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1. Bevezetés és célkitlizés

A 3D nyomtatas az utoébbi néhany évtized egyik legmodernebb gyartastechnologiai
eljarasava noétte ki magat. Szdmos teriileten, igy az épitdiparban, az élelmiszeriparban és az
egészségligyben is elOszeretettel alkalmazhatd. A gydgyszeriparban kiilonb6zo gyogyszerleado
rendszerek eléallitasara hasznaljak. Az els6 3D nyomatéssal eldallitott gyogyszerkészitményt
(Spritam®) még 2015-ben engedélyezte az amerikai gyogyszeriigyi hatdésag (FDA, Food and
Drug Administration), mely egy oralisan szétesé tabletta és epilepszias rohamok kezelésére
alkalmazzak.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban évente 30 milli6 magisztralis gyogyszerkészitményt
sziikségleteinek megfeleléen tudunk eldallitani gyogyszerkészitményeket, igy novelhetjiik a
hatékonysagot, csokkenthetjiik az alkalmazott hatdanyag mennyiséget, minimalizalhatjuk a
mellékhatasokat és novelhetjiik a betegek egylittmikodési képességét. A 3D nyomtatasi
technoldgia (3DP) alkalmazasa alternativ mod lehet a hatékony, személyre szabott hatéanyag
leadd rendszerek gyors eldallitdsara. Az egészségiigyi szakszemélyzet a komplex, személyre
szabott termékeket igény szerint, egy relative olcsd gyartasi eljarassal készitheti el. Ennek
ellenére bizonyos limitald tényezoket is figyelembe kell venni. Az alkalmazott hatéanyagoknak
stabilnak kell lenniiik a nyomtatas soran, illetve bar ez egy viszonylag gyors minta el6allitasi
lehet6ség, jelenleg nem képes az ipari méretli tablattazogépek termelékenységével felvenni a
versenyt.

Célunk, hogy FDM tipusi 3D nyomtatassal allitsunk el kiilonboz6 gyogyszerleadd
rendszereket, illetve az eldallitott rendszerek szilikséges vizsgalatait elvégezziik. Az 1.
kisérletsorozatunkban a nyomtatott mintdk kémiai modositdsa tortént meg, mely soran
kiilonb6zé kémiai oldallancokat kapcsoltunk a kiilonb6z6 polimerekbdl eldallitott
implantdtumokhoz. A mintdk anyagszerkezetének és biokompatibilitdsanak meghatarozasat
tliztlik ki célul.

A 2. kisérletsorozatunkban a mintak eldallitasa FDM 3D nyomtatdval tortént kiillonb6zo
polimerekbdl diklofenak-natrium hatdéanyagtartalommal. Célunk az eldallitott mintak
anyagszerkezeti vizsgalata, a mintak citotoxicitdsanak mérése, illetve a kiilonb6z6 polimerbdl
eléallitott, illetve kiilonbozé atmérdvel és kitoltottségi szazalékkal rendelkezd mintak

kioldodasi profiljanak feltérképezése.
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2. Irodalmi attekintés

A 3D nyomtatasi eljaras Iényegében egy 6sszefoglald név €s szamos szinonimaja van, ilyen
a gyors prototipizalés, szilard anyag mentes gyartas €s az additiv gyartas.

Maga a nyomtatds digitalis tervrajz alapjan rétegrél-rétegre torténd eljarast jelent. Az els6
1épés a tervezés, amely soran 3D tervezd programokban (példaul Rhinoceros, Google Sketchup)
a kivant mintat digitalisan megtervezik, mely eredményeképpen egy stl (standard tessellation
language) fajlformatumot kapunk, melyeta 3D nyomtatohoz tartoz6 szoftver mar képes kezelni.
Ezekben a programokban torténhet meg a mintdk paramétereinek végsd bedllitdsa példaul
méret, kitoltottségi szdzalék. A nyomtatdsi paraméterek beallitdsa is itt torténik meg. Ha a
nyomtatds soran sziikségesek kiegészitd részek ahhoz, hogy biztositsuk a megfeleld
megtamasztast a nyomtatas soran, azt a program automatikusan felismeri. Ezek a tdmasztékok
a nyomtatdst kovetden manualisan -eltavolithatok. Ezen folyamat soran egy gcode
fajlformatumot kapunk, melyet a 3D nyomtatd mar tud kezelni. Az utols6 1épésben torténik
maga a nyomtatas.

A 3D nyomtatas egy automatizalt, alacsony iizemeltetési koltségli gyartas, mellyel
komplex, egyénre szabott termékek allithatdak el6. Ezaltal biztosithatdo a megfeleld
gyogyszeradagolas egy komplex gyogyszerleado rendszerben, amely kovetkeztében néhet az
adherencia, a gyogyszerbiztonsag és a beteg egyiittmiikodési készsége.

A gyobgyszeripar, illetve szamos kutatocsoport dolgozik azon, hogy 3D nyomtatassal
eldallitott gyogyszerleadod rendszerek kertiljenek forgalomba. Ennek ellenére jelenleg csak a
bevezetében emlitett Spritam® készitmény van forgalomban. Ehhez az eldallitashoz egy
ugynevezett ZipDose® technologiat alkalmaznak, melynek lényege, hogy az egyenletesen
eloszlatott por rétegeket kotdanyaggal rogzitik egymashoz rétegrdl-rétegre.

A 3D nyomtatdssal leggyakrabban tablettakat, kapszuldkat, implantdtumokat,
transzdermalis gyogyszerleadd rendszereket (TDS) és szajban szétesé filmeket formulalnak,
mint specidlis gyogyszerlead6 rendszerek.

Hollander és szerzétarsai polidimetilsziloxanb6l (PDMS) prednizolon hatéanyag
tartalmi modositott hatdéanyagleadasu tablettdkat allitottak eld, ahol a mintdk kozotti
keresztkotéseket UV fény segitségével alakitottdk ki. Egy madsik kutatocsoport az FDM
nyomtatashoz sziikséges filamenteket kiillonb6zd celluléoz alapanyagokkal mddositotta. Az
alkalmazott hatoanyag 30 % izoniazid volt, az eldallitott gydgyszerforma pedig tabletta.
Szamos kutatast végeznek csokoladé alapti 3D nyomtatasra, melyhez egy specialis berendezést

alkalmaznak, ahol a kiilonb6z6 kémiai anyagok helyett csokolddé lesz a kotdanyag. Egy
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kutatocsoport ibuprofen és paracetamol hatéanyagu tablettakat allitott el6 ezzel a modszerrel.
Khaled és szerzotarsai egy igynevezett *polypill’-t hoztak 1étre, amely magyarul 1ényegében
annyit jelent, hogy sok tabletta talalhatd6 meg egyben. Egyszerre tobb nyomtatofejet
alkalmaznak, ennek koszonhetden 6t kiillonbozo hatdéanyagot tartalmaz a tablettajuk kiilonb6zo
kompartmentekben és két egymastol fliggetlen és jol definialt kioldodasi profillal rendelkeznek.

Maroni és szerzétarsai tobb tudoméanyos publikacioban is foglalkoztak kapszulak 3D
nyomtatassal torténd eldallitasaval. Az egyik publikaciojukban 600 ¢és 1200 pm-es
falvastagsagu két kompartmentes kapszulakat allitottak el 3D nyomtatassal, amelyeket sarga
¢és kék festékkel, mint modell hatdanyaggal t6ltottek meg. Lényegében a falvastagsag hatasat
vizsgaltak a kioldddasi profilra.

Implantalhat6 gyogyszerleadod rendszereket kiillonb6zé modszerekkel allithatdak eld. Az
egyik esetben 3D nyomtatdssal allitottak eld implantatumot oszteoszarkoma kezelésére. EQy
masik esetben implantalhaté nanogéleket allitottak eld a hosszl-tava hatas kifejtésére. Néhany
kutatd arra alkalmazta a nyomtatési eljardst, hogy megfeleld vazat hozzanak létre, mely a
polimereken kiviil a hatéanyagot is tartalmazza ¢s csontmitétek esetében kozvetleniil
eléallithatoak.

