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1. Roviditések

3D harom dimenzi6 (three diemnsional)
ABS akrilnitril-butadién-sztirol
ALD atomréteg lerakddas (atomic layer deposition)

Anti PLA antibakterialis politejsav (antibacterial polylactic acid)

ATR csillapitott teljes visszaverddés (attenuated total reflection)

BAPA bisz(aminopropil)-amin (bis(aminopropyl)amine)

BJ kotéanyag kilovellés (binder jetting)

CaCo-2 bél adenokarcinoma 2 (colon adenocarcinoma 2)

CCD toltéshez kapcsolt eszkoz (charge-coupled device)

csii folyamatos szubkutan inzulin infazi6 (continuous cubcutaneous insulin
enfusion)

DLP digitalis fényvezérlés (digital light processing)

DMD digitalis mikrotiikor eszkoz (digital micromirror device)

DMEM Dulbecco altal modositott Eagle médium (Dulbecco’s modified eagle medium)
DSC differencialis pasztazo kalorimetria (differential scanning calorimetry)

ECACC europai sejtkultara gylijtemény (European Collection of Authenticated Cell
Cultures)

ED etilén-diamin (ethylene diamine)

EDS energiadiszperziv spektrometria (energy dispersive spectrometry)

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EVA etilénvinilacetat

FBS magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum)

FDA Amerikai gyogyszeriigyi hatosag (Food and Drug Administration)

FE-SEM téremisszios pasztazd elektronmikroszkop (field emission scanning electron
microscopy)

FDM raolvasztasos modszer (fused deposition modeling)

FFF szalhtizasos technologia (fused filament fabrication)

FTIR Fourier transzformacids infravords spektroszkopia (Fourier transform infrared
spectroscopy)

GMP helyes eldallitasi gyakorlat (good manufacturing practice)



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

HME forr6 olvadék extrudalas (hot melt extrusion)
IDDS parenteralis gyogyszeres implantatumok (implantable drug delivery systems)
ISO Nemzetkozi  Szabvanyiigyi Szervezet (International Organization of

Standardization)

LDH laktat dehidrogenéz

LOM réteges gyartas (laminated object manufacturing)

microCT mikro komputertomografia ( micro computed tomography)

MJ anyagkilovellés (material jetting)

MRI magnesesrezonancia vizsgalat (magnetic resonance imaging)

MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid (3-(4,5-Dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)
NMePrN N-metil-1,3-propan-diamin (N-methyl-1,3-propanediamine)
NPEGN 2,2’-etiléndioxi-dietilamin (2,2 (ethylenedioxy)diethylamine)

OGYEI Orszagos Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet

PALS pozitron annihilacios élettartam spektroszkopia (positron annihilation lifetime
spectroscopy)

PBS foszfat pufferelt s6oldat (phosphate buffered saline)

PCL polikaprolakton

PET polietilén-tereftalat (polyethylene terephthalate)

PETG polietilén-tereftalat-glikol (polyethylene terephthalate glycol)

Ph. Eur. Eurdpai Gyogyszerkonyv

Ph. Hg. Magyar Gyogyszerkdnyv

PLA politejsav (polylactic acid)

PLS legkisebb négyzetek (partial least squares)

PMMA polimetil-metakrilat (poly(methyl methacrylate))

p-Ps pozitronium harmasallapot (pozitronium triplet state)

RPMI Roswell Park Emlékintézet (Roswell Park Memorial Institute)

RT-CES valos ideji sejt elektronikus érzékeld (real-time cell electronic sensing)

Rz felszini egyenetlenség atlagos mérete (average depth of roughness parameter)

SBF szimulalt testfolyadék (simulated body fluid)

SD szoras érték (standard deviation)

SLA sztereolitografia (stereolithography apparatus)

7
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SLS szelektiv 1ézer szinterezés (selective laser sintering)

stl standard tesszellacios nyelv (standard tessellation language)
TET trictilén-tetramin (triethylenetetramine)

TG termogravimetria (thermogravimetry)

TPU termoplasztikus poliuretan (thermoplastic polyurethane)
Tris tris(2-aminoetil)-amin (tris(2-aminoethyl) amine)
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2. Bevezetés

A 3D nyomtatds az utdbbi néhany évtized egyik legmodernebb gyartastechnologiai
eljarasava noétte ki magat. Szamos teriileten, igy az épitészetben, az élelmiszeriparban és az
egészségligyben is széles korben alkalmazhato.

A technologia gyors fejlodésével a fogyasztoi tarsadalom szamara is megfizethetové valtak
anyomtatok, igy akar a sajat otthonunkban is alkalmazhatjuk. Vannak kifejezetten a fogyasztok
szamara Kifejlesztett, olcson elérhetd, otthon Osszeszerelhetd valtozatok is. A nyomtatashoz
sziikséges stl fajlok pedig szamos weboldalrdl ingyenesen letdlthetok. [1]

Az épitbdiparban komplett hazszerkezetek is eléallithatok igy, amely egy olcsé alternativat
biztosithat a hagyomanyos épitkezési modszerrel szemben. Specialis,nagyméretli nyomtatokkal
helyben vagy gyartohelyiségben is torténhet a gyartas, majd a 3D nyomtatott részek kés6bbi
Osszeszerelésével fel is épithetd egy haz. [2]

Az élelmiszeriparban szamos Otlettel alltak el6 ennek a modern technikanak
azalkalmazasara, a kutatok szerint lehetséges az élelmiszerek nyomtatasa iS. A modszer
Iényege, hogy tavolrdl is elérhetd lenne a 3D nyomtatd példaul szamitogéprol vagy telefonrol,
igy a nyomtatast az okos eszkoziinkr6l elinditva kész lehetne a vacsorank, mire hazaérnénk. Az
Uripar szdmdra is megoldast kindlhat a nemzetkozi Urallomasokon torténd élelmiszer
gyartasara. [3] Egy kutatocsoport példaul a sziikséges alapanyagokbol 3D nyomtatassal allitott
el6 csokoladét figyelembe véve a reologiai megfeleléséget. [4]

A természettudomanyok, azon beliil a kémiai tudomanyok teriiletén is szamos felhasznalasi
teriilete van a 3D nyomtatasnak. A kiilonbdz0 szintézisfolyamatok automatikusan vezérelhetok
példaul robot technika segitségével.[5] Glatzel és szerzétarsai ramutatnak arra, hogy ezzel a
technologiaval eldallitott antibakterialis tesztek nagymértékben segithetik a kutatok munkajat
¢s 0j laboratoriumi protokollok kialakulasat is. [6]

Az egészségligyi felhasznélast az irodalmi attekintés szakaszban fogom részletezni a
sz¢éleskort alkalmazhatosag miatt, de fontosnak tartom megemliteni a munkank alapjat képezo
két kiemelkedd gondolatot. Az egyik az elsd 3D nyomtatassal eldallitott gyogyszerkészitmény
(Spritam®) engedélyezése. A masik pedig a személyre szabottgyogyszerelés fontossaga, mivel
a kutatasunk célja egyéni gyogyszerleadd rendszerek eldallitdsa és az alkalmazhatdsag
feltérképezése.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban évente 30 milli6 darab magisztralis
gyogyszerkészitményt készitenek, kezdve az egyedi izesitésii folyékony gyogyszerformaktol a

tetrakainos nyalokakon 4t, egészen az egyedileg eldallitott szilard gydgyszerlead6 rendszerekig
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crer

beteg sziikségleteinek megfeleléen tudunk eldallitani gyodgyszerkészitményeket, igy
novelhetjiik a hatékonysagukat és a paciensek egyiittmiikodési képességét is, ugyanakkor
csokkenthetjiik az alkalmazott hatbanyag mennyiségét és minimalizalhatjuk az esetleges
mellékhatasok kialakulasat. [8] A 3D nyomtatasi technoldgia alkalmazasa alternativ mod lehet
a hatékony, személyre szabott hatdéanyag leadd rendszerek gyors elballitasara. [9] Az
egészségiigyl szakszemélyzet a komplex, személyre szabott gyogyszerhordozo rendszert az

egyén sziikségleteinek megfeleléen, egy relative olcso gyartasi eljarassal készitheti el. [10]

10
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3. Irodalmi attekintés

3.1. 3D nyomtatas
3.1.1. Elméleti alapok

A 3D nyomtatasi eljaras Iényegében egy Osszefoglald név és szdmos szinonimaja van, ilyen
a gyors prototipizalas, szilard anyag mentes gyartas és az additiv gyartas.

Maga a nyomtatas digitalis tervrajz alapjan rétegrol-rétegre torténd eljarast jelent. Az els6
1€pés a tervezés, amely sordn 3D tervezd programokban (példaul Rhinoceros, Google Sketchup)
a kivant mintat digitalisan megtervezik, mely eredményeképpen egy stl fajlformatumot kapunk.
Ezt az stl fajlformatumot a 3D nyomtatohoz tartozo szoftver mar képes értelmezni. Ezekben a
programokban torténhet meg a mintak paramétereinek végsé meghatarozasa példaul méret,
kitoltottségi szazalék, stb. A nyomtatasi paraméterek beallitasa is itt torténik meg. Ha a
nyomtatds soran sziikségesek kiegészitd részek ahhoz, hogy biztositsuk a megfeleld
megtamasztast, azt a program automatikusan felismeri. Ezek a tamasztékok a nyomtatast
kovetden manudlisan eltavolithatoak. Ezen folyamat soran egy gcode fajlformatumot kapunk,
melyet a 3D nyomtaté mar tud kezelni. Az utolso 1épésben torténik maga a nyomtatas. [11]

A 3D nyomtatas egy automatizalt, alacsony izemeltetési koltségii gyartas, mellyel komplex,
egyénre szabott termékek allithatdak eld. Ezaltal biztosithatd a megfeleld gyogyszeradagolas
egy komplex gyogyszerleaddo rendszerben, amely koévetkeztében ndhet az adherencia, a

gyogyszerbiztonsag és a beteg egyiittmiikodési készsége. [9]

3.1.2. Tipusai
Szamos kiilonbozd tipusa létezik a 3D nyomtatasnak, melyek mitkddési elviik alapjan

csoportokba sorolhatdak, azon beliil pedig a megszilarditas alapjan alcsoportokra oszthatok. (1.

tablazat)
3D nyomtatas Miikodési elv Megszilarditas Példa
csoportositasa alapja
Kédas Lézerrel Sztereolitografia
fotopolimerizacié megszilarditott (SLA,
rendszer Stereolithography
apparatus)

11
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Visszaver6do Digitalis
1ézerrel fényvezérlés
megszilarditott (DLP, Digital light
rendszer processing)
Anyag extriizid Talcéan torténd Szalhtizésos
lehtilés altal technologia (FDM,
szilardul meg Fused deposition
modeling)
Anyag kilovellés UV fénnyel Anyagkilovellés
torténd (MJ, Material
megszilarditas jetting)
Koétdanyag Koétdanyag altal Kotdanyag
kilovellés szilardul meg kilovellés (BJ,
binder jetting)
Poragy Lézerrel Szelektiv 1ézer
Osszeolvasztas Osszeolvasztott szinterezés (SLS,
rendszer Selective laser
sintering)
Savos rétegzdés Lézerrel Réteges gyartas
Osszeolvasztott (LOM, Laminated
rendszer object
manufacturing)
1. tablazat — A 3D nyomtatas csoportositdsa. A csoportositds miitkodési elv

alapjan tortént, bizonyos tipusok pedig alcsoportokra oszthatoak attdl fliggden,
hogy a minta megszilarditasa hogyan torténik. Mindegyik csoportra egy-egy példat

is megadtam magyar és angol névvel egyarant.

Sztereolitografia (SLA, Stereolithography apparatus) soran a fényérzékeny
folyadékgyanta fels6 rétegét UV fénnyel vilagitjdk meg, mely hatasara megtorténik a
polimerizacio. A folyadékgyantaba egy mozgé talca meriil, erre a talcara torténik az ujabb és
ujabb rétegek kialakitasa. Ha elkésziil a termék, eltavolitjak a felesleges gyantat és az esetleges
tamasztékokat. Az SLA nyomtatas elényei hogy, nagy nyomtatasi pontossaggal és magas
felbontassal rendelkezik, a termék felszine sima és magas mindség, relative elég gyors és olcsod

maga a berendezés. Néhany hatranyt is figyelembe kell venniink, igy az alapanyagok

12
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dragasagat, a megfeleld folyadékgyanta eltavolitast, illetve a minden esetben sziikséges
tisztitasi 1épést. [12]

A digitalis fényvezérlés (DLP, Digital light processing) miikddési elve nagyban hasonlit
az SLA-hoz, a kiilonbség az, hogy az UV fényt eldszor egy digitalis mikrotiikorre (digital
micromirror device, DMD) iranyitjak, ami innen tiikr6z6dik a fényérzékeny alapanyag
felszinére, igy még tovabb csokkentve az eldallitasi idétartamot. [13]

Szalhuzasos technologia vagy raolvasztasos modszer (FFF, Fused filament fabrication
vagy FDM, Fused deposition modeling) soran polimerbdl késziilt filament tekercset
alkalmazunk, mely a nyomtatofejben hé hatasara megolvad, igy egy polimer olvadékot kapunk,
amibdl kialakitjuk a rétegeket a talcan. Az altalam vizsgalt mintak is ilyen modszerrel keriiltek

eloallitasra. (1.abra) [14]

Filament tekercs
s T {lament szal
«— —

&=

Futott nyomtatofej

Futott talca

g!
1. dbra - A széalhtizas elvén miik6dd 3D nyomtato vazlata

Az anyagkilovellésen (MJ, Material jetting) alapulo eljaras soran fotopolimert vagy viaszt,
cseppek forméjaban adagoljadk a nyomtatofejbdl, ami az UV fény besugarzasat kdvetden
szilardul meg a talcan, igy megkapva a kivant terméket. A moddszer nagy elénye, hogy
szimultdn tobb nyomtatofejet lehet haszndlni, igy egyszerre tobb alapanyagbodl eldallitva
kapunk egy komplex tulajdonsagokkal rendelkez6 terméket. Azonban ez az egyik legdragabb
3D nyomtatasi technoldgia. [15]

A kotéanyag kilovellés (BJ, Binder jetting) esetén, egy talcaban talalhato a por alapanyag,
melyre kiilonboz6 fuvokakbol juttatjak ra a megolvasztott kdtGanyagot a minta egy rétegének
kialakitasara, majd a talca folyamatos siillyedésével lehetové valik a rétegrol-rétegre torténd
eldallitas. Fémnyomtatésra is alkalmazhato ez az eljaréds, de a nyomtatasi pontossag novelése

érdekében még tovabbi fejlesztések sziikségesek.[16]
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Szelektiv 1ézer szinterezés (SLS, Selective laser sintering) soran a talcan por forméaban
talalhatd meg a polimerrészecskékbol allo alapanyag, melyet adott rétegben megolvasztanak és
rétegekben vald szinterezéssel, 1ézer segitségével szildrditanak meg. A mar kialakitott részre
ujabb réteg port visznek fel, megolvasztjdk és megszilarditjak, igy felépitve a kivant terméket.
A nyomtatast kovetéen a megmaradd portol pedig megtisztitjdk a mintat. Ezzel a gyartasi
technologiaval kiemelkedd az eldallitas mindsége és tartds termékeket kaphatunk. [17]

Réteges gyartas (LOM, Laminated object manufacturing) esetében egy polimer alapu
foliat specialis pengével vagy lézerrel vagnak méretre rétegrol-rétegre, igy eldallitva a harom
dimenzio6s terméket. [18]

A korabban részletezett tipusok mindegyike hasznalhat6 polimerekkel, de ezen feliil
szamos eljaras 1étezik fémnyomtatasra is, mely nem képezi részét a disszertaciomnak. A 3D
nyomtatasi modszer kivalasztasakor figyelembe kell venniink az alapanyag ¢és a hatdanyag
tulajdonsagait, az elérhetd technologiat, a nyomtatast kvetden esetlegesen felmeriild 1épéseket,

a nyomtatasi tulajdonsagokat és a sziikséges nyomtatasi mindséget. [19]

3.1.3. Korlatozo tényezok

A 3D nyomtatasi technologiak nagy része nem egészségiigyi eldallitasra lett kifejlesztve,
igy szamos korlatozo tényezével kell szamolnunk. Bizonyos nyomtatd berendezések mint
példaul az SLS még mindig nagyon koltségesek. Bar ez egy viszonylag gyors eldallitasi
lehetdség, jelenleg nem képes az ipari méretii tablettdzogépek termelékenységével felvenni a
versenyt. A nyomtatast kovetden sziikséges utomunkalatok pedig lelassithatjdk a mintdk
eléallitasi idejét, példaul SLS, SLA és BJ nyomtatas soran.

A 3D nyomtatott termékek fizikai megjelenése nagyon eltérd lehet a valasztott nyomtatasi
eljarastol fiiggben. Bizonyos nyomtatisi modszerek egyenetlen vagy rogos felszint
eredményezhetnek, amely nem elfogadhatd gyogyszerleado rendszerek eldallitasakor. A nem
megfeleld felszin, nem megfelel6 hatdanyagfelszabadulast eredményezhet, ami a beteg
egyiittmiikodési készségének csokkenését vonhatja maga utan. A poragy alapi nyomtatas soran
pedig megvaltozhat a minta mechanikai er6ssége, ami magas torékenységhez és Kkis
keménységhez vezethet. [20]

A hatdanyag stabilitasat tobb tényez0 is befolyasolhatja, igy a 1ézerek vagy nagy energiaju
berendezések hasznélata, melyek a hatdéanyag esetleges bomlasat okozhatjak. Szamos eljaras
soran hasznalnak folyadékgyantat, kiilonb6zo olddszereket, kereszt-kotddésti polimereket,
melyek mind-mind befolyasolhatjak a hatéanyag fizikai, kémiai tulajdonsagait vagy akar a

felszabadulasat. Az alkalmazott hatdéanyagoknak stabilnak kell lenniiik a nyomtatas soran, ami
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nagy hdstabilitast (akdr 270 °C), kiilonb6zé oldoszerekkel szembeni ¢és térhal6sodo
polimerekkel valo stabilitast és UV fénnyel szembeni stabilitasat jelent. [11] Tovabba néhany
nyomtatasi modszer, igy az SLA és SLS olyan alapanyagokat hasznal fel, amelyek egészségre
gyakorolt komplex hatasa ismeretlen. A legtobb engedélyezett folyadékgyantanak és
fotopolimerizacios iniciatornak lehet karos, esetleg karcinogén hatasa, amely akadalyozhatja
ezen technologidk alkalmazasat gydgyszerleadd rendszerek eldallitasara. Az esetleges karos
hatasok miatt is kiemelkedéen fontos a biokompatibilitas vizsgalata, melyet a GMP is
megkovetel, mivel a készitmény nem engedélyezhetd, ha barmilyen toxikus hatassal
rendelkezik. [20]

3.1.4. Alkalmazhatosag

A 3D nyomtatési technikdnak szamos alkalmazhatdsagi teriilete van az egészségligyben,
amelyeket a teljesség igénye nélkiil foglalok 6ssze, mivel hetente jelennek meg Gjabb és Gjabb
neves publikaciok, melyek megjelenését a koronavirus jarvany még inkabb felgyorsitotta.

Az orvostudomanyban a 3D nyomtatds szamos teriileten eldsegitheti a kutatok ¢és az
orvosok munkdjat. Az eldallitott termékek tdmogathatjdk a személyre szabott orvoslas és
terapia fejlodését, elterjedését. [21] A 3D nyomtatas az orvosi teriileteken az anatomiailag
megfeleld prototipusok megtervezésére iranyul, kiilonféle képalkotd technikdk példaul
magnesesrezonancia  vizsgalat (MRI), komputertomografia (CT) stb. képeinek
felhasznalasaval. Ezekkel a modszerekkel kapott felvételeket atalakitjdk a 3D nyomtatd
szamara értelmezhetd fajlformatumokka és igy torténik meg az anatdmiai mintdk nyomtatasa
polimerekbdl. [22] Ez az innovativ mddszer a kiilonb6z6 miitéteket megel6zben is jelentds
potencialt hordoz magaban, hiszen a beteg adott szerve kinyomtathatdé milanyagbol, melyet az
orvos ¢€s a stabja tud elemezni a beavatkozas eldtt, igy megkonnyitve a munkajukat és javitva a
mitéti kimenetelt. Az egyetemi oktatas részeként is kitlinden alkalmazhatdé a kiilonb6zd
gyakorlatok keretein beliil, példdul az anatémiai struktirdk elemzéséhez, egy paciens
esetismertetéséhez vagy a miitéti protokollok gyakorlasahoz.

A sebészetben nagy hatékonysaggal alkalmazhatéak anatomiai modellek, sebészeti sinek
¢és sablonok, ontdmintdk és polimer implantdtumok eldallitdsara, melyek nagy segitséget
nyUjthatnak a komplex anatomia/morfologia megértésében, testreszabott implantatumok
létrehozasaban vagy miitéti folyamatok soran torténd egyedi minta tervezésben. [23]

A fogészat teriiletén is széleskorti a felhasznaldsa. 3D nyomtatassal eldallithatok tobbek

kozott furovezetok fogaszati implantaitumok beiiltetéséhez, modellek fogpdtlashoz,
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fogszabalyozashoz ¢és miutéthez, beiiltetésre szant fogaszati implantaitumok, valamint
implantatumok és fogak helyreallitasahoz sziikséges vazak. [24]

Az ortopédiai miitéteknél kiemelkedd jelentdségilinek bizonyultak az anatomiai modellek,
melyeket széleskortien lehet felhasznalni és 0j lehetdségeket nyitottak meg a betegellatas
teriiletén. A miitéti beavatkozasok soran legfoképpen a csipOprotézis beiiltetésnél, illetve a
koponya rekonstrukciés mitéteknél alkalmazzak. Nagy eldnye, hogy elésegiti a miitét
tervezését, a mitét folyamatat és igy novelheti a miitét sikerességét. [25]

Az elsé 3D nyomtatéassal eldallitott alsé allkapocscsontot 2012-ben egy 83 éves holgynek
iiltették be Hollandiaban. Az elééllitashoz fémnyomtatast alkalmaztak, mely sordn titdnium
port olvasztottak 0ssze. Egy milliméter vastagsag eléréséhez 33 réteget nyomtattak. Ugyancsak
Hollandidban 2014-ben egy 22 éves ndi beteg esetében a koponyacsont pétlasa egy 3D
nyomtatoval eléallitott mintaval tortént. [26]

Az ortopédiai miitétek csoportjan belill a sebészeti sinek jol alkalmazhatoéak gerince, arc,
allcsont és térdmutéteknél. Kiemelkedden kedvezd eredményeket tapasztaltak térdmitétek
esetén, ahol a beavatkozast kovetd 1abadozasi id6 joval kisebb volt. A sinek alkalmazéasaval
csokkenthet6 a miitéti id6 és javithatd a miitéti kimenetel. [27]

Az ontéformak kivaloan alkalmazhatoak a csipdprotézisek tervezése soran, illetve koponya
¢és fllészeti miitéteknél. A minta a beteg komputertomografiai (CT) képe alapjan kertil
kialakitdsra €s nyomtatdsra, majd a kinyomtatott mintat belehelyezik valamilyen rugalmas,
megszilardulo polimert tartalmazé edénybe. Ezaltal egy negativ dntéformat kapnak, melybe a
miitét soran kionthetd a pozitiv minta, példaul csontcementbdl. Ezen modszer alkalmazasaval
is csokkenthetd a miitéti id6 és nagymértékben novelhetd az esztétikussag. [28]

Az utobbi néhany évben nagymértékben nétt a 3D nyomtatassal eldallitott betegspecifikus
kezelést biztosité tudomanyos eredmények szama. A kutatadsok egy része a bio 3D nyomtatasra
fokuszal, amelyhez specialis 3D nyomtato €s anyagok sziikségesek. Olyan €16 szovetek vagy
szervek eldallitasa a céljuk, mely alkalmas lehet a sériilt vagy karosodott szovetek potlasara
vagy regeneralasara. Ebben az esetben a nyomtatasi folyamat soran €16 sejteket, novekedési
faktorokat vagy valamilyen mas biologiai anyagot kell kinyomtatni. [29] Kacarevic és
szerzétarsai megemlitenek kiilonb6zd biologiai termékeket, igy bérmodelleket vagy akar a
huméanhoz hasonl6 fiil modelleket, melyek a minta nyomtatdsat kovetden implantalasra
kertilhetnek a human szervezetbe [30]

A gyogyszeripar, illetve szamos kutatocsoport dolgozik azon, hogy 3D nyomtatassal
eléallitott gyogyszerleadd rendszerek keriiljenek forgalomba. Az amerikai gyogyszeriigyi

hatésag (FDA, Food and Drug Administration) 2015-ben engedélyezte az elsé igy eldallitott
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gyogyszerkészitményt, mely hatdanyagként 500, 750 vagy 1000 mg levetiracetamot tartalmaz.
A gybgyszerforma szajban dezintegralodd tabletta, igy epilepszids rohamok kezelésére
alkalmazhaté a gyors hatdanyag felszabadulasnak és a pregasztrikus felszivodasnak
koszonhetéen. [31] A Spritam® eldallitdisahoz egy ugynevezett ZipDose® technologiat
alkalmaznak, melynek lényege, hogy az egyenletesen eloszlatott por rétegeket kotdanyaggal
rogzitik egymashoz rétegrol-rétegre. [26]

A gyogyszeriparban kiilonb6z6 gyogyszerleado rendszerek eléallitasara hasznaljak. [32] A
3D nyomtatassal leggyakrabban tablettakat, kapszuldkat, implantatumokat, transzdermalis
gyogyszerleadd rendszereket (TDS) és szdjban szétesd filmeket formulalnak, mint specidlis
gyogyszerleadd rendszerek. [33]

