Zarojelentés

A 76181-es szamui OTKA projekt keretében 1) szerkezetii bioaktiv nanohidroxiapatit
alapi biokeramidkat és hibridkompozitokat éllitottunk el6. A nanohidroxiapatit porok és
kompozitok el6allitasi technoldgidjat optimalizaltuk. Szerkezeti és morfoldgiai vizsgalatokat
végeztiink, in-vitro és in-vivo tesztekkel bizonyitottuk a nanohidroxiapatit kivalod
bioaktivitasat és csontpotld implantditumként valé alkalmassagat.

A nano-hidroxiapatit (nHA) porok szintézisét természetes alapanyagokbdl (tojashéj és
tengeri kagyl6) kiindulva mechanokémiai modszerek segitségével végeztik. A porok
szerkezeti és  morfologiai  jellegzeteségeit  rontgendiffrakcié  (XRD), pasztdzo
elektronmikroszképia (SEM) és infravoros spektroszkopia (FTIR) segitségével vizsgaltuk. Az
XRD mérések azt mutattdk, hogy adott kiinduldsi anyag (tojdshéj vagy kagyl6héj) és adott
malom (bolygé vagy attritor) esetében nem tapasztalhato eltérés a végtermék szerkezete €s
morfoldgidja kozott. Megdllapitottuk, hogy az attritoros mintdknil mar hdkezelés nélkiil is
kialakultak a nHA kristdlyok, mig a bolygémalmos mintdndl ez a folyamat a 800°C-on kezelt
mintdndl kezdddik el. A hdkezeletlen bolygémalmos mintdkndl a kalcium-hidroxid és
kalcium-hidrogénfoszfdt mellett a foszforsav kristdlyok taldlhatok meg jelentOs
mennyiségben. 600°C-on az Osszes mintandl megfigyelhetd az addig nem kimutathaté

kalcium-karbonat vonalainak az intenzitas novekedése.

Pésztaz6 elektonmikroszkdpos felvételek: tojashéjbdl késziilt nHA attritorozas (a) és hokezelés utan (b).

Tojashéjbol késziilt nHA bolygémalmozas (c) és hdkezelés utan (d).



A bolygémalmos mintdndl kalcium-oxid is kialakul, mik6zben az eddigi anyagok mennyisége
csokken. 600°C folott gyakorlatilag nincs krisztallografiai kiilonbség az adott moddszerrel
késziilt mintdk kozott, csak nHA-bol és trikalcium-foszfatbdl allnak, amelynek ardnya a
hémérséklet novekedésével (900°C-ig) az nHA kristalyképzodés felé tolodik el.

Az infravoros spektroszképiai vizsgédlatok is hasonlé eredményeket mutattak. Mar
hokezelés nélkiil is kialakult a karbonatdlt hidroxiapatit fazis. A karbonat COsz a POy helyére
szubsztitualt (B-tipusu karbonat, tetraéderes elhelyezkedésben). Kis mennyiségben jelen van
még CaCOs és CaO is. Feliileti -OH is jelen van, valészinlileg a CaO-ra adszorbedl. A
spektrumban még az alkohol sdvjai is latszanak. Hevitve 600°C-on kialakul egy, a bioldgiai
apatihoz hasonl6 fazis (gyengén kristdlyos karbonatdlt nHA), majd tovabb hevitve egy jol
kristalyosodott nHA képzddik. Hevitéssel a karbonat-tartalom csokken ugyan, de nem tlnik el
teljesen (mint pl. a csont esetében), sét - hevités hatdsiara - az nHA-ban az -OH helyekre is
szubsztitudl a karbonit. Elmondhaté tehdt, hogy a természetes csont anyagéhoz
nagymértékben hasonld karbondt gyokoket is tartalmazé nHA-t sikeriilt 1étrehozni. Ez az
anyag az EDS mérések alapjan még magnézium nyomelemet is tartalmaz, amely segithet az

osteoporozitas (csontritkulds) megeldzésében.
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Rontgendiffrakcids és infravorosspektroszkopia felvételek: tojashéjbol késziilt nHA attritorozds (EA) és

hokezelés utan (EA_900).

