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Souhrn

Prace se zabyva zejména studiem biologickych vlastnosti modelu implantatu povle¢eného tenkou vrstvou hyd-
roxyapatitu s mezivrstvou zirkonu. Hodnotici metodou je pfimy test cytotoxicity provedeny kultivaci s mysimi a
lidskymi fibroblasty. Dale byl proveden fyzikalni test k analyze a sloZeni krystalové struktury filmu (RTG difrak-
ce), ktery potvrdil, Ze se jedna o krystalicky hydroxyapatit. Zhodnocenim testu cytotoxicity a srovnanim s kontrol-
nimi, paralelné kultivovanymi vzorky in vitro, dochézime k zavéru, Ze material neni cytotoxicky a je vhodny k dal-
§im detailngj$im pokustim.
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Summary: The paper deals primarily with the study of biological properties of a model of implant covered with
a thin layer of hydroxyapatite with an intermediate layer of zirconium. Cytotoxicity was evaluated by direct cul-
tivation with mouse and human fibroblasts. A physical test using X-ray diffraction confirmed that the film is com-
posed of crystalline hydroxyapatite. The evaluation of the cytotoxicity test and a comparison with controlled sam-
ples cultured in parallel in vitro made it possible to conclude that the material is not cytotoxic audit is

suitable for further experiments in more detail.
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UVOD

Velmi uzce spjatou problematikou s brzkym
zatiZzenim implantatu je jeho povrchova dprava.
Duavody, pro¢ implantaty povrchové upravovat,
jsou ruzné (zvétSeni povrchu, rychlejsi oseointe-
grace implantatu atd.). Implantaty lze upravovat
jak chemicky leptanim [1], tak mechanicky —
zarezy [2], ¢ nejvice prosazovanou technikou
povlakovanim povrchu kovového implantatu ten-
kou vrstvou biokompatibilniho materialu. Rozli-
Suji se dvé zakladni metody k povlakovani — plaz-
ma sprayovani a pulzni laserova depozice. Od
plazma sprayovani se vzhledem k jeho negativni-
mu vlivu na krystalické uspoiadani vzorku upou-
§ti (viz niZe).

Test cytotoxicity se vyuZiva pii posuzovani bio-

kompatibility materialu s Zivou tkani. RozliSuje-
me dva testy cytotoxicity, test pfimy a nep#imy.
V pfimém testu cytotoxicity jsou buriky kultivo-
vany v pritomnosti zkoumaného materiélu.
U neptrimého testu se dané burnky kultivuji v elu-
atu ze zkoumaného vzorku. V nasem hodnoceni
jsme pouzili piimy test cytotoxicity.

Metoda pulzni laserova depozice vyuziva pro
naneseni povlakované vrstvy obvykle bud KrF
excimerovy laser, nebo ArF laser. Tato metoda
vyuziva energie laserového paprsku fokusované-
ho na teré¢, ze kterého material emitovany ve for-
mé plazmy kondenzuje na kovovy substrat v ten-
kém filmu [3]. Vlastnosti povrchu naneseného
popsanou metodou jsou p¥imo zavislé na depozié-
nich podminkach a lze tak vytvotit povlaky s ruz-
nymi vlastnostmi [4].
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Nase prace se zabyva fyzikalnimi vlastnostmi
povlakovaného modelu implantatu ve formé ter-
¢iku s mezivrstvou zirkonu — test XRD a dale
jsme testovali cytotoxicitu danych vzorkt pti-
mym testem in vitro na lidskych a liniovych
my§Sich fibroblastech.

MATERIAL A METODY

Fyzikalni testy

XRD (X-ray diffraction) je fyzikalni test fungu-
jici na principu detekce odrazu rentgenového
zareni, kterym je mozné analyzovat sloZeni
vytvoiené vrstvy zkoumaného vzorku a zaroven
uréit krystalickou strukturu latek ve vzorku
obsaZzenych. SloZeni biokeramické vrstvy jsme
ziskali difrakci rentgenového zaieni o vlnové dél-
ce 154,056 pm.

