig 1,67 legyen. A Kkisérletek kimutattak, hogy kisebb koncentracidknal a
levalasztott rétegek egyenetlenek voltak, tapadasuk rendkivil gyenge, porszeriiek, kénnyen
leperegtek a feluletr6l. Nagyobb koncentraciotartomanyban azonban a rétegek egyenletesen
novekedtek, tapadasuk és a reprodukalhatdsaguk jelentésen javult.

Az adalékol6 ionok koncentracidja illetve koncentracioaranyuk szintén hatassal voltak a
valtoztattam. Nagy koncentracioban (0,01 - 0,005 M) alkalmazva jelent6sen rontotta a
rétegek biokompatibilis jellegét. Az optimalis eziistkoncentracio 0,042 g/L volt.

A megfelelé Zn-koncentracié meghatarozasahoz tag koncentraciotartomanyban (1,48 — 5,94
g/L) valtoztattam a Zn(NOs), mennyiségét az elektrolitban és a felllet-utdkezel6 oldatban.
Nagyon kis koncentracidban (0,005 M), a cink kimutatasi hatar alatti volt a rétegekben, mig
tal nagy koncentracioban (0,02 M) kérosan hatott a sejtek életképességére. A magnézium- és
a stronciumionok idealis koncentracidjanak a 0,01 M értéket talaltam, mivel ebben az esetben
mérhetd aranyban (0,5 - 3 at%) beépliltek a rétegekbe (5.1. tablazat).

A kovetkezd paraméter, ami szintén hatassal volt a rétegek tulajdonsagaira, az impulzusos
arammal torténd levalasztasnal az aram Kitoltési tényezdje (tpe/tpe + tki), amit 0,09 - 0,5 kozatti
tartomanyban valtoztattam, valamint az arams(ir(iség, amit 40 - 450 mA/cm? hatarok kozott
allitottam be. A Kkisebb Kkitoltesi tényez6 alkalmazasa jelent6sen csokkentette a
szemcseméretet, valamint novelte a Ca/P elemaranyt és a réteg porozitasat. A nagyobb
arams(r(iség értéke szintén a kisebb szemcsek képzbdésének kedvezett. A rétegndvesztesi
id6t 3 — 600 mp kozott valtoztattam. A levalasztasi id6 megfeleld mértékd csdkkentésével
elértem, hogy a réteg nemfolytonosan, gocok formajaban néjon az alapfém felliletén. Az
adHAp-II és adHAp-111 rétegeknél alkalmazott felllet-utokezelés megfelelé koncentracioju
Ag*, Zn?*, Sr** és Mg?* ion tartalm( oldatban torténd hosszu idejli 4ztatas lehet6séget adott,
hogy az ionok nagyon Kkis oldhatdésagu csapadékok formdjaban kivaljanak a rétegek
porusaiban.

A tovébbiakban a kivalasztott 6t legdemonstrativabb minta el6allitdsi paramétereire és

mindsitésére térek ki bévebben.
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- HAp réteg el6allitasa

4.1. tblazat: HAp rétegek levalasztasi paraméterei

HAp-I | HAp-II
Elektrolit Koncentracié (g/L)
Ca(NOs3),.4H,0 115,6
(NHz)H2PO, 33,30
H,0, (30%) 11,2

Levalasztasi paraméterek

the / MS 5 1
tki/ ms 5 10
i/ Acm? 0.4 5
Furdd hémérséklet / °C 70 70
pH 45 45
Levalasztasi id6 / s. 600 3
rétegvastagsag / um ~ 25 nemfolytonos
Felllet utokezelés 1M NaOH oldat, 70 °C, 2 6ra | 1M NaOH oldat, 70 °C, 2 6ra
levalasztas utan

- lonokkal adalékolt HAp (adHAp) réteg el6allitasa

4.2. tblazat: lonokkal adalékolt (adHAp) rétegek levalasztasi paraméterei

adHAp-I | adHAp-II | adHAp-1II
Elektrolit Koncentracio (g/L)
Ca(NO3),.4H,0 115,6 115,6 115,6
AgNO; 0,85 - -
Zn(N03)2.6H20 1,48 - -
Mg(NOs3),.6H,0 - 2,56 -
Sr(NO3),.4H,0 - 2,83 -
(NHz)H2PO, 33,30 33,30 33,30
H,0, (30%) 11,2 11,2 11,2

Levélasztési parameéterek

ton / MS 5 1 1
torr/ MS 5 10 10
i/ Acm? 0,4 5 5
Furdé hémérséklet / °C 70 70 70
pH 45 45 45
Levalasztasi id6 / s. 30 3 3
rétegvastagsag / um ~25 nemfolytonos nemfolytonos

Felllet utékezelés
levélasztas utan

*

**

*k*k

* nincs fellilet utokezelés
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**2,97 g/L Zn(NO3),.6H,0 és 0,042 g/L. AgNO3 oldatban aztatas 24 oran keresztil, majd 40
g/L NaOH oldatban 70 °C-on kezelés 2 ran at, végul szaritads 150 °C-on 30 percig.

**%) 97 g/L Zn(NOs3),.6H,0, 2,56 g/L Mg(NO3),.6H,0, 2,83 g/L Sr(NO3),.4H,0 és 0,042
g/L AgNOs-ot tartalmazd oldatban aztatas 24 6ran keresztil, majd 40 g/L NaOH oldatos

kezelés 70 °C-on, 2 oOrén at, végul szaritas 150 °C-on 30 percig.

4.3. Szerkezetvizsgalati modszerek

4.3.1. Pasztazo elektronmikroszkoépos (SEM) mérések

A pasztazo elektronmikroszkop mikddésének Iényege, hogy egy fokuszalt elektronnyalabbal
pasztazzuk végig a minta felszinét nagyvakuum alatt. A mintabdl kilépd és detektorral
0sszegyjtott elektronok révén képezzik le a felletet. Lehetéség van a mintak 3D-s fellleti
térképezésére, és nincs sziikség 5-30 keV-nal nagyobb gyorsitd fesziltségre.

A mintdk morfoldgidjat, szemcseméretét, struktdrajat Hitachi SU8230 és LEO 1540XB
tipusu pasztazé elektronmikroszkoppal végeztik, 5 keV gyorsito fesziltség mellett. Fokuszalt
ionsugar (FIB) segitsegével meghataroztuk a mintak keresztmetszeti szerkezetét és a
rétegvastagsagot oly mddon, hogy a fokuszalt ionsugarral néhany mikrométer mélységa arkot
vagtunk ki a rétegekbdl egeszen az alapfémig majd a mintat 54°-ban elforditva az arok falat
SEM-mel vizsgaltuk. A FIB megmunkalashoz hasznalt Ga® ionsugarat 30 keV
gyorsitofesziiltségen és 5 nA gyorsité arammal hoztuk létre.

4.3.2. Energiadiszperziv rontgenspektroszkopia (EDX)

Az EDX segitsegével a mintak kémiai, elemi &sszetételér6l kapunk informaciot az
elektrongerjesztessel kivaltott karakterisztikus rontgensugarzas detektalasa es kvantitativ
kiértékelése révén. Az elektron-anyag kolcsonhatas soran a vizsgalt anyagra jellemzé
rontgensugarzas jon létre. Az EDX spektrum a detektorral felfogott fotonok szamat mutatja
azok energidjanak fliggvényében. EDX-szel az elemek parhuzamos detektalasa lehetséges,
relativ pontossaga 3 %, lateralis és mélységi felbontasa 0,5 pm.

Kisérleteim soran a méréseket a fent emlitett LEO 1540XB tipusi SEM késziilékbe szerelt
Rontec UHV-Si (Li) detektorral végeztik 8 és 16 keV-os gyorsitofesziiltség alkalmazasaval

és Bruker Esprit 1.9 software-t hasznaltunk az adatok kiértekeléséhez.

4.3.3. Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)
A transzmisszios elektronmikroszkdpia lehetGséget ad az anyagok szerkezetének
nanomeéternél kisebb felbontason torténd vizsgalatara, igy alkalmazhato6 a kristalyos anyagok

pontos strukturalis és kémiai jellemzésében. A TEM mérések soran elektron-sugarnyaldbot
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hasznalunk a megfigyelendd targy nagyitasara. Magneses térrel kialakitott lencsékkel torténik
az elektronok fokuszalasa. A magneses tér hatasara az elektronok spiral palyan mozognak.
Az elektronok terjedéséhez légures térre van sziikség, igy az elektronmikroszkop belsejében
nagyvakuumot kell 1étesiteni. Az el6allitott bevonat morfologiajat és méretét FEI TECNAI TF2,
200 kV-os gyorsitofeszultséggel zemeld transzmisszids elektronmikroszképpal vizsgaltuk. A
mérésekhez a mintakrol a rétegeket lekapartuk és az igy kapott porok nagy higitasu etanolos
szuszpenziojabol par cseppet 3 mm atmér6jl, szénfilmmel bevont rézracsra (grid-re)

cseppentettiink, majd az adott mintara jellemz6 teriletekrol felvételeket készitettlink.

4.3.4. Rontgendiffraktometria (XRD)

A modszer alapja a rontgensugar és a kristalyracs kolcsénhatasa. Amikor a réntgensugarak
kristalyos anyagon haladnak diffrakcio 1ép fel, vagyis a szért sugarak interferencia miatt csak
bizonyos irdnyokban erésitik egymast. Az igy keletkez6 szoérasi kép egyértelm( informaciot
szolgéltat a kristaly szerkezeterdl és anyagi minGségérél. A rontgendiffraktometrias merés
sorén tehat rontgenfotonokkal sugarozzuk be a mintét és a rontgensugaraknak a kilonb6z6
kristalyokon torténé diffrakciojabol kovetkeztethetiink az anyag racsszerkezetére, valamint a
jellemzd réacsallanddkra. Ezekhez a vizsgalatokhoz csak a révid hullamhossztartomanyba esé
sugarzas alkalmas, amely hullamhossza a 100 pm-es (0,1 nm = 1 A) tartomanyba esik
ugyanugy, mint a legtobb kristdlyos anyag racsallanddja. Ezek a nagyenergiaju
rontgensugarak képesek mélyen behatolni az anyagba, igy nemcsak a feliilet kozeli 1 — 2 nm-
es retegre, hanem a tombfazisra is jellemz6 informécidt hordoz néhény 10 um mélységig. A
diffraktogrammokon a réntgensugarak intenzitasat abrazoljuk az un. 20 szdg fliggvényében,
ahol © a kristalysikok es a beeso6 sugar altal bezart szdg.

A kilonbdz6 szintézisek soran eldallitott biokeramia bevonatok anyagi mindségét
rontgendiffrakcios modszerrel azonositottuk. Meréseinket CuKa (A = 0,154 nm)
sugarforrassal felszerelt Rigaku Miniflex 11 készllekkel végeztik 20 = 10-60°-0s
szogtartomanyban. A mintakat porformaban mértik, a kapott diffraktogramokat felhasznalva
a mintak azonositasat JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) adatbazis

és irodalmi adatok alapjan végeztik el.

4.3.5. Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia (FT-IR)

Az FT-IR mérések soran infravords hullamhossztartomanyba esé fénnyel sugarozzuk be a mintat,
amely a molekulak kulonb6z6 kvantélt rezgéseivel kolcsonhatasba [ép és  bizonyos
karakterisztikus hullamhosszokon elnyel6dik. Az elnyelés hullamhossza jellemzd az anyagban

talalhato kémiai kotesekre, igy informéaciot nyerhetiink a mintat felépité elemekrdl, a kdzottik
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fenndlld kotésekrdl, illetve kristalyos anyagok esetén a kristalyszerkezetben bekovetkez6
atrendezbédesekrél. Méréseinket transzmisszios modban, Bruker Vertex 70 spektrofotométerrel

végeztilk 4000-400 cm™ hullamhossz tartomanyban, 2 cm™-es spektrélis felbontas mellett.

4.4. Korrézios tulajdonsagok vizsgalata

Az el6allitott biokeramia bevonatok korr6zids tulajdonsagait komplex elektrokémiai
mérésekkel teszteltem Zahner IM6e potenciosztat /galvanosztat készulékkel. A méresek soran
hagyomanyos, harom elektrédos celladsszeallitast hasznaltam, melyben munkaelektrodként
az implantatum alapfémet, segedelektrodként nagy feluleti Pt halét mig referencia
elektrédként Ag/AgCI/KCly, elektrodot kapcsoltam (4.1. abra).

Potenciosztat

Referencia
elektréd

Clp——

Munkaelektrod

segédelektréd |

II/ o
\

4.1. abra: A haromelektrodos cella sematikus 0sszeallitasa.

A minték korrdzios tulajdonsagainak idébeli valtozasa potenciodinamikus gorbék felvételével
és EIS mérésekkel kdvetheté nyomon a legpontosabban.

A potenciodimanikus méréseknél a gorbek anddos és katodos aganak felvételekor a
polarizacids sebesseg 1 mV/s volt minden esetben, a kapott gérbeket pedig log |j| - E vs.
Ag/AgQCI/KCly forméban abrdzoltam. A méréseket tobbszér megismételtem kilonbozé
aztatasi id6k utan, hogy a bevonatok lebomlasat nyomon lehessen kovetni.

Az EIS méréseket 100 kHz és 10 mHz kozétti frekvenciatartomanyban vettem fel nyitott
aramkari potencialon és a rendszerre 10 mV amplitidoju szinuszos AC perturbaciot adtam. A
mért impedancia adatokat Nyquist és Bode diagramok formajaban abrazoltam. A Nyquist
diagramban az impedancia valos részét abrazoljuk a képzetes rész abszollt értékének
fuggvenyében, mig Bode diagram esetében a teljes impedancia modulust |Z| és a fazisszéget

(@) &brazoljuk a frekvencia logaritmusanak fliggvényében.
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Az impedancia diagramokban az adott frekvencian, a rendszerre adott AC perturbancia
hatdsara keletkez6 komplex impedancia valaszjeleket abrazoljuk, az X tengelyen az
impedancia valds részét (RezZ), mig az y tengelyen a képzetes rész abszolutértekét (-Imz2).

A Z impedancia kifejezhet6 a komplex feszlltség és aram amplitaddjanak aranyaval:

Z = (Vollo)e' (4.5)
Valamint a kovetkezd alakban is:
Z=|z|e"® (4.6)

ahol az impedancia nagysaga (|Z|= Vo/lo) az induktiv ellendllas, ® pedig a fazisszdg. A
fazisszog megadja a aramjel (l,cos(wt—®)) faziseltolddasanak nagysagat a fesziltségjelhez
(Eocos(wt)) képest.

Az impedancia valos része az 5.8-as egyenlettel irhatd fel.

A O
Re(2) =R, +R, 1+
2w H 4.7)
Az impedancia képzetes része az 5.9-es egyenlettel fejezhet6 ki.
R A
Im(z) =—2&
2w (4.8)

ahol Re az elektrolit ellenallasa, R¢ a toltésatlépesi ellenallas, és A = , melyben k a

51~

kémiai reakcid sebessege es D a diffuzids allando.

A total impedancia nagysaga felirhaté még az alabbi forméaban is:
Z=Re+Rp/(1+ (jw)P) (0<B<1) (4.9)

ahol w a sz0gsebesség és 1 az idéallandd, R az oldatellenallas és R, a polarizacios ellenallas.

Az adatok Kiértékeléséhez Zview programot hasznaltam, melynek segitségével és a megfeleld
helyettesité aramkor kivalasztasaval megkaphat6 a mintak korrdzids ellenéllasa és a rétegek
kapacitasa.

A korr0zids méréseket 7,4-es pH-ra pufferolt mesterséges testfolyadékban (SBF), 37 °C-on
végeztem, ami a bioldgiai kornyezet és az emberi szervezet tulajdonsagait legjobban
szimulalja. A mesterseges testfolyadék dsszetevdi megfelel6é modon visszaadjak az emberi

verplazma Osszetételét, amint ezt a 4.3. tablazatban dsszefoglaltam.

