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Sammanfattning

> cttu cl - o ~— cH C O cH

flera-av-substitutionsjonerna-Sr¥*;-Si+;Zn?+; Ba?+-Ked+; F-

Uppfinningen avser en metod f6r att bilda en beldggningar innefattande tva lager,

ett forsta och ett andra lager dar det forsta lagret ar titt eller pordst och det andra

lagret innefattar tita eller pordsa sfarer. Uppfinningen avser dessutom

jonsubstituerad hydroxiapatitytbeldggning framstélld genom metoden och

biomedicinskt implantat innefattande yvtbeldggningen.
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Jonsubstituerade hydroxiapatitytbeliggningar

BAKGRUND TILL UPPFINNINGEN

Foreliggande uppfinning avser en metod for att framstélla en ytbelaggning, framfér
allt en kristallin ytbeldggning, av en jonsubstituerad kalciumfosfat pa ett substrat.
Uppfinningen avser dessutom en kristallin jonsubstituerad hydroxiapatit-

ytbeldggning framstélld enligt metoden.

Hydroxiapatit 1 ben ar en multisubstituerad kalciumfosfat innefattande spar av
CO3%, F-, CI, Mg?+, Sr?+, Si%+, Zn?*, Ba2*, Fe3*, etc. [1-3]. Dessa joniska
substitutioner spelar en viktig roll vid bildning av ben och i normala funktioner sa
som 18slighet, ytkemi och morfologi hos materialet. Det har varit ett stort

forskningsintresse kring den jonsubstituerad hydroxiapatiten.

Karbonat (CO327) ar det mest rikliga (2-8 viktprocent) anjoniska substitutet, och
delvis substituerar bade pa PO43--positionen och OH--positionen i
hydroxiapatitstrukturen. Den hdga reaktiviteten hos ungt ben kan relateras till den
hogre narvaron av karbonat jamfért med gammalt ben. Karbonerad hydroxiapatit
visade férbéattrad 16slighet, kollagendeponering in vitro och reabsorption in vivo,

jamfort med stékiometrisk hydroxiapatit.

Fluor finns i ben och i tdnder i kropparna hos vertebrater. Det har visats att
substitutionen av fluor i OH-positioner och bildning av fluorsubstituerad
hydroxiapatit férhéjde syreresistansen och de mekaniska egenskaperna hos
biokeramer av hydroxiapatit [4] och inducerade béttre biologisk respons [5]. Pa
grund av den éverldgsna syreresistansen och den mekaniska egenskapen, ar den
fluorsubstituerade hydroxiapatiten en fordelaktig ytbelaggning pa dentala

implantat.

Kisel has visats vara essentiell for normal ben- och brosktillvaxt och utveckling.
Syntetisk hydroxiapatit som innefattar sparméangder av Si i dess strukturer
uppvisar avsevart 6kad biologisk funktion i jamférelse med stékiometrisk

hydroxiapatit [6]. Den forbattrade biologiska funktionen kan tillskrivas de Si-
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inducerade férandringarna i materialets egenskaper och ocksa till den direkta
effekten av Si i fysiologiska processer hos ben- och bindevidvnadssytemen. Si-
substitution fradmjar biologisk aktivitet genom omvandlingen av ytan hos materialet
till en biologiskt ekvivalent hydroxiapatit, genom att 6ka l6sligheten hos materialet,
genom att skapa en mer elektronegativ yta och genom att skapa en finare
mikrostruktur. Frisattning av Si-komplex till det extracellulara mediet och narvaron
av Si vid ytan av materialet kan inducera ytterligare dosberoende stimulatoriska

effekter pa celler hos ben- och broskvavnadssystem [6].

Eftersom strontium ar kemiskt och fysiskt nira slakt med kalcium &r den latt att
féra in som en naturlig substitution fér kalcium i hydroxiapatit. Strontium har
visats ha effekterna att 6ka benbildning och att minska benresorption, vilket leder
till en 6kning i benmassa och férbattrade benmekaniska egenskaper i normala djur
och méanniskor. Sr-substituerade hydroxiapatitkeramer har uppvisat battre
mekaniska egenskaper 4n ren hydroxiapatit och 6kade prolifieringen och

differentieringen av osteoblastceller i in vitro-studie [7].

Magnesium har pavisats i héga koncentrationer i ben- och broskvdavnad under de
initiala faserna av osteogenesis och for att orsaka accelerationen av
karnbildningskinetiken av hydroxiapatit och fér att hAmma dess
kristallisationsprocess. Landi et al. har observerat att Mg-substituerad
hydroxiapatit férbattrade beteendet hos celler nar det géller adhesion, prolifiering

och metabolisk aktivitet i jamférelse med stékiometrisk hydroxiapatit [8].

