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I. Актуалност на темата 

Костните фрактури са една от най-често срещаните травми като те 

могат значително да ограничат качеството на живот на пациента, както в 

краткосрочен, така и в дългосрочен план. Най-често нуждата от поставяне 

на имплант е вследствие на травма, но значителна част от случаите се 

дължат и на хронични костни заболявания като остеопороза или рак. 

Ортопедичните импланти значително спомагат за възстановяването на 

увредената тъкан като те могат да бъдат елементи за фиксиране на счупена 

кост (пирони, винтове, платки) или такива, придаващи опора на тялото 

(стави). Въпреки развитието в качеството на ортопедичните импланти все 

още съществуват определени ограничения като нуждата от вторична 

операция за премахване на импланта след зарастване на фрактурата. Друг 

основен проблем представлява възникването на бактериална инфекция след 

имплантация, което би могло да доведе до сериозни здравословни 

усложнения и отхвърляне на импланта. Повърхността на конвенционалните 

импланти представлява благоприятна среда за бактериална колонизация. За 

импланта могат да се захванат както опортюнистични бактерии, виреещи в 

симбиоза с организма, така и такива попаднали вследствие на замърсяване 

по време или след ортопедичната операция. Бактериална колонизация на 

ортопедичните импланти би означавала формиране на плътен бактериален 

биофилм, който представлява защитна обвивка за изграждащите го 

бактерии. По този начин той може да предпазва срещу имунният отговор на 

организма и действието на различни антибиотици. Невъзможността да се 

спре формирането на биофилм води до развитие на инфекция, която може 

да причини здравни усложнения и нужда от премахване на импланта. Тези 

явления могат значително да забавят и затруднят възстановяването на 

пациента. Поради тази причина, има сериозна нужда от имплементиране на 

стратегии за превенция на бактериалното колонизиране. Основни стратегии 

за справяне с проблема включват придаването на антимикробни свойства 

към иновативни материали за ортопедични импланти или към вече 

установени такива. Такива са например изпускането на антибиотици или 

антимикробни пептиди от импланта за локално действие. Недостатъци в 

случая могат да бъдат неспецифично засягане на клетки, прекалено бързо 

изпускане в средата и липса на дълготраен ефект, неефективност поради 

промени в локалната физиологична среда. Също така използването на 

антибиотици в по-големи концентрации може да доведе до нарушение във 

възстановителния процес на увредената костна тъкан. Алтернативна 

стратегия, която би могла да преодолее изброените недостатъци, 

представлява моделирането на повърхността на даден ортопедичен имплант 

по начин, който може физически да възпрепятства захващането на бактерии 

и последвалото формиране на биофилм. Създаването на повърхнини 

структури на микро- и нанониво може да ограничи контакта на 
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бактериалните клетки с импланта. Предприемат се различни методологии, 

позволяващи повърхнинно моделиране, но една от най-ефективните 

представлява фемтосекундно лазерно структуриране. Тази ефективност се 

дължи на предимствата при строго локализираното взаимодействие на 

веществото с ултра-къси фемтосекундни лазерни импулси. 

Продължителността на лазерния импулс е по-кратка от времето за 

предаване на термичната енергия от възбудените електрони към атомите в 

материала. Този тип обработка позволява премахване на материал в 

определен микроскопичен обем без да засяга странични зони и да 

причинява термични нежелани нарушения. Чрез фемтосекундно лазерно 

лъчение могат да бъдат формирани йерархични структури на микро- или 

нанониво, които да оказват влияние върху физикохимичните свойства на 

материала без да нарушават неговата механична стабилност. Такъв тип 

структури, могат да ограничат контактната площ, нужна за стабилното 

захващане на бактериални клетки, възпрепятствайки пълната бактериална 

колонизация на повърхността. 

Този дисертационен труд има за цел да предложи иновативен подход за 

подобряване на приложението на биоразградими материали в костното 

тъканно инженерство. За постигането на зададената цел, ще бъде 

имплементирана фемтосекундна лазерна обработка, като стратегия за 

създаване на повърхнинни триизмерни структури, които да представляват 

благоприятна среда за захващане на костни клетки, но да попречат на 

формирането на бактериален биофилм. Структурите ще бъдат изградени 

върху два вида биоматериали – поликапролактон и трикалциев фосфат, като 

те са дългогодишен обект на изследване за потенциална алтернатива на 

настоящите стандарти за костни импланти. Двата вида биоматериали ще 

бъдат използвани за създаването на триизмерни порьозни клетъчни 

матрици, които биха представлявали платформа за ефективното изграждане 

на нова тъкан на мястото на дадена фрактура. Заложени са редица 

изследвания, проследяващи взаимодействието на фемтосекундното лазерно 

лъчение  с двата вида материал, за да се установи дали повърхнинното 

структуриране освен до промяна в локалния релеф води и до сериозни 

физикохимични изменения, които биха компрометирали техните свойства 

при бъдеща имплантация в in vivo среда. Керамичните матрици ще бъдат 

обект на допълнителна функционализация чрез депозиране на 

антибактериален агент – цинков оксид, върху тяхната повърхност с цел 

постигане на синергичен ефект на повърхнинните модификации спрямо 

микробното захващане. За да бъдат потвърдени ефектите на лазерно-

структурираните повърхности върху бактериалното и клетъчното 

поведение ще бъдат проведени in vitro експерименти с човешки костни 

клетки и бактериални видове S. aureus и E. coli. 
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II. Цел и задачи на дисертационния труд 

Основната цел на този дисертационен труд се изразява в създаването 

на антибактериални повърхности върху биосъвместими матрици от 

поликапролактон и трикалциев фосфат чрез фемтосекундно лазерно-

индуцирано структуриране за подобрени приложения в костното тъкано 

инженерство. За постигането на тази цел бяха заложени следните задачи: 

• Създаване на биосъвместими триизмерни матрици от 

поликапролактон и трикалциев фосфат по предварително 

установени параметри чрез техники на производство, 

включващи съответно триизмерно принтиране и водна 

преципитация 

• Повърхнинна функционализация чрез прилагане на 

фемтосекундно лазерно лъчение за получаване на лазерно-

индуцирани повърхнинни микроструктури с контролирана 

морфология и лазерно-базирано отлагане на нанометрични 

слоеве от цинков оксид. Тази задача включва предварителна 

оптимизация на приложените работни параметри на лазерното 

лъчение (енергия, брой лазерни импулси, честота на повтаряне, 

скорост на сканиране).  

• Проследяване на ефектите на лазерното лъчение с ултра-къси 

импулси върху топографията и физикохимичните свойства на 

двата вида триизмерни матрици. Морфологична оценка на 

лазерно-индуцираните микроструктури при различни работни 

параметри на лазерното лъчение. Анализ на физикохимичните 

свойства на биосъвместимите материали преди и след 

фемтосекундна лазерна обработка.  

• Валидиране на лазерно-базираните методологии за повърхнинна 

функционализация чрез провеждане на клетъчни и 

микробиологични изследвания за установяване на: 

o Потенциала на лазерно-индуцираните микроструктури да 

спомагат захващането, пролиферацията и 

диференциацията на човешки костни клетки с цел 

подобрена тъканна интеграция на матриците 

o Антимикробни свойства на повърхнинната 

функционализация срещу бактериални щамове, 

характерни за инфекции, свързани с ортопедични щамове. 

Оценка на клетъчна жизненост и активност чрез 

микроскопски и метаболитни анализи. 
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III. Структура и обем на дисертационния труд  

Настоящият дисертационен труд е съставен от увод, литературен обзор, 

експериментална част (включваща описание на методиката на научните 

изследвания и представяне на оригиналните резултати на труда), обсъждане 

на резултатите на труда, заключение и изброяване на основните приноси. В 

увода е представена актуалността на зададената тематика като също така са 

описани накратко целта и задачите на труда. Литературният обзор излага 

научна справка за настоящите научни изследвания по проблематиката в 

труда като проследява три основни теми: съвременни материали и 

проблеми, свързани с регенерацията на костна тъкан; рискове за възникване 

на бактериални инфекции вследствие поставяне на ортопедичен имплант и 

стратегии за тяхната превенция; приложения и предимства на лазерното 

структуриране на биоматериали. Експерименталната част на дисертацията 

започва с подробно описание на методиката на проведените научни 

експерименти и изследвания, като продължава с детайлно обяснение на 

получените резултати. Обсъждането на резултатите от дисертационния труд 

се уповава на критичния им анализ, както и на сравнението им с тези от 

научната литература по тематиката. В заключителната част на труда е 

направено обобщение на експерименталната работа с акцент върху най-

важните резултати. 

Дисертационния труд е с обем от 137 страници  като в него са включени 

59 фигури и 4 таблици. Цитираните литературни източници наброяват 202. 

Изброени са публикациите, на които е базиран дисертационния труд, а 

именно 2 публикации, издадени в научни журнали с импакт фактор, и 1 

публикация, издадена в международен научен журнал със SCImago Journal 

Rank. 

IV. Литературен обзор 

Литературният обзор е разделен на три последователно свързани 

части, съставящи основата на дисертационния труд. В първата част са 

разгледани настоящите стандарти за материалите, използвани при 

ортопедичните импланти, и проблемите, възникващи след тяхното 

оперативно поставяне в тялото. Посочени са съвременни алтернативни 

биосъвместими материали, подходящи за възстановяване на увредена 

костна тъкан, като фокусът е върху предимствата на полимерни и керамични 

материали, специфично поликапролактон и трикалциеви фосфати, които са 

и използвани за целите на дисертацията. Като основен недостатък при 

повечето ортопедични материали, независимо от произхода им, е посочен 

рискът от развитие на бактериална инфекция след имплантация. Това 

поставя началото на втората част от обзора, която е фокусирана върху 

биомеханичните процеси и предпоставки за създаване на бактериални 

биофилми по повърхността на имплантираните материали. Описани са 



 8 

основните повърхнинни физикохимични фактори и топографски 

особености, които оказват влияние върху адхезията на бактериални клетки. 

Втората част разглежда и основните стратегии за превенция на бактериални 

инфекции, включващи активни и пасивни механизми на действие. Посочени 

са предимствата и недостатъците на двата вида механизми като акцентът е 

поставен върху безконтактното повърхнинно лазерно модифициране на 

биоматериали за контрол върху бактериалното захващане. Третата част на 

литературния обзор е насочена към лазерното структуриране на 

биоматериали от различен произход. Направена е съпоставка на 

взаимодействието между лазерно лъчение с различна продължителност на 

импулса (наносекунди, пикосекунди и фемтосекунди) и метали и 

диелектрици. Представени са детайлно механизмите на взаимодействие на 

различните видове лазерно лъчение с материята. Изтъкнати са 

предимствата на фемтосекундното лазерно структуриране на материали за 

постигането на локализирани топографски модели с дефинирани микро и 

нано морфологични характеристики.  