Az altalam vizsgélt mintdk mindegyike szalhuzasos technologidval vagy raolvasztasos
modszerrel (FFF, Fused filament fabrication vagy FDM, Fused deposition modeling) kertilt
eloallitasra. Az eljaras 1ényege, hogy a polimerbdl késziilt filament tekercs a nyomtatofejben
hé6 hatasara megolvad, igy egy polimer olvadékot kapunk, és az olvadékbol alakitjuk ki a minta
rétegeit a tdlcan. Az FDM technoldgia egy szabadalom-nélkiili, széleskdrben elterjedt és olcso
eljaras, mely szamos kutatocsoportot inspiralt. Tovabbi eldnyei, hogy mechanikailag stabil
rendszerek allithatdak el nagy felbontasban (30- 200 um), melyek nem igényelnek a nyomtatas
befejezddését kovetden mosasi vagy tisztitasi I€péseket.

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 onmagukban vagy moddositva (lasd antibakterialis tejsav
(AntiPLA), polietilén tereftalat glikol (PETG)). Az FDM nyomtatas sordn szamos paraméter
befolyasolja a nyomtatott minta mindségét, példaul az alap- és hatdanyagok fizikai és kémiai
tulajdonsagai, a nyomtatofej, az extruder és a beallitott nyomtatasi paraméterek. Nagyon fontos
a kiilonboz6 alkalmazott nyomtatasi paraméterek esetleges hatasainak vizsgalata és a kritikus

nyomtatasi paraméterek meghatarozasa a gyogyszerleadd rendszerek eldallitdsa soran. Két
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kiilonboz6 kutatdcsoport is vizsgalta 3D nyomtatott kapszulak és modositott hatéanyagleadasu
tablettak esetében a falvastagsag ¢€s a kioldodasi profil kapcsolatat. Azt allapitottak meg, hogy
a falvastagsagnak, mint nyomtatdsi paraméternek nagyon fontos hatisa van a kioldodasi
profilra.

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

Az implantatumok alkalmazdsénak szamos elénye van, ezek kozé tartozik, hogymaodositott
hatdéanyagleadas érhetd el a konvenciondlis gydgyszerformakkal Osszehasonlitva. Az
implantatumokkal hosszu ideig, akar évekig biztosithat6 a hatdanyagleadas. A beadas helyétol
¢s modjatol fliggden lokalis vagy szisztémas hatés is biztosithato. A folyamatos, szabalyozott
hatéanyag leadassal allando plazmaszintet lehet elérni, mellyel jobb beteg egyiittmiikdési
készség alakithatd ki. Egyszerre kevesebb hatdanyag elegendd azonos valasz eléréséhez,
mellyel a mellékhatasok kialakulasanak valoszintisége is csokken.

Néhany hatrannyal is szdmolnunk kell az alkalmazas sordn. Maga a gyogyszerforma
egyszerre nagyobb mennyiségli hatdanyagot tartalmaz, mint a napi maximalis dozis, igy nem
megfeleld hatdéanyag felszabadulds esetén toxicitast okozhat. A beiiltetés helyén borpir,
fajdalomérzés, sulyosabb esetben anafilaxias reakcio alakulhat ki. A beiiltetés és az esetleges
eltavolitas kisebb sebészeti beavatkozasnak mindsiil, illetve csak szakszemélyzet végezheti el.
A termék komplex szerkezet, melyek eldallitisa és engedélyezése dragdbb, mint egy
hagyomanyos gyogyszerforma esetében.

Az implantatumok eléallitasara kiilonb6z6é modszerek alkalmazhatéak, igy a froccsontés
(injection molding), préselés (compression molding), extrudalas (hot melt extrusion, HME),

oldészer elparologtatas (solvent casting), illetve az altalunk is hasznélt 3D nyomtatas.
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3. Anyagok és mddszerek
Az 1. kisérletsorozatunkban a mintak kémiai modositasa tortént, mely soran kiilénbzo
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
modositassal 6sszefiiggd funkcids csoportok feltérképezésére

* pozitron annihildcids élettartam spektroszkopiai vizsgalat a mintdk
felszinén 1évo6 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 mintakbol esetlegesen kioldddo xenobiotikumok sejtkarositd
hatasanak feltérképezésére

* Dbiofilm képzddésének vizsgalata a mintdk felszinén Candida albicans

SC5314 referencia izolatum altal

A 2. kisérletsorozatunkban a mintak eldallitasa FDM 3D nyomtatdval tortént kiillonb6zo
polimerekbdl diklofendk-natrium hatéanyagtartalommal:
o amintadk anyagszerkezetének vizsgalata:
* pasztazo elektronmikroszkopiai és mikro komputertomografiai elemzés
a felszini tulajdonsagok meghatdrozasdhoz ¢és a belsé 3D struktura
feltérképezésére
* termogravimetrids és héaramlési vizsgéalatok elvégzése a stabilitas és
bomlas feltérképezésére
= Raman spektroszkopia a kiilonboz6 kitoltdttségi mintazattal rendelkezd
mintdk hatdéanyagtartalmanak elhelyezkedésének vizsgalatara
o amintdk citotoxicitasi vizsgalata MTT teszttel

o a minték kioldodasanak vizsgalata, a mintak hatéanyag kioldodasi profiljanak
feltérképezésére
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4, Eredmények
4.1. 1. kisérletsorozat
4.1.1. 3D nyomtatas és kémiai mddositas

A kisérleteinkhez a 3D nyomtatott mintdkat a lyoni Claude Bernard egyetem allitottak elo.
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 kitdltottségi szazaléka 100% volt, mely megfeleld porozitast biztosit
a nyomtatott szalak kozotti kisméreti liregeknek kdszonhetden, illetve megfelelé mechanikai
szilardsagot, igy a kémiai modositdshoz hasznalt olddszerek nem jutnak be a minta belsejébe.
A nyomtatott mintdk dtmérdje 14 mm, mig a magassdga 3 mm.

A politejsav mintak kémiai oldallanc moédositasa kiillonbozé aminokkal tortént, melyek
hatasat eddig egy kutatocsoport sem vizsgalta, ezért szamit ez a kisérlet egyedinek. A kémiai
anyagok kivalasztasakor az volt a célunk, hogy hidrofil oldallancokat kapcsoljunk a PLA-hoz,
melyek eltéré kémiai szerkezettel rendelkeznek: az etilén-diamin (ED) rovid szénlancu primer
amin fejcsoporttal, a trietilén-tetramin (TET) és a bisz(aminopropil)-amin (BAPA) oligoamin
csoporttal rendelkezik, az N-metil-1,3-propan-diamin (NMePrN) révid szénlancu szekunder
amin csoporttal rendelkezik, a 2,2 '(etilén-dioxi)-dietilamin (NPEGN) egy révid polietilénglikol

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

4.1.2. Anyagszerkezeti vizsgalatok
4.1.2.1. Pasztazo elektronmikroszkopia

Az alapvaz ¢és a kémiai modositassal kapott mintdk feliiletét pasztadzo
elektronmikroszkoppal teszteltiik a lyoni Claude Bernard Egyetemen. Vizsgalatunk soran a
politejsav (PLA) minta esetében mind a kezeletlen feliilet, mind az ioncserélt vizzel mosott
felillet egyenetlen. A mosast kovetéen a mintafeliiletet simabbnak lattuk. A hat
oldallancmodositott minta koziil négy modositott minta esetében (PLA-BAPA, PLA-ED, PLA-
Tris és PLA-NPEGN) egyenletes, lapos felszint kaptunk, egyenletesen eloszlatott porusokkal.
A Tris moédosulat esetében a porusatmérd koriilbeliil 1 um volt. A PLA-TET modosulat felszine
nagymértékben hasonlitott a kezeletlen minta feliiletére, viszont a felszinen apro bemélyedések
voltak lathatoak, koriilbeliil 100-200 nm atmérdjiek. Végiil a PLA-MeNprN modositott feliilet
esetében a felszinen jéghegy-szerli strukturak lathatéak, melyek feliilete sik. A SEM éabrak

megerdsitik, hogy a 3D nyomtatott oldallancmodositott PLA mintak feliilete megvaltozott.

412.2. Fourier transzformacios infravords spektroszkopia (FTIR)

9
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A fourier transzforméacios infravords spektroszkopiai elemzést Dr. Beomjoon Kim végezte
el. A politejsav alapvaz spektruman megfigyelhetd egy gyenge C—H kotés 3000 cm™
hullamhossz értéknél és egy erds C=0 észter kotés 1750 cm™ hulldmhossz értéknél. Az
etiléndiamin (PLA-ED) és a tobbi modosulat esetében a fentieken tul még megfigyelheté C=0
amid kotés 1550 cm™ and 1650 cm™ hullamhossz értékek kozott. Az amid kotés jelenléte csak
a PLA polimer és az modosulatok kozott kialakuld kovalens kotésbol szarmazhat. Tovabba az
N-H amid ké&tés jelenléte is bizonyitja 3300 cm= hullimhossz értéknéla modositast. Ahogyan
az varhato volt, a modositas miatt kialakuld kotésekhez tartozo intenzitas értékek kisebbek,

mint az észter kotésé, mivel a modositas csak a felszinen torténik meg.

