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Wykaz wazniejszych skrotow

BCP — dwufosforan wapnia

EDS - spektroskopia z dyspersja energii promieniowania rentgenowskiego

HA — hydroksyapatyt

Ra - érednie arytmetyczne odchylenie profilu od linii $redniej mierzone wzdluz odcinka
pomiarowego lub elementarnego

Rq - $rednie kwadratowe odchylenie profilu od linii $redniej wzdluz odcinka pomiarowego
lub elementarnego

Sa - $rednie arytmetyczne odchylenie wysokosci nierownosci powierzchni od plaszczyzny
odniesienia

Scx - $redni arytmetyczny rozstaw nierdwnosci

Sdr - wspotczynnik powierzchni rozwinigcia obszaru wydzielonego

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa

Sm - $rednia warto$¢ z odstgpow chropowatosci Smi wystepujacych w przedziale odcinka
elementarnego

Str - wspolczynnik struktury geometrycznej powierzchni

Sq - érednie kwadratowe odchylenie powierzchni od ptaszczyzny odniesienia

SAqQ - sredniokwadratowe pochylenie nierdwnos$ci powierzchni

TCP — trojfosforan wapnia

Aq - srednie kwadratowe pochylenie profilu wzgledem linii $redniej



1. Wprowadzenie.

Implantologia jako dziedzina stomatologii dotyczy $rodtkankowego wprowadzania
alloplastycznego lub ksenogennego materialu w celu stworzenia warunkoéw dla protetycznej
rekonstrukcji uzgbienia lub tkanek twarzy (np. przy uzyciu epitez) , rehabilitacji funkcjonalnej
1 poprawy estetycznej oraz uniknigcia postgpu procesow inwolucji (1).

Implantologia jest dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing a badania jej dotyczace prowadzone
sa od szeregu lat. Juz od przetomu wiekéw XIX i XX prowadzono badania nad réznorakimi
metodami 1 lokalizacjami implantacji, materiatami i ksztaltami implantow. Badane byly
implanty podokostnowe, wewnatrz§luzowkowe, endodontyczne i $rodkostne (2). Oceniano
metody implantacji natychmiastowej bezposredniej, natychmiastowej odroczonej i
implantacji péznej implantow $roédkostnych. Porownywano implanty cylindryczne w postaci
cylindrow i $rub, implanty zyletkowe i dyskowe wykonane z metali, ceramiki badz
materiatdéw taczonych (2). Za przelomowy w rozwoju implantologii uznaje si¢ rok 1952 kiedy
to zespot Dr. Per Ingvara Branemarka z Uniwersytetu w Lund w Szwecji uzyl tytanu jako
materiatu implantacyjnego. Zaobserwowano wowczas, ze tytan wprowadzony w tkanke
kostnag zrasta si¢ z nig. Fenomen ten zostal nazwany osteointegracja czyli bezposrednim
strukturalnym 1 funkcjonalnym polaczeniem organicznej, zywej kosci z powierzchnia
obciazonego implantu. (1, 3, 4, 5, 6).

Aktualnie w implantologii stomatologicznej za standard uwaza si¢ implanty $rédkostne a
najczesciej stosowanym materialem przy ich wykonawstwie jest tytan i1 jego stopy. Wedlug
American Society for Testing and Materials (ASTM) tytan dzieli si¢ na cztery stopnie
komercyjnej czystosci. Stopy tytanu natomiast dziela si¢ na klasy od 5 do 29. Jako materiat do
wykonawstwa implantow stosuje si¢ komercyjnie czysty tytan klasy 4 (cpTi 4) oraz stop

tytanu klasy 5 Ti-6Al-4V poniewaz charakteryzuja si¢ one korzystniejsza od pozostatych



wytrzymato$cia mechaniczna. Ponadto wymienione materiaty charakteryzuja si¢ wysoka
biozgodnoscia ktdra pozwala na osteointegracje implantu z kos$cia ale takze cechuja si¢ duza
odporno$cia na korozje w $rodowisku plyndw ustrojowych, niska gestoscia, niskim
przewodnictwem ciepta, odpornoscia na korozj¢ wzerna, migdzykrystaliczna 1 napr¢zeniowa
oraz waga porownywalna do stali (5, 7, 8, 9, 10).

Na wynik leczenia implantologicznego wplyw ma szereg czynnikow. Sa to: technika zabiegu,
stan kosci w miejscu implantacji, geometria implantu, powierzchnia implantu,
biokompatybilno$¢ materiatu z ktdorego wytworzony jest implant oraz warunki obciazenia (5,
6,7,11, 12,13, 14).

Jako powierzchni¢ implantu nalezy rozumie¢ jej wiasciwosci fizyczne 1 chemiczne.
Dowiedziono, iz aktywno$¢ funkcjonalna komoérek w bezposrednim sasiedztwie wszczepu
jest wrazliwa na wilasciwosci powierzchni implantu (15). W skali makro zauwazy¢ mozna
zalezno$¢ migdzy wgajaniem implantow o réznych modyfikacjach powierzchni na modelach
zwierzecych. Zauwazalnie szybsza osteointegracje zauwaza si¢ w przypadku implantéw o
powierzchni chropowatej ktéra ma za zadanie zwigkszy¢ zdolno$¢ zakotwiczania implantu w
ko$ci. Zmiany topografii powierzchni implantow moga rowniez skutkowa¢ zmianami sktadu
chemicznego powierzchni, energii powierzchniowej czy grubosci warstwy tlenkoéw (7, 15,

16).

2. Przeglad piSmiennictwa

Jako standard wspotczesnej implantologii uznaje si¢ implanty srédkostne wykonane z tytanu i

jego stopow. Sa one stosowane od lat siedemdziesiatych XX wieku i od tego czasu ulegatly

szeregowl modyfikacji. Zmienial si¢ migdzy innymi ich ksztalt, rodzaj gwintu, powierzchnia.



Modyfikacje te mialy na celu przyspieszenie procesu osteointegracji jak 1 poprawe
dhlugoczasowego wyniku leczenia implantologicznego (17).

Pierwotnie implanty $rodkostne, wytwarzane z tytanowego preta na drodze frezowania, miaty
powierzchni¢ nie modyfikowana okreslana jako maszynowa. Byla to stosunkowo gladka
powierzchnia charakteryzujaca si¢ obecnoscia rownolegltych bruzd powstatych w procesie
frezowania. W roku 1976 wprowadzono pierwsza modyfikacje powierzchni implantow w
postaci powtoki utworzonej na drodze napylania plazmy tytanowej na powierzchni¢ implantu.
W ten sposob uzyskano powierzchni¢ o wigkszej niz wczesniejsza chropowatosci. Dalszy
rozw0j powierzchni wszczepéw polegal na zwigkszaniu ich chropowatosci badz/i
modyfikacji jej skladu chemicznego. Pojawialy si¢ wszczepy o grubej powloce
hydroksyapatytowej, wszczepy o powierzchni piaskowanej Al,O3, HA, TCP, o powierzchni
trawionej, piaskowanej i trawionej, o powierzchni anodyzowanej (2, 5). WSszystkie te
modyfikacje miaty na celu stworzenie powierzchni ktora stymulowataby tkanke kostna celem
osiagnigcia szybkiej i silnej osteointegracji.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna przyjaé, ze najbardziej optymalna dla
intensywnej odpowiedzi tkanki kostnej jest powierzchnia implantu o umiarkowanej
chropowato$ci. Wennerberg na podstawie analizy 100 publikacji podaje, ze implanty o
sredniej chropowatosci okreslonej parametrem Sa>1-2um powodowaty intensywniejsza
odpowiedz tkanki kostnej w porownaniu z implantami o powierzchni gladkiej (Sa < 0,5um),
minimalnie chropowatej (Sa 0,5-1um) a takze z czg$cia implantéw o powierzchni
chropowatej (Sa>2um) (18). Zbyt duzy stopien chropowato$ci wszczepu niekorzystnie
wplywa na oddziatywanie pomigdzy tytanem a koScia przez zwigkszone uwalnianie jonow,
zwigkszenie naprezen i utrudniong adhezje komorek (19). Bardzo chropowate powierzchnie
sa identyfikowane przez komorki jako powierzchnie gladkie poniewaz odleglo$¢ migdzy

szczytami wzniesien jest duza. Druga hipoteza wskazuje przyczyng czysto mechaniczng.



Powierzchnia bardzo chropowata kontaktuje sie z tkanka kostna jedynie szczytami wzniesien.
Gladka powierzchnia natomiast w poréwnaniu z powierzchnia umiarkowanie chropowata nie
stymuluje tak intensywnie przebiegu procesu osteointegracji. Nie zapewnia ona dostatecznej
retencji ze wzgledu na zbyt mate tarcie jak rowniez na gladkich powierzchniach komorki
maja tendencj¢ do sptaszczania si¢ co z kolei ogranicza ich odzywianie (18). Gtadka
powierzchnia jest rowniez tatwiej kolonizowana przez fibroblasty podczas gdy powierzchnia
bardziej chropowata sprzyja kolonizacji, proliferacji i réznicowaniu osteoblastow stymulujac
wgajanie implantu w tkanke kostna. Powierzchnia umiarkowanie chropowata jest optymalna
ze wzgledu na doskonate dopasowanie do tkanki tacznej i kostnej (5, 18, 20, 21, 22).

Celem uzyskania pozytywnej odpowiedzi tkanki kostnej na wszczepiany materiat wskazane
jest zastosowanie biomateriatu jako materialu z ktorego wykonany jest implant, jako jego
powloki badz tez jako elementu sktadowego jego powierzchni. Wedlug Europejskiego
Towarzystwa Biomaterialow za takowy uznaje si¢ substancje lub zwiazki substancji,
pochodzenia syntetycznego lub naturalnego, z wyjatkiem lekarstw, ktore w okreslonym czasie
wykazuja wlasciwosci rehabilitacyjne, zastgpuja tkanki, narzady i funkcje organizmu (23).
Biomaterialy stosowane w implantologii mozna podzieli¢ ze wzgledu na rodzaj materiatu,
pochodzenie, wlasciwosci fizykochemiczne 1 strukturalne na materiaty polimerowe, metale,

materiaty ceramiczne oraz materialy kompozytowe.



Tabela 1. Biomateriaty o wtasciwosciach osteoindukcyjnych wg. Barradasa (24).

Polimery polihydroksyetylmetakrylat

Metale Tytan
Materiaty | Naturalne hydroksyapatyt, hydroksyapatyt /wgglan wapnia
ceramiczne (otrzymane z egzoszkieletu koralowcow)

Syntetyczne Niesyntetyzowany | trojfosforan wapnia, dwuhydrat

fosforan wapnia dwuforsoranu wapnia,
bezwodny dwufosforan wapnia,
hydroksyapatyt, dwufazowy

fosforan ~ wapnia,  fosforan

osmiowapniowy
Synteryzowany pirofosforan,  hydroksyapatyt,
fosforan wapnia dwufazowy fosforan wapnia,

trojfosforan  wapnia,  apatyt

weglanowy

inne Al,O3, Bioglass®, Pyrex®

Kompozyty | HA/poly(D,L-laktyd)

Biomaterialy powinny cechowac okreslone wtasciwosci biologiczne (biokompatybilnos¢)
takie jak: brak toksycznosci, teratogeniczno$ci, kancerogenicznosci, brak wlasciwosci
antygennych, niepodatno$¢ na infekcje/mozliwos¢ sterylizacji, stabilno$¢ biologiczna.
Biomaterialy powinny rowniez cechowaé okreslone wlasciwosci mechaniczne takie jak:
stabilnos$¢ ksztattu, odporno$¢ mechaniczna i nieprzepuszczalno$¢ dla promieniowania.

Biomaterialy moga si¢ rowniez charakteryzowa¢ wlasciwosciami  osteoindukcji,
osteokondukcji badz osteopromocji. Wiasciwosci osteoindukcyjne wiaza si¢ ze zdolnoscia
inicjowania procesu tworzenia tkanki kostnej poprzez komorki pierwotnie nie zwiazane z
tworzeniem kosci a wigc stymulowaniem niskozroznicowanych komorek tkanki tacznej do
przemiany w osteoblasty 1 tworzeniu tkanki kostnej réwniez w obszarach, gdzie w

normalnych warunkach procesu tego nie mozna oczekiwac. Zdolnosci osteokondukcyjne
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polegaja z kolei na stworzeniu, dzigki odpowiedniej strukturze i sktadzie chemicznym,
dogodnych warunkow 1 ulatwianiu formowania tkanki kostnej na bazie istniejacej w
sasiedztwie ko$ci. Materiat taki tworzy matryce dla odbudowy kosci ktora w ten materiat
wrasta. Zdolno$ci osteokondukcyjne wykazuja zar6wno przeszczepy kostne jak i materiaty
kosciozastgpcze organiczne i nieorganiczne (1, 25, 26). Osteopromocja to natomiast zdolnos¢
przyspieszanie odbudowy tkanki kostnej. Celem stosowania biomaterialow jest ulatwienie

oraz przyspieszenie odbudowy tkanki kostnej (1, 25, 26).