44



KISERLETI RESZ

4.3. tablazat: Vérplazma és kilonboz6 fejlesztesli mesterséges testfolyadekok dsszetétele

mM koncentracioban [266].

Na* K* Mg*™ Ca*™* CI HCO; HPO,” SO,  puffer
vérplazma 1420 50 15 25 1030 270 1,0 0,5 -
SBF 1420 50 15 25 1488 42 1,0 0 TRIS
korrigalt SBF 1420 50 15 25 1478 42 1,0 0,5 TRIS
madositott SBF 1420 50 15 25 1030 100 1,0 0,5 HEPES
ionozalt SBF 1420 50 1,0 16 1030 27,0 1,0 0,5 HEPES
Tovabbfejlesztett SBF | 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 4.2 1,0 0,5 TRIS

4.5. Biokompatibilitasi tesztek

A bevonatok orvosbiologiai hasznosithatdsaga szempontjabdl kifejezetten fontos a
biokompatibilitas, vagyis, hogy a szervezet ne I6kje ki az implantatumot. Emellett fontos,
hogy a csontsejtek életképességére, metabolizmusara se legyen karos hatassal. A 4.2
alfejezetben leirt modszerrel el6allitott rétegek biokompatibilitasait MG-63 oszteoblaszt
sejtekkel szemben vizsgaltam.

A biotechnoldgiai mérések els6 1épése a sejttenyésztés, mely sordn az MG-63 sejteket 75 ml
térfogatl sejttenyésztd edényekben novesztettik DMEM kozegben (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) ami 10% FBS-t (Un. magzati szarvasmarhaszérum, névekedési faktorral és
tapanyagokkal) valamint 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint is tartalmazott a
fert6z6dések kockéazatanak csokkentese érdekében. A sejtkultdrat 37 °C-on, 5% CO, tartalmd
nedves leveg6jl inkubatorban (New Branswick Galaxy 170S) tartottuk és hadrom naponta
cseréltiik a sejttenyeszt6é folyadekot. A letapadt sejteket tripszinnel valasztottuk le az edény

feluletérol és a sejtek szdmlalasa Neubauer kamraban tortént.

4.5.1. Sejtéletképességi vizsgalatok

A biokompatibilis jelleg f6 jellemzdi a sejteletképességi értékek. Ezen mérések kivitelezésére
altalaban kereskedelmi forgalomban kaphaté specialis reagensek, un. WST-1 (4-[3-(4-
jodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzén-diszulfonat) illetve Ujabban a WST-8
(2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-diszulfofenil)-2H-tetrazolium  natriumsoja)
reagensek segitségevel torténik. A mérés elve szerint a WST-8 reagens a cellularis
dihidrogendzok hat&séra redukalodik és a reakcio soran narancssarga szinii formazan festék

keletkezik, ami oldhato a tapoldatban (4.2. abra).
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4.2. abra: A sejtéletkepességi tesztek miikddési mechanizmusa.

A mérések soran a mintakat 24 lyukd mikrotiter lemezbe helyeztem majd 1 ml, 10000 sejt/mi
koncentracidju sejtszuszpenzidt csepegtettem a mintak feluletére. Kontrollként ugyanannyi
mennyiségi sejtet hasznaltam, de minta nélkul. Ezutan 2, 6 és 14 nap sejttenyésztés utan a
sejttenyésztd folyadékot kipipettaztam a mikrotiter lemezekbdl és a sejteket steril foszfatos
pufferoldattal (PBS) mostam. Mosas utan 1 ml, 1% WST-8 reagenst is tartalmaz6 DMEM
folyadékot adtunk a sejtekre és 3,5 oran keresztill inkubaltam. Végezetil a képzddott sarga
formazan festéket spektrofotometriasan mértem ELISA plate reader (PHomo Autobio)
segitségével. A formazan festék 450 nm hullamhosszon specifikus abszorpcioval rendelkezik

és a mért abszorbancia egyenesen ardnyos az é16 sejtek mennyisegével.

4.5.2. Laktéat dehidrogenaz (LDH) teszt

A mintdkon megtapadt sejtek mennyiségi meghatarozésa lehetséges LDH aktivitas teszt
(TOX7) elvégzésevel. A teszt az LDH enzim aktivitasat meri a sejtlizatumban. Az LDH egy
oxidoreduktaz enzim, amely katalizalja a laktat atalakulasat piruvatta. A sejtek akkor
eresztenek ki LDH enzimet, amikor a sejtmembranjuk megséril, ezért a citotoxicitas
mérésére is hasznélhatd. A mérések soran az MG-63 sejteket 24 Iyuku mikrotiter lemezen
csepegtettem, majd 6 illetve 14 nap sejtnévesztés utan a sejteket steril PBS-sel mostam, vegill
1 ml lizis pufferrel kezeltem 30 percig. A lizatumokat centrifugéltam es a feltiluszébdl 100

pl-t 1 ml-es kivettdkba pipettaztam majd 100 pl Master-mix oldatot (LDH alapoldat, LDH
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festékoldat, LDH kofaktor) adtam minden egyes kivettdhoz. A lemezeket 30 percig sotétben

tartottam, hogy a reakcio tokéletesen lejatszodhasson, majd a reakciot 300 ul 1 M HCI

==z

spektrofotométerrel mértem 490 nm hullamhosszon.

karosodott csontsejt :
H,C O =
- ", formazéan

OH
laktat

diaforaz

laktatdehidrogenaz
LDH

\'H\ .
H,C
; OH .

jodonitrotetrazolium
piruvat

4.3. dbra: Az LDH detektalasi teszt m(ikodése.

4.5.3. Alkalikus foszfatdz (ALP) teszt

Az ALP enzim mennyisége szintén egy fontos indikator a sejtek oszteoblaszt aktivitasasnak
megitélésében (4.4. abra). A méréseket kereskedelmi forgalomban kaphatd APL teszt
készlettel végeztem, kdvetve a megadott protokoll leirdsat. A készlet p-nitrofenil-foszfat
(pPNPP) reagenst tartalmaz, amely sarga szin( festékké alakul, amint az ALP hatasara
defoszforizalodik. A sarga festékanyag specifikus abszorpcidval rendelkezik 405 nm

hullamhosszon, ami spektrofotometridsan mérhet6 (Specord 40).

OPO,H, OH
Alkali-foszfataz
enzim
+H,0 = +H,PO,
NO, NO,
p-nitrofenil-foszfat p-nitrofenol

(savas és lugos kozegben (savas kozegben szintelen,

szintelen) lugos kdzegben sarga)

4.4. dbra: ALP mérések mechanizmusa.
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Az MG-63 sejtek ALP aktivitasat 6 és 14 nap inkubalasi id6 utan mértem. A mérési folyamat
szerint el6szor a sejteket lizispufferel kezeltem, amely 20 mM TRIS pufferoldatot, 0,1
tdmeg% Triton X-100 reagenst, 1 mM MgCl,-ot és 0,1 mM ZnCl,-ot tartalmazott. A
sejtlizatumokat 1M Tris puffert, 2 mM MgCl,-ot és 9 mM p-nitrofenil-foszfatot tartalmazé
reagens oldattal inkubaltattam 120 percen keresztll, majd mértem az oldat abszorbancidjat

405 nm-en.

4.5.4. Statisztika

A biokompatibilitasi tesztek eredményeit hat parhuzamos mérés atlagértékeként abrazoltam,
a szorasokkal egyitt minden egyes minta és mérési mddszer eseteben. Az 6sszes vizsgalt
minta mért paraméterei kOzotti  statisztikai  kulonb6z6seget ANOVA  egyutas
variancianalizissel értékeltem ki. Az értékek statisztikailag szignifikans kilénb6z&ségének
szintjét a P < 0.05 (Origin 8.6, Origin Lab Corporations, USA). értékekhatarral hataroztam
meg. A grafikonokon megadott statisztikai szignifikanciaszintek: *P < 0,05, **P < 0,01 és

***p < (0,001. Az atlagertékek 6sszehasonlitasahoz a Tukey tesztet hasznaltam.

4.6. Sejtfestesi vizsgalatok

4.6.1. Calcein (acetoximetil-észter) festés

Az ¢l6 sejtek megjeldlésére specidlis festékanyagok hasznélhatoak. Az egyik ilyen elterjedten
alkalmazott festék a acetoximetil-észter (Calcein), ami egy intenziv z6ld szin( fluoreszcens
indikator. A mérések kivitelezéséhez 1 ml, 10000 sejt/ml koncentracioju sejtszuszpenziot
csepegtettem a mintak fellletere majd két nap tenyésztés utdn a mintdkon ndvekedett és
megtapadt sejteket és a kontroll sejteket 3,7 térf.%-os paraformaldehid oldattal fixaltam 10
percig végll 0,1 térf.%-os Triton X-100 reagenssel kezeltem 10 percig szobahdmérsékleten.
A sejtek eloszlasat optikai fluoreszcens mikroszkoppal (FM, Scope. Al, Carl Zeiss)

vizsgaltam.

4.6.2. DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) festés

A DAPI festés kivitelezésekor az el6z6ekben ismertetett protokoll szerint névesztett és fixalt
sejtek sejtmagjat 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) intenziv kék szinl fluoreszcens
festékkel szineztem, 15 percig sotétben inkubaltam majd optikai fluoreszcens mikroszkoppal

felvételeket készitettem kék filter hasznalataval.
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4.6.3. LIVE/DEAD® (Calcein AM és EthD-1) sejtfestés

A mérések soran kereskedelmi forgalomban kaphatd sejtfestési tesztet hasznaltunk
(LIVE/DEAD). A készletben lev6 festékoldat két fluoreszcens festékanyag keveréke,
amelyek kilonb6z6 maodon jelzik az é16 és az elhalt sejteket. Az é16 sejtek azonositasara
szolgalo festékanyag a sértetlen, életképes sejteket flourescens zold szinre festi. A
sejtmembran atjarhaté a festek szamara eés csak akkor valik fluoreszcenssé, amikor a
mindendtt jelen levd intracellularis észterdzok hatésara az észtercsoport levalik a
molekularol. A festék gerjeszési hulldmhossza 494 nm, az emisszids hulldmhossz pedig 515
nm. A halott sejtek azonositasara szolgalo festekanyag a sérilt sejtmembranu, elhalt sejteket
festi fluoreszcens piros szinre. A sejt DNS-ehez katodik, ami a fluoreszcenciajat 30-szorosara
noveli. Ez a festékanyag nem tud éathatolni a sejtmembranon. A festék gerjeszési
hullamhossza 528 nm, az emissziés hullamhossz pedig 617 nm. A sejtfestést 3 nap
sejttenyésztés utan végeztik. A festés el6tt a mintakra tapadt sejteket steril PBS-sel
ledblitettem majd 2 pyM Calcein AM és 4 uM EthD-1 reagenseket tartalmazo oldatban
inkubaltam 45 percig sotétben, szobahOmérsékleten. Az életképes sejtek citoplazmaja
fluoreszcens zold szinre, mig a nem életképes sejtek sejtmagjai piros sziniire szinez6dtek. A

sejteket optikai fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon Eclipse Ti-U, Nikon) vizsgaltuk.

4.7. Osteolmage™ Mineralizacids vizsgalatok

Az Osteolmage™ tesztkészlet (Lonza) az oszteogen Gssejtek, elsddleges oszteoblaszt sejtek
valamint az oszteoblaszt jellegd sejtvonalak altal el6idézett mineralizacids folyamatok in
vitro mennyiségi meghatarozasara szolgal. Megfelel6en jelzi a differencialédo sejtkultaraknal
a mineralizacio elGrehaladasat az idovel. Az oszteoblaszt sejtek differencialédasuk alatt
szervetlen HAp-bol és kilénféle szerves komponensekbdl (pl.  kollagénbdl) allo
lerakodasokat termelnek, amit mineralizacios folyamatnak neveziink. A tesztkészletben
talalhaté festékanyag specifikusan a hidroxiapatitot szinezi meg erésen fluoreszcens z6ld
szinre. A kereskedelmi tesztkészlet 500 pl Osteolmage™ festék komponenst, 50 ml higitasi
pufferoldatot és 50 ml Osteolmage™ mosopuffert (10x) tartalmaz. A meéréseket szigortuan a
protokoll altal leirtak alapjan végeztem. A megfestett hidroxiapatit levalasokat fluoreszcens

optikai mikroszkdppal (FM, Scope. A1, Carl Zeiss) tanulmanyoztam.

4.8. Induktiv csatolasu plazma optikai emisszios spektrometria (ICP-OES)
A rétegekben talalhatd elemek koncentracidaranyat, valamint hossz( idejli SBF oldatba
torténé bemerités utan kioldodott elemeket ICP-OES mliszeres analitikai modszerrel

vizsgaltuk. A mddszer 1ényege, hogy egy induktiv csatolast plazma gerjesztett atomokat és
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ionokat generdl, melyek aztdn az adott kémiai elemre jellemz6 hullamhosszisagu
elektromagneses sugarzast bocsatanak ki. Az emittalt sugarzas intenzitasa aranyos a mintaban
el6fordul6 elemek koncentrécidjaval. Az ICP-OES modszer kimutatasi hatara jellemz6en a
ppb tartomanyba esik, tovabba a periddusos rendszer legtobb eleme érzékenyen mérhet6 vele.
A muiszer egy tengelyiranyu plazmaval és CCD detektor rendszerrel (175-775 nm) felszerelt
egyidejd Spectro Genesis tipusu berendezes. Az elemek azonositasara CPAChem multi-
element és CPAChem mono-element standardokat (100 és 1000 mg/L) hasznaltunk a
kovetkezd higitasokban: 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50 és 100 mg/L.

4.9. Antibakterialis tesztvizsgalatok

Vizsgalt torzsek

Escherichia coli NCTC 11560 (Gram -)

Pseudomonas aureus NCTC 12493 (Gram +)

Agar-diffuziés mddszert hasznaltam a mintak antibakterialis jellegének tanulmanyozasara.
Az ionokkal adalékolt HAp bevonatok antibakteridlis hatasat két baktériumtdrzson teszteltik,
egy Gram negativ és egy Gram pozitiv. A baktériumok tenyésztéset a BSAC standard
protokoll szerint végeztiik. Az eljarés teljes és pontos leirasa a [298] hivatkozasban talalhato.
A téptalajban a baktériumok koncentracioja 0,01 OD (optikai s(r(seg) volt 500 nm-en. A
baktérium torzseket 24 ¢dran at, 28 °C-on, razatas kozben szaporitottuk 20 ml huslé
tpoldatban (inokulum). A Kisérleteket 30x30 cm-es steril ivegtélcaban végeztik, melybe
100 ml 50 °C-os huslé agarhoz kevert 20 ml inokulumot éntink. Az agar megszilardulasa
utdn helyeztiik a mintakorongokat a tapagar fellletére, majd 24 oran keresztil 37 °C-on

inkubaltuk majd mértik a kialakult gatlasi zonak nagysagat.
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5. EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

5.1. Elektrokémiai uton levalasztott HAp és adHAp biokeramia bevonatok morfolégiai
és szerkezeti jellemzése
Az 5.1. &bran két kilonboz6 paraméterrel levalasztott HAp réteg (HAp-l1 és HAp-II)

szerkezete lathato.

5.1. abra: SEM felvételek két kilénbdzd mobdszerrel eléallitott HAp bevonatrol (a)

nagyfrekvencias (HAp-1) és (b) kisfrekvencias aramimpulzusokkal (HAp-II) torténd

levalasztas esetén.

A morfoldgiai vizsgalat bizonyitotta, hogy a tiszta HAp rétegek féként tliszer(i, hosszukas
kristalyokbdl épilnek fel. Ez a szerkezet jellemzd a HAp fazis kristalyszerkezetére [267]. A
nagyfrekvenciaju aramimpulzusokkal (500 Hz) levéalasztott bevonatban néhany nagyobb,
szabalytalanul Gsszendtt részecske is megfigyelheté (5.1. a). A részecskék méreteloszlasa
nem egyenletes, tag hatarok kozott valtozik (100 nm — ~2 um). A kisfrekvencidval (90 Hz)
levalasztott rétegben mar lathato, hogy a tlszer( kristdlyok mérete kisebb, a méreteloszlasuk
egyenletesebb és tiiskeszerlien névekednek (5.1. b).