Hollander és szerzétarsai polidimetilsziloxanbol (PDMS) prednizolon hatéanyag-
tartalmi modositott hatdéanyagleaddsu tablettdkat Aallitottak eld, ahol a PDMS kozotti
keresztkotéseket UV fény segitségével alakitottak ki. [34] Egy masik kutatocsoport az FDM
nyomtatashoz sziikséges filamenteket kiilonb6zo celluloz alapanyagokkal moédositotta.. Az
alkalmazott hatéanyag 30 % izoniazid volt, az eldallitott gyogyszerforma pedig tabletta. [35]
Szamos kutatast végeznek csokoladé alapu 3D nyomtatasra, melyhez egy specialis berendezést
alkalmaznak, ahol a kiilonb6z6 kémiai anyagok helyett csokoladé lesz a kotdanyag.
Gyermekgyogyaszati alkalmazasra ibuprofen és paracetamol hatdéanyagu tablettakat allitottak
el ezzel a modszerrel. [36] Khaled és szerzétarsai egy ugynevezett *polypill’-t hoztak Iétre,
amely magyarul 1ényegében annyit jelent, hogy sok tabletta talalhato meg egyben. Egyszerre
tobb nyomtatofejet alkalmaztak, ennek kdszonhetden 6t kiilonbozd hatdanyagot tartalmazott a
tablettajuk kiilonb6z6 kompartmentekben €s két egymastol fiiggetlen, jol definialt kioldodasi
profillal rendelkeztek. [37]

Maroni és szerzétarsai kutatdsaikban foglalkoztak kapszuldk 3D nyomtatassal torténd
eléallitasaval. Az egyik publikaciojukban 600 és 1200 um-es falvastagsagu két kompartmentes
kapszulakat allitottak el6 3D nyomtatassal, amelyeket sarga €s kék festékkel, mint modell
hatdanyaggal t61tottek meg. Lényegében a falvastagsag hatasat vizsgaltak a kioldddasi profilra.
[38]

Implantalhatd gyogyszerleadd rendszerek kiilonboz0 modszerekkel allithatok eld. Az
egyik esetben, 3D nyomtatassal allitottak eld implantatumot oszteoszarkoma kezelésére. [39]
Egy masik esetben, implantalhaté nanogéleket készitettek hosszi-tavu hatas kifejtésére. [40]
Néhany kutaté arra alkalmazta a nyomtatasi eljarast, hogy megfeleld implantalhato
gyogyszerleadd rendszereket hozzanak létre, amely a polimereken kiviil a hatdanyagot is

tartalmazza és csontmiitétek esetében kozvetleniil elallithatok. [41]
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3.1.5. FDM nyomtatas

Az egyik leggyakrabban alkalmazott 3D nyomtatéasi eljards az FDM alapu nyomtatasi
technologia, melyet még az 1980-as években alkotott meg Scott Crump. [32] A mivelet soran
a megolvasztott polimer filamentet rétegrél-rétegre nyomtatjuk ki egy talcara. [42] Az FDM
nyomtatas egy szabadalom-nélkiili, széleskorben elterjedt és olcsd eljaras, mely szamos
kutatbcsoportot inspiralt az egészségiigyi ellatorendszerben és a gyogyszeriparban S
gyogyszerleado rendszerek eldallitasara. [43][44] Tovabbi elényei, hogy mechanikailag stabil
rendszerek allithatok el6 nagy felbontasban (30- 200 um), melyek nem igényelnek a nyomtatas
befejezése utan mosasi vagy tisztitasi Iépéseket. [45]

A kutatdcsoportok jelentds része a hatdanyag tartalmui filamenteket forré olvadék
extrudalassal (hot-melt extrusion, HME) allitja el6, majd ezeket hasznaljak fel a 3D nyomtatas
soran. [46] Az FDM tipust nyomtatok csak termostabilis hatdanyagok direkt nyomtatasat teszik
lehetévé, a magas nyomtatasi hdmérséklet (120 °C-tdl kezdve 270 °C-ig) miatt. [8] Egy
kutatocsoport modositott polividon granulatum tartalma filamentet hasznalt a homérséklet
csokkentésére, mely soran a ramiprilt (olvadaspontja 109 °C) extrudaltak polividon
granulatumokkal. [47] Azt is megvizsgaltak, hogy segédanyagok hozzaadasaval szamottevéen
csokkenthet6-e a nyomtatasi hOmérséklet, de az igy elért legalacsonyabb érték 165 °C volt. [48]
Habar szamos kutatdcsoport dolgozik a magas nyomtatasi hdmérséklet kikiiszobolésén, a
legigéretesebb megoldas az, ha kiilon keriil kinyomtatasra egy gyodgyszerhordozo rendszer,

amelybe barmilyen tipust hatéanyag inkorporalhato.

3.15.1 Polimer filamentek

Az FDM nyomtatashoz szamos gyarto kinal a kereskedelmi forgalomban filamenteket, igy
tobbek kozott politejsav (PLA), polietilén tereftalat (PET), polimetil metakrilat (PMMA),
nylon, polikaprolakton (PCL), akrilnitril-butadién-sztirol (ABS) vagy termoplasztikus
poliuretan (TPU) alapanyagokat. A filamentek Onmagukban vagy modositva (lasd
antibakterialis tejsav (AntiPLA), polietilén tereftalat glikol (PETQG)) is elérhetéek. Ebben a
fejezetben a kereskedelmi forgalomban kaphato leggyakoribb filamenteket jellemzem. [18]

A megfeleld polimer kivalasztasakor szdmos tényezot figyelembe kell venniink. Tobbek
kozott pl. a hatdbanyag homérsékleti stabilitasat, valamint az eléallitani kivant gyogyszerleado

rendszer altal kifejtend6 hatas idotartamat. [14]

3.15.1.1. Politejsav (PLA)
A PLA filamenteket széles korben alkalmazzak megfeleld citokompatibilitasi és
biodegradabilis tulajdonsagaik miatt. [49]. Hovel jol formalhatdéak, megfelelé mechanikai
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tulajdonsagokkal rendelkeznek [50] [51], de a rigidségét és a térékenységét mindenképpen
figyelembe kell venniink. [52].

3.15.1.2. Antibakterialis politejsav (AntiPLA)
A PLA filament egyik modosulata az antibakterialis PLA, amely ugyancsak elérhet6 a
kereskedelmi forgalomban ¢és a polimer szalban egyenletesen closzlatott eziist

nanorészecskéknek koszonhetéen antibakterialis tulajdonsaga van. [49]

3.1.5.1.3. Polietilén tereftalat (PET)

A PET filament megfelel6 biokompatibilitassal rendelkez6, nem biodegradabilis polimer.
[53] Szamos teriileten alkalmazzak, de a felhasznalasat korlatozhatja a polimer rigidsége. A
magas nyomtatasi homérséklet kovetkeztében (250 °C), pedig kristalyszerkezeti valtozasokkal

is szamolnunk kell. [54]

3.15.1.4. Polietilén tereftalat glikol (PETG)

A PET glikol modosulata (PETG) is egy gyakran hasznalt filament, melynekmagas a
szakitoszilardsaga és nagymértékben ellenall a kémiai anyagoknak. Nem-biodegradabilis, olcso
¢és tiveg-szerl atlatszo polimer, amely kikiiszoboli a PET kristalyszerkezeti problémajat. [50]
Annak ellenére, hogy a PETG érzékenyebb az UV fény éltali sériilésre és nem lehet autoklavval

sterilezni, ez eldnyei jelentésebbek ezeknél a hatranyoknal. [55]

3.15.15. Polimetil metakrilat (PMMA)

A polimetil metakrilat (PMMA) filament egy kereskedelmi forgalomban kaphato, relative
olcso, hohatasra konnyen formazhato, nem-biodegradabilis, nem toxikus, inert polimer. [56] A
PMMA-t hatéanyaggal kombindlva gyongy vagy szivacsformajaban gyakran alkalmazzak
ortopédiai miitétek soran, mivel a human szervezettel kompatibilis szovetpotlonak tekinthetd.

[57]

3.1.5.1.6. Nylon

A nylon vagy masnéven poliamid filamentek nem-biodegradabilis, nagy erdsségli és
hémérsékleti valtozasoknak ellenalldo polimerek, melyek nagyon kénnytiek a t6bbi tipushoz
viszonyitva. [58] A poliamidok kivalo héformalasi képességgel, illetve mechanikai és kopasi

tulajdonsagokkal rendelkeznek. [59]
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3.1.5.2. Nyomtatasi paraméterek

Mint minden 3D nyomtatds soran, igy az altalunk alkalmazott mddszernél is szamos
paraméter befolyasolhatja a nyomtatott minta mindségét, példaul az alap- és hatdanyagok
fizikai és kémiai tulajdonagai, a nyomtatofej, az extruder €s a beéllitott nyomtatasi paraméterek.
[60] Nagyon fontos a kiilonboz6 alkalmazott nyomtatasi beallitasok esetleges hatdsainak
vizsgalata, [61] azon beliil is a kritikus paraméterek meghatarozasa a gyogyszerleadod
rendszerek eléallitasa soran. [62] Két kiilonbozé kutatdcsoport is vizsgalta 3D nyomtatott
kapszulak és moddositott hatoanyagleadast tablettdk esetében a falvastagsag és a kioldodasi
profil kapcsolatat. Azt allapitottak meg, hogy a falvastagsdgnak, mint nyomtatasi paraméternek
nagyon fontos hatasa van a kioldodasi profilra. [63] [64]

Mint mas eldallitasi médszernél az FDM nyomtatasnal is szamolnunk kell tipikus mindségi
problémakkal, ilyen a minta oldalanak fodrozddasa, amit az x-y tengely mentén térténd vibracid
okoz. Minéségi hibat eredményezhet a minta d6lése az x vagy y tengely iranyaba. A hotagulas,
a minta vetemedése vagy Osszehtizodasa is a termék torzulasat okozhatja. A rétegek elvalasat a
rétegek kotodésének hidnya okozza. A minta alaprétegeinek eltolodasa a végtermék nem-

megfeleldségét eredményezi, illetve a porozitas elvesztése pedig a vaz dsszeesését idézheti eld.

[11]
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3.2.  Implantatumok
3.2.1. Elméleti alapok

A Pharmacopoea Hungarica (Ph. Hg.) VIII. kiadasa alapjan a parenteralis gydgyszeres
implantatumok (implantable drug delivery systems, IDDS) fogalma: ,,A parenteralis
gyogyszeres implantaitumok parenteralis beiiltetésre szant, alkalmas méretii €s formaju, szilard,
steril készitmények, amelyek hosszu idon keresztiil, folyamatosan adjak le hatéanyagukat. Az
implantatumok egyenként csomagolva, steril tartalyokban keriilnek forgalomba” [65]

Az implantatumok alkalmazéasanak szamos eldnye van, ezek koz¢ tartozik, hogy modositott
hatéanyagleadas érhetd el a konvencionalis gyogyszerformakkal 6sszehasonlitva. [66] Az
implantatumokkal hosszu ideig, akar évekig biztosithat6 a hatéanyagleadas. A beadas helyétol
¢s modjatol fiiggden lokalis vagy szisztémas hatas is biztosithato. A folyamatos, szabalyozott
hatdéanyagleaddssal allando plazmaszintet lehet elérni, mellyel jobb beteg egyiittmiikdodési
készség alakithato ki. Egyszerre kevesebb hatoanyag elegendd azonos hatas eléréséhez, mellyel
az esetleges mellékhatdsok kialakuldsanak a valoszintisége is lecsokken. Az implantalhato
gyogyszerleadd rendszerek esetében szamos lehet6ség van a moddositott hatdanyagleadas
kinetikajanak befolyasolasara és igy a megfeleld hatéanyag felszabadulas eléréséhez. [67]

Néhany hatrannyal is szamolnunk kell az alkalmazéds soran. Maga a gyogyszerforma
egyszerre nagyobb mennyiségii hatdanyagot tartalmazhat, mint a napi maximalis dozis, igy nem
megfeleld hatdéanyag felszabadulds esetén toxicitast okozhat. A beiiltetés helyén borpir,
fajdalomérzés, sulyosabb esetben anafilaxias reakcid alakulhat ki. A beiiltetés és az esetleges
eltavolitas kisebb sebészeti beavatkozasnak mindsiil, illetve csak szakszemélyzet végezheti el
nem-biodegradabilis polimerek esetén. A termékek komplex strukturajuak, amelyek eléallitasa

¢és engedélyeztetése dragabb, mint egy hagyomanyos gyogyszerforma esetén.[68]

3.2.2. Eldallitéasi lehetdségek

Az implantatumok eldallitasara kiilonb6zé modszerek alkalmazhatoak, igy a froccsontés
(injection molding), préselés (compression molding), forré olvadék extrudalas (hot melt
extrusion, HME), olddszer elparologtatas (solvent casting), illetve az altalunk is hasznalt 3D
nyomtatas. Mivel a 3D nyomtatast egy teljes fejezetben részleteztem, igy ebben a fejezetben
csak a hagyomanyos, legfontosabb gyartastechnolégiakat mutatom be. [69]

A frocesontés soran a termoplasztikus polimert (példaul politejsav vagy politejsav-ko-
glikolat) megolvasztjak és adott iiregii szerszamba injektaljak, ahol hagyjak megszilardulni. A

modszer gyors és sokoldalu, 1ényegében folyamatos gyartastechnoldgianak tekinthetd és a
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1éptéknovelés is konnyli, amihez csak a berendezés méretének és a szerszamok mennyiségének
a megvaltoztatasa sziikséges. [70]

A préselés soran az also szerszamba helyezik a hatéanyagot is tartalmazo termoplasztikus
polimer granulatumot, majd a felsd szerszam préseléssel kialakitja az ennek megfelelelé format.
A préselést kovetden az alséd szerszambol kilokik a mintat, amely mar kész is az alkalmazasra.
A modszer elénye, hogy nem sziikséges sem magas homérséklet, sem pedig oldoszer
alkalmazasa és szélesebb korli hatébanyag csoporttal alkalmazhatd. Hatranyaként emlithetd
meg, hogy ezzel a modszerrel altalaban rovidebb hatoanyagfelszabadulasu mintak allithatok
eld, igy utolag sziikséges lehet modositott hatdanyag felszabadulast biztositd bevonattal ellatni.
[69]

Az extrudalas soran a polimert granulatum vagy pellet-, a hatéanyagot por-, illetve oldat
formajaban juttatjak be az adagolon at az extrizios csigara. A csiga nyomja keresztiil a polimert
az extruder fitdtt zondin, ahol a hd és a surlodas hatdsdra megolvad, majd egy szerszamon
keresztiilhaladva nyeri el a kivant format pl. szal, lap. A modszerrel termoplasztikus polimerek
alkalmazhatéak. A modszer elénye, hogy nagy hatékonysagu, oldészermentesen alkalmazhato,
folyamatos gyartastechnologiai eljards, ahol konnyen biztosithatdé a 1éptéknovelés. A
kutatocsoportok eldszeretettel alkalmazzdk ezt a technologiat kis vizoldékonysaggal
rendelkez0 hatdanyagok formulalasa soran. Hatrdnyaként emlithetd, hogy csak olyan
hatdéanyagokkal alkalmazhatd, mely az adott extriizios hdmérsékleten stabil marad, példaul a
politejsav esetében 180 °C-os az extruziés homérséklet. Ezzel a modszerrel allitjak eld a
Zoladex®, a Suprefact Depot® és az Implanon® implantatumokat. [71]

Oldoszer elparologtatas (solvent casting) esetén a polimert az oldoszerében feloldjak
(politejsav esetében tetrahidrofuran, aceton, kloroform), majd egy szalagra adagoljak, ahonnan
az oldoszert elparologtatjak és megkapjak a polimer filmet vagy szalagot. Ugyan ez egy régota
alkalmazott gyartastechnologiai eljaras, az alkalmazasanak gatat szabhat az esetlegesen

visszamarado szerves oldoszerek toxikus vagy karos hatasa. [72]

3.2.3. Alkalmazas a gydgyaszatban
Az alkalmazas helye szerint csoportosithatéak az implantaitumok, mely alapjan
megkiilonboztethetiink szubkutan beiiltethetd rendszereket, intravaginalis, intraartikularis vagy

csontmiitéteknél alkalmazhato, illetve intraoculdris implantatumokat.

3.2.3.1. Szubkutén beiiltethetd rendszerek
A szubkutan beiiltethetd rendszereket a bor ald iiltetik be, ilyen tipusuak a szilard
implantatumok, a folyamatos szubkutan inzulin infuzié (Continuous Subcutaneous Insulin
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Enfusion, CSII) biztosité hordozhat6 pumpak, illetve az in situ képz6d6 implantatumok (in situ

forming device).

3.2.3.1.1. Szilard implantatumok

A szilard implantditumok esetében elkiilonithetiink fogamzasgatlasra alkalmazott,
prosztatarak kezelésére hasznalt, fligg6ségrol vald leszokashoz rendelt, illetve agytumorban
alkalmazhat6 implantatumokat.

A fogamzasgétlo implantaitumokat a felkar belsd részére iiltetik be, egy specialis ti
segitségével. A beiiltetés koriilbeliil 15 percet vesz igénybe, és a beiiltetett implantatumtol
fliggben egy évtdl akar 6t évig biztositja a folyamatos hatéanyag-leadést. A hatékonysdga 99,95
%-0s. Tovabbi elénye, hogy szoptatas alatt is alkalmazhato. Legfontosabb hatranya, hogy nem
véd a szexualisan terjedd betegségek ellen, illetve draga fogamzasgatld modszernek szamit.
Mellékhatasként jelentkezhet a beiiltetést kovetéen fajdalom, irritacié vagy viszketés, illetve
teststilygyarapodast, akne kialakulasat, fejfajast vagy amenorrheat okozhat. Az FDA 4ltal
engedélyezett fogamzasgatld implantdtumokat az aldbbi tdblazatban foglaltam &ssze.

(2.tablazat) [73]

Készitmény Norplant® Norplant 2® Jadelle® Implanon® Capronor®
(FDA
kivonta a
forgalombol)
Biodegradabilitas Nem-biodegradabilis Biodegradabili
S
Hatdéanyag 36 mg levonorgestrel/rad (216 75 mg 68 mg levonorgestrel
mg Osszesen) levonorgestrel/ etonogestrel/
rad rad
Polimer tipusa Szilikon Elasztomer EVA PCL
Beiiltetend6 6db 2db 2db 1db 1db
implantatum
mennyiség
Hatéstartam 5év 3év 5¢év 3év 1év

2.tablazat — Fogamzasgatld implantatumok jellemzése Kleiner és munkatarsai

szerint [73]

A prosztatarak kezelésére is alkalmaznak szilard implantatumokat. A Suprefact Depo®
implantatum esetében két vagy harom havonta iiltetnek be harom steril rudat a felkar bels6

részébe. Az implantaitum buserelin hatdanyagot tartalmaz, amelyet eldrehaladott prosztatarak
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kezelésére alkalmaznak. A hatéanyag poli-laktid-ko-glikolat hordozoban van eloszlatva 75:25
molaranyban. A Reseligo® ¢és Zoladex Depot® 3,6 mg és 10,8 mg implantdtum goserelin
hatdéanyagot tartalmaznak, melyet prosztata karcinoma, emlé karcindma, endometridzis,
endometrium elvékonyitas, méhiiregi fibroidok kezelésére és asszisztalt megtermékenyitéshez
alkalmaznak. A hatdanyag poli-laktat-ko-glikolat vagy politejsav polimer matrixban van
diszpergalva, amit extrudalassal allitanak el6. [74]
Probuphine®-t (buprenorfin), melyet opiat fliggdségrél valo leszokas esetében, mint fenntartd
terapia alkalmaznak. Egyszerre négy darab, polietilén-vinilacetat hordozoban eloszlatott
buprenorfin implantatumot tltetnek be, mely 6 honapon keresztiil folyamatosan biztositja a
hatéanyagleadast. [75]

A Gliadel®-t (carmustine) még 1996-ban engedélyezte az FDA gliomak kezelésére. A
hatéanyagot biodegradabilis polianhidrid korongok (1.45 cm 4tmérdéjii és 1 mm vastag)
tartalmazzak. A rosszindulati daganat eltavolitasakor kozvetleniil az agykamraba helyezik,

hogy lokalisan fejtse ki a hatasat. [76]

3.2.3.1.2. Folyamatos szubkutan inzulinleadas

Folyamatos szubkutan inzulin infazié (Continuous Subcutaneous Insulin Enfusion, CSII)
biztositanak a hordozhat6 pumpdk, amelyek az endogén inzulin felszabadulast utdnozzak,
étkezéskor a sziikséges, nagyobb mennyiségli inzulin, mig az étkezések kozott allando, kisebb
mennyiség szabadul fel, igy stabilizalva a beteg vércukorszintjét. Az inzulin pumpat a testre
erdsitik és infuzios szereléken at szarnyas tiivel juttatjdk a bor ala a sziikséges mennyiségii
inzulint. Elénye a nagy flexibilitas és a minimalis szirasszam, ezen feliil az inzulinadagolas
folyamatos, igy az 0sszinzulin igény és a vércukor ingadozasis csokken, igy a hypoglycaemiak
szama is leredukalodik. Az elfogyasztott szénhidrat mennyiség is rugalmasabb, mint a
hagyomdnyos inzulinok esetében. A beteg életmindsége szamottevéen javul a flexibilitas
novekedése miatt. Az alkalmazasanak hatranya a késziilékek magas ara és a folyamatos viselés
okozta kellemetlenségérzés. A hatranyai ellenére a gyermekgyogydszatban széles korben

elterjedt, mivel biztosithat6 egy gyermek szamara a megfeleld inzulinszint a nap folyaman. [77]

3.2.3.1.3. In situ képzddd implantatumok

Az in situ képz6d6é implantadtumok (In Situ Forming Devices, ISFD) a befecskendezés
helyén gélesednek vagy megszilardulnak, majd meghatarozott id6 elteltével lebomlanak a
szervezetben. A hatdéanyagleadas sebessége a polimerek dsszetételével és molekulatomegével
valtoztathatd6. A depd képzés mechanizmusa alapjan négy alcsoportra oszthatok:
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termoplasztikus polimer, kereszttérhalosodoé polimer, kicsapodd polimer vagy héérzékeny gél.
[78] Példaul az Oncogel® paklitaxel hatéanyagot tartalmaz, mely hosszu tavi hatéanyag

felszabadulast biztosit a kezelés soran. [79]

3.2.3.2. Intravaginalis

A jelenleg forgalomban 1év6 hiivelygytirtikkel, harom héten keresztiil tudjak biztositani a
folyamatos hat6anyag-leadéast. A hatoanyag felszivodasa a hiively nyalkahartydjan keresztiil
torténik. A NuvaRing® fogamzasgatlo hiivelygyliri 11,7 mg etonogesztrelt és 2,7 mg
etinilosztradiolt tartalmaz. A hiivelyben alkalmazott gyogyszerlead6 rendszerbdl 24 o6ranként
atlagosan 0,120 mg etonogesztrel és 0,015 mg etinildsztradiol szabadul fel egy 3 hetes periddus
alatt. A gyiri eldallitasahoz etilénvinil-acetat kopolimert hasznalnak, mely 54 mm kiils6 és 40

mm bels6 atmérdji, hajlékony, szintelen és sima feliiletii gyogyszerleadd rendszer. [73]

3.2.3.3. Intraoculéris

Az elsd szemészetben alkalmazott implantatumot még az 1970-es években engedélyezte az
FDA (jelenleg mar alkalmazzak) Ocusert® inzert néven, mely hatéanyagként pilokarpint
tartalmazott €s glaucoma kezelésére hasznaltak. DiffGzion alapuld, membranszabalyozott,
nulladrendii kinetikdval rendelkez6 gydgyszerleadd rendszert allitottak eld, melybdl hét napon
keresztiil torténta hatéanyag leadasa. Nem-biodegradabilis, polietilén-vinil-acetatot hasznaltak
polimerként, a hatéanyagot pedig alginat gélben oszlattak el. [73]

Jelenleg Magyarorszagon az Ozurdex® intravitrealis implantatum van forgalomban, mely
dexamethason hatéanyagtartalmi és a makuldris 6déma csokkentésére alkalmazzak. Az
implantatumot polilaktid-ko-glikozidbdl allitottak eld, palcika alakd és szintelen, amely egy
specialis applikatorral szakemberek altal keriil beiiltetésre az iivegtestbe, a beiiltetést 4-6

honaponként kell megismételni. [80]

3.2.34. Ortopédiaban alkalmazhat6é implantatumok

Az ortopédiai miitétek soran is kiemelkedd jelentdsége van az implantaitumok
alkalmazasanak. Az antibiotikum tartalmi implantatumokbol (példaul kollagén-gentamicin
szivacs vagy PMMA-gentamicin gyongyok) tobb hétig tartd, folyamatos hatéanyag
felszabadulas biztosithato a miitétet kovetden, lokalisan a csont kornyezetében, ami csokkenti
a mutéti szovédmények kialakulasanak valoszintiségét. Ilyen példaul a kollagén-gentamicin
szivacs, amely biodegradabilis, azaz a szervezetben lebomlik, nincs sziikség ujabb sebészeti

beavatkozasra, illetve a PMMA-gentamicin gyongy, mely nem-biodegradabilis, igy ujabb

25



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

beavatkozasra lesz sziikség az eltavolitasahoz. Ezen implantatumok esetében szovodmeényként

osteomielitis alakulhat ki, vagy fém implantatumok esetében metallozis. [81]

3.2.3.5. Fogaszati implantatumok

A fogészati implantatumok alkalmazasa egy régota alkalmazott fogaszati eljaras, melyet
évente tobb szazezer betegen végeznek el vilagszerte. [82] A fogaszati implantatumok
eldallitasahoz és a beiiltetés sikerességéhez kiemelkedden fontos a felszini egyenetlenség és a
megfeleld geometria, mely implantatumok jelenleg elfogadott standard eljarasként az
allkapocshoz csavarral rogzitettek. A fogaszati implantatumok csontcementbdl, titaniumbol
vagy valamilyen alkalmas polimerbdl (példaul poli(éter-éter-keton)-bol) keriilnek eléallitasra.
[24] A 3D nyomtatassal lehetdség nyilt hibrid rendszerek eléallitasara, mely kikiiszoboli az
egyes alapanyagok hatranyait, igy létrehozva az eddigi rigid strukturakbdl egy hosszutavon

alkalmazhato, betegek altal konnyen viselheté implantatumot. [83]
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Célkitiizés