2.1. Osteointegracja: interakcja tkanka — implant

Osteointegracja wedtug definicji Brénemarka to bezposrednie strukturalne i funkcjonalne
polaczenie organicznej, zywej koSci z powierzchnia obciazonego implantu (27). Uznaje sig,
ze potaczenie tkanki kostnej z powierzchnia implantu ma dwojaki charakter: biomechaniczny
i chemiczny. Potaczenie biomechaniczne, tak zwany interlocking, nastgpuje poprzez
wrastanie tkanki kostnej w nieregularnosci powierzchni implantu i1 jest procesem
dtugotrwatym. Klinicznie implant tuz po wprowadzeniu w toze kostne uzyskuje stabilizacje
pierwotna dzigki swojej geometrii natomiast w dalszym etapie dochodzi do resorpcji tkanki
kostnej co wiaze si¢ z pogorszeniem stabilizacji implantu (12). Dopiero z czasem, w wyniku
tworzenia tkanki kostnej, jej przebudowy i wrastania w nieregularnosci powierzchni implant
uzyskuje stabilizacje wtorna powstala na bazie biomechanicznego potaczenia z tkanka kostna.
Polaczenie chemiczne migdzy tkanka kostna a powierzchnia implantu nast¢puje natomiast
natychmiastowo. Jest to wigzanie ktore dziata na bardzo matej odleglosci. Przyjmuje sig, ze
komercyjnie czysty tytan nie ma zdolno$ci biochemicznego wiazania z tkanka kostng i
wymaga modyfikacji chemicznych by ta zdolno$¢ uzyskaé. Przytaczanie do powierzchni

tytanu jondw wapnia, magnezu czy fluoru, obrobka termiczna badz umieszczanie tytanu w
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ogniwach galwanicznych pozwala na utworzenie wiazania biochemicznego migdzy
implantem a ko$ciag. ROwniez materialy ceramiczne takie jak na przyklad hydroksyapatyt
uwaza si¢ za materialy posiadajace zdolno$¢ wiazania biochemicznego z tkanka kostna.
Powloka utworzona z materialdbw ceramicznych badz tez inkorporowanie ceramiki w
powierzchnie tytanu pozwolitloby na utworzenie wigzania biochemicznego z koscia. Czgsé¢
autorow wyklucza jednak mozliwo$¢ istnienia wigzania biochemicznego migdzy implantem a
tkanka kostna ze wzgledu na istnienie ruchéw migdzyfazowych pomigdzy implantem a ko$cia
ktore nie pozwalatyby na utrzymanie tego typu wiazania (28).

Proces interakcji pomigdzy wszczepianym materiatem a tkanka jest procesem dynamicznym,
wieloetapowym 1 zaleznym od wielu czynnikow. W przypadku wszczepoéw s$rddkostnych
decydujacymi i1 najwazniejszymi komodrkami determinujacymi odpowiedz tkankowa na
material sa osteoblasty. Na ich odpowiedZ istotnie wptywaja wlasciwosci powierzchni
wszczepionego materiatu.

Reakcje tkanki na wszczepiany materiat mozna podzieli¢ na faz¢ nieckomorkowa czyli etap w
ktorym dochodzi do adsorpcji protein na wszczepionym materiale. Faza ta ma miejsce
bezposrednio po zetknigciu wszczepianego materiatu z ptynami ustrojowymi a na jej przebieg
wplywaja wlasciwosci fizykochemiczne materiatu takie jak chropowato$é, topografia,
biegunowos$¢, hydrofilnos¢, tadunek elektryczny.

Wplyw na ta faz¢ ma rowniez pH Srodowiska, sktad jonowy, sita roztworu, temperatura,
grupy funkcyjne biatek i pozostalych substratow bedacych w sasiedztwie wszczepianego
materiatu. Poczatkowo przylaczaja si¢ male, szybko dyfundujace proteiny ktére sa pozniej
zastepowane przez duze proteiny o silnym powinowactwie do powierzchni wszczepionego
materialu. Pewne biatka ko$ci posiadaja wlasciwosci chemotaktyczne lub adhezyjne dzigki
posiadanej sekwencji Arg-Gly-Asp (RGD). Jest to sekwencja specyficzna dla wigzania

receptorow blony komorkowej takich jak integryny. Sekwencje RGD posiadaja m. in.
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peptydy takie jak fibronektyna, vitronektyna, osteopontyna, sialoproteiny kosci,
trombospontyna, kolagen typu I. Posiadaja one zdolno$¢ promowania adhezji osteoblastow
jak rowniez maja silny wptyw na dojrzewanie matriksu oraz jego mineralizacjg (29, 30).
Kolejng faza jest faza przylaczania biologicznych molekul (zewnatrzkomorkowych biatek
macierzy, biatek blony komoérkowej, biatek cytoszkieletu) ktore przytaczaja si¢ do
powierzchni wszczepionego materialu i wchodza miedzy soba w interakcje indukujac
p6zniejsza odpowiedz komorkowa wplywajac na migracje i roznicowanie komoérek. Na faze
przylaczania wptyw maja sity jonowe oraz sity Van der Waalsa (29). Ow
zewnatrzkomoérkowy matriks stanowiacy skomplikowane potaczenie glikoprotein, kolagenu,
proteoglikandéw i1 czynnikoéw wzrostu stanowi nie tylko fizjologiczne rusztowanie stuzace
przylaczaniu 1 organizowaniu si¢ komorek ale rowniez mediator dla powstawania
wewnatrzkomorkowych sygnatow poprzez receptory powierzchni komorek ktore rozpoznaja
molekuly zewnatrzkomoérkowego matriksu (12, 31).

Kolejna faza jest faza komorkowa. Faze ta mozna podzieli¢ na okresy przylaczania, adhezji,
migracji, proliferacji i roznicowania komorek. Jakos$¢ pierwszych trzech okresow ma duzy
wplyw na pojemno$¢ proliferacji 1 réznicowanie komorek na powierzchni implantu w
okresach pdzniejszych.

Poczatkowo komorki przytaczaja si¢ do powierzchni materialu, jest to tzw.: ,,attachment
phase”. Faza ta przebiega szybko 1 jest to krotkoczasowy fizykochemiczny proces na ktory
wplyw maja sity jonowe oraz sity Van der Wallsa.

Kolejna faza jest faza adhezji. Adhezja komoérek do powierzchni materialu ma miejsce w
ciagu pierwszych godzin kontaktu wszczepionego materiatu z ko$cia. Jest to pierwsza faza
interakcji komorek z materialem i ma ona istotny wptyw na pdzniejszy wzrost, proliferacje,
roznicowanie 1 migracje komorek. Jest to najbardziej krytyczny moment interakcji komorka-

materiat. Jako, ze przebieg procesu osteointegracji zalezy od bezposredniej interakceji
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pomigdzy matryca ko$ci 1 osteoblastami z wszczepionym materiatem dlatego wlasnie adhezja
osteoblastow jest tak istotna dla przebiegu interakcji migdzy implantem a koscia (32, 33).
Proces adhezji przebiega dtuzej niz faza przylaczania. Udzial w nim biora biologiczne
molekuty takie jak zewnatrzkomorkowe biatka matriksu, biatka blony komorkowej oraz
biatka cytoszkieletu. W procesie adhezji udziatl bierze szereg bialek zar6wno matriksu
zewnatrzkomérkowego (fibronektyna, kolagen, laminina, vitronektyna), jak 1 biatka
cytoszkieletu (aktyna, talina i vinkulina) oraz receptory blony komoérkowej (integryny). Na
pOzniejszy wzrost 1 roznicowanie komorek wplyw ma sygnal powstaty w wyniku interakcji
migdzy wymienionymi biatkami a ich specyficznymi receptorami. Ponadto im wigcej
komorek przylega do powierzchni od pierwszych godzin poprzez kolejne tygodnie tym
wigksza maja one zdolnos¢ do proliferacji (30, 31). Tak wigc za adhezj¢ komodrek do
powierzchni materiatu i ich dalsze na nim zachowanie odpowiadaja molekuty
zewnatrzkomorkowego matriksu takie jak vitronektyna, fibronektyna, kolagen, laminina i
fibryna. Te molekuly sa nastgpnie rozpoznawane i wiazane przez komoérkowe receptory
odpowiedzialne za adhezje¢, tzw. molekuty adhezyjne. W przypadku osteoblastéw molekuty
adhezyjne naleza do grup integryn 1 kadheryn. Integryny zbudowane sa z dwoch
podjednostek, kazda z nich sktada si¢ z duzego elementu zewnatrzkomérkowego, elementu
przezbtonowego 1 krotkiego fragmentu cytoplazmatycznego. Integryny przeszywaja blong
komoérkowa 1 stanowia swoista drogg oddzialywania pomiedzy przedzialem
zewnatrzkomorkowym (biatka matriksu) 1 wewnatrzkomorkowym (cytoszkielet). Moga one
przettumaczy¢ przylaczanie zewnatrzkomorkowych ligand na wewnatrzkomorkowa
informacje 1 przez to wptywaé¢ na adhezjg, rozprzestrzenianie 1 migracje komorek a w
konsekwencji wptywac na ich wzrost i réznicowanie. Kadheryny z kolei odpowiadaja za
adhezje komorka-komoérka. Sa to przezbltonowe glikoproteiny wspotdziatajace z

wewnatrzkomérkowymi Kareninami, ktore z kolei wspotdziataja z wewnatrzkomorkowymi
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proteinami. Adhezja polega na przytaczaniu wewnatrzkomoérkowych filamentow aktynowych
do matriksu utworzonego wcze$niej na powierzchni materiatu przy udziale integryn. W ten
sposob powstaje kontakt fokalny — plytka fokalna. W obrgbie kontaktow fokalnych istotna
role odgrywaja integryny. Reakcja tkanek na powierzchnie materiatu jest wtasnie zwiazana z
integrynozalezna adhezja komodrkowa. Formowanie kontaktow fokalnych in vitro jest
promowane przez zewnatrzkomorkowe biatka matriksu takie jak fibronektyna i vitronektyna.
(29, 30).

Po fazie adhezji nastepuje faza migracja po powierzchni materiatu. W tym celu niezbg¢dne jest
stworzenie dynamicznej interakcji pomigdzy komorka, materiatem a cytoszkieletem.
Poczatkowo komorka tworzy wypustke blony komoérkowej w jednym z brzegéw z ktorej
powstanie lamellopodium. Po utworzeniu i umocowaniu lamellopodium komorka generuje
sitg trakcyjna oraz energi¢ niezbgedna do przemieszczenia si¢. Ostatnim etapem jest
uwolnienie tylu komoérki 1 jego retrakcja. W proces migracji zaangazowane sa integryny.
Komoérki mato ruchliwe tworza silng adhezje¢ fokalna, komoérki bardziej ruchliwe tworza
mniej struktur adhezyjnych. Posrednia warto$¢ sily przytaczania przektada si¢ natomiast na
najwyzsza zdolnos$¢ do migracji.

Kolejnym etapem kolonizacji powierzchni materiatu przez komorki jest faza proliferacji.
Komorki zalezne od zakotwiczenia, tzw.: anchorage-dependent, dziela si¢ tylko po
wydtuzeniu na powierzchni hodowlanej. Ich podziat zalezy od potaczenia z podtozem. Tak
wigc stopien pokrycia podtoza przez komodrki jest skorelowany z ich aktywnos$cia
proliferacyjna. Pokrycie podtoza przez komoérki warunkuje ich proliferacje i jest z kolei
zwiazane z zaadsorbowanymi na powierzchni molekutami mediujacymi adhezj¢ komorek
(50). Nastgpnie dochodzi do ich réznicowania. Ostatnia faza osteointegracyjnego

roznicowania komorek na  powierzchni  materiatu  jest produkcja  osteoidu—
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niezmineralizowanej macierzy kostnej. Ostatecznym etapem interakcji kos¢-material jest faza

mineralizacji (29, 30, 34).

2.2. Metody oceny wlasciwosci biologicznych materialow implantologicznych

Oceng prognozowanego przebiegu osteointegracji mozna przeprowadzi¢ w badaniach in vitro,
ktore stanowia hodowle komérkowe, pomiar adsorpcji biatek czy tworzenia krysztatow HA.
Z kolei w badaniach in vivo w ocenie osteointegracji mozna korzysta¢ z modeli ludzkich badz
zwierzecych stosujac metody inwazyjne a takze nicinwazyjne.

