SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
KORNYEZETTUDOMANYI ENERGIATUDOMANYI KUTATOKOZPONT
DOKTORI ISKOLA

BIOKOMPATIBILIS ES ANTIBAKTERIALIS BIOKERAMIA
BEVONATOK ELOALLITASA ES JELLEMZESE

Doktori (Ph.D) Ertekezés Tézisei

Készitette:
Furkd Monika
okleveles vegyész

Témavezeto:
Dr. Balazsi Csaba
Tudomanyos Tanacsado (MTA-EK)

Kdérnyezettudoméanyi Doktori Iskola Vékonyrétegfizika Laboratérium
Alkalmazott és Kérnyezetkémiai Tanszék Mdiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet
Természettudomanyi és Informatikai Kar Energiatudoméanyi Kutatokézpont

Szegedi Tudoményegyetem Magyar Tudoményos Akadémia
Szeged Budapest

2018






1. ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

Napjainkban, az ortopediai sebészetben leggyakrabban hasznalt implantatum anyagok a Ti
Otvozetek, mivel kivalo mechanikai, kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek és mindemellett a
fellletikon képz6d6 stabil, kompakt oxidrétegnek koszonhetéen a korrdzidallosaguk is
kivalo. Az egyik legnagyobb héatranyuk azonban az, hogy a baktériumok kdnnyen
megtapadnak és elszaporodnak a fellletikon, mikdzben dgynevezett biofilm képzddik. Ez
konnyen okozhat elfert6zédeseket es az implantatum kilokodését is eldidézheti az beultetést
kdvetben. Ezenkivil a titan alapu 6tvozetek bioinert tulajdonsaguak, azonban nem tekintheték
tokéletesen  biokompatibilisnek. A  biokompatibilitds javitdsa eérdekében kilonféle
feluletkezel6 mddszerek és bevonatok alkalmazasa ajanlott. Erre a célra legmegfelelébb a
hidroxiapatit (HAp) bevonatok kialakitasa. A hidroxiapatit széleskériien alkalmazhaté anyag
mind a fogaszatban, mind az ortopédiai sebészetben, mivel nagyon j6 oszteokonduktiv
tulajdonséggal bir. A maésik nagy elénye a HAp bevonatoknak, hogy az anyag kémiai
tulajdonsagai és kristalyszerkezete nagyon hasonldé az emberi csontokat is alkotd asvanyi
anyagokéhoz, igy alkalmassa teszi az implantatumokat a csontszovet potlasara, valamint a
csont Ujjaépitésére. Gyakran eléfordul azonban, hogy a HAp bevonat is kedvezd taptalajt
szolgaltat a baktériumok szamara. Koztudott, hogy napjainkban is sulyos, meég mindig
megoldasra varo problémat jelentenek az implantacié utani elfert6z6dések. A fert6zddések
kovetkeztében kilok6dd implantatumok miatt szamos rekonstrukcidos mdtétre van sziikség,
ami egyebek mellett jelent6s anyagi megterhelés is az egészségugyi ellatorendszereknek.
Ennek kikiliszobolésére célszer(i és hasznos megoldas az antibakterialis komponenseket és
egyeb bioaktiv elemeket, vegyileteket is tartalmaz6 HAp bevonatok Kkialakitdsa az
implantatumok  felliletén. Korabbi kutatasok kimutattdk, hogy kilonféle szervetlen
antibakterialis anyagok, igymint ezlst-, cink-, réz- és egyeb fémionok, részecskék beépitése a
bevonatba sokkal hatékonyabb, mint barmilyen maés antibakterialis kezelés, mivel a
baktériumok konnyen toleranssa valhatnak az antibiotikumokkal szemben. A szervetlen
vegyuletekkel szemben azonban a baktériumok intoleransak, mivel azok mas
hatasmechanizmussal miikodnek. Elmondhaté még, hogy az eziist, kiilonosen az Ag® ion,
rendkivil széles spektrum( antibakteridlis anyag még egészen kis koncentracidban is.
Ugyanakkor toxikus hatdsa az €él6 sejtekre megfelel6 koncentracioban alkalmazva
csokkenthet6. A kiolddédd antibakterialis ezist megakadalyozza a karos baktériumok
megtelepedését az implantatum fellletén, mig a bioaktiv ionok (Zn, Mg, Sr) részt vesznek a
csontsejtek kialakulasaban és elGsegitik életfolyamataikat, metabolizmusukat.



A megfeleléen biokompatibilis, antibakterialis valamint biolégiailag lebomld bevonatok
kialakitasa az implantdtum fellletén nagy jelentéségl és fontos fejlesztési teriilet az
orvostechnologiaban.