4.1.2.3. Felszini egyenetlenség vizsgalata

A felszini egyenetlenség vizsgalattal kapott spektrumokat a Keyence VHX 6000 optikai
mikroszkophoz tartozd képfeldolgozd programmal kaptdk meg a lyoni egyetem kutatdi. A
felszini egyenetlenség atlagos mérete (Average Depth of Roughness Parameter, Rz) a PLA
minta esetében 29 um, a PLA-ED modosulat esetében 3 pm, mig a PLA-NPEGN moddosulat
esetében 6 um. A PLA alapvaz felszini egyenetlenség értékei abbol adodnak, hogy a 3D
nyomtatas soran egy-egy huzott szal kozott 20 um-es iireg van és 400 pm-enként kismértekii
csOkkenés tapasztalhato a filamentbdl adéddan, ami viszont minden esetben kisebb volt, mint
S5 pum.

A moédositott kémiai oldallancot tartalmazé mintak esetében a feliilet altalaban sik volt,
bizonyos esetekben kis godrok és kiemelkedések voltak megfigyelhetdek, ami 6sszhangban
volt a SEM mérés soran tapasztaltakkal. Nem talaltak 400 pm tdvolsdgonként szisztematikusan

ismétlédo felszini egyenetlenségeket.

4.1.24. Pozitron annihilacios €lettartam spektroszkopia

Prof. Zelk6 Romana és Kazsoki Adrienn végezte el a PALS vizsgalatot. A magasabb
¢élettartam értékek nagyobb szabad térfogatot jeleznek a polimer lancok kozott, illetve a
nyomtatas soran a filament szalak k6zott fennmarado6 teret. Az eredmények alapjan mindegyik
modositott alapvézat tartalmaz6 minta hasonld o-Ps élettartammal rendelkezik, mig a PLA
alapvaz szignifikdnsan magasabb o-PS élettartammal rendelkezik. (****, p<0,0001). Az
eredményeink alapjan a PLA-ED és a PLA-Tris mddosulatok 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 kozott.

10



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

4.1.2.5. Nedvesedési peremsz0g meghatarozasa

A nedvesedési peremszO0g meghatarozasat a lyoni egyetem kutatdéi végezték el. A
peremszog értékek alapjan felallithatd 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 mintak esetében 26,5 + 3,0° és 69 + 0,1°
értekek kozott valtoztak, amely azt bizonyitja, hogy mindegyik minta hidrofil és az amino
csoportok kapcsolasaval nétt a hidrofilitds mértéke. Ahogyan az varhat6 volt, a PLA alapvaz

rendelkezik a legnagyobb peremszog értékekkel.

4.1.3. Biokompatibilitas
4.1.3.1. MTT teszt

Hosszatava  sejtéletképességi  tesztet alkalmaztunk a politejsav alapvdzii mintak
citokompatibilitdsdnak meghatarozasardl. A mintdkat négy, nyolc és tizenkét napig aztattuk
DMEM médiumot tartalmazd centrifugacsdben, majd az adott vizsgalati napon a Caco-2
sejteket ezzel a médiummal kezeltiik. Ez a mddszer eltér a hagyomanyos MTT vizsgalattol,
mert mi nem a gatlé koncentraciot (IC50) mértiikk, hanem a sejt €letképességét a negativ
kontrollal (DMME médium) torténd 6sszehasonlitassal szamitottuk ki. Kinnari, illetve Chessa
kisérleteiben a Caco-2 sejtvonal még mindig a referencia alapot képviseli az ortopédiai és
mellimplantaitumok citotoxicitasi vizsgalata soran. A Caco-2 sejtvonal a bélnyalkahartyat
modellezi le, mivel szamos tulajdonsaga megegyezik az €rett enterocitaval.

Az eredményeket a negativ, azaz a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szdzalékban (Co—)
fejezziik ki. Pozitiv kontrollként (Co+) a Triton-X 100 (10% w /v) szolubilizalészert
alkalmaztuk, amely minden vizsgéalati mintdhoz viszonyitva, mindegyik vizsgéalati napon
szignifikdns kiilonbségeket mutatott. Osszehasonlitottuk kémiailag modositott mintdk
citotoxicitasi értékeit, és megallapitottuk, hogy egyik minta esetében sem csokkent
szignifikansan a sejtéletképesség a kezeletlen kontrollhoz képest. Az MTT vizsgalatunk alapjan
a PLA-TET citotoxicitasa nem csokkent 100% ala a negativ kontrollhoz képest. A PLA-ED, a
PLA-BAPA, a PLA-Tris és a PLA-NPEGN sejtéletképességi értékei még a hosszabb ideig tarto
expozicid esetében is meghaladtak a 90 %-t. Az ISO 10993-5: 2009 (E) szabvany alapjan, ha a
sejtek relativ életképessége meghaladja a 70 % -t a kontroll csoporthoz képest (100%), az
anyagok nem citotoxikusnak tekintheték . Ezen szabvéany alapjan valamennyi mintank

citokompatibilisnek mindsiilt.
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4.1.3.2. Biofilm képzddés

Kisérleteink azon alapultak, hogy a mintdk felszinén kialakult biofilm kristalyibolya
festéssel vizualizalhato és mérhetd az abszorbanciaja. A mért abszorbancia értékek korrelaltak
az implantatumok felszinén keletkezd biofilm mennyiségével. Ezen vizsgalatot Dr. Kovéacs
Renatd végezte el. Az 0sszes mintank abszorbancia értéke 0,24 alatt volt. A PLA alapvaz és a
PLA-BAPA modosulat szignifikansan magasabb abszorbancia eredményt mutatott, mint a
tobbi modosulat. A PLA-MeNprN abszorbancidja 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 moddosulat eredményezte a legkisebb abszorbancia értéket. Marcos-
Zambrano és munkatarsai osztalyozasa szerint alacsony biofilm formalasi képességet jelent a
0,44 alatti abszorbancia érték, kozepes biofilm formalasi képességet 0,44—1,17 abszorbancia
értek kozott, mig magas biofilm formalasi képességet 1,17 feletti abszorbancia értékek
esetében. Az alapjan az osztdlyozasi rendszer alapjan valamennyi implantatumunk alacsony

biofilm formalasi képességet mutatott.

4.2. 2. kisérletsorozat
4.2.1. 3D nyomtatas

Kisérleteink soran négy kiillonb6zd polimert: politejsavat (PLA), antibakterialis PLA-t
(Anti), polietilén-tereftalat-glikolt (PETQG) €s poli (metil-metakrilatot) (PMMA) hasznaltunk a
3D nyomtatashoz. A minta vastagsadga 2,4 mm, atmérdje 16, 19 vagy 22 mm volt. A kitoltottségi
szazalék 0%, 5%, 10% vagy 15% volt.

A részletes nyomtatasi eljarast az alabbiakban olvashatd. El6szor a filament szalakat a
kivant nyomtatasi homérsékletre 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 egyszerii modszert a hatdanyag tartalmu mintak eléallitasara
ugy, hogy a hatdéanyag stabilitasat ne befolydsoljuk, ezért a nyomtatas elso 1€péseként egy fedd
lemezt nyomtattunk ki. Ezt kovet6en elkezd6dott a tényleges mintanyomtatas, amit a megfeleld
pillanatban leallitottunk, majd a hatéanyagot beledntottiik a mintaba, és az elére kinyomtatott
feddlepezt a hatdanyag tetejére helyeztik. Végiil kinyomtattuk a minta felsé két rétegét. Ily
modon sem az extrudalas magas hémérséklete, sem a hiités nem zavarta a hatdanyag stabilitasat

€s mennyiségét.
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A minték elnevezése az alkalmazott polimer (pl. PLA), a minta 4&tmérdje (pl. 16) és végil

a minta kitoltottségi szazaléka (pl. 0) alapjan tortént; ebben az esetben a minta neve PLA 16 0.

4.2.2. Tomegegységesség
A mért tomeg értékek és a hatdéanyagtartalom egységességének eredményei alapjan a
mintak atlagos tomege (mg) a polimertdl fiigg, és nott az a&tmérd €s a kitoltottségi szazalék

novekedésével. A mintdkat ~ 30 mg diklofendk-natrium soval t6ltottiik meg.