A kélciumfoszfat alapu biokerdmidk mellett, a hagyomanyosan magashdmérsékleti
keramidnak tekintett, de az dj irodalmi és klinikai vizsgalatok alapjan potencidlis implantatum
anyagaként is elfogadott sziliciumnitrid nanokompozitokat is bevontuk a kutatdsba. Por6zus
és tomor sziliciumnitrid kerdmidkat allitottunk eld kiilonféle szinterelési technikdkkal. A
gaznyomdsu szinterelést (GPS, jellemz6 paraméterek: 1600-1700°C, 0-30 perc hontartas, 1-20
bar nitrogen vagy argon gdznyomds,) és a meleg izosztatikus préselést (HIP, jellemzd

paraméterek: 1700°C, 1-3 6ra hontartds, 200 bar nitrogen vagy argon gaznyomads) a Kerdmia



és Nanokompozitok osztalyan végeztiik el (MTA-TTK-MFA). A porézus vagy teljesen tomor
mikrostruktira (porozitds, szerkezet, morfoldgia) kialakitdsat karbon hozzdaddsaval vagy a
szinterelési paraméterek valtoztatdsaval végeztiik el.

- GPS technolégidval elédllitott porézus sziliciumnitrid néhany jellemzdje:

0-11% nyilt porozitas egyidejii 0,9-2,5% zart porozitds, alfa (és kevés béta) sziliciumnitrid,
cirkéniumoxid szovetszerkezettel

- GPS technoldgiaval eldéllitott CNT-t tartalmazé kompozittestek néhdny jellemzdje:
Latsz6lagos stiriség: 1.9-3,17 g/em3, valddi test stirliség: 3,17-3,2 g/cm3, rugalmassigi
modulusz: 46-212 GPa, négy pontos szilardsdg: 99-441 MPa, harom pontos szildrdsag: 120-
606 MPa, alfa és béta sziliciumnitrid, cirkdniumoxid szovetszerkezettel.

- HIP technolégidval eldallitott CNT-t tartalmaz6 kompoztitestek néhany jellemzdje:
Latsz6lagos slrliség: 1,8-3,32 g/cm3, valddi test stirliség: 3,29-3,32 g/cm3, rugalmassagi
modulusz: 42-229 GPa, négy pontos szilardsdg: 99-524 MPa, harom pontos szildrdsag: 110-
716 MPa, béta sziliciumnitrid, cirkéniumoxid szdvetszerkezettel.

A kerdmidk és kompozitok elddllitdsdhoz sziikséges porelokészitési folyamatok,

keverés, Orlés, szaritas, préselés szintén az MTA-TTK-MFA poreldkészito laboraiban tortént.
Az el6dllitds sordn kovettilk a szerkezeti jellemzok (porozitds, kristdlyosodds, morfoldgia,
Osszetétel) valtozdsait. Rontgendiffrakcié (XRD), pésztazéelektronmikroszképia (SEM),
transzmisszids elektronmikroszképia (TEM), stirliségmérés, mechanikai tesztek (modulusz,
szilardsdg, keménység) és elektromos vizsgédlatok segitségével a kompozittestek komplex
jellemzését végeztiik el.
Megallapitottuk, hogy a nagyhatékonysagu attritoros Orléssel késziilt pormintdk, a kezdeti 1
mikométeres szemcsékbdl elddllt 300 nm-es szemcsékkel jellemezhetdk, és ez 1ényegesen
meggyorsitotta a szinterelés kozbeni alfa-béta fazisatalakulast. Feltartuk a karbon nanocsovel
adalékolt mintdk szerkezetét. A SEM €s TEM mikroszkopidval végzett lokélis vizsgélatokkal
megallapitottuk, hogy a karbon nanocsovek (CNT) a sziliciumnitrid szemcsékben, a
porozitdsokban €s a szemcsehatdrokon foglalnak helyet. Kisszogli neutronszorassal (SANS)
az irodalomban el0szOr vizsgédltuk a (CNT) tombi eloszlasat. Modelleink szerint a CNT-k
halészertien korbefonjdk a sziliciumnitrid szemcséket. A perkolaciés kiiszob feletti CNT-t
tartalmaz6é kompozitok fajlagos elektromos vezetoképessége akar 700 S/m-t is elérheti (10t%
CNT adalékolds esetében). Azt reméljiik, hogy az elektromosan vezetd szubsztrit alkalmas
lehet elektromos impulzusokkal stimuldlt sejtndvesztésre.