Zink ar ett stérre sparamne och har visat sig spela en viktig roll i ménsklig
vavnadsutveckling. In vitro-forsék har visat att zink hd&mmar benresorption och har
stimulatorisk effekt pa benbildning. Zinksubstituerad hydroxiapatit &r potentiellt
ett material som kan ha samma effekter. Nar zink har varit substituerat in i HA och
trikalciumfosfat-kristallgittret (TCP) har det visat sig hamma osteoklaster in vitro

och att framja bentillvaxt in vivo.

Trots de fordelaktiga resultaten, ar den kliniska tillampningen av jonsubstituerade
keramer och cement begréansad pa grund av den laga mekaniska styrkan. Genom

ytbeldggning av implantat med jonsubstituerad HA kan den hégre mekaniska
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styrkan av en metall kombineras med de egenskaperna hos den jonsubstituerade
HA. Darfor ar jonsubstituerad hydroxiapatit som ytbelaggning pa implantat av
intresse. Sadana ytbelaggningar framstallda hittills har framstéllts genom
plasmasprayning [9], sol-gel [10], magnetron-samsputtring [11], pulserad
laserdeponering [12] och mikro-arc-oxidationstekniker (eng. microarc oxidation)
[13]. Dessa ytbelaggningstekniker har nagra nackdelar d&ven om de ar relativt
vanligt anvanda. Till exempel ar ytbeldggningarna relativt tjocka och sprdda och har
dessutom kemiska defekter. De faster inte alltid bra till substraten. Dessutom kan
sadana ytbeldggningar inte appliceras jamnt och uniformt till ytor med komplexa
geometrier sdsom pordsa och urkarvade ytor. Dessutom ar
hégtemperaturbehandling essentiell for att skapa dessa ytbelaggningar, vilket
begransningar vilka substratmaterial som kan anvandas. For att 6verkomma nagra
av dessa nackdelar har lagtemperaturférfaranden anvéants fér att skapa
hydroxiapatitkeramytbeldggningar genom losningsbaserade metoder. Bunker et al.
har upptéckt en teknik fér framstéllning av en oktakalciumfosfat-ytbelaggning
genom att indrénka (eng. soaking) substratet i en 16sning innehallande
kalciumklorid [14]. De andra exemplen finns i US-patenten 6,905,723B2 [15] och
6,569,489B1 [16] i vilka hydroxiapatitytbelaggningar ar framstéllda genom att
anvanda lésningen innehallande Ca?*, PO43-, Sr, Na*, K*, HCOj3-, ClI-, Mg2* och

mojligtvis ocksa Si- och F-joner sa som namns i den detaljerade beskrivningen.

Biomineralisering ar ett naturligt sjalv-assemblerande forfarande for
biomineralbildning i vattenbaserad 16sning. I ménniskokroppen bestar alla normala
och de flesta patologiska kalcificeringar av kalciumfosfatféreningar. Men
hydroxiapatitinnehallet i ben &ar inte stokiometrisk kalciumfosfat, utan istéllet en
kalciumbristande och multisubstituerad hydroxiapatit som ar bildad genom
biomineralisering. Wu et al. har rapporterat att ett biomineraliserat HA-lager pa

vavnadsbéararytan kunde 6ka cellprolifieringshastigheten och differintieringsnivan
[18].

US 6,569,481 och WO 9741273 beskriver forfaranden for att ytbelagga
biomedicinska implantat med hydroxiapatitytbeldggningar via ett
biomineraliseringsforfarande. De resulterande ytbeldggningarna kan valfritt

dessutom innehalla silikat och sulfat. Beskrivningen av prekursormaterialen som
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anvands for att bilda HA-ytbeldggningarna med fastlésningsjonerna ar inte

beskrivet i de citerade dokumenten.
BESKRIVNING AV UPPFINNINGEN

Foreliggande uppfinning ar baserad pa forstaelsen att ett biomineraliserat lager
kommer att ha férdelaktiga effekter pa benbindning och benregenerering.
Biomineralisering kombinerad med jonsubstitution kommer att ha férdelar pa
grund av att jonsubstituerade hydroxiapatitytbeldggningar har en stor likhet med
det naturliga mineralet i ben, vilket &r baserat pa ett biomineraliseringsforfarande.
Dessutom, eftersom biominerliseringsforfarandet sker i en vattenhaltig 16sning, ar
den tillampbar pa vilken 6ppen yta som helst och ar inte begransad av den
komplexa geometrin hos implantaten. Biomineraliseringsforfarandet dr ocksa en
lagtemperaturteknik som ar energieffektiv och ar tillampbar pa temperaturkinsliga
substratmaterial. Féreliggande uppfinning avser framfor allt kombinationen av
ytbelaggningskemin och morfologin erhallen genom att applicera forfarandet och

materialen sa som beskrivet i uppfinningen.