V. Експериментална част 

Тази част от дисертацията започва с основните цели и задачи на труда, 

като продължава с описание на различните експериментални методики, 

приложени за постигането на резултатите, последвано от представянето на 

оригиналните резултати. Подробно са разгледани процесите за синтез на 

триизмерни полимерни и керамични матрици, съответно от 

поликапролактон и трикалциев фосфат. Основен акцент е поставен върху 

повърхнинното структуриране на двата вида материал чрез фемтосекунден 

лазер и е обърнато внимание на спецификите на лазерните установки, 

използвани за практическите цели на научната работата. Посочени са 

релевантните аналитични техники за количествена и качествена оценка на 

физикохимичните свойства на лазерно-обработените повърхности преди и 

след лазерна модификация. Описани са клетъчните и микробиологичните in 

vitro изследвания с човешки костни клетки и бактериални щамове, 

използвани за валидиране на заложените цели. В следващия раздел са 

представени постигнатите резултати от проведените анализи. Различните 

спектроскопски, микроскопски, кристалографски техники, както оценка на 

повърхнинната уморяемост разкриха детайли за ефектите на 

фемтосекундното лазерно структуриране на полимерните и керамичните 

матрици.  
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VI. Методика на проведените научни изследвания 

1. Създаване на клетъчни матрици на основата на полимер и 

керамика 

Видът полимер, избран за целите на дисертационния труд, бе 

поликапролактон (ПКЛ). Това е биоразградим, биосъвместим полиестер, 

който намира приложение в костното тъканно инженерство. Полимерът е с 

полукристална структура с температура на топене между 59C и 64C, която 

е по-висока от физиологичната. Поради тази факт поликапролактонът може 

да запази механичните си свойства подобни на гума – висока якост, здравина 

и еластичност, която се определя от молекулното тегло. В този 

дисертационен труд са представени три вида матрици от поликапролактон 

с различни архитектури (дисковидни с триъгълни макропори, кубовидни с 

паралелни влакна) и състав (чист поликапролактон, композитна смес с 

хидроксиапатит), които са обект на повърхнинно фемтосекундно лазерно 

структуриране с цел придаване на антимикробни свойства. За всички 

видове матрици бе използван поликапролактон под формата на перли със 

средно молекулно тегло (Mn) от 45, 000 kDa (Sigma-Aldrich, Сейнт Люис, 

Мисури, САЩ). Експерименталната методология относно дисковидните 

матрици включваше загряването на перлите до 110C в метална глава на 

триизмерен принтер (изработен по поръчка, собственост на Printivo LTD), 

работещ с пневматична система за екструдиране. Самите матрици бяха 

принтирани през накрайник на металната глава от неръждаема стомана с 

диаметър 280 m при температура от 110C, скорост на принтиране от 100 

mm/min. Височината на всеки принтиран слой бе 0.3 mm, а средната 

дебелина на отделните влакна бе 390 m. За смесването на двата вида 

материал перлите поликапролактон бяха загрети до 350C като тази 

температура бе определена като минималната, при която бе получена каша 

с нисък вискозитет, позволяваща хомогенно смесване. Към нея беше 

добавен хидроксиапатит на прах (Sigma-Aldrich, Сейнт Люис, Мисури, 

САЩ)  в съотношение 70/30 w/w% (поликапролактон/хидроксиапатит) и 

сместа бе разбъркана до постигане на хомогенност [1]. Процесът на 

принтиране следваше стъпките и параметрите, описани по-горе. За 

синтезирането на кубовидните матрици полимерните перли бяха разтопени 

на 70C в стоманена глава на 3D принтер (Bioscaffolder machine, SYSENG, 

Германия) и екструдирани през накрайник с диаметър 250 m при скорост 

от 95 mm/min. Матриците бяха принтирани слой по слой, като дебелината 

на всеки слой бе 160 m, а разстоянието между отделните влакна бе 140 m.  

Създаването на керамичните матрици от трикалциев фосфат и 

хидроксиапатит с контролирана порьозност бе извършено на базата на вече 

установена експериментална методология [2], [3]. За синтезирането на -

трикалциев фосфат под формата на прах беше използвана техника на водна 
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преципитация (утаяване), за която бяха смесени разтвори на диамониев 

фосфат ((NH4)2HPO4; Carlo Erba, Вал дьо Рюил, Франция) и калциев нитрат 

(Ca(NO3)2•4H20 (Brenntag, Франция). Полученият прах с концентрация на 

хидроксиапатит 6% бе филтриран, калциниран на 850C за период от 3 часа 

и фино смлян. Следващата стъпка в синтеза на крайния продукт включваше 

дисперсия на смления керамичен прах (65 wt%) във вода заедно със 

специфични химични реагенти Darvan C, 1.5 wt% (Vanderbilt, Ню Йорк, 

САЩ) и B1000 Duramax, 4 wt% (Dow Corporate, Западна Вирджиния, 

САЩ)), както и сърфактанта Dynol, 0.01 wt% (Evonik Resource Efficiency 

GmbH, Есен, Германия), спомагащи за получаването на хомогенна каша. С 

цел създаване на контролирана вътрешна порьозност керамичната каша бе 

излята върху предварително частично слепени перли от 

полиметилметакрилат (Diakon, Ineos Acrylics, Ротердам, Нидерландия) с 

диаметър между 300 400 m и бе оставена една вечер за пълна инфилтрация 

между отделните перли. Полимерните матрици бяха премахнати чрез 

стапяне на 400C, след което остатъчният порьознен керамичен продукт бе 

синтерован на 1050C за 3 часа. Крайният продукт на синтеза 

представляваше цилиндър с височина от 9 мм и диаметър 13 мм с плътна 

външна обвивка и порьозна вътрешност. 

2. Повърхнинно структуриране на полимерни и керамични 

матрици чрез фемтосекундно лазерно лъчение 

Основната задача на дисертационния труд е реализирането на 

топографски модели върху биоматериали чрез обработка със свръх-къси 

лазерни импулси. За изпълняването на тази задача бяха използвани две 

фемтосекундни лазерни системи. Първата бе Solstice Ace (Spectra Physics, 

Санта Клара, Калифорния, САЩ) с централна дължина на вълната = 800 

nm, продължителност на лазерния импулс = 70 fs и диаметър на лазерното 

петно (1/e2 от максималния интензитет на лазерно лъчение с Гаусов профил) 

от 24 m. Повърхнинното структуриране на образци беше извършено чрез 

растерово сканиране на повърхността на биосъвместимите материали по 

осите X и Y, поставяйки самите тях перпендикулярно на лазерното лъчение. 

При установката Solstice Ace бе използвана транслационна масичка 

(Thorlabs, САЩ), контролирана от софтуер Kinesis® v1.14.45 (Thorlabs, 

САЩ), даващ възможност за оптимизация на отстоянието между 

приложените последователни лазерни петна по двете оси (dx и dy). Втората 

фемтосекундна лазерна система, използвана за дисертационния труд, бе 

Integra-C System (Quantronix, Хамдън, Кънектикът, САЩ), излъчваща 

лазерно лъчение също с централна дължина на вълната 800 nm,  =130 fs и 

диаметър на лазерното петно 50 m. Отново повърхнинното растерово 

сканиране бе посредством транслационна масичка, но управлявана от 

LabView софтуер. При всички експерименти, включващи повърхнинно 
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структуриране, бяха направени първични изследвания за установяване на 

специфичния за всеки материал праг на аблация и оптималните параметри 

на работа (енергия на лъчението, честота на повтаряне, скорост на 

сканиране) за постигането на ясно дефинирани, възпроизводими 

топографски модели.  

3. Изследване на ефектите на фемтосекундното лазерно лъчение 

върху физикохимичните характеристики на керамични и 

полимерни матрици 

Целта на повърхнинната обработка на биосъвместимите матрици със 

свръх-къси лазерни импулси бе да се формират специфични топографски 

микро/нано модели, които да окажат влияние върху микробното 

захващането без да компрометират физикохимичнте свойства на 

материалите. В процеса на създаване на лазерно-индуцираните структури 

контролът и оптимизацията им по отношение на морфологични 

характеристики и влияние върху физикохимичните свойства на самите 

повърхности бяха извършени чрез различни микроскопски, спектроскопски 

и кристалографски (описани накратко по-долу). Всички анализи бяха 

извършени спрямо референтна контролна повърхност без лазерни 

модификации.  

Сканираща електронна микроскопия бе използвана за оценка на 

морфологичните промени след фемтосекундна лазерна аблация на 

полимерните и керамичните повърхности. Различните лазерно - 

структурирани образци, представени в този дисертационен труд, бяха 

анализирани чрез няколко различни системи: TM4000 и SU5000 (Hitachi 

High-Tech Europe, Крефелд, Германия); „Lyra” Tescan (Orsay Holding, Бърно, 

Чешка република); JEOL JSM-700 (Токио, Япония). Преди всеки анализ 

съответната повърхност бе покрита с нанометричен въглероден слой ( 10 

nm) чрез разпрашване. Микроскопската апаратура „Lyra” Tescan бе 

оборудвана с допълнителен модул за енергийно-дисперсионна рентгенова 

спектроскопия – EDS (Quantax 200, Bruker, Карлсруе, Германия). Тази 

техника позволи идентификацията на специфични химични елементи в 

композитните матрици като за целта бяха определени тегловните проценти 

(wt.%) на съответните елементи и бяха направени „карти“ на повърхнинното 

им разпределение в лазерно-обработени и необработени зони.  

Друга техника, използвана за оценка на топографските особености на 

материалите, бе оптична профилометрия. Триизмерни реални 

изображения на лазерно-обработените и контролни повърхности бяха 

получени чрез две системи: Zeta-20 (Zeta Instruments Галатън, Монтана, 

САЩ) и Leica DCM3D (Leica Microsystems, Вецлар, Германия). 