Az 5.2. dbrdn bemutatott TEM felvételek még jobban demonstraljak a réteget alkotd egyes

részecskék formajat es mereteit. A mérés el6tt a rétegeket lekapartuk a feluletrél és az igy
levalt szemcséket vizsgaltuk.
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5.2. dbra: TEM felvételek két kulonb6zd mddszerrel levalasztott HAp bevonatrdl (a)
nagyfrekvencian (HAp-1) és (b) kisfrekvencian (HAp-II) torténd levalasztas esetén.

A HAp szerkezeti vizsgalatai igazoltak, hogy a nagy aramfrekvenciaval levalasztott HAp
részecskek rad alakuak, melyek hossza 200-250 nm kozott, vastagsadga pedig 20-50 nm
kozott valtozik. Ezzel szemben a kisfrekvencian levalasztott réteget felépitd részecskék mar
sokkal kisebbek és alakjuk inkabb tlszer(i, 50-100 nm kdzott valtozo hosszlsagban es 5-20
nm vastagsagban.

Az 5.3. abran a kulonb6z6 modszerrel el6allitott, ionokkal adalékolt HAp rétegek
morfoldgidja lathatd. A morfoldgiai vizsgalatokbdl kivehetd, hogy a bevonatok struktiraja
kilénbozik a tiszta HAp rétegekben megfigyeltekétdl, valamint az is, hogy az alkalmazott
elGallitasi modszer szintén hatassal van a réteget alkoto részecskék méretére és formajara
valamint a bevonat szerkezetére. Az adHAp-I réteg nagy, mikroméretd, szabalytalan forméaju
részecskékbol, agglomeratumokbol épul fel, melyek mérete tag hatarok kozott valtozik (~300
nm - ~1 um). Az adHAp-II bevonat szerkezete kozeliti a tiszta HAp bevonat szerkezetét:
ebben is megfigyelhetéek a hosszukas, tlszerl kristalyok, azonban a réteg porézusabb és
kevésbé egyenletes. Az adHAp-III réteg morfoldgiaja, szerkezete hasonld az adHAp-II
rétegéhez, azonban ebben az esetben néhany pehelyszer( agglomeratum is megjelenik a

bevonatban.

52



EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

5.3. abra: SEM felvételek ionokkal adalékolt hidroxiapatiton (a) adHAp-1 (Ag, Zn) (b)
adHAp-11 (Ag, Zn, Sr, Mg)" és (c) adHAp-1I1 (Ag, Zn, Sr, Mg).

5.2. Elemdsszetétel meghatarozasa EDX analizissel

A bevonatokban jelenlevé elemek kvalitativ azonositasara megfelel6 modszer az EDX
analizis. Mivel azonban ez a modszer félkvantitativ eljarasnak tekinthet6, az altala kapott
elemarany csak hozzavetdleges, és a minta kiilonbézd helyein eltérd értékeket ad. Ez jelezheti
az egyenetlen elemeloszlast, valamint hogy a HAp, mint féfazis mellett egyéb CaP fazisok is
megjelenhetnek kis mennyiségben. A spektrumokat a mintak 3-5 kiilonb6z6 helyén vettiik
fel. Az 5.4. abran bemutatott spektrumok demonstrativ jelleglek, f6ként a mintakban

el6fordul6 egyes elemek jelenlétét igazoljak.
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5.4. &bra: EDX elemosszetétel analizis tiszta és ionokkal adalékolt HAp mintédkon (a) HAp-I,
(b) HAp-II, (c) adHAp-I (d) adHAp-I11 és (e) adHAP-III.

Lathat6, hogy az EDX spektrumokon a C csucs is megjelenik, ami karbonatos szennyezok,
karbonatos HAp (CHAp) fazis jelenlétére illetve adszorbedlt CO,-ra is utalhat. A
bevonatokban talalhaté elemek pontos szazalekos aranya ezzel a modszerrel nem adhato meg,
csak az egyes elemek jelenléte detektalhatd. Az ionokkal adalékolt HAp bevonatok esetében
a Mg, Sr, Zn és Ag csucsai is megjelennek. A nemfolytonos HAp klaszterekkel bevont
implantdtumok esetében az alapfém csucsai (Ti, Al, V) is megjelennek a spektrumon, mivel

az alkalmazott elektronsugar az alapot is gerjesztette a bevonat inhomogenitasa miatt.

A pontos elemdsszetétel feltarasara ICP-OES mérést hasznaltunk. A mérések Kivitelezéséhez
a bevonatokat leoldottam a mintdkrél 0,5 M HNO; oldattal, majd az oldatokat tovabbi
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kezelés, feltaras alkalmazésa nélkdl vizsgaltuk. Minden egyes mintanal 3 parhuzamos mérést
végeztiink. A kapott eredmények alapjan az atlag elemdosszetételeket az 5.1. tablazatban

foglaltam Ossze (at%-ban kifejezve).

5.1. tablazat: Kilonb6z6 paraméterekkel készitett HAp és adHAp bevonatok elemdsszetétele

(at%).

Bevonat Ca P Mg Sr Zn Ag Ca/P
HAp-I 61,41 38,59 |- - - - 1,59
HAp-II 70,54 30,46 | - - - - 1,78
adHAp-I 45,26 29,10 |- - 19,66 5,98 1,56
adHAp-II 62,09 32,93 280 0,45 1,64 0,12 1,88
adHAp-III 59,96 35,29 1,83 1,68 1,06 0,18 1,69

A mérési eredmények azt mutattak, hogy a Ca/P elemarany tobb esetben nagyobb a
hidroxiapatit sztéchiometriai 1,67-es elemaranyanal, ami bizonyitja Ca-ban gazdag apatit
jelenlétét is a bevonatban. Néhany kutatocsoport hasonld eredményekrdl szamolt be [270,
271]. Publikacidikban megallapitottak, hogy azok a bevonatok, melyekben a Ca/P elemarany
1,67 és 1,90 kozott valtozik, Ca-ban gazdag apatit és HAp keverékének tekinthetd. Az
ionokkal maédositott HAp bevonatoknal az adHAp-1 esetében az adalékold elemek arénya

viszonylag nagy (26%), mig az adHAp-I1 és adHAp-111 bevonatoknal minddssze 5 at% alatti.

A mintdk felszinébdl néhany mikrométer mély vajat fokuszalt ionsugarral (FIB) torténd
szerkezetét és a klaszterek vastagsagat (5.5. abra).

A felvételekbdl jol latszik, hogy a tiszta és az ionokkal adalékolt HAp bevonat egyarant
porusos, pordzus szerkezettel rendelkezik, ami nagyon hasonlatossé teszi az emberi csont
szerkezetehez. Ezenkivil a porusos mikroszerkezet lehetévé teszi, hogy az adalékold ionok
(Zn, Ag, Sr, Mg) bediffundaljanak a mikro-repedesekbe a megfelelé dsszetétel(i oldatokban
torténé aztatds alatt és ott kulonféle foszfat vagy oxid/hidroxid csapadék formajaban
kivaljanak a NaOH-os utokezelés soran. A keresztmetszeti felvételeken az is lathatd, hogy az

egyes HAp klaszterek vastagsaga 1-2 um kozott valtozik (5.5. b és d abra).
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~ A A ™ 1pm

5.5. dbra: SEM-FIB mérések HAp és ionokkal adalékolt HAp rétegeken (a) és (b) HAp-II,

(c) és (d) adHAp-II.

Az 5.6. dbra a nemfolytonosan novesztett, ionokkal modositott HAp (adHAp-11) klaszterekrdl

készlt elemtérképet mutatja.

adHAp-1I R

5.6. abra: Nemfolytonos, ionokkal adalékolt HAp klaszterek elemtérképe (adHAp-11 minta).
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A Ca es P teljesen korrelacidban jelennek meg, hozzajuk képest a Ti éppen ellenkezdéleg, ott
van tobbségben, ahol a Ca és P kevés. Ebbdl latszik a réteg nemfolytonos jellege. Az
adalékelemek jelenléte a mintaban tisztan lathatd, de érdekes, hogy az eloszlasuk eléggé eltér.
A Zn és a Sr egymassal korrelaciéban viszonylag egyenletesen eloszolva inkébb a

nemfolytonos réteg szemcseinek megfelel6 foltokban van jelen, az Ag ésa Mg ezzel szemben

“ 7=

5.3. Rontgendiffrakcios fazisanalizis
A mintédkban megtalalhat6 fazisok feltérképezésére és pontos azonositasdra XRD méréseket
vegeztink.
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5.7. 4bra: HAp és adHAp rétegek XRD mintazata. jelolések: @ HAp, A Monetit
(CaHPO,), I Parascholzite (CazZn,(PO4),.H,0), % fémes eziist

Az XRD eredményekbdl (5.7. &bra) jol lathatd, hogy mindegyik minta esetében a 6 fazis a
hidroxiapatit (HAp, JCPDS 76-0694), melynek fébb karakterisztikus csucsai a 26 = 31,770,
32,190 és 32,905°-ndl taldlhatoak és a (211), (112), (300) Miller indexszel jel6lt sikoknak
felelnek meg. Az 5.7. abrabdl latszik, hogy a HAp-II reflexids csucsai joval szélesebbek, mint
a HAp-l1 bevonaté. Ez bizonyitja, hogy a levalasztasi parameterek megvaltoztatjak a
kristalyszerkezetet, a kisebb frekvencidval el6allitott bevonat kisméret(i, nanoszerkezetii
részecskékbol épdl fel, mig a nagyobb frekvencian levalasztott rétegen mert keskenyebb

reflexios csucsok nagyobb szemcseméretre utalnak.
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Az elektrokemiai Uton el6allitott adHAp-1 bevonat XRD gorbéje eltér a tébbi mintaétol.
Ebben az esetben mas fazisok is megjelennek a bevonatban a hidroxiapatiton Kkivil. Ezek az
Uj fazisok a monetit vagy dikalcium-foszfat (DCP, JCPDS 89-5969), CaZn,(PO4)2(H20)2
(parascholzite, JCPDS 86-2372) valamint a fémes ezist Ag (111) (JCPDS 89-3722). A DCP
f6 karakterisztikus csucsai a 26 = 26,59 és 26,39°-ndl jelennek meg. Ebben az esetben az
elGallitdas sordn a cink beépil a CaP kristalyracsba és egy uj fazist, a parascholzitot
eredményez, mely karakterisztikus csicsai a 260 = 19,62 és 21,36°-nal talalhatoak. A fémes
ezust (Ag (111)) legintenzivebb reflexioja pedig a 26 = 38,12°-nal lathatd.

A Diffrac.Eva szoftverrel végzett analizis alapjan a HAp-l bevonat fazisaranya
(tbmegszazalékban) HAp:DCP = 97,1:2,9; az adHAp-l bevonaté pedig:
HAp:DCP:Parascholite:Ag = 39,7:20,1:36,8:3,4; a tobbi elem és fazis koncentracidja a
bevonatban kimutatasi hatar alatti.

Prado da Silva és mtsai [133] cinktartalm0 hidroxiapatit porokat készitettek hidrotermalis
aton, majd titan és nidbium alapfémekre vitték fel. A mintakon elvégzett XRD mérések
esetilkben is tobbféele fazis jelenlétét mutattadk ki, ugymint, hidroxiapatit, monetit, brushit és
parascholzit. Mas vizsgalatok is kimutattak, hogy a cink parascholzit fazis képz6dése kdzben
épll be a kalcium-foszfatba [135, 136]. Miyaji es mtsai [134] emellett tanulmanyoztak a cink
fokozatos beéplilesét a HAp fazisba. Kutatdsaik sordn kimutattak, hogy a Zn tartalom
novelésével a termék Zn szubsztitualt apatitbdl fokozatosan amorf apatit-szer(i fazissa majd
végul amorf parascholzitta alakul. Az altaluk mért maximalis Zn szubsztitlcids hatar 15
mol% volt.

Az 5.7. abra alapjan lathatd, hogy a hasonlo elektrokémiai paraméterekkel levalasztott HAp-
I, adHAp-1l és adHAp-1Il1 mintdk rontgendiffrakcios jellege hasonld, széles diffrakcids
cstcsokkal, ami a mintdk nanokristalyos szerkezetét jelzi. A kis mennyiségben jelenlévé
adalékolé ionok nem befolyasoltak szamottevéen a HAp kristalyszerkezetét és
szemcseméretét. Mintdinkban nem tapasztalhaté a Ca®* ijonok més ionokkal torténd
helyettesitésenek tulajdonithatd csucseltolodds sem. Azonban vannak kutatasok, ahol
csticseltolodasokat tapasztaltak. Amikor a Ca®* (0,99 A) ionokat kisebb méretli Mg?* (0,69 A)
és Zn?* (0,77 A) ionokkal helyettesitették, akkor a reflexi6s csticsok a nagyobb 20 értékek
felé tolodtak [128-131], mig a nagyobb méretli Sr** (1,13 A) és Ag* (1,15 A) ionok esetében
Kisebb 20 értékek felé mozdultak el és a racsparaméterekben is novekedést okoztak [132,
236].
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5.4. Fourier-transzformaciés Infravoros Spektroszkdpia analizis

A bevonatok szerkezetének tovabbi felderitésere és minGségének ellen6rzésére FT-IR
méréseket is végeztiink. Ez a mddszer kivaloan alkalmas a kalcium-foszfat dsvanyban levé
Bsszetett anionos csoportok (OH’, PO,>, HPO,*) karakterisztikus abszorpciés csticsainak

azonositasara.
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5.8. dbra: FT-IR méresek a HAp rétegen és a kilonb6z6 modszerekkel elGallitott adHAp

rétegeken.

Az 5.8. abran lathatd, hogy az FT-IR spektrumok minden egyes minta esetében hasonloak. A
spektrumokon a kalcium-foszfatokban talalhaté anionos csoportok azonosithatéak. A PO,*
csoport karakterisztikus savjai a 627, 960, 990 és 1130 cm™ hullamszamoknal lathatok. A
spektrumokon megtalalhaté még a HPO4> csoport gyenge, atlapolt savja 875 cm™-nél és az
OH™ csoportoké a 3700-3500 cm™ tartomanyban. Megfigyelhetd, hogy a hidroxilcsoportok
vegyértékrezgési savjai szignifikansabbak az ionokkal adalékolt HAp rétegekben, mint a
tiszta HAp réteg esetében.

A 3600 és 2600 cm™ kozotti tartomanyban valamint 3570 cm™-nél az adszorbealt viz savjai
jelennek meg. Elnyelési sav figyelheté meg tovabba a 1400-1500 cm™ tartomanyban, ami az
abszorbealt COs> tartalmat mutatja, mig a gyengébb savok az 1870 és 1880 cm™ kozotti
tartomanyban a feluleten adszorbealddott CO,-ot jelzik [272]. Tapasztalatok alapjan a
szintetikus HAp CO,-ot tud megkotni a leveg6bdl illetve vizes kozegbdl. Hosszu ideji allas
soran ez a karbonat helyettesités fokozatosan torténik a minta felszinetél a belseje felé

haladva [273]. Az altalunk kapott spektrumok szintén igazoljak a karbonatos HAp fazis
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jelenlétét a rétegekben. A mintak analizise esettinkben tébb hdnapos levegdn tarolas utan
tortént. A spektrumokon megfigyelhet6 még, hogy a tiszta HAp esetében megjelend OH"
sdvok gyengébbek, az abszorbealt COs* savok pedig erdteljesebbek, mint az adHAp
rétegeknél lathatdak, ami azt jelzi, hogy a tiszta HAp tobb karbonétos fazist tartalmaz.