Denna uppfinning tillhandahaller en ny framstéallningsteknik av jonsubstituerad
hydroxiapatit eller brushit eller monoetit eller amorfa kalciumfosfatytbeldggningar
eller kombinationer darav, innehallande substitutionsjoner sa som F-, Sr2+, Si#+,
Zn?*, Ba?*, Fe3* pa implantat. Framstéllningstekniken ir baserad pa ett

biomineraliseringsférfarande.

Denna nya teknik &r baserad pa ett biomineraliseringsférfarande som anvénder en
modifierad simulerad kroppsvéatska och en fosfatbuffertlésning innehallande de

katjoniska och anjoniska substituerade jonerna i kalciumfosfatytbelaggningen.

Katjoniska substitutioner ar Sr2?*, Si**, Zn?*, Ba?*, Fe3* etc., anjoniska substitutioner
ar F- etc. Kéllan till jonsubstitutionerna kan vara 16sliga salter och delvis 16sliga
salter innehallande jonerna som ska substitueras s& som SrCly, SrCO3, Sr(NQ3),,
NaSiOj3, kalciumsilikat (CaOSiO2, CaO(SiO2)2, CaO(Si02)3), ZnCly, ZnSO4, BaCly,
FeCls, Fe(NOas)3, NaCos, NaF, NaFPOa.



10

15

20

25

eller flera—av-substitutionsjonerna-Sr?*,-Si+Zn?*,-Ba? Fe3+, F och
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. o .

Darmed tillhandahaller foreliggande uppfinning ett féorfarande for att bilda en

ytbelaggning av en jonsubstituerad kalciumfosfat pa ett substrat innefattande

stegen:

d)

€)

g)

h)

a) tillhandahalla ett substrat,

b) tillhandahalla en 16sning innefattande en fosfatbuffertlosning dir Ca/P-
kvoten ar 1/10 och som har ett initialt pH i intervallet 2.0 till 10.0 och déar

16sningen dessutom innefattar:

i) strontiumjoner i en koncentration av 0,06-0,6 mM och dir 16sningen har

en temperatur av eller varms till mellan 37°C och 60°C, eller

ii) kiseljoner i en koncentration av ungefir 0,33 mM och dér 16sningen har

en temperatur av eller varms till ungefar 60°C, eller

iii) strontiumjoner och kiseljoner i en koncentration av 0,06 till 0,6 mM

respektive 0,075 till 0,15 mM och dér 16sningen har en temperatur av eller

varms till mellan 37°C och 60°C, och

c) sdnka ner atminstone en del av substratet i en av 16sningarna i-iii under

en tidsperiod tillracklig fér att ytbeldgeningen ska bildas,
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j) varigenom den erhallna ytbeldggningen ir uppbyggd av ett férsta och ett

andra lager dar:

k) lésningen i) ger ett tatt forsta lager och ett andra lager innefattande téta eller

porésa sfarer, och

1) lésningarna ii och iii) ger ett pordst férsta lager och ett andra lager

innefattande porosa sfirer.

Foreliggande uppfinning avser dessutom jonsubstituerad hydroxiapatitytbeldggning

framstalld genom metoden enligt foreliggande uppfinning.

Foreliggande uppfinning avser dessutom biomedicinskt implantat innefattande

ytbeldggningen enligt foreliggande uppfinning.

Koncentrationen av kalciumjoner kan vara i intervallet 0,01 — 25 10-3M.
Koncentrationen av magnesiumjoner kan vara i intervallet 0,01 — 15 10-3M.
Koncentrationen av natriumjoner kan vara i intervallet 0,01 — 1420 10-3M.
Koncentrationen av kaliumjoner kan vara i intervallet 0,01 — 1420 10-3M.
Koncentrationen av kloridjoner kan vara i intervallet 0,01 - 1030 10-3M.
Koncentrationen av fosfatjoner kan vara i intervallet 0,01 — 10 10-3M.
Koncentrationen av karbonatjoner kan vara i intervallet 0,01 — 270 10-3M.

Koncentrationen av sulfatjoner kan vara i intervallet 0,01 - 5 10-3M.

Foretradesvis kan koncentrationen av kalciumjoner vara i intervallet 0,5 - 2,5 10-3
M

Foéretradesvis kan koncentrationen av magnesiumjoner vara i intervallet 0,2 — 1,5
10-3M.

Foretradesvis kan koncentrationen av natriumjoner vara i intervallet 100- 150 10-
3M.