Stopien osteointegracji wszczepu $rodkostnego in Vivo mozna oceni¢ stosujac roézne techniki.
Na bezposrednia oceng ilosciowa 1 jakosciowa powierzchni kontaktu implant — ko$¢
pozwalaja preparaty bedace przekrojem potaczenia badanej tkanki i wszczepu. Tego typu
preparaty umozliwiaja analiz¢ histologiczna - oceng jakosciowa komorek i
histomorfometryczna tkanki kostnej czyli oceng iloSciowa komorek, przeprowadzenie
pomiaréw liniowych i powierzchniowych (szerokos¢, grubos¢, dhugosé, powierzchnia,
obwod) a takze analize trojwymiarowa (objeto$¢) (35). Procedura laboratoryjna stosowana
przy przygotowywaniu tego rodzaju preparatéw jest jednak bardzo czasochlonna dlatego tez
stosowana jest glownie w badaniach naukowych (35). Przygotowanie preparatow
histologicznych zawierajacych przekroj potaczenia tkanki kostnej z implantem jest
czasochtonne 1 skomplikowane. Sklada si¢ na nie: utrwalenie segmentéw zawierajacych
tkanke kostna wraz z wgojonym wszczepem, zatopienie ich w zywicy, cigcie 1 szlifowanie
dzigki ktorym otrzymujemy cienkie preparaty zawierajace przekroj potaczenia implant-kos¢,
ostatnim etapem jest barwienie skrawkéw. Tak przygotowane preparaty analizuje si¢ w

swietle przechodzacym przy uzyciu mikroskopu §wietlnego.
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Oceng stopnia osteointegracji mozna przeprowadzi¢ rowniez klinicznie na modelu ludzkim
badz zwierzegcym za pomoca metod inwazyjnych oraz nieinwazyjnych. Do metod
nieinwazyjnych mozna zaliczy¢: zdjgcia rentgenowskie, analiza czgstotliwosci drgan przy
pomocy urzadzenia Osstell, oceng stabilnosci przy pomocy urzadzenia Periotest (14, 36, 37,
38, 39). Natomiast do metod inwazyjnych naleza: ocena wstecznego momentu obrotowego,
kliniczny pomiar oporu gwintowania podczas implantacji wszczepu, testy typu pull-out, push-
out oraz pomiar momentu obrotowego przy usuwaniu implantu po jego osteointegracji (38,
39, 40, 41).

Istnieja rowniez nieinwazyjne metody oceny samej tkanki kostnej pod katem jej przydatnosci
do zabiegu implantacji. Jest to przede wszystkim diagnostyka radiologiczna a takze analiza
Fouriera i fraktalna (42, 43).

W przypadku oceny in vitro wlasciwosci biologicznych badanego materialu przeprowadzié
mozna testy biokompatybilnosci ktore zostaly opracowane celem symulacji oraz
prognozowania reakcji biologicznej na materiaty umieszczone wewnatrz lub na powierzchni
tkanek zywego organizmu. Testy te mozna prowadzi¢ migdzy innymi przy uzyciu hodowli
komorkowych.

Jednym z rodzajow testow biokompatybilnosci materialow jest test cytotoksycznosci. Testy
cytotoksycznosci sa testami ktore wykazuja efekt wywierany na komorki po stosunkowo
krotkim okresie ekspozycji na substancje. Testy te moga trwaé 12, 24 godziny i dluze;j.
Komorki przetrwaja badz obumra w wyniku uszkodzenia chemicznego. Inne rodzaje testow
biokompatybilnosci testujace aktywacje procesoOw biologicznych wymagaja dtuzszego czasu
trwania badania. Powyzsze badania oceniaja reakcje zapalne, reakcje immunologiczne oraz
reakcje mutagenne (44).

Hodowla komodrkowa zostata przyjeta jako technika w latach dwudziestych XX wieku

natomiast testy in vitro oceny cytotoksycznosci zostalty wprowadzone 30 lat pdzniej, w latach
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50-tych i 60-tych. Pierwsza standaryzacja tego typu badan miata miejsce w 1983 roku kiedy
to Amerykanskie Stowarzyszenie Testow i1 Materialow (ASTM) sformulowalo szereg
standardow miedzy innymi standard F813-83: Standardowe postgpowanie dla hodowli
komoérkowych w bezposrednim kontakcie oceniajace materiaty do produkcji urzadzen
medycznych. W latach p6zniejszych rowniez Migdzynarodowa Organizacja dla Standaryzacji
(ISO) wprowadzata kolejne standaryzacje (44).

Testy uzytkowe takie jak testy hodowli komorkowych i testy implantacyjne koncentruja si¢
na efektach miejscowych testowanych materiatow czyli efektach reakcji cytotoksycznej czy
odpowiedzi zapalnej. Jednakze biomaterialy moga réwniez powodowac reakcje alergiczne,
mutagenne, teratogenne lub organozalezna reakcj¢ toksyczna. RoOwnocze$nie rozne metody
badania odnosza si¢ do roéznych poziomow biologicznych. Dlatego nie jest mozliwe
przetestowanie materiatu jednym testem wytacznie. Potrzebne jest wigc podejscie wliczajace
bateri¢ metod testowych. Autian proponuje koncepcje 3 poziomoéw wg schematu: 1)
toksycznos$¢ niespecyficzna (hodowle komorkowe lub mate zwierzgta laboratoryjne) 2)
toksyczno$¢ niespecyficzna (testy uzytkowe np. u naczelnych) 3) testy kliniczne u ludzi (45).
Materiaty planowane do uzycia jako implanty sa zazwyczaj testowane w warunkach in vitro
na hodowlach komérkowych po czym przystepuje si¢ do testow in vivo na zwierzetach. Linie
komoérkowe stanowia homogenne, dobrze zdefiniowane, relatywnie fatwo dostepne i1 tatwo
hodowane populacje komorkowe ktére umozliwiaja badanie wielu réznych proébek materiatu
dajac powtarzalne wyniki (46). Stanowia one swego rodzaju uktady modelowe pozwalajace
na oceng reakcji komorek na materiat. Wyniki badan przy uzyciu linii komorkowych uzyskuje
si¢ W sposOb znacznie szybszy i1 prostszy w poroOwnaniu z badaniami na zwierzetach.
Stosowane do oceny interakcji komoérka-materiat linie komorkowe mozna podzieli¢ na linie
komorkowe pierwotne 1 linie komoérkowe ciagle. Linie komorkowe pierwotne pochodza z

normalnej tkanki diploidalnej i charakteryzuja si¢ okreslonym czasem zycia wyrazonym
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ograniczong liczba pasazy. Po zaprogramowanym czasie zycia komorki linii pierwotnych
ulegaja apoptozie. Tego typu hodowle sa bardziej wrazliwe na warunki srodowiskowe niz
linie ciagle jednakze ich czuto$¢ na wlasciwosci powierzchni na ktérej sa hodowane pozwala
na wnikliwa oceng interakcji komoérka-material. Do badan materialdow implantacyjnych
mozna uzy¢ nisko pasazowanych pierwotnych linii komérkowych pochodzenia zwierzgcego
lub ludzkiego takich jak na przyktad osteoblasty ludzkie lub tez komodrki macierzyste
(mezenchymale czy embrionalne). Stosujac linie komérkowe ludzkich osteoblastow mozna
uzyskac¢ informacje o mozliwos$ciach potencjalnej osteointegracji badanego materiatu.

Linie komorkowe ciagle stanowia komorki izolowane z guzow 1 charakteryzuja sig
nieograniczonym czasem zycia. Charakteryzuja si¢ one niezakléconym metabolizmem i
statym genotypem. W badaniach materiatow implantacyjnych stosowane sa linie komorek
ludzkich pochodzace z tkanki kostnej - osteoblastopodobne komorki nowotworowe takie jak:
CPC-2, TE-85, MG-63, Sa0S-2, U-20S. Okreslane sa one jako linie tkankopodobne a wigc w
przypadku komorek pochodzenia kostnego - osteoblastopodobne. Linie te pochodza z
osteosarkomy ale zachowaty wtasciwosci istotne dla komoérek kosciotworczych takie jak

aktywnosc¢ fosfatazy alkalicznej czy produkcje osteokalcyny (46, 47).

2.3. Modyfikacje powierzchni implantow

Modyfikacje powierzchni wedlug metody jej opracowania mozna podzieli¢c na 3 grupy
wedtug ponizszego schematu:
1. Opracowanie maszynowe
2. Metody addycyjne — powlekajace:
- powloka z napylonej plazmy tytanowej

- powtoka hydroksyapatytowa
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3. Metody ablacyjne — pomniejszajace:

- powierzchnia wytrawiana

- powierzchnia anodowo wytrawiana

- powierzchnia poddana obrobce strumieniowo-$ciernej

- powierzchnia poddana obrobce strumieniowo-$ciernej i wytrawiana (1).
Opracowanie maszynowe polega na frezowaniu z tytanowego preta implantu. W wyniku
obrobki na powierzchni tytanu powstaja réwnolegle bruzdy. Jest to powierzchnia
izometryczna, anizotropowa, charakteryzuje si¢ ona obecnoscia zorientowanych,
rownolegtych  bruzd <10 um. Sklada si¢ glownie z dwutlenku tytanu oraz wegla.
Chropowatos¢ tego typu wszczepoéw jest niewielka i wynosi Ra 0,1 - 0,8um; Sa 0,53 - 0,83
um (48).
Powloka z napylonej plazmy tytanowej powstaje w wyniku dospawania w atmosferze argonu
czasteczek tytanu rozgrzanych w tuku elektrycznym. Ma ona grubo$é okoto 30 - 40 ym. W
poréwnaniu z powierzchnia maszynowa 6-krotne powigksza powierzchni¢ wszczepu. Jest
ona znacznie bardziej chropowata niz poprzednia, parametr Ra wynosi tu okoto 9-10 um (48).
Powloke hydroksyapatytowa mozna uzyskaé na szereg sposobéw m.in. na drodze depozycji
elektroforetycznej, dip coating, izostatycznego prasowania termicznego, flame spraying,
plasma spraying i laserowej depozycji pulsacyjnej. Metoda najczegSciej stosowana jest metoda
plasma spraying. Powloka hydroksyapatytowa uzyskana metoda napylania ma okoto 50 pm
grubosci i jest powierzchnia izotropowa o chropowatosci wielkosci 8,2 - 10,2 um (48).
Powierzchnie trawione najczesciej uzyskiwane sa na drodze podwojnego trawienia — tzw
Double Etching (DE). Stosowane sa tu mieszaniny kwasow: HCL + H,SO, a takze HF +
HNOj3. Charakterystyczna dla powierzchni typu DE jest tzw. mikrostruktura. Powierzchnia ta
ma charakter izotropowy - bez dominujacego kierunku struktury, z licznymi

nieregularno$ciami. Obecne sa na niej niewielkie wglebienia o $rednicy okoto 0,5 - 3 um
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powstate w wyniku trawienia. Chropowato$¢ tej powierzchni nie jest duza: Ra 0,62 - 0,83; Sa
0,46um (48).

Powierzchnia anodowo wytrawiana okreslana rowniez jako oksydowana lub anodyzowana to
powierzchnia uzyskana w wyniku elektrochemicznej oksydacji anodowej w trybie
galwanostatycznym. Proces rozwinigcia powierzchni przebiega w roztworach elektrolitow,
zazwyczaj H,SO4 + H3POg, lub tez kwasu HF. Uzyskana w ten sposob powierzchnia jest
izotropowa, chropowata - Sa>2 um. Powierzchnia ma charakterystyczny kwiecisty wzor
ktoéry tworza pory o wielkosci 1-5 um. Powierzchnig oksydowana mozna roéwniez uzyska¢ na
drodze Micro Arc Oxidation (MAO) w uktadzie nastepujacych elektrod: tytanowa anoda i 2
katody platynowe. Proces oksydowania powierzchni mozna przeprowadza¢ réwniez w
podwyzszonej temperaturze. Wraz ze wzrostem temperatury dochodzi do pogrubienia
warstwy tlenkow z 3-4nm do 40um, co daje wigksza odpornos¢ implantu na korozj¢ oraz
indukuje szybsza osteointegracj¢ we wczesnych okresach wgajania. Wrasta w tej metodzie
niestety rowniez kruchos$¢ tytanu (48).