A PhD értekezésem céljaul tiiztiik ki, hogy FDM tipusu 3D nyomtatassal allitsunk el6

kiilonb6z6 gydgyszerleadod rendszereket, illetve az eldallitott rendszerek megfeleld vizsgalatait

elvégezziik.
3D nyomtatas Laurent Mollet,
Prof. Anthony W. Coleman
Kémiai modositas
Anyagszerkezeti Pasztazo elektronmikroszkopia Florent Perret
3 vizsgalatok Fourier transzformacids infravords | Beomjoon Kim
é spektroszkopia
% Felszini egyenetlenség vizsgalata Prof. Anthony W. Coleman
ﬁ Pozitron annihilacios ¢élettartam | Prof. Zelké Romana,
< spektroszkopia Dr. Kazsoki Adrienn
Nedvesedési peremszog meghatarozas | Prof. Anthony W. Coleman
Sterilezés
Biokompatibilitas MTT teszt
Kristalyibolya teszt Dr. Kovacs Renato
3D nyomtatas Dr. Papp Ildiko,
Dr. Zichar Mariann
Tomegegységesség
PLA degradacio
g Anyagszerkezeti Pasztazo elektronmikroszkopia Dr. Budai Istvan
,% vizsgalatok Mikro komputettomografia Béres Monika
% Termogravimetria/ Héaramlas Ifj. Dr. Regdon Géza
2 Nedvesedési peremszog
o Raman spektroszkopia Dr. Elek Janos,
Csontos Maté
Sterilezés
Citotoxicitas MTT teszt
Kioldodas vizsgalat

3.tablazat — A kutatas soran alkalmazott kisérletek sematikus abrazolasa, az utolso

oszlopban feltiintetésre keriiltek a tarsszerzokkel elvégzett kisérletek.
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Az 1. kisérletsorozatunkban a mintak kémiai modositasa tortént, mely soran kiilénb6zo
kémiai oldallancokat kapcsoltunk a kiilonb6z6 polimerekbdl eldallitott implantatumokhoz, igy
célunk volt:

o amintdk anyagszerkezetének vizsgalata:

= pasztazd elektronmikroszkdpids és felszini egyenetlenség vizsgalata a
felszini tulajdonsagok meghatarozasdhoz

» Fourier transzformacids infravords spektroszkopiai vizsgalat a kémiai
modositasrol

* pozitron annihildcids élettartam spektroszkopiai vizsgalat a mintak
felszinén 1évo szabad térfogat meghatarozasara

» nedvesedési peremszdg meghatdrozdsa a mintak nedvesedésérol ad
informéciot, ami fontos az esetleges kilokddés szempontjabol

o a mintdk biokompatibilitasanak vizsgalata:

» mobdositott MTT teszttel a 4., 8. és 12. napon, illetve 1, 2 és 3 honap
esetében a mintakbdl esetlegesen kioldodd xenobiotikumok sejtkarositd
hatasanak feltérképezésére

* Dbiofilm képzddésének vizsgalata a mintak felszinén Candida albicans

SC5314 referencia izolatum altal

A 2. kisérletsorozatunkban a mintak eldallitasa FDM 3D nyomtatdval tortént kiilonbozo
polimerekbdl diklofenak-natrium hatéanyagtartalommal:
o amintdk anyagszerkezetének vizsgalata:
* pasztazo elektronmikroszkopiai és mikro komputertomografiai elemzés
a felszini tulajdonsagok meghatirozasahoz és a belsé 3D struktira
feltérképezésére
* termogravimetrids és differencialis pasztdzo kalorimetriai vizsgéalatok
elvégzése a stabilitas és bomlas feltérképezésére
» Raman spektroszkopia a kiilonb6z6 kitoltottségi mintazattal rendelkezd
mintdk hatéanyagtartalmanak elhelyezkedésének vizsgalatara
o amintak citotoxicitasi vizsgalata MTT teszttel
o a mintak kioldodasanak vizsgalata, a mintak hatéanyag kioldodasi profiljanak

feltérképezésére

28



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

5. Anyagok és modszerek

5.1. Anyagok
5.1.1. 3D nyomtatashoz felhasznalt anyagok
5.1.1.1. 1. kisérletsorozat

A 3D nyomtatashozpolitejsav (PLA), filamentet hasznaltunk fel, melyet a MakerShop Le
Mans-tol (Le Mans,Franciaorszag) vasaroltuk, és szaraz, fénytdl elzart koriilmények kozott,
szobahOmérsékleten taroltuk. A kereskedelmi forgalomban elérhetd filament atméréje 2,85
mm. A nyomtatdshoz felhasznalt filament fizikai tulajdonsagait a 4. tablazat tartalmazza. A

tulajdonsagokrol sz616 eredményeket a MakerShop Le Mas Kft. biztositotta.

Tulajdonsagok Moédszer PLA
Fajsuly (g/cmd) D792 1,17

Lagyulasi hémérséklet

0.45 MPa (°C) p7%0 >0
Uvegesedési hdmérséklet (°C) D3418 54
Szakito szilardsag (Mpa) 1ISO 527 39
Nyulas (%) I1SO 527 6,00

4. tablazat — A felhasznalt politejsav filament tulajdonsagai

5.1.1.2. 2. kisérletsorozat

A kisérletekhez felhasznalt polimereket: politejsav (polylactic acid, PLA), antibakterialis
politejsav (antibacterial polylactic acid, Anti PLA), polietilén-tereftalat-glikol (polyethylene
terephthalate glycol, PETG) ¢és polimetil-metakrilat (poly(methyl methacrylate), PMMA) a
Philament Kft.-t6l vasaroltuk meg. A kereskedelmi forgalomban elérhetd filamentek atméréje
1,75 mm. A nyomtatdshoz felhasznalt filamentek fizikai tulajdonsagait az 5. tdblazat
tartalmazza, mig a 3D nyomtatds utani mérési eredményeket a 6. tablazat. A jellemzést a

Philament Kft. (Szigetszentmiklos, Magyarorszag) szolgaltatta.

PLA
Tulajdonsagok Moédszer PLA PETG PMMA
antibakterialis
Fajstly (g/cm?) D792 1.24 1.24 1.29 1.17
Lagyulasi hdmérséklet

D790 55 80-90 68 106

0.45 MPa (°C)
Uvegesedési hémérséklet
D3418 55-60 55-60 80 105

(°O)
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Szakito szilardsag (Mpa) 1ISO 527 60 66 53 90
Nytlas (%) ISO 527 6,00 3,31 4,01 15,0
Rugalmassagi modulus
I1SO 527 3800 4400 2040 2900
(Mpa)
Izod iitészilardsag
1SO 180 16 118 4,5 6,4

(bemetszett) (kJ/m?)

5. tdblazat — A felhasznalt filamentek tulajdonséagai

PLA
Tulajdonsagok Médszer PLA PETG PMMA
antibakterialis
Szakito szilardsag (Mpa) ISO 527 31,6 33,0 43,0 83,0
Rugalmassagi modulus
I1SO 527 1800 2300 2800 3200
(Mpa)
Izod iitészilardsag
I1SO 180 2,6 3,8 9,4 2,0

(bemetszett) (kJ/m?)

6. tablazat — A nyomtatott filament szalak 3D nyomtatast kovetden mért

tulajdonsagai

5.1.2. Kémiai médositashoz felhasznalt anyagok

Az etilén-diamin (ethylene diamine, ED), trietilén-tetramin (triethylenetetramine, TET), N-
metil-1,3-propan-diamin  (N-methyl-1,3-propanediamine, =~ NMePrN),  2,2’-etiléndioxi-
dietilamin (2,2’ (ethylenedioxy)diethylamine, NPEGN) és tris(2-aminoetil)-amin (tris(2-
aminoethyl) amine, Tris) vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft.-tél (Budapest, Magyarorszag)
vasaroltuk meg. A bisz(aminopropil)-amin (bis(aminopropyl)amine, BAPA), vegyszeret a
Molar Kft.-td] (Halasztelek, Magyarorszag) vasaroltuk meg. Minden vegyszert az el6irasoknak
megfeleld koriilmények kozott taroltunk és higitas nélkiil alkalmaztunk. Az ioncserélt vizet
Millipore berendezés (Merck Millipore Direct-Q 5 UV, Millipore SAS, Merck Kft. Budapest,

Magyarorszag) felhasznalasaval allitottuk eld.

5.1.3. Diklofenak natrium

A diklofenak-natriumsot a Tokyo Chemical Industry Co.-tol (Oxford, Anglia) szarmazott.
A diklofenak natrium Ph. Eur. 10. kiadasanak megfeleld tisztasagu. Hivatalos neve
diclofenacum natricum. A Ph. Hg. VIII. kiadasanak II. kotete alapjan fehér vagy enyhén sargas,
kristalyos por. Kissé nedvszivo. Vizben mérsékleten, metanolban bdségesen oldodik, mig

alkoholban oldodik.
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COOH
1
Cl CH,

ZT

Cl

2. abra — A diklofenék szerkezeti képlete

Hatasmechanizmusanak alapja a ciklooxigenaz (COX) enzim gatlasa. A COX-2 gatlasan
alapszik a nem-szteroid gyulladascsokkentd, illetve a laz- és fajdalomcsillapité hatas, mig a
COX-1 enzim gatlasa felelds az ulcerogén mellékhatas kialakuldsaért. A diklofendk-natrium
lokalis vagy szisztémas hatas kifejtésére is képes az alkalmazott gyogyszerformatol és az
alkalmazas helyétdl fiiggden példaul végbélkup, kapszula, tabletta vagy injekcié formajaban.
[84] A diklofenak-natrium implantalhaté gyogyszerlead6 rendszerként is hasznalhato lokalisan
a gyulladasi valasz csokkentésére és az esetleges kilokodés meggatlasara. [85]

A diklofenak-natrium a biofarmaciai klasszifikacios rendszerben (BSC) II-es csoportba
tartozik és szamos kutatdcsoport hasznalja gyogyszerleadd rendszerként a kioldodasi profil
meghatarozasahoz. A diklofendk-natrium konnyen mérheté UV-VIS spektrofotometridval a jo
vizoldékonysaganak és a semleges pH-janak kdszonhet6en. [86]

A diklofendk-natrium oralis adagoldst kovetden gyorsan abszorbedlodik a
gasztrointesztinalis traktuson keresztiil ¢és a felszivodott hatdoanyag nagyon erdsen kotédik
human szérum fehérjékhez, elsésorban albuminhoz (>99,5 %), mely egy gyorsan lejatszodo
folyamat. [87] A szisztémas vérkeringésbe a felszivodott vegyiilet koriilbeliil 60 %-a jut be a
maj first pass metabolizmusa miatt. A biotranszformacido soran aromas hidroxilacio és
konjugacio6 torténik. A vegyiilet koriilbeliil 65 %-a a vizelettel iiriil ki a szervezetbdl, nagyrészt
metabolitként vagy konjugatumként, mig nagyon kis mennyiségben valtozatlan formaban.

Felezési ideje koriilbeliil 1 ora intravénas, mig 2 o6ra oralis adagolast kovetden. [88]
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5.2. Modszerek

A két kisérletsorozathoz tartozé modszereket csoportositva irtam le.

5.2.1. 1. kisérletsorozat

5.2.1.1. 3D nyomtatas

A mintak 3D objektumként valé tervezéséhez Inventor programot hasznaltunk. A kisérleti
mintak eléallitasa 2,85 mm-es filamentbdl tortént. [89] A 3D nyomtatashoz Lulzbot Taz 5 vagy
Lulzbot Mini 3D nyomtatét hasznaltunk. (Aleph Objects Inc, Loveland, CO, USA). A
nyomtatasi paraméterek a 7. tdblazatban talalhatoak. A mintdk 4tmérdje 14 mm, a vastagsaguk
3 mm volt. A Lulzbot Mini nyomtaton egyszerre 25 mintat, mig a Lulzbot Taz 3D nyomtaton

egyszerre 50 mintat tudtunk eléallitani. [18]

3D nyomtaté Lulzbot Mini Lulzbot Taz 5
Filament tipusa PLA PLA
Gyarto Maker Shop France Maker Shop France

Filament atmér6 [mm] 2,85 2,85
Nyomtatofej atmérd [um] 350 350
Kitoltottségi szazalék [%] 100 100
Extrudélasi hdmérséklet [°C] 215 215
Talca homérséklet [°C] 60 60
Rétegvastagsag [um] 50 75
Nyomtatési sebesség [mm/s] 50 50

7. tdblazat - A 3D nyomtatashoz hasznalt nyomtatasi paraméterek a két Lulzbot 3D

nyomtato esetében

5.2.1.2. Kémiai oldallanc médositas

Az alkalmazott amidacios reagensek: etilén-diamin (ED), trietilén-tetramin (TET), N-
metil-1,3-propan-diamin (NMePrN), bisz(aminopropil)-amin (BAPA), 2,2 '(etilén-dioxi)-
dietilamin (NPEGN), tris (2-aminoetil)-amin (Tris), aminomethan szulfocianid (aminomethane
sulfocianid, AMS) és 5’-monofoszfat-monohidrat (5’-monophosphate monohydrate, AMP).
Minden reagensbdl dsszesen 1000 ml 1 M-os oldatot készitettiink desztillalt vizben torténd
elegyitéssel vagy feloldassal. Egyéb segédanyagokat nem adtunk hozza, mivel az adenozin-
monofoszfat (AMP) alkalmazasaval végzett eldzetes kisérletek soran tiszta funkcionalizécio

tortént a fentebb emlitett oldoszer alkalmazdsaval és az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott. [90]
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A 3D nyomtatott mintakat egy fézOpoharba helyeztiik és hozzaadtunk 100 ml reagens
oldatot, ez a moddszer lehet6vé teszi alacsony illékonysagu reagensek alkalmazasaval, zart, vizes
kortilmények kozott torténd kémiai oldallanc modositast. A fézépoharakat lezartuk és mozgd
inkubatorban 24 oran at 20 °C-on kevertettiik. A mintakat ezutan kivettiik, és 6tszor mostuk 50
ml desztillalt vizzel. Végiil az implantatumokat szobahdmérsékleten, pormentes koriilmények
kozott szaritottuk 24 oran keresztiil. A mintdkat a felhasznalasig légmentesen zar6do

centrifugacsovekben taroltuk. [91]

5.2.1.3. Anyagszerkezeti vizsgalatok
5.2.1.3.1. Pasztaz6 elektronmikroszkopia (SEM)

A SEM felvételeket FE-SEM S-5000 téremisszios pasztazo elektronmikroszkoppal (field
emission scanning electron microscopy) (Hitachi Ltd., Toki6, Japan) készitettiik el. A vizsgalat
elétt a mintak felszinére 4 nm palladium lett elhelyezve atomi réteglevalasztassal (atomic layer
deposition, ALD) és az igy kapott mintdkat egy ¢jszakan &t vakuumban tartottuk a vizsgalatok

elvégzése elott. [51]

5.2.1.3.2. Fourier transzformacids infravords spektroszkopia (FTIR)

Az 1. kisérletsorozatban kémiai modositassal eldallitott PLA mintak Fourier
transzformacios infravords (Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR) spektrumat
szobahémérsékleten rogzitettiik IRAffinity-1S FTIR spektrométerrel (Shimadzu Corporation,
Kioto, Japan) 600-4000 cm™ hulldmszam-tartomanyban. A méréshez csillapitott teljes
visszaver6dés (attenuated total reflection, ATR) modult (Miracle 10) alkalmaztunk, mig a

spektrumrogzitét atviteli (%) modban alkalmaztuk. [92]

5.2.1.3.3. Felszini egyenetlenség vizsgalata

Az 1. kisérletsorozattal eldallitott mintdkat megvizsgaltuk a felszini egyenetlenség
szempontjabol is. A kisérlethez VHX 6000 optikai mikroszkopot (Keyence Corporation,
Jonage, Franciaorszag) hasznaltunk, a képeket a mikroszképhoz tartozd belsé szoftverrel

atalakitottuk, hogy a kapott vonalprofilokat 6sszehasonlithatova tegyiik. [93]

5.2.1.3.4. Pozitron annihilacios élettartam spektroszkopia (PALS)

A mintédkat pozitron annihilacids élettartam spektroszkopidval (positron annihilation
lifetime spectroscopy, PALS) is megvizsgéltuk (Budapest, Magyarorszag). A vizsgalathoz
hordozé nélkiili 2?NaCl-bdl késziilt pozitron forrast hasznéltunk, melynek aktivitasa 106 Bq
koriil volt. A mintakat két nagyon vékony Kapton® folia kozé zartuk. A pozitron forrast két
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vizsgalati minta kozé helyeztiik el. A spektrumot BaF? / XP2020Q detektorokon és Ortec®
elektronikan alapuld gyors — gyors egybeesési rendszerrel mértiilk. Minden mintdbol harom
parhuzamos spektrumot vettiink fel. A spektrumokat a RESOLUTION szamitogépes
szoftverrel értékeltiik ki. Mindegyik minta esetében hdrom f6 komponenst talaltunk, és a
leghosszabb komponenst, mint pozitronium harmasallapot (pozitronium triplet state, 0-Ps)
azonositottuk. [94]

5.2.1.35. Nedvesedési peremszog meghatarozas

A nedvesedési peremszog mérését Kriiss goniométer (Kriiss Gmbh., Hamburg,
Németorszag) segitségével végeztik el DSA3 szoftver segitségével. Mindegyik minta
felszinére 10 pl desztillalt vizet pipettaztunk, és a csepp alakjardl felvételt készitettiink. A
nedvesedési peremszog értékeit a mérdmiszer sajat Kruss szoftverének segitségével hataroztuk
meg. A méréseket minden kisérleti minta esetében minimum tizszer hajtottuk végre, és az

eredményeket atlagoltuk. [95]

5.2.1.4. Sterilezés
A mintakat 70%-os etanolban dztattuk 12 6ra hosszaig lamindris 1égaramu boxban. Ezutan
steril mull-lapra helyeztiik a mintakat és UV fénnyel sterileztiik 2 oran keresztiil, majd

megforditottuk és a masik oldalat is 2 6raig hagytuk igy. [96]

5.2.15. Biokompatibilitas
5.2.15.1. Sejt passzalas

A kisérleteimet colon adenocarcinoma 2 (Caco-2) sejtvonalon végeztem el, melyet az
eurdpai sejtkultra gyiijteménybdl kaptuk (ECACC, N0.86010202, London, Anglia). A sejtek
passzalasat laminar boxban végeztem el. A munka megkezdése el6tt 20 percig UV lampat
alkalmaztam, a feliiletek fert6tlenitésére pedig 70%-os etanolt. A sejtekrél Ovatosan
eltavolitottam az elhasznalt médiumot, majd steril PBS-sel (foszfattal pufferelt soéoldat)
lemostam a sejteket. 4 ml 0,05%-o0s tripszin-EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) oldattal
inkubaltam a sejteket a 37 °C -0s 5 v/v% -0s CO> inkubatorban, amig a sejtek fel nem valtak a
flaska aljarol, de maximum 10 percig. Ezt kdvetden a flaska tartalmat 10 ml-re kiegészitettem
DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium: 3,7 g/l natrium-hidrogén-karbonat, 10 v/v% ho-
inaktivalt magzati szarvasmarha szérum (FBS, fetal bovine serum), 1 v/v% nem-esszencialis
aminosav oldat, 1 v/V% L-glutamin, 100 NE/ml penicillin, 100 pug/ml sztreptomicin)
médiummal, majd homogenizaltam, a flaska tartalmat centrifugacsdbe tettem és 6 percig 1100

g-n 24 °C-on centrifugdltam. Ekozben mikroszkop alatt megszamoltam a sejteket. A
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lecentrifugalt sejtekrdl Ovatosan leszivtam a feliiliszot ¢és 10 ml friss médiummal
szuszpendaltam a sejteket. Az 1 vagy 2 millid sejtet tartalmazo, kiszdmolt térfogath
sejtszuszpenziot 0j flaskaba (ThermoFisher®, Waltham, MA, USA) mértem ¢és kiegészitettem
a flaska tartalmat 10 ml-re DMEM médiummal. A flaskat szignaltam, mikroszkop alatt
ellendriztem a sejtek jelenlétét és végiil inkubatorba helyeztem a flaskat. Harom-négy nap
mulva médiumot cseréltem a sejteken, majd hét nap mulva passzaltam a sejteket a monolayer
kialakulasat kovetden. A citotoxicitds vizsgalatdhoz 20 és 40 kozotti passzazs szamu sejteket

hasznaltam fel. [97]

5.2.15.2. MTT teszt

Az MTT teszthez lapos alju, 96-os platere szélesztettem 1*10* vagy 3*10* sejt/lyuk
sejtszuszpenziot. A vizsgéalathoz a steril mintdkat 2 ml DMEM médiumot tartalmazé
centrifugacs6be tettem a 4., 8. és 12. napi vizsgalatig, ezeket a mintdkat 37 °C-on taroltam
sejtinkubatorban.

A vizsgalat elvégzése laminar boxban tortént, a munka megkezdése elétt 20 percig UV
lampat hasznalatam, mig a feliletfertdtlenitéshez 70%-0s etanolt. El6szor mikroszkoppal
ellendriztem a platen a monolayer megfeleléségét, majd a sejtekrél ovatosan leszivtam az
elhasznaltmédiumot. 200-200 pl/lyuk steril PBS-sel mostam a sejteket, majd tjra ellendriztem
a sejteket. Ezt kovette a minta felvitele: 200 pl minta/lyuk, mindegyik mintabdl harom
parhuzamos minta felvitele. A 10 v/v% Triton-X oldat a pozitiv kontroll, mivel ez biztosan
elpusztitja az €16 sejteket, szolubilizalo tulajdonsaga miatt. A DMEM médium pedig a negativ
kontroll, amely azonos koriilmények kozott volt tarolva, mint a vizsgalati mintak. 37 °C-on 30
percig inkubaltam a sejteket az oldatokkal, ezzel egyidejiileg potoltam a centrifugacsovekbdl a
felhasznalt mennyiségiit DMEM médiumot. Eltavolitottam a teszt oldatokat a sejtekrél és PBS-
sel mostam a sejteket. Ezt kdvetden 100 pul 5 mg/ml MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) - PBS (1:9) oldatot mértem a sejtekre és 37 °C-on 3 6raig
inkubaltam. Az inkubaciot kovetden, leszivtam az MTT festéket tartalmazo oldatot és a sejteket
100 pl s6sav-izopropanol oldattal (izopropanol: 1.0 N sosav = 25:1) szuszpendaltam. Végezetiil
Fluostar Optima microplate reader (ThermoFisher®, Waltham, MA, USA) spektrofotométerrel
mértem a mintdk abszorbancidjat. A sejtéletképességi szazalék a negativ kontrollhoz

viszonyitva van kifejezve. [98]

5.2.1.5.3. Kristalyibolya teszt
A kristalyibolya festési modszerrel torténd vizsgalathoz lamindr boxban dolgoztunk.
Fiziologias sooldatban, centrifugalassal elkészitettiik a Candida albicans SC5314 referencia
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izolatumot. @ sejtszuszpenzié 10° gomba/ml tartalmi. 500 pl referencia izolatumot
kiegészitettiik 10 ml-re RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 tapfolyadékkal. A steril
implantatumokat egyenként 12-es plate-re helyeztiik steril csipesszel, majd 1 ml-t mértiink az
elkészitett oldatbol mindegyik implantatumra és 37 °C-0s 5 v/v% CO- tartalmt inkubatorba
tettiik 24 orara. [99] A 24 ora elteltével haromszor mostuk az implantatumokat fizioldgias
sooldattal. Ezt kdvetden 1 12-es plate-be tettiik a mintakat és 1-1 ml 0,1%-os kristalyibolya
oldattal inkubaltuk 10-15 percig. Ezt kovette egy tjabb mosési 1épés haromszor 5 ml fiziologids
sooldattal. Uj plate-be tettiik az implantatumokat és 1-1 ml 30 %-os ecetsavval inkubaltuk az
implantatumokat 10-15 percig. Mindegyik oldatbol kétszer 100 pl-t mértiink 96-os platebe és
mértiilk az abszorbanciat 540 nm-en Anthos HTII spektrofotométerrel. (Anthos, Salzburg,
Ausztria) [100]

Harom parhuzamos mérést végeztiink a pontosabb eredmény meghatarozasdhoz. Ezeket
atlagolva kaptuk meg a biofilm képzddési képességet. Tovabba mértiik az implantditum mintak
onmagukban torténd, gomba izolatum nélkiili kristalyibolya kotdédését is, mely eredményt

kivontuk a kapott biofilm formalasikészségbdl.