Изображеният, получени и от двата инструмента, бяха заснети с увеличение 

от 20x с размер на зрителното поле 476 х 357 m (Zeta-20) и 636.6 х 477.3 
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m (Leica DCM3D). За измерването на  повърхнинната грапавост, бяха взети 

параметрите Sa (средноаритметична височина на повърхност; спрямо 

стандарт ISO 25178 [4] и Ra (средно аритметично отклонение на линеен 

профил ISO4287). Измерванията на грапавостта бяха извършени, чрез 

софтуер със свободен достъп ProfilmOnline (www.profilmonline.com). За 

допълнителна оценка на грапавостта бе извършена компютърна 

томография, позволяваща триизмерна визуализация на цялостния обект, но 

в този случай е възможно да се разберат детайли и за обекта в обем. 

Анализът бе проведен, използвайки апарат Bruker SkyScan 1272 (Bruker, 

Берлин, Германия) при следните работни параметри: напрежение на 

рентгеново лъчение: 70 kV; I=142 A; размер на пиксели за триизмерна 

реконструкция: 3 m; оптично увеличение: 2.4. Триизмерната 

реконструкция бе направена чрез софтуер InstaRecon, а допълнителните 

анализи за грапавостта на повърхностите – чрез CTAn, CTvox, DataViewer. 

Рентгенова кристалография бе направена за идентификация на 

кристалните фази, налични при полимерните и керамичните матрици. 

Уредът, с който бяха проведени изследванията, отнасящи се и за двата вида 

матрици, е Philips PW1050 X-ray diffractometer system (Philips, Амстердам, 

Нидерландия). Измерванията са направени в диапазона между 5 – 95 2 със 

стъпка от 0.05 2 и време на изложение от 3 секунди. Идентификацията на 

химичната фаза на елементите бе възможна, чрез софтуер QualX2, като 

получените резултати бяха сравнени с базата данни Crystallography Open 

Database. Качествен фазов анализ бе извършен, чрез софтуер HighScore Plus 

3.0e и ICSD (Inorganic Crystal Structure Database (FIZ Karlsruhe GmbH, 

Леополдшафен, Германия). Количествен анализ на съотношенията на 

анализираните фази бе направен чрез метод на Ритвелд [5]. Раманова 

спектроскопия на  полимерните образци преди и след лазерна обработка 

бе извършена с цел да се проследи потенциална промяна в структурата на 

елементите на двата вида матрици. Анализът бе извършен, използвайки 

LabRAM HR Evolution (Horiba, Кйото, Япония), опериращ с лазер с дължина 

на вълната 532 nm. Спектроскопската система, използвана за керамичните 

образци бе LabRAM HR Visible (Horiba, Кйото, Япония), работеща с He-Ne 

лазер с дължина на вълната 633 nm. Всички резултати бяха обработени със 

софтуерите Spectragryph v1.2.11 и Origin v9.5. 

Измерване на контактен ъгъл бе методът, по който бе оценена 

степента на омокряне на триизмерните матрици преди и след 

фемтосекундно лазерно третиране. Омокряемостта на дисковидните 

триизмерни матрици от поликапролактон с пресичащи се влакна бе 

измерена чрез софтуер ImageJ, използвайки софтуерно разширение за 

измерване на контактен ъгъл. Поради наличието на микрометрични пори 

между отделните влакна на матрицата, ъгъл на омокряне бе измерен и върху 

триизмерно принтирана плътна плочка поликапролактон. Капки 

http://www.profilmonline.com/
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дестилирана вода (1 l) бяха поставяни върху лазерно - обработените и 

контролни повърхности на матриците и плочката. Промяната в статичния 

контактен ъгъл бе проследена за 10 секунди, като измерване бе осъществено 

правено на всяка секунда. Измерването бе повторено 3 пъти за всеки 

образец. Степента на омокряне на триизмерните матрици с формата на куб, 

бе анализирана чрез установка за измерване на контактен ъгъл DSA100 Drop 

Shape Analyzer (KRÜSS GmbH, Хамбург, Германия). Освен проследяване на 

промяната в контактния ъгъл, установката позволи изчисляване на 

повърхностната енергия на материала, като за целта бяха използвани три 

вида течност с различна полярност: дестилирана вода (висока полярност); 

етилен гликол (средна полярност); дийодометан (много ниска полярност). 

Статичен контактен ъгъл на капки с обем 2 l бе измерван в продължение 

на 3 минути, като стойности бяха отчитани на всяка секунда за първата 

минута, след което на всяка минута. Контактният ъгъл и повърхностната 

енергия бяха изчислени от софтуер ADVANCE (KRÜSS GmbH, Хамбург, 

Германия). Измерванията на повърхностната енергия бяха направени от 

софтуера спрямо уравнението на Оуенс-Уендт-Рейбъл-Кийлбъл (Owens-

Wendt-Rabel-Kaelble; OWRK) (уравнение (1)):  

𝛾12 = 𝛾1 + 𝛾2 − 2√(𝛾1
𝑑𝛾2

𝑑) −  2√(𝛾1
𝑝𝛾2

𝑝) (1) 

 

 

Тест за твърдост на материали по метод на Викерс бе направен 

върху лазерно - обработени и контролни порьозни полимерни матрици и 

плътна полимерна плочка. Тестовете бяха проведени, използвайки Digital 

Display Micro Vickers Hardness Tester HVS-1000 (Shandong Liangong Group, 

Шандонг, Китай), работещ с прикрепена оптична CCD камера и система за 

обработване на получените изображения. Анализите бяха извършени при 

оптично увеличение от 400 пъти в тестови режим при сила от 2.94 N/0.3 kg. 

Всяка получена стойност бе осреднена след 5 отделни измервания. За 

наличие на статистическа значимост между отделните групи  бе използван 

тест на Тъки за многократни сравнения (Tukey’s multiple comparisons test). 

Друг вид тест, отнасящ се за повърхнинните физични свойства на 

полимерните матрици, бе установяване степента на износване чрез модулна 

система за трибологични анализи CETR-UMT-2 (Bruker, Германия) 

Коефициентът на триене на матриците бе определен чрез тест с възвратно-

постъпателно движение на топка от неръждаема стомана примесена с хром 

(6.35 mm в диаметър), упражняваща товар от 2 N, за период от 600 секунди. 
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4. Повърхнинна функционализация на керамични матрици с цел 

придаване на антимикробни свойства 

С цел придаване на антимикробни свойства на керамичните матрици 

бяха отложени нанослоеве от цинков оксид (ZnO) чрез импулсно лазерно 

отлагане. Това бе извършено след като таблетка от цинков оксид бе 

аблирана с Nd:YAG лазер (Lotis TII, Минск, Беларус), с честота на 

повторение 10 Hz, дължина на вълната 355 nm, продължителност на 

импулса 15 наносекунди и енергия на лазерното лъчение 1.5 J/cm2. 

Процесът бе изпълнен при стайна температура, в кислородна среда, при 

налягане от 0.01 mbar, за период от 10 минути, с разстояние между 

таблетката ZnO и керамичната матрица от 4 cm. Дебелината на нанослоя бе 

измерена чрез елипсометрия (Wollam M2000D, J.A. Wollam Co., САЩ) след 

отлагане на идентичен слой върху силициева подложка. Измерванията бяха 

проведени със светлина в диапазона 193 – 1000 nm. Софтуерът за обработка 

на получените резултати бе CompleteEASE® v4.92, а използваният модел за 

резултатите представляваше двукомпонентен модел от нанослоеве: 

естествено формиращ се оксид върху силициевата подложка, като първи 

слой, а за втори – отложеният слой от ZnO (Cauchy layer). Рентгенова 

фотоелектронна спектроскопия за идентификация и характеризиране на 

нанослоя от цинков оксид. За този анализ бе използван AXIS Supra electron 

spectrometer (Kratos Analytical Ltd., Манчестър, Великобритания), излъчващ 

AlK радиация с енергия от 1486.6 eV. Стойностите на свързващата 

енергията (binding energy, (BE)) с точност 0.1 eV, използвайки линията C1s 

с енергия 284.8 eV като референтна стойност. За да може да се определи с 

по-голяма точност химичната връзка на цинка, бе определена стойността на 

Оже параметъра спрямо следното уравнение (уравнение (2)): 

𝛼́ = 𝐾𝐸(𝑍𝑛𝐿3𝑀4,5𝑀4,5) + 𝐵𝐸(𝑍𝑛2𝑝3∕2) (2) 

 

в което KE(ZnL3M4,5M4,5) и BE(Zn2p3/2) отговарят съответно на 

кинетичната енергия и тази за преодоляване връзката с ядрото, отнасящи се 

за Оже преход. Рентгеновата фотоелектронна спектроскопия бе използвана 

още и за определяне на концентрацията на химичните елементи, 

представена като атомни проценти. Това бе извършено като след отнасяне 

на площта на измерените фотоелектронни пикове на O1s, Ca2p, P2s, Zn2p3/2 

към съответстващите им такива в база данни чрез софтуер ESCApe™ 

v1.2.0.1325 (Kratos Analytical Ltd., Манчестър, Великобритания).  

5. Провеждане на биологични тестове с костни клетки за оценка на 

биосъвместимостта на лазерно - структурирани полимерни матрици 

Лазерно - обработените и контролни матрици от поликапролактон, с 

форма на куб, бяха използвани в in vitro експеримент с човешки 
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остеобластоподобни клетки от линия MG-63 (ATCC®CRL-1427TM). 

Клетките бяха култивирани в хранителна среда (-МЕМ), съдържаща 10% 

фетален телешки серум, 100 UI/ml пеницилин, 100 g/ml стрептомицин, 2.5 

g/ml амфотерицин Б (всички реагенти са закупени от Gibco, САЩ) при 

температура 37C, 5% CO2 и 95% влажност. Клетъчна концентрация за 

посявка на матриците бе 2х105 клетки/cm2 за 11-дневен период. Към 

хранителната среда бяха добавени остеогенни фактори: 50 g/ml 

аскорбинова киселина, 10 nM дексаметазон, 10 mM бета-глицерофосфат 

(всички реагенти са закупени от Sigma-Aldrich, Сейнт Люис, Мисури, 

САЩ).  

Морфологична оценка на посетите клетки бе направена на 7-мия ден 

след посявката чрез СЕМ. Жизнеността на посетите клетки бе проследена 

на 1, 3, 7 и 11-ти ден чрез тест за метаболизиране на ресазурин (10% разтвор 

в основна хранителна среда; R7017, Sigma Aldrich, Сейнт Люис, Мисури, 

САЩ). Флуоресцентен сигнал (530 nm при възбуждане/ 590 nm при 

излъчване) беше измерван в четец (Synergy HT, Biotek, Виноски, Върмонт, 

САЩ), работещ със софтуер за анализ на данни Gen5 v1.09. Наличието на 

алкална фосфатаза бе изследвано на третия и седмия ден от инкубацията на 

клетки с остеогенни фактори като за целта бе използван DC™  Protein Assay 

(BioRad, САЩ).  