4.2.3. PLA degradacié
Mivel a PLA és az antibakteridlis PLA biologiailag lebomld polimerek, igy a mintak
tomegmeéréssel hataroztuk meg, de a vizsgalati id6szak alatt a vizsgalati mintak esetében nem

kezdddott meg a mintak bomlasa.

4.2.4. Anyagszerkezeti vizsgalatok
424.1. Pasztazo elektronmikroszkopia

A mintak feliiletét pasztdzd elektronmikroszkdpiaval vizsgaltuk meg Budai Istvan
segitségével. A PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA mintdk SEM képeit 50x-es
nagyitassal készitettiik el. Elemeztiik a feliilet megfeleldségét, és a rétegek lokalizaciojat és
megfeleldségét a 3D nyomtatassal eldallitott mintak esetében. A PLA esetében két egymas
mellé nyomtatott filament szal kozotti tavolsag atlaga 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 pm (+ 7,73). A PLA, az antibakterialis PLA és a PETG sima feliiletiiek voltak, a
PMMA-nak azonban egyenetlen volt a feliilete, a siktol néhany apro eltéréssel.
kozvetleniil a 3D nyomtatas utan és a kioldodas vizsgalat utan 20x-os nagyitassal. A kioldddas
vizsgalatot kovetden porusok alakultak ki a felszinen, amelyek aldtdmasztottdk azt a
feltételezésiinket, hogy a hatdanyag felszabadulds a hatdéanyag leadd nyilasokon keresztiil

diffuzioval torténik.

4.2.4.2. Mikro komputertomografia

A mintékat a kioldodasi vizsgalat eldtt és utan mikro komputertomografiaval (microCT)
vizsgaltuk, hogy meghatarozzuk morfologidjukat. A vizsgélatokat Béres Monika végezte el. Az
Anti_ 16 0 minta keresztmetszeti képén a kioldddasi vizsgalat eldtt €s utan jol lathato a

diklofenak-natrium lokalizacioja. Csak a kioldodéas vizsgalat eldtt tartalmazott a minta
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diklofenak-natriumot. A kiold6dasi vizsgalatot kovetden nem tortént valtozas a filamentumok
oldalso rétegeinek elhelyezkedésében.

A PLA 16 0 minta felsé feliiletét elemezve a kioldodas vizsgalat eltt és utan jol 1athato,
hogy kioldodas vizsgalatot kdvetden a minta feliiletén porusok keletkeztek.

A porusok altal a mintafeliiletén okozott pontos kiilonbséget 5 um képpont méretii 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 porus volt a minta feliiletén.

4.2.4.3. Termogravimetrias és hdaramlési elemzés

A diklofenak-natrium termogravimetrias gorbéje termikus stabilitast mutatott 280 °C-ig,
igy kijelenthetjiikk, hogy az alkalmazott hatéanyag stabil az alkalmazott nyomtatasi
homérsékleteken. 100 °C alatt kevesebb, mint 1% -os tomegveszteséget figyeltink meg, ami
valdsziniileg a hatdéanyag felszinén megkotott viz elparolgasanak volt kdszonhetd. A polimer
hordozokbdl kiontott diklofendk por mintdk esetében ez nem fordult elé. A hatéanyag
termogravimetrias gorbé¢je alapjan valoszinli, hogy az olvadas hébomlassal jart. A hatdanyag
bomlésa 500 °C-ig 39 % koriil volt. A héaramlasi (DSC) gorbe endoterm csticsa 289,97 °C-on
van, amelyet azonnal egy exoterm cstcs kovetett, amikor is a diklofenék elbomlott.

A PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA mintdk termogravimetrias elemzését
kozvetleniil a filament széalakon, diklofenak nélkiili nyomtatott mintakon és diklofendk
hatéanyagot tartalmaz6 nyomtatott mintakon végeztiik, de az utdbbi mintdkbol a hatdanyagot a
vizsgalat eldtt kiontottiik (polimer vaz). A kapott gorbék alapjan kijelenthetjikk, hogy a
hatdanyag €s az Osszes filament stabil volt a 3D nyomtatasi hdmérsékleten; kémiai bomlés vagy
valtozas jeleit nem észleltiik 270 °C alatt. Mind a négy polimer termikusan stabilnak tekintheto,
de a polimerek a hdmérsékleti 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 esetében a termikus stabilitas 50 °C-on kisebb
volt, mint a diklofendk nélkiili mintak esetében, ennek ellenére ezek a mintak még mindig
stabilnak tekinthetdk, mert a nyomtatdsi hdmérséklet 215 °C volt. A PETG és PMMA
polimermintdk nem mutattak hasonl6 valtozast; a termikus stabilitds nem valtozott diklofenak-

natriummal vagy anélkiil.
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4244, Nedvesedési peremszog meghatarozas

A nedvesedési peremszog értékeit mind a négyféle alkalmazott polimer esetében (PLA,
PLA antibakterialis, PETG ¢s PMMA) megmértiik, diklofendk-natrium nélkiil és diklofenak-
natriummal is. A kiilonb6z6 polimerek eltéré nedvesedési peremszog értékekkel rendelkeztek:
PLA 63°, antibakteridlis PLA 22°, PETG 74° és PMMA 84° koriil. Erdekes modon az
antibakterialis PLA mintdk nedvesedési peremszog értékei csaknem harmadara csokkentek a
PLA nedvesedési peremszdg értékeihez képest, a filamentumban eloszlatott antibakterialis

nanorészecskék miatt.

4.24.5. Raman spektroszkopia

A Raman spektroszkdpiai mérést azzal a céllal végeztiik el, hogy meghatirozzuk a
diklofenak-natrium eloszlasat az 5%, 10% és 15%-os kitoltottséggel rendelkezd mintdk hat
iiregén beliil. Ezekhez a mérésekhez 16 mm atméréju és 0%, 5%, 10% vagy 15% kitoltottségi
szazalékkal rendelkezd politejsav mintdkat hasznaltunk. A 0% -os kitoltéssel rendelkezd
mintanak csak egy lirege 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 kalibracidos gorbe felhasznalasaval hataroztuk meg Valamennyi minta
koriilbeliil 30 mg diklofenak-natriumot tartalmazott; ezek az eredmények 6sszhangban voltak
a tomegegységesség mérés soran kapott eredményekkel. A hat tiregli mintak (5%, 10% és 15%
kitoltottség) esetében a hatbanyag mennyiségét minden liregben megmértiik. 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 mintak esetében.

4.2.5. Citotoxicitas vizsgalat

Hosszu tavu sejtéletképességi vizsgalatot végeztiink, hogy informéciokat nyerjiink a 3D
nyomtatassal eldallitott mintdk citokompatibilitdsarol. A mintakat 4, 8 és 12 napig inkubaltuk
sejttenyésztd médiumban, és a Caco-2 sejtek altal képzett monolayert ezzel a médiummal
kezeltiik annak megallapitasara, hogy a mintabdl barmilyen xenobiotikum kioldodott-e. Ez a
modszer abban kiilonb6zott a hagyomanyos MTT vizsgalattol, hogy nem a gatlo koncentraciot
(IC50) mértiik, hanem a sejt €letképességet a kezeletlen, negativ kontroll (DMME médium)
Osszehasonlitdsaval szamitottuk ki. Ezt a modszer az ISO szabvannyal Osszhangban keriilt
kidolgozasra.

Az eredményeket a negativ vagy kezeletlen kontrollhoz (Co—) viszonyitva fejeztiik ki.

Pozitiv kontrollként (Co+) Triton X-100 (10% w / v) szolubilizaloszert hasznéltunk, amely
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szignifikans kiilonbséget mutat a tobbi vizsgalt mintahoz 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 citotoxikusnak tekinthetéek [106] Ezen szabvany értelmében,
mind a 3D nyomtattdssal eldallitott PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA mintak

citokompatibilisnek mindsiiltek.

4.2.6. Kioldodas vizsgalat

A mintak kioldodasi profiljat USP L. tipustu in vitro kioldddéas vizsgdld berendezéssel
hataroztuk meg, hogy meghatarozzuk hogyan befolyasolja a kioldoédasi profilokat a polimer, az
atméro ¢és a kitoltottségi szazalék valtoztatasa.

A kioldodasi profilok paronkénti 6sszehasonlitdssal elemeztiik: a kiilonb6zdségi faktor (f1)
¢s a hasonlosagi faktor (f2) szamitasokkal. Megallapitottuk, hogy az Gsszes minta esetében a
kioldodasi profil nem hasonlonak tekinthetd, azaz az 6sszes mintanak kiilonb6zd kioldodasi
gorbéje volt.

