stomatologie 2.07 20.4.2007 7:14 Str. 29

o

II. Titan modifikovany hydroxyapatitem
a zirkonem - biologické vlastnosti

Seydlova M.1, Teuberova Z.2, Dostalova T.1, Dvordkova B.3, Smetana K. Jr.3,
Jelinek M.4, Masinovd P.4, Kocourek T.4, Kolarova K., Wilson J.6

1Dé&tska stomatologick4 klinika 2. LF UK a FN Motol, Praha
2Protetické oddéleni, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN, Praha
3Anatomicky ustav 1. LF UK, Praha
4Fyzikalni ustav AV CR, Praha
5Ustav chemickych technologii VSCHT, Praha
6Fakulta nuklearnich véd a fyzikalniho inZenyrstvi,
Ceska technické univerzita, Praha

Souhrn

Jednim z modernich trend implantologie jsou povlakované implantaty, které byly predmétem naseho zkou-
mani.

Po podrobnych technickych zkouskach tii raznych typt vzorka - titanové slitiny TiAlgV,, titanové slitiny povle-
éené zirkonem a titanové slitiny povlefené hydroxyapatitem s mezivrstvou zirkonu, jsme testovali proliferaci
a metabolickou aktivitu lidskych embryonalnich plicnich fibroblasta v okoli vzorka. V Burkrové komurce jsme
pocitali sklizené bunky a provedli MTT test. Zjistili jsme, Ze Zadny vzorek nebyl cytotoxicky a povrch vzorka
umoznuje bunéénou kolonizaci.

Pulzni laserova depozice se jevi jako slibnid metoda v oblasti povlakovani implantata na kovové jadro a biolo-
gické testy predpokladaji, zZe povlak z krystalického hydroxyapatitu muze zlepsit biologické vlastnosti titanu
povle¢eného hydroxyapatitem s mezivrstvou zirkonu.
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Summary: Coated implants representing one of modern trends in implantology have been the subject of our
investigation.

After detailed technical tests of three different types of samples — titanium alloy TiAlgV,, titanium alloy cove-
red with zirconium and titanium alloy covered with hydroxyapatite with a zirconium interlayer, the authors tes-
ted proliferation and metabolic activity of human embryonic lung fibroblasts in the neighborhood of the samples.
In the Burker chamber the authors calculated the harvested cells and performed the MTT test. It has become
obvious that the sample was not cytotoxic and the surface of the samples made cellular colonization possible.

Pulse laser deposition appears to be a promising method in the area of coating the implants on the metal core
and biological tests indicate that the coating from crystalline hydroxyapatite may improve biological properties of
titanium coated with hydroxyapatite with an interlayer of zirconium.
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UVOD

Klasicky Branemarktav protokol zavadéni
implantata sice dava dobte predvidatelné vysled-
ky, ale je vidy dvoufazovy, coz samoziejmé pro-
dluzuje dobu oSetfeni. Jednofiazové oSetieni
a okamzité ¢i éasné zatiZzeni prochazeji velkym
vyvojem, jelikoZ je vSeobecna snaha, aby bylo
oSetfeni pro pacienta lépe akceptovatelné [1].

Povrch dentalniho implantatu muze vyrazné
ovliviiuje adhezi bunék a jejich proliferaci, a tim
padem nasledné i osteointagraci implantatu.
Samoziejmosti je, Ze piedpokladame bezchybnou
a Setrnou inserci implantatu do kosti. Faktory,
které ovlivniuji vlastnosti povrchu implantatu,
jsou velmi intenzivné zkoumany a patii mezi né
napiiklad: typ pouzitého titanu, zpusob ¢isténi
povrchu implantatu pied depozici povlaku,
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samotna struktura povlaku ve smyslu chemické-
ho sloZeni, hrubosti, steriliza¢ni technika anebo
krystalinita samotného hydroxyapatitu [2].
kovovy material povleéen tenkou vrstvou HA, je
prokazatelny narust kosti. Tento efekt je nejvétsi
ve 2.—4. tydnu, ale vymizi okolo 12. tydnu [3].
Fenomén rychlejsi osteointegrace nam dovoluje
dosahnout mozného terapeutického efektu vzhle-
dem Kk rychlejsi rehabilitaci pacientu s implanta-
ty povlakovanymi HA.