5.5. Elektrokémiai mindsités
Ebben a fejezetben a nemfolytonosan levélasztott HAp-I11 és adHAp-I1, adHAp-111 rétegek

elektrokemiai jellemzésenek leirasara és targyalasara terek ki bdvebben.

5.5.1. Hosszu ideji nyitott aramkori potencial (Eocp) mérések
A nyitott aramkori potencidlmérések sordn a nyugalmi potencialt mérjik. Ilyen allapotban

nem folyik aram a rendszerben.
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5.9. abra: Hosszu ideji nyitott aramkori potencialmérések Ti 6tvozet alapfémen, valamint

nemfolytonos HAp és adHAp rétegeken.

Az 5.9. abrébdl kivehetd, hogy a potencialok a kezdeti bemeritési idében névekednek, majd
korilbeltl 8 nap bemeritési id6 utdn minden esetben beall egy allando érték. Ez a mintak
stabilizalddasat jelzi. Az is megfigyelhet6, hogy a Ti 6tvozet rendelkezik a legpozitivabb
potenciallal mar két nap bemeritési id6 utan. Galvankorr6zié esetén, amikor két fém
érintkezik egymassal, sziikségszer(ien a negativabb potenciald oldodik. Tehat a negativabb
potencialu anyag viselkedik anodként a kapcsoldédd galvanpéarban, mig a pozitivabb fém
katodként. Az alapfém és a bevonat érintkezésekor, a kialakul6d potencialkilénbség miatt a

bevonat oldddasa kdvetkezik be nagyobb val6szindiséggel.
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5.5.2. Potenciodinamikus polarizacios mérések
Az 5.10. abran a implantatum alapfémen valamint a nemfolytonos rétegeken felvett
potenciodinamikus gorbék lathatdak. A potencidlokat Ag/AgCl referencia elektroddal

szemben mértem és a potencidlt 1 mV/s sebességgel léptettem. A méréseket kildnbozd
aztatasi idok utan tébbszor megismételtem, két héten keresztil.
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5.10. &bra: Ti6Al4V oOtvozeten (a) valamint HAp-1l (b), adHAp-II (c) és adHAp-III
nemfolytonos bevonatokon felvett potenciodinamikus polarizécids gorbék. A gorbéket SBF

oldatban, 37 °C-on vettem fel kilonbdz6 aztatasi id6ék utan, két héten keresztiil. A
polarizacids sebesség: 1 mV/s.

A polarizaciés gorbék anddos agan széles passziv tartomany lathatdé mindegyik minta
esetében, viszonylag Kis passziv arams(riiségekkel (jp). A bevonat nélkili implantatum
esetében az anodos passziv tartomany szeles minden merési id6pontban és a bemeritési
idével tovabb szélesedik +1,0 V-rél +1,2 V-ra. Az Ugynevezett letorési potencial (Ey) jelzi a

passziv réteg sérulését, oxigénfejlédést, amikor az aramvalasz Ujra ndvekedni kezd. A passziv
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4ram nagysaga alig valtozik széles potencialtartomanyban és atlagosan 0,50 pA cm™ korill

mozog.

A HAp réteg és az ionokkal adalékolt HAp esetében azonban a potenciodinamikus gorbék
mar mas lefutast mutatnak. Ezekben az esetekben a passziv tartomany lépcsés jelleg, az elsd
lépcsdé —60 mV koril kezdddik, majd kordlbelul +300 mV-tol Gjra ndvekedni kezd a mért
aramvalasz. A masodik passziv tartomany +300 mV és +900-1100 mV kdzott lathato, itt Ujra
viszonylag potencialfliggetlenné valik az arams(r(iség a HAp és az ionokkal adalékolt HAp
rétegek esetében egyarant. Ez a jelenség a képzOdott passziv réteg karosodasara,
elektrédfolyamatok, anddos oldodasok lejatszodasara utalnak. Az is megfigyelhetd, hogy a
HAp réteg letorési poteniélja negativ iranyba valtozik a bemeritési id6vel, +1,15 V-rol +0,97
V-ra, vagyis csokken az anodos passziv tartomany. Az adHAp rétegeknél azonban nem
figyelhetdé meg szisztematikus valtozas a bemeritési idével sem a passziv tartomany nagysaga
sem a mért passziv aramok esetében.

Kimutattam, hogy az alapfém és a HAp bevonat potenciodinamikus gorbéinek alakja alig
valtozik a bemeritési idével. Az adHAp rétegek esetében azonban nagyobb passziv &ramokat
mértem, melyek jobban véltoznak az id6 maulasaval, mint az alapfém és a HAp réteg

esetében, valamint a kiillonb6zd bemeritési id6 utan felvett gorbék alakja is valtozik.
Az 5.11. adbréan a potenciodinamikus gorbékbdl kapott korrdzids potencialok (Ecorr.), korrdzids

aramsdrdsegek (jeorr.) Valamint a szamolt polarizacios ellenallas értekeinek iddbeli valtozasa

lathato.
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5.11. dbra: A 20. abran lathatd potenciodinamikus gorbékb6l meghatarozott elektrokémiai

paraméterek: (a) Ecorr (0) jeorr, valamint (c) a szamolt polarizacios ellenallas értékek (Rp).

Vizsgalataim megmutattak, hogy a korrézios potencial értékek iddvel kissé a pozitivabb
potencialok felé tolédtak mindegyik minta esetében, ami a felulet passzivalodasat jelezte az
anodos polarizcié soran (5.11. (a) abra). Ezen kivil azt is megfigyeltem, hogy a HAp
korrézios aramokat a potenciodinamikus gorbék Tafel tartomanyaban (x 50 mV a nyitott
aramkori potencidltol), az anodos és katdédos agakra illesztett egyenesek metszéspontjabol
lehet meghatarozni. Az 5.11 (b) abra mutatja, hogy az alapfém korrézios arams(r(isége a
legkisebb, &tlagosan 150 nAcm™ és id6vel szinte alig véltozik. A HAp bevonat korrézids
arama a bemerités kezdeti id6szakaban enyhe ndvekedést mutat, majd az 5. nap utan beall
egy viszonylag allandé értékre. Az ionokkal adalékolt rétegek esetében a mért korrdzios
aramok mér joval nagyobbak, mintegy 6-7-szeresei az alapfém esetében mérteknek és id6ben
ndvekvd tendenciat mutatnak. Két hét SBF oldatban tortént &lls utdn mert korrdézids ram
értékek igazoljak, hogy a rétegben oldodasi folyamatok mennek végbe. A nemfolytonos HAp

rétegen mért jeor = 350 NAcm™, mintegy kétszerese az alapfémen mértnek. Az adHAp-11

63



EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

nemfolytonos rétegen a korréziés aram mar mintegy 1,15 pAcm?, az adHAp-III rétegen
pedig 1,3 pAcm™. Ezek az értékek igazoljak a bevonatok megndvekedett korrdziés hajlamét,
idébeli lebomlasat, feloldddasat biologiai korilmények kdzott.

A mintak polarizacids ellenallasa a Stern-Geary egyenletbdl szamolhato.

B b,b
R =— =___a¢c
i 2.3(b, -h,)

p
corr

(5.1)

Az 5.1 egyenletben szerepl6 b, és b, értékek a potenciodinamikus gérbék meredekséget adjak
meg a Tafel tartoméanyban. Altalanossagban elmondhat6, hogy a korrozids sebesség az
anodos (oxidacios) illetve a katddos (redukcids) részfolyamatok kinetikajatol fligg. A mért
gorbék esetében a meredekség mind az anddos, mind a katédos agon nagy, tehat az
elektrédfolyamatokon egyszerre érvényesil kinetikai és diffazio kontroll.

A lineéris polarizacids gorbe meredeksege foként a jcorr altal kontrollalt és fliggetlen a b, és b,
értékek valtozasaitdl, ezért elfogadott, hogy a B = 1 egyszer(sités alkalmazasaval a
polarizacidés ellenallast a korrézios aram reciprokaként vegyik. A fenti egyenlet alapjan

szamolt Ry, értékek az 5.11 (c) abran lathatoak.

5.5.3. Elektrokémiai Impedancia Spektroszkdpia (EIS) mérések

EIS mérések segitségével a kilonféle anyagok (femek, bevonatok) korrdzios
tulajdonsagairol, jellemzdirdl, valamint az elektrodok feltiletén lejatszddé elektrodfolyamatok
jellegér6l nyerhetlink hasznos informéacidkat. Munkdm sordn a 4.2 fejezetben leirt
modszerekkel el6allitott nemfolytonos HAp rétegek és az alapfém korr6zids tulajdonsagait
vizsgaltam kulonb6z6 aztatasi idok utan. Ez a merési mddszer megfelel6 kiegészitbje az
el6z0 (5.5.2) fejezetben targyalt potenciodinamikus polarizacios méreseknek.

Az 5.12. 4bra a vizsgalt mintak kulénb6z6 id6pontokban felvett Nyquist diagramjait
abrazolja. Az alapfémen és a HAp bevonaton meért Nyquist gérbék nagy atmérdji kapacitiv
hurkot mutatnak. Ez a forma jellemzd a vekony passziv filmrétegeken mért gorbékre. Az

alapfem eseteben a gorbek atméroje alig valtozik az id6 mualasaval.
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5.12. dbra: Ti6Al4V alapfém (a) HAp-II (b), adHAp-II (c) és adHAp-I11 bevonatok Nyquist
diagramjai, nyitott aramkori potencialon, SBF oldatban, 37 °C-on.

A HAp rétegnel azonban megfigyelhet6, hogy az elsé nap utan a gorbe atméréje ndvekszik,
ami a réteg passzivalodasat mutatja, majd ezutdn méar enyhe csokkend tendencia figyelhetd
meg (a gorbék id6vel az impedancia valds tengelye felé hajlanak), ami arra utalhat, hogy a
réteg korrdzidallosaga romlik, oldddasi folyamatok mennek végbe. Az adHAp rétegeknél a
diagramok atmeérdje valamivel nagyobb mertékben csdkken az idovel. A kétféle modszerrel
elGallitott modositott HAp rétegek (adHAp-II és adHAp-III) esetében hasonld a gorbék

alakja, ami azt jelzi, hogy hasonlo sebességl elektrodfolyamatok jatszodnak le a mintak
fellleteén.
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5.13. abra: Ti6Al4V alapfem (a) HAp-II (b), adHAp-11 (c) és adHAp-I11 (d) bevonatok Bode

diagramjai, nyitott aramkori potencialon, SBF oldatban, 37 °C-on.

A mért Bode diagramok (5.13. abra) jol demonstraljak, hogy a Ti6Al4V alapfém kozel
kapacitiv valaszfliggvényt mutat, amit a széles frekvenciatartomanyban (32 Hz-t6l 0,01 Hz-
ig) mert, -80 °-ot megkozelité fazisszog értékek bizonyitanak. A széles fazisszog plato
keletkezhet a kozépfrekvencias (KF) és alacsony frekvencias (AF) régiéban talalhatd két
fazisszog maximum d&sszeolvadasaval. A log Z vs. log f gorbe meredeksége -0,8 széles
frekvenciatartomanyban, 1000 Hz frekvenciatol egészen a 10 mHz-es alsO hatarig. Az is
megfigyelhetd, hogy a fazisszdg és a total impedancia gorbék lefutasa szinte nem valtozik az
id6vel.

A HAp bevonat esetében a fazisszog értékének fokozatos ndvekedése figyelhet6 meg a teljes
frekvenciatartomanyban két majdnem egybeolvadd, de azért elkulonithet6 id6allandoval a KF
és a AF tartomanyban. A fazissz6g maximalis értéke eléri a -78°-ot 100 kHz-en és a log Z vs.
log f gorbe meredeksége -0,76. Ezek az értéekek nem idedlis kapacitiv jelleget jeleznek.

A modositott HAp rétegek esetében a két id6allandé még jobban észrevehet6 két jol

elkllonithetd fazissz0g maximummal. Ezek a fazisszég maximumok idével nének, az
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adHAp-Il réteg esetén elérik a -70°-ot, mig az adHAp-IIl esetén a -76°-ot az AF
tartomanyban. Az adHAp-III réteg esetében a legszembetlinébb a két fazisszég maximum
jelenléte: az egyik 75 Hz koriil a kdzépfrekvencias tartomanyban, a masik 25 mHz korul az
AF tartoményban. A kozottik 1évé fazisszég minimum 10 Hz kornyékén talalhato. A kisebb
fazisszogek jelzik az idedlis kapacitortol vald eltérést és az elektrodfolyamatok nem idedlis
jellegét. A jol elkulondlt fazissz6g maximumok legalabb két vagy tobb id6allando jelenlétére
utalnak, melyek Kkilonbdz6, egymastol fuggetlenil végbemend elektrodfolyamatokat
jeleznek. Az adHAp rétegek log Z vs. log f gorbéinek lefutasa kilonbdzik a HAp és az
alapfém esetében kapottaktol. Ezeknél két kilonb6zd meredekséget figyeltem meg. Az
adHAp-II rétegnel a gorbe meredeksége -0,67 az alacsony frekvencias tartomanyban (10
mHz - 1 Hz), mig a kozépfrekvencias (1 Hz — 100 Hz) részen minddssze -0,51. Az adHAp-
111 rétegnél az alacsony frekvencias tartomanyban -0,83 a meredekség, ami kapacitiv jellegre
utal, a kdzépfrekvencias tartomanyban pedig csak -0,30, jelezve, hogy az impedancia valasz

az ebben a tartomanyban lejatszodo reakcidokra mar kozelit a rezisztor karakterisztikahoz.

5.5.3.1. Impedancia mérések kiértékelése

A mért adatok Kkiértékeléséhez szilkséges, hogy megtalaljuk a megfelel6 helyettesitd
aramkoroket (EC), amelyek kellGen visszaadjak az elektrédok felszinén lejatszodo reakciok
elektronikus felépitését. Ezek az aramkorok ellenallasokbol és kapacitasokbol épllnek fel. A
kiértékeléshez a Zview2 szoftvert hasznaltam. A mért gorbékre a helyettesitd dramkorok
segitségével illesztéseket végeztem. Az illesztett adatokbol kapjuk meg a minta korr6zios
tulajdonsagaira jellemz06 paramétereket, ugymint a toltésatlépési ellenallasokat és kettsréteg
kapacitasokat.

Az 5.14. dbrén a kivélasztott helyettesité aramkoroket mutatom be.

R s CPEcoat CPEct Rs CP Ecoat cp Ect CPEcp
Rcoat Rct Rcoat Rct ch

() — = (b)) 9= ) -

5.14. abra: Helyettesitd aramkorék (EC) a Ti6Al4V alapfémen (a) valamint a HAp-II,

adHAp-I1 és adHAp-I11 bevonatokon (b) mért impedancia adatok szimulalasara.
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Az adatok kiértékeléséhez a helyettesit6 aramkorokben konstans faziselemekkel (CPE)
helyettesitettem a kapacitor elemeket, annak érdekében hogy a mért és illesztett eredmények
minél jobban egyezzenek. A CPE elemek figyelembe veszik a feliileti inhomogenitasokat és
a felllet érdességét, valamint a frekvenciaftiggetlen elektroaktiv komponenseket az
elektrolitban. Az 5.2 egyenlettel lehet definialni a konstans faziselem impedancigjat:

Zepe= 1/ (Q(j)" (5.2)

ahol Q a CPE konstans (Q7's"cm™), j a képzetes egység (-1 négyzetgydke), és o a
szinuszhullam korfrekvenciaja.

A bevonat nélkili Ti 6tvozet alapfémnél a legjobb illesztést a két sorosan kapcsolt R-CPE al-
aramkorokkel értem el (5.14. (a) abra). Ezt a modellt &ltalanosan alkalmazzak ketrétegi
bevonatok elektromos jellemzésére, ami egy kompakt belsé réteghdl és egy pordzus kiilsé
oxidrétegbdl epul fel [274], ami magyardzza az alapfém fellletén spontan kialakuld TiO,
réteget.