6. Провеждане на микробиологични експерименти върху лазерно - 

структурирани матрици от поликапролактон и трикалциев фосфат  

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) и Escherichia coli (ATCC 25922) 

бяха посети върху лазерно-третирани и нетретирани полимерни матрици в 

концентрация 10,000 CFU/ml в триптон-соев буфер (Liofilchem, Италия) за 

период от 48 часа. Морфологична оценка на бактериалните клетки бе 

направена чрез СЕМ на 6-ия, 24-ия и 48-ия час, а колонообразуващи 

единици бяха изследвани, чрез посевки върху агар еднократно 24 часа след 

първоначалната посявка.  

Повърхността на керамичните матрици, обект на лазерно 

структуриране и/или отлагане на ZnO нанослой, бе посята с бактериален 

разтвор (S. aureus (ATCC 25923)) с концентрация 106 CFU/ml  за период от 

3 и 6 часа при температура 37C. Антибактериалното действие на 

функционализираните образци беше проследено чрез СЕМ (Crossbeam 350, 

Zeiss, Германия; напрежение 5 kV) и хелиево-йонна сканираща електронна 

микроскопия (Orion Nanofab хелиево-йонен микроскоп, Zeiss, Германия), 

опериращ със напрежение на йонния сноп от 25 keV и сила на снопа между 

0 и 3.15 pA. Изображенията бяха направени при увеличение 28,500. 

Метаболитната активност на планктонни и сесилни бактерии бе проследена 

на 3-ия и 6-ия час от посявка чрез редукция на ресазурин (R7017, Sigma 

Aldrich, САЩ). Флуоресцентен сигнал бе измерен чрез четец Synergy HT 
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(Biotek, САЩ) при дължина на вълната на възбуждане 530 nm и дължина на 

вълната на излъчване 590 nm. 

Резултатите от in vitro експериментите бяха анализирани чрез 

едностранен ANOVA с post hoc тест на Тъки. При получаване на p стойност 

по-малка от 0.05 резултатите бяха считани за статистически значими. 

VII. Резултати и дискусия 

1. Създаване на триизмерни топографски модели върху 

повърхността на матрици от поликапролактон с и без 

хидроксиапатит  чрез фемтосекундно лазерно облъчване – 

морфологични анализи  

Необработени дисковидни полимерни матрици бяха изследвани със 

СЕМ, който потвърди запазването на структурната цялост на отделните 

влакна след синтез. Анализът също така разкри, че диаметърът на 

естествено формираните на случаен принцип по време на принтирането 

пори бе 10 m (фигура 1).  След първоначални тестове за повърхнинно 

структуриране, изразяващи се в аблация на полимерните влакна с широк 

обхват на  работни параметри на фемтосекундното лазерно лъчение (F= 0.04 

 1.23 J/cm2; N= 2  10; V= 1.72  16 mm/s) и тяхната морфологична оценка 

чрез СЕМ, бе установено кои параметри водят до устойчиви 

възпроизводими лазерно-индуцирани топографски модели без наличието на 

нежелано разтопяване на материал или пропукване. Микроскопският 

анализ на лазерно - структурираните повърхности разкри формирането на 

два типа модели спрямо приложените лазерни параметри на обработка, при 

които не бяха забелязани нежелани термични ефекти – микроканали, 

вдълбани в полимерните влакна (F=0.08 J/cm2; N=10; V= 1.72 mm/s), и 

микроиздатини, издигащи се във вертикална позиция (F=0.08 J/cm2; N=2; 

V= 16 mm/s). Създадените микроканали върху матриците от  чист 

поликапролактон имаха средна дълбочина 32.9 m и средна ширина от 26.5 

m (фигура 2), докато същият тип топография върху повърхността на 

композитните образци имаха средна ширина 43.2 m (фигура 3). При 

сравнение на морфологичния облик на моделите върху двата вида 

повърхност бе забелязано, че мотивите върху композитите бяха по-груби с 

по-голямо количество материал, разтопен и впоследствие застинал по 

стените и дъното на самите микроканали. Това би било обяснено с 

наличието на частици хидроксиапатит, оказващи влияние върху 

взаимодействието на материала с лазерното лъчение.  
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Фигура 1. Матрици от поликапролактон, с пресичаща се геометрия, изработени чрез 

триизмерно принтиране. 

 
Фигура 2. Създаване на паралелни микроканали върху повърхността на 

поликапролактон чрез фемтосекундно лазерно облъчване. (а) контролна необработена 

повърхност; (б,в) микроканали получени с параметри на лъчението: F= 0.08 J/cm2; N= 

10.  

 
Фигура 3. Създаване на паралелни микроканали върху повърхността на композитни 

образци чрез фемтосекундно лазерно облъчване. (а-в) микроканали получени с 

параметри на лъчението: F= 0.08 J/cm2; N= 10. 

Прилагането на два лазерни импулса доведе до образуването на 

микроиздатини със средна височина около 12 m и среден диаметър около 

25 m при матриците от чист поликапролактон и диаметър от 32.5 m при 

композитните такива. Наблюдаваха се частични сливания на издатините по 

посока растерното сканиране (фигура 4), като при двукомпонентните 

матрици бяха забелязани кристали на хидроксиапатит по повърхността на 

микроиздатините (фигура 5). Групата на Басет и колеги са наблюдавали 

формиране на сходни модификации върху полиметилметакрилат при 
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постепенно повишаване на лазерната енергия от 640 nJ до 1 J  – издигане 

на материал под формата на „купол“ и последващото му разрушаване и 

образуване на кратер, вдълбан в материала [6]. 

 
Фигура 4. Формиране на микроиздатини върху поликапролактон вследствие на 

фемтосекундна лазерна обработка. (а) контролна необработена повърхност; (б,в) 

микроиздатини, получени при параметри на лъчението: F= 0.08 J/cm2; N= 2. 

 
Фигура 5. Формиране на микроиздатини върху композитни образци от поликапролактон 

и хидроксиапатит вследствие на фемтосекундна лазерна обработка. (а) контролна 

повърхност; (б,в) микроиздатини, получени при параметри на лъчението: F= 0.08 J/cm2; 

N= 2 (белите стрелки посочват наличието на кристали хидроксиапатит). 

Сканирането на профилите на матриците от ПКЛ чрез оптична 

профилометрия разкри очаквано повишаване на повърхнинната грапавост 

след фемтосекундна лазерна обработка. Ra стойностите на контролни 

повърхности от чист ПКЛ бяха 0.08 m, докато тези на зони с микроканали 

и микроиздатини бяха съответно 5.1 m и 1.15 m (фигура 6). При анализ 

на грапавостта в самите микроканали бе наблюдавано отклонение в 

стойностите, които варираха между 0.14 и 0.8 m. Измерванията на 

грапавост на композитните повърхности с и без топографски модели 

показаха следните резултати за Ra: зона с микроканали: 1.81 m; в 

микроканалите: в диапазона 0.67 m – 1.32 m; върху микроиздатини: 2.21 

m; контролна зона: 0.7 m (фигура 7). Изследване чрез компютърна 

томография позволи направата на допълнителен количествен анализ на 

повърхнинната грапавина при контролни и лазерно - структурирани (F= 0.08 

J/cm2; N= 10) матрици. Резултатите от фигура 8 показват, че средната 

вариация в групата на лазерно - обработените повърхности и в 

хоризонталните, и във вертикалните сегменти, е около 40 m, докато при 
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контролната група тези стойности бяха около 8 m. Получените резултати 

затвърдиха наблюденията, че фемтосекундното лазерно структуриране води 

до силно увеличение на повърхнината грапавост.  

 
Фигура 6. Триизмерни профили на лазерно - структурирани полимерни повърхности от 

чист поликапролактон. (а) контролна повърхност; (б) микроиздатини (F= 0.08 J/cm2; N= 

2); (в) микроканали (F= 0.08 J/cm2; N= 10). 

 
Фигура 7. Триизмерни профили на лазерно - структурирани композитни повърхности от 

поликапролактон и хидроксиапатит. (а) контролна повърхност; (в) микроканали (F= 0.08 

J/cm2; N= 10). 

 
Фигура 8. Количествено сравнение на повърхнинната грапавост между лазерно - 

обработени полимерни матрици (F= 0.08 J/cm2; N= 10) и контролни матрици. 

Допълнителни морфологични анализи, проследяващи въздействието 

на нарастващата енергия на лазерното лъчение и брой приложени лазерни 

импулси върху матриците от поликапролактон. Фигура 9 изобразява как при 

запазването на енергията на лъчението от 0.08 J/cm2 и увеличаването на броя 

импулси от 1 до 10 се наблюдава първоначално издигане на материал 

(микроиздатини), последвано от прогресивна аблация на полимера 

(микроканали). Фигура 10 демонстрира как площта на лазерно-
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индуцирания кратер се променя спрямо броя на приложените лазерни 

импулси (1 – 10) и нарастващата енергия интензитет на лъчението (0.08 – 

1.25 J/cm2).  

 
Фигура 9. Повърхнинни профили на матрици от поликапролактон обработени с 

фемтосекунден лазер с енергия на лъчението 0.08 /cm2 и брой приложени импулси: (а) 

1; (б) 2; (в) 5; (г) 10. 

 
Фигура 10. Промяна в площта на аблационния кратер спрямо нарастващата енергия на 

лазерното лъчение и брой приложени импулси. 

2. Проследяване на ефектите на фемтосекундното лазерно 

структуриране върху химичната структура на поликапролактон 

чрез спектроскопски и кристалографски анализи 

Елементен анализ чрез енергийно-дисперсионна спектроскопия на 

композитните матрици полимер-керамични матрици показа наличието на 

по-голямо количество (процент по тегло, wt%) калций и фосфор в лазерно - 

обработените зони в сравнение с контролните зони. Бяха създадени „карти“ 

на елементното разпределение на повърхността на контролни и 

структурирани зони (фигура 11), които разкриха хомогенно разпределение 

на минералите в структурата на матриците.  
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Фигура 11. Разпределение на калций (а) и фосфор (б) върху повърхността на композитни 

матрици преди и след фемтосекундна лазерна обработка (F= 0.08 J/cm2; N= 10). 