Atomy krystalu, pravidelné prostorové uspotra-
dané do krystalové miizky, tvoii urcéitou sestavu
rovnobéznych rovin, na kterych dochazi k rozpty-
lu paprsku zareni. Rentgenové zaieni dopadajici
na atomy krystalu rozkmita elektronové obaly
atomu a ty se pak stavaji zdrojem rozptyleného
koherentniho zateni o vinové délce shodné s vino-
vou délkou dopadajiciho zafeni. Paprsky difrak-
tované rovnobéznymi rovinami spolu za urcitych
podminek interferuji a vytvareji difrakéni obraz-
ce, které je mozné zaznamenat. Zpétnou analyzou
téchto obrazcu lze vypocitat strukturu krystalu.

Test cytotoxicity

Zkoumanym vzorkem byl titanovy teréik
s laserové nanesenou vrstvou krystalického hyd-
roxyapatitu a mezivrstvou zirkonu. Pozitivni
kontrolou byla kultivace tercikt z keramiky Nori
Take. Negativni kontrola spo¢ivala v kultivaci
cytotoxické ¢ervené pryze (Vegum, Gumarne Dol-
né Vestenice, SR), ktera se pouziva v laboratofi,
a ter¢iku z pryskyiice Superpont C+B, vyrobené-
ho s prebytkem monomeru v poméru 3 g prasku
a 5 ml tekutiny proti obvyklému stavu 1:1.

Ve vSech piipadech jsme provedli kultivaci
stejného poctu bunék bez pritomnosti jakéhoko-
liv materialu a k tomuto poc¢tu byly pak vztazeny
poc¢ty bunék kultivovanych v piitomnosti teréiku.
Pouzili jsme dva typy bunék: mysi liniové fibrob-
lasty (3T3) a lidské fibroblasty (LF) ziskané kul-
tivaci lidské dermis.

Do Sestijamkovych kultivaénich desek s pru-
mérem jamky 3,5 cm (NUNC, Roskilde, Dansko)
jsme nasadili 25 000 bunék resuspendovanych ve
3 ml média do kazdé jamky.

Bylo pouzito médium H-MEMd (Vyrobna
médii UMG AV CR Praha, CR) s piidavkem anti-
biotik — gentamycinu ve vysledné koncentraci
v médiu 10 pg/ml a penicilinu ve vysledné kon-
centraci 200 U/ml, dale glutaminu (Sevapharma

Praha, CR) v koncentraci 0,3 mg/ml a 10% bovin-
niho séra (ZVOS Hustopeée, CR).

Buniky jsme kultivovali v inkubatoru pii 37 °C
a za tenze COg9 3,3 % a 100% vlhkosti. Po 24hodi-
nové kultivaci jsme vlozili do prislusnych jamek
vysterilizované teréiky z povlakovaného titanu,
keramiky (Nori Take, USA), polymetylmetakryla-
tu a Cervené pryze. Tteti a ¢tvrty den jsme piida-
vali vidy 1,5 ml ¢istého média. Staré médium
jsme neodstranovali. Paty den byl pokus ukon-
¢en. Bunikky byly od podkladu uvolnény smési
0,25% roztoku trypsinu (SIGMA, USA) a 0,02%
roztokem EDTA (Vyrobna médii UMG AV CR,
Praha, CR) v poméru 1:1. Buiiky byly spoéitany
v Biirkerové komtrce (obr. 1).

Obr. 1. Biirkerova komitirka pod optickym mikrosko-
pem (zvétSeno 100krat).

Fig. 1. Burker chamber under light microscope (magni-
fication 100x).

Po zkouskéach in vitro jsme povrch télisek kon-
trolovali v elektronovém rastrovacim mikroskopu

(SCAN).