Vilagszerte intenziv kutatds folyik biokompatibilis kalcium-foszfat alapu biokeramia
bevonatok fejlesztésere, melyekben sokféle technoldgiat, modszert, alapanyagot es
adalékanyagot hasznalnak. Ezekhez a kutatdsokhoz kapcsolodva a doktori munkam
celkitlizése olyan, tobbféle ionnal adalékolt kalcium-foszfat biokeramia bevonatok kialakitasa
és komplex jellemzése, amelyek (i) nagymeértékben javitjak az alapfem biokompatibilitasat,
(if) antibakteridlis tulajdonsaguknak koszonhet6en csokkentik az operaciot kovetd
elfert6z6dés veszélyét, (iii) el6segitik a csontsejtek megtapadasat és ndvekedését az
implantdtumon és (iv) bioldgiailag lebomlanak. A munkam soran a bevonatokat impulzus
aramu elektrokémiai levalasztds, valamint megfelel6 oldatokkal torténé utdlagos
feluletkezelés kombinacidjaval allitottam el6. A rétegek szerkezetét pasztazo
elektronmikroszképpal (SEM) /  transzmisszios  elektronmikroszképpal — (TEM),
energiadiszperziv rontgensugaras spektroszkopiaval (EDX), rontgendiffrakcioval (XRD)
valamint Fourier transzforméaciés infravords spektroszkopiaval (FT-IR) vizsgaltuk.
Keresztmetszeti felvételeket készitettlink fokuszalt ionnyalab segitségevel (SEM-FIB). A
rétegek  korrozios  viselkedését  komplex  elektrokémiai  meérésekkel,  Ggymint
potenciodinamikus gorbék felvételével és elektrokémiai impedancia spektroszkopiaval (EIS)
kovettik nyomon mesterseges testfolyadékban (SBF). A rétegek pontos elemdsszetételét
spektroszkopiaval (ICP-OES) hataroztuk meg. Emellett a rétegek biokompatibilitasat MG-63
oszteoblaszt jellegli sejteken és az antibakteridlis hatast egy Gram - és egy Gram +

baktériumon teszteltik.



2. KISERLETI RESZ

Kiserleti munkam soran a bevonatokat impulzusos &rammal, standard kételektrodos
elektrokemiai cellaban allitottam el6, az implantdtum anyagot kapcsolva katodként, mig
anodként platina drétot hasznéltam. Az impulzusos aramot aramgenerator szolgaltatta
négyszoghullamok formajaban kulénb6zd impulzushosszakkal (t,.) és arammentes (txi)
id6kkel milliszekundumos nagysagrendben. Az impulzusos elektrokémiai levalasztas nagy
elénye, hogy az arammentes id6szak alatt a kationok a katdd kdzvetlen felszinénél a.n.
HKilrult” térségbe tudnak diffundalni, ezzel visszallitva a fémionok koncentrécidjat az
eredeti erték kdzelébe, igy az elektrolitnak van ideje regeneralodni.

A hidroxiapatit fazis (Caio(PO4)s(OH),) sztéchiometriai képletébdl lathatd, hogy a Ca/P arany
1,67, ezért az elektrolitban a Ca forrés és P forras aranyat hasonloképpen valasztottam meg és
allitottam be. Ennek megfeleléen a HAp réteg levalasztasara szolgélo elektrolit 115,6 g/L
Ca(NO3),.4H,0-0t és 33,30 g/L (NH4)H,PO4-ot valamint 10 ml/L 30%-0s H,0,-ot
tartalmazott. A hidrogén-peroxid szerepe az oldatban a hidrogéngaz fejlédésének
visszaszoritasa, valamint elegendé mennyiségi hidroxidion generalasa. A hidroxiapatit réteg
kicsapodasahoz elegendéen magas pH érték (jellemz6en 11 feletti) szlkséges a katdd
kdzvetlen kornyezetében. A levélasztas soran az oldatot er6teljesen kevertettem fiithetd
magneses keverével és 70 °C allanddé hémérsekleten tartottam. Az alapelektrolit pH-ja 4,0 és
4,5 kozott valtozott. A kalcium-foszfat levalasztasara két kiilonbdz6 eljarast hasznaltam. Az
egyik modszer esetén az arammentes iddszak (tyi) és az &ramimpulzusok idétartama (tpe) 5 ms
(nagyfrekvencias aramimpulzusok) és a cstcsaramsir(iség (j) 400 mA/cm? 10 perces
levalasztasi idovel (HAp-I). Ennél a modszernél a levalasztott rétegek vastagsaga 25-50 um
kozott valtozott. A masik modszernél alkalmazott paraméterek: tpe=1ms, txi= 10 ms ésj;=5
Alcm?, 3 masodperces levalasztasi id6vel (HAp-11). Ebben az esetben sokkal vékonyabb,
nemfolytonos rétegeket tudtam eldallitani. A levalasztott kalcium-foszfat klaszterek
vastagsaga jellemzéen 1-2 um. Levalasztas utan a mintakat 1M NaOH oldattal kezeltem 70
°C-on 2 oran keresztil, hogy a hidroxiapatit fazis kialakuljon.