Раманова спектрокоспия идентифицира характерните за структурата на 

поликапролактона пикове, съответстващи на основните трептения на 

химичните връзки (фигура 12). Кристалната фаза на полимера преди 

лазерна обработка бе установена чрез пиковете във въглеродния скелет (C-

OO и C-C връзките), CH2 ротация, CH разтягане, C=O разтягане. Анализите 

бяха проведени и върху образци, съдържащи хидроксиапатит, чийто 

характерен пик е  детектиран при позиция 960 cm-1. Резултатите от 

спектроскопския анализ доведоха до заключението, че нагряването на 

поликапролактон до 350C не е довело промяна в полукристалната 

структура на полимера и кристалните фази са запазени. Фемтосекундното 

лазерно взаимодействие с полимера също не е причинило значителни 

изменения в структурата.  

 
Фигура 12. Раманова спектрокоспия на лазерно - структурирана матрица от 

поликапролактон и хидроксиапатит (ПКЛ-ХА). 

Използвайки рентгенова кристалография, бяха идентифицирани двата 

характерни за поликапролактон пика при позиции 21.4 и 23.7, 

съответстващи на равнините (110) и (200). Във формата, позицията и 

интензитета на двата пика както при лазерно - обработена повърхност, така 

и при контролна такава нямаше значима разлика (фигура 13). 

Кристалографският метод потвърди наличието на хидроксиапатит в 

повърхностната част на матриците, като бяха установени специфичните му 

равнини (211), (300), (002), (102) и (202), отговарящи съответно на позиции 
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32.2, 33, 26, 28.3, 32.3. Резултатите от кристалографските анализи 

показаха, че фемтосекундното лазерно лъчение позволява повърхнинно 

моделиране без сериозна промяна в кристалните региони от химичната 

структура на поликапролактон. 

 
Фигура 13. Кристалографски анализ на лазерно - обработени и контролни матрица от 

поликапролактон и поликапролактон с наличие на хидроксиапатит (ПКЛ-ХА). 

3. Анализ на връзката между лазерно - индуцираните повърхнинни 

модели със степента на омокряне на полимерните матрици 

Измерванията на контактния ъгъл на омокряне върху матрици с 

пресичащи се влакна от чист полимер, структурирани с F= 0.08 J/cm2; N= 10 

и разстояние между две съседни лазерни петна от 45 m, показаха пълно 

омокряне на повърхността при допир на капката дестилирана вода с 

образеца. Намалявайки разстоянието от 45 m на 32 m, обаче, ъгълът на 

омокряне се повиши като в края на измерването повърхностите с 

микроканали показаха стойности на контактен ъгъл от 73, което бе с 1 

повече отколкото при контролните необработени повърхности (фигура 14). 

По-малкото разстояние би довело до по-голямо количество застинал 

материал, който припокрива отделните микроканали. Това може да увеличи 

повърхнинната грапавост и съответно стойностите на контактния ъгъл. 

пълното омокряне на повърхностите с микроканали е по-вероятно да е 

вследствие на комбинацията от формираните микроканали при отстояние 

на две съседни зони на взаимодействие от 45 m и микропорестата 

структура на матриците. 
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Фигура 14. Профил на капка дестилирана вода при измерване на контактен ъгъл върху 

матрици от поликапролактон. (а-б) контролни зони; (в,г) лазерно-обработени зони F= 

0.08 J/cm2; N= 10; dx= 32 m. 

Резултатите от измерванията върху композитни матрици показаха 

сходна тенденция (фигура 15). Наблюдаваше се увеличение на омокрянето 

на повърхността при структурирането с микроканали до по-голяма степен в 

сравнение с микроиздатините, но само до 85 на десетата секунда (101.3 

при 0.5 секунда). Ъгълът, измерен 0.5 секунди след поставянето на капката 

върху микроиздатините, беше 101.7 (почти идентичен с ъгъла върху 

микроканалите), а този, измерен върху контролната повърхност бе 89. След 

10 секунди стойностите на двата ъгъла бяха съответно 95.3 и 93.2. При 

контролните образци, ъгълът на омокряне бе с по-малки стойности, но след  

период от десет секунди се наблюдаваше увеличение. 

 
Фигура 15. Профил на капка дестилирана вода при измерване на контактен ъгъл върху 

матрици от поликапролактон и хидроксиапатит. (а-б) контролни зони; (в,г) лазерно-

обработени зони с F= 0.08 J/cm2; N= 10; dx= 45 m; (д,е) F= 0.08 J/cm2; N= 2; dx= 45 m. 

Измерванията на ъгъла на омокряне на триизмерните матрици, 

наподобяващи куб, бяха направени за период от 3 минути. Измерването на 

контактния ъгъл при контролните зони имаше стойности от 123.3 1 секунда 
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след поставяне на капката, които намаляха до 115.8 на третата минута. 

Повърхностите с микроканали показаха най-ниски стойности на контактен 

ъгъл стигащи до 82 (фигура  16). Може да се направи извод, че повишената 

хидрофилност е породена от повърхнинните модели, а не от промяна в 

химичния състав на полимера. Взаимодействието между капката 

дестилирана вода и лазерно-индуцираните модификации следва моделите 

на омокряне на Венцел и Каси-Бакстър. Те описват улавянето на въздух 

между разстилащата се капка и дъното на микроканалите като по този начин 

се попречва на пълното разстилане на капката [7].  

 
Фигура 16. Промяна в профила на капка дестилирана вода върху контролни и лазерно-

структурирани кубовидни матрици от поликапролактон. (а-г) контактен ъгъл върху 

лазерно-структурирани образци (F= 0.08 J/cm2; N= 10); (д-з) контактен ъгъл върху 

лазерно-структурирани образци (F= 0.08 J/cm2; N= 2); (и-л) контактен ъгъл върху 

контролни образци. 

С цел измерване на повърхностното напрежение контактен ъгъл бе 

измерен, използвайки течности с различна степен на полярност – етилен 

гликол и дийодометан. За разлика от дестилираната вода, етилен гликолът, 

имащ балансирана степен на полярност, бе напълно покрил трите вида 

повърхности 30 секунди след първоначалния допир. При използването на 

дийодометан, който има силно дисперсионен характер и слаба полярност, и 

трите вида повърхности бяха напълно омокрени веднага след 

първоначалния контакт с капката. Поради тази причина не бе възможно да 

се измери контактен ъгъл. Пълното омокряне, наблюдавано при двата вида 

реагенти, се дължи на силното взаимодействие между дисперсионните 

компоненти от всяка страна. Поради тази причина полярните молекули на 

водата биват отблъснати от материала и понижаването на контактния ъгъл 

във времето се дължи на навлизането на капката по повърхнинните 



 25 

микромодели. Измерванията на повърхностната енергия чрез софтуер 

ADVANCE показаха, че лазерната обработка на полимера е довела до 

понижаване на свободната повърхностна енергия (СПЕ). Контролните 

образци показаха СПЕ от 193.8 mN/m, а образците с формирани 

микроканали и микроиздатини, съответно 20.8 mN/m,  и 18.3 mN/m. 

Установяване на висока свободна повърхностна енергия за дадена 

повърхност означава, че тя е хидрофилна и понижаването на тази енергия 

би я направило хидрофобна. Образците с лазерни модификации показаха 

ъгъл на омокряне под 90 и ниска СПЕ, докато при хидрофобните контролни 

повърхности стойността на СПЕ бе близо 10 пъти по-висока. Взимайки 

предвид всички наблюдения относно повърхностната енергия и нейните 

компоненти с наличието на повърхнинни модели, които променят релефа и 

грапавостта на матриците, може да се стигне до заключението, че лазерно-

индуцираните структури имат по-голяма роля в увеличаването 

хидрофилността на полимерните матрици. 

4. Проследяване на изменения в механичните свойства на 

полимерни матрици след фемтосекундна лазерна обработка 

4.1. Тест за твърдост на материали по метод на Викерс 

Резултатите показаха понижаване в средните стойности на твърдост 

при лазернообработените повърхности, но статистическият анализ не 

показа значимост на тенденцията (таблица 1). Липсата на по-сериозна 

разлика в измерените стойности би се дължала на факта, че лазерното 

структуриране води до отнемане на материал (при формирането на 

микроканали) в рамките на по-малко от 50 m в дълбочина. Имайки 

предвид, че средният диаметър на триизмерно принтираните полимерни 

влакна бе 390 m, аблацията на материал не компрометира механичните 

свойства на матриците.  
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Таблица 1. Тест за твърдост по метод на Викерс, упражнен върху лазерно-

обработени и необработени полимерни и композитни матрици.  

 

No. Поликапролактон 

(контролна зона) 

Поликапролактон 

(F= 0.08 J/cm2; N= 10) 

Поликапролактон 

Хидроксиапатит 

(контролна зона) 

Поликапролактон 

Хидроксиапатит (F= 

0.08 J/cm2; N= 10) 

1 12.4 11.1 12.1 8.1 

2 11.9 9.8 12.6 11.4 

3 12.5 12.3 11.4 12.5 

4 13 13.1 13.3 10.7 

5 11.1 10.9 9.9 9.8 

Усреднена 

стойност 

12.18 11.44 11.86 10.5 

 

4.2.  Изменение в степента на износване на лазерно 

структурирани и контролни полимерни повърхности 

Трибологични тестове бяха използвани за сравнение на степента на 

износване между лазерно-обработена (микроканали) и контролна 

повърхност. За период от 600 секунди и при двете повърхности се 

наблюдаваше сходна тенденция на рязко начално увеличение на 

коефициента на триене до сто и шестдесетата секунда, след което бе 

отбелязано неговото плавно повишаване (фигура 17). Нарастването на 

триенето и в двата случая може да се дължи на еластичната деформация на 

структурата на полимера, която не се възстановява при преминаването на 

стоманеното топче, и по този начин променя структурата на матрицата и 

неговата повърхност. При лазерно-обработените повърхности степента на 

триене бе по-голяма отколкото при контролните зони, което може да бъде 

отдадено на формираните микроканали и увеличената повърхнинна 

грапавост.  

