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SOUHRN

Adsorpci biopolymert na povrch titanu a titanem dopovanych uhlovodikovych povlakt se zvySuje opticka drs-
nost, tloustka a index lomu povrchové vrstvy. Fibrinogen se lépe adsorbuje na povrchu titanu, ktery je upraven
lesténim a leptanim, nezli na povrchu pouze lesténém. Nejlépe se adsorbuje na povrch uhlovodikovych povlakt
dopovanym titanem, které byly deponované reaktivnim magnetronovym napraSovanim v optimalnim poméru
Tigss - Coga @ Tig g - Cp.91. Takto upravené povrchy dentalnich implantata by mély urychlit jejich oseointegraci
a vhojeni. Na povrch titanu se 1épe adsorbuji jednotetézové pyrimidinové oligodeoxynukleotidy (TTC);4, nezli puri-
nové (AAG)y. DvojSroubovicovy duplex (TTC)y. (AAG) 5 neovliviiuje optické vlastnosti povrchu titanu a patrné
se na povrch neadsorbuje.

Klic¢ova slova: titanové implantaty - adsorpce fibrinogenu - adsorpce oligodeoxynukleotidt - difrakéni opticky
element - elipsometrie

SUMMARY

Bartakova S., Prachar P., Hason S., Silvennoinen R., Cvréek L., Strasak L., Fojt L., Avranas
A., Vetterl V.: Biophysical Mechanism Determining Dental Implants Biocompatibility
and Conditioning their Osseointegration

Adsorption of biopolymers at the titanium and titanium carbide surface increases the optical roughness as well
as the thickness and refractive index of the surface layer. Fibrinogen is better adsorbed at the titanium surface
which is treated by polishing and etching than at the surface treated only by polishing. The best adsorption of fib-
rinogen was observed at the titanium carbide surface prepared by plasma-enhanced chemical vapour deposition,
the optimal ratio was Tij 35 - Cg g a Tig g9 - Cg 91- The surface of dental implants treated by this way should spe-
ed up their osseointegration and healing. The single stranded pyrimidine oligodeoxynucleotides (TTC),5 are bet-
ter adsorbed at the titanium surface than the purine oligodeoxynucleotides (AAG);9. The double-helical duplex
(TTC)q9. (AAG)15 has no effect on the optical properties of the titanium surface and probably is not adsorbed the-
re.

Key words: titanium implants - fibrinogen adsorption - oligodeoxynucleotide adsorption - diffractive optical
element - ellipsometry
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Uvod

U implantaénich materialua je vedle mechanic-
ko-fyzikalnich a chemickych vlastnosti dulezity
acinek biologicky, tj. reakce organismu od moleku-
larni po makroskopickou troven. V mnohém ten-
to biologicky uéinek s mechanicko-fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi materialu souvisi,
v mnohém je specificky pro urcitou tkan a jeji
funkéni zaclenéni v organismu. Vzajemnou reak-
ci mezi alogennim materidlem a vitalni biologic-
kou tkani nazyvame biokompatibilita. Ma celou
$kalu projevi znamenajicich pozitiva nebo negati-
va pro vysledek implantace. Negativni téinky
mohou byt toxické, mutagenni, karcinogenni,
hemolytické, ptripadné vyvolaji senzibilizaci
a imunologické procesy. Jindy jde o drazdivy efekt
z mechanicko-fyzikalnich nebo chemickych pticin.
Reakece jsou lokalni nebo vzdalené i systémové.

Titan je CGasto pouzivan jako ,biomaterial®
k nahradé ruznych tvrdych tkani, napiiklad ve sto-
matologii a ortopedii. Vysokou biokompatibilitu tita-
novych téles zarucuje vrstva oxida bézné piitom-
nych na jakémkoliv titanovém povrchu. Morfologie
povrchu implantatu, ktera mtze byt modifikovana
raznymi postupy, ovliviiuje zna¢nou mérou interak-
ce implantatu s okolnim prostfedim [1, 4, 11].

Brzy po implantaci je béhem nékolika sekund
povrch implantatu pokryt filmem adsorbovanych
proteint, které zprostiedkuji vzajemné interakce
mezi implantatem a vnitinim prostiedim organis-
mu. Pozdéji migruji k implantatu rtzné buriky, ty
snadnéji interaguji s proteinovym filmem nez
s holym kovovym povrchem. Protoze vétSina
implantata piijde béhem zavadéni do styku s krvi,
je prvotni film tvoien prevazné proteiny krevni
plazmy. Adsorbovana proteinova vrstva, pokryva-
jici povrch implantatu, hraje pravdépodobné dile-
zitou roli v pozitivni reakci organismu na titano-
vy implantat. Zakladni mechanismus vynikajici
biokompatibility titanu neni jesté zcela znam.