A hatéanyag felszabadulas eredményeit nullad- és elsérendli kinetikai modellekhez
illesztettiik. A legjobb illeszkedés meghatarozasahoz determinacids egyiitthatokat hasznaltunk.
A PLA_16_0 minta nulladrendii modellre illeszkedett. Az Anti_16 0 minta elsérendii kinetikat
kovetett, a korrelacids egyiitthaté magasabb, mint 0,93. A szamitasokbol kidertilt, hogy a tobbi
minta sem a nulla, sem az elsdrendii modellhez nem illeszthetdk a 0 és 24 6ra kozotti kioldodasi
eredmények Osszehasonlitasakor. Az elemzésiink ujabb szakaszaban a kioldodott hatoanyag
mennyiséget ugyanarra a kinetikai modellre illesztettiik, de csak a 0-2 o6ran beliili
eredményeket. A PLA 19 0, PLA 22 0, PLA 22 5, PLA 22 10, PLA 22 15,
PMMA 16 0,PMMA 19 0¢és PMMA 22 0 azelsd 2 ora alatt nulladrendi kinetikat kovetett,
mig a PETG 16 0 és a PETG_22 0 jobban illeszkedik az elsérendii kinetikai modellhez. Az
Anti 19 0, Anti 22 0és PETG 19 0 mintakat a kioldodasi gorbék lefutasa alapjan vizsgaltuk.
Elészor meghataroztuk az utolsé iddpontot, miel6tt a gorbe elérte a platd fazist, és a kinetikai
modelleket csak az ezt megel6zd iddpont eldtt értékekre szamitottuk ki. Az Anti 19 0 és a
PETG 19 0 30 percig, mig az Anti 22 0 45 percig illeszkedtek az elsérendii kinetikai

modellre.
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5. Megbesz¢lés
1. kisérletsorozat

Napjainkban szamos tanulmany jelent meg 3D nyomtatassal eléallitott implantatumokrol,
azonban a kémiai szerkezet, a szerkezeti paraméterek €s a citokompatibilitdsi tulajdonsdgok
kozotti Gsszefliggéseket még nem vizsgaltak. Vizsgalatunk célja az volt, hogy kapcsolatot
talaljunk a fent emlitett paraméterek kozott a kémiailag moddositott politejsav alapu 3D
nyomtatott mintak esetén. Kiilonb6z6 amino oldallancokat kapcsoltunk a politejsav alapvazhoz
a nyomtatast kovetd kémiai modositas soran azért, hogy amid funkciés csoportokat hozzunk
létre a nyomtatott minték feliiletén.

Az FDM nyomtatott mintdkat Ggy terveztiik meg, hogy a fizikai, kémiai és in vitro bioldgiai
tulajdonsagokat minél szélesebb korben megvizsgaljuk. A vizsgalatainkat egy adott
geometriaju mintan végeztiik el valtoztatasok nélkiil, melynek elénye az volt, hogy kizartuk az
eltéré geometridbdl eredd hatasokat, és lehetdvé tette a vizsgalati eredmények kozvetlen
Osszehasonlitdsat. A kémiai modosités, avagy funkcionalizalas eldnydsen befolyasolhatja a 3D

A mintdk szerkezeti tulajdonsagait pasztazod elektronmikroszkopiaval (SEM), Fourier
transzformacios infravords (FTIR) spektroszkopiaval, felszini egyenetlenség vizsgélataval,
pozitron annihilaciés élettartam spektroszkopiaval (PALS) és nedvesedési peremszog
meghatarozassal elemeztiik. A mintak citokompatibilitasanak vizsgalatahoz Caco-2 sejteken
hosszu tavit MTT tesztet, mig a biofilm képzddésének vizsgalatat Candida albicans referencia
izolatum alkalmazasaval végeztiik el.

A modositott PLA mintak FTIR spektroszkopiaval kapott gorbéi bizonyitjak az j kémiai
funkcios csoportok jelenlétét, de figyelembe kell venniink, hogy az IR savok intenzitasa gyenge
lehet, ha a valtozas csak a feliileten ment végbe. Mas modszerek nem alkalmasak a feliileti
kovalens kotések kialakulasanak bizonyitasara, igy kijelenthetjiik, hogy az altalunk valasztott
vizsgalati modszer megfelelt a céljainknak. A moddositott mintdk mindegyike esetén
megfigyelhetd a C=0 amid kotés 1550 cm™ and 1650 cm~ hullamhossz értékek kozott, ami
csak az alapvaz €s a bek6tddo oldallanc kozott kialakuld kovalens kotésbol szarmazhat.

A nedvesedési peremszdg meghatarozassal kapott eredmények informaciot nyujtanak a
feliilet hidrofilitdsarol és hidrofobicitasarol. Egyértelmii bizonyiték van arra vonatkozdan, hogy
a feliileti topografiai és nedvesedési jellemzok befolyasoljdk az implantdtumok beiiltetésekor a
makromolekuldris és sejtszintli hatdsokat. A politejsav polimer észter funkcids csoportjat

kémiailag modositottuk kiilonboz6 elagazd és linearis oligoamin mddosulatokkal a mintak
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hidrofilitasanak novelése és a pozitiv toltés 1étrehozasa érdekében. Habar az etilén-diamin Kis
méretli és vizben nagyon jol oldodé molekula, igy azt varnank, hogy lemosddik a felszinrdl
kémiai kotés hianyaban. A kisérleti eredményeink alapjan ez nem igy tortént, mivel a
nedvesedési peremsz0g az intenziv mosas utan is allando értéket mutatott, azaz az etilén-diamin
a felszinhez kémiai kotésen keresztiil kapcsolodott. A nedvesithetdséget befolyasolja a minta
feliiletének kémiai modositasa, amint azt a mi kisérletiink is bizonyitja. A nedvesithetoségnek
nagyon fontos szerepe lesz a minta beiiltetésekor, mivel meghatarozza a véarhato biologiai
eseményeket.

A pasztazo elektronmikroszkopia (SEM) megfelel6 modszer a felszini egyenetlenség, a
porozitas és porusméret jellemzésére, annak ellenére, hogy a feliileti elemzés eredménye tobb
paramétertdl fligghet (példaul az alkalmazott sziirdktol, a kiértékelt teriiletektdl). A kiilonbozo
implantatumok feliiletének mikro, szubmikro és nano mérettartomanyban torténd értékelése
kotelezden elvégzendd vizsgalat, a kiilonbdzd implantatumok viselkedésének eldrejelzésére az
emberi szervezetben.

A pozitron annihilacios élettartam spektroszkopiaval (PALS) mért o-Ps életid6 értékei jol
korreldlnak az implantaitumok méretével és a felszinen 1évd esetleges szerkezeti hibakkal. A
madszer a polimer alapu implantatumok szupramolekularis szerkezetét méri, amely megfeleld
informéciot adhat a poérusméretrdl és a felszin porozitasardl a feliiletfelsé 100 pm-érél nano
mérettartomanyban.

A SEM és PALS kisérletek eredményeit 6sszehasonlitva a PLA-ED, a PLA-TET és a PLA-
Tris mintdk magas szabad térfogatot és szamos felszini egyenetlenséget mutattak. A PLA-ED
¢és a PLA-Tris esetében ezek koriilbeliil 1 um atmérdjliek voltak, mig a PLA-TET esetében
koriilbeliil 100-200 nm atmérdjiek. Az MeNprN modosulat esetében azonban kevés
egyenetlenség volt a minta felszinén, mig a szabad térfogat értéke jelentésen csokkent. Az
eredményeink alapjan kdzvetlen 0sszefiiggés mutatkozott a PALS altal mért szabad térfogat és
a SEM éltal megfigyelt esetleges egyenetlenségek kozott.

A biokompatibilitas vizsgdlata az implantalhatd gyogyszerleadd rendszerek kotelezd
vizsgélata. Az ISO 10993-5 szabvany meghatarozza a sziikséges citotoxicitasi vizsgalat
paramétereit. A 6 kovetelmény az érintkezés idOtartama: korlatozott expozicid esetén az
iddtartam kevesebb, mint 24 ora, hosszantartd expozicid esetén pedig 1-30 napos vizsgalat
sziikséges. A 30 napnal hosszabb behatasi idok hosszu tavl tanulmanyokat igényelnek. Az
MTT-teszt széles korben alkalmazott, gyors kolorimetrias modszer, amely bizonyos vegyiiletek

in vitro citotoxicitasanak mérésére alkalmas sejtvonalakon vagy primer sejteken, tovabba
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rendkiviil hatékony mddszer, mivel csak az €16 sejtek képesek atalakitani az MTT festéket
mitokondrialis enzimjeik segitségével. Egy kutatdcsoport megallapitotta, hogy a formazan-sé
kialakulasa a sejtek metabolikus képességétol és a mitokondriumok szamatol fiigg. Az MTT
teszt ezen limitald tényezdje ellenére még mindig a legmegbizhatobb és leggyorsabb teszt a
citokompatibilitds megallapitdsahoz.