Hydroxyapatit (HA) patii mezi bioaktivni
keramické materialy, tzn. materialy, které vazou
okolni kostni tkan a umoznuji formovani nové
kosti [3], projevuji se tak jeho vyznamné osteo-
kondukéni vlastnosti. Tato schopnost je unikatni
pro bioaktivni keramiku. Jeho nevyhodou je pii-
lisna kiehkost, a tak se vyuziva k povlakovani
implantata raznymi technikami.

Existuje nékolik technik, které se pouzivaji
k povlakovani dentalnich implantata, nejéastéji
se v literatuie zminuje pulzni laserova depozice,
dale i magnetronové naprasovani, vakuové depo-
zi¢ni techniky, elektroforéza aj. [4]. Pulzni lasero-
va depozice je jednou z vakuovych depozi¢nich
metod, ktera se objevila na pocatku 90. let 20.
stoleti. Vytvari pomoci KrF nebo ArF laseru
v ochranné atmosféie argonu a vodnich par tenké
povlaky, které dosahuji maxima 1 Km, vykazuji
vysokou adhezi k substratu, zarucuje povlaky bez
dalsich chemickych piisad a necistot, l1ze je apli-
kovat na velmi slozité tvary, tedy i na Sroubové
implantaty, a dobie se kontroluje Ca/P pomér
ionttr v HA povlaku. Limitaci metody je snad jen
jeji omezeni na mensi plochy, coz u implantata
nevadi. Depozi¢ni podminky se nastavuji podle
pozadavku vysledného povlaku, a tak lze vytvorit
amorfni i krystalické povlaky HA [4].

Technické parametry vzorkd jsme potvrdili
podrobnymi zkouSkami v predchozi studii (viz
Technické vlastnosti).

V nas$i praci jsme testovali povrch rozdilnych
teré¢a z hlediska jejich biologickych vlastnosti.
Provedli jsme test kolonizace, poté test prolifera-
ce a metabolické aktivity pomoci MTT testu lid-
skych embryonalnich plicnich fibroblastu. Jiz
drive jsme verifikovali, Ze zkoumané vzorky
nejsou cytotoxické [5].

MATERIAL A METODY

K biologickym testtim jsme pouZili bunéénou linii
lidskych embryonalnich plicnich fibroblastu
(LEP;4) (Sevapharma, Ceska republika). Bunéénou
proliferaci na povrchu vzorku jsme potvrdili pocita-
nim bunék v Biirkrové komurce a pomoci MTT
testu. Testovali jsme tii typy vzorkua (kazdy o pru-
méru cca 10 mm a vySce 2 mm): titanovou slitinu