A porézus és tomor szén nanocsoveket is tartalmaz6 sziliciumnitrid kompozittesteket a

pragai fizioldgiai intézetében (Bacakova etal.) in-vitro biokompatibilitasi teszteknek vetettiik



ald. Az eredmények igen biztatéak és azt mutatjak, hogy az altalunk eldallitott sziliciumnitrid
mintdk (Si3N4-CNT és oxidalt Si3N4-CNTox -900°C, 4 6ra) feliiletén hasonlé mennyiségii sejt
(humédn MG-63) telepiil meg, mint a referencia polisztirén (PS és PS1) mintin és

életképességiiket is megdrzik.
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600000 -
500000 -
400000 -

300000 -

cells/cm?

200000 -

100000

0
Si3N4-CNTox Si3N4-CNT PS1 PS

anyag

‘Déssz sejtszam m életképes sejtszam ‘

In vitro kisérletek MG-63 sejtkultiraval.

A munkatervben szerpeltetett célkitizéseknek megfeleléen electrospinning-gel
(elektrosztatikus fonds) nHA-biopolimer hibridkompozitokat allitottunk eld arc-, szdjsebészeti
és ortopédiai célokra. Celluléz acetat, poli-kaprolakton (PCL), ecetsav, etanol és izo-propil
alkohol segitségével szabalyozni tudjuk az elektromos fondssal eldallitott szalak morfologidjat

és a nHA szemcsék agglomeraciojat.

' Ca

Pé4sztaz6 elektronmikroszképos és energiadiszperziv spektroszkdpiai szondaval késziilt felvételek

optimadlt, acetone-propanol-celluléz acetate-nHa hibridszélak.
A kisérletek alapjdn levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy az aceton-izopropanolos

mintak minden tekintetben feliillmaltak az aceton-ecetsav olddszerrel késziilt mintakat. Az



atlagos szalatmérd bar valamivel nagyobb, de sokkal kisebb a szérdsa. Az nHA diszperzidja a
CA szalakban egyenletes mind méretben, mind lokdlis eloszlasban. A polimercsomé (bead)
képzO6dés minimalis, nincsenek agglomeraciok. A mintdkban kimutathaté a tojashéjban is
megtaldlhaté magnézium nyomelem, amely a bioldgiai kisérletek sordn a csontnovekedéshez
sziikséges ionforrasként szolgalt.

Azt tapasztaltuk, hogy szalas hibrid-kompozitok feliiletén a csontsejtek jol
megtapadnak és terjednek. A biokompatibilitds teszteket a Stony Brook Egyetemen (Gouma
etal.), Lawrence Berkeley National Laboratory-ban és a West Virginia Egyetem Patoldgiai
Intézetében MTA-NSF projekt keretében egyiittmiikodo kollégak segitségével végeztiik.

A pasztizé elektronmikroszkopds felvételek alapjan az nHA szemcsék atlagos
szemcsemérete 35 nm a folyamatos 300 nm-es vastagsdgu cellul6z acetat (CA) szdlakon és
homogén eloszlast mutat. A hibrid kompozit graftokat 30 percig 70%-os etanolban
sterilizaltdk és huméan SaOS-2 oszteoblaszt sejtkultirat alkalmaztak a 14 napos in vitro
vizsgalatokhoz. A sejtek megtapadasat, differencialoddsat és funkciondlis aktivitasat alkali-
foszfatdz (ALP) mérésekkel értékeltiik. Az ALP mérések altaldnosan elfogadottak a sejtek
csontképzésre vald alkalmassagianak kifejezésére. A nano-graftok pozitiv eredményeket
mutattak a humdan csontsejtek jelenlétében. A hetedik nap utdn az nHA-t tartalmaz6 nano-
graftok esetében a vizsgalt sejtek ALP aktivitdsa jelentdsen megndtt.