A hidroxiapatit bevonatoknal azonban ez az EC mar nem szolgaltatott megfelel6en jo
illesztéseket. Ezekben az esetekben mddositottam a helyettesité aramkért harom sorosan
kapcsolt R-CPE al-aramkorre (5.14. (b) abra).

Az EC-ben a parhuzamosan kapcsolt R-CPE.: elem jel6li az elektrdd feliiletén végbemend
toltésatlépési folyamatok (elektron transzfer) ellenallasat és a nem homogén kilsé réteg
kettésréteg kapacitasat.

A kovetkez0, sorosan kapcsolt (R-CPE) al-aramkérben az Reoqt az ellenallasa, a CPE .4 pedig
a konstans faziseleme a bevonatnak. A harmadik (R-CPE) al-aramkérrel pedig figyelembe
vettem a nehezen oldddd korrdzids termékek, csapadékok (oxidok, hidroxidok, foszfatok)
diffuzios és kicsapodasi folyamatait a réteg porusaiban. Ebben az esetben R, az ellenallasa
mig CPE, a konstans faziseleme a korrozios termekek keletkezésének illetve diffGzidjanak a
bevonat porusaiba valamint az elektrolitba. Az impedancia valasz ezekre a folyamatokra a
kisfrekvencias tartomanyba esik. A kisfrekvencids tartomanyokban altalanossagban az
anodos részfolyamat az 0Osszes oldodasi folyamat, ami elektrondtmenettel jar, mig a
kapcsolodo katddos részfolyamat az oxigen redukcidja az elektod feliiletén. Az Rs elem az
EC-ben a nem kompenzalt oldatellenallas a munkaelektrdd és a referencia elektrod kozott. A
illesztett és mért gorbék egyezésének mértékét a x> (khi-négyzet) értékekkel lehet megadni,
ami minden esetben 10° — 10 nagysagrendben mozgott, tehéat kivalé egyezést mutatott a
szdmolt és a mért értékek kozott. Ez a paraméter jelzi, hogy a vélasztott EC-k megfelel6en
visszaadjak az elektrodon lejatszodo folyamatok jellegét. A harom sorosan kapcsolt (R-CPE)
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aramkdor bonyolult és egymastdl fliggetlentl, egyidejlleg végbemend elektrédfolyamatokra
(oldodés, kicsapodas, diffuzid) utal. Ezek a folyamatok a réteg lebomlasat illetve
fémionoknak a rétegbdl az elektrolitba torténé kioldodasat jelzik [265, 275, 276].

Az 5.15. &bra és a mellékletben szerepl6 M.1. tdblazat mutatja, hogy mindegyik minta
esetében a toltésatlépési ellenallasoknak van a legnagyobb értéke, tehat a korrdzios
sebességet meghatarozo reszfolyamat minden esetben az elektronatlépés a bevonatbdl az
elektrolitba. Kimutattam, hogy a legnagyobb korrdzidallésaga (legnagyobb R értékek) az
alapfémnek van, ez jelzi a felszinén spontan kialakulé kompakt passziv oxidréteget. A
bevonatok R értékei viszont joval kisebbek: a HAp-1I bevonaté mintegy 6tszor, mig az
ionokkal adalékolt HAp bevonatoke megkozelitleg egy nagysagrenddel, az alapfémhez
képest. Ez az ellenallas tukrozi a réteg degradacidja soran végbemend oldédasi folyamatokat,
mikozben fiziologiai oldatba merlilnek. A legkisebb toltésatlépési ellenallasai az adHAp
bevonatoknak vannak, es a keétféle modszerrel el6allitott adHAp mintak ellenéllasai
hasonldak.

Hasonl6 mddon, az Ry €rtékek is a hordozd esetében valamivel nagyobbak, mint a HAp és
az adHAp bevonatok esetében, azonban ugyanabban a nagysagrendben mozognak. A
rétegellenallasok kisebbek mintegy 3 nagysagrenddel, mint az Rq-k, jelezve, hogy a pdrusos
bevonatok ellenallasa sokkal kisebb, mint az oldddasi folyamatokeé.

Az M.1. tablazatban és a 5.15 (b) abran lathato, hogy az alapfémnek vannak a legkisebb
CPEoat €rtékei, ami a fellleti oxidréteg kompakt jellegét és stabilitisat jelzi. Az alapfém
CPEo ertékeinek kitevéje 0,85 és 0,89 kozott valtozik, ami a kapacitiv tulajdonsagat
mutatja. A HAp és az adHAp rétegek CPEcq.: értékei mintegy 40-szer nagyobbak, mint az
alapfémé, ami mutatja pérusosabb jellegiket, nagyobb atjarhatdsaggal az elektrolit szamara.
A rétegek CPEgq KitevOi 0,53 és 0,63 kozott valtoznak, ez az adott aramkorrel szimulalt
elektrodfolyamat difflzids karakterisztikajat bizonyitja. Hasonld tendencia mondhatd el a
CPE; értékekrdl, azzal a kilonbséggel, hogy ezeknel az alapfémen és a bevonatokon kapott
értékek kildnbsége kisebb, minddssze 4-5-sz6ros, és a kitevdk az adott elektrodfolyamatok
nem idedlis kapacitiv jellegét mutatjak mindegyik minta esetében.
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5.15. abra: Ti6Al4V alapfém valamint a nemfolytonos HAp-II, adHAp-II és adHAp-III
bevonatok impedancia adatainak fittelt eredményei. Reoat (2) CPEcoat (b) Ret (€) CPE (d). A

mérések nyitott aramkori potencialon torténtek, SBF oldatban, 37 °C-on Kkiloénbdz6
bemeritési id6k utan.

A HAp-II bevonat R, értékei nagyobbak, mint az ionokkal adalékolt HAp rétegeké (5.16
abra). Ez jol mutatja, hogy a bemerités soran képzddott korrdzios termékek ennél a mintanal
jobban eltémitik a pérusokat, gatolva azok Aatjarhatésagat. Ezek az ellendllasértékek a
porusokban felgytlemlett nagyon kis oldhatésagu csapadékok jelenlétének tulajdonithatok,
melyek gatoljak az anyagtranszport folyamatokat. A folyamat difflzids jellegét a CPEg,
aramkori elem n kitev6je mutatja, ami 0,52 és 0,64 kdzott valtozik.
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5.16. abra: Ti6Al4V alapfem valamint a nemfolytonos HAp-1I, adHAp-II és adHAp-III
bevonatok impedancia adatainak fittelt eredményei. Re, (a) és CPE, (b). A mérések nyitott

aramkari potencialon torténtek, SBF oldatban, 37 °C-on kilénbdz6 bemeritési id6k utan.

Az impedancia adatok iddfliggését vizsgalva megfigyelhetjik, hogy az Reoat értékek a kezdeti
bemeritési id6szakban novekedést mutatnak, majd beall egy viszonylag allando érték az
alapfem és a HAp bevonat esetében. Ez azt mutatja, hogy a passziv réteg mar a kezdeti
bemeritési id6szakban kialakul. Azonban az adHAp rétegeknél az R, ellenallasokban a
kezdeti novekedést enyhe csdkkenés kdveti, ami jelzi a nagyobb korr6zids hajlamukat. A
CPEo értékek csokkend tendenciat mutatnak az id6ével az alapfem és a HAp bevonat
esetében. Ez a porusok eltdomOdését jelzi, ezzel lelassitva a korrdzios folyamatokat. Az
adHAp bevonatoknal azonban a CPE,. értékek a bemeritési iddvel kissé ndvekedtek, ami
azt mutatja, hogy a bevonat pérusosabb, inhomogénebb és kevésbé stabilis, mint az alapfém
és a HAp bevonat. Mivel az adHAp bevonatok pordzusabbak, az oldoszer kdnnyebben be tud
szivarogni a résekbe, repedésekbe, igy eléri az alapfémet és felgyorsitja a korrdziot.

Az alapfém toltésatlépési ellenallasa alig valtozik a bemeritési idével. A bevonatolt mintak
esetében viszont id6ben enyhén csokkend tendencia figyelhet6 meg.

A HAp-1I bevonat R, értékei nagyobbak, mint az adHAp bevonatokéi. Az M.1. tablazatbol
és az 5.16 (a) abran az is lathato, hogy a HAp-11 mintan mért diffuzios folyamatok ellenéllasa
novekszik a bemeritési idével. Az adHAp bevonatokndl a kezdeti bemeritési idében
ndvekedés figyelheté meg, ami a korr6zios termékek felhalmozodéasara utalhat a porusokban,
ezaltal akadalyozva a diffazios folyamatokat. Azonban 5 nap bemeritési id6 utan mar enyhe
csokkend tendenciat mutatnak, ami a védéréteg sérilésére utal.

A szakirodalomban léteznek Kkutatasi jelentések, publikaciok melyekben kuldnféle
modszerekkel készitett hidroxiapatit bevonatok korrdzids tulajdonségait vizsgaljak [138, 274,
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277, 278]. Ezekben a publikacidkban azt irtdk, hogy a bevonat porusossaganak mértéke
(pérusok merete és szama) nagyban befolydsolja a bevonat oldodasi sebességét,
degradaciojat. A kevesebb, és kisebb poérusokkal rendelkez6 bevonatok joval
korrézidallébbnak bizonyultak, mint a nagyobb pérusossagi fokkal rendelkez6 bevonatok,
mivel jobb szigetel6 tulajdonsagot biztositanak. A porusos bevonatokba kénnyebben be tud
diffundalni a korroziv, klorid tartalmu oldoszer, eléri az alapfémet és elektrokemiai
reakciokat indukal a HAp és aTi6Al4V érintkezési felliletén, ezéltal felgyorsitva az oldodasi
folyamatokat [138, 274, 277]. Zhang és mtsai [278] kifejtették, hogy a porusos HAp bevonat
korrézioja soran hidrogénion fejlédik a hatarfelilleten, ahol a reakcid torténik, ami
lecsokkenti a helyi pH értéket és igy lancreakcidszerien felgyorsitja a HAp oldodasat.

Ezek a kutatadsi adatok Osszhangban vannak az altalunk kapott mérési eredményekkel,
melyekben a HAp bevonatok és az ionokkal adalékolt HAp bevonatok porozus jellegik

kovetkeztében nagyobb korrdzios hajlamot mutattak, mint maga az alapfém.

5.5.3.2. Klénb6z6 mintdk impedancia gorbéinek dsszehasonlitasa és illesztése

Az 5.17. abra a Ti 0tvozet alapfémen valamint a bevonatokon mért és a Zview szoftverrel

illesztett eredményeit mutatja be.
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5.17. abra: Kilonb6z6 mintak Nyquist (@) és Bode (b) diagramjai. A méréseket nyitott

aramkari potencialon végeztiik 37 °C-on, SBF oldatba tortént kéthetes bemerités utan.
A Kkulonb6z6 mintak gorbéinek alakjabol kiveheté a minték eltéré korrozios viselkedése. Jol

latszik, hogy a legjobban korrozidallo, kapacitiv jellegli az alapfém, mig a legkevésbé az

ionokkal adalékolt hidroxiapatit rétegek.
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5.6. Sejtéletképessegi vizsgalatok

A kovetkezO6 alfejezetekben a kulonféle moddszerrel elGallitott mintdkon veégzett
sejtéletképességi vizsgalatokat mutatom be. A bioldgiai teszteket két kiilon kisérletsorozatban
vegeztem, az elsében a vastag bevonatokat, mig a masodik sorozatban a nemfolytonosan
kialakitott rétegeket vizsgaltam. Mindkét kisérletsorozatban MG-63 csontsejteket hasznaltam,
a sejttenyésztés parameterei (sejttenyészt6 folyadék, homérseklet, a mintakra (Qltetett
sejtszam) megegyeztek, ezért a kapott eredmények 0sszevethetbek.

Viszonyitasi alapként az MG-63 oszteoblaszt sejteket tartalmazo sejttenyészetet hasznaltam.
A sejttenyesztés soran ugyanolyan korilmenyeket és tapoldatot biztositottam minden minta
és a kontroll esetében is. A vizsgalatok sordn minden esetben hat parhuzamos, egymastol

fuggetlen mérést végeztem. Grafikusan a kapott atlagértéket abrézoltam a szoréssal egyitt.

5.6.1. Sejtéletképességi tesztek kiértékelése vastag bevonatokon

Vastag (25-50 um) bevonatok sejtéletkepességi vizsgalataihoz a WST-1 reagenst hasznaltam
1 és 3 nap sejttenyésztési idék utan.

A sejtéletképességi tesztek (5.18. abra) alapjan a tiszta HAp-I bevonaton a sejttalélés az els6
nap utan 72% és 3 nap utdn 74% a kontroll csoporthoz kepest, ami enyhe ndvekedést
mutatott. Hasonld eredmeényeket kaptunk a bevonat nélkili implantatumoknal is. Minden
olyan esetben, amikor a sejtéletképesség meghaladja a 70%-ot, a bevonat elfogadhatd
biokompatibilis anyagként [279-282].

(a) ] kontroll (b) [ Jkontroll
120+ [_ITieAl4v [ ]TieAlav
[_IHAp-I 204 [ JHAp-I
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5.18. é&bra: Alapfemen (Ti6Al4V), HAp és adHAp vastag bevonatokon mert

V4 VO

viszonyitva, (kontrollként csak MG-63 sejtek ndvekedtek a tapoldatban) és (b) a mért

atlagabszorbancia ertékek (atlagérték + szoras).
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Az ionokkal adalékolt, elektrokémiai Uton levalasztott vastag adHAp-1 rétegnél a mért
sejtéletképességi szazalek mar csak 23% volt az els6 nap utan és 18,5% a harmadik napon,
ami csokken6 tendenciat és alacsony sejttalélést jelent. Ez az alacsony érték a bevonat
Osszetételével és szerkezetével magyardzhatd. Szdmos kutatdbmunka bizonyitotta, hogy a
tulzott Ag mennyiség a rétegben ugyan megfelel6 antibakterialis hatast biztosit, azonban
karosan befolydsolja a sejtek életképességét és metabolizmusat [283-285]. Ezen Kkivil
vizsgaltak a hidroxiapatitba agyazott Zn bioldgiai hatasat is [233, 286]. Kawamura és mtsali
[287] kimutattak, hogy az in vivo csontképzddés elGsegitésehez az optiméalis Zn mennyiség a
B-ZnTCP és ZnHAp eseteben 0,316 és 0,630 m/m% kdzotti. Az adHAp-I bevonat esetében
azonban a cinktartalom 36,8 m/m% volt parascholzite formajaban, ami majdnem
hatvanszorosa a Kawamura és mtsai altal meghatarozott maximalis elfogadhatd
koncentracionak. A szakirodalomban még nem taldlhatéak Kiterjedt vizsgalatok a
parascholzit fazisnak a sejtek novekedésére és életképességére gyakorolt hatasara
vonatkozoan, és még a biologiai aktivitdsa sem tisztazott teljesen, igy feltételezhetjik, hogy

az ezusthoz hasonldan a tadlzott cinkmennyiseg is karos lehet [231, 288].

5.6.2. Sejtéletképességi tesztek kiértékelése a nemfolytonos bevonatokon
A nemfolytonos bevonatok és az alapfém sejtéletképességi vizsgalataihoz a WST-8 reagenst

hasznaltam 2, 6 és 14 nap sejttenyésztési idék utan.