Foretradesvis kan koncentrationen av kaliumjoner vara i intervallet 1,0 - 5,0 10-3M.
Foretradesvis kan koncentrationen av kloridjoner vara i intervallet 100 — 150 10-3M.
Foéretradesvis kan koncentrationen av fosfatjoner vara i intervallet 1,0 - 10 10-3M.
Foretradesvis kan koncentrationen av karbonatjoner vara i intervallet 1,0 — 50 10-
3M.

Foretradesvis kan koncentrationen av sulfatjoner vara i intervallet 0,1 — 1,0 10-3M.
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Koncentrationen av katjoner som ska substitueras, det vill siga Sg2+-Si%; Zn?2*,
Ba?*, Fed*, kan vara i intervallet 0,01 - 0,1 10-3 M och koncentrationen anjoner, det

vill sdga F-, som ska substitueras kan vara i intervallet 1 - 100 10-3M.

Katjonerna och anjonerna som ska substitueras in i den biomineraliserade
hydroxiapatitytbelaggningen kan tillsittas till 16sningen med en kontrollerad

katjon/anjon- eller anjon/fosfat-kvot (inklusive hydroxid).

Forfarandet enligt uppfinningen kan anvéndas till olika substrat innefattande titan

3

titanlegeringar, andra metaller och legeringar, biokeramer, bioaktiva glas och

polymerer.

Férbehandling av substratet, framfor allt substrat bildad av metall och legeringar,
for att bilda en funktionaliserad bioaktiv yta kan vara ndédvéndig. Férbehandling av
ytor i vattenhaltig 16sning sa som -OH, -COOH, -NH,-16sningar ir det som
efterstravas sa som beskrivet i kdnd teknik. Till exempel ren titan och titan ar
forbehandlad genom att anvénda alkalisk 16sning, syralésning och UV-stralning
[17] for att kunna aktivera ytorna for att erhalla en bioaktiv yta med férmaga att

framja hydroxiapatittillvaxt.

Forfarandet enligt uppfinningen kan foretradesvis anvindas till benférankrat
implantat dar ett forhdjt och ett permanent benldkande ar onskvart for att erhéalla
en god klinisk funktion. Exempel pa sadana applikationer &r dentala implantat,

kraniofaciala implantat eller ortopediska implantat.

Halten av substituerat kalcium genom katjonisk substitution &r up till 80% och

halten av substituerad fosfat och hydroxid genom anjoniska substitutioner ar upp
till 30%.

Tjockleken hos de joniskt substituerade hydroxiapatitytbeldggningarna framstallda
genom biomineralisering kan kontrolleras till intervallet 10 nm till 100 um genom
nedsankningstiden och temperaturen och jonkoncentrationerna hos 18sningen i

féorfarandet.
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Biomineraliseringsférfarandetemperaturen ar fran 20°C+illungefar 60°C 100°C
foretradesvis 37°C till 60°C.

Foérfarandet enligt uppfinningen kan anvéndas for att ytbeldgga ytor med komplexa

geometrier sa som porésa material och utkarvade material.

Forfarandet enligt uppfinningen tillater dessutom ytbeldggning av endast en del av
ett implantat likval som att ytbeldgga olika delar av implantatet med ytbeldggningar

med olika jonsubstitutioner och/eller tjocklek.

Forfarandet enligt uppfinningen kan anvandas for att tillverka inte bara
singeljonsubstituerade hydroxiapatitytbeldggningar utan ocksa tva-, tre- och fyr-

joniskt substituerade hydroxiapatitytbeldggningar.

Bildandet av joniskt substituerade hydroxiapatitytbeldggningar genom
biomineraliseringsférfarande innefattar indréankning av bioaktiva implantatprov i en
minerliserad 16sning sa som modifierad simulerad kroppsvitska (SBF) och
fosfatbuffertlésning (PBS) (Tabell 1), innehallande olika katjoner och anjoner. Den
mineraliseringsbara l6sningen innefattar de stora oorganiska jonerna nérvarande i

manniskokroppen némligen Na*, K+, Ca2+*, HCO3-, HPO42-, SO42- etc.