ALP Assay Results
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A hibridkompozit nano-graftok ALP aktivitdsa (baloldali kép). Oszteoblaszt sejtek megtapadasa CA
szalakon (a) és CA-nHA szalakon (b,c) (jobboldali kép).

Az in vitro megfigyelések sordn elektronmikroszképos vizsgalatokat is végeztiink a
sejtek megtapaddsdnak, novekedésének €s terjedésének vizsgdlatira, valamint a sejt-szdlak
kozotti kapcsolat jellemzésére. Megfigyeléseink bizonyitottdk, hogy a CA-nHA szilas

nanograftok esetében a sejtek tobb széllal is kapcsolatba Iéptek és a polimerszdlak mentén



novekedésnek indultak. Az nHA szemcsék a legtobb esetben a sejtek szélein figyelhetok meg.
Ez a tény is azt bizonyitja, hogy az nHA szemcsék aktivan vesznek részt a sejtek
elterjedésében. A sejtek megkapaszkodnak az nHA klaszterekben és a hibridszdlak mentén
novekednek. Az in vitro kisérletek egyértelmiien bizonyitjak az nHA sejtbioldgiai hatdsat. Az
alabbi elektronmikroszkdépos felvétel egyértelmiien mutatja a CA és a CA-nHA hibridszalak
kozotti kiillonbséget. A CA szdlakon novesztett sejt dtlagos mérete 8.5+1.4 um és gombszerii
morfol6gidt mutat. Az oszteoblasztok a CA szdlak keskenyebb részén és jellemzden csak egy
CA szdlon foglalnak helyet. Ezzel ellentétben az nHA-t is tartalmazé (10m% nHA) CA
hibridkompozit szédlak esetén az oszteoblasztok tobb szdllal és nHA klaszterrel érintkezve,
azokban megkapaszkodva laposan kiteriilnek, terjednek és novekednek.

A tojashéjbol elballitott nHA bioaktivitdsanak vizsgélatit a koreai Hallym Egyetem,
Gangneung-Wonju Egyetem Szdj és Arcsebészeti osztdly és a Kyongpook Egyetem
Biokémiai és Sejtbiologiai Egyetem munkatarsaival végeztiik. Az Uj-zelandi tipusd nyulakban
elvégzett kisérletekben az nHA graft kivalo bioaktivitist mutatott €s lényegesen tobb

csontregeneraciot, ujcsontképzddést generdlt a nem kezelt koponyadefektushoz viszonyitva.

a

referencia). b) 8 hét utdni szovettani eredmény: az nHA adagolds hatdsdra jol ldthatéan kialakul6 tijcsont

szigetek.

Minden mérhetd paraméter a U-CT analizis sordn azt mutatta, hogy az nHA graftot
tartalmazd csoport szignifikdnsan nagyobb értékeket eredményezett, gy 4, mint a 8 hetes
vizsgalatok alatt a kontroll csoportokhoz viszonyitva (p<0.05). Figyelembe véve azt a tényt,
hogy a tojashéj egy olcso kiinduldsi anyag, az abbdl készitett nHA kivél6 kalciumforrds lehet
a csontpotlasban és csontrekonstrukcidk sordn. A tojashéjbol eldéllitott nHA a kereskedelmi
nHA-val Osszehasonlitva is kivdlé bioaktivitdst mutatott. 8 hét in vivo vizsgdlat utdn a

szovettani mérések 27.50% ujcsont képzddést mutattak a kontroll csoportban, 38.62 % -ot a



"oz

kereskedelmi referencia mintdban és 41.99 % -et a tojashéjbdl elddllitott nHA csoportban. A
kereskedelmi minta nem hozott szignifikdns kiilonbséget a kontroll —mintaval

Osszehasonlitasban, ellentétben az nHA-val.