[ ]kontroll [ Jkontroll
(@) [ TicAi4v (b) mieaav
jj HAp-II [ |HAp-I
1204 Tk adHAp-lI 0,40 4
— . 4091 JadHAp-II
- = o adHAp-III . {»
1004 I — % . {» — < 0354 adHAp-III
X p=0.94 [ s {»{» g {»{»
(@] [ 0,30 4
% ool |t ||~ 1L FL @ g 1L b
é L @ 0251 % =3
g 60 % 0,20
(] o]
\E B 0,15 4
g 1 E 0,10
S 0104
20+ 0,05
0 : : : 000 ‘ ‘ ‘
2. nap 6. nap 14. nap 2. nap 6. nap 14. nap

5.19. &bra: Alapfémen (Ti6Al4V), HAp és adHAp nemfolytonos bevonatokon mért
viszonyitva, (kontrollként csak MG-63 sejtek ndvekedtek a tapoldatban) valamint (b) a mért
atlagabszorbancia értékek (atlagérték + szoras). A statisztikai kiillonb6zdseg szintjét p-értekek
adjak a kontrollhoz és titan 6tvozet alapfémhez képest. (*P < 0,05, **P < 0,01 és ***P <
0,001)
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A sejttalélési ardny minden egyes vizsgalati id6pontban az ionokkal mddositott,
nemfolytonos HAp rétegeken a legnagyobb (5.19. (a) abra). A sejtéletképességi értékek a két
kilonb6z6 mobdszerrel keszitett adHAp-I1 és adHAp-1I1 rétegeknél nem mutatnak
statisztikailag szignifikans kilonbséget. Az adHAp-Il esetében 85% 2 nap sejttenyésztés
utan, ami 90%-ra novekszik a kéthetes tenyésztés alatt, a kontrollmintahoz viszonyitva. Az
adHAp-I11 esetében pedig 84% 2 nap utan és 92% a kéthetes sejtndvesztést kovetden. Ezek
az értékek Kivételesen jo biokompatibilitdsrol tandskodnak. A HAp-II rétegen mért
sejtéletképesség 2 hét tenyésztés utan 81%, ami valamennyivel alacsonyabb érték ugyan, de
még mindig jo biokompatibilitasra utal. A titan 6tvozet alapfémnél két nap sejtndvesztés utan
a sejttualélés 81,5%-0s, mig 2 het utan csak 72% korili. Ez id6ben csdkkend tendenciat mutat,
ellentétben a hidroxiapatit rétegek esetében tapasztalt novekvo értékekkel. Az alapfémen és a
tiszta HAp rétegeken kapott sejtéletképességi értékek kulonbségei statisztikailag nem
szignifikdnsak (p = 0,94), azonban az alapfém és az ionokkal modositott HAp rétegek
esetében ez a kiulonbseg mar statisztikailag szignifikans (P < 0,01). Kimutattam, hogy a 6.
nap utani sejtéletképességi értékek minden egyes minta esetében kisebb szazalék értékeket
adtak, mint a 2. nap utaniak. Ezt a jelenséget a sejtdifferencialodasnak tulajdonitottam.
Kutatasok bizonyitottak, hogy amikor a sejtek a differencialodas allapotaban vannak, vagyis
amikor a sejtek szerkezetében és mikodésében valtozas kovetkezik be a fejl6désik és
novekedésuk alatt, kisebb metabolikus aktivitast mutatnak. Mivel a sejtéletképesség
méréséhez hasznalt WST reagensek miikodési alapja a sejtek metabolizmusanak meérése,
ezert az életképes, de differencialddo sejteknél sziikségszeriien kisebb értéket mutatnak [289-
291]. Esetlinkben ezért elképzelhetd, hogy a 6. napon tértént mintavételkor a sejtek jelent6s
része éppen a differencialddas szakaszaban volt.

Kimutattam, hogy 2 hetes sejttenyésztés utan a tiszta HAp-I1 mintan valamint az adHAp-11 és
szignifikansabba valtak az alapfémhez képest (P < 0,001). A mérésekkel igazoltam, hogy a
rétegek javitottdk az alapfém biokomptibilitasat, valamint, hogy a kil6nb6z6 bioaktiv
ionokkal megfelel6 aranyban és mennyiségben torténé adalékolés szintén elénydsen javitja a
sejtéletképességet.

A hidroxiapatit bevonat elGsegiti a csontsejtek megtapadasat es novekedeset, mivel
er6teljesen hidrofil jellegli [292, 293]. A bevonat morfologiaja szintén befolyasolja a sejtek
tapadasat, azaz minél nagyobb a fellilet érdessége, annél jobban meg tudnak tapadni a sejtek.
A kifejlesztett bevonatok f6 elénye, hogy a HAp klaszterek formajaban, nemfolytonosan van

jelen az alapfémen, megndveli annak érdességét és az érintkezési felllet nagysagat. A
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bevonat szerkezete rendkivil porézus, hasonléan a csontokehoz, ami még jobban elGsegiti a

sejtek megtapadasasat és ndvekedését.

5.7. Laktat dehidrogenéaz teszt

5.7.1. LDH teszt a citotoxicitas vizsgalatara vastag bevonatokon

A mérések soran a rétegek citotoxikus jellegét hataroztam meg. A mérés elve azon alapul,
hogy a sejtek plazmamembranjanak karosodasa miatt megvaltozik annak atjarhatésaga és
bizonyos komponensek a membranon belilrél kiszivaroghatnak a tapoldatba. A laktat
dehidrogendz egy stabil citoplazma enzim, ami megtalalhatd minden sejtben. A
plazmamembran karosodasakor ezek az enzimek gyorsan Kiszivarognak a sejttenyészt6
folyadékba, igy az LDH enzim jelzi a sejtmembran integritdsanak sérilését. A nem életképes
sejtek mennyisegének meghatarozasara kereskedelmi forgalomban kaphato LDH
aktivitdsmérd tesztet, a ,,Cytotoxicity Detection Kit”-et haszndltam. Ez a teszt
kolorimetriasan méri a karosodott sejtekbdl kiszivargé LDH enzimet azaltal, hogy a reaktans
tetrazolium sot (INT) formazan festékké alakitja. A keletkezett festékanyag koncentréacioja

egyenesen aranyos a halott sejtek szamaval.
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5.20. abra: Laktat dehidrogendz koncentracio alapféemen (Ti6Al4V) valamint HAp-I és
adHAp-I vastag bevonatokon 1 és 3 nap sejttenyésztés utan. (a) Szazalékos aranyban a
kontrollmintdhoz viszonyitva és (b) a mért atlagabszorbancia értékek (atlagérték + szorés).
Kontroll: csak MG-63 sejtek novekedtek a tapoldatban. Negativ kontroll: csak halott sejtek.

Az LDH mérésekkel kimutattam, hogy a halott sejtek szama az alapfémen és a HAp-I rétegen

egyarant alacsony, mindossze 4-5% és nem ndvekszik a sejttenyésztési idével. Azonban az
adHAp-I rétegnél mar nagyobb mennyiség(i halott sejtet mértiink, 21% 1 nap és 42,5% 3 nap
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sejttenyésztés utan. Ez mutatja a réteg rosszabb biokompatibilitdsat, ami a sejttenyésztési

id6vel sem javult.

5.7.2. LDH teszt a sejtszam meghatarozasara nemfolytonos bevonatokon

Az LDH aktivitas a mintak feluletére tapadt sejtek mennyiségér6l ad felvilagositast.
Kereskedelmi forgalomban kaphato tesztkészletet (TOX7, Sigma Aldrich) hasznaltam a
vizsgalatokhoz. A merések sordn mesterséges sejthalalt idéztem el6 lizis puffer segitségével,
ami a mintakra tapadt sejtek membranjanak roncsolasaval elGsegitette az LDH enzim
kijutdsat a citoplazméba illetve a sejttenyészté folyadékba. A sejtszdmot az LDH enzim
aktivitasanak mérésével hataroztam meg, ami egyenesen aranyos a formazan festékanyag

abszorbanciajanak nagysagaval 490 nm-en, amit UV-VIS spektrofotométerrel (Specord 40)

meértem.
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5.21. dbra: LDH aktivitas a vizsgalt mintakon 6 és 14 nap sejttenyésztés utan. (a) Szazalékos
aranyban a kontrollmintahoz viszonyitva, (kontrollként csak MG-63 sejtek ndvekedtek a
tapoldatban) és (b) a mért atlagabszorbancia értekek (atlagérték + szdras). A statisztikai
kiillénbdz6ség szintjét p-értékek adjak a kontrollhoz és titan 6tvozet alapfémhez képest. A
grafikonokban megadott statisztikai szignifikanciaszintek: *P < 0,05, **P < 0,01 és ***P <

0,001.

Az LDH aktivitas teszt szerint az adHAp rétegeken ndvekedett a legtébb MG-63 sejt, mig a
legkevesebb az alapfémen, minddssze 57,7% egy hét utan és 78 % két hét utan a kontrollhoz
képest (5.21. abra). A sejtek szdma novekedett a tenyésztési idével. Egy hét tenyésztési id6
utdin a HAp-II rétegek esetében némileg Kkisebb abszorbancia volt meérhet6 az adHAp
bevonatokéhoz kepest, azonban ez a kiildnbség nem volt statisztikailag szignifikans. Kéthetes
sejttenyésztés utan ez a kulonbség mar ndvekedett, az LDH értékek statisztikailag
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szignifikdnsan nagyobbak voltak mind a tiszta HAp, mind a adHAp bevonatok esetében a
bevonat nélkuli alapféemhez képest (p < 0,01).

Szazalékosan kifejezve, a sejtszdm 32,8%-kal nagyobb a HAp bevonatnal, 33%-kal az
adHAp-Il bevonatndl és 38,3%-kal az adHAp-I1l bevonat esetében az alapféméhez képest
egy heét sejtndvesztés utan. Két hét utan azonban a mért kulonbségek csokkentek. A
kontrollminta LDH értékei és az adHAp bevonatoknal mért értékek nem mutattak
statisztikailag szignifikans kilonbséget. A mérések igazoltak, hogy az ionokkal adalékolt
HAp rétegek megkdzelitéleg olyan jo eredményeket adtak, mint a kontrollminta, amikor a
sejtek idealis kortlmények kdzott ndvekedhettek.

Osszefoglalva, a legnagyobb LDH aktivitast, igy a legnagyobb sejtszamot az adHAp-II és
adHAp-111 rétegeken kaptam.

5.8. Alkalikus foszfataz (ALP) teszt
Az ALP az egyik legfontosabb oszteogén, csontképzd markervegyiilet, amit az MG-63
csontsejtek képesek termelni. Kisérleteim soran az ALP teszteket nemfolytonos HAp és

ionokkal modositott HAp rétegeken végeztem.
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5.22. abra: Kilonb6z6é mintak felliletére Ultetett MG-63 csontsejtek ALP termelése 6 és 14
nap sejttenyésztés utan (atlagérték + szorés). Pozitiv kontrollként csak az MG-63 sejtek
novekedtek a sejttenyésztd talban. A statisztikai kilonb6z6ség szintjét p-értékek adjak a
kontrollhoz és titan Otvozet alapfémhez képest. A grafikonokban megadott statisztikai

szignifikanciaszintek: *P < 0,05, **P < 0,01 és ***P < 0,001.

Az ALP teszt megmutatta, hogy a HAp eés adHAp rétegekre Ultetett sejtek ALP termelése 25 -
30%-kal nagyobb, mint a bevonat nélkilli alapfémre (Ti6Al4V) Ultetett sejteké mindegyik
vizsgalati id6pontban (5.22. dbra). Az ALP aktivitds novekedett a tenyésztési id6vel. Hat nap
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sejttenyésztés utan a HAp és adHAp rétegek ALP értékei statisztikailag nagyobbak (p < 0,05)
a Ti6Al4V alapfeméhez képest, azonban a HAp és adHAp rétegeken mért ALP értékek nem
mutattak statisztikailag szignifikdns kulonbseget a kontrollminta esetében kapottakhoz
képest.

Két hét sejtndvesztés utan csak az adHAp rétegen és Ti 6tvozet alapfémen mért ALP értékek,
valamint a kontroll és a Ti 6tvozet ALP értekei voltak statisztikailag kilonbdzok (p < 0,05).
A legnagyobb ALP termelést minden egyes vizsgélati idépontban az adHAp rétegeken
novesztett sejtekneél mértem. A kétféle moddszerrel el6allitott adHAp-I1 és adHAp-III
rétegeknél hasonld értékeket kaptam. Az is elmondhat6, hogy a HAp és adHAp rétegeken
valamint a Ti6Al4V alapfémen és a HAp rétegen mért ALP értékek nem mutattak
statisztikailag szignifikans kilénbséget (p = 0,094).

Zhao és mtsai [294] leirtdk, hogy a magnéziummal adalékolt HAp bevonaton kétszer
nagyobb ALP aktivitast mértek, mint a magnézium nélkili HAp esetében mar 7 nap
sejtndveszteés utan. Yang és mtsai [295] pedig azt vizsgaltak, hogy milyen hatasa van a
cinkkel adalékolt hidroxiapatit bevonatnak (ZnHAp) a preoszteoblaszt, MC3T3-E1 sejtekre.
A rétegeket elektrokémiai Uton készitették 1,04 mol% Zn tartalommal. Azt tapasztaltak, hogy
a Zn helyettesités novelte az ALP aktivitast és elGsegitette a sejtosztdédast. Bueno és mtsai
[296] a stronciummal adalékolt HAp nanokompozitok hatasat vizsgaltdk az OFCOLL 1l
oszteoblaszt sejtek differencidlodasara. Tanulményokban bizonyitottdk, hogy a stroncium
jelenléte a hidroxiapatitban (SrHAp) el6nydsen hat az oszteoblaszt és oszteoklaszt
novekedesre és elGseqgiti az oszteoblaszt sejtek ALP aktivitdsanak ndvekedéset [297].

A Kkisérleteim soran kapott eredmények 0Osszhangban vannak a fentiekben emlitett
kutatdsokkal. A bevonatolt mintakon az MG-63 csontsejtek ALP termelése szignifikdnsan
megndvekedett az alapféméhez képest.

5.9. Sejtfesteési vizsgalatok (Calcein, DAPI, LIVE/DEAD)

5.9.1. LIVE/DEAD sejtfestés vastag bevonatokon

A mérések sordn az él6 sejteket az intracellularis észteraz enzim aktivitasa alapjan
azonositottam, a 4.6.3 alfejezetben leirtak szerint.

A sejtfestési kiserletek megmutattak, hogy a kontollcsoportnal, valamint az alapfémen és a
HAp-I rétegen az MG-63 sejtek normal morfologidval, sr(in novekedtek (5.23. abra).
Mindegyik esetben nagyszdmu é1§ sejtet talaltam. A legsdriibben fedett a kontroliminta és a
HAp-I minta volt, mig az alapfémen némileg kevesebb sejt lathat6. A halott sejtek ardnya

ezekben az esetekben nagyon alacsony. Az adHAp-I minta felszinén azonban mar nagyszamu
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halott sejt és kevés él6 sejt talalhatd, ami mutatja a réteg rosszabb biokompatibilitasat és
citotoxikus jellegét a nagy koncentracidéban jelenlevd antibakterialis komponenseknek

kdszonhetben.

Ti6AIAV-

5.23. abra: Sejtfestés kilénb6z6 mintakon ndvesztett MG-63 sejteken 4 nap sejttenyésztés
utan (zOld festés: él6 sejtek, piros festés: halott sejtek). CTR: kizar6lag MG-63 sejteket

tartalmazo6 minta.

5.9.2 Calcein/DAPI festés nemfolytonos bevonatokon

A kuldnb6z6 mintak felszinére Ultetett MG-63 sejtek fluoreszcens Calcein és DAPI festését 2
nap sejtnovesztés utan vegeztem (5.24. abra). A calcein festés alapja szintén a minden él6
sejtben megtalalhatd intracelluléaris észteraz enzim aktivitasanak mérése. A fluoreszcens
DAPI festékanyag viszont a sejtmagot jelzi. Szelektiven és er6sen kotédik a kétszalu DNS-
ben az A-T bazisparokban gazdag régiohoz. A festékanyag at tud aramlani a sértetlen
sejtmembranon. Hasznalhaté mind él6, mind halott (fixalt) sejtek jelzésére, azonban az €el6
sejtek membranjainak atjarhatdsaga rosszabb, igy a festés hatékonysaga is romlik. A DNS-
hez kotédott DAPI festékanyag abszorpciés maximuma 358 nm-en mérhetd (ultraibolya

tartomany), mig az emisszios maximuma 461 nm-en van (kék tartomany)
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5.24. abra: Fluoreszcens optikai mikroszkdpos felvételek a kiilonb6zé mintakra Ultetett MG-

63 csontsejtek Calcein (zold fluoreszcens) és DAPI (kék fluoreszcens) festéserdl 2 nap
sejttenyésztés utan. (a) Ti6AlI4V alapfém, (b) HAp-1I, (c) adHAp-1I és (d) adHAp-III
mintédkon. 1. oszlop: Calcein festés, 2. oszlop: DAPI festés, 3. oszlop Calcein/DAPI festés

egyutt abrazolva.