Lidsky plazmaticky fibrinogen (LPF) je jeden
z nejvyznamnéjsich proteind, které jsou adsorbova-
ny na povrch ,biomaterialu“. LPF je soucasti hemo-
koagulaé¢ni kaskady, zvysuje adhezi a agregaci trom-
bocytt, je dalezitym ¢lankem nejen v hemostaze, ale
1 v rozvoji trombotickych stava [2, 3].

Struktura a sloZeni proteinového filmu ovliviiu-
je typ a rozsah nasledujicich biologickych reakei
jako aktivaci hemokoagulace a imunitni odpovédi
stejné jako oseointegraci [16]. Prvotni adsorbova-
na proteinova vrstva ovliviiuje biokompatibilitu
[8, 17], podporuje zadany rust kosti na povrchu
implantatu. Mechanismus a faktory dulezité
k adsorpci a desorpci proteint jsou stale piredmé-
tem vyzkumu a zustavaji zatim z vétsi ¢asti nepo-
chopeny [12, 13]. Proto je dulezité zjistit, jak rtz-
né titanové povrchy ovliviiuji tvorbu a vlastnosti
adsorbované proteinové vrstvy.

9

Interakce mezi povrchem titanu a molekulami
LPF je zpusobena kombinaci elektrostatickych
a van der Waalsovych sil. Elektricky naboj na
povrchu titanu a LPF lze experimentalné ménit.
Elektricky naboj LPF zavisi na pH, izoelektricky
bod LPF je 5,1 az 6,3 [23]. Povrch titanu je hydro-
filni a polarni, proto ptitahuje molekuly vody a ve
vodé rozpustné molekuly. LPF je amfifilni
s hydrofilnimi éastmi soustfedénymi v C konci
alfa fetézce, ktery také nese kladny naboj [3]. Jest-
lize jsou jak povrch titanu tak i LPF molekula
negativné nabity, vzajemné se odpuzuji. Tloustka
difuznich vrstev sousedicich molekul je ovliviiova-
na iontovou silou okolniho prostfedi. Vysok4 ion-
tova sila zmenSuje tloustku difuzni vrstvy.
V prostiedi o vysoké iontové sile nejsou proto
zaporné nabité molekuly LPF od povrchu titanu
tak silné odpuzovany jako v prostiedi o nizké ion-
tové sile a mohou se dostat do jeho blizkosti.

Optické metody a moderni zobrazovaci metody,
jako je mikroskop atoméarnich sil (AFM - Atomic
Force Microscope), mohou piinést novy a podrob-
né&jsi pohled na adsorpci biopolymeru [9, 14, 19].
Mnoho vyznamnych studii tenkych organickych
filma bylo provedeno pomoci elipsometrie [9, 14].
Elipsometrické techniky zaznamenaly béhem
poslednich dvaceti let zna¢ny rozvoj. RozSifeni
této techniky do infracervené oblasti bylo mozné
ve spojeni s Fourier-transformaénim infracerve-
nym spektrofotometrem. Tato kombinace pfinesla
zna¢ny pokrok p#i studiu struktury slozitych ten-
kych organickych filmt (vysokoteplotni supravodi-
vost nebo anizotropie materialu) [9]. P¥i studiu
adsorpce DNA elipsometrii pouzili poprvé
Humphreys a Parsons [10].

V tomto sdéleni se vénujeme vlivu dpravy fyzi-
kalnich vlastnosti povrchu titanu mechanickym
brousenim a leptanim v kyselinach a dopovanim
uhlovodikovych povlakt titanem na adsorpci LPF.
Adsorpci LPF jsme sledovali pomoci laserového
difrakéniho senzoru (diffractive optical element -
DOE) a elipsometrie [5, 6, 19-21]. Piedpokladame,
Ze nalezeni optimalnich podminek povrchové
upravy a cilené adsorpce proteinového biomateri-
alu na registrované ¢ nové vyvijené dentalni
implantaty pomuze zleps$it pribéh oseointegrace
a vhojeni aplikovaného implantatu. Ukazujeme,
jak lze témito optickymi metodami studovat také
adsorpci jednoifetézovych a dvousSroubovicovych
oligodeoxynukleotida (DDN) na povrch titanu
a jak ovliviiuje adsorpci jejich konformace.