Powierzchnia piaskowana uzyskiwana jest na drodze bombardowania powierzchni tytanu
czasteczkami tlenku glinu, tlenku tytanu badz hydroksyapatytu. Jest to powierzchnia
nieregularna, chropowata, z licznymi kraterami powstalymi w wyniku piaskowania
izotropowa. Jej chropowato$¢ waha si¢ w granicach Ra 1-3 um i mniej; Sa 1,12 pm.
Najczesciej stosowanym do piaskowania materiatem jest Al,O3. Wielko$¢ ziaren waha si¢ od
25 do 250 um (49). Zwigkszenie ich wielkosci skutkuje zwigkszeniem chropowatosci
powierzchni. Dowiedziono jednak, iz najlepsze efekty osteointegracji uzyskuje si¢ przy
wielkosci ziaren 25-75 pum. Uzyskana w ten sposOb powierzchnia charakteryzuje sig
mikroretencja odpowiednia aby zapewni¢ pozadany interlocking z tkanka kostna (Ra 0,82
um), ale nie nazbyt chropowata zeby uwalnia¢ jony. Uzyskane w tej metodzie nierownos$ci sa

bardziej regularnie rozmieszczone i poprawiaja proces wgajania. Piaskowanie tlenkiem glinu
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powoduje pozostawanie niewielkich ilosci tego zwiazku na powierzchni tytanu (49). Takie
zanieczyszczenie moze wg niektorych autorow utrudnia¢ gojenie tkanki kostnej. W
technologii piaskowania implantow TiO; stosuje si¢ ziarna wielkosci 10-125 um. Do
piaskowania powierzchni tytanu stosuje si¢ rowniez HA lub inne postacie fosforanu wapnia,
np. B-TCP. Tak przygotowana powierzchnia jest nastgpnie ptukania w NH co powoduje
usunigcie wigkszej czgsci HA z powierzchni tytanu. Niewielka jego ilo§¢ pozostaje jednak na
powierzchni poprawiajac wgajanie implantu (48).

Powierzchnia poddana obrobce strumieniowo-$ciernej i wytrawiana jest wstepnie piaskowana
a nastgpnie wytrawiana podobnie jak powierzchnie typu DE. Piaskowanie moze by¢
przeprowadzone za pomoca Al,O3 (25 — 50 um), TiO, lub fosforanu wapnia. Dzigki
procesowi wytrawiania dochodzi do usunigcia pozostato$ci krzemu z powierzchni tytanu,
ktory to wedlug niektorych autorow uposledza osteointegracje. Powierzchnia ta
charakteryzuje si¢ rowniez specyficzna mikrotopografia podobnie jak powierzchnie typu DE.
Jest to powierzchnia izotropowa. W mikroskopie elektronowym mozna zaobserwowac
szerokie kratery o $rednicy 20 - 40 um powstate w wyniku piaskowania, a wewnatrz nich
obecne sa niewielkie dotki o $rednicy 0,5 - 3 um powstate w wyniku trawienia. Chropowato$¢
tego typu wszczepoéw jest wigksza niz powierzchni typu DE 1 maszynowych 1 wynosi okoto
Ra 1-3 um; Sa0,6-0,94 um (48).

Modyfikacje powierzchni wedlug jej chropowato$ci mozna podzieli¢ na 3 grupy: makro,
mikro 1 nanochropowate. Makrochropowato$¢ miesci si¢ w granicach milimetrow do
dziesiatek mikrometrow. Dotyczy geometrii implantow, ich gwintow i makroporowatej
modyfikacji powierzchni dajacej chropowatos¢ ponad 10um. Tego typu porowato$¢ zapewnie
interlocking migdzy kos$cia a implantem zapewniajac stabilizacje pierwotna, ma réwniez
wplyw na dlugoczasowa mechaniczna stabilno$¢. Moze ona réwniez sprzyja¢ periimplantitis

a takze uwalnianiu jonoéw (20).
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Mikrochropowato$¢ powierzchni w mie$ci si¢ w granicach 1-10 pm. Maksymalizuje
interloking przy zmniejszonym ryzyku periimplantitis i uwalnianiu jonéw (szczegdlnie przy
umiarkowanej chropowatosci rzedu 1-2 um (20). Wplywa na odpowiedz tkanki kostnej na
powierzchni¢ implantu. Uzyskiwana jest na drodze modyfikowania powierzchni implantu
metodami  addycyjnymi 1 ablacyjnymi przytoczonymi powyzej. Modyfikacje te
zwigkszaja/rozwijaja powierzchni¢ implantu.

Nanochropowatos¢ powierzchni dotyczy warto$ci ponizej 1 pm. Wplywa na wczesna
odpowiedz kostna. Jest ona istotna dla adsorpcji bialek, adhezji osteoblastow a wigc ma
wplyw na tempo osteointegracji (20). Ostatnic badania wykazaly, ze powierzchnia o
nanometrowych cechach struktury wykazuje dodatkowe efekty biologiczne zar6wno in vitro
jak i in vivo jest to migdzy innymi efekt scalania, ktory ultrastrukturalnie moze by¢ okreslony
jako ,,bonding” wiazanie w skali atomowej pomigdzy tlenkami i nanokrysztatami apatytu

(16). Trudno jednakze rozr6zni¢ wptyw mikro i nanochropowatosci (18, 28).

2.4. Wlasciwosci powierzchni implantow i ich wplyw na odpowiedz biologiczna

Wedtug Albrektsonna na przebieg procesu osteointegracji maja wplyw takie czynniki jak
powierzchnia implantu, technika zabiegu, toze kostne, ksztatt implantu, biokompatybilnos¢
implantu oraz warunki obciazenia (11). Wiasciwosci powierzchni moga by¢ podzielone na
wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne. Wsrod wilasciwosci fizycznych mozna wyr6znié
chropowato$¢ powierzchni, topografig, energie powierzchniowa, polarnos$¢, zwilzalnos¢.
Wiasciwosci chemiczne wiaza si¢ ze sktadem chemicznym powierzchni wszczepu ktory jest z
kolei czynnikiem determinujacym energie powierzchniowa, polarno$¢, zwilzalnos¢ 1 potencjat

zeta (50). Istnieje wigc =znaczaca =zalezno$¢ miedzy fizycznymi 1 chemicznymi
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wlasciwo$ciami powierzchni. Ponadto obrobka powierzchni skutkujaca zmiang wiasciwosci
fizycznych pociaga za soba rowniez zmiang wlasciwosci chemicznych powierzchni (51).
Wszczep oddzialuje na otaczajace tkanki poprzez swoja powierzchnig. Oddziatywanie to
mozna podzieli¢ na oddziatywanie wczesne zwiazane z interakcja ptyndw biologicznych z
powierzchnia implantu. Ta interakcja jest czgsto mediowana przez proteiny zaabsorbowane z
ptynéw biologicznych. Cechy powierzchni dotyczace jej chropowatosci, topografii i chemii
powierzchni sa nastgpnie ,.tlumaczone” przez warstwg protein na informacje ktora jest
zrozumiata dla komorek (51). Innym rodzajem oddziatywania pomigdzy wszczepem a tkanka
jest oddzialywanie pdzne zwiazane z mineralizacja przebiegajaca na powierzchni wszczepu
7).

Istnieje szereg parametréw okreslajacych topografie powierzchni. Moga to by¢ parametry
spektralne, fraktalne, amplitudy i szereg innych. Niestety zaden z nich nie okresla
powierzchni w sposob kompletny i skonczony jak réwniez nie wszystkie wpltywaja na
biologiczna czy fizyczna reakcje na dana powierzchni¢ (52). Topografia powierzchni
uzyskana w wyniku jej modyfikacji w procesie obrobki wptywa na odpowiedz komodrkowa a
w szczegolnosci na adhezje komoérek, ma wplyw na ulozenie komorek, proliferacje,
rozprzestrzenianie, ich zywotno$¢, morfologi¢ i rdéznicowanie (31, 32, 46, 53, 54).
Wiasciwosci powierzchni wplywaja réwniez na zorientowanie komoérek 1 ich ulozenie na
powierzchni materialu. Na powierzchniach gladkich komorki uktadaja si¢ w sposob
przypadkowy, nie zorientowany. W przypadku gdy na powierzchni obecne sa bruzdy
wowczas osteoblasty uktadaja sie zgodnie z ich przebiegiem. Orientacja komorek zgodnie z
przebiegiem bruzd zwiazana jest z tzw fenomenem prowadzenia kontaktowego (contact
giudence phenomenon) (53). Istotna jest rowniez wielko$¢ bruzd, osteoblasty nie reaguja na
bruzdy o glebokosci 0,5um natomiast uktadaja si¢ zgodnie z przebiegiem bruzd o glebokosci

S5um. (55). Istotna jest rowniez szerokos$¢ bruzd. Przy bruzdach szerokosci 10 pm osteoblasty
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charakteryzuja si¢ wigksza zywotnoscia. Tak wigc w przypadku powierzchni na ktorej obecne
sa bruzdy wplyw na reakcje komorek ma zaréwno ich glgbokos¢, szerokos¢ jak i
mikrotopografia ich wngtrza (33, 53).

Komorki reaguja na organizacj¢ powierzchni. Dowiedziono, ze organizacja powierzchni
zaréwno w skali mikro jak i w skali nano wplywa na reakcje komorek. Dowiedziono rowniez,
ze komorki preferuja powierzchnig o relatywnie nieuporzadkowanej topografii (56).
Powierzchnia wptywa na morfologi¢ komorek. Te hodowane na powierzchniach gtadkich
charakteryzuja si¢ ptaskim ksztaltem podczas gdy na powierzchniach umiarkowanie i
intensywnie chropowatych sa bardziej kuboidalne (54).

Nierownosci powierzchni sa istota jej chropowatosci. Chropowato$¢ nalezy postrzegad
zaro6wno w aspekcie wysokosci jak i orientacji i organizacji powierzchni (33). W przypadku
wysokosci istotna jest skala wielko$ci chropowatosci powierzchni. Wennerberg dzieli
powierzchnie na gladkie, nieznacznie chropowate, umiarkowanie chropowate i chropowate
(18). W ocenie wptywu wielkosci chropowatosci na reakcje komorkowa wazna jest natomiast
relacja skali chropowatosci do wielkosci pojedynczego osteoblastu. Powierzchnie
preferowane przez te komorki to takie chropowate powierzchnie, ktore jednakze posiadaja
ptaskie powierzchnie wielkosci komorek zapewniajace warunki do ich adhezji (18, 53).
Makrochropowato$¢ natomiast pozwala zakotwiczy¢ mechanicznie implant w kosci natomiast
nie jest identyfikowana przez komorki a wigc nie ogranicza ich adhezji i rozprzestrzeniania
(50). Z kolei wigksza gestos¢ nieregularnosci utrudnia proliferacje i rozprzestrzenianie si¢
komorek (46). Odnotowano, ze osteoblasty rozprzestrzeniaja si¢ bardziej przylegajac do
powierzchni mniej chropowatej w poréwnaniu z powierzchnia bardziej chropowata (32).
Aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej jest wskaznikiem réznicowania osteogenicznego,
formowania i mineralizacji ko$ci. Szereg badan potwierdza wpltyw chropowatosci

powierzchni na aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej (57, 58, 59, 60, 61). Oceniajac aktywno$¢
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fosfatazy alkalicznej osteoblastow hodowanych na réznych powierzchniach odnotowuje si¢
jej zwigkszenie w przypadku prowadzenia hodowli na powierzchniach bardziej chropowatych
(32, 62). Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej z kolei jako parametru oceny dlugoczasowe;j
adhezji ludzkich osteoblastéw do powierzchni tytanu o réznych chropowatos$ciach w korelacji
Z parametrem organizacji powierzchni wskazuje, ze ludzkie osteoblasty sa bardziej wrazliwe
na organizacj¢ i morfologie chropowatosci niz na jej amplitudg (33).

Chropowatos¢ powierzchni istotnie zwigksza rowniez adhezje osteoblastow a takze zapewnia
dobry tzw. Interloking implantu dzigki zaréwno zwigkszeniu powierzchni kontaktu migdzy
powierzchnia implantu a ko$cia a takze biomechanicznej integracji z koscia (53, 63).
Chropowato$¢ powierzchni wpltywa réwniez na rodzaj komoérek obecnych na powierzchni
wgajajacego si¢ implantu. Fibroblasty maja tendencje do kolonizowania powierzchni
gladszych, podczas gdy osteoblasty cze$ciej wystepuja na powierzchniach chropowatych.
(64). Tak wigc chropowato$¢ istotnie wpltywa na adhezje, proliferacje¢ i réznicowanie
komorek chociaz czasami ten wpltyw jest niezauwazalny (65). Wedlug najnowszych badan z
kolei wptyw chropowatosci powierzchni na adhezj¢ komoérek jest wtorny w stosunku do
energii powierzchniowej szczeg6élnie w przypadku metali ktore sa materiatami o wysokiej
energii powierzchniowej (53).