Tabell 1. Jonkoncentrationer i blodplasma, modifierad SBF och modifierad PBS (10-
3M)

Jon Blodplasma (mmol/1) SBF (mmol/]) PBS* (mmol/])
Na* 142 142 145

K+ 5 5 4,2

Mg2+ 1,5 1,5 0,49

Ca2+ 2,5 2,5 0,91

Cl- 103 148 143

HCOgs 27 4,2

HPO42- 1 1 9,6

SO42- 0,5 0,5

*:kopt fran Sigma-Aldrich



10

15

20

25

30

Biomineraliseringsforfarandet kan delas upp i multipla steg for jonerna, sa som F-
och Zn?*, som kan bilda kalciumfosfatféreningar med lag
l6slighetsproduktskonstant. Forfarandet ar att indrédnka substratet i den
mineraliserade 16sningen i 1-3 dagar, och sen flytta den till den vattenhaltiga
16sningen innehallande jonerna som ska substitueras i 1-3 dagar. Detta forfarande

repeteras tills den tilltdnkta tjockleken och/eller jonhalten har uppnatts hos de nya

ytbeldggningarna.

flera-av-substitutionsjonerna-Sr2+;-SitZn? Ba2* Fe3+ F--och

Under biomineraliseringsytbeldggningsforfarandet indranks de bioaktiva

implantatproverna, efter rengdring, i den mineraliseringsbara 16sningen med

substituerade joner vid en bestdmd temperatur under en tidsperiod tillracklig for
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att ett lager av kristallin ytbeldggning ska bildas, normalt 1-2 veckor. Proverna tas

bort fran 16sningen och skoljs med avjonat vatten och torkas i luft.

Halten katjoniska substitutioner av kalcium i den jonsubstituerade
hydroxiapatitytbeldggningen enligt uppfinningen ar upp till 80% och halten av

anjoniska substitutioner av fosfat och hydroxid ar upp till 30%.

Tjockleken av den joniskt substituerade hydroxiapatitytbelaggningen framstalld
genom biomineralisering kan kontrolleras till intervallet 10nm till 100um genom
nedsénkningstiden och temperaturen och jonkoncentrationerna i 16sningen i

forfarandet.

Foreliggande uppfinning tillhandahaller dessutom en kristallin jonsubstituerad
hydroxiapatitytbeldggning framstalld genom forfarandet enligt uppfinningen.

Foreliggande uppfinningen tillhandahaller dessutom en kristallin jonsubstituerad
hydroxiapatitytbeldggning med specifika kdnnetecken som bestims genom

a) Rontgendiffrakation (XRD)

b) Svepelektronmikroskopi (SEM)

¢) Rontgenfotoelektronspektroskopi (XPS) och/eller

d) Time-of-flight secondary ion mass spectroscopy (ToF-SIMS)

Via ytbeldggningsférfarandet sa som beskrivet hiar ovan kan morfologin hos
kalciumfosfatytbeldggningen kontrolleras. Via jonisk substitution av Sr i
hydroxiapatit bestar den bildada HA-ytbelaggningen pa Ti-substrat av sfiariska
partiklar, t.ex. sa som illustreras i Fig. 4 och via tillsattning av Si innehaller
ytbelaggningsmorfologin sma flakliknande partiklar, t.ex. sa som illustrerat i Fig.
17. Férmagan att kontrollera ytbelaggningsmorfologi ger ytbeldggningen optimal

porositet for att interagera med vardvavnaden.

TILLAMPNINGAR

Baserat pa den stora bredden av ytbeldggningar som kan framstéllas med

uppfinningen kan olika tillampningar betraktas.
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Anvandningen av de bioaktiva ytbelaggningarna med dess fordelaktiga biologiska
effekter gor dem lampliga att tilldmpas pa biomedicinska implantat. Detta
innefattar temporéara och permanenta material dar ytbeldggningen kan forbattra
bindningen av implantatet till vivnader. En speciell omstidndighet ar det kliniska
behovet av ett snabbt och permanent lakande ben runt ett implantat, t.ex. dentala,
karniofaciala och ortopediska implantat. Exempel pa det senare innefattar
tillampningar med spinalimplantat, artroplastik, osteosyntes tillAmpningar och
fixeringsanordningar, brosk- och subkondrala bendefekter, fyllmedel for haligheter i
ben och andra situationer dar ett implantat bor fixera bendelar, férstarka ben och
ersdtta defekter och tillata att funktionella belastningar tillimpas. Av sarskilt
intresse ar implantat i benvavnader som ar foérsvagade pa nagot vis pa grund av
sjukdom (t.ex. osteoporos, diabetes), trauma, aldrande och som f6ljd av behandling

(t.ex. stralbehandling).

Ytterligare mojliga situationer ar nar prognosen for en lyckad implantatbehandling
ar lagre med mindre optimala implantatytor. Ocksa i de situationer dar anatomin
hos patienten resulterar i en féorsamrad prognos fér framgang, sa som i omraden
med sma mangder av ben som kan tillhandahalla initial implantatstabilitet,

kommer anvandningen av uppfinningen att vara férdelaktig.