o

TiAlgV,, titanovou slitinu povlecenou zirkonem
a titanovou slitinu povleéenou hydroxyapatitem
s mezivrstvou zirkonu. Sterilni vzorky jsme umisti-
li do 24jamkové desky (NUNC, Roskilde, Dansko).
Do kazdé jamky jsme nasadili fibroblasty o hustoté
22 000 bunék/cm?, a to v celkovém objemu 1 ml kul-
tivaéniho média (EPL - Sevapharma, Ceska repub-
lika). Kazdy vzorek mél svoji kontrolu — tkanoveé
upraveny polystyren bez piitomnosti jakéhokoliv
vzorku. Kultivace probihala po 120 hod pfi teploté
37 °C, 5% COg a 100% vlhkosti. Po 48 hodinach
bylo médium vyménéno. Paty den jsme bunky
z povrchu vzorka sklidili pomoci 0,15% trypsinu
(SIGMA, Praha, Ceska republika). Fibroblasty jsme
pocitali v Biirkrové komurce pomoci optického mik-
roskopu (Nikon, Japonsko). Metabolickou aktivitu
jsme prokazali pomoci MTT testu [6]. Odstranili
jsme kultivaéni médium a do kazdé jamky jsme pii-
dali 1 ml 2 mM roztoku thiazolové modii (3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mid - SIGMA, Praha, Ceska republika) v bezséro-
vém médiu H-MEM (Vyrobna médii UMG CSAV,
Praha, CR). Buiiky jsme takto ponechali v inkuba-
toru 2 hodiny p#i 37 °C a 5% COs. Poté jsme vzorky
prenesli do novych jamek a vytvoreny modry preci-
pitat jsme rozpustili v 1,2 ml isopropylalkoholu.
V kontrolnich jamkach jsme odstranili roztok MTT
a pridali stejny objem isopropylalkoholu. Pomoci
pristroje EL 800 Universal Microplate Reader (Bio-
tek instruments, INC Highland Park, USA) pii
vlnové délce 570 nm jsme promérili absorbanci
vytvoireného modrého precipitatu. Vysledky jsme
statisticky zpracovali pomoci Studentova t-testu
v hladiné pravdépodobnosti 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSE

Hydroxyapatit se rozpousti v téle, jestlize je
v kyselém, tedy zanétlivém prostiredi, a pokud ma
nizkou krystalinitu. To znamend, Ze amorfni HA
mé nizkou biokompatibilitu [7]. Casto je diskuto-
van vliv poméru krystalické a amorfni HA faze na
biologické vlastnosti povlaku u rozdilnych typa
implantata [8]. Pomér téchto fazi je zavisly jednak
na teploté, jednak na tlaku pti depozici povlaku [9].

Nami pouzité fibroblasty byly schopné rust
v pritomnosti testovanych vzorka. Morfologie
i prolifera¢ni schopnost byla srovnatelna s kon-
trolnim povrchem tkanové upraveného polystyre-
nu (obr. 1). Zadny z testovanych materiald nebyl
cytotoxicky a umoznoval rust bunék. Bunky adhe-
rovaly k povrchu vzorku, proliferovaly a tvorily
uniformni kolonie. Pocet vykultivovanych bunék
vyrostlych na povrchu zkoumanych vzorka byl
statisticky vy$si neZz na kontrolnim povrchu. (obr.
2). Na druhé strané jsme zjistili vy$si metabolic-
kou aktivitu na tkanové upraveném polystyrenu,
ktery je bran jako optimalni material ke kultivaci
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Obr. 1. MTT test - lidské embryonalni plicni fib-
roblasty LEP 19) v optickém mikroskopu.
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Obr. 2. A)-vysledky testu proliferace po statistic-
kém zpracovani dat; B)-vysledky MTT testu po
statistickém zpracovani dat.

Legenda: Ti — titanovd slitina, Ti/ ZrO2 - titanova sli-
tina s vrstvou zirkonu, Ti | ZrO2/HA — titanovd slitina
s mezivrstvou zirkonu a povlakem z hydroxyapatitu

bunék (obr. 2). Nejvétsi metabolické aktivity jsme
v8ak dosahli u vzorka povlecenych HA s mezivrst-
vou zirkonu, ackoli absolutni pocet bunék byl
niz§i. Vy$si metabolicka aktivita bunék na sendvi-
¢ové uspoiradaném vzorku by mohla piedpokladat

1 vétsi tvorbu extracelularni matrix.

e

Fibroblasty, jakozto osteoblastim podobné
buniky, jsme pouZili z toho davodu, Ze vykazuji
obdobné chovani jako osteoblasty [2], jak bylo
prokazano v mnoha studiich.

ZAVER

Potvrdili jsme, Ze titanova slitina povlecena
hydroxyapatitem s mezivrstvou zirkonu umoznu-
je rust fibroblasta, a je tedy vhodnym materialem
pro dalsi vyzkum v oblasti dentalnich implantatu.
Shledali jsme, Ze tento material neni cytotoxicky
a podporuje oxidativni metabolismus bunék.
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