Osteoblasty sa zdolne roéwniez rozrdznia¢ i reagowac na réznice w sktadzie chemicznym
powierzchni (53). W przypadku materiatow przewidzianych w przysztosci jako materialy
implantacyjne wprowadzane do tkanki kostnej powierzchnia czgsto wzbogacana jest w wapn,
fosfor, magnez czy siarkg. Taka modyfikacja umozliwia powstanie biochemicznego
potaczenia pomigdzy wszczepem a tkanka co skutkuje szybsza 1 intensywniejsza
osteointegracja szczegdlnie we wczesnej fazie wgajania (53). Zwiazki fosforanu wapnia,
szczegdlnie HA, maja zdolnos¢ adsorpcji duzych ilosci fibronektyny i vitronektyny co

umozliwia intensyfikacj¢ procesu adhezji osteoblastow. Ponadto materialy ceramiczne takie
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jak BCP czy HA maja zdolno$¢ rozpuszczania si¢ w plynach tkankowych, dochodzi wowczas
do wymiany jonéw migdzy materialem a tkanka. Migdzy innymi przy udziale rozpuszczonych
sktadnikéw materialow ceramicznych dochodzi do precypitacji apatytu na powierzchni
materiatu a wigc mineralizacji tkanki kostnej. Dodatnio natadowane jony wapnia dziataja jako
jadra krystalizacji dla apatytu poprzez przylaczanie ujemnie naladowanych (PO,) * i (CO3)
I w ten sposob biora udzial w formowaniu wzbogaconej w wapn i fosfor warstwy
powierzchniowej, ktora nastepnie krystalizuje w kosciopodobny apatyt (66). Ponadto
przypuszcza si¢, ze wihasciwosci osteoindukcyjne BCP i HA zwiazane sa z faktem, ze
procesowi precypitacji apatytu towarzyszy precypitacja z ptynéw ustrojowych czynnikow
wzrostu takich jak biatka morfogenetyczne kosci, ktére wpltywaja na roznicowanie sig
komorek w kierunku osteoblastow (53, 67). Obecno$¢ wapnia i fosforu w wymiarze
komorkowym natomiast, wptywa na zwigkszenie proliferacji i zZywotno$ci osteoblastow
hodowanych na tak modyfikowanych materiatach, co zwigksza biokompatybilnos¢ tych
materiatow (66).

Réznice skladu chemicznego materiatlow determinuja rowniez takie parametry jak energia
powierzchniowa, polarnos¢, zwilzalno$¢ oraz potencjal zeta, a w konsekwencji wptywaja
rowniez na interakcje komorek z materiatem.

Proste grupy hydroksylowe zdaja sig sprzyja¢ powstawaniu zarodkow krystalizacji apatytu 1
krystalizacji bioceramiki. Ta powierzchowna warstwa jest wysoko uwodniona i umozliwia
utworzenie warstwy, ktorej struktura jest porownywalna do hydrozelu (51). Obecnos¢ grup
funkcyjnych zawierajacych tlen takich jak grupy karbonylowe, karboksylowe i estrowe
zwigkszaja zwilzalno$¢ 1 polarno$¢ powierzchni co utatwia adsorpcje biatek mediujacych
adhezj¢ migdzy innymi fibronektyny, jak rowniez bialek zewnatrzkomorkowego matriksu, co
w konsekwencji wptywa na zwigkszona adhezje komorek. Ponadto powierzchnie hydrofilne,

czyli bogate w grupy tlenowe, zapewniaja takie przestrzenne rozmieszczenie
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zaadsorbowanych bialek, ktére dodatkowo sprzyjaja tatwiejszej adhezji komorek. Z kolei
mniejsza ilo$¢ grup tlenowych zmienia witasciwosci powierzchni w kierunku bardziej
hydrofobowych co z kolei stymuluje adsorpcje nie adhezyjnych czasteczek biatkowych takich
jak albuminy. Wiasciwosci hydrofobowe zwigkszaja si¢ roéwniez wraz ze wzrostem
zawarto$ci na powierzchni materiatu wodorowgglanow (46, 50, 53).

Adhezja komorkowa przebiega tatwiej na powierzchniach o tadunku dodatnim. Zwiazane jest
to z faktem, ze molekuly sprzyjajace adhezji komoérek maja tadunek ujemy. Dodatnio
natadowane grupy aminowe NH;" sprzyjaja wiec adhezji komérek (50). Ujemny tadunek
powierzchni zwiazany z obecnoscia takich grup funkcyjnych jak grupy karboksylowe -COOH
oraz grupy siarkowe uposledza zaréwno adhezje komodrka-material jak i adhezje komoérek do
siebie wzajemnie (50). Z kolei Anselme podaje, ze adsorpcje biatek poprawia fadunek ujemny
(53).

Rowniez energia powierzchniowa wpltywa na adhezjg, rozprzestrzenianie i proliferacje
komorek. Fibroblasty najintensywniej rozprzestrzeniaja si¢ na powierzchniach o
umiarkowanej energii powierzchniowej. Powierzchnie o wyzszej energii powierzchniowe;j
zapewniaja blizsza adhezj¢ tkankowa (53).

Na roznicowanie osteoblastow z kolei wptywa potencjat zeta czyli potencjal elektryczny,
ktory istnieje na granicy faz (adsorpcyjnej i dyfuzyjnej) czasteczki, ktora znajduje si¢ w matej
odlegtosci od powierzchni (53).

Reakcja komorek na powierzchnie zalezy nie tylko od jej parametrow topograficznych czy
chemicznych ale rowniez od fenotypu komorkowego. Odmienna reakcja réznego rodzaju
komorek zalezy nie tylko od ich pochodzenia ale 1 od r6znic w ich wielkosci czy morfologii
(53).

Biologiczny efekt obecnosci glinu na powierzchni tytanu nadal pozostaje kontrowersyjny.

Udowodniono uposledzenie gojenia kosci w okolicy implantéw tytanowych piaskowanych
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glinem co wigzano z kompetycyjnym wigzaniem jonéw glinu i wapnia (68, 69, 70, 71, 72). Z
kolei w innej publikacji w badaniach in vitro z uzyciem osteoblastow nie stwierdzono
negatywnego oddzialywania pozostalych po procesie piaskowania czasteczek glinu (73).
Negatywnego efektu glinu nie odnotowano réwniez w odniesieniu do przebiegu
osteointegracji (74). Rowniez Wennerberg nie stwierdzita istotnych statystycznie réznic
wspotczynnika BIC (bone to implant contact) pomigdzy implantami o powierzchni
maszynowej i implantami o powierzchni piaskowanej tlenkiem glinu (75). W zwiazku z
kontrowersjami dotyczacymi tlenku glinu czgsto jako materialu $ciernego w procesie
piaskowania uzywa si¢ zwiazkéw fosforanu wapnia (20, 76, 77). Inna metoda na
ograniczenie badz eliminacj¢ glinu jest trawienie powierzchni implantow prowadzone po

procesie piaskowania. Z tego powodu czgsto te dwie metody obrobki sa taczone (51).
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3. Cel pracy

Celem badan byla ocena przebiegu procesu osteointegracji na réznie modyfikowanych
powierzchniach tytanu.
Wyodregbniono szczegdtowe cele pracy:

1. Ocena zywotnosci komorek

2. Ocena stezenia biatka

3. Ocena aktywnosci fosfatazy alkalicznej

4. Ocena stgzenia prostaglandyny E2

5. Ocena wzrostu komoérek w kondycjonowanym medium

6. Analiza obrazéw SEM hodowli na badanych powierzchniach

4. Material badawczy i metodyka badan

4.1. Material badawczy

4.1.1. Badania wstepne

Badania wstepne dotyczyly opracowaniu procedury przygotowania preparatOw
histologicznych przekroju potaczenia implantu z koscia majacej stuzy¢é do oceny
osteointegracji w dalszych etapach. Byty one prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Histologii i
Embriologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badania prowadzono za zgoda Lokalne;j
Komisji Etycznej ds. Dos$wiadczen na Zwierzgtach, Katedry Fizjologii i Biochemii Zwierzat,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Badania prowadzono na 20 krélikach Biatych
Nowozelandzkich, bylty to doroste samice o wadze okoto 4kg i w wieku 6 miesigcy. Celem
opracowania procedury wykorzystano jedno zwierze.
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Zwierzetom wszcezepiono wykonane w wytworni implantow Osteoplant tytanowe wszczepy
srodkostne o $rednicy 4mm i dlugosci 7mm Ryc. 4.1. Po okresie wgajania trwajacym 3
tygodnie implanty wraz z otaczajaca tkanka kostna pobierane byly przy pomocy trepanu
kostnego. Zabiegi te prowadzono w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Klinicznej i Biofarmacji
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu a takze Zaktadzie Anestezjologii Doswiadczalnej

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Ryc. 4.1. Tytanowy wszczep srodkostny

4.1.2. Badania zasadnicze

Do badan z zastosowaniem hodowli ludzkich osteoblastow uzyto 280 dyskéw o wymiarach
8mm $rednicy i Imm grubosci wykonanych z komercyjnie czystego tytanu klasy 4 b Ryc. 4.2.
Sktad chemiczny tytanu podany przez producenta stanowit: H — 54 ppm%, O — 0,285%, C —
0,01%, Fe — 0,14%, N — 0,007%, Ti — pozostata czg$¢. Powierzchnia dyskow zostata

zmodyfikowana metodami chemomechanicznymi.
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Ryc. 4.2. Material badawczy — dyski tytanowe o srednicy 8mm i grubosci Imm

Do badan uzyto 7 r6znych rodzajow dyskow po 40 sztuk z kazdego rodzaju:

- dyski tytanowe o powierzchni maszynowej - MA

- dyski tytanowe o powierzchni piaskowanej Al,O3 - AI203

- dyski tytanowe o powierzchni piaskowanej Al,O; i trawionej mieszaning kwasow
HCI/H,SO, - AlI203 DE

- dyski tytanowe piaskowane mieszaning HA/TCP - HA

- dyski tytanowe piaskowane mieszaning HA/TCP i trawione mieszanina kwasoéw

HCI/H,SO, - HA DE

- dyski tytanowe piaskowane mieszaning synteryzowanego HA/TCP - HAS

- dyski tytanowe piaskowane mieszaning synteryzowanego HA/TCP i trawione mieszanina
kwasow HCI/H,SO4 - HAS DE

Dyski zostaly przygotowane w Wytworni Implantow Osteoplant w Poznaniu. Byty one
frezowane z pretow tytanu. Tak uzyskana byla powierzchnia maszynowa. Po procesie
frezowania dyski przekazano do procesu mycia i sterylizacji.

Piaskowanie prowadzono Al,O3, lub mieszaning HA/TCP poddana procesowi syntetyzacji

oraz nie syntetyzowana.
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Proszek Al,O3 sktadat si¢ z ziaren o wielkosci 53+75 um. Jego sktad chemiczny stanowil w
98,5% Al,O3 z dodatkiem 0,180% SiO,, 0,010% TiO,, 0,007% Fe,O3; i 0,001% CaO.
Mieszanina HA/TCP sktadata si¢ z ziaren o wielkosci < 300 um. Jej sktad chemicznym
stanowit 70+/-5% HA oraz 30+/-5% TCP a takze §ladowe ilosci innych zwiazkoéw z czego w
najwigkszej ilosci: Na 10 000ppm, Mg 9000 ppm. Synteryzacja mieszaniny HA/TCP
prowadzona byla w temperaturze 1320 °C

Piaskowanie powierzchni probek prowadzone byto pod cisnieniem 6 atmosfer.

Po przeprowadzeniu procesu piaskowania dyski przekazano do procesu mycia i sterylizacji.
Proces ten prowadzony byt zgodnie z procedura stosowana przy komercyjnie dostgpnych
implantach. Mycie prowadzone bylo w myjkach ultradzwigkowych w $rodku
powierzchniowo czynnym przez 15 min w temperaturze 55°C, nastgpnie w 2-propranolu
przez 15 minut w temperaturze 22 °C, w s$rodku dezynfekcyjnym przez 15 minut w
temperaturze 22 °C oraz dwukrotnie w wodzie destylowanej przez 15 minut w temperaturze
55 °C. Po procesie mycia dyski suszono w temperaturze 60°C przez 60 minut.