Méjligheten att endast técka delar av ett implantat som uppfinningen erbjuder, eller
att framstélla olika typer av ytbeldggningar pa olika delar av ett implantat, 6ppnar
upp mdjligheten for att skraddarsy ytegenskaperna hos implantaten for optimalt
biologiskt utférande i férhallande till speciella typer av vavnader och fér individuella
patienter. For ett benférankrat implantat som penetrerar huden eller mukosa kan
uppfinningen anvéndas for att applicera en ytbeldggning enbart till de delar av
implantatet som &r i kontakt med ben. Anvandningen av olika ytbelaggningar pa
olika delar av implantatet kan ocksa anvandas for att skapa ytbelaggningar som
tillhandahaller den optimala responsen beroende pa vilken typ av benvivnad olika
delar av implantatet ar i kontakt med. For ett benférankrat implantat som &r i
kontakt med bade kortikalt ben och benmarg, kan olika delar av implantatet férses
med olika ytbeldggningar designade for att optimera utforandet i dessa typer av

vavnader.
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BESKRIVNING AV FIGURER

Figur 1. XRD-moénster av virmebehandlade titanplattor indrénkta i den 0,06
mmol/l och 0,6 mmol/l Sr-PBS-16sning vid 37°C (A) respektive 60°C (B) i 1 vecka.
(*: specifika toppen for hydroxiapatit)

Figur 2. XRD-moénster av virmebehandlade titanplattor indrankta i den 0,06
mmol/1 och 0,6 mmol/1 Sr-PBS-16sning vid 37°C (A) respektive 60°C (B) i 2 veckor.
(*: specifika toppen fér hydroxiapatit)

Figur 3. SEM-bilder av virmebehandlad titanyta, forstoring (A) 3000 x, (B) 10000 x.

Figur 4. SEM-bilder av virmebehandlad titanyta efter indrankningi 0,06 mM
strontium-PBS i 1 vecka vid 37°C, forstoring 10000 x.

Figur 5. SEM-bilder av virmebehandlad titanyta efter indrankningi 0,06 mM
strontium-PBS i 2 veckor vid 37°C, forstoring 10000 x.

Figur 6. SEM-bilder av virmebehandlad titanyta efter indrankningi 0,06 mM
strontium-PBS i 1 vecka vid 60°C, forstoring (A) 1000 x (B) 30000 x.

Figur 7. SEM-bilder av virmebehandlad titanyta efter indrankningi 0,06 mM
strontium-PBS 1 2 veckor vid 60°C, forstoring (A) 1000 x (B) 30000 x.

Figur 8. SEM-bilder av varmebehandlad titanyta efter indrankning i 0,06 mM
strontium-PBS i 1 vecka vid 37°C, forstoring (A) 10000 x (B) 45000 x.

Figur 9. SEM-bilder av virmebehandlad titanyta efter indrédnkning i 0,6 mM
strontium-PBS i 1 vecka vid 60°C, forstoring (A) 10000 x (B) 50000 x.

Figur 10. XRD-ménster av PVD-behandlade titanplattor indrénkta i den 0,06
mmol/1 och 0,6 mmol/l Sr-PBS-16sning vid 37°C (A) respektive 60°C (B) i 1 vecka.
(*: specifika toppen for hydroxiapatit)
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Figur 11. XRD-ménster av PVD-behandlade titanplattor genomdrankta i den 0,06
mmol/1 och 0,6 mmol/1 Sr-PBS-16sning vid 37°C (A) respektive 60°C (B) i 2 veckor.
(*: specifika toppen f6r hydroxiapatit)

Figur 12. SEM-bilder av PVD-behandlad titanyta, forstoring (A) 1000 x (B) 30000 x.

Figur 13. SEM-bilder av PVD-behandlad titanyta efter indrankning i 0,06 mM
strontium-PBS i 1 vecka vid 60°C, férstoring (A) 3000 x (B) 30000 x.

Figur 14. SEM-bilder av PVD-behandlad titanyta efter indrankning i 0,6 mM
strontium-PBS i 1 vecka vid 60°C, forstoring (A) 3000 x (B) 30000 x.

Figur 15. SEM-bilder av PVD-behandlad titanyta efter indrankning i 0,06 mM
strontium-PBS i 2 veckor vid 60°C, forstoring (A) 1000 x (B) 30000 x.

Figur 16. SEM-bilder av PVD-behandlad titanyta efter indrankning i 0,6 mM
strontium-PBS i 2 veckor vid 60°C, forstoring (A) 1000 x (B) 30000 x.

Figur 17. SEM-bilder av PVD-behandlad titanyta efter indrankning i kisel-PBS i 1
vecka vid 37°C, férstoring (A) 1000 x (B) 5000 x.