Barveni bunék

Rust bunék, jejich hustotu i morfologii, jsme
v prubéhu kultivaci kontrolovali mikroskopicky
prohlizenim v inverznim mikroskopu (Olympus,
Praha, CR). Pro lepsi vyhodnoceni jsme nékteré
bunééné porosty po ukoncéeni kultivace a fixaci
metanolem obarvili ¢inidly May Grinwald
a Giemsa Romanovsky.

VYSLEDKY

Fyzikalni analyza provedena testem XRD (graf
1) potvrdila, Ze se v naSem pripadé opravdu jed-
na o krystalicky hydroxyapatit. Graf zobrazuje
jednotlivé roviny krystalické miizky a hodnoty
jsou dale srovnavany se standardy.

Nejlepsich vysledku dosahuje kultivace bunék,
at mysich nebo lidskych, v piitomnosti teréiku
z titanu modifikovanych hydroxyapatitem
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Graf 1. Vysledky fyzikalni analyzy provedené testem XRD.
Graph 1. Results of physical analysis performed by the XRD test.

Tab. 1. Vysledky kultivace lidskych a my&ich bun&k v p¥itomnosti teréikt z titanu
Tab. 1. Results of cultivation of human and mouse cell in presence of titanium discs

Material Pocet bunék v pritomnosti terce/pocet bunék v kontrole %
3T3 mysi fibroblasty lidské fibroblasty
1. ter¢ 2. ter¢ 3. ter¢ prameér 1. ter¢ 2. ter¢ 3. ter¢ pramér
Ti/HA/ZrO, 81 71 81 78 98 89 95 94
cervend pryz 9 9 8 0 0 0 0
keramika 50 82 63 65 58 74 89 74
pryskyfice 47 28 54 43 30 25 21 25

Obr. 2a. 3T3 fibroblasty v okoli povlakovaného teréiku
(zvétSeno 100krat).
Fig. 2a. 3T3 fibroblasts in the surroundings of the
covered disc (magnification 100x).

Obr. 2b. LF obarvené na dné jamky (zvétSeno 100krat).
Fig. 2b. LF stained at the bottom of the pit (magnifica-
tion 100x).
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Obr. 3. Vzhled LF v okoli keramického teréiku (zvétse-
no 100krat).

Fig. 3. Appearance of LF in the surrounding of the
ceramic disc (magnification 100x).

Obr. 5. Barva média v jamkéach s riznymi teréiky (LF).
Fig. 5. The staining of medium in the pit with different
discs (LF).

Obr. 4. Odumfelé LF v jamce s teréikem z Servené pry-
Ze (zvétseno 100krat).
Fig. 4. Died LF in the pit with the a red rubber disc
(magnification 100x).

a mezivrstvou zirkonu, podle predpokladu je dal-
§im potencialné inertnim materialem i keramika.
Cervena pryz je cytotoxicka a z kultivace prysky-
fice s nadbytkem monomeru muZeme potvrdit
obecné zndmou skuteénost, Ze monomer pusobi
cytotoxicky a sniZuje pocet kultivovanych bunék
(tab. 1).

Vychazeli jsme ze situace, kdy burky byly po
24hodinové kultivaci jiz adherované a poté k nim
byly pridany teréiky. Po vloZeni teréika z povlako-
vého titanu (obr. 2a) a keramiky (obr. 3) nedoslo
ke zméné morfologie kultivovanych bunék, a to
ani v bezprostfednim okoli vzorku. Fibroblasty
i nadale proliferovaly a vytvorily subkonfluentni
(obr. 3) az konfluentni (obr. 2a, 2b) porost. U ter-
¢ika z Cervené pryze se adherované burky nejen
nedélily, ale naopak doslo k jejich odvolnéni
a bunky volné plavaly v médiu (obr. 4).