Dyski o powierzchni trawionej zostaty po procesie frezowania i piaskowania umyte zgodnie z
powyzsza procedura. Proces trawienia przeprowadzony zostal zgodnie ze schematem
zastosowanych w badaniach dr. Barbary Sikorskiej (78). Dyski ptukano 7 minut w acetonie,
nastepnie 3,5 minuty w wodzie destylowanej. Plukanie prowadzono w pluczce
ultradzwigkowej. Dyski umieszczano w szklanym naczyniu w acetonie lub wodzie
destylowanej a nastgpnie naczynia z dyskami umieszczano w wodzie w ptuczce 1 wlaczano
proces mycia. Dyski pozostawiano do samoistnego wysuszenia przez 1 godzing. Trawiono je
nastepnie w temperaturze pokojowej przez okres 10 min w mieszaninie 36% HC1/96% H,SO,
(1:6). Dyski nastepnie plukano 7 minut w acetonie, nastgpnie 3,5 minuty w wodzie
destylowanej a nastepnie pozostawiano do samoistnego wysuszenia przez 2 godziny. Tak

przygotowane dyski przekazano nastgpnie procesu mycia i sterylizacji.
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Po modyfikacji powierzchni i poddaniu dyskow procesowi mycia byly one poddane
procesowi sterylizacji metoda radiacyjna za pomoca akceleratora elektronow. Dawka
promieniowania wynosita 25 kGy.

Dodatkowo jako materiat referencyjny uzyty zostat Thermanox - film poliestrowy o
modyfikowanej powierzchni hydrofilnej, adhezyjnej dla komorek (Thermo Scientific,

Dania).

4.2. Metodyka badan

4.2.1. Badania wstepne

Zabieg wszczepienia implantow krolikom przeprowadzany byt w znieczuleniu ogolnym:
Ketamina 50mg/kg m.c. i.m., Xylozyna 10mg/kg m.c. i.m. Dodatkowo podawano
znieczulenie miejscowe nasigkowo W miejscu zabiegu 1ml lignocaina + noradrenalina
1:10.000. Podczas zabiegu podawany byt réwniez tlen medyczny przez sondg doustna. Po
preparacji warstwowe] odslaniano guzowato$¢ kosci piszczelowej na jej powierzchni
przednio-przysrodkowej w czgsci przynasady blizszej. Po wypreparowaniu w kazdej piszczeli
dwoch tozy kostnych w odlegtosci 10mm od siebie wprowadzano w nie implanty Ryc. 4.3,
Ryc. 4.4. Wszczepy byly wprowadzane przy uzyciu klucza dynamometrycznego. Po
wprowadzeniu $rub zaslepiajacych rany zszywano warstwowo przy uzyciu szwow Dexon
4.0. Zwierzeta objete zostaly tygodniowa opieka pozabiegowa. 2 razy dziennie podawano
domig$niowo Cefuroxym w dawce 20mg/kg m.c a takze stosowano na rany Neomycyng w
postaci aerozolu. Celem zniesienia bolu pooperacyjnego podawano 2 razy dziennie

domigéniowo Ketonal w dawce 1mg/kg m.c.
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Ryc. 4.3. Wypreparowane toza kostne Ryc. 4.4. Wprowadzone wszczepy

Po uptywie czasu wgajania wynoszacego 3 tygodnie przeprowadzano kolejny zabieg. Kroliki
byly usypiane poprzez podanie dozylne do zyly brzeznej ucha preparatu Morbital w dawce
Iml/kg m. c.. Implanty zostaty odstonigte i przy uzyciu trepanu wycigte wraz z otaczajaca je

tkanka kostna Ryc. 4.5. Ryc. 4.6.

Ryc. 4.5. Odstoniete implanty Ryc. 4.6. Preparacja segmentow kostnych

Pobrany materiat utrwalono w 2.5% roztworze glutaraldehydu
w 0.1M buforze fosforanowym o pH 7.4 Ryc. 4.7. Nastepnie material odwadniano w szeregu
alkoholi o wzrastajacym st¢zeniu (70%, 90%, 95% i 100%) i w acetonie. W kazdym etapie
odwadniania czas inkubacji uzalezniony byt od wielkosci preparatu i trwal okoto 4 dni.
Inkubacj¢ materiatu w mieszaninie aceton/Epon a nastgpnie w czystym Eponie

przeprowadzano w temperaturze 4°C przez okoto 4 dni w kazdym etapie. Bloczki implant-
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ko§¢ =zatopiono w zywicy epoksydowej Epon Ryc. 4.8. Polimeryzacj¢ materiatu

przeprowadzono w kilku etapach, wstepnie w temperaturze 4°C przez 2 dni 1 kolejno jedna

dobg w temperaturze pokojowej, nastgpnie jedna dobg w 40°C i dwie doby w 60°C.

Ryc. 4.7. Utrwalony segment kostny Ryc. 4.8. Segment kostny zatopiony w Eponie

Krojenie bloczkéw implant-ko§¢ przeprowadzono przy uzyciu precyzyjnej przecinarki
wolnoobrotowej Isomet 11-1180 Buehler, stosujac tarcz¢ o grubosci 100 um zawierajaca
ziarna diamentu Ryc. 4.9. Bloczki byly krojone wzdluz dlugiej osi implantu. Otrzymano
preparaty o grubosci 100 um, ktore nastgpnie szlifowano rgcznie papierami drobnoziarnistymi
(typ 500-4000) do grubosci ~30 um Ryc. 4.10. Procedury cigcia i szlifowania preparatow
prowadzono w Instytucie Inzynierii Materialowe Zakladu Metaloznawstwa i1 Inzynierii
Powierzchni Politechniki Poznanskiej. Skrawki zostaly nastgpnie umieszczone na
standardowych szkietkach podstawowych i przyklejone za pomoca kleju Pertex HistoLab.

Cze$¢ z nich zostata wybarwiona biekitem toluidyny.
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Ryc. 4.9. Bloczki kostne krojone wzdtuz Ryc. 4.10. Preparat zeszlifowany do grubosci

dtugiej osi implantu ~30 um
Analiz¢ uzyskanych preparatow przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu $wietlnego

Olympus BX50 (Olympus, Japonia) przy powigkszeniu 40x — 400x.

4.2.2. Badania zasadnicze

4.2.2.1. Badania topografii powierzchni

Celem zbadania topografii modyfikowanych powierzchni dyskéw tytanowych wykonano za
pomoca techniki skaningowej mikroskopii elektronowej zdjgcia badanych powierzchni. Do
badan uzyto dyskéw o modyfikowanych powierzchniach poddanych procesowi mycia i
sterylizacji. Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroskopu skaningowego Zeiss EVO 25
(Carl Zeiss, Niemcy).

Obrazy SEM powstaja poprzez skanowanie w proézni powierzchni probki za pomoca wiazki
elektrondw o wysokiej energii ktora wzbudza sygnaty rejestrowane nastgpnie przez detektora

1 przetwarzane na obraz badanej probki.
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Technika skaningowej mikroskopii elektronowej pozwala na uzyskanie obrazéw o duzej
rozdzielczosci 1 glebi obrazu co pozwala na analizg rozwinigtych powierzchni badanych
probek.

Obrazy wykonano w dwoch powigkszeniach 3000x i1 6000x.

4.2.3. Badania chropowatosci powierzchni

Analiza chropowatosci badanych probek przeprowadzona byla w sposob bezstykowy z
uzyciem mikroskopu interferencyjnego NT1100 wraz z oprogramowaniem Wyko Vision®32
(Veeco Instruments, USA). Zastosowano pigciokrotne powigkszenie, badany obszar miat
powierzchnig 0,9 X 1,2 mm. Powierzchnia kazdej probki zostata zmierzona w pigciu réoznych
miejscach. Wyniki przedstawiono jako $rednia 5 uzyskanych wartos$ci. Badania prowadzono
w Instytucie Technologii Mechanicznej Zaktadu Metrologii i Systeméw Pomiarowych
Politechniki Poznanskie;.

Mikroskop interferencyjny jest modyfikacja mikroskopu optycznego. Do badania materiatu
wykorzystuje si¢ interferencje dwoch wiazek §wiatla z ktorych jedna odbija si¢ od badanego
przedmiotu, druga ktéra nie odbija si¢ od badanego przedmiotu stanowi wiazke odniesienia.
Interferencyjna metoda pomiaru nieréwnos$ci powierzchni polega na analizie rozktadu fali
$wietlnej na badanej powierzchni. Metoda ta poza metoda konfokalnego laserowego
profilometru skaningowego jest jedyna wtasciwa metoda oceny chropowatosci implantéw i

materiatow planowanych jako implanty wg Wennerberg (79).
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4.2.4. Badania skladu chemicznego powierzchni

Celem zbadania skladu chemicznego modyfikowanych powierzchni dyskéw tytanowych
wykorzystano technike spektroskopii z dyspersja energii promieniowania rentgenowskiego.
Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroanalizatora/detektora Quantax AXS (Bruker,
Niemcy) wspotpracujacego ze skaningowym mikroskopem elektronowym. Do badan uzyto
dyskow o modyfikowanych powierzchniach poddanych procesowi mycia i sterylizacji.

Urzadzenie to wykorzystuje technike dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego i
dziala na zasadzie detekcji wzbudzanego w probce promieniowania rentgenowskiego.
Technika ta pozwala na identyfikacje sktadu pierwiastkowego badanego materiatu. Jest ona
bardzo czuta, pozwala wykry¢ pierwiastki przy st¢zeniach ponizej 0,1% co pozwala na oceng
zmian w skltadzie chemicznym powierzchni probek poddanym procesom modyfikacji.

Glebokos¢ analizy sigga kilku mikrometrow (51).

4.2.5. Hodowla ludzkich osteoblastow linii NHOst (Lonza)

Hodowla komérek na powierzchniach probek miata na celu oceng reakcji osteoblastow na
modyfikacje powierzchni planowanych docelowo jako powierzchnie wszczepow
srodkostnych. Oceniano zywotno$¢ komorek, syntezg biatka, aktywnos¢ fosfatazy alkaliczne;,
syntez¢ PGE; oraz reakcje komorek na kondycjonowane medium. Badano wptyw probek oraz
mediow hodowlanych na reakcje komoérek tworzac warunki jak najbardzie; odpowiadajace
tym panujacym w organizmie.

Badania wykonano w Pracowni Hodowli Tkanek Kliniki Rozrodczosci Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu.
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Do badan uzyto linii komérkowej ludzkich osteoblastow NHOst (NHOst-Osteoblasts OGM,
cryo amp), medium hodowlanego, suplementéw i czynnikOw wzrostu i rdéznicowania
(Osteoblast Basal Medium, Osteobast Growth Medium SingleQuots, Differentiation
SingleQuots) wyprodukowanych przez LONZA USA. Ludzkie osteoblasty dostarczone byty
w formie zamrozonej, w ilosci >500,000 komoérek, w 1 ml. Medium hodowlane sktadato sig¢ z
medium podstawowego (Osteoblast Basal Medium) oraz suplementéw wzrostu (Osteobast
Growth Medium SingleQuots) w postaci osocza krwi cielgcej, kwasu askorbinowego oraz
wodnego roztworu gentamycyny i amfoteryczny B. Czynniki wzrostu i réznicowania
(Differentiation SingleQuots) indukujace réznicowanie i mineralizacj¢ osteoblastow

stanowily potbursztynian hydrokortyzonu oraz 3 gliceryno fosforan.

Ryc. 4.11. Probowka zawierajqca zamrozone ludzkie osteoblasty

Przygotowanie hodowli komérkowej ludzkich osteoblastow

Pierwszym etapem  przygotowania hodowli komoérkowej ludzkich osteoblastow byto
przygotowanie pozywki do wzrostu. Do pozywki podstawowej (Osteoblast Basal Medium)

podano suplementy (Osteobast Growth Medium SingleQuots, Differentiation SingleQuots) i
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umieszczono w sterylnych probéwkach. Nastgpnie przystapiono do przygotowania inoculum.
Do butelki hodowlanej NUNCLONE 25cm? (Roskilde, Dania) podano 5ml medium i po
rozmrozeniu inoculum podano do niej rozbita delikatnie pipeta zawiesing. Hodowle
prowadzono w inkubatorze w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,. Kulture
prowadzono zmieniajac codziennie pozywke az do pokrycia 80% powierzchni butelki

monolayerem.

Ryc. 4.12. Butelka hodowlana NUNCLONE 25cm?

Pasazowanie do naczyn hodowlanych

Po uzyskaniu wilasciwego wzrostu inoculum, w celu pasazowania, odtrawiono komodrki w
wedlug nastepujacego schematu. Usunig¢to pozywke z butelki hodowlanej i przeptukano
monolayer 5ml HEPES-BSS (Lonza, USA) ktéry nastgpnie usunig¢to. Podano 2ml 0,25%
Trypsyny/EDTA (Lonza, USA). Proces odtrawiania kontrolowano pod mikroskopem. Po 6
minutach uzyskano 90% odtrawionych komodrek. Celem oderwania od podioza pozostatych
komorek naczyniem lekko uderzono o stot. Nastepnie podano 4ml roztworu neutralizujacego

trypsyng TNS (Lonza, USA). Uzyskana zawiesing komorkowa przeniesiono do 15ml
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probéwki, a butelke przeptukano pozostatym buforem HEPES-BSS i poptuczyny dodano do

probowki. Zawiesing komorkowa nastgpnie zwirowano z predkoscia 220 x g przez Sminut.