Az ionokkal adalékolt hidroxiapatit rétegek (adHAp) el6allitasahoz harom kilénbdzd
modszert hasznéltam annak érdekében, hogy tanulmanyozzam az elektrolit dsszetételének és a
levalasztas paramétereinek hatasat a réteg fizikai, kémiai tulajdonsagaira, valamint
biokompatibilitasara.

Az elsé modszer szerint (adHAp-1) az elektrolit 6sszetétele g/L-ben: Ca(NO3),.4H,0 — 115,6,
(NH4)H2PO,4 — 33,30, AgNO3 — 0,85, Zn(NO3),.6H,O — 1,48 és 10 ml/L H,O, (30%); a



levalasztasi paraméterek: tpe = 5 ms, ti = 5 ms és j, = 400 mA/cm?, 10 perc levalasztasi idével.
Ezeket a rétegeket tovabbi felulet-utdkezelés nelkil vizsgaltuk.

A masodik modszer esetén (adHAp-11) az alkalmazott elektrolit dsszetétele a kovetkez6 (g/L-
ben): Ca(NOs3),.4H,0 — 115,6, (NH4)H,PO, — 33,30, Mg(NO3), — 2,56, Sr(NO3), — 2,10
valamint 10 mL/L H,0, (30%), mig a levalasztasi paraméterek: tpe= 1 ms, txi= 10 ms és j,=5
Alcm?, 3 masodperc levélasztasi idével. Ebben az esetben a mintakat 0,01 M Zn(NO3),-0t és
0,0025 M AgNOs-ot tartalmazé oldatban aztattam 24 6ran keresztil kbzvetlenil a levalasztas
utan, majd 1 M NaOH oldatban 70 °C-on 2 6raig és végul 150 °C-on fél éran at hdkezeltem.
A harmadik moddszer esetén (adHAp-1I1) el6szor tiszta HAp réteget valasztottam le a
kovetkez6 paraméterekkel: toe =1 ms, ti =10 ms és j, =5 Alcm?, 3 mésodperc levélasztasi
idével. Majd kozvetlenul levalasztas utan a kovetkezd felllet-utdkezelést alkalmaztam: a
mintadkat 0,01 M Zn(NOg3),, 0,01 M Mg(NOg3),, 0,01 M Sr(NOs), és 0,0025 M AgNOs-ot
tartalmazo oldatban aztattam 24 oran at, ezutan 1 M NaOH oldattal kezeltem 70 °C-on 2 0rén
keresztul, végil 150 °C-on fél 6ran at hékezeltem.

A mintdk atfogd jellemzésére tobbféle analitikai mddszert alkalmaztam. Az elemdsszetétel
szerkezetét és szemcseméretét SEM es TEM mérésekkel vizsgaltuk, a rétegek vastagsaganak
meghatarozasahoz fokuszalt ionsugar (FIB) segitségével néhany mikron mélységl arkot
vagtunk a rétegbe és a mintat elforditva az arok falat SEM-mel vizsgaltuk. A mintak
kristalyszerkezetét, fazisosszetételét XRD mérésekkel elemeztik, valamint a kalcium-foszfat
asvanyban elGforduld dsszetett anionos csoportok karakterisztikus abszorpcios csucsait FT-IR
mérésekkel azonositottuk. A bevonatok korrézidjat potenciodinamikus gorbék felvételével és
EIS-szel kovettiik nyomon. Az SBF oldatban torténé hosszu idejli (30 nap) aztatas utan
A mintak biokompatibilitasat sejtéletképességi tesztekkel vizsgaltuk, WST-1 (4-[3-(4-
jodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzén-diszulfonat) és WST-8 (2-(2-metoxi-
4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-diszulfofenil)-2H-tetrazolium  natriumsdja)  reagensek
segitségével, valamint egyéb, a biotechnoldgiai terlleten széleskorlien elterjedt, kereskedelmi
forgalomban lev6 biologiai tesztekkel, dgymint laktat-dehidrogendz (LDH), alkalikus
foszfataz (ALP), valamint a sejtek fluoreszcens festésével (Ggymint Live/Dead és
Calcein/DAPI sejtfestés, Osteolmage festés, ami a mineralizalodd csontsejtek altal
kivalasztott hidroxiapatitot festi meg fluoreszcens zéld szinre).