A Calcein/DAPI sejtfestési kisérletek igazoltak, hogy az MG-63 sejtek sdrln és egyenletesen
néttek a mintdkon. A sejtek normal morfoldgiaval ndvekedtek, hosszikas, elnyujtott

formaban, nagy sejtmaggal. A sejtek elnyujtott, sokszog( formaja arra utal, hogy megfeleléen
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tapadtak meg a fellileten. A HAp és az ionokkal adalékolt HAp bevonatoknal minden esetben
nagyobb sejtszam tapasztalhatd, a sejtek s(r(in, tomdtten és tobb rétegben helyezkednek el a

felUleten.

5.10. MG-63 sejtek morfoldgiai vizsgalata

7=z

tovabb tanulmanyoztam SEM felvételek segitségével. Két nap DMEM kdzegben térténd
sejttenyésztés utan a sejteket fixaltuk a mintak feliletén a SEM mérések el6tt.

5.25. &bra: SEM felvételek kilonbdz6 mintakon nodvekedett MG-63 sejtekr6l 2 nap
sejttenyésztés utan. (a) TiAl4V alapfém, (b) HAp-II bevonat, (c) adHAp-II bevonat és (d)
adHAp-I11 bevonat.

A morfoldgiai vizsgalatok megmutattak, hogy a sejtek szétteriiltek a mintdkon, ami a
megfeleld tapadasukra utal (5.25. abra). Az alakjuk féként sokszég(, elnyujtott, a vandorl6
sejtekben megjelené vékony citoplazmatikus nyulvanyokkal. A sejtek teljesen befedték a
HAp és adHAp minték felszinét vastag, folytonos rétegben és a minték felszinenek néhany
részén tobb rétegben is névekedni kezdtek.
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Megfigyeléseim alapjan az alapfém esetében a fedettség nem tokéletes, néhol a fémfelszin is
lathatdé a sejtek mellett (5.25. (a) abra). A sejtszam valamivel nagyobb a HAp-II és az
ionokkal adalékolt HAp rétegeken, mint az alapfémen és a sejtek jobban szétterjedtek a
bevonatolt mintakon. A sejtek morfoldgiaja nem kulénb6zik a HAp és adHAp bevonatokon.
Ennek alapjan kijelenthetd, hogy a bevonatok javitjak a sejtek megtapadasat, ezzel elGsegitve
a sejtosztodasi folyamatokat.

A felvételek eredményei &sszhangban vannak a Calcein/DAPI festésnél kapott

eredmeényekkel.

5.11. Osteolmage™ Mineralizacids vizsgalatok kiértékelése

Fluoreszcens optikai felvetelekkel kimutattam, hogy a bevonat nélkili alapfem esetében a
sejtek csontosodasanak hatasara termel6dé hidroxiapatit szorvanyosan, foltokban van jelen és
kis mennyiségben. A bevonatolt mintaknal azonban mar szembet(in6 valtozas figyelheté meg.
A megjeldlt hidroxiapatit nagy mennyiségben van jelen és erételjes zold fluoreszcens szint
mutat. A hidroxiapatit fazishoz specialisan két6do festékanyag ezekben az esetekben a sejtek
altal termeltek mellett megjelélte a bevonatot is. igy fontos megjegyezni, hogy mivel a
sejttenyésztés el6tti allapotrél nem késziltek festések, a kildnb6zé modon elballitott mintak
képeinek egymassal valo dsszehasonlitdsa nem lehetseges. Szemmel lathat6 viszont, hogy a
kéthetes sejttenyésztés utdn a mintdkon a hidroxiapatit mennyisege ndvekedett a hatnapos
sejttenyésztéshez képest, ami mutatja a sejtek aktivitasat.

Az 5.26. dbrdn a 6 nap és 14 nap sejttenyesztés utan elvégzett csontosodasi festések
lathatoak.
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Ti/ 6 nap Ti/ 14 nap
HAp-11/ 6 nap HAp-11/ 14 nap l

adHAp-I1 /6 nap adHAp-I1/ 14 nap

adHAp-I11/6 nap adHAp-I11/ 14 nap

5.26. abra: Csontosodasi vizsgalatok kilonb6z6 mintakra Ultetett MG-63 sejtekkel 6 napos

és 2 hétes sejtndvesztés utan.
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5.12. Antibakterialis hatas vizsgalata

Méréseim soran az el6allitott, ionokkal adalékolt HAp rétegek antibakterialis hatasanak
mértékét is tanulményoztam. A vizsgélatokhoz a két legaltalanosabban el6fordulo
baktériumtorzset valasztottam ki, egy Gram pozitiv (S. Aureus) és egy Gram negativ (E. coli)
baktériumot. Harom parhuzamos mérést végeztem. A vizsgalt korongok atméréje 1 cm (5.27.
abra).

5 Awrens:

HaAp

adHAp-II

E coli:

5.27. &bra: Antibakterialis tesztek nemfolytonos HAp-II és kétféle modszerrel készitett adHAp
bevonatokon kétféle (Gram+ és Gram-) baktériumtorzzsel szemben.

Az adHAp rétegek esetében gatlasi zona alakult ki a mintak koril, miutan 24 6réan keresztul, 37
°C-on tartottuk a baktériumtenyeszetekben (5.27. &bra). A tiszta HAp réteg nincs hatdssal a
baktériumtdrzsek novekedésére mivel nincs észrevehet6 gatlasi zona. Kimutattam, hogy a
kilonb6z6 modszerekkel eléallitott ionokkal adalékolt HAp bevonatok hatdsosnak bizonyultak a
kivalasztott baktériumtorzsekkel szemben. A gatldsi zona nagysdga a hatékonysag meértékét
mutatja, amit az 5.2. tablazatban foglaltam 6ssze. Ahogy az 5.1. tablazatban az ICP-OES
elemanalizis mutatja, az adHAp-I1 és adHAp 111 rétegekben az ezlist mennyisége hasonld, igy az
inhibicios zondk nagysagdban sem tapasztaltunk szamottevd kuldnbséget a két minta esetében, a
mért értékek a szorasi hataron beliliek. A Gram+ S. Aureus baktériumtdrzzsel szemben nagyobb
gatlo hatast fejtett ki mindkét modszerrel elGallitott ionokkal adalékolt HAp réteg, mint a Gram-

E. coli baktériumtodrzzsel szemben.
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5.2. tablazat. Gatlasi zonak a HAp és adHAp retegek jelenlétében.

Mikroorganizmus HAp gétlési zéna | adHAp-11  géatlasi | adHAp-111 géatlési
(mm) zéna (mm) zéna (mm)

S. aureus 0,0 1,7+ 0,45 1,2+0,34

E. coli 0,0 11+0,14 0,7+0,12

5.13. Kioldddasi vizsgalatok

Az elGallitott mintak bioldgiai hatdsanak még jobb feltérképezéséhez az el6zbekben (5.5.
fejezet) bemutatott korrozids teszteket kioldddasi vizsgalatokkal egészitettem ki. A vizsgalat
celja a bevonatokbol kioldodo adalékol6 ionok mennyisegének meghatérozasa. A meérésekhez
a nemfolytonosan bevont mintakat 30 napon keresztiil SBF oldatban taroltam, majd mintakat
vettem a feltluszo folyadékbol az ICP-OES elemzéshez. Az oldatokat tovabbi kezelés,
feltards nélkil kozvetlenul injektaltuk a keszulékbe. Minden mintabdl harom parhuzamos
mérest vegeztink. Az 5.28. abra mutatja a kioldddott elemek koncentracioit ppb-ben,
egységnyi aktiv mintafeliiletre vonatkoztatva.

Kimutattam, hogy a kioldédott eziistionok koncentracidja a legkisebb, minddssze 13 ppb/cm?
az adHAp-11 és 19 ppb/cm? az adHAp-I11 minta esetében.

100+
Zn
E 80+ ] Mg zn
5 s
Qo
g
3 -~
£ 401 Sr
: A
2 201 Ag Tg
. B
adHAp-II adHAp-III

5.28. abra: Kioldddasi vizsgalatok eredményei ionokkal adalékolt nemfolytonos HAp

bevonatok 30 napon at SBF oldatban tortént ztatasa utan.

Szamos tanulmény [299, 300] foglalkozik az ezlst toxikus hatdsanak vizsgalataval és a
kilonféle egeszségligyi szervezetek is nagy hangsulyt fektetnek a minimalis toxikus dozis
(MTD) ertékének a meghatarozasara. Az OSHA (US Occupational Safety and Health

Administration) legfrissebb Utmutatdja [301] szerint a megengedhetd maximalis expozicios
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hatarérték eziistre 0,01 mg/m®, ami még semmilyen karos hatast nem fejt ki. Az EPA [302]
(US Environmental Protection Agency) szerint a szajon at bevehet0 ezlst hatarértékének az 5
pg/testsulykg ertéket javasolja és az ivoviz maximalis ezlsttartalmat 0,1 mg/L-nek allapitotta
meg. Ezzel az értékkel a WHO is egyetért. Megallapitasuk szerint ez az érték fele annak, amit
egy atlagos ember 70 éven at torténd expozicié soran minden karos hatas nélkul toleralni tud.
Ezeket az adatokat figyelembe véve lathato, hogy az altalam kifejlesztett HAp bevonatokban
megtalalhaté ezlist mennyisége b6éven a meghatarozott hatarértékek alatt talalhato, igy
semmilyen kéros hatast nem fejtenek ki az emberi szervezetre még hosszu idejli expozicid

esetén sem.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatdmunkam soran impulzus aramu elektrokémiai levalasztassal (kis- és nagyfrekvencias
aramimpulzusok alkalmazésaval) és megfelel6 felulet-utokezelessel sikeresen allitottam el6
hidroxiapatit (HAp) és kulonbdz6 bioaktiv és antibakteridlis elemekkel adalékolt HAp
rétegeket fémes implantatumok feliletére. Az alkalmazott eljaras f6 elénye, hogy olcsé,
konnyen megvaldsithatd és léptékndvelhetd. A rétegek fizikai-kémiai tulajdonsagai
javithatok a impulzusos aram alkalmazasaval az egyendramu levalasztashoz képest, mivel
megfelel§ paraméterek Kkivalasztasaval a levalasztott részecskék mérete csdkkenthetd. Az
elektrokémiai eljards soran az elektrolit kalcium-nitratot tartalmazott, mint Ca forrast és
ammoénium-dihidrogén-foszfatot, mint foszfor forrast, valamint hidrogén-peroxidot a
hidrogénfejlédés visszaszoritasara. Tanulmanyoztam a levalasztasi paraméterek hatdsat a
rétegek fizikai, kémiai és bioldgiai tulajdonségaira, valamint morfoldgijara. A morfoldgiai
vizsgalatok alapjan a tiszta HAp rétegek foként tliszerd, hosszukas kristalyokbdl épultek fel,
azonban a nagyfrekvenciaju aramimpulzusokkal (500 Hz) levalasztott bevonatokban néhany
nagyobb, szabalytalanul Osszen6tt részecske is megfigyelhet6 volt. Ebben az esetben a
részecskék méreteloszlasa nem egyenletes és tag hatarok kdzott (100 nm — ~2 um) valtozott.
Ellenben a kisfrekvenciaval (90 Hz) levalasztott rétegeknél azt tapasztaltam, hogy a tliszer(
kristadlyok mérete kisebb, a méreteloszlasuk egyenletesebb. A kiterjedt kisérleti munka
alapjan igazolhatd, hogy a kisfrekvencidju aramimpulzusokkal levalasztott rétegek jobb,
egyenletesebb nanostrukturaval rendelkeztek.

Munkam soran a megfeleléen optimalizalt levalasztasi parameterekkel elséként sikeriilt olyan
HAp és ionokkal adalékolt HAp klasztereket ndveszteni az implantatum anyagra, amelyek
nem folytonosan fedték be a fellletet. A szerkezeti vizsgalatokkal igazoltam, hogy ezek a
nemfolytonos HAp klaszterek szabalytalan formaju, mintegy 100 um kiterjedést levalasok,
melyek vastagsdga 1-2 um kodzott mozgott. Sejtéletképessegi tesztekkel bizonyitottam, hogy
ezek a biokerdmia szigetek megndvelték az implantdtum biokompatibiltasat, kedvez6 hatassal
voltak a csontsejtek megtapadasara és novekedésere. Emellett, az el6allitott hidroxiapatit
klaszterek nagyon pordzus mikrostruktdraval rendelkeztek, ami hasonld a természetes csont
szerkezetéhez.

Az adalékol6 ionok rétegbe torténd beviteléhez tobbféle modszer kombinaciojat
alkalmaztam. Ezek a modszerek az elektrokémiai levalasztas valamint a megfelel6
oldatokban torténd aztatas, fellletre cseppentes és hdkezelés kombinacioja. Az eljarasok

soran alkalmazott oldatok megfelel§ koncentraciéban tartalmaztak bioaktiv Mg?*, Zn?* és
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Sr** jonokat valamint antibakteridlis Ag* ionokat. Az el6allitas soran optimalizaltam az
adalékold ionok koncentraciojat a rétegben annak érdekében, hogy az implantatum
biokompatibilitadsa javuljon. A rétegben jelenlevd eziist mennyiségét ugy allitottam be, hogy
az ne haladja meg az egészségugyi hatarértéket, ne fejtsen ki citotoxikus hatast a
csontsejtekre, viszont gatolja a karos baktériumok megtapadasat és ezéltal a biofilm
kialakulasat. Elemdsszetétel vizsgalatokkal kimutattam az adalékold ionok jelenlétét
mindegyik ionokkal adalékolt minta esetében. A rétegekben jelenlévd ionok pontos
koncentracidjat ICP-OES elemzéssel hatdroztuk meg, a mintdk salétromsavas feltarasat
kovetéen. A mérések kimutattak, hogy a csak elektrokémiai uton elGallitott, ionokkal
adalékolt HAp rétegben az adalékol6 ionok nagyobb szazalékban voltak jelen: 19,66 at% Zn
és 598 at% Ag, mig az elektrokémiai és felllet utokezelési eljardsok kombinaciojaval
el6allitott rétegben mar joval kisebb ardnyban voltak mérhetéek: 1,83-2,80 at% Mg, 0,45-
1,68 at% Sr, 1,06-1,64 at% Zn és mindéssze 0,12-0,18 at% Ag.

Az el6allitott rétegek  kristalyszerkezetének vizsgalataval és fazisosszetételének
meghatarozasaval igazoltam, hogy a bevonatok féként hidroxiapatitbdl épilnek fel. Az
elektrokémiai Gton el&allitott rétegben azonban egyéb fazisok is kimutathatdak voltak,
agymint monetit 20,1 m/m%, parascholzit 36,8 m/m% es fémes Ag 3,4 m/m% aranyban. A
nemfolytonosan levalasztott ionokkal adalékolt rétegekben azonban a adalékolo elemek
fazisai nem voltak kimutathatéak. Az FT-IR spektrumokon szintén csupén a kalcium-foszfat
asvany Osszetett anionos csoportjainak karakterisztikus abszorpcids csicsait figyelhettik meg
minden egyes minta esetében.