Kisérletiink soran a mintdinkat DMEM médiumban, 37 °C-on taroltuk a 12. napig torténd
mintavégzésig. A mintdkat a médiumba helyeztiik a 4., 8. és 12. napon térténd mintavégzésig,
annak felderitésére, hogy kioldédik-e barmilyen xenobiotikum a moddosulatokbol vagy a
polimer vazbol. A Caco-2 sejtekkel torténd inkubacids periddus 30 perc volt. A citotoxicitési
tesztet az ISO 10993-5 szabvannyal 6sszhangban végeziik el, de az alkalmazott inkubdacios
periddus rovidebb volt. Egyértelmiien bizonyitott, hogy a PLA a tarolds soran tejsavva és
glikolsavva bomlik, és kiilonb6z6 tényezdk (pH, molekulatomeg stb.) befolyasolhatjak ezt a
bomlast. Szamos tanulmany foglalkozott a PLA polimerek bomlasaval, igy vizsgalatunk 6
hangstilya nem a PLA degradacio vizsgalata volt, hanem a DMEM médiumban tarolt
moédositott PLA mintdk citotoxikus és biofilm képzddésének hatisa, amely kozegekben a
mintak lebomolhatnak. Az in vitro citotoxicitasi vizsgalatok képviselik az elsd szlrdt a
citokompatibilitds értékeléséhez, mivel ezek a vizsgalatok érzékenyek, hatékonyan
alkalmazhatok és jol reprodukalhaté modszerek. Az MTT teszt eredményei alapjan az Gsszes
PLA alapvazu mintank citokompatibilisnek bizonyult.

A mikrobidlis biofilm képzddés komoly kockazati tényezd lehet a beiiltetett implantatumok
esetében, ami sulyos szovodmények kialakuldsat okozhatja, amely fertézésekhez ¢és
antimikrobidlis rezisztencia kialakuldsdhoz vezethet. A beiiltetés sordn barmilyen fert6zés
veszélyes lehet, mivel nagyfoku gyulladast és az implantatum kilokodését eredményezheti vagy
hozzéjarulhat gyulladasi vélasz kivaltasahoz, és tovabbi miitéti beavatkozasokat igényelhet
fogaszati implantdtumok esetében. A Candida albicans képes biofilmet képezni az
orvostechnikai eszk6zokon, ami az emberi szervezetben betegségek kialakulasat okozhatja. A
3D nyomtatott polimer alapu mintak kozvetlen kémiai modositasa egy 0j megkozelitést jelent,
mivel ebben az esetben a feliilet ténylegesen megvaltozik. Ez lehetdvé teheti a mikrobialis
biofilm képzddés gatlasat, vagy még nagyobb mértékii feliileti kolonizaciot eredményezhet.
Erdekes modon mindkét iranyd eltolodasjelentdséggel birhat a kutatok szamara. Az ilyen
kémiai modositas kulcsfontossagu pontja a reaktiv észtercsoportok jelenléte a 3D nyomtatasban

alkalmazott polimerekben.
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A biofilm formaléasi készség vizsgalata szintén kotelezd eleme a citokompatibilitasi
vizsgalatnak. A biofilm képzddés akar a politejsav szerkezetét is megvaltoztathatja, ami a
hatoanyag felszabadulasat befolyasolhatja és igy sulyos mellékhatasok kialakulasahoz vezethet.
A biofilm képzddési vizsgalatot Candida albicans SC53 14 referencia izolatummal végeztiik el,
mivel a Candida fajok az egyik leggyakoribb fertézést okozo korokozok és mas Candida fajok
stlyos szisztémas mikozist okozhatnak, melyek 45 %-0s mortalitast mutatnak. Idealis esetben
a mért abszorbancia érték nulla, ami azt jelenti, hogy egyaltalin nem keletkezik a minta
felszinén biofilm. A biofilm formalasi készség kiértékeléséhez hasznalt klasszifikacios rendszer
alapjan mindegyik mintank alacsony biofilm formalasi készséglinek tekinthetd. A mi
kutatdsunk esetében az oligoamin funkcids csoportok kapcsolasa a politejsav alapvazhoz
kedvez6bb antimikrobialis tulajdonsagokat eredményezett anélkiil, hogy megvaltoztattuk volna
a politejsav kedvezé fizikai tulajdonsagait. Egy kutatocsoport, kisérleteihez antimikrobialis
hatdéanyagot hasznalt, ami ugyan megfeleld tulajdonsagokat eredményezett, de lecskkentette
a politejsav minta mechanikai megfeleldségét.

Az alkalmazott 3D nyomtatasi eljarassal gyorsan és egyszertien allithatdak eld a mintaink.
Elmondhatjuk, hogy a kémiai modositassal a politejsav vazhoz kapcsolt amid funkcios
csoportok kedvezden valtoztatjdk meg a politejsav mintdk anyagszerkezeti tulajdonsagait.
Alacsony biofilm formalasi készség és kedvezd citokompatibilitasi tulajdonsagok jellemzik a
mintakat még hosszan tartd expozici6 esetén 1s. Kapcsolat mutathaté ki a mdodosulat tipusa és
a létrejovo tulajdonsagok kozott. Osszességében a politejsav, mint 3D nyomtatishoz hasznalt
filament, tulajdonsagai nagymértékben javithatok a kémiai modositassal. Ezek az
implantdtumok nagy lehetdséget biztositanak a kiillonb6zé antimikrobidlis hatdéanyagok
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 kiildhetdk.

2. kisérletsorozat

A Kkisérleteink soran az FDM nyomtatashoz PLA, antibakteridlis PLA, PETG és PMMA
kereskedelmi forgalomban kaphato filamenteket hasznaltunk fel, amely lehetdvé teszi a gyors
gyartast. Az implantalhat6 gyogyszerlead6 rendszerek kiilonbozé mintait nyomtattuk ki 16, 19
vagy 22 mm atmérdvel és 0 %, 5 %, 10 % vagy 15 %-os kitoltottségi szazalékértekkel. A
kisérleteink célja az volt, hogy bizonyitsuk az FDM alkalmazhatdsagat, mint alkalmas, egyénre

szabott gyodgyszerleadd rendszert a miitétek soran. Néhany szerzd arrél szamolt be, hogy a
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személyre szabott gyogyszeres kezelés kivaldé megoldast jelent a megfeleld egészségiligyi
ellatas eléréséhez. A hatdéanyagokat a megfelelé mennyiségben és a megfeleld idoben lehet
bejuttatni a human szervezetbe. A 3D nyomtatas jelentdsen felgyorsitja a tervezést mind a
kutatas-fejlesztés, mind pedig az ipari 1éptéki eldallitas soran.

A 3D nyomtatasi folyamathoz nehezen illeszthetd be a hatéoanyaggal vald toltés.
Kutatocsoportunk kidolgozott egy egyszerii modszert hatoanyag-tartalmi mintak eldallitasara.
El6szor minden mintdhoz kinyomtattunk egy fedélemezt, amelyet a hatdanyagot tartalmazé
also rész tetejére helyeztiink el, majd befejeztiik a 3D nyomtatast. Igy elkeriilheté a hatbanyag
esetleges bomldsa a magas nyomtatasi hdmeérséklet (210-270 °C) miatt és a nyomtatds soran
alkalmazott ventillacid kovetkeztében torténd hatdoanyag vesztés is. Egy kutatocsoport
kisérletei esetében a hatoanyag-tartalmu filamenttel t6rténé 3D nyomtatast kovetéen 5 %-0S
hatdanyag veszteséget tapasztaltak, mig egy masik kisérletben 50 %-os hatéanyagtartalmu
filamentet allitottak eld, de igy a filament tulajdonsagai, illetve a viselkedése a 3D nyomtatés
sordn jelentésen megvaltozhat, ami a kivant termék tulajdonsagait is jelentdsen
megvaltoztathatja. A munkdmban megfelel6 a 3D nyomtatds, mely soran sem a hatéanyag
stabilitasa, sem pedig a hatdbanyag mennyisége nem befolydsolt. Mivel az altalunk eldallitott
gyogyszerforma egy implantdlhaté gyogyszerleadd rendszer, igy a hatéanyag kozvetleniil
felhasznalhatd az azonnali minta nyomtatds sordn, majd a kapott gydgyszerleadd rendszer
felhasznalhato a miitétek soran.