Material a metoda

Vzorky titanu a chemikalie
Adsorpce oligonukleotidtt a fibrinogenu byla
sledovana na vzorcich z technicky ¢istého titanu
(12 valcovych a 12 plochych vzorku po 30 kusech),
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titanové slitiny Ti6Al4V (12 valcovych a 12 plo-
chych vzorkt po 30 kusech), Timetal 550 (12 val-
covych vzorka po 25 kusech) a Timetal 21SR (12
valcovych vzorku po 25 kusech), jejichZ povrch je
bud le$tény nebo piskovany brusivem o zrnitosti
22,60 a 120. VSechny 4 typy povrchu byly pak jes-
té upraveny leptanim bez povrchové ztraty mate-
ridlu a s povrchovou ztratou materialu 0,03 mm.
Dale jsme sledovali adsorpci fibrinogenu na vzor-
cich uhlovodikovych povlakt dopovanych titanem
pomoci plazmového napafrovani (plasma - enhan-
ced chemical vapour deposition) [15, 20, 22]. Uka-
zany jsou vysledky optickych méieni na vzorcich
z technicky ¢istého titanu, jejichz povrch byl upra-
ven lesténim (vzorek I1/1) a naslednym leptanim
s povrchovou ztratou 0,03 mm (vzorek II/3) a na
uhlovodikovych povlacich dopovanych titanem.
Drsnost povrchu byla méfena pomoci AFM mikro-
skopu Explorer III (Veeco, Santa Barbara, Kalifor-
nie, USA) v Ceském metrologickém tstavu v Brné
(Dr. Petr Klapetek).

Lidsky plazmaticky fibrinogen, frakce I, typ III,
byl zakoupen od firmy Sigma a rozpustén ve fos-
fatovém pufru s 0,136 M citratem sodnym, vysled-
na koncentrace LPF byla 500 nM.

Oligodeoxynukleotidy—homopurinovy (AAG);y
a homopyridinovy (TTC);, (36 mery, ve kterych se
12krat opakuje sekvence AAG, ptipadné TTC),
byly ziskdny od firmy Thermo Electron (Ulm,
Némecko) a rozpustény v 0,3 M NaCl + 50mM
Na,HPO4 (pH 8,3). Koncentrace oligodeoxynuk-
leotida byla 5 uM. K pfipravé dvousroubovicového
duplexu (AAG);5.(TTC);5 byla smés obou jednoie-
tézovych 36 mert o koncentraci 5 UM zahtata ve
vodni 14zni na 95 °C a po 1 minuté byla ponecha-
na zvolna chladnout aZ na pokojovou teplotu.

Opticka méieni

Princip méteni pomoci DOE je znazornén na
obrazku 1. Paprsek z laseru o vlnové délce A =
632,8 nm je ¢otkami L1 a L2 zaostien na kyvetu
se studovanym roztokem (zakladni elektrolyt, roz-
tok fibrinogenu nebo roztok ODN), do kterého je
ponofen vzorek titanu. Jako N, jsou oznaceny
komplexni indexy lomu N = n + ix jednotlivych
prosttredi kyvety (n — realny index lomu, x —index
absorpce, extinkéni koeficient). V; — okénko kyve-
ty, Ny — studovany roztok, N;— povrchova adsorbo-
vana vrstva, N, — titan. Paprsek odrazeny zpét
z povrchu dopadd na hranol BS (beam split-
ter), interferuje s dopadajicim paprskem a je
veden na holografickou miizku DOE. Po prichodu
mtizkou vznika interferen¢ni obrazec snimany
CCD kamerou a analyzovany pocéitacem PC. Je-li
povrch vzorku zcela hladky a nedochéazi na ném
k absorpci nebo rozptylu laserového paprsku, je
interferen¢énim obrazcem 16 (= 4x4) jasnych ost-
rych bodt, jak je znazornéno na obrazku 1. Cim
jsou tyto body méné intenzivni a méné ostré, tim

0

je povrch vzorku drsnéjsi a vice absorbuje dopada-
jici paprsek. Analyzou interferen¢niho obrazce
(koherentni vystup DOE) pocitaé vypoéte tzv.
optickou drsnost povrchu R, [18-21]. Nekoheren-
tni vystup DOE se zobrazi vné interferenéniho
obrazce a zavisi na komplexni permitivité povr-
chové vrstvy € = €’ + ie” = (n + ix)2. Mezi permiti-
vitou, indexem lomu a indexem absorpce plati
vztahy € — n2 — 2, &” = 2nx.