Figur 18. SEM-bild av varmebehandlad titanyta efter indrankning i Si- och Sr-PBS i
1 vecka vid 37°C.

Figur 19. Illustrering av Si- och Sr-jonsignaler fran den biomineraliserade ytan fran
TOF-SIMS.

EXEMPEL

Exempel 1. Avsattning av strontiumsubstituerad hydroxiapatitytbelidggning pa

varmebehandlade titanytor.
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10mm x 10mm titanplattor behandlades med varme (vid 800°C i 2 timmar) for att
ge en titandioxid yta. De behandlade plattorna rengjordes férst med ultraljud i
aceton f6ljt av etanol och till sist skéljdes de med avjonat vatten och torkades i
37°C. Tva typer av mineraliserbara l6sningar erhélls fran den modifierade
fosfatbuffertlésningen (PBS) (se Tabell 2). Den laga koncentrationen av Sr-PBS var
0,06 mmol/l. Den héga var 0,6 mmol/l. Det initiala pH i den laga var 7,20 och 7,21
vid 37°C respektive 60°C. Det initiala pH i den héga var 7,19 och 7,15 vid 37°C
respektive 60°C. Varje tva prov indranktes i 40ml f6rvarmd 16sning i en férseglad
plastflaska som sedan placerades i ugnen vid 37°C respektive 60°C. Plattorna
inkuberades under olika tidsperioder fran 1 vecka till 2 veckor. Alla prover skoéljdes
darefter med avjonat vatten och torkades i luft. Proven analyserades sen genom att
anvanda tunnfilmsréntgendiffraktion (TF-XRD), faltemissions-
svepelektronmikroskopi (FESEM), rontgenfotoelektronspektroskopispektra (XPS)
och time-of-flight secondary ion mass spectroscopy (TOF-SIMS).

Tabell 2. Jonkoncentrationer i blodplasma, PBS och strontium-PBS (10-3M)

Jon (mmol/l) | Na* K+ Mg2+ Ca?+ Cl- HPO42- | Sr2+
Blodplasma 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 1,0

PBS 145,0 4,2 0,49 0,91 143 9,6 -
06Sr-PBS 145,0 4,2 0,49 0,91 143 9,6 0,6
006Sr-PBS 145,0 4,2 0,49 0,91 143 9,6 0,06

Resultaten visas 1 figur 1-9. Ytbeldggningen av biomineraliserad
strontiumsubstituerad hydroxiapatit var uppbyggd av tva lager efter indrankning i
den mineraliserbara 16sningen i 1 och 2 veckor. Det nedre lagret var en tunn och
tat ytbeldggning och det 6vre lagret var en lucker och porés ytbeldggning (figur 8
och 9 visar dessa resultat tydligt).

Exempel 2. Avsattning av strontiumsubstituerad hydroxiapatitytbelaggning pa
PVD-behandlade titanytor.

Behandlingsférfarandet var liknande det i Exempel 1 men substraten var PVD-
behandlade titanytor.

PVD-behandlingen var enligt féljande:
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Titanplattor placerades i en PVD-kammare (Baltzer 640R). Magnetroneffekten och
det partiella syretrycket under ytbelaggningssteget var 1,5 kW respektive 1,5x10-3
mbar. Instillningen av PVD-apparaturen var optimerad fér maximal framstallning

av rutilstrukturen i TiOx-filmen.

Exempel 3. Avsattning av kiselsubstituerad hydroxiapatitytbelaggning pa PVD-
behandlade titanytor.

10mm x 10mm titanplattor behandlades genom att anvdnda PVD-behandling for att
ge titandioxidyta. De behandlade ytorna var forst rengjorda med ultraljud i aceton
foljt av etanol och till sist skéljda med avjonat vatten och torkade vid 37°C. Den
mineraliseringsbara 16sningen innefattande silikat erhallen fran den modifierade
fosfatbuffertlésningen (PBS). Den modifierade PBS-16sningen var framstélld enligt
féljande:

(1) 3mg trikalciumsilikat tillsattes till 40ml PBS-16sning, omrord éver natten

(2) Den grumliga 16sningen centrifugerades sedan och supernatantlésningen

agerade den mineraliseringsbara lé6sningen
(3) pH-vardet och sammansattningen hos 16sningen analyserades genom pH-

meter respektive ICP-AES.

Varje tva prover indranktes i 40ml forvarmd 16sning i en forseglad plastflaska, som
sedan placerades i ugnen i 60°C i 1 vecka. Alla prov skéljdes sen med avjonat
vatten och torkades vid 37°C. Proven analyserades sen genom att anvianda
tunnfilmréntgendiffraktometer (TF-XRD), faltemissionssvepelektronmikroskopi
(FESEM), rontgenfotoelektronspektroskopispektra (XPS) och time-of-flight
secondary ion mass spectroscopy (TOF-SIMS).