 
Фигура 17. Коефициент на триене на лазерно-обработени и контролни повърхности 

върху матрици от поликапролактон. 
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5. In vitro изследвания за определяне на биосъвместимост с костни 

клетки и антимикробна активност 

5.1. Подобряване на клетъчното захващане и стимулиране на 

остеогенна диференциация чрез лазерно-индуцирани 

топографски модели 

Контролни и лазерно-структурирани образци бяха посети с човешки 

остеобластоподобни клетки (MG-63) в два различни експеримента. Единият 

включваше поддържане на клетъчна култура в основна хранителна среда в 

продължение на 11 дни, докато вторият продължи 7 дни и за него бе 

използвана хранителна среда, съдържаща остеогенни. В първия 

експеримент бяха проследени метаболитната активност и клетъчната 

морфология на клетки, посети върху контролни полимерни образци и 

такива, носещи повърхнинни микроканали. За целия период на 

експеримента бе запазена тенденцията за клетките, посети върху 

микроструктурите, да показват по-висока активност (фигура 18). 

Морфологичният анализ на пробите, извършен на седмия ден от посявката, 

показа, че върху гладките необработени образци се забелязват няколко 

отделни струпвания на клетки с неестествена морфология (фигура 18г). За 

разлика от контролните образци, в лазерно-индуцираните микроканали бяха 

идентифицирани клетки с естествена разстилаща се морфология (фигура 

18а,в). Бяха забелязани клетъчните псевдоподи, спомагащи на клетката да 

се придвижва по повърхността и да установява контакт с нея. Подобни 

резултати за насочване на клетъчна ориентация чрез микроканали са 

наблюдавани и в други изследвания [8], [9], [10].  

 
Фигура 18. Морфологичен анализ и проследяване на метаболитна активност на 

клетъчна линия MG-63 след посявка върху контролни и модифицирани полимерни (F= 

0.08 J/cm2; N= 10) повърхности в основна хранителна среда. * индикатор за 

статистическа значимост при сравнението между резултатите от контролни и лазерно-

структурирани повърхности (p≤ 0.05). 

При вторият експеримент, проведен за 7 дни и включващ остеогенни 

фактори, освен метаболитната активност и морфологичния облик на 
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клетките, бе изследван и един от основните маркери за остеогенна 

диференциация – алкална фосфатаза. При сравнение на двата типа 

повърхнинни модификации (микроиздатини и микроканали) беше 

отбелязано, че нивата на алкална фосфатаза (отношение спрямо абсолютно 

количество общ белтък) бяха значително по-високи при клетките, растящи 

върху микроканалите, седем дни след посявка (фигура 19). Това би 

означавало, че комбинацията на топографския мотив и растежните 

остеогенни фактори водят до по-изразена клетъчна диференциация към 

остеогенната клетъчна линия. Сходни експерименти са показали как 

мембрани от поликапролактон с грапавост от около 0.9 m са спомогнали 

за синтезирането на алкална фосфатаза от мезенхимни стволови клетки [11]. 

СЕМ анализ разкри, че клетките представяха естествена морфология като и 

при двата вида лазерно индуцирани структури се наблюдаваше начален етап 

на формиране на монослой от клетки (фигура 19б,д) и наличие на 

наномехурчета и синтезирани белтъчини, част от извънклетъчния матрикс 

(фигура 19в,д). Тези морфологични наблюдения показаха, че топографските 

модели оказват силно влияние върху остеогенното развитие на клетките и 

спомагат за първоначалното формиране на костна тъкан. Някои изследвания 

показват, че повърхнинни лазерно индуцирани модели могат да стимулират 

клетъчна диференциация без наличието на допълнителни фактори [9], [12]. 

 
Фигура 19. Проследяване на промени в метаболитната активност и концентрацията на 

алкална фосфатаза (АФ; ОБ – общ белтък) на клетъчна линия MG-63 на дни 3 и 7 след 

посявка върху контролни и лазерно-обработени (F= 0.08 J/cm2; N= 10; F= 0.08 J/cm2; N= 

2) полимерни повърхности в хранителна среда с остеогенни фактори. Представяне на 

клетъчна морфология чрез сканираща електронна микроскопия на ден 7 от посявката. * 

индикатор за статистическа значимост при сравнението между клетъчния отговор към 

микроиздатини и микроканали (p≤ 0.05). 

5.2. Изследване на антимикробния потенциал на лазерно-

структурирани полимерни повърхности 

Микробиологичните експерименти бяха проведени за период от 48 

часа, използвайки грам-позитивни (S. aureus) и грам-отрицателни (E. coli) 
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бактерии. При посявка на грам-позитивни бактерии морфологичните 

анализи чрез СЕМ разкриха, че при контролните образци се наблюдаваше 

минимално повишаване на броя на колонизиращите клетки, които запазиха 

своята типична кръгла гладка морфология с размери между 0.5 и 1 m 

(фигура 20). При лазерно-индуцираните структури ясно се забеляза спад в 

броя на захванатите бактерии след 48 часа инкубация, като се виждаха 

отделни клетки или единични колонии. Бактериите, посети върху 

микроканали, показаха нарушена груба външна обвивка, което е индикатор 

за клетъчна смърт (фигура 20г-е). В литературата са разгледани различни 

примери за топографски мотиви с антимикробни свойства, създадени чрез 

фемтосекундна лазерна аблация [13], [14], [15]. Изследването на 

колонообразуващи единици (CFU) също потвърди, че микроканалите са 

оказали по-силен негативен ефект върху S. aureus. Броят на CFU от клетки, 

изолирани от повърхности с микроканали бе двойно по-малък спрямо тези 

от повърхности с микроиздатини или контролни зони. Тази разлика бе 

статистически значима. Причината за наблюдаваните резултати може да се 

дължи на различната грапавост и морфология между лазерно-индуцираните 

топографии и контролните зони. при оглед на трите повърхности чрез СЕМ 

бе забелязано, че необработените и тези покрити с микроиздатини 

изглеждат по-грапави с „назъбен“ релеф, докато дъното на микроканалите 

бе по-гладко. Контактът на бактериалните клетки с по-гладка повърхност 

означава, че има по-малко контактна повърхност, към който да бъде 

установено стабилно захващане. В литературата е показано, че хидрофобни 

повърхности с енергия между 20 и 30 mN/m оказват негативен ефект към 

захващането на бактерии [16]. Лазерно-структурираните повърхности 

показаха стойности на СПЕ близо до този диапазон, което би могло да окаже 

влияние върху адхезията на бактериалните клетки. 
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Фигура 20. Морфологични особености на S. aureus 6 и 48 часа след посявка върху 

необработени и лазерно-обработени полимерни матрици. (а-в) контролна зона; (г-е) 

повърхност с микроканали (F= 0.08 J/cm2; N= 10); (ж-и) повърхност с микроиздатини (F= 

0.08 J/cm2; N= 2). 

Изследванията, проведени с E. coli, показаха висока степен на 

колонизиране на контролните и обработените повърхности за периода от 48 

часа (фигура 21). Изображенията, взети на двадесет и четвъртия и 

четиридесет и осмия час разкриха сериозен скок в размножаването на 

клетките като бе наблюдавана плътна колонизация и при трите вида 

повърхности със синтезиране на извънклетъчен матрикс. Клетките на 

контролните повърхности формираха частичен биофилм на двадесет и 

четвъртия час, който бе прераснал в плътен слой в края на експеримента. 

Въпреки голямото нарастване на бактериите, при лазерно-структурираните 

образци не бе отчетено създаването на биофилм, а само на синтезиране на 

извънклетъчния матрикс. На четиридесет и осмия час бяха забелязани зони 

с по-голяма плътност на матрикса при бактериите върху микроиздатините, 

но не и при микроканалите, където индивидуалните клетки можеха да бъдат 

ясно разграничени една от друга (фигура 21з). Тези резултати могат да 

доведат до заключението, че този тип повърхнинно структуриране променя 

физикохимичните свойства на полимерните повърхности и повлиява 

тяхното взаимодействие с бактериалните клетки. 
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Фигура 21. Морфологични особености на E. coli 6, 24 и 48 часа след посявка върху 

необработени и лазерно обработени полимерни матрици. (а-г) контролна зона; (д-з) 

повърхност с микроканали (F= 0.08 J/cm2; N= 10); (и-л) повърхност с микроиздатини (F= 

0.08 J/cm2; N= 2). 

6. Създаване на антимикробни повърхности върху керамични 

образци чрез лазерно-индуцирана модификация 

6.1. Промяна на повърхнинната морфология на керамични образци 

чрез фемтосекундно лазерно лъчение 

Повърхнинната и вътрешната морфология на образците преди лазерна 

обработка бе изследвана чрез СЕМ, като бяха заснети вътрешните 

макропори на матрицата, образувани след разтапянето на 

полиметилметакрилат (фигура 22). Плътната външна обвивка би дала 

механична устойчивост на матрицата при началните етапи на тъканното 

възстановяване, докато вътрешната пореста среда би стимулирала 

узряването на тъканта и завършването на цялостния процес [17]. 

  
Фигура 22. Представяне на вътрешната порьозна фаза на керамични матрици след 

термично премахване на полиметилметакрилат. 

Ефектите на фемтосекундното лазерно лъчение върху образците бе 

проследено като бяха приложени лъчение с различна енергия и разстояние 
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между две съседни лазерно-индуцирани зони на взаимодействие. 

Отстоянието между два съседни мотива варираше между 60 и 35 m 

(фигури 23 и 24). При по-високото отстояние бяха създадени паралелни 

микроканали с ясни очертания (фигура 24б), независимо от енергията на 

лъчението, докато при dx=35 m се формираха хомогенни повърхности 

(фигура 24г-е). Беше отбелязана промяна в локалната повърхнинна 

порьозност поради образуването на микро кухини вследствие на 

изхвърлянето и рекомпозирането на аблирания материала. При нито един от 

избраните работни параметри на лазерната обработка не се наблюдаваха 

странични термични ефекти, които да доведат до нежелани щети по 

повърхността. 

 
Фигура 23. Повърхнинно структуриране на керамични матрици чрез фемтосекундно 

лазерно лъчение с вариращи работни параметри. (а-в) F= 50.9 J/cm2; v= 5.16 mm/s; dx= 

60 m; (г-е) F= 30.6 J/cm2; v= 5.16 mm/s; dx= 60 m. 

 
Фигура 24. Повърхнинно структуриране на керамични матрици чрез фемтосекундно 

лазерно лъчение с вариращи работни параметри. (а-в) F= 24.4 J/cm2; v= 7.6 mm/s; dx= 60 

m; (г-е) F= 20.3 J/cm2; v= 3.44 mm/s; dx= 35 m. 
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На фигура 25 са изобразени триизмерни оцветени профили на 

контролна и лазерно-обработена повърхност. Стойностите на 

повърхнинната грапавост (Sa) в самите микроканали бяха съществено по-

високи от тези, описващи контролната повърхност, съответно 1.85m и 0.63 

m. Увеличаването на грапавостта се дължи предимно на рекомпозирания 

по повърхността материал в зоните на лазерно облъчване.  