Rust bunék v pfitomnosti jednotlivych teréika
byl potvrzen i makroskopicky zménou barvy kul-
tivaéniho média. Tam, kde byl velky pocet bunék

Obr. 6. SCAN (zvétSseno 1500krat).
Fig. 6. SCAN (magnification 1500x).

se puvodné jasné Cervené médium (indikator
metylénova éerven) zménilo na barvu oranZovou
az zlutou. V jamkéach, kde jsme kultivovali ter¢i-
ky z ¢ervené pryze a kde bylo velmi malo bunék,
médium zustalo ruzové, az nacervenalé (obr. 5).
Pozorovanim v elektronovém rastrovacim mik-
roskopu jsme nasli hladky, typicky pro tyto lase-
rové techniky, povrch s jemnymi kapi¢kami hyd-
roxyapatitu (obr. 6). Povrch po provedenych
testech je hladky, kresba je nesetfena; laserové
deponovana vrstva ztstava homogenni.

DISKUSE

Prokazali jsme, Ze terciky z titanové slitiny
povlakované krystalickym hydroxyapatitem
s mezivrstvou zirkonu nejsou cytotoxické a lze je
vyuzit jako materidlu vhodného pro dalsi zkou-
mani.

Velmi podobnych vysledkt jako nami testova-
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ny material dosahuji i teréiky z inertni keramiky
(tab. 1). Cervena pryz je absolutné cytotoxicka
a uvolnujici se monomer u teréikt z pryskytice
snizuje proliferaci bunék a ptsobi na né také
cytotoxicky.

Pozorovali jsme také rozdily v poétu bunék
mezi vzorky péstovanymi s mySimi a s lidskymi
fibroblasty. To je dano jednak odlisnou reakci
stejnych bunék ruznych Zzivoéisnych druha na
kultivaéni prostiedi, tak i rozdilnym chovanim
liniovych bunék a bunék ziskanych p¥imo z tka-
né. Jisté rozdily ve vysledcich mohou byt také
zpusobeny fFedénim suspenze malého poctu
bunék do relativné velkého objemu kultivaéniho
média.

Pomoci testt in vitro se prokéazalo, Ze sledova-
ny model titanového implantatu povleceny lase-
rové deponovanou vrstvou hydroxyapatitu
s mezivrstvou zirkonu se zda byt perspektivnim
materidlem vhodnym k implantaci. Za velmi
dalezité povazujeme, Ze dany material nejevi
znamky cytotoxicity; bunikky 3T3 a LF v jeho oko-
li velmi dobfe rostou. Tento zavér lze tedy pouzit
jako podklad k dal$im pokustim zaméfenym na
interakci bunék s timto materialem.

Aktualni problém je, jak vylepsit kvalitu nana-
Seného hydroxyapatitu v tenké vrstvé [3, 5]. Mezi
faktory, které maji vliv na kvalitu nanaseného
povrchu, patfi pravé technika ablace. Mezi hlav-
ni parametry vySe zminéného plazma sprayovani
patii skuteénost, Ze vrstva takto deponovana je
pomérné silna a viceméné amorfni [6] a hydroxy-
apatit je porézni, coZ sice zlepSuje proces oseoin-
tegrace [5], ale zaroven zhorsuje kvalitu samot-
ného povrchu a adhezi na vlastni kov implantatu.
Vétsina v dneS$ni dobé komeréné vyrabénych
povlakovanych implantatt je vyrabéna praveé
touto technikou.

Pulzni laserova depozice ma s ohledem na pod-
minky depozice rtizné vyhody — vytvari krystalic-
kou vrstvu, dobfe adheruje na kov implantatu
a povlak je rovnomérny [5].

ZAVER

V této studii jsme provedenim piimého testu
cytotoxicity prokazali, Ze zkoumané vzorky z tita-
nové slitiny povlefené tenkou vrstvou krystalic-
kého hydroxyapatitu s mezivrstvou zirkonu
nejsou cytotoxické. Nas§ vysledek jsme potvrdili
pozitivni a negativni zkouskou.

Studie vznikla za podpory Vyzkumného zamé-
ru MSM 1110006 Stomatologické kliniky 1. LF
a VFN. Autoii dékuji pani Marii C4pové za tech-
nickou asistenci.
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