3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

T1. Sikeresen allitottam el6 nanoméret(i részecskékbdl felépild hidroxiapatit (HAp) és
tébbféle, bioaktiv es antibakterialis hatasu ionokkal adalékolt hidroxiapatit (adHAp)
rétegeket orvosi implantdtumok fellletére egy Gjfajta, kombinalt modszer segitseégével,
amely az impulzusos &ramu elektrokémiai levalasztasbol és a levalasztott réteg megfeleld
utokezelésebdl all.

1. SEM méresekkel igazoltam, hogy az Ujfajta modszerrel elGallitott bevonatok
adHAp rétegek porusaiban, nagyon kis oldhatdsagu részecskék forméajaban kicsapddva
talalhatok meg, pehelyszer(i agglomeratumok formajaban. Az EDX mérések igazoltak
az adalékionok jelenlétét az adHAp bevonatokban. [P1, P2, P4, P5]

2. Az XRD mérések alapjan igazoltam, hogy a rétegben a kalcium-foszfat nagy részben
hidroxiapatit fazisként van jelen. A tisztdn elektrokémiai Gton el6allitott adHAp
bevonat azonban tartalmazott egyéb fazisokat is, ugymint monetitet (CaHPQO,) és
parascholzitot (CaZn,(PO4),.2H,0), valamint fémes ezustét is. [P1, P2, P4]

T2. Els6ként alakitottam ki nemfolytonos, bioaktiv és antibakteriélis ionokkal adalékolt,
porozus, a természetes csontehoz hasonldé szerkezeti adHAp bevonatot fémes
implantatumokra.
1. SEM elemtérkép segitségével kimutattam, hogy az optimalizalt paraméterekkel
levalasztott bevonatok szigetesen valtak le a felliletre. Megallapitottam, hogy ezek a
szigetek szabalytalan formajuak, 1-2 um vastagok és néhany 100 um Kiterjedés(ek,

valamint a bevonat mikrostruktiraja nagyon porézus. [P5]

T3. Korrozids tesztek elvégzésével bebizonyitottam, hogy a Kkifejlesztett bevonat
biologiailag lebomlé.

1. Potenciodinamikus gorbék és EIS mérések segitsegével igazoltam, hogy a HAp és
adHAp bevonatok korrdzios sebessége minden esetben nagyobb, mint a Ti6Al4V
hordoz6é. Ez az eredmény igazolja, hogy a korrdzids tesztek soran, illetve fizioldgiai
oldatokba torténé meritéskor oldodasi folyamatok mennek végbe. Megallapitottam,
hogy féként az adalékelemek valamint a kalcium-foszfat oldddasa kovetkezik be,
kiilénbdz6 sebességgel. [P1, P2, P4, P5]



2. lgazoltam, hogy az ezlst-, cink-, stroncium- és magneziumionok kis koncentracidban
(ppb) kimutathatéak voltak a kalcium és a foszfor mellett az SBF oldatokban, az
adHAp nemfolytonosan bevont mintak hosszu ideji &ztatasa utan. [P5]

T4. lgazoltam, hogy a nemfolytonos adHAp bevonatok jobb biokompatibilitassal
rendelkeztek mind a Ti6Al4V hordozonal mind a tiszta HAp bevonatnal és
antibakterialis hatast is kifejtettek.

1. Kimutattam, hogy a legjobb biokompatibilitdssal a szigetesen kialakitott adHAp
bevonatok rendelkeztek. A sejtéletképességi vizsgalatok, a laktat-dehidrogenaz (LDH)
és alkalikus foszfatdz (ALP) tesztek szisztematikusan nagyobb értékeket mutattak,
mint a tiszta HAp és az alapfém esetén. Emellett, a sejtéletképességi vizsgalatok
alapjan bizonyitottam, hogy az adHAp mintdkon mért sejtszam elérte a
kontrollmintanal (amikor csak az MG-63 csonsejtek novekedtek a sejttenyeszté
talkakban) kapottak 90%-at két hét sejttenyésztés utan, ami nagyon jo
biokompatibilitast jelent. [P4, P5]

2. A nemfolytonos adHAp bevonatokon ndvesztett MG-63 sejteken elvégzett
mutattak a mintak feluletén. [P4, P5]

3. A Gram+ (S Aureus) és Gram- (E. coli) baktériumokon elvégzett antibakterialis
tesztek segitségével kimutattam, hogy megfelel6 mérték( gatlé hatas jelentkezett a
vizsgalt baktériumokkal szemben az ionokkal adalékolt adHAp rétegeknél, mig a nem
adalékolt HAp rétegnél nem volt tapasztalhato gatld hatas. Kimutattam, hogy a mintak
a Gram+ baktériumtorzzsel szemben hatasosabbnak bizonyultak, mint a Gram-

torzzsel szemben.
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