 
Фигура 25. Триизмерни профили на контролни и лазерно-структурирани керамични 

матрици. (а) контролна зона; (б) зона с паралелни микроканали (F= 24.4 J/cm2; v= 7.6 

mm/s; dx= 60 m). 

6.2. Анализ на химичната структура на трикалциев фосфат и 

хидроксиапатит след фемтосекундно лазерно структуриране 

чрез рентгенова кристалография и Раманова спектроскопия 

Кристалографските анализи бяха проведени върху проби, обработени 

с F=24.4 J/cm2 и v= 7.66 mm/s, които бяха използвани върху образците за 

микробиологичните експерименти. Основните пикове, прилежащи на 

трикалциевия фосфат и хидроксиапатит, бяха идентифицирани спрямо 

използвания софтуер и справка в литературата (фигура 26) [18]. Резултатите 

от анализите не показаха съществени промени между контролните и 

лазерно-обработените образци като  фазата на трикалциевия фосфат бе 

запазена. Разлики бяха забелязани в интервала 30° - 35°, където пик, 

съответстващ на трикалциев фосфат (32.4°), бе по-ясно изразен спрямо 

пикове на хидроксиапатит (31.7° и 32.9°) след лазерна обработка. Лазерната 

обработка доведе до появата на пик при позиция 13.5°, който е специфичен 

за -трикалциев фосфат. Количествен фазов анализ по метод на Ритвелд 

показа увеличение в количеството на -трикалциев фосфат от 79.2% в 

необработените повърхности до 97.8% в лазерно обработените такива, 

докато анализираното количество хидроксиапатит бе спаднало след лазерно 

третиране от 20.8% на 2.2%. Тъй като фемтосекундния лазерен импулс е 

изключително високоенергичен и при взаимодействието си с материята 

светлинната енергия е превърната в термична, това води до рязко 

повишаване в локалната температура за много къс период от време 

(фемтосекунди). Това би въздействало на структурата на трикалциевия 

фосфат, повишавайки нейната степен на кристалност. 
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Фигура 26. Кристалографски анализ на матрици от трикалциев фосфат и 

хидроксиапатит преди и след фемтосекундна лазерна обработка (a.u. – arbitrary units). 

Анализите от Раманова спектроскопия за проследяване ефектите 
на фемтосекундното лазерно сканиране с различна енергия и скорост на 

движение на транслационната маса върху структурата на керамичните 

образци не показаха съществени изменения при формата и позициите на 

специфичните за материала пикове. Литературна справка показва, че при 

нагряване на материала до температура от 1400C, Раманова спектроскопия 

е показала увеличение в интензитета на пиковете при позиции 406, 441, 548, 

612, 949, 969 cm-1, както бе отчетено и на фигура 27 [19]. 

 
Фигура 27. Раманова спектроскопия на керамични матрици след фемтосекундно 

лазерно структуриране с възходящи параметри на лъчението (a.u. – arbitrary units). 

6.3. Характеризиране на нанослой от ZnO,  депозиран върху 

лазерно третирани и нетретирани керамични повърхности 

Идентифицирането на отложения чрез импулсно лазерно отлагане 

нанослой от ZnO върху контролни и лазерно-обработени образци бе 

извършено чрез рентгенова фотоелектронна спектроскопия. Бяха получени 

широк набор от спектри в диапазона 0 eV – 1100 eV, идентифициращи 
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всички елементи, налични в образците –  Ca, P, Zn, O, C със съответните им 

характерни фотоелектронни линии (фигура 28). Подробен анализ на цинка 

идентифицира основните линии Zn2p3/2 и  Zn2p1/2 при 1021.9 eV и 1044.97 

eV, както и спин-орбитално разцепване от 23 eV (фигура  29). Позициите на 

идентифицираните пикове, тяхната ширина, както и разстоянието между тях 

потвърдиха, че степента на окисление на цинковите атоми е +2 (Zn2+). 

Определянето на Оже параметъра, спомагащ за идентификацията на 

химичната връзка на даден елемент, също затвърди посочената степен на 

окисление като неговата стойност бе 2009.3 eV, отговаряща на Zn2+. 

Получените резултати съответстват на изследвания, получени чрез с 

фотоелектронна спектроскопия върху ZnO от литературата [20], [21]. 

Взимайки предвид всички резултати от рентгеновата фотоелектронна 

спектроскопия, може да бъде потвърдено, че приложената методология 

успешно доведе до формирането на слой от ZnO върху керамичните 

образци. Елипсометричен анализ на силициева подложка, върху която бе 

отложен нанослой при същите работни параметри, показа дебелина на слоя 

около 10 nm.  

 
Фигура 28. Спектри на елементите, налични в матрици от трикалциев фосфат и 

хидроксиапатит с отложен нанослой от цинков оксид, получени чрез фотоелектронна 

спектроскопия. (горен панел) контролна зона; (долен панел) лазерно-обработена зона 

(F= 24.4 J/cm2; v= 7.6 mm/s). 
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Фигура 29. Идентификация на нанослой от цинков оксид чрез фотоелектронна 

спектроскопия върху необработени и лазерно-обработени керамични матрици (F= 24.4 

J/cm2; v= 7.6 mm/s). 

Фотоелектронната спектрокоспия също така разкри, че 
количеството на калций и фосфор бе по-голямо в повърхностите с 

микроканали в сравнение с контролните зони, но обратният резултат бе 

наблюдаван при цинка,  чиито проценти бяха почти 3 пъти повече в 

контролната повърхност. Тази разлика може да бъде обяснена с това, че 

контролната повърхност е равна и по-гладка в сравнение с модифицираната 

и по този начин е било възможно отчитането на по-силен сигнал на 

отложения цинк. Повишеното отчетено количество на калция и фосфора се 

дължи на наличието на по-голяма площ вследствие на лазерната обработка 

и рекомпозирането на обработения материал на локално ниво.  

6.4. Антимикробно влияние на функционализирани керамични 

повърхности върху S. aureus 

Морфологична оценка на захванатите за повърхността бактерии бе 

направена чрез сканираща електронна и хелиево-йонна микроскопия 

(ХИМ) (фигури 30 – 32). Клетъчната морфология и разпределение, три часа 

след посявка, са визуализирани на фигура 30, представяща контролна 

повърхност без (а-г) и с (д-з) нанослой от ZnO, както и на фигура 31, 

изобразяваща лазерно-обработени повърхности с (а-г) и без (д-з) нанослой 

от ZnO. Фигура 32 представя захванатите бактерии по повърхността на 

контролни и лазерно-структурирани образци на шестия час след началото 

на експеримента. СЕМ анализът доведе до заключението, че бактериалните 

колонии върху повърхностите с нанослой от ZnO са по-малобройни в 

сравнение с другите видове повърхности (фигура 30 и 31). При по-подробно 

сравнение на поведението на колониите и морфологията на отделните 

клетки между видовете повърхности чрез ХИМ, бяха забелязани различия 

спрямо наличието на цинков оксид и лазерно индуцирани топографски 

модели. Бактериалните колонии върху образци без цинков оксид, бяха 

съставени предимно от по-малък брой индивидуални клетки, обгърнати от 

слой извънклетъчна субстанция (фигури 30г, 31з, 32г,л). При образците с 
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депозиран цинков оксид бактериалната външна обвивка бе по-груба и 

неравна, а около самите клетки се наблюдаваше наличие на по-голямо 

количество от извънклетъчен материал (фигури 30з, 31г, 32з). Бактериите, 

посети върху повърхности без цинков оксид, показаха кръгла и гладка 

външна обвивка с ясно изразени очертания (фигура 32г,л), докато тези, 

захванати върху функционализирани повърхности, показаха анормална 

закръглена обвивка с подутини, което може да е знак за изливане на 

вътреклетъчен материал (фигура 32з). Подобни резултати са видени от 

няколко групи, които съобщават, че инкубация на бактерии с наночастици 

цинков оксид са предизвикали накъсване на бактериалната мембрана и 

нарушаване на клетъчната цялост [22], [23], [24]. 

 
Фигура 30. Морфологични особености на S. aureus, захванати за керамични 

повърхности без лазерна обработка, 3 часа след посявка; (а-г) изображения на бактерии 

върху необработена повърхност без ZnO, получени чрез СЕМ (а-в) и ХИМ (г); (д-з) 

изображения на бактерии върху необработена повърхност с ZnO, получени чрез СЕМ (д-

ж) и ХИМ (з). 

 
Фигура 31. Морфологични особености на S. aureus, захванати за керамични 

повърхности с лазерна обработка (F= 24.4 J/cm2; v= 7.6 mm/s) 3 часа след посявка; (а-г) 

изображения на бактерии върху модифицирана повърхност с наличие на ZnO, получени 

чрез СЕМ (а-в) и ХИМ (г); (д-з) изображения на бактерии върху модифицирана 

повърхност без ZnO, получени чрез СЕМ (д-ж) и ХИМ (з). 
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Фигура 32. Морфологични особености на S. aureus, захванати за керамични 

повърхности (F= 24.4 J/cm2; v= 7.6 mm/s) 6 часа след посявка; (а-г) изображения на 

бактерии върху необработена повърхност без ZnO, получени чрез СЕМ (а-в) и ХИМ (г); 

(д-з) изображения на бактерии върху модифицирана повърхност с наличие на ZnO, 

получени чрез СЕМ (д-ж) и ХИМ (з); (и-л) изображения на бактерии върху 

модифицирана повърхност без ZnO, получени чрез СЕМ (и-к) и ХИМ (л). 

Бяха направени допълнителни експерименти за метаболитна активност 

на планктонни и сесилни бактерии след 6-часова посявка върху контролни 

и лазерно-обработени повърхности с и без нанослой от цинков оксид. 

Резултатите от проследяването на сесилната бактериална популация ясно 

показаха намаляване на метаболитната активност при бактерии, захванати 

върху повърхностите с нанослой от цинков оксид и в двата момента на 

изследване (3-ти и 6-ти час) (фигура 33). На шестия час от експеримента 

активността на бактериите бе намалена и при двата вида образци, в 

сравнение с резултатите от третия час. Тези наблюдения, заедно с 

морфологичните анализи,  биха довели до заключението, че 

лазерноиндуцираните микроструктури самостоятелно оказват негативен 

ефект върху развитието на бактериалните клетки. Депозирането на 

нанослой от цинков оксид значително подсилва този ефект като води до 

видимо увреждане на микроорганизмите. 