Termogravimetrias elemzést alkalmaztunk a mintdk hdével szembeni stabilitdsanak
feltérképezésére 25 és 500 °C kozott, a polimer filamentek, a hatéanyag, a hatéanyag tartalmu
¢s hatéanyag nélkiili nyomtatott mintdk esetében. Mig hdaramlasi (DSC) elemzést
alkalmaztunk az endoterm ¢€s exoterm kiilonbozdségek feltérképezésére a hatdoanyag esetében.
A termogravimetrias elemzés eredményeképpen megallapithatjuk, hogy a diklofenak-natrium
280 °C-ig stabil és a diklofenak tartalmu mintdink stabilak voltak a 3D nyomtatas soran. Az
eredményeink alapjan nem volt kémiai valtozasnak jele 270 °C alatt a polimerek esetében.
Mindegyik alkalmazott polimer hdstabilisnak tekintheté. Ezen eredmények alapjan ezek a
polimerek hdsterilezéssel is sterilezhetoek, ami lehetdvé teszi a steril filamentek kozvetlen
nyomtatasat, akar a miitétek alatt is.

A nedvesedési peremszog értékének meghatarozasa informacidval szolgal a minta hidrofob
vagy hidrofil viselkedésérdl, amit a polimer tipusa is befolydsolhat. A nedvesedési peremszog
meghatarozasa alapjan a kiilonbozé polimerek kiilonbozé nedvesedési tulajdonségokkal

rendelkeznek, ami befolyasolhatja a mintdk esetleges kilokddését a szervezetben. Az

21



3D nyomtatdval eldallitott implantatumok biokompatibilitasi vizsgéalatai

antibakterialis PLA esetében kisebb nedvesedési peremszog értékeket kaptunk, mint a PLA
mintak esetében, igy az antibakterialis PLA mintdnak ndtt a hidrofilitisa. Az alacsony
nedvesedési peremszog érték azt jelenti, hogy a vizsgalt anyag és a viz molekuldk kozotti
interakci6 nagy volt, ami a felszin magas hidrofilitasaval jar.

A Raman spektroszkdpia egy széles korben alkalmazhato karakterizacios eljaras. A mi
esetiinkben Raman spektroszkdpidval hataroztuk meg a kiilonbozé kitoltottségi szazalékkal
rendelkezd mintdk esetében a diklofenak-natrium elhelyezkedését az iiregeken beliil.
Eredményeink alapjan a mintdk 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 mintdk anyagszerkezetét pasztazd elektronmikroszkopiaval elemeztik (SEM) a
kioldodas vizsgalat eldtt illetve utdn, annak feltérképezésére, hogyan valtozik a polimer
porozitdsa és hogyan valtozik a porusméret a kioldodéas kovetkeztében. A 3D nyomtatast
kovetden a mintdk felszine egyenletes, nincsenek porusok a felszinen, viszont a kioldodast
kovetden porusok keletkeztek a mintak felszinén, ami alapjan a hatéanyag felszabaduldsa
diffazioval tortént, rezervoar rendszerbol.

A mikro komputertomografia (mikro CT) modszer széleskorben alkalmazhaté a mintdk
harom dimenzioban torténd megjelenitéséhez, mely lehetévé teszi a porozitds és a belsd
szerkezet feltérképezését is. A mikro CT eredmények megerdsitettek a SEM vizsgalatokkal
kapott eredményeket, azaz a minta felszinén porusok keletkeztek, melynek a mennyiségét is
meghataroztuk és a felszinen a kioldodast kdvetden 6,11 %-nyi porus keletkezett.

A kioldodas vizsgalat soran harom kiilonb6z6 paramétert valtoztattunk: 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 diklofendk-natrium, mint modell hatéanyag kioldodasi profiljat.

Az atmérd novekedésével gyorsabb lesz a hatdanyag kioldodasa, amivel nagyobb az also
¢s a felsd feliilet, ahol a porusok képzddhetnek €s igy megtorténhet a hatdbanyag leadas. A
PLA 16 0,PLA 19 0¢és PLA 22 0 mintdk esetében az atmérd novelésével gyorsabb volt a
hatéanyag leaddsa. A minta belsé kitoltottségi szdzalékanak novelésével is befolydsolhato a
hatoanyag kioldodésa. A kisérleti eredményeink alapjan a 0 %-os belso kitoltottségi szazalékkal
rendelkez0 minta esetében volt a leggyorsabb, mivel nem volt az alsé és felsé oldallal

érintkezési pontja. Mig a kitoltottségi szdzalék értékének novelése (5%, 10% vagy 15%) nem
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mutatott konstans hatast a kioldédasi profilra. Az FDM tipust 3D nyomtatassal 1étrehozott
mintak also és felsO része nem zarja le hermetikusan a minta belsd részét és befolyasolhatja a
mintabdl torténd hatéanyag kioldodast. Az atmérd és a kioldodasi szazalék a vartnak megfeleld
modon befolyasolja a kioldodasi profilt. A polimer tipusanak valtoztatasa nem befolyasolja
szignifikdnsan a kioldodasi profilokat, habar az eredmények alapjan a PMMA alapvaza
mintakbol oldodik ki a legnagyobb mennyiségli hatdanyag 24 ora elteltével.

Szamos kutatdcsoport foglalkozott mar a 3D nyomtatassal eldallitott mintakbol torténd
hatdéanyag kioldodéssal és arra az eredményre jutottak, hogy a kioldodas torténhet a polimer
vazon keresztiil, mint rezervoar rendszerbdl. A hatéanyag kioldodasa szamos fizikai és kémiai
paramétertdl fligg, amely nehézzé teszi a kioldddasi profil leirasat megfeleld matematikai
modellel, igy a mintdinkat nullad- és elsérendi kinetikai modellel elemeztiik. A kisérletiinkben
a PLA 16 0, a PETG 16 0 és a PETG 22 0 mintak nulladrendi kinetikdval, mig a tobbi
minta elsérendii kinetikaval irhaté le. Az eredményeink alapjan az eldallitott implantatumok
mikrostruktirdjdban torténd valtozasok szignifikdnsan befolydsolhatjdk a hatdéanyag
kioldodasat. A kutatécsoportoknak olyan implantditumokat kell megtervezniiik, ami lecsdkkenti
ezen valtozasokat, igy olyan gyogyszerleado rendszereket létrehozva, amellyel megfeleld in
vitro/in vivo korrelaci6 érhetd el.

A PLA ¢és az antibakterialis PLA biodegradabilis polimerek, igy a degradacidt nyolc héten
keresztiil vizsgaltuk pH = 7,4; 37 °C-on tdmegmeéréssel. A vizes kdzegben torténd hidrolitikus
bomlas szamos tényezo6tdl fiigg. A politejsav pKa értéke 3,84 és a hidrolizis gyorsabb,
alacsonyabb vagy magasabb pH érték esetében. Néhany kutaté megvizsgalta a bomlast, valtozo
pH-t alkalmazva (1,5, 4,5 vagy 7,4) 65 °C-on. Eredményeik alapjan a bomlas fligg a polimer
molekulatomegétol, az alkalmazott hdmérséklettdl vagy pH-to6l.Méréseink szerint a nyolc hét
alatt 37 °C-on, 7,4-es pH értéken nem kezdddott meg a mintak bomlasa.