5.2.1.6. Statisztikai elemzés

Az adatokat a GraphPad Prism (7.0 verzi6; GraphPad Software Inc., Kalifornia, CA, USA)
segitségével elemeztiik. A mintak atlagat és + szoras értékeit (standard deviation, SD)
szamitottuk ki a mérési adatokbol. A mintacsoportok dsszehasonlitdsdhoz egyiranyt ANOVA
tesztet végeztiink a STATISTICA program 13.2 verzidjaban (Statsoft Hungary Kft., Budapest,
Magyarorszag), 95%-os konfidencia szinten; az eredményeket szignifikansnak tekintettiik p
<0,05-nél. Ha a modszer leirdsa mashogy nem emliti, akkor a kisérletet harom parhuzamos

mintan hajtottuk végre, és legalabb haromszor megismételtiik. [101]

5.2.2. 2. kisérletsorozat
5.2.2.1. 3D nyomtatas

A mintak digitalis modelljeit a SolidWorks program (Dassault Systemes, Parizs,
Franciaorszag) felhasznalasaval terveztik meg az stl (standard tessellation language) fajl
formatumhoz. [102] Mindegyik nyomtatott minta 2,4 mm magas, de harom kiilonb6z6 értéket
alkalmaztunk atmérdként: 16, 19 és 22 mm. Mivel a hatéanyag kioldodasa foleg a mintak felsd
és also feliiletén keresztill torténik, az atmérdket ugy valasztottuk meg, hogy a novekedés 150,
illetve 200%-o0s legyen. [103] A mintak Gsszes tobbi tulajdonsagat a 3D nyomtatohoz tartozo
szoftverben allitottuk be, jelen esetben a Slicer Prusa Edition-t hasznaltuk. A mintak
kitoltottségi szazalék értékeit: 0, 5, 10 és 15%, a nyomtatott héjak szamat: 1, a felsd és also
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rétegek szamat pedig: 2-re allitottuk be. Egy nyomtatas soran egyszerre 10 minta volt
nyomtathat6 a Prusa i3 MK2 nyomtatoval (Prusa, Praga, Csehorszag), melyet a kisérleteinkhez
hasznaltunk. A 3D nyomtatasi folyamat soran alkalmazott tulajdonsagokat az aldbbi, 8.

tablazat foglalja 6ssze. [104]

Filament Tipusa PLA Antibakterialis PETG PMMA
PLA

Filament 4tmér6 [mm)] 1,75 1,75 1,75 1,75
Nyomtatofej atmérd [pum] 400 400 400 400

Kitoltottségi szazalék [%] 0, 5, 10, 15 0,5, 10,15 0,5, 10,15 0,5, 10, 15
Nyomtatasi hémérséklet [°C] 215 215 250 270
Talca hémérséklet [°C] 60 60 90 110
Rétegvastagsag [pm] 200 200 200 200

8. tablazat - A 3D nyomtatdshoz hasznalt paraméterek a Prusa i3 MK2 nyomtatd

esetében

5.2.2.2. Tomegegységesség €s hatdanyagtartalom meghatirozasa

Minden egyes kisérleti minta tdmegét lemértiikk a nyomtatast kdvetden, melybdl atlagot
szamitottunk. Ezutdn a mintdkat Osszetortik a hatoanyagtartalom egységességének
meghatarozasa céljabol. A mintakat egyenként oldottuk 100 ml desztillalt vizben, és 60 percig
kevertik. A hatéanyagmennyiségét UV  spektrofotometriaval hataroztuk meg
ThermoScientific ™ Multiskan ™ GO mikroplate spektrofotométerrel (Thermofisher,

Waltham, MA, USA) 276 nm hullamhosszon. [105]

5.2.2.3. PLA degradacio

Az in vitro degradacié vizsgalatdhoz a PLA és antibakterialis PLA filamentbdl késziilt
mintdkat szimulalt testfolyadékban (simulated body fluid, SBF) inkubaltuk 37 °C-on, 10
fordulat/perc keverés mellett, 8 hétig. (Heidolph Inkubator 1000 és Polymax 1040, Heidolph
Gmbh, Schwaback, Németorszag). Az SBF oldatot 0,353 g NaHCOs, 0,224 g KCI, 7,995 g
NaCl, 0,305 g MgClz * 6 H20, 0,228 g K:HPO4 *3 H20, 0,071 g Na2S04 és 0,227 g CaCl:
feloldasaval egy liter desztillalt vizben készitettiik el. [106] A pH-t 7,4-re allitottuk be Tris-
HCI-dal. A degradacio6 teszthez harom parhuzamos mintat tettiink 20 ml SBF-oldatba. Heti
1dokozonként a mintdkat desztillalt vizzel mostuk €s az inkubatorban 60 °C-on szaritottuk. A
sulyt MettlerToledo AX105 DeltaRange analitikai mérleggel (Colombus, OH, USA) mértiik,
majd kiszamitottuk az atlagot. Az inkubacids kozeget minden héten friss (pH = 7,4) SBF-
oldattal helyettesitettiik. [107]

37



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

5.2.2.4. Anyagszerkezeti vizsgalatok
5.2.24.1. Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)

A pasztazd elektronmikroszkopids felvételeket Hitachi Tabletop Microscope 3030
(TM3030) (Hitachi, Tokio, Japan) késziilékkel készitettiik el. A SEM vizsgalat el6tt porlasztott
arany bevonat keriilt a mintdk feliiletére, hogy elkeriiljik a mintak feltoltodését és
megolvadasat. A méréshez vakuumot és alacsony gyorsitofesziiltséget alkalmaztunk. Az
altalunk hasznalt TM3030 mikroszkopban az alkalmazott detektor egy energiadiszperziv
spektrometria(energy dispersive spectrometry, EDS). A SEM képekhez kiilonb6z6
nagyitasokat alkalmaztunk. [108]

5.2.2.4.2. Mikro komputertomografia (MicroCT)

A mikro komputertomografiai (microCT) méréshez SkyScan 1272 (Bruker, Kontich,
Belgium) berendezést hasznaltunk. A mérés soran alkalmazott paraméterek a kovetkezdek
voltak: pixel méret 5 pm; matrixméret 2688 x 4032 (sorok x oszlopok); fesziiltség 50 kV; aram
200 pA; a forgas Iéptéke (deg) 0,200. Siktér és geometriai korrekciot is alkalmaztunk. A minta
vizsgalatat kovetden SkyScan NRecon szoftvert (2.0.4.2. verzid) hasznaltunk a keresztmetszeti
képek elemzéséhez, mely soran utdigazitds, az igynevezett ,,beam-hardening” korrekcidja, az
esetlegesen keletkezett gylirQi alaku képzédmények korrekcidja (,,ring artefact correction™) és
simitas tortént. A hiaromdimenzids abrak megjelenitéséhez CTwox szoftvert hasznaltunk
(Bruker, Kontich, Belgium). [108]

A mintdk kozotti pontos kiilonbséget Imagel) szoftverrel szamitottuk ki (Madison, WI,
USA). A méréshez harom parhuzamos felszini metszetet vizsgaltunk meg 5 pm-es pixel
meérettel. Az eredeti microCT képeket 8 bites szlirkearnyalatos képekké alakitottuk at, mellyel
minden pixelhez tartozo szininformaciot atalakitottunk fekete-fehérre. Ezutan kijeloltik a

minta felszinét és a szoftver automatikusan értékelte a filament szazalékos aranyat. [109]

5.2.243. Termogravimetrias (TG) és differencialis pasztazo kalorimetriai (DSC) elemzés

A mintdk termogravimetrias (thermogravimetric, TG) ¢és differencialis pasztazéd
kalorimetriai (differential scanning analysis, DSC) vizsgalatat Mettler-Toledo TGA/DSC1
berendezéssel végeztiik el (Mettler-Toledo GmbH, Colombus, OH, USA)). Minden vizsgalati
mintabol 40 pl térfogatnyi mennyiséget zarhatd aluminium hengerbe helyeztink. Az
alkalmazott homérsékleti tartomany 25-500 °C, mig a felfiités 1éptéke 10 °C/perc volt. A
mintakat nitrogén atmoszféraban vizsgaltuk (sejt gaz: 50 ml/perc, modszer gaz: 70 ml/perc). A
kapott TG/DSC gorbék kiértékelése STAR® programmal tortént (Mettler-Toledo GmbH,
Colombus, OH, USA)). [110]
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5.2.2.4.4, Nedvesedési peremszog meghatarozas
A 2. kisérletsorozatban hasznélt mddszer megegyezik a kordbban ismertetett 5.2.1.3.5.

Nedvesedési peremszog meghatarozasa modszerrel.

5.2.2.45. Raman spektroszkopia

A 2. kisérletsorozatban eldallitott PLA 16 0, PLA 16 5, PLA 16 10 ¢s PLA 16 15
mintdk hatéanyag mennyiségét Raman spektroszkopidval hataroztuk meg. A PLA 16 0
mintanak csak egy iirege van, de a tobbi mintanak hat belso6 lirege van, kiillonb6z6 kitoltottségi
szazalékokkal (5, 10 és 15%). Eldszor egy lyukat furtunk egy-egy lireg folé, kis atmérdji (d
<0,5 cm) faroval. Ezutan a kinyert hatéanyagot 4-4 ml 96 %-os etanolban oldottuk. A
hatébanyag mennyiségének meghatarozasahoz hétpontos kalibracios gorbét készitettiink 0,1
mg/ml és 15 mg/ml koézotti koncentraciotartomanyban. A Raman spektroszkopiai mérést
Wasatch Photonics WP-785-R-SR_I-50 berendezéssel (Morrisville, NC, USA) végeztiik el. A
Raman-spektrumokat kvarc kiivettaban hataroztuk meg, 1 cm-es optikai uthosszat alkalmazva.
A detektor toltéshez kapcsolt eszkoz (charge-coupled device, CCD) volt, a detektor
hémérséklete 10 °C, a lézersugar hulldmhossza 785 nm, az integracidés id6 500 ms és a
letapogatasi id6 32 s. A spektrumokat tobbvaltozos regressziés modellezéssel elemeztiik a
legkisebb négyzetek (Partial Least Squares, PLS) modszerének elve alapjan CAMO
Unscrambler X 10.5.1 verzidju szoftverben (Oslo, Norvégia). A diklofenak-natrium

mennyiségét minden iiregben, a kalibracids gorbe segitségével hataroztuk meg.[111]

5.2.2.5. Sterilezés
A 2. kisérletsorozatban hasznalt modszer megegyezik a kordbban ismertetett 5.2.1.4.

Sterilezés modszerrel.

5.2.2.6. Citotoxicitas
A 2. kisérletsorozatban hasznalt modszer megegyezik a korabban ismertetett 5.2.1.5.1. Sejt
passzalas és 5.2.1.5.2. MTT teszt modszerrel. [96]

5.2.2.7. Kioldodas vizsgalat

A diklofendk-natrium hatéanyagtartalmt mintak esetében a kioldodas vizsgalatdhoz USP
I. tipust (forgokosaras) Erweka DT 800 kioldodas vizsgald késziiléket alkalmaztunk,
automatikus mintavevo rendszerrel (Ismatec IPC) (Erweka Gmbh, Langen, Németorszag). 900
ml 1,0 M foszfatpuffer oldatu kioldokozeget (pH 7,4) hasznaltunk a kisérleteinkhez. A forgasi

sebességet 100 fordulat/perc, a homérsékletet 37 °C-ra allitottuk be. Minden mintat a
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forgdkosarba helyeztiink. Minden mérési idépontnal 3 ml mintat vettiink. A mintakat 0,083;
0,25;0,5;0,75; 1;2; 4; 6; 8; 12; 14; 16; 18; 20 és 24 orakor vettiik le az automatikus mintavevo
meg ThemoScientific ™ Multiskan ™ GO mikroplate spektrofotométerrel (Thermofisher,
Waltham, MA, USA) 276 nm hulliamhosszon. Az 6sszes mintat az 0sszes mérési ponton 96
lyuka UV-Star® mikroplate-be pipettaztuk (Greiner Bio-One Kft., Mosonmagyarovar,
Magyarorszag), és az abszorbanciat 276 nm-en mértilk. A kioldodasi kisérleteket hat

parhuzamos mintan végeztiik el. [112]

5.2.2.8. Statisztikai elemzés

Az adatokat a GraphPad Prism (7.0 verzio; GraphPad Software Inc., Kalifornia, CA, USA)
segitségével elemeztilk, a mintak atlagat és + szoras értékeit (standard deviation, SD) is
meghataroztuk. A mintacsoportok dsszehasonlitasahoz egyirany ANOVA tesztet végeztiink
el, 95 %-os konfidencia szinten; az eredményeket szignifikansnak tekintettiik p <0,05-nél. A
Design-Expert ® szoftver 10.0 verzidjat (Stat-Ease Int., Minneapolis, MN, USA) hasznaltuk a
torténeti statisztikai adatok elemzéséhez ANOVA teszttel a kioldodasi vizsgéalatok esetében. Ha
a modszer leirdsa mashogy nem emliti, akkor a kisérletet harom parhuzamos mintan hajtottuk

végre és legalabb haromszor megismételtiik. [101]
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6. Eredmények

6.1. 1. kisérletsorozat
6.1.1. 3D nyomtatas és kémiai mddositds

A kisérleteinkhez a 3D nyomtatott mintdkat a lyoni Claude Bernard egyetemen éllitottak
elé. A nyomtatashoz politejsav filamentet alkalmaztak, melyet a 215 °C-ra felmelegitett 0,4
mm atmérdjii nyomtatofejen keresztiil nyomtattak. A nyomtatott rétegek vastagsaga 50 és 75
um kozott valtozott. A mintak kitoltttségi szazaléka 100% volt, mely megfeleld porozitast
biztosit a nyomtatott szalak kozotti kisméretli iiregeknek kdszonhetden, illetve megfeleld
mechanikai szilardsagot, igy a kémiai modositashoz hasznalt oldoszerek nem jutnak be a minta
belsejébe. A nyomtatott mintak atméréje 14 mm, mig a magassaga 3 mm, amint az a 3. abran

is lathato.

3. abra - A nyomtatott mintak a) A megtervezett minta stl (standard tessellation
language) file formatumban b) A nyomtatott minta atméréje 14 mm c) A Lulzbot
Mini nyomtaton egyszerre 25 mintat tudtunk nyomtatni d) A Lulzbot Taz 5

nyomtaton egyszerre 50 mintat tudtunk nyomtatni.

A politejsav mintak kémiai oldallanc modositasa kiilonb6z6 aminokkal tortént, melyek
hatasat eddig egy kutatocsoport sem vizsgalta, ezért szamit ez a kisérlet tjdonsagnak. A
felszinmodositashoz hasznalt kémiai reakciok elve a 4. abran a) lathato, illetve a modosulatok
szerkezeti képlete is. (4. abra b))

A kémiai anyagok kivalasztdsakor az volt a szempont, hogy hidrofil oldallancokat
kapcsoljunk a PLA-hoz, melyeknek eltérd a természete: az etilén-diamin (ED) rovid szénlancu

primer amin fejcsoporttal, a trietilén-tetramin (TET) és a bisz(aminopropil)-amin (BAPA)
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oligoamin csoporttal rendelkezik, az N-metil-1,3-propan-diamin (NMePrN) rovid szénlanca
szekunder amin csoportot, a 2,2 '(etilén-dioxi)-dietilamin (NPEGN) egy rovid polietilénglikol

vazat, mig a tris (2-aminoetil)-amin (Tris) elagazé amino csoportot tartalmaz.

. HO i [qu o i R.__NH Q [§ ?
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H O |CH; !
cHy | © ,(; 3 CHs | O Jowus ™
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4. abra - A kémiai modositas reakcidoegyenlete a) és a kémiai oldallancmodositassal

kapott anyagok kémiai szerkezete b).

6.1.2. Anyagszerkezeti vizsgalatok
6.1.2.1.1. Pésztazé elektronmikroszkopia (SEM)

Az alapvaz ¢és a kémiai modositassal kapott mintdk feliiletét pasztazo
elektronmikroszkoppal teszteltiik a lyoni Claude Bernard Egyetemen. Vizsgalatunk soran a
politejsav (PLA) minta esetében mind a kezeletlen feliilet, mind az ioncserélt vizzel mosott
feliilet egyenetlen. A mosast kovetéen a mintafeliiletet simabbnak lattuk. Az alabbi 5. abran
lathat6 hat oldallancmoédositott minta koziil négy modositott minta esetében ¢) PLA-BAPA, d)
PLA-ED, g) PLA-Tris és h) PLA-NPEGN) egyenletes, lapos felsziniit kaptunk, egyenletesen
eloszlatott porusokkal. A Tris médosulat esetében g) a porusatmérd kortilbelil 1 um volt. A
PLA-TET moddosulat e) felszine nagymértékben hasonlitott a kezeletlen minta feliiletére,
viszont a felszinen apré bemélyedések voltak lathatoak, koriilbeliil 100-200 nm atmérdjiiek.
Végiil a PLA-MeNprN f) modositott feliilet esetében a felszinen jéghegy-szerti strukturak
lathatoak, melyek feliilete sik. A SEM abrak meger6sitik, hogy a 3D nyomtatott

oldallancmodositott PLA mintak feliilete megvaltozott.
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5. ébra - A mintaink pésztaz6 elektronmikroszkopiai (SEM) ébrdi. Az abrakon jol
lathat6 a felszini morfologia és a porusok szerkezete. A nagyitas x1000, a skala 90
um. a) PLA kezelés nélkiil, b) PLA vizes mosast kdvetéen, ¢) PLA-BAPA, d) PLA-
ED, e) PLA-TET, f) PLA-MeNprN, g) PLA-Tris és h) PLA-NPEGN.

6.1.2.1.2. Fourier transzformacios infravords spektroszkopia (FTIR)

A fourier transzformacids infravords spektroszkdpiai elemzést Dr. Beomjoon Kim végezte
el. A vizsgalat soran kapott spektrumok az aldbbi (6 — 11 4bra) dbrdkon lathatoak. Az
eredményeinket a politejsav és az etiléndiamin modosulat abrajan (6. dbra) keresztiil mutatom
be, mig a tobbi modosulat FTIR spektruma a 7-11. abrékon lathato.

A politejsav alapvaz spektruman (6. abra a)) megfigyelhetd egy gyenge C—H kotés 3000
cm~ hullamhossz értéknél és egy erds C=0 észter kotés 1750 cm™ hullamhossz értéknél. Az
etiléndiamin (PLA-ED) esetében (6. abra b)) a fentieken tal még megfigyelhet6 C=0 amid
kotés 1550 cm™* and 1650 cm™ hullamhossz értékek kozott. Az amid kotés jelenléte csak a
PLA polimer ¢€s az etilén-diamin modosulat k6zott kialakuld kovalens kotésbdl szarmazhat.
Tovéabba az N-H amid kotés jelenléte is bizonyitja 3300 cm™ hulldmhossz értéknél. Ahogyan
az varhato volt, a modositas miatt kialakuld kotésekhez tartozo intenzitas értékek kisebbek,

mint az €szter kotés¢, mivel a modositas csak a felszinen torténik meg.
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6. abra - A politejsav alapvaz (a) PLA) és az etilén-diamin modosulat (b) PLA-ED)
FTIR spektruma. A C=0 észter kotés kékkel van kijelolve, a C=0O amid kotések
piros korrel, és az N-H amid kotés zolddel van kijelolve. A C=0 észter kotés kisebb
intenzitast jelenlétébdl, illetve a C=0 amid kotések és az N-H amid kotés
megjelenésébdl arra tudunk kovetkeztetni, hogy az amid funkcionalizacios reakcid

megtortént és kovalens kotéssel tortént az oldallancok kotddése.
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7. abra - A bisz(aminopropil)-amin médosulat (PLA-BAPA) FTIR spektruma.
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8. abra - A trietilén-tetramin modosulat (PLA-TET) FTIR spektruma.
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9. dbra - Az N- metil-1,3-propan-diamin modosulat (PLA-MeNprN) FTIR
spektruma.
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10. abra - A tris(2-aminoetil)-amin modosulat (PLA-Tris) FTIR spektruma.
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11. dbra - A 22-etiléndioxi-dietilamin médosulat (PLA-NPEGN) FTIR

spektruma.

6.1.2.1.3. Felszini egyenetlenség vizsgalata

A 12. dbran lathatok a PLA alapvaz, a PLA-ED modosulat és a PLA-NPEGN moédosulat
felszini egyenetlenség vizsgalattal kapott eredményei, melyet a lyoni egyetem kutatoi
biztositottak. A spektrumokat a Keyence VHX 6000 optikai mikroszkophoz tartozo
képfeldolgozd programmal kaptuk meg. A felszini egyenetlenség atlagos mérete (Average
Depth of Roughness Parameter, Rz) a PLA minta esetében 29 um, a PLA-ED modosulat
esetében 3 pum, mig a PLA-NPEGN modosulat esetében 6 pm. A PLA alapvaz felszini
egyenetlenség értékei abbol adodnak, hogy a 3D nyomtatas soran egy-egy huzott szal kozott 20
pm-es iireg van és 400 pm-enként kismértékli csokkenés tapasztalhato a filamentbdl adodoan,
ami viszont minden esetben kisebb volt, mint 5 pm.

A modositott kémiai oldallancot tartalmazé mintak esetében a feliilet altalaban sik volt (12.
és 13. abra), bizonyos esetekben kis godrok és kiemelkedések voltak megfigyelhetoek, ami
Osszhangban volt a SEM mérés soran tapasztaltakkal. Nem talaltak 400 pm tavolsdgonként

szisztematikusan ismétlodo felszini egyenetlenségeket.
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12. abra - A PLA alapvaz (a)), a PLA-ED moddosulat (b)) és a PLA-NPEGN
modosulat (¢)) felszini egyenetlenség vizsgalatanak eredményei. A PLA alapvaz
1768 um hosszusagban volt vizsgéalva, a PLA-ED 4082 um hosszisagban, mig a
PLA-NPEGN 4082 um-ben. A felszini egyenetlenség atlagos mérete (Average
Depth of Roughness Parameter, Rz) a PLA minta esetében 29 um, a PLA-ED
modosulat esetében 3 um, mig a PLA-NPEGN modosulat esetében 6 um.
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13. abra - A PLA-MeNprN moédosulat (a)), a PLA-BAPA moddosulat (b)) és a PLA-

Tris modosulat (¢)) felszini egyenetlenség vizsgalatinak eredményei. A PLA-
MeNprN modosulat 4111 um hosszisagban volt vizsgalva, a PLA- BAPA 4080
um hosszisagban, mig a PLA-Tris 4115 um-ben. A felszini egyenetlenség atlagos
mérete (Average Depth of Roughness Parameter, Rz) a PLA-MeNprN modosulat
esetében 10 pm, a PLA-BAPA moddosulat esetében 11 um, mig a PLA-Tris

modosulat esetében 8 um.

6.1.2.1.4. Pozitron annihilacids élettartam spektroszkdpia (PALS)
A 14. 4bran lathaté a Prof. Zelk6 Romana és Kazsoki Adrienn altal elvégzett PALS
vizsgalat eredménye, melyen lathatok a PLA alapvaz és a mddositott mintak atlagos diszkrét o-

PS ¢élettartam értékei. A magasabb élettartam értékek nagyobb szabad térfogatot jeleznek a
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polimer lancok kozott, illetve a nyomtatas soran a filament szalak kozott fennmarado teret. Az
eredmények alapjan mindegyik moddositott alapvazat tartalmazé minta hasonld o-Ps
¢lettartammal rendelkezik, mig a PLA alapvaznak szignifikdnsan magasabb o-PS élettartam
ideje van. (**** p<0,0001). Az eredményeink alapjan a PLA-ED és a PLA-Tris modosulatok
tartalmazzak a legtobb szabad térfogatot a felszinen, mig a PLA-MeNprN modosulat esetében
a legkevesebbet. Mindez azzal magyarazhat6, hogy a modositassal az aminok beépiilnek a
polimer szalakba, ami kisebb szabad térfogatot eredményez a polimer szalak molekulai k6zott.

2150 - —

21004
2050
2000

19504

0-PS életido (ns)

19004

18504

1800 -

PLA PLA- PLA- PLA- PLA- PLA- PLA-
Alapvaz BAPA ED TET MeNprN Tris NPEGN

14. dbra - A vizsgalati mintak PALS vizsgalattal kapott atlag diszkrét o-Ps életideje.
Minél magasabb az o-Ps ¢életidd, annal nagyobb a szabadtérfogatl iiregek szadma az
adott vizsgalati minta esetében. A PLA alapvaz o-Ps életideje szignifikdnsan
kiilonbozik (****) a modositott alapvazak o-Ps élettartamatol, viszont a modositott
mintdk esetében nem taldltunk szignifikans kiilonbséget. Az értékek atlagként
vannak feltiintetve a szorasértékekkel. A hibasav a szorast jeloli (= SD); a ****
pedig a szignifikans kiilonbség értéket p <0.0001. A kisérleteket harom parhuzamos

mintan végeztiik el.

6.1.2.1.5. Nedvesedési peremszog meghatarozas

A nedvesedési peremszdg meghatarozasat a lyoni egyetem kutatoi végezték el, a vizsgalat
soran kapott peremszog értékek az alabbi 15. dbran lathatéak. A peremszog értékek alapjan
felallithato egy csokkend sorrend: PLA alapvaz mosas nélkiil = PLA alapvaz vizzel mosva >
PLA-MeNprN > PLA-ED > PLA-NPEGN > PLA-BAPA > PLA-Tris > PLA-TET. A

nedvesedési peremszog értékek a mintdk esetében 26,5 + 3,0° és 69 £ 0,1° értékek kozott
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valtoztak, amely azt bizonyitja, hogy mindegyik minta hidrofil és az amino csoportok
kapcsolasaval nétt a hidrofilitds mértéke. Ahogyan az véarhato volt, a PLA alapvaz rendelkezik

a legnagyobb peremszog értékekkel.
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Nedvesedési peremszog (°)

15. abra - A nedvesedési peremszog értékei (°) a PLA alapvaz és a kémiai
modosulatok esetében. A peremszog értékek alapjan felallithatdo egy csokkend
sorrend: PLA alapvaz mosas nélkiil (69 = 0,1°)= PLA alapvaz vizzel mosva (69 +
0,1°)> PLA-MeNprN (45 + 1,3°) > PLA-ED (41 + 0,3°) > PLA-NPEGN (40 +
1,1°)> PLA-BAPA (39 £+ 0,5°) > PLA-Tris (30 + 1,2°) > PLA-TET (26.5 + 3,0°).
Az értekek atlagként vannak feltiintetve a szorasértékekkel. A PLA alapvaz mosas
nélkiil és mosassal szignifikansan kiilonbozik a modosulatoktol. A PLA-TET és a
PLA-Tris modosulatok peremszdg értékei pedig szignifikdnsan kisebbek, mint a
t6bbi modosulaté. Altalanossagban elmondhatd, hogy a 90°-t6] kisebb peremszog
értékekkel rendelkezd mintak megfeleld nedvesedésiinek tekinthetdek. A hibasav a
szorast jeloli (£ SD); a *,**, *** gs **** pedig a szignifikans kiilonbség értéket
p<0.05, p<0,01, p<0,001 és p<0,0001. A kisérleteket harom parhuzamos mintan
végeztiik el.