Elipsometrickd méieni byla uskuteénéna na
spektroelipsometru Woollam v suchém stavu po
vytazeni vzorku z roztoku. Z téchto méreni byl
stanoven komplexni index lomu N povrchu titano-
vého vzorku a odrazivost (reflektance) R =/(1-
N)/(1+N) I2. Tloustku adsorbované vrstvy A lze
vypocitat z naméreného extinkéniho koeficientu
pomoci Lambert-Beerova zakona:

h =-log (I/1y)\/4nx.

V tomto vztahu I a I, jsou intenzity paprsku
odrazeného z povrchu titanu pokrytého adsorbo-
vanou vrstvou fibrinogenu a z éistého povrchu
titanu. Optickd méfeni byla uskuteénéna
v Ustavu fyziky univerzity v Joensuu ve Finsku.

Obr. 1. Princip méfeni pomoci DOE.

L1, L2—¢ocky zaostiujici paprsek z laseru na kyvetu se
studovanym roztokem; kyveta, komplexni indexy lomu:
N;—okénko kyvety, No—studovany roztok, Ns3—povrchova
adsorbovana vrstva, N, ,—titan, BS-beam splitter,
DOE-difrakéni opticky element, holograficka miizka,
CCD-snimaci kamera

Vysledky a diskuse

Méieni drsnosti povrchu pomoci AFM

Jak povrchova tprava vzorku ovliviiuje drsnost
povrchu, je ukazano na obrazku 2 a obrazku 3.
Jedna se o vzorky I1/3 (povrch byl upraven lesté-
nim a naslednym leptanim s povrchovou ztratou
0,03 mm) a II/6 (povrch byl piskovany zrnitosti
120 a leptany s povrchovou ztratou materialu 0,03
mm). Byl stanoven profil povrchu ve sméru thlo-
pricky vyznacené na AFM snimku. Rozptyl nerov-
nosti u vzorku II/3 je pi¥iblizné 600 nm (osa z na
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Obr. 2. AFM vzorku II/3 (lestény a leptany s povrcho-
vou ztratou 0,03 mm).

Snimek pouvrchu a jeho profil ve sméru thlopricky,
naznadené ve snimku, byl méren pomoci AFM mikrosko-
pu Explorer III (Veeco, Santa Barbara, Kalifornie, USA).
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Obr. 3. AFM vzorku II/6 (piskovany zrnitosti 120
a leptany s povrchovou ztratou materialu 0,03 mm).

Snimek pouvrchu a jeho profil ve sméru thlopricky,
naznadené ve snimku, byl méren pomoci AFM mikrosko-
pu Explorer III (Veeco, Santa Barbara, Kalifornie, USA).

obrazcich profilu), zatimco u vzorku II/6 je to
témér desetkrat vice, ptiblizne 5000 nm.

Adsorpce fibrinogenu na povrch titanu
a titanem dopovanych uhlovodikovych
povlaku

V tabulce 1 jsou ukazany vysledky méteni
adsorpce fibrinogenu lidské krevni plazmy na
vzorek z technicky ¢istého titanu, jehoZ povrch byl
upraven le§ténim (vzorek II/1). V prvnim sloupci
(Buffer—interface) jsou vysledky méteni difrakeé-
nim optickym elementem DOE a elipsometrem se
vzorkem ponofenym jen v pufru. Druhy sloupec
(HPF—interface) ukazuje, jak se hodnoty zménily
po ptridani LPF do pufru. Nekoherentni signal
DOE, odpovidajici zméné komplexni permitivity,
ptipadné komplexniho indexu lomu povrchové
vrstvy, se zvysil, opticka drsnost Ropt se praktic-
ky nezménila (pozorovana zména je v mezich
experimentalnich chyb). Tloustka vrstvy se zvét-
gila asi 0 1 nm (posledni #adek v tabulce).
V tabulce 2 je totéz ukazano pro vzorek 11/3, jehoz
povrch byl upraven lesténim a naslednym lepta-
nim. Je vidét, Ze po adsorpci fibrinogenu dochazi
zde k mnohem vétsim zménam optickych para-
metri. Opticka drsnosti R, se zvysila asi o 17
nm, tloustka vrstvy h vzrostla na 15-25 nm.
Z toho lze usoudit, Ze fibrinogen se 1épe adsorbu-
je na povrchu leptaném a le§téném nezli na povr-
chu pouze lesténém. Proto 1ze také piredpokladat,
Ze leptany povrch bude z hlediska oseointegrace

1

Tab. 1. Méfeni difrakénim optickym elementem DOE
a elipsometrem se vzorkem II/1 (lestény povrch).