Supernatant usuni¢to a uzyskany osad zawieszono w 2 ml §wiezej pozywki.

Ryc. 4.13. 24 dotkowe naczynie hodowlane #144530 (Roskilde, Dania)

W 24 dotkowym naczyniu hodowlanym NUNC#144530 (Roskilde, Dania) umieszczono

badane dyski. Po policzeniu komorek w komorze hematologicznej typu Neubauer'a (pola

0,04mm? i 0,0025mm?, glebokos¢ 0,1mm) do kazdego dotka podano po 4x10* komorek.

Hodowle prowadzono w inkubatorze w temperaturze 37°C w atmosferze 5%CO; i

wilgotnosci 95% w objetosci Iml medium hodowlanego wymienianego co 24 godziny.

Testy wlasciwosci biologicznych modyfikowanych powierzchni tytanu:

1.

2.

3.

Ocena zywotno$ci komorek

Ocena stezenia biatka

Ocena aktywnosci fosfatazy alkalicznej

Ocena stezenia prostaglandyny E2

Ocena wzrostu komoérek w dtugokondycjonowanym medium

Analiza obrazow SEM hodowli na insertach
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4.25.1. Ocena zywotno$ci komoérek

Oceng przeprowadzono z zastosowaniem testu MTS. Test ten jest testem biochemicznym
majacym na celu oceng aktywno$ci metabolicznej komorek jak i ich degradacji. Polega on na
bioredukcji przez dehydrogenaze mitochondrialng soli tetrazoliny (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
5-(3-carboksymetoksyfenyl)-2- (4-sulfofenyl)-2H-tetrazolu) w obecno$ci katalizatora pod
postacia posredniego akceptora elektronow - metasiarczanu fenazyny (PMS). W wyniku tej
reakcji powstaje barwny, rozpuszczalny w wodzie formazan -  produkt aktywnosci
mitochondrialnej zywych komorek. [lo$¢ zsyntetyzowanego formazanu jest proporcjonalna do
ilosci zywych komoérek oraz czasu inkubacji hodowli w MTS/PMS i odwzorowana jest w
intensywnos$ci barwy roztworu. Pomiaréw dokonuje si¢ przy zastosowaniu spektrofotometru,
maksimum absorbancji dla formazanu miesci si¢ w granicach 490-500nm (80, 81, 82).

Do badania uzyto po 6 probek z kazdego rodzaju modyfikacji powierzchni. Hodowle
prowadzono w 24 dotkowym naczyniu hodowlanym Multidish 24 #144530 (Roskilde, Dania)
przez 24h, 3 dni, 7 dni i 14 dni codziennie zmieniajac pozywke. Po inkubacji 24 dotkowe
plytki hodowlane z insertami byty 3krotnie ptukane §wieza pozywka. Kolejne testy MTS byly
prowadzone kolejno po 24h, 72h, 7 i 14 dniach na tych samych insertach. Bezposrednio przed
kazdym badaniem przygotowywano roztwor MTS (Promega, USA) (20 obj.) i PMS (Promega
USA) (1 obj.). Przygotowany roztwor podawano do medium w proporcji (1:10) a nastgpnie
inkubowano przez okres maksymalnie 60 minut w 37°C w atmosferze 5% CO,. Co 15min.
naczynia byly lekko wstrzasane aby wymiesza¢ barwny produkt reakcji 1 w celu kontroli
stopnia zaawansowania reakcji aby nie doszto do wysycenia produktem. Otrzymany barwny
roztwor przeniesiono do 96 dotkowej ptytki ELISA #167008 TC MICROWELL NUNCLON

(Roksdile, Dania). Zbadano absorbancje przy A=490nm przy uzyciu spektrofotometru Dynex
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MRX. (Dynex Technologies, USA). Nastgpnie obliczono wzgledny wskaznik ZywotnoS$ci
komorek ( Relative Viability of Cells RVC) ze wzoru:

RVC (%) = [(a-b) / (c-b)] x 100;
Gdzie a — wartos¢ absorbancji probki, b — absorbancja kontroli zerowej (reakcja bez

komorek), ¢ — absorbancja kontroli — Thermanox.

4.25.2. Ocena stezenia bialka

Ocena zawartosci biatka w badanych prébkach pozwala na oceng ilosci namnozonych na
badanym podtozu komoérek. Zasada oceny st¢zenia biatka w probee polega na uzyciu kwasu
bis-cynchoninowego (BCA) jako odczynnika wykrywajacego Cu ™ ktory powstaje gdy Cu *2
jest redukowane przez biatko w $rodowisku zasadowym. Purpurowy produkt reakcji
powstaje w wyniku tworzenia si¢ kompleksow chelatowych dwoch czasteczek BCA z jednym
jonem miedzi (Cu*'). Ten rozpuszczalny w wodzie kompleks wykazuje silng absorbancje
przy dtugosci fali 562nm, ktora jest zalezna od wzrastajacego stezenia biatka (83).

Do badania uzyto po 6 probek z kazdego rodzaju modyfikacji powierzchni. Hodowle
prowadzono w 24 dotkowych naczyniach hodowlanych Multidish 24 #144530 (Roskilde,
Dania) codziennie zmieniajac pozywke. Hodowle zakonczono po 14 dniach. Do analizy
stezenia biatka uzyto zestawu Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA).
Warstwe¢ komorek na insertach umieszczonych w 0,5ml podwdjnie destylowane; wody
poddano homogenacji poprzez 3 krotne zamrozenie w cieklym azocie 1 odmrozenie w
temperaturze pokojowej, poczym pozostato$¢ zdrapano z insertu i dodano do zawiesiny w
ktorej odbywato si¢ mrozenie probek. Celem oceny stgzenia biatka w probce przygotowano
szereg dziewigciu rozcienczen albuminy wotowej (Sigma Aldrich, USA). Wykonano roztwor

roboczy wedtug instrukcji producenta zestawu. Na 96 dotkowa plytke ELISA #167008 TC
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MICROWELL NUNCLON (Roksdile, Dania) podano po 150 um kazdej badanej probki oraz
kazdego rozcienczenia serum wotowego a nastgpnie do kazdego dotka podano 150 pl
uzyskanej mieszaniny roztworu roboczego i inkubowano w 37°C przez okres 2 godzin. Po
ochlodzeniu roztworu roboczego do temperatury pokojowej poddano analizie
spektrofotometrycznej przy dlugosci fali A=570nm przy uzyciu Dynex MRX (Dynex
Technologies USA). Odczyt wykonano wobec proby S$lepej tzn. roztworu roboczego
potaczonego z podwojnie destylowana woda. Wykonano krzywa standardowa odnoszac
wyniki absorbancji rozcienczen albuminy wotowej w stosunku do oznaczonych wartosci
stezenia biatka w pg/ml. Przy uzyciu standardowej krzywej okreslono stezenie biatka w

badanych probkach.

Ryc. 4.14. 96 dotkowa piytke ELISA przygotowana do analizy spektrofotometrycznej

zawartosci biatka

4.25.3. Ocena aktywnoSci fosfatazy alkalicznej

Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej jest wskaznikiem rdznicowania osteogenicznego komorek,
formowania ko$ci i mineralizacji matriksu (84). Jest wczesnym markerem roznicowania i
osiaga maksymalne warto§ci w momencie rozpoczecia mineralizacji (85). Aktywnos¢
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fosfatazy alkalicznej wskazuje rowniez na dlugoczasowa adhezje osteoblastow do
powierzchni badanej. Jest to marker zwiazany z dojrzatymi komorkami osteoblastycznymi.
Fosfataza alkaliczna jest enzymem nalezacym do klasy hydrolaz czyli enzymow
katalizujacych reakcje rozbijania wiazan z udzialem wody. Katalizuje ona reakcje
odszczepienia reszty fosforanowej od rdéznego typu zwiazkow. Aktywnos$¢ fosfatazy
alkalicznej mozna mierzy¢ iloscia uwolnionego nieorganicznego fosforu lub iloscia
uwolnionej reszty organicznej estru fosforanowego, po inkubacji enzymu z substratem w
okreslonych warunkach. Jej stgzenie oznacza si¢ spektrofotometrycznie na podstawie
stezenia p-nitrofenolu (po zalkalizowaniu probki), uwolnionego w wyniku enzymatycznej
hydrolizy p-nitrofenylofosforanu przebiegajacej wg wzoru:

2-amino-2-metylo-1-propanol + p-nitrofenylofosforan + H,O — 4-nitrofenol +fosforan 2-
amino-2-metylo-1-propanol

Celem okreslenia jej aktywnos$ci nalezy ocenié¢ jej stezenia wzgledem stezenia biatka w
badanym materiale (32).

Do badania uzyto po 6 probek z kazdego rodzaju modyfikacji powierzchni. Hodowlg
prowadzono w 24 dotkowych naczyniach hodowlanym Multidish 24 #144530 (Roskilde,
Dania) codziennie zmieniajac pozywke. Hodowlg zakonczono po 14 dniach. Warstwe
komorek na insercie umieszczonym w 0,5ml podwdjnie destylowanej wody poddano
homogenacji poprzez 3 krotne zamrozenie w cieklym azocie 1 odmrozenie w temperaturze
pokojowej, poczym pozostato$¢ zdrapano z insertu i dodano do zawiesiny, w ktorej
odbywato si¢ mrozenie probki. Poziom biatka w probkach oznaczono za pomoca Micro
BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA). Nastgpnie okreslono objgtos¢, w ktorej
znajdowalo si¢ 5Sug biatka. Otrzymana objetos¢ kazdej probki dopelniono do 100uL woda
destylowana. Na 96 dotkowa ptytke ELISA #167008 TC MICROWELL NUNCLON

(Roksdile, Dania) podano 50ul homogenatu i 125uL p-Nitrophenyl Phosphate Liquid
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Substrate System #N7653 (Sigma Aldrich) w duplikacji. Ptytke inkubowano w temp. 37°C
przez 120 min. Reakcj¢ przerwano 50uL 0,3M NaOH i przy uzyciu spektrofotometru Dynex

MRX (Dynex Technologies USA) wykonano odczyt przy A=405nm.

4.2.5.4. Ocena stezenia prostaglandyny E2

Prostaglandyna E2 (PGE2) nalezaca do grupy cytokin reguluje réznicowanie osteoblastow.
Nalezy do grupy mediatorow zwiazanych z regulacja metabolizmu kosci. Jest to bok TGF-&
czynnik lokalny syntezowany przez osteoblasty odgrywajacy rolg w gojeniu i formowaniu
kosci. PGE2 w nizszych stezeniach stymuluje aktywnos$¢ osteoblastow natomiast w wyzszych
stezeniach hamuje dziatanie osteoblastow stymulujac aktywnos¢ osteoklastow (86, 67).

Celem oceny stezenia prostaglandyny E2 wykonano test ELISA ktory polega na technice
kompetencyjnego laczenia PGE2 we wspotzawodnictwie z PGE2 znakowana peroksydaza
chrzanowa (HRP) do monoklonalnych przeciwcial o ograniczonej liczbie miejsc do wiazania
osadzonych na plytce mikrofiltracyjnej. Pierwsza inkubacja odbywa si¢ z PGE2. Poniewaz
oba rodzaje antygenow-PGE2 wspotzawodnicza o wigzanie do przeciwcial, poziom sygnatu
jest proporcjonalny do udzialu znakowanego PGE2 w mieszaninie reakcyjnej. Im wigcej
PGE2 w badanej probce, tym poziom sygnalu jest mniejszy, poniewaz mniejszy jest
proporcjonalny udziat znakowanego PGE2 w mieszaninie reakcyjnej. Druga inkubacja polega
na wiazaniu avidyna - biotyna gdzie do biotynylowanej PGE2 jest przytaczany koniugat
HRP-awidyna. Uzyskane po drugiej inkubacji polaczenie biotyna - avidyna sluzy jako
chemiczny tacznik pomiedzy PGE2 i HRP. Nastgpnie nastgpuje wyplukanie niezwiazanego
materialu po czym podawany jest substrat dla HRP celem oznaczenia aktywnosci

enzymatycznej zwiazanego enzymu. Proces wybarwiania jest nastepnie blokowany i
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mierzona jest absorbancja przy dlugosci fali 450nm. Intensywnos$¢ koloru jest zwiazana ze
stezeniem PGE2 w probce.