 
Фигура 33. Метаболитна активност на сесилната популация S. aureus върху 

функционализирани керамични матрици. * индикатор за статистическа значимост 

между образците с отложен нанослой  от ZnO (p 0.05). ** индикатор за статистическа 

значимост между двата момента на изследване – третия и шестия час след посявка. 
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Общите резултати за планктонната бактериална популация показаха 

скок на активността от третия към шестия час на експеримента при всички 

образци (контролни, лазерно-структурирани с нанослой от цинков оксид и 

лазерно-структурирани без нанослой) (фигура 34). Въпреки това, 

бактериите, свободно плуващи около повърхност с цинков оксид показаха 

значително по-ниска метаболитна активност на шестия час (сигнал с 

интензивност около 3 пъти по-малка, в сравнение с другите две 

повърхности). Предвид антибактериалните свойства на цинка, тези 

наблюдения биха довели до извода, че има наличие на цинкови частици в 

хранителната среда за инкубация, които оказват влияние върху растежа и 

жизнеността на бактериалните клетки. Разликата в сигнала, измерен между 

образците на шестия час, бе статистически значима. Откритията  от фигура 

34 затвърдиха наблюденията до момента, че нанослоя от цинков оксид 

оказва негативен ефект върху развитието на S. aureus. Проследяването на 

метаболитната активност на сесилните и планктонните бактериални 

популации, заедно с тяхната морфология, показаха, че комбинацията от 

повърхнинно структуриране и допълнително функционализиране чрез 

отлагане на нанослой от цинков оксид има антимикробен ефект срещу S. 

aureus. 
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Фигура 34. Метаболитна активност на планктонната популация S. aureus върху 

функционализирани керамични матрици. * индикатор за статистическа значимост 

между образците анализирани на шестия час от посявка (p 0.05). 

VIII. Заключение 

Настоящият дисертационен труд бе фокусиран върху 

имплементирането на стратегия за справяне с един от водещите проблеми, 

свързани с отхвърлянето на ортопедични импланти – развиването на 

бактериални инфекции. Тази стратегия бе основана на разработването на 

антимикробни микро- и наноструктури върху повърхността на полимерни 

и керамични биоматериали, които да попречат на бактериална колонизация 

и последвало формиране на биофилм докато стимулират захващането на 

костни клетки. За създаването на такъв тип структури бе използвано 

фемтосекундно лазерно лъчение, позволяващо прецизно моделиране на 

повърхността без нарушение на целостта ѝ. Материалите, избрани за 

повърхнинно структуриране, бяха поликапролактон и трикалциев 

фосфат/хидроксиапатит поради своите химични и механични свойства като 

потенциални заместители на стандартните костни импланти.  

За постигането на целите на труда бяха заложени следните 

първостепенни задачи: създаване на полимерни, керамични и композитни 

(полимер-керамични), подходящи за костно тъканно възстановяване; 

формиране на повърхнинни триизмерни структури чрез фемтосекундно 

лазерно лъчение; проследяване на клетъчния и бактериалния отговор към 

лазерноиндуцираните повърхности. Трудът бе разделен на две части, които 

бяха фокусирани върху двата вида материал – поликапролактон и 

трикалциев фосфат/хидроксиапатит. Двете части следваха сходна структура 

спрямо зададените задачи – синтез на клетъчни матрици, повърхнинна 

обработка с фемтосекунден лазер, изследване на ефектите на лазерното 

структуриране върху материала, провеждане на in vitro експерименти.  
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В първата част бе разгледан синтеза на полимерни матрици с няколко 

вида геометрия, както и такива, изградени от два материала – 

поликапролактон и трикалциев фосфат. Целта на създаването на 

композитни матрици бе да се установи протокол за оптималното им 

изработване чрез триизмерно принтиране, както и да се проследи 

въздействието на фемтосекундното лазерно лъчение върху структурата им. 

Повърхността на всички матрици бе обработена с два вида работни 

параметри на фемтосекундното лазерно лъчение, които доведоха до 

издълбаване на материал (микроканали) или до неговото издигане и 

застиване (микроиздатини). Микроскопски анализи на структурите 

позволиха оценка на тяхната морфология и как тя се променя спрямо 

химичната композиция на материала и параметрите на лазерното лъчение. 

Също така бе установено, че формираните топографски модели са 

изградени без нежелани структурни нарушения по повърхността на 

материала в зоните около мястото на аблация. Това показа прецизността на 

фемтосекундната лазерна обработка. Спектроскопски и кристалографски 

методи бяха имплементирани, за да се проследи дали при взаимодействието 

на лазерния импулс, с полимерния материал биха били настъпили промени 

в химичната структура на елементите. Резултатите от проведените 

изследвания показаха и затвърдиха, че повърхнинното модифициране не 

води до структурни промени като по този начин не компрометира 

химичните свойства на дадения материал. Също така бе сравнена и степента 

на омокряне на полимерните матрици преди и след лазерна обработка. 

Измервайки контактен ъгъл на омокряне, бе установено, че лазерно 

индуцираните микроканали подобряват омокрянето на повърхността, 

намалявайки хидрофобността на поликапролактона. Крайната цел на 

дисертационния труд за всеки един от двата материала бе постигането на 

антимикробни свойства чрез повърхнинно структуриране като 

същевременно същите структури спомагат за захващането и 

размножаването на костни клетки. Проведените in vitro експерименти с 

човешки костни клетки демонстрираха как лазерно индуцираните 

микроканали спомогнаха не само за захващането им, но и за клетъчната 

ориентация. Основно наблюдение в този случай бе клетъчната експресия на 

маркери, специфични за костни клетки, което доведе до заключението, че 

микроканалите подобряват клетъчната диференциация. Същият вид 

топографски модели показаха инхибиращ ефект върху развитието на S. 

aureus като бе забелязано нарушение в целостта на външната обвивка на 

отделните бактериални клетки. Също така не бяха отбелязани дори наченки 

на формиране на бактериален биофилм. Вземайки предвид получените 

резултати относно лазерно обработените матрици от поликапролатон, може 

да бъде потвърдено, че приложената методология успешно е довело до 

постигането на заложената задача. 
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Втората част на труда бе насочена към създаването на триизмерни 

керамични матрици от трикалциев фосфат и хидроксиапатит с 

контролирана порьозност и тяхната последвала обработка с фемтосекунден 

лазер. Изработката на матриците следваше вече установени протоколи като 

нейният дизайн бе специфично избран да наподобява архитектурата на 

естествената костна тъкан – вътрешна пореста сърцевина, заобиколена от 

плътна обвивка. Външната плътна фаза на матрицата бе подложена на 

фемтосекундно лазерно структуриране като тук отново бяха формирани 

паралелни микроканали с размери, вариращи спрямо приложените работни 

параметри на лазерното лъчение. Както при полимерните матрици, тук 

също липсваха странични термични нарушения по повърхността. Отново 

спектроскопски и кристалографски методи потвърдиха, че повърхнинното 

структуриране не е съпътствано с промяна в химичната фаза на елементите. 

Поради липсата на присъщи антимикробни свойства на трикалциевия 

фосфат и хидроксиапатита, бе извършена допълнителна повърхнинна 

функционализация чрез депозиране на нанослой от цинков оксид. След 

провеждането на микробиологични тестове с S. aureus бе видяно, че 

нанослоят оказа силно влияние върху бактериите. Микроскопски 

наблюдения установиха нарушена клетъчна морфология с потенциална 

загуба на вътреклетъчно вещество. Това бе допълнено от понижена 

метаболитна активност на бактериалните клетки след контакт с цинковия 

оксид.  

В заключение може да бъде казано, че на базата на получените 

резултати, описани в дисертационния труд, предложеният експериментален 

подход доведе до постигане на заложените цели. Бе доказано, че 

фемтосекундното лазерно структуриране може да е ефективен метод за 

подобряване приложението на иновативни импланти за костно тъканно 

възстановяване. 

IX. Основни приноси на дисертационния труд 

1. Установено е, че прецизната оптимизация на параметрите на 

фемтосекундното лазерно лъчение (енергия, скорост на растерово 

сканиране, брой импулси, разстояние между лазерно-индуцирани зони) 

води до реализацията на два морфологично различни локализирани 

повърхнинни мотива – микроканали и микроиздатини – върху 

биосъвместими полимерни и керамични матрици, без да се нарушава 

тяхната структурна и химична цялост. 

2. Създадени са иновативни композитни биоразградими матрици от 

поликапролактон и хидроксиапатит, чрез 3D принтиране с функция за 

подпомагане на костната регенерация. Осъществена е хибридна структура, 

проектирана с цел подобряване на механичната стабилност, необходима за 

интеграция в костната тъкан. Установени са оптимални условия за 
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фемтосекундно лазерно структуриране, водещи до формиране на прецизни 

и възпроизводими топографски модели. Доказано е, че влиянието на 

лазерната обработка върху повърхността не влияе върху химичната 

структура. 

3. Потвърдено е, че фемтосекундното лазерно структуриране индуцира 

морфологични модели върху повърхността на материалите, включително 

значително увеличаване и контрол на локалната грапавост, както и 

повишаване на повърхнинната омокряемост на полимерните матрици. 

Доказано е подобрението на клетъчното захващане, водещо до успешна 

остеоинтеграция. 

4. Установено е, че лазерно-индуцираните микроструктури, под 

формата на паралелни микроканали, значително подобряват адхезията, 

ориентацията и диференциацията на човешки костни клетки in vitro. 

Едновременно с това, са наблюдавани потисната пролиферация на грам-

положителни бактерии и сериозни морфологични увреждания, показателни 

за антибактериален ефект. 

5. Демонстрирано е, че чрез двойна лазерна функционализация – 

съчетаваща фемтосекундно микроструктуриране и импулсно лазерно 

отлагане на ZnO нанослой – могат да се създадат керамични повърхности с 

контролирана грапавост и е установено антимикробно действие спрямо 

грам-положителни бактериални щамове. 

6. Подкрепено е експериментално, че безконтактната обработка със 

свръх-къси лазерни импулси е надежден метод за повърхностно 

структуриране на полимерни, керамични и композитни биоматериали, 

водещ до създаване на локализирани топографски модели без промяна в 

химичната структура. Потвърдено е, че така моделираната локална 

топография играе ключова роля при взаимодействието с клетки и 

микроорганизми, подпомага остеоинтеграцията и намалява риска от 

бактериална инфекция. 
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