(nm) Buffer HPF -

Tigr Tigg
interface interface

DOE, on-conherent (Wet) 21,5 25,0

DOE gherent Ropt (wet) 19,4 18,7

Ellipsometer (dry) 0,1 1,5

Beer-Lambert

h =-log(I/D) \/4nx

DOE non-coherent poddvd informace o komplexnim
indexu lomu povrchu vzorku, DOE coherent je optickd
drsnost povrchu. Ellipsometer (dry): tloustka povrchové
vrstuy vypocltend z Lambert-Beerova zdkona. Ciselné
hodnoty vsech veli¢in jsou uvddény v nm.

Tab. 2. Méfeni difrakénim optickym elementem DOE
a elipsometrem se vzorkem II/3 (le§tény a leptany
povrch).

(nm) Buffer HPF -

Tigr Tigr
interface interface

DOE, on-conherent (Wet) 29,8 36,4

DOE gherent Ropt (wet) 20,5 37,9

Ellipsometer (dry) 0,1 15,7

Beer-Lambert -

h =-log(I/D) \/4nx 25,4

DOE non-coherent poddvd informace o komplexnim
indexu lomu povrchu vzorku, DOE coherent je optickd
drsnost povrchu. Ellipsometer (dry): tloustka povrchové
vrstuy, vypoétend z Lambert-Beerova zdkona. Ciselné
hodnoty vsech veli¢in jsou uvddény v nm.

4% 10° _ . .
[_]Electrolyte
[CIHPF

3 L

8l
(0 s
1 L
0 1 2 3
I\IIF

Graf 1. Zmény optické drsnosti rtizné upravenych povrchu
titanu a uhlovodikového povlaku dopovaného titanem po
adsorpci fibrinogenu.

Ny =1 lestény povrch

Ny =2 lestény a leptany povrch

Ny = 3 uhlovodikovy povlak dopovany titanem v poméru
Tip 09-Co,91, Hodnoty optické drsnosti na svislé ose jsou uvdde-
ny v desitkdach nanometri (1=10 nm).
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titanovych implantatd vhodnéjsi nezli povrch
pouze lestény.

Dale byly studovany 4 vzorky uhlovodikovych
povlakt bez dopovani a dopované titanem
(Ti-C:H) v rtzném poméru Ti,—C,,, které byly
pFipraveny na pracovisti HVM Plasma, spol. s . 0.,
metodou reaktivniho magnetronového naprasova-
ni, kde reaktivnim plynem byl acetylén.
K nejvétsim zménam optickych parametrt po
adsorpci fibrinogenu dochéazelo na vzorcich dopo-
vanych v poméru Tij 9—Cp 91 @ Tig 35 —Cg g2- Takto
upravené povrchy by mély byt nejvhodnéjsi
z hlediska oseointegrace povrchu implantati. Na
vzorcich bez dopovani Tig 4o—C1 o (povrch odpovi-
da struktute diamantu) a s velkym obsahem tita-
nu Tij go—C 15 byly optické zmény po adsorpci fib-
rinogenu velmi malé. Na grafu 1 jsou porovnany
vysledky métreni zmén optické drsnosti po adsorp-
ci LPF rtzné upravenych povrchu. Nejlepsich
vysledku bylo dosazeno na uhlovodikovém povla-
ku dopovaném titanem (vzorek Np=3).