6.1.3. Biokompatibilitas
6.1.3.1. MTT teszt
Hossztava  sejtéletképességi tesztet alkalmaztunk a politejsav alapvdzii mintak

citokompatibilitasanak meghatarozasarol. A mintakat négy, nyolc és tizenkét napig aztattuk
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DMEM médiumot tartalmazéd centrifugacsében, majd az adott vizsgalati napon a Caco-2
sejteket ezzel a médiummal kezeltik. [113] [114] Ez a mddszer eltér a hagyomanyos MTT
vizsgalattél, mert mi nem a gatld koncentraciot (ICsp) mértiik, hanem a sejt életképességét a
negativ kontrollal (DMME médium) tortén6 6sszehasonlitassal szamitottuk Ki. Kinnari, illetve
Chessa kisérleteiben a Caco-2 sejtvonal még mindig a referencia alapot képviseli az ortopédiali
¢és mellimplantatumok citotoxicitasi vizsgéalata sordn. A Caco-2 sejtvonal a bélnyalkahartyat
modellezi le, mivel szamos tulajdonsaga megegyezik az érett enterocitaval. [115],[116].

Az eredményeket a negativ, azaz a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékban (Co—)
fejezziik ki. Pozitiv kontrollként (Co+) a Triton-X 100 (10% w /v) szolubilizaldszert
alkalmaztuk, amely minden vizsgalati mintdhoz viszonyitva, mindegyik vizsgalati napon
szignifikans kiilonbségeket mutatott. Osszehasonlitottuk a kémiailag modositott mintak
citotoxicitasi értékeit, és megallapitottuk, hogy a 4. és 12. vizsgalatinap esetében egyik minta
esetében sem csokkent szignifikansan a sejtéletképesség a kezeletlen kontrollhoz képest (16.
abra). Mig a 8. napon mért PLA-Tris minta esetében szignifikans (*) a kiilonbség a kontroll
csoporthoz és a PLA-BAPA moddosulattal 6sszehasonlitva, illetve szignifikans (**) a kiilonbség
a PLA-ED és PLA-MeNprN mintakkal 6sszehasonlitva. A PLA-ED, a PLA-BAPA, a PLA-Tris
¢s a PLA-NPEGN sejtéletképességi értékei még a hosszabb ideig tartd expozicid esetében is
meghaladtdk a 90 %-t. Az ISO 10993-5: 2009 (E) szabvany alapjan, ha a sejtek relativ
¢letképessége meghaladja a 70 % -t a kontroll csoporthoz képest (100%), az anyagok nem
citotoxikusnak tekinthetok [117]. Ezen szabvany alapjan valamennyi mintank

citokompatibilisnek mindstilt.
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16. abra - A PLA alapvaz ¢és a kémiai modosulatok hosszutavu citotoxicitas
vizsgalatanak eredményei. Az MTT tesztet Caco-2 sejtvonalon végeztiik el, a 4., 8.
¢s 12. napon. A sejtéletképesség szazalékos értéke a negativ kontrollhoz (Co-)
viszonyitva van megadva. Pozitiv kontrollként (Co+) Triton-X 100 (10 % w/v)
szolubilizaloszert alkalmaztunk, mely minden esetben szignifikdns (***%*)
kiilonbséget mutatott. A vizsgalati mintdkat a negativ kontrollal 6sszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy egyik minta sejtéletképessége sem kiilonbozik szignifikansan.
Az értékek atlagként vannak feltliintetve a szorasértékekkel. A hibasav a szorast
jeloli (= SD); a *,** ¢s **** pedig a szignifikéans kiilonbség értéket p<0.05, p<0,01

¢s p<0,0001. A kisérleteket harom parhuzamos mintan végeztiik el.

6.1.3.2. Kristalyibolya teszt

Kisérleteink azon alapultak, hogy a mintdk felszinén kialakult biofilm kristalyibolya
festéssel vizualizalhato és mérhetd az abszorbancidja. A mért abszorbancia értékek korrelaltak
az implantatumok felszinén keletkez6 biofilm mennyiségével [99] [118]. Ezen vizsgalatot
egyiitt végeztem Dr. Kovacs Renatoval. Az 6sszes mintank abszorbancia értéke 0,25 alatt volt.
A PLA alapvaz és a PLA-BAPA mddosulat szignifikdnsan magasabb abszorbancia eredményt
mutatott, mint a tobbi mdédosulat. A PLA-MeNprN abszorbanciaja magasabb, mint 0,05, de a
PLA-TET, PLA-Tris, PLA-NPEGN és PLA-ED abszorbanciaja alacsonyabb, mint 0,05. A
tobbi mintahoz képest a PLA-ED modosulat eredményezte a legkisebb abszorbancia értéket.
(17. abra). Marcos-Zambrano és munkatarsai osztalyozasa szerint alacsony biofilm formalasi
képességet jelent a 0,44 alatti abszorbancia érték, kdzepes biofilm formalasi képességet 0,44—
1,17 abszorbancia érték kozott, mig magas biofilm formalasi képességet 1,17 feletti
abszorbancia értékek esetében. Ez alapjan az osztalyozasi rendszer alapjan valamennyi

implantatum alacsony biofilm formalasi képességet mutatott [119].
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17. abra - A biofilm formalasi készség eredményei a kiilonb6z6 modosulatok
esetében. A legmagasabb mért abszorbancia értékiink0,24 volt. A PLA alapvaz és
a PLA-BAPA modosulat szignifikdnsan magasabb abszorbancia eredményt
mutatott, mint a tobbi mdodosulat. A PLA-MeNprN abszorbanciija magasabb, mint
0,05, de a PLA-TET, PLA-Tris, PLA-NPEGN ¢és PLA-ED abszorbanciaja
alacsonyabb, mint 0,05. Az értékek atlagként vannak feltiintetve a szorasértékekkel.
A hibasav a szorast jeloli (£ SD); a *,**, *** &g #*** pedig a szignifikans kiilonbség
értéket p<0.05, p<0,01, p<0,001 és p<0,0001. A kisérleteket hdrom parhuzamos

mintan végeztik el.

6.2. 2. kisérletsorozat
6.2.1. 3D nyomtatas

Kisérleteink sordn négy kiilonb6zd polimert: politejsavat (PLA), antibakterialis PLA-t
(AntiPLA), polietilén-tereftalat-glikolt (PETG) és poli (metil-metakrilatot) (PMMA)
hasznaltunk a 3D nyomtatashoz. A minta vastagsaga 2,4 mm, atmérdje 16, 19 vagy 22 mm volt.
A kitoltottségi szazalék 0%, 5%, 10% vagy 15% volt.

A részletes nyomtatasi eljarast a 18. abra mutatja be. El9szor a filament szalakat a kivant
nyomtatasi hdmérsekletre megolvasztottuk a nyomtatofejben. A PLA és az antibakterialis PLA
esetében a nyomtatasi hémérséklet 215 °C volt; a PETG-t 250 °C-on, a PMMA-t pedig 270 °C-
on nyomtattuk ki a Debreceni Egyetem Informatikai Karan. A Kutatocsoportunk kidolgozott
egy egyszerli modszert a hatdanyag tartalmi mintadk eldallitasara ugy, hogy a hatdanyag

stabilitasat ne befolyasoljuk, ezért a nyomtatas els6 1épéseként egy fedélemezt nyomtattunk ki.
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(18. abra, els6 1épés). Ezt kovetden elkezd6dott a tényleges mintanyomtatas, amit a megfeleld
pillanatban leallitottunk (18. abra, masodik és harmadik 1épés), majd a hatdanyagot
beledntottiik a mintaba (18. abra, negyedik 1épés), és az eldre kinyomtatott feddlemezt a
hatoanyag tetejére helyeztiikk (18. abra, 6todik 1épés). Végiil kinyomtattuk a minta felsé két
rétegét (18. abra, hatodik 1épés). Ily modon sem az extrudalas magas hémérséklete, sem a hiités
nem zavarta a hatéanyag stabilitasat és mennyiségét. A nyomtatott mintakat a 19. abra mutatja
be.

A mintak elnevezése az alkalmazott polimer (pl. PLA), a minta atmérdje (pl. 16) és végiil

a minta kitoltottségi szazaléka (pl. 0) alapjan tortént; ebben az esetben a minta neve PLA_16 0.

Elso lépés Masodik 1épés

18. abra - A 3D nyomtatds 1épésrél-1épésre torténd bemutatasa. A képek a
szemléltetés miatt késziiltek, igy csak harom minta lathaté a képen ¢és csak egy
mintaba tortént a hatdanyag bejuttatasa. Elso 1€pés: Eloszor az egyrétegii feddlemez

nyomtatasa torténik meg, melynek kor alakja van és meghatdrozott atmérdje. A
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feddlemez magassaga 0,2 mm, ami pontosan egy nyomtatasi rétegnek felel meg.
Masodik 1épés: A minta nyomtatds kezdete és az elsd néhany réteg nyomtatasa.
Harmadik [épés: Néhany réteg nyomtatdsa utdn mar lathato a kitoltottségi szazalék
altal 1étrehozott mintazat. A rétegek sorrendje a kovetkezo: két alapréteg (konttr és
100 %-os kitoltottségi szazalék), ot réteg kontur és jelen esetben 5 %-os belsd
kitoltottségi szazalékértékkel és harom réteg kitoltottségi szazalék nélkiil. Negyedik
1épés: Miutan a hdrom kitdltottségi szazalék nélkiili réteg nyomtatdsa megtortént,
megallitjuk a nyomtatast, igy a diklofenak-natrium hatéanyagot betoltjiik a
mintaba. Otddik 1épés: A hatéanyagot lefedjiik az elére kinyomtatott fedSlemezzel.

Hatodik 1épés: Két felso réteg nyomtatasa, ami lezarja a mintat.

19. abra - A nyomtatott mintak abraja. Ebben az esetben csak a jobb sz¢lsé6 minta

tartalmaz hatdanyagot.

6.2.2. Tomegegységesség
A mért tomeg értékek és a hatdéanyagtartalom egységességének eredményei a 9. tablazatban
lathatoak. A mintak atlagos tomege (mg) a polimertdl fiigg, és ndtt az 4&tmérd és a kitdltottségi

szazalék novekedésével. A mintakat ~ 30 mg diklofendk-natrium soval toltottiik meg.

Minta ’ Tomeg H’atéanyag mennyiség

Atlag (mg) £SD Atlag (mg) +SD

PLA 16 0 346,93 5,39 29,45 0,89
PLA 19 0 476,44 2,74 29,87 0,75
PLA 22 0 608,79 1,45 29,60 0,83
PLA 22 5 635,87 1,65 29,94 0,47
PLA 22 10 646,04 4,81 29,75 0,73
PLA 22 15 690,85 5,34 29,86 0,86
AntiPLA_16 0 344,08 4,00 29,53 0,92
AntiPLA 19 0 468,19 3,48 29,78 1,0
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AntiPLA_22 0
PETG_16 0
PETG_19 0
PETG_22 0
PMMA_16_0
PMMA_19 0
PMMA 22 0

617,77
354,17
513,55
648,54
366,49
527,96
615,87

3,74
2,40
0,54
1,86
3,61
2,57
2,84

29,56
29,72
29,99
29,68
29,66
29,53
29,91

0,82
0,45
0,67
0,81
0,36
0,63
0,78

9. tablazat - A mintak atlagos tomege (mg) a szoras értékekkel (standard deviation,

SD) ¢és az atlagos hatéanyag tartalom (mg) értékei a szoras értékekkel (SD). A

politejsav (PLA), az antibakterialis PLA (AntiPLA), polietilén-tereftalat-glikol
(PETG) és poli-(metil-metakrilat) (PMMA) mintakat vizsgaltuk meg kiilonboz6
atmérd (16, 19 vagy 22 mm) és kitoltottségi szézalék értékekkel (0%, 5%, 10%

vagy 15%). A mintdk elnevezése az alkalmazott polimer (pl. PLA), a minta

atméréje (pl. 16) és végiil a minta kitoltottségi szazaléka (pl. 0) alapjan tortént;

ebben az esetben a minta neve PLA_16 0.

6.2.3. PLA degradaci6

Mivel a PLA és az antibakterialis PLA biologiailag leboml6 polimerek, igy a mintak

crer

tomegméréssel hataroztuk meg, de a vizsgalati id0szak alatt a vizsgalati mintdk esetében nem
kezdddott meg a mintdk bomldsa. A mintak atlagos tdmege (mg) és a szorasértékek (+ SD) a
10. tdblazatban talalhatoak. Az els6 oszlopban a mintdk tomege lathato kozvetleniil a nyomtatas

utan diklofenak nélkiil, mig a tobbi oszlopban az 1., 2., 4., 6. €s 8. hetet kovetden mért tomeg

°C hOmérsékleten hataroztuk meg. A bomlast

értékek.
. Mért tomeg (mg) + SD
Minta

Kiindulas 1.hét 2. hét 4.hét 6. hét 8. hét
315,44 315,32 314,82 314,59 315,93 314,75

PLA 16 0
- - +0,57 +0,42 +0,22 +0,84 +1,34 + 0,56
446,87 446,47 446,53 446,43 445,86 445,42

PLA 19 0
+0,98 +0,88 +1,18 +0,58 +0,18 +0,76
576,96 577,05 576,37 577,04 577,04 576,53

PLA 22 0
+ 1,45 +0,72 +0,48 +0,33 +0,33 +0,18
603,65 602,72 602,27 603,74 602,72 603,52

PLA 22 5
+0,12 +0,27 +0,34 +0,37 +1,05 +1,05
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615,98 615,49 615,92 615,63 615,07 615,07
PLA 22 10
+2,41 +0,38 +1,58 +0,81 +0,23 + 0,45
660,57 659,59 660,39 659,79 660,82 660,03
PLA 22 15
+1,34 +1,14 +0,56 +0,34 + 1,54 +0,72
) 313,82 312,28 313,03 313,75 312,34 312,06
AntiPLA 16 0
+1,21 +0,51 +0,93 +0,63 +0,25 + 0,57
) 437,19 436,97 437,03 436,13 436,94 437,42
AntiPLA 19 0
+0,97 +0,84 +0,14 +0,59 +0,37 +0,70
. 586,82 586,42 585,97 585,36 586,22 586,34
AntiPLA 22 0
+0,75 +0,55 +1,25 +0,74 +1,16 +0,04

10. tablazat - A degradaci6 teszt eredményei a politejsav (PLA) és antibakterialis
PLA (AntiPLA) mintak esetében kiillonboz6 atmérd (16, 19 vagy 22 mm) és
kitoltottségi szazalékértékek esetében (0%, 5%, 10% vagy 15%). A mintak atlagos
tomege (mg) és a szorasértékek (£ SD) vannak feltiintetve kdzvetleniil a nyomtatés
utan diklofenak nélkiil, mig a tobbi oszlopban az 1., 2., 4., 6. és 8. hetet kdvetden
mért tomeg értékek. A vizsgalati perioduson beliil a mintdk bomlasa nem kezddédott

meg.

6.2.4. Anyagszerkezeti vizsgalatok
6.2.4.1.1. Pésztazé elektronmikroszkopia (SEM)

A mintak feliiletét pasztazod elektronmikroszkopiaval vizsgaltuk meg Budai Istvan
segitségével. A PLA, antibakterialis PLA, PETG és PMMA mintak SEM képeit (20. dbra) 50x-
es nagyitassal készitettiik el. Elemeztiik a feliilet megfeleldségét, és a rétegek lokalizacigjat,
megfeleldségét a 3D nyomtatdssal eldallitott mintdk esetében. Az abran két egymés mellé
nyomtatott filament szal kozotti tavolsagot fehér vonalak jelolik. A PLA esetében az atlag
713,67 um (£ 17,72) volt; antibakterialis PLA esetében 712,86 um (£ 2,26); a PETG esetében
704,33 um (= 12,07), a PMMA esetében pedig 700,16 um (= 7,73). A PLA, az antibakterialis
PLA ¢és a PETG sima feliiletliek voltak, a PMMA-nak azonban egyenetlen volt a feliilete, a
siktol néhany apro eltéréssel.

A 21. abran a 3D nyomtatott mintak feliileti morfologiajat és porusszerkezetét hasonlitottuk
Ossze kozvetlenill a 3D nyomtatas utan (a, c) és a kioldodas vizsgalat utan (b, d) 20-szoros
nagyitassal. A b) és d) abran piros nyilak jelolik a kioldodas vizsgalat utan kialakult porusokat,
amelyek alatamasztottak azt a feltételezésiinket, hogy a hatéanyag felszabadulas a hatéanyag

lead6 nyilasokon keresztiil diffizioval torténik.
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714I
7%

m D86 50X 2mm

m D86 50X 2mm
20. abra - A 3D nyomtatassal eléallitott mintak felszini elemzését Dr. Budai Istvan

végezte el pasztazoelektronmikroszkopiaval. A nagyitas 50x, a 1épték um-ben van

megadva, a rétegvastagsagot pedig fehér vonallal jeloltiik. a) Politejsav (PLA_22_

0); b) antibakterialis politejsav (AntiPLA 22 0); c¢) polietilén-tereftalat-glikol

(PETG_22_0); d) poli(metil-metakrilat) (PMMA_22_0).
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m D8.6 20X 4mm m D85 20X 4mm

m D10.0 20X 4mm m D87 20X 4mm

21. abra - A felszini morfologia és a porusok szerkezetének elemzése pasztazéd
elektronmikroszkopidval Dr. Budai Istvan altal. A mintak elemzése kozvetleniil a
3D nyomtatas utan (a, c) és a kioldodas vizsgalat utan (b, d) 20-szoros nagyitassal
tortént. a) Antibakteridlis politejsav (AntiPLA 22 0) minta a 3D nyomtatas utan;
b) AntiPLA 22 0 a kioldodas vizsgalatot kovet6en; ¢) polietilén-tereftalat-glikol
(PETG_22_0) minta a nyomtatas utan; d) PETG 22 0 a kioldodas vizsgalatot
kovetden. A b) és d) abran piros nyilak jelolik a kioldodas vizsgalatot kdvetden

kialakult pérusokat.

6.2.4.1.2. Mikro komputertomografia (MicroCT)

A mintakat a kioldodasi vizsgalat el6tt és utdn mikro komputertomografiaval (microCT)
vizsgaltuk, hogy meghatdrozzuk morfologidjukat. A vizsgalatokat Béres Monikaval végeztiik
el. A 22. abra az AntiPLA 16 _0 mintat mutatja a kioldodasi vizsgalat el6tt a) és b) utan. A
diklofenak-natrium lokalizacidja jol lathaté a kioldodasi vizsgalat elétt. A kioldodasi
vizsgéalatot kovetéen nem tortént valtozds a filamentumok oldalsé rétegeinek

elhelyezkedésében.
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A 23. dbra a PLA 16 0 minta fels feliiletét mutatja be a kioldodas vizsgalat eldtt (a) és
(b) utan. Jol lathato, hogy kioldodas vizsgalatot kovetden készitett felvételen a minta feliiletén
porusok keletkeztek.

A porusok altal a mintafeliiletén okozott pontos kiilonbséget 5 um képpont méretti feliilet
alapjan szamoltuk ki (hdrom parhuzamos szelet alapjan). Megvizsgaltuk a filament
kitoltottségének szazalékos aranyat. A kioldddas vizsgalat eldtti PLA 16 0 minta esetében
94,06% felszini teriilet volt, mig a kioldddas vizsgalat utdn 87,95%. Azaz a kioldodas vizsgalat

utan 6,11% -kal tobb pdrus volt a minta feliiletén.

22. abra - Mikro komputertomografiai abra fliggéleges metszete az AntiPLA_16 0
mintardl a kioldodas vizsgalatot megel6zden a) illetve azt kovetden b). Az abra

pixel mérete 5 pm.

23. abra - Mikro komputertomografiai dbra a PLA 16 0 minta felsd felszinérdl a

kioldédas vizsgalatot megel6zden a) illetve azt kdvetden b). Az abra pixel mérete
S pm.
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6.2.4.1.3. Termogravimetrids (TG) és differencialis pasztazo6 kalorimetriai (DSC) elemzés

A diklofenak-natrium termogravimetrids gorbéje termikus stabilitast mutatott 280 °C-ig,
igy kijelenthetjiik, hogy az alkalmazott hatéanyag stabil az alkalmazott nyomtatasi
hémérsékleteken. 100 °C alatt kevesebb, mint 1% -os tdmegveszteséget figyeltek meg, ami
valoszinlileg a hatéanyag felszinén megkotott viz elparolgasanak volt koszonhetd. A polimer
hordozokbol kiontott diklofenak por mintak esetében ez nem fordult el6 (25. abra f), 26. abra
d) és 27. abra d) gorbéje). A hatdéanyag termogravimetrias gorbéje alapjan valoszinii, hogy az
olvadas hdbomlassal jart. A hatéanyag bomlasa 500 °C-ig 39 % koriil volt. A differencialis
pasztaz6 kalorimetriai (DSC) gorbe endoterm csticsa 289,97 °C-on lathato, amelyet azonnal
egy exoterm csucs kovetett, amikor is a diklofenak elbomlott (24. abra).

A PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA mintdk termogravimetrids elemzését
kozvetleniil a filament szalakon, diklofenak nélkiili nyomtatott mintakon és diklofenak
hatdéanyagot tartalmaz6 nyomtatott mintdkon végeztiik, de az utobbi mintakbol a hatdanyagot a
vizsgalat el6tt kiontottiik (polimer vaz). A 25-27. abrakon lathatéak a diklofenak, mint
hatéanyag gorbéi (fekete szinnel jelolve), illetve a polimer vazakbol szarmazé diklofenak por
gorbéi. A gorbék alapjan kijelenthetjiik, hogy a hatéanyag és az 6sszes filament stabil volt a 3D
nyomtatasi hdmérsékleten; kémiai bomlas vagy valtozas jeleit nem észleltiik 270 °C alatt. Mind
a négy polimer termikusan stabilnak tekinthetd, de a polimerek a hémérsékleti tartomany
alapjan csoportosithatok: a PLA és az antibakterialis PLA maximalis stabilitasi értéke 280 °C,
a PETG 400 °C-ig, a PMMA pedig 340 °C-ig stabil. Megallapithatjuk, hogy az alkalmazott
nyomtatasi hdmérsékleteken (PLA — 215 °C, PETG — 250 °C és PMMA — 270 °C) az 6sszes
polimeriink stabil volt.

A PLA és antibakterialis PLA polimer vazak (25.abra d, e gorbe) esetében a termikus
stabilitas 50 °C-on kisebb volt, mint a diklofenak nélkiili mintak esetében (25. abra b, ¢ gorbe),
ennek ellenére ezek a mintdk még mindig stabilnak tekinthetdk, mert a nyomtatasi hdmérséklet
215 °C volt. A PETG és PMMA polimermintdk nem mutattak hasonlé valtozast; a termikus

stabilitas nem valtozott diklofenak-natriummal vagy anélkiil (26. és 27. abra).
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Aexo
3 S "
TG
20 10
% | wgr-1
b
DSC

W G0 S 10 o 1o 160 10 200 200 200 260 280 300 330 30 3% 30 a0 430 o %0 40 <
24. abra - A diklofenak-natrium termogravimetrias (TG) és differencidlis pasztazo
kalorimetriai (DSC) elemzése. A vizsgalatot ifj. Dr. Regdon Géza végezte el. a)
termogravimetrias (thermogravimetric,TG) gorbe; b) differencialis pasztazo
kalorimetriai (Differential Scanning Analyis, DSC) gorbe. A hémérsékleti
tulajdonsagok elemzése 25 és 500 °C kozott tortént.

i A
100 "
%

25. abra - A PLA és antibakterialis PLA mintdk termogravimetrias gorbéi. A
vizsgalatot ifj. Dr. Regdon Géza végezte el. a) PLA filament; b) PLA_19 0
hatéanyag nélkiil; ¢) AntiPLA_19 0 hatéanyag nélkiil; d) PLA_19 0 polimer vaz
a hatéanyag kiontését kovetden; €) AntiPLA_19 0 polimer vaz a hatéanyag
kiontését kovetden; f) diklofenak por a (d) mintabol; g) diklofenak por az (e)
mintabol; h) diklofenak-natrium por. A hémérsékleti tulajdonsagok elemzése 25 és

500 °C kozott tortént.

62



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

Aexo
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26 abra - A PETG mintak termogravimetrids gorbéi. A vizsgalatot ifj. Dr. Regdon
Géza végezte el. a) PETG filament; b) PETG 19 0 hatéanyag nélkiil; c)
PETG 19 0 polimer vaz a hatéanyag kiontését kovetden; d) diklofenak por a (C)
mintabdl; e) diklofendk-natrium por. A hdmérsékleti tulajdonsagok elemzése 25 és

500 °C kozott tortént.
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27 ébra - A PMMA mintak termogravimetrias gorbéi. A vizsgalatot ifj. Dr. Regdon
Géza végezte el. a) PMMA filament; b) PMMA 19 0 hatéanyag nélkiil; c)
PMMA_19 0 polimer vaz a hatéanyag kiontését kovetden; d) diklofenak por a (¢)
mintabol; e) diklofenak-natrium por. A hdmérsékleti tulajdonsagok elemzése 25 és

500 °C kozott tortént.
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6.2.4.1.4. Nedvesedési peremszog meghatarozas

A meghatarozott nedvesedési peremszog értékek a 28. dbran lathatdoak. A nedvesedési
peremszdg értékeit mind a négyféle alkalmazott polimer esetében (PLA, PLA antibakterialis,
PETG ¢és PMMA) megmértiik, diklofenak-natrium nélkiil és diklofendk-natriummal is (az abran
dicl. roviditéssel jelolve). A kiilonbdzo polimerek eltérd nedvesedési peremszog értékekkel
rendelkeztek: PLA 63°, antibakterialis PLA 22°, PETG 74° és PMMA 84° koriil. Erdekes
moédon az antibakteridlis PLA mintdk nedvesedési peremszdg értékei csaknem harmadara
csokkentek a PLA nedvesedési peremszog értékeihez képest, a filamentumban eloszlatott

antibakterialis nanorészecskék miatt.