Resultaten &r presenterade i Figur 17.

Exempel 4. Framstéllning av jonsubstituerade hydroxiapatitytbeldggningar

Andra refererade jonsubstituerade (COs2, F-, Cl, Mg2*, Zn2+, Ba?+, Fe3* etc)
hydroxiapatitytbelaggningar framstallda enligt férfarandet kan erhallas genom
liknande férfaranden som de i Exempel 1-3. Losningen som innefattar olika joner

kan framstéllas genom att 16sa upp losliga salter i modifierad SBF och PBS.
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Dessa joniskt substituerade hydroxiapatitytbeldggningar framstillda enligt metoden
bildades pa andra substrat sa som bioaktiva keramer (hydroxiapatit,
trikalciumfosfat (TCP), kalciumsilikat, zirkoniumdioxid etc), bioaktiva glas (45S5
bioglas®, AW glas-keramer, bioaktiv 58S-glas etc) metaller (titan, titanlegeringar,
rostfritt stal, CoCrMo-legering etc), kol och polymerer (collagen, glutin, PLGA, PGA

etc.).

Exempel 5. Framstéallning av Si- och Sr-samsubstituerade

kalciumfosfatytbeldggningar.

Substratbehandlingsférfarandet var sa som beskrivet i Exempel 1.

Losningen innefattande silikat och strontium erhélls fran en modifierad
fosfatbuffertlésning (PBS). Silikatkallan var natriumsilikatlésning och
strontiumkallan var strontiumnitrat i detta exempel. Si-jonkoncentrationen
kontrollerades till 0,075-0,15 mM och Sr-jonkoncentrationen kontrollerades‘till
0,06-0,6 mM.

Proven indranktes i 40ml forvarmd 16sning i en férseglad plastflaska, som sedan
placerades i ugnen vid 37°C i 1 vecka. Alla prov skoljdes sen med avjonat vatten
och torkades vid 37°C efter indrankning. Proven analyserades sedan genom att
anvanda tunnfilmréntgendiffraktometer (TF-XRD),
faltemissionssvepelektronmikroskopi (FESEM),
rontgenfotoelektronspektroskopispektra (XPS) och time-of-flight secondary ion mass
spectroscopy (TOF-SIMS).

Resultaten ar presenterade i Figurerna 18-19. Analysen visar att den sam-
substituerade apatitytbeldggningen bildades pa substratet, se SEM-bilderna. TOF-
SIMS-resultaten visade att det fanns Si- och Sr-jonsignaler fran ytan. £Ca/ZSr var
omkring 0,83 och ZSiOx/ZPOx var omkring 0,08. Dessa resultat visar att Si- och Sr-
samsubstituerad apatitytbeldggning bildades pa de viarmebehandlade Ti-

substraten.
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Patentkrav
1. Foérfarande for att bilda en ytbeléggning av en jonsubstituerad kalciumfosfat
pa ett substrat innefattande stegen:
a) tillhandahalla ett substrat,

b) tillhandahalla en 16sning innefattande en fosfatbuffertlosning dar
Ca/P-kvoten ar 1/10 och som har ett initialt pH i intervallet 2,0 till 10,0

och dar 16sningen dessutom innefattar:

i) strontiumjoner i en koncentration av 0,06-0,6 mM och déar 16sningen

har en temperatur av eller varms till mellan 37°C och 60°C, eller

ii) kiseljoner i en koncentration av ungeféar 0,33 mM och déar 16sningen

har en temperatur av eller varms till ungefar 60°C, eller

iii) strontiumjoner och kiseljoner i en koncentration av 0,06 till 0,6 mM
respektive 0,075 till 0,15 mM och dér 16sningen har en temperatur av
eller varms till mellan 37°C och 60°C, och

c) sdnka ner atminstone en del av substratet i en av 16sningarna i-iii

under en tidsperiod tillracklig for att ytbeldggningen ska bildas,

varigenom den erhéllna ytbeldggningen ar uppbyggd av ett férsta och ett

andra lager dar:

16sningen i) ger ett tatt forsta lager och ett andra lager innefattande tata

eller pordsa sfarer, och

l6sningarna ii och iii) ger ett pordst férsta lager och ett andra lager

innefattande por6sa sfarer.

2. Jonsubstituerad hydroxiapatitytbeldggning framstéalld genom metoden enligt
krav 1.

3. Biomedicinskt implantat innefattande ytbeldggningen enligt krav 2.
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