Riust osteoblasti na titanovém povrchu

Sledovali jsme rust lidskych osteoblastt na tita-
novych desti¢kach, vzorek II/1 a II/3. Bunééné
linie lidskych osteoblastt hFOB 1.19, pouzité
v experimentu, byly ziskany z kolekce American
Type Culture Collection (ATCC). Zkoumané tita-
nové desticky byly vysterilizovany a umistény do
zivného média s burikami osteoblast. Kultivace
probihala 6 dnt p#i 37 °C a 5% CO,,. Zjistili jsme,
Ze osteoblasty rostly 1épe na povrchu II/3, ktery
byl upraven lesténim a leptanim, nezli na povrchu
pouze lesténém II/1. Pomér bunék (lestény/lestény
a leptany)=66,8 + 3,6. Tyto vysledky podpotily nas
predpoklad, Ze tuprava povrchu zvyhodnujici
adsorpci fibrinogenu bude také zvyhodriovat rast
osteoblastt a urychli oseointegraci implantatu.

Adsorpce deoxyoligonukleotidia na povrch
titanu

a) Opticka drsnost a tloustka adsorbované

vrstvy

Pomoci optického difrakéniho senzoru (DOE)
a elipsometrie jsme sledovali vliv morfologie
a drsnosti povrcht titanovych vzorka na adsorpci
purinového (AAG);5 a pyrimidinového (TTC),, oli-
godeoxynukleotidu. Méfenim koherentniho vystu-
pu DOE bylo zjisténo, Ze k nejvétsimu zvyseni
optické drsnosti R,y (na hodnotu piiblizné 35 nm)
doslo po adsorpci jednotetézového pyrimidinového
oligodeoxynukleotidu (TTC);s. Elipsometricka
méfeni v suchém stavu ukézala zvySeni tloustky
povrchové vrstvy i na piiblizné 44 nm. Po adsorp-
ci jednoietézového purinového deoxynukleotidu
(AAG);4 doslo k mnohem mengimu zvySeni optic-
ké drsnosti (na hodnotu asi 27 nm), z elipsometrie
vyplynula tloustka povrchové vrstvy A asi 25 nm.
Adsorpce dvousroubovicového oligodeoxynukleoti-

2

du (AAG.TTC),, nevyvolala téméf zadné zmény
optické drsnosti a tloustka vrstvy se bliZila hodno-
tdm naméfenym v pufru (R,,=23 nm, h=18-20
nm). Z téchto vysledku plyne, Ze na povrch titanu
se nejlépe adsorbuji jednotetézové pyrimidinové
ODN. Dvojsroubovicové ODN se pravdépodobné
na titanovém povrchu za danych experimental-
nich podminek bud vtibec neadsorbuji, anebo jen
v malé miie, ktera neovlivni optické vlastnosti
povrchu.

Zvyseni drsnosti povrchu Ti po adsorpci jedno-
fetézovych oligonukleotidd lze p¥ipsat tomu, Ze
tyto pomérné flexibilni oligonukleotidy (o Sifce pii-
blizné 1 nm a délce 36x0,34=12,24 nm), adsorbo-
vané na Ti, kopiruji nerovnosti povrchu a mohou
tam vytvaret chaoticky neuspoiradané ,rosti” zvy-
Sujici drsnost povrchu. Bez aplikace elektrického
pole se jednotetézové oligonukleotidy vazi na hyd-
rofobni povrch Ti piednostné hydrofobnimi baze-
mi. Z nasich méieni adsorpce oligodeoxynukleoti-
da (ODN) na Hg plyne, Ze pyrimidinové ODN se
adsobuji vice nezli purinové ODN [7]. Podobné 1ze
otekavat, Ze i na hydrofobni povrch Ti se budou
pyrimidinové ODN adsorbovat vice nezli purinové
a budou vice zvySovat drsnost povrchu nezli puri-
nové ODN, cozZ bylo experimentalné potvrzeno.

Aplikace elektrického pole zpusobi, Ze se jedno-
tetézové ODN adsorbuji na povrch Ti také elektro-
staticky negativnimi naboji na fosfatovych skupi-
nach. Elektrostaticka adsorpce je silnéjsi nezli
adsorpce van der Waalsovymi interakcemi uplat-
niujicimi se bez pole. Proto jsme pozorovali zvySe-
ni optické drsnosti po vloZeni potencialu + 0,3 V na
titanovy vzorek.

Malé sniZeni drsnosti pozorované po adsorpci
dvousroubovicovych oligonukleotidti (AAG.TTC)4
piedstavujicich rigidni tyéky (o praméru p¥iblizné
2 nm a délce 12 nm), Ize vysvétlit tim, Ze tyto ,kla-
dy” pireklenou nerovnosti v povrchu a vyhladi jej.

b) Zmény indexu lomu

Z vysledkt analyzy nekoherentniho vystupu
DOE bylo zjisténo, Ze po adsorpci jednoietézovych
purinovych nebo pyrimidinovych ODN se zvysil
index lomu n.