1001
901
801
70
60
50
40

301

Nedvesedési peremszog (°)

201

101

PLA PLA AntiPLA AntiPLA PETG PETG PMMA PMMA
dicl. dicl. dicl. dicl.

28. abra - A PLA, Antibakteridlis PLA (AntiPLA), PETG ¢és PMMA mintak
nedvesedési peremszog (°) értékei diklofendk nélkiil és diklofenak-natriummal
(dicl.). Az adatok atlagként vannak feltlintetve a szorasértékekkel egyiitt (+ SD). A

kisérleteket harom parhuzamos mintan végeztiik el.

6.2.4.15. Raman spektroszkopia

A Raman spektroszképiai mérést azzal a céllal végeztilk el, hogy meghatirozzuk a
diklofenak-natrium eloszlasat az 5%, 10% és 15%-0s kitoltottséggel rendelkezé mintak hat
tiregén beliil. Ezekhez a mérésekhez 16 mm atmérdjii és 0%, 5%, 10% vagy 15% kitoltottségi
szazalékkal rendelkezd politejsav mintdkat hasznaltunk. A 0% -os kitoltéssel rendelkezd
mintanak csak egy tirege volt, ezért ebben az esetben a hatdanyag teljes mennyiségét hataroztuk
meg. A PLA 16 5, PLA 16 10 és PLA 16 15 mintak esetében a diklofendk mennyiségét

minden iregben a kalibracios gorbe felhasznalasaval hataroztuk meg. A hatéanyag
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mennyiségét az egyes iregekben a 11. tablazat tartalmazza milligrammban megadva.
Valamennyi minta koriilbelil 30 mg diklofenak-natriumot tartalmazott; ezek az eredmények
Osszhangban voltak a tomegegységesség méréseivel (9. tablazat). A 29. abran a hatiiregii
mintakat (5%, 10% és 15% kitoltottség) és a hatdbanyag mennyiségét minden liregben jeloltiik.
Ezen eredmények alapjan a teljes hatéanyag mennyiség koriilbeliil 75%-a az 1., 2. és 3. iiregben
volta PLA 16 5,PLA 16 10¢és PLA 16 15 mintakban.

A mért hatéanyag mennyiség az adott iiregben (mg + SD) A diklofendk dssz. tbmege

Minta (mg)
1. 2. 3 4. 5, 6.

28,04 28,04

PLA 16 0 L0185 - - - - - +0,15
BLA 16 & 4,73 7.87 11,32 2,61 0,19 1,34 28,06
— = + 0,04 +0,18 +0,71 +0,31 + 0,005 +0,09 +0,22
10,89 5,58 11,76 2,32 1,87 0,29 32,71

PLA_16 10 L0220 1016 1029 +0.17 +0,04 +0,13 +0,17
12,12 6,41 6,08 3,10 1,85 0,29 29,85

PLALI615 510 +0,05 £0004  £014  +£020 +0,31 +0,13

11. tabldzat - Négy kiilonbozd kitoltottségi szazalékkal rendelkezd minta
diklofenak-natrium tartalma. A  politejsav  mintak eltéré  Kkitoltottségi
szazalékértékekkel rendelkeznek: 0%, 5%, 10% és 15%. A 0%-os minta egy belsd
ireggel, mig a tobbi minta hat belsd lireggel rendelkezik. Mindegyik minta esetében
a teljes hatéanyagmennyiséget, mig az 5%, 10% és 15%-os mintak esetében az
iiregeken beliili hatoanyag eloszlast is meghataroztuk (mg). Az eredmények
atlagként vannak feltiintetve a szorasértékekkel egytitt (£ SD). A kisérleteket harom
parhuzamos mintan végeztiik el, n = 3. A vizsgalatot Dr. Elek Janos és Csontos

Maté végezte el.

PLA 16 5 PLA 16 10 PLA 16 15

u | iireg
u2 ireg
W3 dreg
44 lireg
W3 dreg

B 6 iireg

29. abra - A diklofenak-natrium eloszlasa a kiilonboz6 tiregekben (1-6) a
PLA 16 5, PLA 16 10 és PLA 16 _15 mintdk esetében. A PLA 16 5 és

PLA 16 10 esetében a legtobb hatéanyag a 3-as szamu liregben talalhatd, mig a
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PLA 16 15 minta esetében az 1-es iiregben, de a hatdéanyag 75 %-a az 1-3
iiregekben taldlhatdé meg mindegyik minta esetében. A szoras értékeket a 11.

tablazat tartalmazza. A vizsgélatot Dr. Elek Janos és Csontos Maté végezte el.

6.2.5. Citotoxicitas vizsgalata

Hosszu tavu sejtéletképességi vizsgalatot végeztiink, hogy informécidkat nyerjiink a 3D
nyomtatassal eldallitott mintdk citokompatibilitdsarél. A mintdkat 4, 8 és 12 napig inkubaltuk
sejttenyészté médiumban, és a Caco-2 sejtek altal képzett monolayert ezzel a médiummal
kezeltiik annak megallapitadsara, hogy a mintdbdl barmilyen xenobiotikum kioldodott-e. Ez a
modszer abban kiilonbozott a hagyomanyos MTT vizsgalattol, hogy nem a gatlo koncentréaciot
(ICs0) mértiik, hanem a sejt életképességet a kezeletlen, negativ kontroll (DMME médium)
Osszehasonlitasaval szamitottuk ki. Ezt a modszer az ISO szabvannyal Osszhangban keriilt
kidolgozasra.

Az eredményeket a negativ vagy kezeletlen kontrollhoz (Co—) viszonyitva fejeztiik ki. (30.
abra ¢és 31. abra) Pozitiv kontrollként (Co+) Triton X-100 (10% w / v) szolubilizaldszert
hasznaltunk, amely szignifikans kiilonbséget mutat a tobbi vizsgalt mintadhoz képest. Az ISO
10993-5: 2009 (E) szabvany alapjan, ha a sejtek relativ életképessége meghaladja a 70 %-ot a
kontroll csoporthoz képest (100%), az anyagok nem citotoxikusak. [120] Ezen szabvany
értelmében, mind a 3D nyomtattassal eléallitott PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA

mintak citokompatibilisnek mindsiiltek.
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1ISO 10993-5:2009(E) standard
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30. abra - A hosszu tava MTT teszt eredményei a PLA és antibakterialis PLA
(AntiPLA) mintak esetében. Az MTT tesztet Caco-2 sejtvonalon végeztiik el, a 4.,
8. és 12. napon. A sejtéletképesség szazalékos értéke a negativ kontrollhoz (Co-)
viszonyitva van megadva. Pozitiv kontrollként (Co+) Triton-X 100 (10 % w/v)
szolubilizaloszert alkalmaztunk, mely minden esetben szignifikans (****)
kiilonbséget mutatott. A vizsgalati mintdkat a negativ kontrollal 6sszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy egyik minta sejtéletképessége sem kiillonbozik szignifikdnsan.
Az értékek atlagként vannak feltliintetve a szorasértékekkel. A hibasav a szorast
jeloli (£ SD); a *j*# *** gg #*#* pedig a szignifikans kiillonbség értéket p<0.05,
p<0,01, p<0,001 és p<0,0001. A kisérleteket harom parhuzamos mintan végeztiik

el.
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31. dbra - A hosszu tava MTT teszt eredményei a PETG és PMMA mintak esetében.
Az MTT tesztet Caco-2 sejtvonalon végeztik el, a 4., 8. és 12. napon. A
sejtéletképesség szazalékos értéke a negativ kontrollhoz (Co-) viszonyitva van
megadva. Pozitiv kontrollként (Co+) Triton-X 100 (10 % w/v) szolubilizaloszert
alkalmaztunk, mely minden esetben szignifikans (****) kiilonbséget mutatott. A

vizsgalati mintakat a negativ kontrollal 6sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy egyik
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minta sejtéletképessége sem kiilonbozik szignifikansan. Az értékek atlagként
vannak feltiintetve a szorasértékekkel. A hibasav a szorast jeloli (£ SD); a *,** ¢s
*a%k pedig a szignifikans kiilonbség értéket p<0.05, p<0,01 és p<0,0001. A

kisérleteket harom parhuzamos mintan végeztiik el.

6.2.6. Kioldodas vizsgalat

A minték kioldodasi profiljat egy USP 1. tipusu in vitro kioldodas vizsgald berendezéssel
mértem meg, hogy meghatarozzuk hogyan befolyasolja a kioldodasi profilokat a polimer, az
atmérd ¢és a kitoltottségi szazalék valtoztatasa. Kiszamitottuk a mintdk diffiizids sebességét
(ug'mL~'-h™!) és a fluxus értékeit (ug-ecm 2-h™!) is (12. tablazat). A PLA, az antibakterilis
PLA, a PETG- és a PMMA mintak diffizios sebességét két iddintervallumra osztottuk:0-2
oOréra, illetve 2-24 drara a koncentracio és id6 értékek alapjan. A fluxus értékét a koncentracio
¢és az id6adatok, illetve a mintak feliilete alapjan szamoltuk ki (16 mm minta esetében 5,23 cm2;
19 mm mintanal 7,10 cm?; és 22 mm minta esetében 9,3 sz). Ezek az eredmények a kioldodott
hatéanyag mennyiséget jelentik a felszinen keresztiil. Az els6 2 6ran beliil a mintaink kiilonb6z6
diffuzids sebességgel jellemezhetdk, 2 és 24 ora kozott pedig platd fazis all be.

A kioldodott hatéanyag mennyiség (%) minden mintavételi id6pont esetében a szoras
értekekkel egylitt (= SD) megtalalhatoak a fiiggelékben, de a kioldodott hatbanyag mennyiség
(%) 2 oranal és 24 o6ranal megtalalhato a 12. tablazatban is. 2 ora elteltével a kioldodott
hatéanyag mennyiség 16 % és 97 % kozott valtozott. A PMMA 19 0 minta esetében mar 2 6ra
elteltével kioldodott a maximalis hatdéanyag mennyiség. A vizsgalat 24. oOrdjaban azt
tapasztaltuk, hogy a kioldodott hatéanyag mennyiség a polimer, az atmérd és a kitoltottségi
szazalék fliggvényeében 50 % ¢és 90 % kozott valtozik. A PETG 19 0 és a PMMA 22 0
esetében a hatéanyag kioldodas 99,49 % és 99,48 % voltak, mig a PLA 22 10 esetében csak
51,26 %-a oldodott ki a teljes hatdanyag mennyiségnek 24 ora alatt.

Minden minta kioldodott hatéanyag szazalék értékét egymintas t-probaval elemeztiik 2 és
24 ora esetében. Az F teszt minden esetben nem szignifikans eredményt mutatott. A t-proba
eredményi a 12. tablazatban talalhatéoak. A PETG 16 0 ésa PMMA 19 0 mintak esetében az
eredmények statisztikailag nem szignifikdns kiilonbséget mutatnak, mivel a hatdéanyag
kioldodas mar a 2 6ras mérési pontnal elérte a plato fazist. (A részletes kioldodott hatdanyag

szazalék értékek a fiiggelékben talalhatoak.)

68



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

Diffazié Kioldodott
Flux t-préba
sebesség hatoanyag
: (ng-em™-h™)
Minta (ug-mL~'-h71) szazalék (%)
Atlag  Atlag 2 hvs.
02h 2-24h 2h 24 h
0-2h 2-24h 24 h
PLA_16 0 2,57 1,08 0,49 0,21 16,64 90,12 ****
PLA_ 19 0 13,00 0,21 1,83 0,03 80,04 9333 *
PLA 22 0 21,70 0,25 2,33 0,03 8295 97,31 **

PLA 225 10,15 0,25 1,09 003 5566 70,85 ****
PLA 22 10 4,26 0,33 046 004 3161 51,26 ***

PLA 22 _15 10,07 0,36 1,08 0,04 66,73 87,53 ***
AntiPLA_16_ 0 7,42 0,85 1,42 0,16 48,61 97,48 ****
AntiPLA_19 0 19,63 0,18 2,76 0,02 60,71 71,34 ***
AntiPLA_22 0 31,15 0,19 3,35 0,02 86,47 9573 ***

PETG_16 0 943 0,06 1,80 0,01 55,65 59,96 ns

PETG_19 0 28,62 0,08 4,03 0,01 94,22 99,49 ***

PETG_22. 0 7,76 0,40 0,83 0,04 57,70 79,77 ****

PMMA_16_0 17,56 0,26 3,36 0,05 81,38 96,39 ****
PMMA_19 0 17,18 0,00 2,42 0,00 97,23 97,14 ns

PMMA_22 0 21,77 0,12 2,34 0,01 9295 9948 *

12 tablazat - Diffuzid sebesség, flux, kioldodott hatdéanyag szazalék és t-proba
eredmények a PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA mintak esetében. A
diffuzi6 sebesség atlagat 02 ora és 2-24 ora kozott szamitottuk ki a minta
koncentraciojabol a megfeleld mintavételi idopontban. A flux szadmitasahoz a
diffiizi6 sebesség eredményeit a mintak feliiletéhez viszonyitottuk (16, 19 vagy 22
mm), igy jellemezve a felszinen keresztiili kioldodott hatbanyag mennyiséget. A
kioldédott hatdéanyag mennyiség (%) 2 és 24 Oras eredményei szintén
megtalalhatok a tablazatban, a tobbi mintavételi id6 eredménye pedig a
fliggelékben, a szords eredményekkel egyiitt. A mintak t-probajadnak eredményei is
megtalalhatoak a tiblazatban. Ehhez a szamitdshoz minden minta kioldddott
hatébanyag mennyiségét 2 és 24 ora idopontban t-probaval elemeztik. Az F teszt
minden esetben nem szignifikans volt. *, ** #*% gg **** gtatigztikailag

szignifikéans kiilonbségeket jeleznek, ahol p <0,05, p <0,01, p <0,001 és p <0,0001.
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A kioldédasi profilok paronkénti Osszehasonlitasi eredményei a 13. tablazatban
talalhatoak: a kiilonbozoéségi faktor (f1) és a hasonlosagi faktor (f2) szamitasok eredményei.
Megallapitottuk, hogy az 6sszes minta esetében a kioldddasi profil nem hasonlonak tekinthetd,

azaz az 0sszes mintanak kiilonbozé kioldodasi gorbéje volt.

Paronkénti osszehasonlitas

Mintal vs. Minta 2 f1 12 (%)
PLA 16 0 PLA 19 0 51,47 17,47
PLA 16 0 PLA 22 0 56,63 14,22
PLA 19 0 PLA 22 0 10,63 48,21
PLA 22 0 PLA 225 3287 2741
PLA 22 0 PLA 22 10 57,25 15,32
PLA 22 0 PLA 22 15 18,68 38,61
PLA 22 5 PLA 22 10 36,31 3358
PLA 22 5 PLA 22 15 23,87 40,79
PLA 22 10 PLA 22 15 90,20 22,55
AntiPLA 16 0 AntiPLA_19 0 42,81 26,82
AntiPLA_16 0 AntiPLA 22 0 26,55 22,85
AntiPLA 19 0 AntiPLA 22 0 2831 29,51
PETG_16 0 PETG_19 0 47,87 15,46
PETG_16 0 PETG_22 0 19,98 42,03
PETG 19 0 PETG_22 0 60,80 18,49
PMMA 16 0 PMMA 190 921 5112
PMMA_ 16 0 PMMA 22 0 11,16 47,93
PMMA 19 0 PMMA 22 0 7,07 51,33
PLA 16 0  AntiPLA_ 16 0 46,36 21,26
PLA 16 0 PETG_16 0 39,89 30,54
PLA 16 0 PMMA _16 0 53,23 16,39
AntiPLA 16 0 PETG 16 0 40,30 29,59
AntiPLA 16 0 PMMA 16 0 1456 35,43
PETG 16 0 PMMA 16 0 34,99 26,13
PLA 19 0 AntiPLA_19 0 37,73 30,33
PLA 19 0 PETG 19 0 22,72 26,15
PLA 19 0 PMMA 19 0 10,82 46,70
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AntiPLA_19 0 PETG_ 19 0 34,04 23,19
AntiPLA 19 0 PMMA 19 0 37,22 24,35
PETG 19 0 PMMA_19 0 18,02 28,65
PLA 22 0  AntiPLA 22 0 1301 40,53
PLA 22 0 PETG 22 0 39,05 30,36
PLA220 PMMA 220 585 61,29
ANtiPLA 22 0 PETG 22 0 47,96 22,59
AntiPLA_ 22 0 PMMA 22 0 1528 39,93
PETG 220 PMMA 22 0 31,10 2685

13. tablazat - A kioldodasi profilok paronkénti 0sszehasonlitasi eredményei: a

kiilonboz6ségi faktor (f1) és a hasonlosagi faktor (f2) szamitasok eredményei.

A hatoanyag felszabadulds eredményeit nullad- és elsérendii kinetikai modellekhez
illesztettiik (14. tablazat). A legjobb illeszkedés meghatarozasahoz determinécios egyiitthatokat
hasznaltunk. A PLA 16 0 minta nulladrendi modellre illeszkedett, melyet aldtdmaszt a
kioldodasi gorbe linearis alakja. (32. abra) Az AntiPLA 16 0 minta elsérendli kinetikat
kovetett, a korrelacids egyiitthaté magasabb, mint 0,93. A szdmitasokbol kidertilt, hogy a tobbi
minta sem a nulla, sem az elsdrendii modellhez nem illeszthetd a 0 és 24 6ra kozotti kioldodasi
eredmények Gsszehasonlitasakor, mivel a korrelacios egylitthatok kisebbek voltak, mint 0,90.
Az elemzgésiink jabb szakaszaban a kioldddott hatdéanyag mennyiséget ugyanarra a kinetikai
modellre illesztettiik, de csak a 0-2 oran beliili eredményeket. A PLA 19 0, PLA 22 0,
PLA 22 5,PLA 22 10,PLA 22 15,PMMA 16 0,PMMA 19 0és PMMA 22 0azels6 2
ora alatt nulladrendi kinetikat kovetett, mig a PETG_16_0és a PETG_22 0 jobban illeszkedik
az elsérendii kinetikai modellhez. Az AntiPLA_19 0, AntiPLA 22 0¢és PETG_19 0 mintakat
(a tablazatban *-gal jeloltik) a kioldodasi gorbék lefutdsa alapjan vizsgaltuk. El6szor
meghataroztuk az utolsé iddpontot, mieldtt a gorbe elérte a platd fazist, és a kinetikai
modelleket csak az ezt megel6z6 idépont elotti értékekre szamitottuk ki. Az AntiPLA 19 0 és
a PETG_19_0 30 percig, mig az AntiPLA 22 0 45 percig illeszkedtek az elsérendti Kinetikai

modellre.
” ” * *
NuIIa’(,:i Elsoﬂ Nullag Elsoﬂ Nullad  Elsé
. rendi rendi rendid rendi Y "
Minta rendia rendi
024 h O_hZ4 0-2h 02h 0Xh 0-Xh
PLA 16 0 0,98 0,85 0,98 0,97 - -
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PLA_19 0 056 071 098 0,99 - -
PLA 22 0 052 072 089 0,98 - -
PLA 22 5 060 068 097 0,99 - -
PLA 2210 068 071 093 0094 - -
PLA 22 15 061 073 098 0,99 - -

AntiPLA 16 0 0,73 093 097 094 - -

* AntiPLA_19 0 043 060 065 068 091 1,00

* AntiPLA 22 0 0,36 065 064 080 085 098
PETG_16 0 051 049 099 0,97 - -
*PETG_19 0 029 067 060 077 095 1,00
PETG 22 0 061 067 098 0,97 - -
PMMA_16_0 054 080 088 0,90 - -
PMMA_19 0 045 040 093 095 - -
PMMA_22 0 047 045 090 0,98 - -

14. taiblazat - A 3D nyomtatott mintdk kinetikai elemzése. A hatéanyag
felszabadulas adatait nullad- és elsorendii kinetikai modellhez illesztettiik 0-24 ora,
0-2 ora és 0- X ora hosszat. A *-gal jelolt mintdk olyan eredményeket mutatnak be,
amelyek nem jellemezhetéek 0-24 vagy 0-2 iddintervallum esetében sem
nulladrendli, sem pedig elsérendii kinetikaval. Ezen mintdk esetében
meghataroztuk azt az idépontot, ahol a platé fazis elkezdddik és addig illesztettiik
a kinetikai modellhez. A AntiPLA 19 0 ésa PETG 19 0 esetén X = 0,5 dra, mig
az AntiPLA 22 0 esetében X = 0,75 ora.

A kioldodott hatéanyag mennyiséget (%) az id6 fiiggvényében abrazoltuk a politejsav
(PLA), az antibakterialis PLA (AntiPLA ) (32. abra), a polietilén-tereftalat-glikol (PETG) és a
poli (metil-metakrilat) (PMMA) mintak esetében (33. abra). A kiilonbozé Kkitoltottségi
szazalékkal rendelkez6 PLA mintdk kioldodasi gorbéje (PLA 22 0, PLA 22 5, PLA 22 10
¢s PLA 22 15) a 34. abran talalhato. Az eredmények atlagként vannak feltiintetve a szoras
értékekkel egyiitt (£ SD), a vizsgélati mintaszam harom (n = 3).

A Design-Expert® szoftver (Stat-Ease Int.) felhasznalasaval torténeti statisztikai adatok
elemzését végeztiikk el, hogy meghatarozzuk az atmérd €s a kitoltottségi szazalék hatasat a
kioldodasi profilokra. A 35. abran a PLA mintak haromdimenzios diagramja lathato a 24 o6ras
kioldodasi idépont esetében. A harom tengely a kitoltottségi szazalékot (%), a kioldodott
hatéanyag mennyiséget (%) és a minta atmérdjét (mm) jelenti. A legtobb hatéanyag a 0 %-0s
kitoltottségi szazalékkal rendelkezé mintakbol szabadult fel. Minél nagyobb a minta atmérdje,
annal nagyobb a kioldodott hatbanyag mennyisége. Erdekes modon a kioldédott hatéanyag

mennyiség nagyobb volt 0 % és 15 % kitoltottségi szazalék értéknél, de a legalacsonyabb
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kioldodasi értéket 9% koriil becsiilték. Ugyanezen eredmények 2D diagramja a 36. abran
lathato.

Az atmérd és a kitoltottségi szazalék valtoztatdsanak a varthoz hasonld hatdsa van a
kioldodasi gorbékre. A kioldodas gyorsabb volt az atméré novekedésével, a nagyobb hatébanyag
lead6 feliilet és igy a nagyobb mennyiségii hatéanyag leadd porus kialakuldsa miatt. A
hatdéanyag felszabaduldsa a mintakbdl lelassulhat, ha a kitoltottségi szazalék értéke nagyobb,

mint 0 % azaz 5 %, 10 % vagy 15%-ra modosul.

100 =
PLA_ 16 0

' ¢

PLA_19 0

PLA 22 0

AntiPLA_16_0
-~ AntiPLA_19 0

AntiPLA 22 0

Kioldodott hatéanyag mennyiség (% )

Q v b © R Q v N © &)

N Y Y 2 % Vv

1d6 (h)

32. 4bra - A kioldodott hatdbanyag mennyiség (%) az id6 fliggvényében abrazolva a
politejsav (PLA), az antibakterialis PLA (AntiPLA) mintdk esetében. Az
eredmények atlagként vannak feltiintetve a szords értékekkel egyiitt (= SD), a

vizsgalati mintaszdm harom (n = 3).
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33. abra - A kioldddott hatdanyag mennyiség (%) az 1d6 fliggvényében abrazolva a
polietilén-tereftalat-glikol (PETG) és a poli (metil-metakrilat) (PMMA) mintak
esetében. Az eredmények atlagként vannak feltiintetve a szoras értékekkel egytitt

(= SD), a vizsgalati mintaszam harom (n = 3).