8 hét utdni szovettani vizsgalat a kereskedelmi és a tojdshéjbdl eldallitott nHA dsszehasonlitdsa. A)
nHA tojashéjbdl (marker: 200 0 m). B, Kereskedelmi nHA (marker: 200 pm). C, A regeneralt 4j csont kitolti
a defektus minden részét és a remanens nHA beépiil az djcsontba (marker: 50 pm). D, a kereskedelmi nHA

megorzi eredeti gomb alakjart és nem alakul at Gj csonttd (marker: 50 wm).

Cirkéniumoxid matrixd €s nano-hidroxiapatit (nHA) tartalmd, illetve karbon nanocsé (CNT)
és nHA kompozitokat allitunk elé gyorsszinterelés (spark plasma sintering (SPS)) mddszerrel,
illetve levegdn torténd hokezelésekkel. A nagysebességli szinterelési technoldgia szakmai
indokldsa egy uj tipusu szinterelési technika (SPS-spark plasma sintering, FAST — gyors
szinterelés) alkalmazdsdn alapszik, amellyel 4j tulajdonsidgid nanoszerkezetli kompozittestek
allithatok el6. A mindossze néhany perces felflitésen alapuld technoldgia amellett, hogy
kikiiszoboli az eddigi szinterelési eljardsok hdatranyait (tdlzott szemcsendvekedés és a
nanoszerkezet megsziinése, a nanocsovek degradécidja, eltlinése) lehetdvé teszi a szinterelés
alatt  lejatsz6dé  folyamatok  (fazisitalakulds,  kristdlyosodds, szemcsendvekedés)
szétvélasztdsit és e folyamatok ©Ondll6 tanulmanyozdsit, valamint a nanoszerkezet
megorzését. Az SPS kiséreleteket az Isztambuli Miegyetemen, Sumimoto, Dr. Sinter SPS
berendezéssel végeztiikk (Cinar etal). A kompozitok szerkezeti és mechanikai vizsgélataival
kimutattuk, hogy az eldéllitott kompozitok hajlité szildardsdga 100-150MPa koz€ tehetd, ami

az emberi csontra (femur) jellemz6 érték.



A Semmelweis Egyetem kutatéival (Lacza etal.) egyiittmikodésben elvégeztiik a
szinterelt graftok in vitro és in vivo vizsgdlatit. Az in vitro vizsgilatok célja a humén
csontveldi Ossejtek (hBMSC) kitapaddsa szempontjdbol legalkalmasabb graft kivalasztasa
volt, amely mint feliiletkezel6 anyag alkalmas lehet pl: protézisek bevondsakor. Az in vivo
kisérletek célja, annak vizsgalata, hogyan valdsithat6 meg az in vitro eredmények alapjan
kivalasztott graftok beépiilési képességének, tehat ondllé graftként vald alkalmassdganak
vizsgdlata patkdny csigolya csontdefektus modellben valé alkalmazasa. Eldzetes
eredményeink azt mutatjdk, hogy az in vivo esetben, a poritott formdban alkalmazott
karbontartalmu graft a tisztdn hidroxiapatit tartalmihoz €s a kontrollhoz hasonlé mértékben
novelte az osteoblast aktivitdst, tehat a szén nanocs6 hozzdaddsa nem javitja a mdr

alkalmazott nHA graftok beépiilési képességét.
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Szinterelt majd poritott graftok patkdny csigolya in vivo NANOSPECT-CT vizsgdlata és oszteoblaszt
aktivitasanak kiértékelése nHA (1.graft) és nHA-CNT (6. graft) estében.

In vitro kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy az nHA tartalom csokkentése és ZrO, ezzel
egyidejii  novelése nem eredményezett kiilonbséget a sejtek kitapaddsdban és
proliferacidjdban. Azonban, a tobbrétegli szén nanocsé hozzdaddsa a magas nHA tartalmu
grafthoz szignifikdnsan novelte a kitapad6 sejtek proliferdcigjat. Mivel a szén nanocsO
tartalmi nHA grafton gyorsabb a csontveldi Ossejtek proliferdci6ja, mint a tisztan
hidroxiapatit tartalmtakon, ezért ortopédiai protézisek bevondsa esetén azokndl alkalmasabb

lehet.



1.graft

6.graft

In vitro oszteoblaszt sejtkitapadési vizsgalat nHA (1.graft) és nHA-CNT (6. graft) szinterelt graftok estében.