Zvyseni n bylo vétsi u purinového oligonukleo-
tidu (AAG);9 nezli u pyrimidinového (TTC);,.

ZvysSeni n bylo vétsi po aplikaci elektrického
potencialu + 0,3 V. Po adsorpci dvousroubovicové-
ho oligonukleotidu (AAG.TTC);5 se index lomu n
nezménil, po aplikaci elektrického potencialu + 0,3
V se index lomu zvysil. Index lomu, pfipadné per-
mitivita povrchové vrstvy, jsou dany polarizovatel-
nosti adsorbovanych molekul. Ta je u oligo-
nukleotida vy$si nezli u vody. Puriny maji vyssi
polarizovatelnost nez pyrimidiny (molekuly puri-
nu jsou vétsi), proto pti adsorpci purinovych ODN
se index lomu zvysi vice nezli p¥i adsorpci pyrimi-
dinovych ODN. Elektrické pole zvysi adsorpci
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ODN, jak bylo uvedeno v predchozim odstavci,
a pozorované zmény indexu lomu jsou proto po
aplikaci elektrického potencialu na méieny vzorek
vetsi.

Zavér

Adsorpci biomakromolekul na povrchy titano-
vych implantata a uhlovodikovych povlakt, dopo-
vanych titanem, lze citlivé detekovat méfenim
optickych vlastnosti povrchu pomoci difrakéniho
optického elementu a elipsometrie. Uprava fyzi-
kalnich vlastnosti povrchu mutze zvysit adsorpci
fibrinogenu na implantat, a tim urychlit jeho ose-
ointegraci. Popsanymi optickymi metodami lze
stanovit také vliv konformace oligodeoxynukleoti-
dd na jejich adsorpci na povrch titanu. Hodnota
optické drsnosti vrstvy Ropt, stanovena difrakénim
optickym elementem, je pfimo tmérna tloustce
vrstvy h stanovené elipsometricky.

Literatura

1. Brett, P. M., Harle, J., Salih, V., Mihoc, R., Olsen, 1.,
Jones, F. H., Tonetti, M.: Roughness response genes in
osteoblasts, Bone, 35, 2004, s. 124-133.

2. Cacciafesta, P.,, Hallam, K. R., Watkinson, A. C.,
Allen, G. C., Miles, M. J., Jandt, K. D.: Visualisation of
human plasma fibrinogen adsorbed on titanium implant
surfaces with different roughness. Surf. Sci., 491, 2001,
s. 405-420.

3. Cacciafesta, P.,, Humphris, A. D. L., Jandt, K. D.,
Miles, M. J.: Human plasma fibrinogen adsorption on ult-
raflat titanium oxide surfaces studied with atomic force
microscopy. Langmuir, 16, 2000, s. 8167-8175.

4. Cochran, D. L.: A comparison of endosseous dental
implant surfaces. J. Periodontol., 70, 2000, s. 1523-1539.

5. Hason, S., Simonaho, S. P. Silvennoinen, R.,Vetterl,
V.: On the adsorption and kinetics of phase transients of
adenosine at the different carbon electrodes modified with
a mercury layer. Electrochimica Acta, 48, 2003, s. 651-668.

6. Hason, S., Simonaho, S. P., Silvennoinen, R., Vetterl,
V.: Detection of phase transients in two-dimensional
adlayers of adenosine at the solid amalgam electrode sur-
faces. J. Electroanal. Chem., 568, 2004, s. 65-77.

7. Hason, S., Vetterl, V., Fojta, M.: Two-dimensional con-
densation of pyrimidine oligonucleotides during their self-
assemblies at mercury based surfaces. Electrochimica
Acta, 53,2008, s. 2818-2824.

8. Hemmersam, A. G., Foss, M., Chevallier, J., Besenba-
cher, F.: Adsorption of fibrinogen on tantalum oxide, tita-
nium oxide and gold studied by the QCM-D technique.
Colloid Surf. B, 43, 2005, s. 208-215.

9. Humliéek, J. C. Bernard, C.: Diffraction effects in infra-
red ellipsometry of conducting samples. Thin Solid Films,
455-456, 2004, s. 177-182.