100~

PLA 22 0
-~ PLA 225

804

PLA 22 10
. PLA 22 15
40+
20 -
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1dé6 (h)

34. abra - A kioldddott hatéanyag mennyiség (%) az id6 fiiggvényében abrazolva
az eltérd kitoltottségi szazalékkal rendelkezd PLA mintak esetében. Az eredmények
atlagként vannak feltiintetve a szoras értékekkel egyiitt (= SD), a vizsgalati

mintaszam harom (n = 3).
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Design-Expert® Software 40,31 I 9925

Kioldodott hatoanyag szazalék (%)

15
9 6

Kitoltottségi szazalék (%)
35. abra - A politejsav (PLA) mintdk haromdimenzios (3D) diagramja a 24 6ras
kioldodott hatéanyag mennyiség (%) esetében. A diagramot Design-Expert®
szoftverrel készitettiik el. Az X tengely a kitoltottségi szazalékot (%), az Y tengely
a kioldodott hatdbanyag mennyiséget (%), mig a Z tengely a minta atmérdjét (mm)
jelenti. A piros korok az eldre jelzett érték feletti pontokat, a rozsaszin korok pedig
az elore jelzett érték alatti pontokat jelolik. A jobb felsé sarokban a kioldddott
hatéanyag mennyisége (%) lathato, ahol a kioldodott hatéanyag mennyisége mas
szinnel van ellatva. Kék szinnel a kiold6édas 49,81 %-ndl kezdddik, piros szinnel

pedig 99,25 % kioldddott hatbanyag mennyiségnél végzodik.
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Design-Expert® Software 49,21 I 5025
O Kioldodott hatdanyag szazalék (%)
24 h

=

-t
N

o

Kitsltottségi szazalék (%)

Atméré (mm)
36. abra - A politejsav (PLA) mintak kétdimenzids (2D) diagramja a 24 oras
kioldédott hatéanyag mennyiség (%) esetében. A kitoltottségi szazalék (%) értéke
az atméré (mm) fiiggvényében van abrazolva. A piros korok az eldre jelzett érték
feletti pontokat jelolik, mig a “3” azt a minta szamot, ami az eldre jelzett érték felett

van. A fekete négyzetben 1év6 szamok pedig a kioldodott hatbanyag szazalékot (%)

jelblik.
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7. Megbesz¢lés

7.1. 1. kisérletsorozat

Napjainkban az egészségiigyi felhasznalasi céli 3D nyomtatasi technologiak elsésorban a
bionyomtatasra, a fogaszati alkalmazasra, az ortopédiai alkalmazasra ¢s a moddositott
hatéanyagleadast oralis gyogyszerleado rendszerek fejlesztésére Gsszpontositanak. [121]

Szdmos tanulmany jelent meg 3D nyomtatissal eldallitott implantatumokrol és
gyogyszerformakrol, azonban a kémiai szerkezet, a szerkezeti paraméterek ¢és a
citokompatibilitasi tulajdonsagok kozotti dsszefiiggéseket még nem vizsgaltak. Vizsgalatunk
célja az volt, hogy kapcsolatot talaljunk a fent emlitett paraméterek kozott a kémiailag
modositott politejsav alapu 3D nyomtatott mintdk esetén. Kiilonb6zé amino oldallancokat
kapcsoltunk a politejsav alapvazhoz a nyomtatast kvetd kémiai modositas soran azért, hogy
amid funkcios csoportokat hozzunk létre a nyomtatott mintak feliiletén.

Az FDM nyomtatott mintakat Ggy terveztiik meg, hogy a fizikai, kémiai és in vitro biologiai
tulajdonsagokat minél szélesebb korben megvizsgaljuk. A vizsgalatainkat egy adott
geometriaju mintan végeztiik el valtoztatasok nélkiil, melynek elénye az volt, hogy kizartuk az
eltérd geometriabol eredd hatasokat, és lehetdvé tette a teszt eredmények kozvetlen
Osszehasonlitasat. A kémiai modositéas, avagy funkcionalizalas eldnydsen befolyasolhatja a 3D
oldallanc modositasai eltéré feliileti tulajdonsagokat eredményezhetnek. [122] Thire és
munkatarsai nemrégiben publikaltdk, hogy a PLA mintdk felszinére polidopamint
abszorbedltak, ez a feliileti abszorpcid lehetdvé teheti a kémiai és bioldgiai tulajdonsagok
modositasat a 3D nyomtatassal eléallitott alapvazaknak. [109] A mi esetiinkben a kinyomtatott
alapvazak kémiai modositasdnak oka az volt, hogy noveljiik a kedvezd feliileti tulajdonsagokat
¢s a politejsav biokompatibilitasat.

A mintak szerkezeti tulajdonsagait pasztazd elektronmikroszkopidval (SEM), Fourier
transzformdacios infravords (FTIR) spektroszkopidval, felszini egyenetlenség vizsgalataval,
pozitron annihilacids élettartam spektroszkopiaval (PALS) és nedvesedési peremszog
meghatarozassal elemeztiik. A mintak citokompatibilitasanak vizsgalatdhoz Caco-2 sejteken
hosszl tava MTT tesztet, mig a biofilm képzddésének vizsgalatat Candida albicans referencia
izolatum alkalmazasaval végeztiik el.

A kinyomtatott és modositott PLA mintak anyagszerkezeti jellemzésére rendelkezésre allo
modszerek koziil az FTIR spektroszkopiaval kapott gorbék bizonyithatjak az 0j kémiai funkcios

csoportok jelenlétét, de az IR savok intenzitasa gyenge lehet, ha a valtozas csak a feliileten ment
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végbe. Ugyan mas modszerek is képesek kimutatni az amid csoport képzddését, de egyik sem
alkalmazhat6 a feliileti modositasok detektalasara, példaul a 13C-NMR nem mutatna ki a
szénatomot kevesebb, mint 0,1 % esetén. [123] Mig mas modszerek nem alkalmasak a kovalens
kotések kialakuldsanak bizonyitasara, igy kijelenthetjiik, hogy az altalunk valasztott vizsgalati
modszer megfelelt a céljainknak. A modositott mintak mindegyike esetén megfigyelheté a C=0
amid kotés 1550 cm™ and 1650 cm™ hullamhossz értékek kozott, ami csak az alapvaz és a
bek6tddod oldallanc kozott kialakuld kovalens kotésbol szarmazhat.

A nedvesedési peremszog meghatarozassal kapott eredmények informaciot nyajtanak a
feliilet hidrofilitasardl és hidrofobicitasarol, €s ha korrelalnak az FTIR spektroszkopiaval kapott
eredményekkel, akkor lehetové teszik a feliilet kémiai modositdsanak gyors jellemzését.
Egyértelmii bizonyiték van arra vonatkozoan, hogy a feliileti topografiai és nedvesedési
jellemzok befolyasoljak az implantatumok beiiltetésekor a makromolekularis és sejtszintii
hatasokat. [124] A politejsav polimer észter funkcids csoportjat kémiailag modositottuk
kiilonboz6 elagazé €s linearis oligoamin modosulatokkal a minték hidrofilitdsdnak ndvelése és
a pozitiv toltés l1étrehozdsa érdekében. Ezeket a hidrofil feliiletmodositasokat nedvesedési
peremszdg méréssel igazoltuk, ami Song és munkatarsainak munkéja alapjan dont6 fontossagu,
mivel a mintak hidrofil-hidroféb karakterisztikajat befolyasolhatja a kémiai modositas. [125]
Habar az etilén-diamin Kis méretii és vizben nagyon jol oldédé molekula, igy azt varnank, hogy
lemosadik a felszinr6l, ha nem alakul ki kémiai kotés. A kisérleti eredményeink alapjan ez nem
igy tortént, mivel a nedvesedési peremszog az intenziv mosas utan is allando értéket mutatott,
azaz az etilén-diamin a felszinhez kémiai kotésen keresztiil kapcsolodott. A nedvesithetéségnek
nagyon fontos szerepe lesz a minta beliltetésekor, mivel meghatarozza a varhato bioldgiai
eseményeket. [124] A nedvesithetdséget befolyasolja a minta feliiletének kémiai modositasa,
amint azt a mi munkank, Nasrin és munkatarsainak, illetve Mi és munkatarsainak kisérletei is
bizonyitjak. [51] [52] Bizonyiték van a nedvesedési peremszog pH fliggésére is, de a modszer
még nem teljesen bizonyitott. [126]

A pasztaz6 elektronmikroszkdpia megfelelé modszer a felszini egyenetlenség, a porozitas
¢s porusméret jellemzésére, annak ellenére, hogy a feliileti elemzés eredménye tobb
paramétertdl fligghet (példaul az alkalmazott sziirdktdl, a kiértékelt teriiletektdl). A kiilonbozo
implantatumok feliiletének mikro, szubmikro és nano mérettartomanyban torténd értékelése
kotelezden elvégzendd vizsgalat. Mindazonaltal csak néhany standardizalt médszer 1étezik az
implantatumok feliiletének megfelel6 meghatarozasara [124], bar a kiilonb6z6 implantatumok

viselkedésének eldrejelzése az emberi szervezetben elengedhetetlen.
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A pozitron annihilacios élettartam spektroszkopiaval mért o-Ps életidé értékei jol
korrelalnak az implantatumok méretével és a felszinen 1évo esetleges szerkezeti hibakkal. [127]
A pozitron annihildcios spektroszkopia (PALS) a polimer alapti implantadtumok
szupramolekularis szerkezetét méri, amely megfelel6 informaciot adhat a pérusméretrdl és a
felszin porozitasardl. A feliiletnek koriilbeliil a fels6 100 um-e vizsgalhato ezzel a mddszerrel,
¢s az eltérések nano mérettartomanyban lathatéak. Ez a modszer Einstein egyik alapelvén
alapszik, €s a detektalt o-Ps élettartam-értékek Osszefiiggésben vannak a mintak felszinén 1€vo
szabad térfogattal. [114]

A PALS ¢és SEM kisérletek eredményeit 6sszehasonlitva a PLA-ED, a PLA-TET és a PLA-
Tris mind magas szabad térfogatot és szdmos felszini egyenetlenség jelenlétét mutatta. A PLA-
ED és a PLA-Tris esetében ezek kortilbeliil 1 pm atméréjiek voltak, mig a PLA-TET esetében
kortlbeliil 100-200 nm atmérdjlick voltak. Az MeNprN moddosulat esetében azonban kevés
egyenetlenség volt a minta felszinén, mig a szabad térfogat értéke jelentdsen csokkent. Az
eredményeink alapjan kdzvetlen 6sszefiiggés mutatkozott a PALS altal mért szabad térfogat és
a SEM altal megfigyelt esetleges egyenetlenségek megfigyelése kozott.

Ahhoz, hogy egy 3D nyomtatott implantdtum forgalomba keriilhessen meg kell felelnie a
kiilonboz6 hatdésagok altal meghatarozott Osszes szabvanynak ¢és elGirasnak. [128] A
biokompatibilitas vizsgalata az implantalhaté gyogyszerleadod rendszerek kotelezd vizsgalata.
Az 1SO 10993-5 szabvany meghatarozza a sziikséges citotoxicitasi vizsgalat paramétereit. A 6
kovetelmény az érintkezés id6tartama: korlatozott expozicid esetén az id6tartam kevesebb, mint
24 ¢6ra, hosszantartd expozicio esetén pedig 1-30 napos vizsgalat sziikséges. A 30 napnal
hosszabb behatasi id6k hossza tava tanulmanyokat igényelnek. [129] A Caco-2 sejteket foleg
folytonos sejtrétegként hasznaljak, nem pedig mint elkiiloniil6 sejteket, annak ellenére, hogy
szamos vizsgalat esetében még a teljes integritas elérése eldtt végzik el a vizsgalatot, példaul a
végpont vagy a nem invaziv sejtéletképességi modszerek esetében (MTT-teszt, laktat
dehidrogenaz (LDH) teszt, valos ideji sejt elektronikus érzékeld (RT-CES) stb.). [130] Az
MTT-teszt széles korben alkalmazott, gyors kolorimetrids modszer, amely bizonyos vegyiiletek
in vitro citotoxicitasanak mérésére alkalmas sejtvonalakon vagy primer sejteken. Altalaban 96
lyukt plateken végezziik el, igy nagy ateresztOképességli modszer, amely nem igényel
sejtszamolast. Evtizedekig tigy gondolték, hogy az alkalmazott MTT festék a mitokondriumban
alakul at, azonban az utdbbi években kételyek meriiltek fel a formazan-s6 képzodés
mitokondrialis lokalizacidjaval kapcsolatban. [131]

A kutatocsoportok eddigi ismeretei alapjan a politejsav jo biokompatibilitasi készségli és

hidrolitikusan leboml6 polimer. [125] Mintainkat DMEM médiumban, 37 °C-on taroltuk a 12.
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napig torténd mintavégzésig. A mintakat a médiumba helyeztiik a 4., 8. és 12. napon torténd
mintavégzésig, annak felderitésére, hogy kioldodik-e barmilyen xenobiotikum a
modosulatokbol vagy a polimer vazbol. A Caco-2 sejtekkel torténd inkubacios periddus 30 perc
volt. A citotoxicitasi tesztet az ISO 10993-5 szabvannyal Osszhangban végeziik el, de az
alkalmazott inkubacios periodus rovidebb volt. [117] Egyértelmiien bizonyitott, hogy a PLA a
tarolas sordn tejsavva és glikolsavva bomlik, és kiillonbozo tényezok (pH, molekulatomeg stb.)
befolyasolhatjak ezt a bomlast. [132] Szamos tanulmany foglalkozott a PLA polimerek
bomlasaval, igy vizsgalatunk f6 hangstlya nem a PLA degradaci6 vizsgalata volt, hanem a
DMEM médiumban tarolt modositott PLA minték citotoxikus és biofilm képzodésének hatasa,
amely kozegekben a mintdk lebomolhatnak. Az in vitro citotoxicitasi vizsgalatok képviselik az
els6 szlir6t a citokompatibilitas értékeléséhez, mivel ezek a vizsgalatok érzékenyek, hatékonyan
alkalmazhatok és jol reprodukalhatd modszerek. [133] Az MTT teszt rendkiviil hatékony
modszer, mivel csak az €10 sejtek képesek atalakitani az MTT festéket mitokondrialis enzimjeik
segitségével. Egy kutatocsoport megallapitotta, hogy a formazan-s6 kialakuldsa a sejtek
metabolikus képességétdl és a mitokondriumok szamatdl figg. [131] Az MTT teszt ezen
limital6 tényezdje ellenére még mindig a legmegbizhatobb ¢és leggyorsabb teszt a
citokompatibilitds megallapitasahoz. [134] Egy kutatocsoport ugyan azt allapitotta meg, hogy
a politejsav alapti mintak beiiltetése gyulladasi reakciot valthat ki [135], de egy masik
kutatocsoport ramutatott arra, hogy ezek a mellékhatasok rendkiviil ritkak. [136] Az MTT teszt
eredményei alapjan az 6sszes PLA mintank citokompatibilisnek bizonyult.

A mikrobialis biofilm képzddés komoly kockézati tényezd lehet a beiiltetett implantatumok
esetében, ami megjosolhatatlan szovodményeket okozhat. [137] Egy korabbi cikkben
elemezték a feliileti modositas és az antimikrobialis tulajdonsadgok kozotti kapcsolatot. A 3D
nyomtatott polimer alapti mintdk kozvetlen kémiai modositasa egy j megkozelitést jelent,
mivel ebben az esetben a feliilet ténylegesen megvaltozik €s nem a gyakran alkalmazott
bevonas miiveletét hasznalja fel, mely alkalmazasa limitalt. [138] A mikrobialis biofilm
képzddés hozzajarulhat gyulladési valasz kivaltasahoz, €s tovabbi miitéti beavatkozasokat
igényelhet, példaul fogaszati implantatumok esetében. A Candida albicans képes biofilmet
képezni az orvostechnikai eszk6zokon, ami az emberi szervezetben betegségek kialakulasat
okozhatja. [139] A mi kisérletiinkben kémiai modositas alkalmazasa lehet6vé teheti a
mikrobidlis biofilm képzddés gatlasat, vagy még nagyobb mértékii feliileti kolonizéacidt
eredményezhet. Erdekes modon mind a biofilm képzédés gatlasa, mind a fokozasa
jelentéséggel birhat a kutatok szamara. Az ilyen kémiai modositas kulcsfontossagu pontja a

reaktiv észtercsoportok jelenléte a 3D nyomtatasban alkalmazott polimerekben. A politejsav
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(PLA) és a polictilén-tereftalat (PET) észter vaza polimerek, mig a poli-(metil-metakrilat)
(PMMA) észter funkcios csoporttal rendelkezik.

A biofilm formalédsi készség vizsgdlata szintén kotelezd eleme a citokompatibilitasi
vizsgalatnak. [140] A biofilm képz6dés hossza tava beiiltetésnél stlyos szovédmények
kialakulasat okozhatja, amely fert6zésekhez €s antimikrobialis rezisztencia kialakulasdhoz
vezethet. [99] A beiiltetés soran barmilyen fertdzés veszélyes lehet, mivel nagyfokt gyulladast
¢s az implantdtum kilokddését eredményezheti. A biofilm képzOédés akar a politejsav
szerkezetét is megvaltoztathatja, ami a hatoanyag felszabaduldsat befolyasolhatja és igy stlyos
mellékhatasok kialakulasahoz vezethet. [135] A biofilm képz6dési vizsgalatot Candida albicans
SC5314 referencia izolatummal végeztiik el, mivel a Candida fajok az egyik leggyakoribb
fert6zést okozo korokozok [99] és mas Candida fajok sulyos szisztémas mikdzist okozhatnak,
melyek 45 %-os mortalitast mutatnak. [141]. Ideélis esetben a mért abszorbancia érték nulla,
ami azt jelenti, hogy egyaltalan nem keletkezik a minta felszinén biofilm. A biofilm formalasi
készség kiértékeléséhez hasznalt klasszifikacids rendszer alapjan mindegyik mintank alacsony
biofilm formalasi készségiinek tekinthetd. [119] A mi kutatdsunk esetében az oligoamin
funkcios csoportok kapcsolasa a politejsav alapvazhoz kedvezdbb antimikrobidlis
tulajdonsagokat eredményezett anélkiil, hogy megvaltoztattuk volna a politejsav kedvezd
fizikai tulajdonségait. Egy kutatdcsoport, kisérleteihez antimikrobialis hatéanyagot hasznalt,
ami ugyan megfeleld tulajdonsdgokat eredményezett, de lecsokkentette a politejsav minta
mechanikai megfelelségét. [142]

Az alkalmazott 3D nyomtatasi eljarassal gyorsan €s egyszerlien allithatdak eld a mintaink.
Elmondhatjuk, hogy a kémiai modositassal a politejsav vazhoz kapcsolt amid funkcios
csoportok kedvezden valtoztatjak meg a politejsav mintak anyagszerkezeti tulajdonsagait.
Alacsony biofilm formalasi készség és kedvezo citokompatibilitasi tulajdonsagok jellemzik a
mintakat még hosszan tartd expozicio esetén is. Kapcsolat mutathato ki a modosulat tipusa és
a létrejovo tulajdonsagok kozott. Osszességében a politejsav, mint 3D nyomtatashoz hasznalt
filament, tulajdonsagai nagymértékben javithatbak a kémiai modositassal. Ezek az
implantdtumok nagy lehetdséget biztositanak a kiilonb6zé antimikrobidlis hatéanyagok
beépitésére. Eredményeink alapjan a PLA-ED, a PLA-Tris és a PLA-TET mintak rendelkeznek
a legkedvezobb anyagszerkezeti és antimikrobialis tulajdonsagokkal. Ezért ezek a mintak

tovabbi in vivo és/vagy human vizsgélatokra kiildhetok.
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7.2. 2. Kkisérletsorozat

A Kkisérleteink soran az FDM nyomtatashoz PLA, antibakterialis PLA, PETG és PMMA
kereskedelmi forgalomban kaphato filamenteket hasznaltunk fel, amely lehetdvé teszi a gyors
gyartast. Az implantalhatd gyogyszerleado rendszerek kiilonb6z6é mintait nyomtattuk ki 16, 19
vagy 22 mm atmérovel és 0 %, 5 %, 10 % vagy 15 %-os kitoltottségi szazalékértékkel. A
kisérleteink célja az volt, hogy bizonyitsuk az FDM alkalmazhatdsagat, mint alkalmas, egyénre
szabott gyodgyszerleadd rendszert a miitétek soran. Néhany szerzd arrol szamolt be, hogy a
személyre szabott gyogyszeres kezelés kivaldé megoldast jelent a megfeleld egészségiigyi
ellatas eléréséhez. A hatéanyagokat a megfeleld6 mennyiségben ¢és a megfeleld idében lehet
bejuttatni a human szervezetbe. [143]

A 3D nyomtatas jelentésen felgyorsitja a tervezést mind a kutatas-fejlesztés, mind pedig
az ipari 1éptékii eldallitas soran. [144] Egy kutatocsoport szerint az implantatumok
eldallitasahoz hasznalt anyagok fizikai és kémiai tulajdonségai jelentdsen befolyasoljak az
implantatum alkalmazhatosagat, példaul a kioldodasi profilt vagy a biodegradacio idejét. [145]
Az implantalhatd gyogyszerleado rendszerek esetében is kiilonb6z6é dizajnokat terveztek meg
¢s allitottak el6 a kutatok. Az egyik kutatocsoport egy 1ovedék alaku implantalhatod rendszert
allitott el6 porozus szerkezettel, mely szabalyozott citoxan felszabadulasra képes. [146] Egy
masik kisérletben lireges rendszereket hoztak létre egy soklépéses eldallitasi folyamat soran,
amely harom kiilonb6z6 polimert igényelt. E16szor egy politejsav alapvazat nyomtattak, amely
adott mennyiségli polivinil alkohol polimer iireget tartalmazott. Az ibuprofént, mint modell
hatéanyagot manualisan juttattak be. Végiil a mintat bevontak egy polikaprolakton polimerrel.
[69]

A 3D nyomtatasi folyamathoz nehezen illeszthetd be a hatéanyaggal vald toltés.
Kutatocsoportunk kidolgozott egy egyszerli mddszert a mintak hatéanyaggal torténd toltésére.
El6szor minden mintdhoz kinyomtattunk egy fed6élemezt, amelyet a hatéanyagot tartalmazo
also rész tetejére helyeztiink el, majd befejeztiik a 3D nyomtatast a fels6 rész kinyomtatasaval.
fgy elkeriilheté a hatbanyag esetleges bomlasa a magas nyomtatasi hémérséklet (210270 °C)
miatt és a nyomtatas soran alkalmazott ventillacié kovetkeztében torténd hatdoanyag vesztés is.
[136] Egy kutatocsoport kisérletei esetében a polivinil alkohollal torténé 3D nyomtatast
kovetden 5 %-os hatdanyag veszteséget tapasztaltak, ami joval magasabb, mint a
gyogyszeriparban elfogadott maximum 1%-os hatéanyag veszteség. [147] Egy masik
kisérletben 50 %-os hatéanyagtartalmu filamentet allitottak eld, de a kutatok kijelentették, hogy
a filament hatéanyagtartalméanak novelésével a filament tulajdonsagai, illetve a viselkedése a

3D nyomtatas soran jelentésen megvaltozhat, ami a kivant termék tulajdonsagait is jelentésen
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megvaltoztathatja. [148] A munkamban megfelel6 a 3D nyomtatas, mely soran sem a hatbanyag
stabilitdsa, sem pedig a hatbanyag mennyisége nem befolyasolt. Mivel az altalunk eléallitott
gyogyszerforma egy implantalhatdé gyodgyszerleadd rendszer, igy a hatdanyag kozvetleniil
felhasznalhato az azonnali minta nyomtatas soran, majd a kapott gyogyszerleadd rendszer
felhasznalhat6 a miitétek soran.

Termogravimetrids elemzést alkalmaztunk a mintdk hdével szembeni stabilitdsdnak
feltérképezésére 25 és 500 °C kozott, a polimer filamentek, a hatéanyag, a hatdéanyag tartalmua
¢és hatéanyag nélkiili nyomtatott mintak esetében. Mig differencialis pasztazo kalorimetriai
(DSC) elemzést alkalmaztunk az endoterm ¢és exoterm kiilonbozéségek feltérképezésére a
hatdanyag esetében. [149] [150] A termogravimetrias elemzés eredményeképpen
megallapithatjuk, hogy a diklofenak-natrium 280 °C-ig stabil és a diklofenak tartalmi mintdink
stabilak voltak a 3D nyomtatds sordn. Az eredményeink alapjan nem volt kémiai valtozdsnak
jele 270 °C alatt a polimerek esetében. Mindegyik alkalmazott polimer héstabilisnak tekinthetd.
Ezen eredmények alapjan ezek a polimerek hésterilezéssel is sterilezhetéek, ami lehetévé teszi
a steril filamentek kozvetlen nyomtatasat, akar a miitétek alatt is. [151]

A nedvesedési peremszog értékének meghatirozasa informacidval szolgal a minta hidrofob
vagy hidrofil viselkedésérél, amit a polimer tipusa is befolyasolhat. [152] A nedvesedési
peremszog meghatarozasa alapjan a PLA, antibakterialis PLA, PETG és PMMA polimerek
kiilonboz6 nedvesedési tulajdonsagokkal rendelkeznek, ami befolyasolhatja a mintak esetleges
kilokodését a szervezetben. [125] Az antibakterialis PLA esetében kisebb nedvesedési
peremszdg értékeket kaptunk, mint a PLA mintak esetében, igy az antibakterialis PLA mintanak
nétt a hidrofilitasa. Az alacsony nedvesedési peremszog érték azt jelenti, hogy a vizsgalt anyag
¢s a viz molekulak kozotti interakcio nagy volt, ami a felszin magas hidrofilitasaval jar. [95]

A Raman spektroszkopia egy széles korben alkalmazhato karakterizacios eljards. A mi
esetlinkben Raman spektroszkopidval hatdroztuk meg a kiilonb6zd kitoltottségi szazalékkal
rendelkez6 mintak esetében a diklofenak-natrium elhelyezkedését az tiregeken beliil. [153]
Eredményeink alapjan a mintadk 30 mg diklofendk-natrium sét tartalmaztak, ami 6sszhangban
van a tomegegységesség soran kapott eredményekkel. A hatdanyag eloszlasa esetén pedig a
hatéanyag 70 %-a harom iiregben helyezkedik el a PLA_16 5, PLA_16_10 és PLA_16_15
mintak esetében.

A mintak anyagszerkezetét péasztazd elektronmikroszkopidval elemeztik (SEM) a
kioldodas vizsgalat eldtt illetve utan, annak feltérképezésére, hogyan valtozik a polimer
porozitasa és hogyan valtozik a pérusméret a kioldodas kovetkeztében. [154] A 3D nyomtatast

kovetden a mintak felszine egyenletes, nincsenek porusok a felszinen, viszont a kioldodast
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kovetden porusok keletkeztek a mintdk felszinén, ami alapjan a hatdanyag felszabadulasa
diffazioval tortént, rezervoar rendszerbol.

A mikro komputertomografia (mikro CT) mddszer széleskorben alkalmazhaté a mintak
harom dimenzidban torténé megjelenitéséhez, mely lehetévé teszi a porozitas és a bels6
szerkezet feltérképezését is. [155] A mikro CT eredmények megerdsitettétk a SEM
vizsgalatokkal kapott eredményeket, azaz a minta felszinén porusok keletkeztek, melynek a
mennyiségét is meghataroztuk és a felszinen a kioldodast kovetéen 6,11 %-nyi porus
keletkezett.