Az implantatumok kisérleti megvalositdsa elsé 1€péseként, a projekthez kapcsoldédd
TDK munka keretében a femur 3D modellezését is elvégeztiik. A femurt epiphysis és
diaphysis régidkra osztva kiilonb6z0 anyagjellemzoket bedllitva vizsgéltuk a normadl jards
soran fellépd terhelésre adott reakcidkat. Az eredmények kiértékelése soran megfigyelhetiik,
az er0k hatdsara torténd elmozduldsokat és meghatdroztuk a terhelések mely teriileteken
okoznak veszélyes fesziiltségeket. Ezek az ismeretek egy implantitum kifejlesztése sordn

nélkiilozhetetlenek.
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Fesziiltségmezdk a femurban kiilonb6z6 anyagmodellek alapjan.

65 MPa vagy magasabb az implantdtum hajlit6 szildrdsdga.

A femur diaphysis egy részének gyorsprototipus (RP) technolégidban hasznélatos
anyaggal torténd helyettesitése elOrevetiti az alkalmazni kivant anyag tulajdonsdgainak
kovetelményeit. Ezek az eredmények tovabb segithetik az implantitum anyagok
kifejlesztését. Megéllapitottuk, hogy az implantditumok geometriai kialakitdsa fontos szerepet

jatszik az implantitum beillesztésekor és hasznalatakor kialakul6 fesziiltségekre nézve. A



feltételezett traumatoldgiai sériilés geometridjanak figyelembevételével, végeselem mddszer
(VEM) segitségével €s egy ujonnan kifejlesztett nano-HAp-ot tartalmazé polimer segitségével
kialakithat6 olyan implantitum, amely a csont anyagdhoz hasonlé tulajdonsdgokkal
rendelkezik, megfeleld geometridju és eredményesen segiti a csont regeneracidjat, mikdzben
nem okoz inflamdciot, ezért eltavolitasara illetve cseréjére nincs sziikség.

A jovoben folytatjuk az eddigiekben kifejlesztett kompozitok tulajdonsagainak
javitasat, vagy legaldbbis ezekkel Osszemérhetd paraméterekkel rendelkezd, ugyanakkor
konnyebben kezelhetd, olcsébban elddllithatd €s megbizhaté mechanikai tulajdonsdgokkal

jellemezhetd, stabil, biokompatibilis kerdmia matrixd kompozitok kifejlesztését.

A kutatasi téma népszeriisitése, hazai és nemzetkozi elismertsége

A kutatasi téméarol riportfilmek késziiltek: 2009 februar 31-1 Géniusz miisorban (M1 és M2)
és m2-tévémiisorban (Tojdshéjbdl csontszovet 2010 aprilis 12).

A kutatds témadjaban 40 kozlemény jelent meg (ebbdl 14 tudomanyos folydiratban- 11 impakt
faktoros kozlemény-, 4 konyvfejezet jelent meg €s tobb mint 50 eldadéds (ebbdl 10 meghivott)
hangzott el.

A kutatas témdjaban 3 nemzetkozi szimpdziumot rendeztiink:

- EMRS FALL Meeting 2009 keretében szimpdzium szervezése, Symposium F: Novel
bio&chemosensing materials for health, safety and security applications, tobb mint 51
szakértd részvételével.

- EU-Korea Workshop ,,BIOMATERIALS: NOVEL CONCEPTS AND APPLICATIONS”,
Budapest, 2010.10.14, 15-20 £6 részvételével.

- Hungary-Korea Seminar, Gangneung-Wonju University, Dentistry School, 2010.11.29,
Gangneung, Dél-Korea., 20 0 részvételével.

A kutatési témaban 2 TDK I helyezést, egy OTDK II helyezést, és két OTDK dicséretet is
szereztiink (2010 és 2011-ben Té6th Mihély és Kulcsar Imre).

Az MTA-MFA Nyidri iskola keretében, a témdban Ferenc Katalin kozépiskolds didk
megjelentetett egy kozleményt (Elet és Tudomany LXV, 37. szdm, 2010).