10. Humphreys, M. W., Parsons, R.: Ellipsometry of DNA
adsorbed at mercury electrodes: A preliminary study. J.
Electroanal. Chem., 75, 1977, s. 427-436.

11. Jansoon, E., Tengvall, P.: Adsorption of albumin and
IgG to porous and smooth titanium. Colloid Surf. B, 35,
2004, s. 45-51.

12. Jones, M. 1., McColl, I. R., Grant, D. M., Parker, K. G.,

3

Parker, T. L.: Protein adsorption and platelet atta-
chment and activation on TiN, TiC, and DLC coatings on
titanium for cardiovascular applications. J. Biomed.
Mater.Res., 52, 2000, s. 413-421.

13. Juany, N., Yang, P, Leng, Y. X,, Chen, J. Y., Sun, H.,
Wang, G. J., Ding, P. D., Xi, T. F,, Leng, Y.: Hemocompa-
tibility of titanium oxide films. Biomaterials, 24, 2003,
s. 2177-2187.

14. Karagkiozaki, V., Logothetidis, S., Kalfagiannis, N.,
Lousinian, S., Giannoglou, G.: Atomic force microscopy
probing platelet activation behavior on titanium nitride
nanocoatings for biomedical applications. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology and Medicing, 5, 2009, s. 64-72.

15. Kulikovsky, V., Kuzmichev, A., Bohaca, P., Hubicka,
Z., Jurek, K., Jastrabik, L.: Composition of Ti-C:H films
obtained by pulsed and continuous magnetron sputtering.
Surf. Coat. Technol., 200, 2005, s. 620-624.

16. Nygren, H., Tengvall, H. P., Lundstrom, L: The initial
reactions of TiOy with blood. J. Biomater. Res., 34, 1997,
s. 487-492.

17. Rouahi, M., Champion, E., Gallet, O., Jada, A., Ansel-
me, K.: Physico-chemical characteristics and protein
adsorption potential of hydroxyapatite particles: Influen-
ce on in vitro biocompatibility of ceramics after sintering.
Colloid Surf. B, 47, 2006, s. 10-19.

18. Silvennoinen, R., Hason, S., Vetterl, V.: Organization
of nano-scale synthetic oligonucleotides on immersed
electrode surface: an optical study. In Peiponen, K.-E.,
Hernberg, R., Yatagai, T.(editors): Technical digest of the
Seventh Finnish-Japanese joint symposium on optics in
engineering, (8-10 August, Tampere, Finland, 2007),
s. 101-102.

19. Silvennoinen, R., Peiponen, K. E., Myller, K.: Specu-
lar gloss . Amsterdam, Elsevier, Amsterdam, 2007.

20. Silvennoinen, R.,Vetterl, V., Hason, S., Tuononen, H.,
Silvennoinen, M., Myller, K., Cvréek, L., Vanék, J.,
Prachar, P.: Sensing of human plasma fibrinogen on
polished, chemically etched and carbon treated titanium
surfaces by diffractive optical element based sensor.
Optics Express, 16, 2008, ¢. 14/10130.

21. Vetterl, V., Hason, S., Tuononen, H., Silvennoi-
nen, M., Myller, K.,Vanék, J., Silvennoinen, R.: Diff-
ractive optical element spectroscopy of biomaterial surfa-
ce. Proc. of SPIE, 7022, 2008, 702203. (Advanced Laser
Technologies 2007, edited by Ivan A. Shcherbakov.)

22. Vitu, T., Polecar, T., Cvréek, L., Novak, R., Macak, J.,
Vysko¢il, J., Cavaleiro, A.: Structure and tribology of
biocompatible Ti-C:H Coatings. Surf. Coat. Technol., 202,
2008, s. 5790-5793. (Sixth Asian-European International
Conference on Plasma Surface Engineering.)

23. http://www.haemtech.com/Platelet_Proteins/Fibrinogen.
htm.

Podékovani

Clanek vznikl za podpory grantového projektu
MSMT ¢éislo 1M0528 Stomatologické vyzkumné
centrum, GACR 202/08/1688 a GA AV CR KAN
200040651. Za technickou pomoc pri pripravé
rukopisu autori dékuji pani Ludmile Markové
a RNDr. Libusi Gandelové.

Prof. RNDr. Viadimir Vetterl, DrSc.
Biofyzikdlni ustav AV CR, v.v.i.
Krdlovopolskad 135

612 65 Brno

e-mail: vetterl@ibp.cz

53

—b—