A kioldodas vizsgalat soran harom kiilonb6z6 paramétert hataroztunk meg: a polimer
tipusat (PLA, antibakterialis PLA, PETG vagy PMMA), a minta atmér6jét (16, 19 vagy 22
mm) és a kitoltottségi szazalék értékét (0%, 5%, 10% vagy 15%) annak feltérképezésére,
hogyan befolyasolja a diklofenak-natrium, mint modell hatéanyag kioldodasi profiljat. [104]

Az 4tmér6é novekedésével gyorsabb lesz a hatdanyag kioldodéasa, amivel nagyobb az alsé
¢s a felsd feliilet, ahol a porusok képzddhetnek és igy megtorténhet a hatdéanyag leadas. A
PLA_16 0, PLA_ 19 0 és PLA 22 0 mintak esetében az atmérd ndvelésével gyorsabb volt a
hatdéanyag leaddsa. A minta belsd kitoltttségi szdzalékanak novelésével is befolyasolhato a
hatéanyag kioldodasa. A kisérleti eredményeink alapjan a 0 %-os belso kitoltottségi szazalékkal
rendelkez0 minta esetében volt a leggyorsabb, mivel nem volt az als6 ¢és felsd oldallal
érintkezési pontja. Mig a kit6ltottségi szazalék értékének novelése (5%, 10% vagy 15%) nem
mutatott konstans hatast a kioldodasi profilra. Az FDM tipust 3D nyomtatéassal 1étrehozott
mintak alsé és felsé része nem zarja le hermetikusan a minta belsd részét és befolyasolhatja a
mintabol torténd hatdanyag kioldodast. [156] Az atmérd és a kioldodasi szazalék a vartnak
megfeleld modon befolydsolja a kioldodasi profilt. A polimer tipusdnak valtoztatdsa nem
befolyasolja szignifikdnsan a kioldodasi profilokat, habar az eredmények alapjan a PMMA
alapvazi mintakbol oldodik ki a legnagyobb mennyiségli hatéanyag 24 ora elteltével.

Szamos kutatocsoport foglalkozott mar a 3D nyomtatassal eldallitott mintakbol torténd
hatdanyag kioldddassal és arra az eredményre jutottak, hogy a kioldddas torténhet a polimer
vazon keresztiil, mint rezervoar rendszerbdl. [157] A hatéanyag kioldodasa a mintabdl szamos
fizikai és kémiai paramétertdl fiigg, amely nehézzé teszi a kioldddasi profil leirasat megfeleld
matematikai modellel, [158] igy a mintainkat nullad- és elsérendii kinetikai modellel
elemeztiik. [159] A kisérletiinkben a PLA 16 0, a PETG_16 0 és a PETG_22 0 mintak
nulladrendii kinetikéval, mig a tobbi minta elsérendii kinetikaval irhat6 le. Az eredményeink
alapjan az eldallitott implantatumok mikrostrukturdjdban torténd valtozasok szignifikdnsan

befolyasolhatjak a hatdéanyag kioldodasat. A kutatocsoportoknak olyan implantatumokat kell
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megtervezniiik, ami lecsokkenti ezen valtozasokat, igy olyan gyogyszerleadd rendszereket
létrehozva, amellyel megfeleld in vitro/in vivo korrelacio érhetd el. [160]

A PLA és az antibakterialis PLA biodegradabilis polimerek, igy a degradaciét nyolc héten
keresztiil vizsgaltuk pH = 7,4; 37 °C-on tomegméréssel. A vizes kdzegben torténd hidrolitikus
bomlas szamos tényez6t6l fiigg. [161] A politejsav pKa értéke 3,84 [162] és a hidrolizis
gyorsabb, alacsonyabb vagy magasabb pH érték esetében. [163] Néhany kutatdo megvizsgalta a
bomlast, valtozo pH-t alkalmazva (1,5, 4,5 vagy 7,4) 65 °C-on. Eredményeik alapjan a bomlas
fligg a polimer molekulatomegét6l, az alkalmazott hémérséklettél vagy pH-tol. [164]
Meéréseink szerint a nyolc hét alatt 37 °C-on, 7,4-es pH értéken nem kezd6dott meg a mintak
bomlasa.

A minta biokompatibilitasi tulajdonsagait hosszii tava MTT citotoxicitasi vizsgalattal
elemeztiikk. Az MTT vizsgalat elméleti alapjai megegyeznek az 1. kisérletsorozatban leirtakkal.
Az MTT vizsgalatot az ISO 10:993 standard értelmében végeztiik el, ami meghatarozza az
alkalmazhatd sejtszamot a plate-ben, az inkubalasi iddtartamot és a pozitiv kontroll tipusat.
Kisérletiinkben az ISO standardhoz képest rovidebb inkubalési iddtartamot alkalmaztunk. A
steril mintdinkat DMEM médiumban taroltuk a 4., 8. és 12. napig térténd mintavégzésig annak
a megallapitasara, hogy kioldddik-e barmilyen xenobiotikum a mintabol. A hossza tava MTT
teszt alapjan az 1SO 10993:5 standard értelmében, mindegyik mintank citokompatibilisnek
tekinthetd.

Tizenkét eltérd mintat allitottunk eld FDM tipust 3D nyomtatdssal négy kiilonb6zd
polimerb6l, harom atmér6 ¢és négy Kkitoltottségi szazalék értékekkel. A  specidlis
mintatervezésnek koszonhetden a mintak barmilyen tipust hatdéanyaggal megtolthetdk, anélkiil,
hogy a magas nyomtatasi hdmérséklet befolyasolna a hatéanyag stabilitasat vagy a ventillacio
befolydsolnd a minta mennyiségét, amit a termogravimetrids és differencidlis pasztazo
kalorimetriai, illetve Raman spektroszkopiai eredményeink megerdsitenek. Az atmérd és a
kitoltottségi szazalék értéke a vartnak megfelelden befolyasolja a minta kioldddasi profiljat. A
SEM és mikro CT vizsgalati eredmények megerdsitik, hogy a hatdéanyag kioldédasa a mintak
felszinén keresztiil torténik porusokon keresztiil diffuzioval, rezervoar rendszerbdl. Az MTT
teszt alapjan mindegyik mintank citokompatibilisnek tekintheté minimum 12 napig. A kisérlet
eredményeként a PLA és az antibakteridlis PLA alkalmas tovabbi vizsgalatokra, mint

implantalhaté gyogyszerleado rendszer.
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8. Osszefoglalas

Az 1. kisérletsorozat eredményeképpen elmondhatjuk, hogy sikeresen allitottunk el 3D
nyomtatassal alapvazakat. Egyszerre 6tven mintat tudunk nyomtatni. A nyomtatott vazaknak
sikeres volt a kémiai oldallanc modositasa, melyet az anyagszerkezeti vizsgalatok
megerdsitenek. Az FTIR spektrumok pedig bizonyitjak, hogy kovalens kotés alakul ki az amin
csoportok és a politejsav alapvaz észter csoportja kozott. Az MTT teszt eredményeképpen
kijelenthetjiik, hogy az eldallitott mintak nem citotoxikusak, mindegyik minta megfelelének
tekinthet6 a 12 napig torténd mintavételig. A kémiai modositas eredményeképpen a Candida
albicans referencia izolatum altali biofilm formalasi készség kisebb lett. Az in vitro
biokompatibilitasi (MTT ¢€s biofilm formalasi készség) vizsgalatok alapjan kijelenthetjiik, hogy
a citotoxicitas megallapitasahoz tobb mint egy vizsgalat elvégzése sziikséges, a megfeleld
kovetkeztetés levonasahoz. Habdr, a citotoxicitdsi eredmények onmagukban nem feltétleniil
jelzik eldre az in vivo citotoxicitast, de mas kisérletekkel egyiitt elvégezve (nedvesedési
peremszdg, PALS és SEM eredmények) megbecsiilhetéek az in vivo kompatibilitasi adatok.
Ezt a munkat Kkiterjesztettik mas funkcids csoportokra is, beleértve az anionos
funkcidscsoportokat és mas polimer filamenteket is vizsgaltunk mint példaul a PET vagy a

PMMA.

A 2. kisérletsorozat soran olyan implantalhaté gyodgyszerleadd rendszerek eldallitasat
tlztiik ki célul, amely FDM 3D nyomtatassal torténik és barmely hatéanyag kozvetleniil
inkorporalhaté a rendszerbe. Az eldallitds soran elkeriiljiik mind a magas nyomtatasi
hémeérséklet (215-270 °C) altali hatdbanyagbomlast, mind a ventillaci6 altal okozott hatéanyag
veszteséget, amit a TG/DSC gorbék megerdsitenek.

Az FDM technologia felhasznalhato 3D nyomtatissal eldallitott implantalhatéd
gyogyszerleado rendszerek eldallitasara a kivant kioldodasi profillal. A minta méretének ¢és a
beallitott nyomtatasi paramétereknek fontos szerepe van a kioldodasi profil optimalizalasaban.
A hatoéanyag kioldodasa a mintak felsé és also felszinén 1év6 porusokon keresztiil torténik, amit
a SEM és a micro CT felvételek is megerdsitenek. A méret novelésével a feliilet is nd és igy a
kioldodas is gyorsabb a megnovekedett porusszam miatt. A Kioldodasi profil a kitdltottségi
szazalék valtoztatasaval is modosithato.

Az implantalhat6 gyogyszerleadd rendszerek esetén a citotoxicitds vizsgalata kotelezéen
elvégzendd vizsgalat. Valamennyi minta az ISO 10:993 szabvany alapjan citokompatibilisnek
tekinthetok, ezek az eredmények jol megbecsiilik az in vivo adatokat, ezért ezek a mintak
megfeleldek lehetnek a tovabbi in vivo és /vagy human vizsgalatokhoz.
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A PLA, az antibakterialis PLA, a PETG és a PMMA polimerek egyarant alkalmazhatoak
gyogyszerleado rendszerek eldallitasara, de a PLA ¢és az antibakterialis PLA a legmegfelel6bb
a mitétek soran létrehozhatd minték eldallitasara. Az altalunk kifejlesztett nyomtatasi modszer
konnyen hasznalhatdé a mitéti beavatkozasok soran. A miitét soran az egyénre Szabott
gyogyszereket azonnal eld lehet allitani és a hatéanyagok (példaul gyulladascsokkentok vagy

antibiotikumok) legmegfelelébb kombinaciojat a betegagy mellett kozvetleniil lehet eldallitani.
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9. Summary

In conclusion it is stated that we have successfully printed 3D printed samples. One batch
consists of 50 samples. The 3D printed samples have been chemically modified at the surface
by various amine functional groups. The material structure experiments confirm the
modification on the surface. The FTIR graphics certify that the samples connected to the
polylactic acid through a covalent bond. The samples can be considered as biocompatible. The
biofilm formation of the Candida albicans is reduced by the chemical modification. Based on
the biocompatibility tests (MTT and biofilm formation tests), it can be concluded that more
than one assay should be used to determine cytotoxicity. Cytotoxicity data alone are not
necessarily predictive of the in vivo response but can be completed with other experiments
(contact angle, PALS and SEM experiments) and the in vivo compatibility data may be
estimated. This work is being extended to other modifications and other polymers such as PET
or PMMA.

In the second experiments the implantable drug delivery systems have been manufactured
by FDM 3D printing. The process does not require hot-melt extrusion and the active
pharmaceutical ingredients (APIs) can be directly printed. Throughout the manufacturing, the
high printing temperature (215-270 °C) do not affect the APIs stability and the ventilation do
not affect the amount of the API, which is confirmed by the TG/DSC investigations.

FDM technology can be used for the manufacturing of 3D printed implantable drug
delivery systems with the required dissolution profile. The design of the sample and the printing
parameters have an important role to optimize the dissolution profile. The API is dissolved
through the pores in the upper and lower surfaces of the samples, as confirmed by the SEM and
micro CT images. If the size is increased, the surface area is higher and the dissolution is faster
due to the higher number of pores. The dissolution profile can be modified by the infill
percentage as well.

Cytotoxicity measurements are compulsory experiments through the manufacturing of the
implantable drug delivery systems. All samples are considered cytocompatible based on the
ISO 10:993 standard and these results give a good prediction of the in vivo data. Therefore,
these samples can be selected for further in vivo and/or human studies.

PLA, antibacterial PLA, PETG, and PMMA polymers are all applicable for the
manufacture of drug delivery systems, but PLA and antibacterial PLA are selected as the most
appropriate implantable systems. The printing technique is developed by us and can be easily
applied during surgical interventions. Personalized medications can be immediately
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manufactured in the operating room during the surgery and the most appropriate combination
of APIs (for example anti-inflammatories or antibiotics) can be prepared right at the patient’s
bedside.
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11. Abrajegyzék

1.4bra - A szalhtizas elvén miikodo 3D nyomtato vazlata (sajat abra).

2.abra - A diklofenak szerkezeti képlete ( Ph. Hg. VIII. kiadas, II. kétet 1693. oldal).

3.4bra - A nyomtatott mintak (sajat abra).

4.abra - A kémiai moddositas reakcioegyenlete a) ¢és a kémiai oldallancmddositassal kapott
anyagok kémiai szerkezete b))(sajat abra).

5.4bra - A mintaink pasztazo elektronmikroszkopiai (SEM) abrai (sajat abra).

6.abra - A politejsav alapvaz (a) PLA) és az etilén-diamin modosulat (b) PLA-ED) FTIR
spektruma (sajat 4bra).

7.abra - A bisz(aminopropil)-amin modosulat (PLA-BAPA) FTIR spektruma (sajat abra).
8.abra - A trietilén-tetramin modosulat (PLA-TET) FTIR spektruma (sajat abra).

9.abra — Az N- metil-1,3-propan-diamin modosulat (PLA-MeNprN) FTIR spektruma (sajat
abra).

10.abra — A tris(2-aminoetil)-amin modosulat (PLA-Tris) FTIR spektruma (sajat abra).

11. abra - A 2,2’-etiléndioxi-dietilamin modosulat (PLA-NPEGN) FTIR spektruma (sajat abra).
12.4bra - A PLA alapvaz (a)), a PLA-ED modosulat (b)) és a PLA-NPEGN modosulat (c))
felszini egyenetlenség vizsgalatanak eredményei (sajat abra).

13.abra - A PLA-MeNprN moédosulat (a)), a PLA-BAPA moddosulat (b)) és a PLA-Tris
modosulat (c)) felszini egyenetlenség vizsgalatanak eredményei (sajat abra).

14.4bra - A vizsgalati mintdk PALS vizsgalattal kapott atlag diszkrét o-Ps életideje (sajat dbra).
15.4bra - A nedvesedési peremszog értékei (°) a PLA alapvaz és a kémiai mdédosulatok esetében
(sajat abra).

16.abra - A PLA alapvaz és a kémiai modosulatok hosszatava citotoxicitds vizsgalatanak
eredményei (sajat abra).

17.4bra - A biofilm formalési készség eredményei a kiilonbozé moddosulatok esetében (sajat
abra).

18.4bra - A 3D nyomtatas Iépésrol-1€pésre torténd bemutatasa (sajat abra).

19.4bra - A nyomtatott mintdk abraja (sajat abra).

20.abra - A 3D nyomtatassal eldallitott mintdk felszini elemzése (sajat dbra).

21.abra - A felszini morfoldgia és a porusok szerkezetének elemzése (sajat abra).

22.abra - Mikro komputertomografiai abra fliggbleges metszete az AntiPLA 16 0 mintar6l a

kioldodas vizsgalatot megeldzden a) illetve azt kovetden b) (sajat abra).
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23.4bra - Mikro komputertomografiai abra a PLA 16 0 minta felsé felszinérdl a kioldodas
vizsgalatot megel6zden a) illetve azt kdvetden b) (sajat abra).

24.abra— A diklofenak-natrium termogravimetrias (TG) és differencialis pasztazo kalorimetriai
(DSC) elemzése (sajat abra).

25.4bra— A PLA és antibakterialis PLA mintdk termogravimetrias gorbéi (sajat abra).

26.abra — A PETG mintak termogravimetrids gorbéi (sajat abra).

27.4bra — A PMMA mintak termogravimetrias gorbéi (sajat abra).

28.abra - A PLA, Antibakterialis PLA (AntiPLA), PETG és PMMA mintak nedvesedési
peremszog (°) értékei diklofenak nélkiil és diklofenak-natriummal (dicl.) (sajat &bra).

29.abra - A diklofenak-natrium eloszlasa a kiilonb6z6 tregekben (1-6) a PLA_16 5,
PLA 16 10 ¢és PLA 16 15 mintak esetében (sajat abra).

30.4bra - A hosszu tava MTT teszt eredményei a PLA és antibakterialis PLA (AntiPLA) mintak
esetében (sajat abra).

31.4abra - A hosszu tavit MTT teszt eredményei a PETG és PMMA minték esetében (sajat abra).
32.4bra - A kioldddott hatéanyag mennyiség (%) az id6 fiiggvényében abrazolva a politejsav
(PLA), az antibakterialis PLA (AntiPLA) mintak esetében (sajat abra).

33.4bra - A kioldddott hatéanyag mennyiség (%) az id6 fiiggvényében abrazolva a polietilén-
tereftalat-glikol (PETG) és a poli (metil-metakrilat) (PMMA) mintak esetében (sajat abra).
34.4bra - A kioldddott hatdbanyag mennyiség (%) az 1d6 fliggvényeében abrazolva az eltérd
kitoltottségi szazalékkal rendelkezd PLA mintak esetében (sajat abra).

35.4bra - A politejsav (PLA) mintdk haromdimenzids (3D) diagramja a 24 6ras kioldodott
hat6anyag mennyiség (%) esetében (sajat abra).

36.4bra - A politejsav (PLA) mintak kétdimenzids (2D) diagramja a 24 o6ras kioldodott

hatéanyag mennyiség (%) esetében (sajat abra).
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12. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat — A 3D nyomtatds csoportositasa (sajat tablazat).

2. tablazat - Fogamzasgatld implantdtumok jellemzése Kleiner és munkatarsai alapjan (sajat
tablazat).

3. tablazat - A kutatas soran alkalmazott kisérletek sematikus abrazolasa(sajat tablazat).

4. tablazat - A felhasznalt politejsav filament tulajdonsagai (sajat tablazat).

5. tdblazat - A felhasznalt filamentek tulajdonsagai (sajat tablazat).

6. tdblazat - A nyomtatott filament szalak 3D nyomtatast kdvetéen mért tulajdonsagai (sajat
tablazat).

7. tablazat - A 3D nyomtatashoz hasznalt nyomtatasi paraméterek a két Lulzbot 3D nyomtato
esetében (sajat tablazat).

8. tablazat - A 3D nyomtatdshoz hasznalt paraméterek a Prusa i3 MK2 nyomtato esetében (sajat
tablazat).

9. tdblazat - A mintak atlagos tomege (mg) a szoras értékekkel (standard deviation, SD) és az
atlagos hatdéanyag tartalom (mg) értékei a szoras értékekkel (SD) (sajat tablazat).

10. tablazat - A degradacid teszt eredményei a politejsav (PLA) és antibakteridlis PLA
(AntiPLA) mintak esetében kiilonbozé atméré (16, 19 vagy 22 mm) és Kkitoltottségi
szazalékeértékek esetében (0%, 5%, 10% vagy 15%) (sajat tdblazat).

11. tablazat - Négy kiilonbozo kitoltottségi szazalékkal rendelkezd minta diklofenak-natrium
tartalma (sajat tablazat).

12. tablazat - Diffuzié sebesség, flux, kioldodott hatdoanyag szazalék és t-proba eredmények a
PLA, antibakterialis PLA, PETG és PMMA mintak esetében (sajat tablazat).

13. tablazat - A kioldodasi profilok paronkénti dsszehasonlitasi eredményei: a kiilonbdzdségi
faktor (f1) és a hasonldsagi faktor (f2) szamitasok eredményei (sajat tdblazat).

14. tablazat - A 3D nyomtatott mintak kinetikai elemzése (sajat tablazat).
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13. Targyszavak

3D nyomtatas, FDM, implantdtum, egyéni gyogyszerelés, biokompatibilitasi, citotoxicitas,

MTT-teszt. biofilm formalas, kristalyibolya teszt, kioldodasi vizsgalat

14. Key words

3D printing, FDM, implant, personalized medication, biocompatibility, cytotoxicity, MTT
assay, biofilm formation, crystal violet assay, dissolution test
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15.  Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetet mondok Prof. Dr. Bacskay Ildiké témavezetdmnek, hogy 2015-ben még
TDK hallgatoként lehetdséget adott a Gyodgyszertechnologiai tanszéken kisérleti munka
végzésére €s azbta is folyamatosan segitett €s tamogatott. K6szondm, hogy lehetové tette a
munkdm megirasat, témavezetése alatt barmikor szamithattam tandcsaira, Otleteire ¢&s

szaktudasara.

Koszonetet mondok Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Dékan Urnak, hogy lehetéséget
biztositott a Gyogyszertechnologiai tanszéken kisérleti tudomanyos munka végzésére és

barmikor szdmithattam a segitségére és szaktudasara.

Koszonettel tartozok a Gyodgyszertechnoldgiai Tanszék munkatéarsainak, Dr. Fenyvesi
Ferencnek, Dr. Varadi Juditnak, Dr. Ujhelyi Zoltannak, Dr. Fehér Palmanak, Dr. Vasvari
Gabornak, Dr. Réti-Nagy Katalinnak, Dr. Nemes Danielnek, Dr. Sinka Déavidnak, Dr. Rusznyéak
Agnesnek, Dr. Pet6 Agoténak, Dr. Kosa Doéranak, Dr. Haimhoffer Adamnak, Dr. Jozsa
Lizanak, Pardi Sandornénak, Horanyiné Korei Marianak, Szilagyi Erikanak, Nagyné Vaszily
Maridnak, Lakatos Szilvidnak, Sipos Szilvianak, Nagy Tiindének, Batoriné Pataki Brigittanak,

amiért munkdjukkal és szakmai tdmogatasukkal hozzéjarultak eredményeimhez.

Koszonetet mondok Dr. Roka Eszternek az MTT sejtéletképességi vizsgalatok elméleti

alapjainak megértésében és gyakorlatanak elsajatitasaban.

Koszonetet mondok Dr. Kovacs Renatonak, aki lehetdvé tette a biofilmképzési vizsgalatok
elvégzését, illetve segitette a munkdmat nélkiilozhetetlen szakmai tandcsaival. Koszonetet
mondok a Mikrobiologiai tanszék valamennyi munkatarsédnak, akik a kisérleti munka soran

felvetddott gyakorlati probléméak megoldasdban segitségemre voltak.

Koszonetet mondok Dr. Anthony W. Coleman Professzornak, Dr. Florent Perretnek, Dr.
Laurent Molletnak a lyoni Claude Bernard Egyetem, Kémiai és biokémiai tanszék
munkatarsainak az implantatumok eldéallitasaért, az anyagszerkezeti vizsgalatok egy részének
elvégzéséért és a szamos fontos szakmai tanacsukért. Koszonetet mondok tarskutatéjuknak Dr.

Beomjoon Kimnek az FTIR vizsgélatok elvégzéséért.

Koszonetet mondok Dr. Zelké Romana Professzor asszonynak és Dr. Kazsoki Adriennek
a PALS vizsgalatok elvégzéséért és a kozds publikacionk megjelenéséhez nyujtott

tdmogatasukat.
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Koszonetet mondok Dr. Gesztelyi Rudolfnak a statisztikai elemzésekben nyujtott

segitségéeért.

Koszonettel tartozok Bodroginé Dr. Zichar Mariannak és Dr. Papp Ildikonak a 3D

nyomtatott mintaink eldallitasaért, a sok-sok segitségiikért €s hasznos tanacsaikért.

Koszonetet mondok Dr. Elek Janos és Csontos Maté segitségéért a Raman spektroszkopiai
mérés elvégzéséhez, illetve a kioldoédasvizsgalatokhoz sziikséges statisztikai elemzések

elvégzéséhez a Design-Expert ® szoftver segitségével.
Koszonetet mondok Dr. Budai Istvannak a SEM mérések gyors és preciz elkészitéséhez.

Koszonettel tartozok Székelyhidi Csabanak, aki mindig dszintén, 6nzetleniil timogatott és

biztatott.

Végiil, de nem utols6 sorban, oriasi haldval tartozok Csalddomnak, akik kitartéan

tamogatnak és segitenek egész életemben.

114



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

Fiiggelék

A kutatds tamogatoi:

A kutatas a Richter Gedeon Talentum Alapitvany tdmogatasaval valosult meg (1103

Budapest, Gyomr6i at 19-21.)

A kutatas az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 ¢s EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 palyazat

keretében valdsult meg. A projekt tarsfinanszirozoja az Eurdpai Szocidlis Alap.

A disszertaci6 alapjaul szolgald kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium altal
meghirdetett Felsdoktatdsi Intézményi Kivaldsagi Program NKFIH-1150-6/2019 szamon

tdmogatta, a Debreceni Egyetem Terdpias fejlesztés témateriileti programja keretében.

A disszertaci6 alapjaul szolgald kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium altal

meghirdetett Témateriileti Kivalosagi Program (TKP2020-1KA-04) timogatta.

Az Innovaciés és Technoldgiai Minisztérium UNKP-20-3 kédszamu Uj Nemzeti
Kivalosagi Programjanak a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacios Alapbol finanszirozott

szakmai tdmogatasaval késziilt.

A disszertacio elkészitését a GINOP-2.3.3-15-2016-00021 szamu "Gyodgyszertechnologiai
K+F fejlesztése a Debreceni Egyetemen" cimii projekt timogatta. A projekt az Eurdpai Unid

tamogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
A disszertacié elkészitését a GINOP-2.3.4-15-2020-00008 szamu projekt tamogatta. A

projekt az Eurdpai Unid tamogatidsaval, az FEurdpai Regionalis Fejlesztési Alap

tarsfinanszirozasaval valdsult meg.
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