Tanulményoztam a nemfolytonosan levalasztott bevonatok korrézids tulajdonsagait,
lebomlésat szimulalt bioldgiai kdrnyezetben, mesterséges testfolyadékban (SBF). A kisérleti
eredmények megmutattak, hogy a mért korrdziés &ramok a bevonatok esetében
szisztematikusan nagyobbak voltak, mint az alapfém esetében. Potenciodinamikus gorbék
felvételével igazoltam, hogy az alapfém korréziés aramstir(isége volt a legkisebb, 150 nAcm™
kordli, és a bemeritési idével szinte alig valtozott. A HAp bevonat korr6ziés arama a
bemerités kezdeti iddszakaban enyhe ndvekedést mutatott, majd az 5. nap utan beéllt egy
viszonylag &llandé értékre, ami megkozelitéleg 350 nAcm™ volt. Az ionokkal adalékolt
rétegek esetében azonban a meért korrozids aramok mar joval nagyobbak voltak, mintegy 6-7-
szeresei az alapfém esetében mérteknek és id6ben névekvo tendenciat mutattak. Ez igazolta a
bevonatok megndvekedett korr6zids hajlamat, degradacidjat, és hogy oldddasi folyamatok

mentek végbe, melyek soran Ca?*, Sr**, Mg®* és Ag* ionok keriiltek az elektrolitba.
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A kisérleti munkam soran kifejlesztett rétegek bioldgiai hatékonysagat, biokompatibilitasat
MG-63 oszteoblaszt sejteken teszteltem. A biologiai vizsgalatok soran igazoltam, hogy a
nemfolytonosan levélasztott, ionokkal adalékolt HAp rétegek jelent6sen javitottak az
implantdtum biokompatibilitasat.

A sejteletképességi merések a nemfolytonos HAp és adHAp mintakon kimutattak, hogy a
(adHAp-1I és adHAp-11I) a legnagyobb, valamint hogy a sejtéletképességi értékek a két
kilonb6z6 mddszerrel készitett adHAp rétegnél nem mutattak statisztikailag szignifikans
kilénbséget. A sejttuléles mindkét adHAp minta eseten eléri, illetve meghaladja a 90%-ot a
kontrollmintahoz képest a kéthetes tenyesztés alatt. Ezek az értékek Kivetelesen jo
biokompatibilitasrél tandskodnak. Eredményként mintegy 20%-kal nagyobb sejttulélést
figyeltem meg az adHAp rétegeken mint a Ti6AI4V alapfémen két hét sejtndvesztés utan.
Azonban az elektrokémiai uton levalasztott adHAp-I rétegnél alacsony sejttulélést
tapasztaltam: a sejtéletképességi szazalék csak 23% volt az els6 nap utan és 18,5% a
harmadik napon. Ezzel igazoltam, hogy a réteg a benne lIév6 nagy mennyiségl Ag és Zn
tartalom miatt mar citotoxikus hatast fejtett ki a sejtekre.

Kiserleteim sordn LDH és ALP teszteket is végeztem a nemfolytonosan levalasztott HAp és
adHAp mintadkon. Az eredmenyek megndvekedett sejtszamot mutattak a HAp, adHAp-II és
adHAp-1Il mintdkon. Széazalékosan kifejezve a sejtszdm 32,8%-kal nagyobb volt a HAp
bevonatnal, 33%-kal az adHAp-I1 bevonatnal és 38,3%-kal az adHAp-111 bevonat esetében az
alapfeméhez képest egy hét sejtndvesztés utan. Emellett a HAp eés adHAp rétegekre (ltetett
sejtek ALP aktivitasa 25 - 30%-kal nagyobb volt, mint a bevonat nelkili alapfémre Ultetett
sejteké minden egyes vizsgalati id6pontban. Az is észrevehetd volt, hogy az ALP aktivitas
ndvekedett a tenyésztési idével.

Munkam soran sejtfestési teszteket is alkalmaztam az életkepes sejtek jel6lésére. A tesztek
nagyszamu él6 sejtet mutattak ki a HAp, adHAp-II és adHAp-111 nemfolytonos rétegeken. A
sejtek sdrdn, tobb rétegben néttek a mintak fellletén megfelel6 morfoldgiaval. Azonban az
adHAp-I minta esetén csak nagyszamu halott sejt és kevés él6 volt megfigyelhetd. Ezek az
eredmények igazoltak a sejtéletképességi tesztek eredmenyeit.

Az adHAp-1I és adHAp-1I1 mintdkon elvégzett antimikrobialis tesztek kimutattdk, hogy a
mintdk hatékonyak bizonyultak a kivalasztott baktériumtorzsekkel (Gram+ és Gram-)
szemben, amit a kortlottik kialakult gatlasi zona is mutatott. Azt tapasztaltuk, hogy a Gram+
S. Aureus baktériumtorzzsel szemben nagyobb gatlo hatést fejtett ki mindkét modszerrel

elGallitott ionokkal adalékolt HAp réteg, mint a Gram- E. coli baktériumtdrzzsel szemben.
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Munkam soran vizsgaltam az adalékolo ionok kioldodasat az adHAp-11 és adHAp-111 mintak
hosszU idejli SBF folyadékba torténd bemeritése utan. A méreseket ICP-OES késziilékkel
vegeztik. Az eredmények alapjan az dsszes adalékold elem kimutathatd volt az oldatban ppb
koncentréaci6tartomanyban. A kioldédott eziist mennyisége minddssze 13 ppb/cm? az adHAp-
1 és 19 ppb/cm? az adHAp-111 minta esetében, ami joval a toxicitési hatarérték alatti.

Eredményeimet 0sszegezve elmondhatd, hogy koérnyezetbarat és koltseghatékony
eljarasokkal el6allithatdak biokompatibilis és antibakterialis, pordzus, kuldénféle bioaktiv
ionokkal adalékolt hidroxiapatit nemfolytonos bevonatok, klaszterek a kereskedelmi
forgalomban hasznalt fémimplantatum feluleteken, akar ipari méretekben is. Az el6allitas
modja és paraméterei jelent6sen befolyasolhatjak a bevonat szerkezetét, fizikai-kémiai

jellemzdit és bioldgiai aktivitasat.
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7. SUMMARY

During my research, | successfully produced hydroxyapatite (HAp) and various HAp layers
doped with bioactive and antibacterial elements onto metallic implants using pulse current
electrochemical deposition (using low and high frequency current impulses) and appropriate
surface post-treatment. The main advantage of the novel, developed method is its simpleness
and inexpensiveness. Moreover, this method is easy to implement and scale-up. The physico-
chemical properties of the HAp layers can be improved by applying pulse current compared
to the DC deposition, since the size of the deposited particles can be reduced by selecting the
appropriate parameters. In the electrochemical process, the electrolyte contained calcium
nitrate as calcium source and ammonium dihydrogen phosphate as phosphorous source and
hydrogen peroxide to suppress hydrogen evolution. | studied the effect of the deposition
parameters on the properties and morphology of the layers. Based on the morphological
studies, the pure HAp layers consisted mainly of needle-like, elongated crystals, but the
coatings prepared with high frequency pulses (500 Hz) contained some larger irregularly
adherent particles as well. In this case, the particle size distribution was not uniform and it
ranged between wide limits (100 nm — ~2 um). However, in the case of HAp layers deposited
with low frequency (90 Hz) current pulses, it has been found that the needle-like crystals
have a smaller size and their size distribution is more uniform. Based on the large number of
experimental work, it can be noticed that the layers deposited by low frequency current
impulses have better, more uniform nanostructures.

During the course of my research, as a novelty, | have grown HAp clusters and multi-element
doped HAp clusters onto the surface of implant material. These clusters did not cover the
surface continuously. The elemental composition study demonstrated that these non-
continuous HAp clusters were irregularly shaped, approximately 100 um large deposits with
thickness of 1-2 um. These novel bioceramic islands increased the biocompatibility of the
implant and had a beneficial effect on the adhesion and growth of bone cells. In addition, the
produced hydroxyapatite clusters had a highly porous microstructure, similar to that of the
natural bone structure.

In order to dope the HAp layers with different bioactive and antibacterial elements, a
combination of different preparation methods was used and | compared their efficacy. These
methods are a combination of pulse current electrochemical deposition as well as soaking in

the appropriate solutions, dripping sufficient amount of solution onto the sample surface and
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additional heat treatment. The solutions used in the processes contained bioactive Mg?*, Zn*
and Sr** ijons and antibacterial Ag* ions at an optimized concentration. During production, |
optimized the concentration of doping ions within the layer to improve the biocompatibility
of the implant.

The amount of silver present in the layer was adjusted properly so that it did not exceed the
toxic level, did not cause any cytotoxic effect to bone cells, but still inhibited the adherence
of harmful bacteria and thus the formation of a biofilm. I confirmed the presence of doping
elements in each multi-element doped sample by EDX elemental analysis. The exact
concentration of the ions present in the layers was determined by ICP-OES analysis after
dissolving the coatings in nitric acid solution. I demonstrated that the multi-element modified
adHAp-1 layer prepared only electrochemically represented a higher percentage of doping
elements, such as 19.66 at% Zn and 5.98 at% Ag while in the case of adHAp-11 and adHAp-
111 samples (prepared by the combination of electrochemical deposition and surface post-
treatments) the ratio of doping elements was much smaller within the coatings: 1.83-2.80 at%
Mg, 0.45-1.68 at% Sr, 1.06-1.64 at% Zn and only 0.12-0.18 at% Ag.

The crystalline structure and phase composition of the developed layers were tested by XRD
measurements. The XRD patterns showed that the coatings mainly consisted of
hydroxyapatite. However, in the electrochemically prepared layer, other phases were also
detected, such as monetite 20.1 w/w%, parascholzite 36.8 w/w %, and metallic Ag 3.4 w/w%.
In the adHAp-II and adHAp-I1I layers, the phases of dopant elements were not detectable
owing to their low concentrations. In the FT-IR spectra, only the characteristic absorption
peaks of the complex anionic groups of calcium phosphate were observed for each sample.

| studied the corrosion properties of non-continuous coatings and their degradation in a
simulated biological environment, simulated body fluid (SBF). The experimental results
showed that the measured corrosion currents in the coatings were systematically larger than
in the case of uncoated metal. Based on the potentiodynamic curves, the corrosion current
density of substrate material was the smallest (around 150 nAcm™) and it hardly changed
over immersion time. The corrosion current of the HAp coating showed a slight increase in
the initial period of immersion and then reached a relatively constant value (~350 nAcm™)
after 5 days. However, for multi-element doped layers, the measured corrosion currents were
much larger, approximately 6-7 times higher than that for substrate material and showed
time-increasing tendency. This also proved the increased proneness to corrosion and that
degradation and dissolution processes occurred in the coatings during which Ca?*, Sr**, Mg?*

and Ag" ions got dissolved into the electrolyte.
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The biological efficacy and biocompatibility of the developed layers were tested on MG-63
osteoblast cells. In the course of the studies, it has been proved that the non-continuous,
multi-element doped HAp clusters significantly improved the biocompatibility of the implant.
Cell viability measurements on HAp and adHAp samples showed that the cell survival rate at
each test period was the highest on non-continuous multi-element-modified HAp layers and
that cell viability values of adHAp-II and adHAp-111 samples did not show statistically
significant difference. Cell survival on both adHAp samples exceeds 90% compared to the
control group over two weeks of cell culture. These values proved the exceptionally good
biocompatibility of adHAp-II and adHAp-I1l samples. Moreover, about 20% better cell
survival was observed on non-continuous adHAp clusers than on the Ti6Al4V substrate after
two weeks of cell growth. However, the electrochemically deposited adHAp-I layer exhibited
low cell survival: the cell survival rate was only 23% after the first day and 18.5% on the
third day. This result indicated that the layer had a cytotoxic effect on the cells due to the
large amount of Ag and Zn content within the thicker coating.

I performed LDH and ALP assays on the non-continuous HAp and adHAp samples. Results
showed an increased cell amount on HAp, adHAp-II and adHAp-I11 samples. In percentage
terms, the cell count was 32.8% higher for the HAp coating, 33% for the adHAp-II coating,
and 38.3% for the adHAp-111 coating compared to the substrate metal after one week of cell
growth. In addition, the ALP activity of cells seeded on HAp and adHAp layers was 25-30%
higher than those seeded on uncoated substrate at each test time. It is also noteworthy that
ALP activity increased with culture time.

During my research, | applied cell staining tests to mark viable cells. Tests showed a large
number of live cells on non-continuous HAp, adHAp-11, and adHAp-11I clusters. Cells were
densely grown in multiple layers on the surface of the samples with normal morphology.
However, in the case of adHAp-I, only a large number of dead cells and a few living cells
could be observed. These results were in good agreement with the results of cell survival
tests.

Antibacterial tests on adHAp-II and adHAp-IIl samples showed that the samples were
effective against selected bacterial strains (Gram+ and Gram-), which was demonstrated by
the formed inhibition zone around the samples. It has been found that both types of multi-
element doped HAp clusters had greater inhibitory effect against Gram+ (S. Aureus) strain
than against the Gram- (E. coli) strain.

I also investigated the dissolution of dopant ions after long-term immersion of adHAp-II and

adHAp-I11 samples into SBF solution. Measurements were performed with ICP-OES. Based
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SUMMARY

on the results, all doping elements were detected in the solution in ppb concentration range.
The amount of silver released was only 13 ppb/cm? for adHAp-11 and 19 ppb/cm? for the
adHAp-111 sample which was below the toxicity limit.

Summarizing the results, | can state that biocompatible and antimicrobial, porous, non-
continuous hydroxyapatite clusters doped with various bioactive ions can be deposited onto
commercially available metal implant surfaces by using environmentally friendly and cost -
effective methods, even at industrial level. Methods and parameters of preparation procedures
can significantly influence the structure, physico-chemical properties and biological activity

of the coatings.
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M.1. Tablazat: Ti6Al4V alapfém valamint a nemfolytonos HAp és adHAp bevonatok impedancia adatainak fittelt eredményei. A merések

nyitott aramkari potencidlon torténtek, SBF oldatban, 37 °C-on kilénb6z6 bemeritési idok utan.

nap Rs CPEcoat n Reoat CPEg n Ret CPEq, n Rep P
(Qcm?) | (UFcm™s"™Y) (Qcm?) | (uFem™s"Y) (kQ cm?) | (uFem™s"Y) (Qcm?) | (x107)

1 32 39,7 0,85 402 54 0,91 5546 - - - 4,9

> 5 44 30,5 0,85 596 56 0,93 2676 - - - 53
E 10 36 33,6 0,86 554 67 0,92 3768 - - - 3,0
'Iq—_D 15 27 34,1 0,85 536 71 0,95 4028 - - - 2,5
20 31 32,4 0,89 521 66 0,95 6578 - - - 2,6

1 24 1616 0,60 290 198 0,83 910 445 0,59 949 8,2

5 32 1409 0,63 310 216 0,84 1554 490 0,60 790 1,6

<=f_;:. 10 41 1526 0,55 313 214 0,84 950 486 0,62 1010 1,8
T 15 44 1310 0,53 324 198 0,85 894 480 0,61 1162 0,9
20 39 1318 0,54 319 143 0,85 884 477 0,64 1169 3,5

1 25 1245 0,60 216 287 0,83 662 1032 0,59 145 4,6

— 5 31 916 0,61 278 211 0,83 655 1145 0.55 257 3,8
S:L 10 33 927 0,56 255 217 0,84 590 997 0,55 254 3,7
:Ié 15 35 1030 0,55 285 235 0,85 449 1110 0,52 237 51
20 40 1066 0,55 281 242 0,85 410 1038 0,52 239 4,9
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adHAp-111

1 45 794 0,62 167 311 0,83 722 921 0.56 176 3,4
5 49 785 0,62 221 320 0,84 690 785 0,55 269 7,2
10 36 892 0,61 245 296 0,84 557 810 0,55 182 3,5
15 51 1034 0,60 230 307 0,85 491 850 0,54 168 0,4
20 43 1086 0,60 214 345 0,84 455 793 0,53 147 0,9
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