A minta biokompatibilitasi tulajdonsagait hosszi tava MTT citotoxicitasi vizsgalattal
elemeztiik. Az MTT vizsgélat elméleti alapjai megegyeznek az 1. kisérletsorozatban leirtakkal.
Az MTT vizsgalatot az ISO 10:993 standard értelmében végeztiik el, ami meghatarozza az
alkalmazhat6 sejtszamot a plate-ben, az inkubalasi id6tartamot €s a pozitiv kontroll tipusat.
Kisérletiinkben az ISO standardhoz képest rovidebb inkubalasi iddtartamot alkalmaztunk. A
steril mintdinkat DMEM médiumban taroltuk a 4., 8. és 12. napig torténd mintavégzésig annak
a megallapitasara, hogy kioldodik-e barmilyen xenobiotikum a mintabol. A hosszu tava MTT
teszt alapjan az ISO 10993:5 standard értelmében, mindegyik mintank citokompatibilisnek
tekinthetd.
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Tizenkét eltéré mintat allitottunk eld6 FDM tipusit 3D nyomtatdssal négy kiilonb6zo
polimerbdl, harom atméré és négy Kkitoltottségi szazalék értékekkel. A specialis
mintatervezésnek kdszonhetden a mintdk barmilyen tipusu hatéanyaggal megtolthetdk, anélkiil,
hogy a magas nyomtatasi hdmérséklet befolydsolna a hatéanyag stabilitdsat vagy a ventillacio
befolydsolnd a minta mennyiségét, amit a termogravimetrids ¢és hdaramlasi, illetve Raman
spektroszkopiai eredményeink megerdsitenek. Az atmérd €s a kitoltottségi szazalék értéke a
vartnak megfeleléen befolyasolja a minta kioldodasi profiljat. A SEM és mikro CT vizsgélati
eredmények megerdsitik, hogy a hatdéanyag kioldodasa a mintak felszinén keresztiil torténik
porusokon keresztiil diffuzidval, rezervoar rendszerbdl. Az MTT teszt alapjan mindegyik
mintank citokompatibilisnek tekinthetd minimum 12 napig. A kisérlet eredményeként a PLA
¢s az antibakterialis PLA alkalmas tovabbi vizsgalatokra, mint implantalhatd gyogyszerleado

rendszer.
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6. 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 oldallinc moddositdsa, melyet az anyagszerkezeti vizsgélatok
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 mintdk nem citotoxikusak, mindegyik minta megfelelének
tekintheté 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 ¢és biofilm formalasi készség) vizsgalatok alapjan kijelenthetjiik, hogy
a citotoxicitas megallapitasahoz tobb mint egy vizsgalat elvégzése sziikséges, a megfeleld
kovetkeztetés levonasahoz. Habar, a citotoxicitasi eredmények dnmagukban nem feltétleniil
jelzik elére az in vivo citotoxicitast, de mas kisérletekkel egyiitt elvégezve (nedvesedési
peremszog, PALS és SEM eredmények) megbecsiilhetdek az in vivo kompatibilitasi adatok.

A 2. kisérletsorozat soran olyan implantalhaté gyodgyszerleadd rendszerek eldallitasat
tlztiik ki célul, amely FDM 3D nyomtatassal torténik és barmely hatdanyag 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 felhasznalhatd a
kivant kioldodasi profillal rendelkezé mintak eldallitasara. A minta méretének és a beallitott
nyomtatasi paramétereknek fontos szerepe van a kioldodasi profil optimalizalasaban. A
hatéanyag kioldodéasa a mintak felsd és also felszinén 1évd porusokon keresztiil torténik, amit
a SEM ¢és a micro CT felvételek is megerdsitenek. A méret novelésével a feliilet is nd €s igy a
kioldodas is gyorsabb a megndvekedett porusszam miatt. A kioldodasi profil a kitdltottségi
szazalék valtoztatasaval is modosithatd. Az ISO 10:993 szabvany alapjan valamennyi mintank
citokompatibilisnek tekinthetd, ezek az eredmények jol megbecsiilik az in vivo adatokat, ezért
ezek a mintak megfeleléek lehetnek a tovabbi in vivo és /vagy human vizsgalatokhoz.A PLA,
az antibakteridlis PLA, a PETG ¢és a PMMA polimerek egyarant alkalmazhatdak
gyogyszerleadd rendszerek eldallitasara, de a PLA és az antibakterialis PLA a legmegfelel6bb
a miitétek soran létrehozhatd mintak eldallitasara. Az altalunk kifejlesztett nyomtatasi modszer
konnyen hasznalhaté a mitéti beavatkozdsok soran. A mitét sordn az egyénre szabott
gyogyszereket azonnal eld lehet allitani ¢és a hatéanyagok (példaul gyulladascsokkentok vagy

antibiotikumok) legmegfelel6bb kombinacidjat a betegdgy mellett kdzvetleniil lehet eldallitani.
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dosage forms.

Pharmazie. 73 (1), 16-18, 2018.
DOL: http://dx.doi.org/10.1691/ph.2018.7098
IF:0.82

4. Ujhelyi, Z., Vecsernyés, M., Fehér, P., Kdsa, D., Arany, P., Nemes, D., Sinka, D. Z., Vasvari, G.,
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drug delivery systems.
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A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora: 8,508
A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
7,688

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tuddstérbe feltoltoétt adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.
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8. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetet mondok Prof. Dr. Bacskay Ildiké témavezetdmnek, hogy 2015-ben még
TDK hallgatoként lehetdséget adott a Gydgyszertechnologiai tanszéken kisérleti munka
végzésére €s azdta is folyamatosan segitett és tamogatott. Koszondm, hogy lehetové tette a
munkam megirasat, témavezetése alatt barmikor szamithattam tanacsaira, Gtleteire és

szaktudasara.

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

barmikor szdmithattam a segitségére és szaktudasara.

Koszonettel tartozok a Gyogyszertechnologiai Tanszék munkatarsainak, Dr. Fenyvesi
Ferencnek, Dr. Véradi Juditnak, Dr. Ujhelyi Zoltdnnak, Dr. Fehér Palmanak, Dr. Vasvari
Gabornak, Dr. Réti-Nagy Katalinnak, Dr. Nemes Danielnek, Dr. Sinka Déavidnak, Dr.
Rusznyak Agnesnek, Dr. Peté Agotanak, Dr. Kosa Doranak, Dr. Haimhoffer Adamnak, Dr.
Jozsa Lizanak, Pardi Sandornénak, Horanyiné Korei Marianak, Szilagyi Erikanak, Nagyné
Vaszily Maridnak, Lakatos Szilvidnak, Sipos Szilvidnak, Nagy Tiindének, Batoriné Pataki

Brigittanak, amiért munkéjukkal és szakmai tAmogatasukkal hozzajarultak 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 biofilmképzeési
vizsgalatok elvégzését, illetve segitette a munkamat nélkiilozhetetlen szakmai tanacsaival.
Koszonetet mondok a Mikrobiologiai tanszék valamennyi munkatarsanak, akik a kisérleti

munka soran felvet6édott gyakorlati problémak megoldasaban 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 eléallitasaért, az anyagszerkezeti vizsgalatok egy részének
elvégzéséért és a szamos fontos szakmai tanacsukért. Kdszonetet mondok tarskutatojuknak

Dr. Beomjoon Kimnek az FTIR vizsgalatok elvégzéséért.

Koszonetet mondok Dr. Zelk6 Romana Professzor asszonynak és Dr. Kazsoki Adriennek
a PALS vizsgalatok elvégzéséért és a kozos publikacionk megjelenéséhez nyujtott
tdmogatasukat.
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Koszonetet mondok Dr. Gesztelyi Rudolfnak a statisztikai elemzésekben nyujtott

segitségeert.

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

nyomtatott mintdink eldallitasaért, a sok-sok segitségiikért és hasznos tanacsaikért.

Koszonetet mondok Dr. Elek Janos €s Csontos Maté segitségéért a Raman
spektroszkopiai mérés elvégzéséhez, illetve a kioldodasvizsgalatokhoz sziikséges statisztikai

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

Koszonettel tartozok Székelyhidi Csabédnak, aki mindig 6szintén, 6nzetleniil tdimogatott

és biztatott.

Végiil, de nem utolsé sorban, oriasi halaval tartozok Csaladomnak, akik kitartdan

tamogatnak és segitenek egész életemben.

A kutatas tamogatoi:

A kutatds a Richter Gedeon Talentum Alapitvany tdmogatasaval valosult meg (1103
Budapest, Gyomr6i ut 19-21.)

A kutatas az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 é¢s EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 palyazat
keretében valosult meg. A projekt tarsfinanszirozoja az Eurdpai Szocidlis Alap.

A tanulmény alapjaul szolgal6 kutatast az Innovaciods és Technologiai Minisztérium 4ltal
meghirdetett Fels6oktatasi Intézményi Kivalosagi Program NKFIH-1150-6/2019 szamon
tdmogatta, a Debreceni Egyetem Terdpias fejlesztés témateriileti programja keretében.

A tanulmany alapjaul szolgélo kutatast az Innovécios és Technologiai Minisztérium altal
meghirdetett Témateriileti Kivalosagi Program (TKP2020-1KA-04) tamogatta.

Az Innovacidés 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 tdimogatta. A projekt az Europai Unio

tamogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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