Do badania uzyto po 6 probek z kazdego rodzaju modyfikacji powierzchni. Hodowle
prowadzono w 24 dotkowych naczyniach hodowlanym Multidish 24 #144530 (Roskilde,
Dania) codziennie zmieniajac pozywke. Hodowle zakonczono 14 dniach po zatozeniu.
Podczas drugiego tygodnia komorki byly hodowane w 0,5ml pozywki celem zwigkszenia
stezenia koncentracji prostaglandyny. Zebrano medium hodowlane. Oceng stezenia PGE2
wykonano przy uzyciu zestawu Parameter PGE2 Assay (R&D Systems). Test wykonano na
supernatancie  z hodowli komodrkowej. Badane probki trzykrotnego rozcienczono wg
schematu 150 pl probki + 300 pl rozcienczalnika kalibracyjnego RD5-56. Dodano 50 pl
pierwotnego roztworu przeciwcial i inkubowano przez godzing na wytrzasarce. Dodano 50 ul
sprzgzonego PGE2 i inkubowano 2 godziny na wytrzasarce. Czterokrotnie przeplukano w
buforze pluczacym 400ul. Podano 200 pl roztworu substratu i inkubowano 30 min. Dodano
100 pl roztworu zatrzymujacego. Kolor zmienit si¢ z niebieskiego na zo6lty. Oceniono
absorbancje¢ za pomoca spektrofotometru Dynex MRX (Dynex Technologies. USA) przy
dlugosci fali 450 nm. Wykonano réwniez pomiary dla probek standardowych 1 kontroli.
Utworzono standardowa krzywa na podstawie $redniej absorbancji dla pomiarow probek
standardowych. Oszacowano stgzenie PGE2 w odniesieniu do $redniej absorbancji z krzywej
standardowej. Poniewaz probki zostaly rozcienczone — stezenie odczytane z krzywej

standardowej zostato pomnozone przez wielokrotno$¢ rozcienczenia.

4.255. Ocena wzrostu komoérek w kondycjonowanym medium.

Ocena zywotno$ci komorek w kondycjonowanym medium pozwala na dynamiczna analize

interakcji badanego materiatu z medium hodowlanym nasladujacym plyny ustrojowe. Metoda
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ta pozwala prognozowa¢ jak zachowywaé si¢ bedzie badany material przy dluzszym
kontakcie z ptynami ustrojowymi i jaki bedzie miato to wptyw na odpowiedz biologiczna.
Badanie rozpoczg¢to od przygotowania kondycjonowanego medium. W tym celu
przygotowano butelki hodowlane 25cm? Easy Flask NUNCLON D Sl #156367 (Roksdile,
Dania). Na dno ulozono 1 warstwe sterylnych kulek ZrO; o $rednicy 2mm. Na kulkach
umieszczono insert. Podano sterylnie 12ml niesuplementowanego medium Osteoblast Basal
Medium. Uktad wytrzasano 14 dni na wytrzasarce orbitalnej z szybkoscia 300 obrotow na
minutg, w temperaturze 37°C. Roéwnolegle taka sama procedur¢ prowadzono dla 12 ml
medium nie zawierajacego insertow — kontrola. Po 14 dniach zebrano medium, zwirowano
przez okres 10 min z szybkoscia 3000 obrotow na minutg, przefiltrowano (0,2pum) a nastgpnie
dosuplementowano 10% FBS, 0,1% kwasu askorbinowego i 0,1% preparatu antybiotykowego
GA 1000 (Lonza, USA). Przygotowano rozcienczenia kondycjonowanego medium w
swiezym medium o wartosciach 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313 oraz 0,000.

Celem oceny reakcji osteoblastow na kondycjonowane medium zatozono hodowle ludzkich
osteoblastow NHOst podajac po 3 x 10° komorek na dotek do 96 dotkowej ptytki ELISA
#167008 TC MICROWELL NUNCLON (Roksdile, Dania) wedlug schematu:

Tabela II. Schemat rozcienczen kondycjowanego medium

100l | 100ul 100l |100pl | 100ul

Blk 0,5 0,25 0,125 |0,0625|0,0313 0,000

Blk 0,5 0,25 10,125 10,0625 0,0313 0,000

Blk 0,5 0,25 10,125 10,0625 0,0313 0,000

Blk 0,5 0,25 0,125 |0,0625 |0,0313 |0,000

Blk 0,5 0,25 0,125 |0,0625|0,0313 {0,000

o] & [a] [l |[a |[a] |[c]
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Kazde rozcienczenie badane bylto 5 krotnie.
Pierwszy raz pozywke z kondycjonowanym rozcienczonym medium podano po 4h inkubacji
hodowli w temperaturze 37°C w atmosferze 5% COs.
Pozywke wymieniano codziennie z zachowaniem odpowiednich rozcienczen. Eksperyment
zakonczono po 7 dobach testem MTS.
Test MTS jest testem majacym na celu ocen¢ aktywno$ci metabolicznej komorek jak i ich
degradacji. Polega on na bioredukcji przez dehydrogenazg mitochondrialng soli tetrazoliny
(3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-carboksymetoksyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolu) w
obecnosci katalizatora pod postacia posredniego akceptora elektronéw - metasiarczanu
fenazyny (PMS). W wyniku tej reakcji powstaje barwny, rozpuszczalny w wodzie formazan -
produkt aktywnosci mitochondrialnej zywych komorek. Ilos¢ zsyntetyzowanego formazanu
jest proporcjonalna do ilo$ci zywych komoérek oraz czasu inkubacji hodowli w MTS/PMS i
odwzorowana jest w intensywnosci barwy roztworu. Pomiaréw dokonuje si¢ przy
zastosowaniu spektrofotometru, maksimum absorbancji dla formazanu miesci si¢ w granicach
490-500nm (80, 81, 82).
Obliczono wzgledny wskaznik zywotnosci komorek ( Relative Viability of Cells - RVC) ze
WZzoru:

RVC (%) = [(a-b) / (c-b)] x 100;
gdzie a — wartos¢ absorbancji probek, b — absorbancja kontroli zerowej, ¢ — absorbancja

kontroli z niekondycjonowanym medium.
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4.25.6. Analiza obrazow SEM hodowli badanych powierzchniach

Obrazy SEM insertéw na ktorych prowadzona byta hodowla ludzkich osteoblastow pozwalaja
na oceng¢ morfologii komorek, ich interakcji z podtozem, rozmieszczenia, okreslenie stopnia
pokrycia insertu przez komorki, obecnosci martwych komorek.

Po okresie hodowli 1, 3, 7 1 14 dni probki zostaly utrwalone przez okres 24h w 2% aldehydzie
glutarowym w PBS, nastgpnie odwodnione w szeregu alkoholi 30, 50, 70 i 96% oraz w
alkoholu absolutnym po czym zostaty przekazane do pracowni SEM gdzie byly suszone w
punkcie krytycznym i napylone ztotem.

Badania prowadzono w Wydziatowej Pracowni Mikroskopii Elektronowej i Konfokalnej

Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

4.25.7. Analiza statystyczna

W celu oceny istotnosci r6znic miedzy badanymi grupami zastosowano jednosoczewkowa
analize wariancji zar6wno dla zmiennych niepowiazanych jak i powiazanych. W przypadku
wykazania istotnych rdznic, zastosowano test post-hoc Tukeya w celu wyznaczenia grup
jednorodnych. Przed zastosowaniem analizy wariancji sprawdzono wymagane zalozenia to
jest zgodnos¢ z rozktadem normalnym (test Shapiro-Wilka) oraz jednorodno$¢ wariancji (test

Levene'a).
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5. Wyniki badan i ich omowienie

5.1. Badania wstepne

Obserwacja uzyskanych preparatow histologicznych przy uzyciu mikroskopii $wietlnej

pozwolila na oceng potaczenia pomiedzy tkanka kostnag a wszczepionym implantem.

Ryc. 5.1 Obraz z mikroskopii swietlnej przekroju preparatu implant kos¢. Powiekszenie 40X

Na rycinie 5.1 w powigkszeniu 40 krotnym widoczny jest przekroj przez gwint zewngtrzny i
gniazdo implantu, widoczna jest rowniez tkanka kostna w bezposrednim sasiedztwie
powierzchni wszczepu. W 100 krotnym powigkszeniu uwagg zwraca dobra adhezja tkanki

kostnej do powierzchni gwintu Ryc. 5.2
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Ryc. 5.2 Obraz z mikroskopii swietlnej przekroju preparatu implant kos¢. Powiekszenie 100X

Na preparatach wybarwianych bigkitem toluidyny w powigkszeniu 200 krotnym mozna
obserwowac kanaly Haversa wybarwione na fioletowo, w ich otoczeniu jamki z osteocytami a
takze kanaliki laczace kanaly Haversa z jamkami osteocytow. Uwage zwraca warstwa
osteoidu pomigdzy zorganizowana tkanka kostna o powierzchnia tytanu. Sci§le przylega ona

do powierzchni gwintu Ryc.5.3.
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Ryc. 5.3 Obraz z mikroskopii swietlnej przekroju preparatu implant kos¢ wybarwionego

fioletem toluidyny. Powiekszenie 200X

W powigkszeniu 400 krotnym blisko powierzchni wszczepu obserwuje si¢ osteoblasty, w
wyzszych warstwach natomiast osteocyty zamknigte w jamkach 2z promieniscie

rozchodzacymi si¢ kanalikami Ryc. 5.4.

~

Ryc. 5.4. Obraz z mikroskopii swietlnej przekroju preparatu implant kos¢. Powigkszenie 400X
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Na preparacie barwionym, w tym samym powigkszeniu wida¢ wybarwione na fioletowo

osteoblasty znajdujace si¢ bezposrednio na powierzchni tytanu Ryc.5.5.

Ryc. 5.5. Obraz z mikroskopii swietlnej przekroju preparatu implant kos¢ wybarwionego

fioletem toluidyny. Powigkszenie 400X

5.2. Badania zasadnicze

Ponizej przedstawiono wyniki badan powierzchni badanych materiatow a takze odpowiedzi

biologicznej osteoblastow.

5.3. Analiza topografii badanych powierzchni

Obrazy powierzchni badanych materiatéw wykonane przy uzyciu skaningowego mikroskopu

elektronowego przedstawiono na rycinach 5.6 — 5.12.
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Ryc. 5.6. Obraz SEM powierzchni probki MA. Powigkszenie 3000x (po lewej) i 6000x (po

prawej)

Signal A = SE2 WD:= 16.5 mm EHTs 15.08K\W,  ZEISS

N — B

Ryc. 5.7. Obraz SEM powierzchni probki A1203. Powiekszenie 3000x (po lewej) i 6000x (po

prawej)
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. Signal A= SE2 WD = 160 mm EHT = 1500kv  ZEISS

Ryc. 5.8. Obraz SEM powierzchni probki A1203 DE. Powigkszenie 3000x (po lewej) i 6000x

(po prawej)

{
’ S""‘:alAlﬁ SE2. WD = 170mnilBHT = 1500kv | ZEISS
¥ e

=
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Ryc. 5.9. Obraz SEM powierzchni probki HA. Powigkszenie 3000x (po lewej) i 6000x (po

prawej)
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Signal A= SEZ - WD = 16.5mm EHT = 400KV  ZEISS

Ryc. 5.10. Obraz SEM powierzchni probki HA DE. Powiekszenie 3000x (po lewej) i 6000x (po

prawej)

Ryc. 5.11. Obraz SEM powierzchni probki HAS. Powiekszenie 3000x (po lewej) i 6000x (po

prawej)
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Ryc. 5.12. Obraz SEM powierzchni probki piaskowanej HAS DE. Powigkszenie 3000x (po

lewej) i 6000x (po prawej)

Na obrazach SEM w przypadku powierzchni maszynowej tytanu widoczne sa rownolegte,
regularne bruzdy powstale w wyniku frezowania. Obecne sa réwniez niewielkie nierownosci
wynikajace z niedoskonatos$ci procesu obrobki. Probki piaskowane Al,O;, HA/TCP oraz
synteryzowanym HA/TCP posiadaja powierzchni¢ charakterystyczng dla obrobki
strumieniowo $ciernej. Jest to powierzchnia nieregularna, niejednorodna, znacznie rozwinigta,
o duzym zrdznicowaniu, z wglgbieniami, karbami, wcigciami 1 ostrymi krawedziami. W
przypadku probek tytanu piaskowanych Al,Oz; powierzchnia jest bardziej nieregularna niz w
przypadku prébek piaskowanych materiatami ceramicznymi. W przypadku tych ostatnich
nierdwnosci sa tagodniejsze, bardziej zaokraglone. Powierzchnia probki piaskowanej Al,O3 a
nastgpnie podwdjnie trawionej posiada nieznacznie ztagodzone nierdwnosci w stosunku do
sytuacji wyjsciowej. W przypadku probek piaskowanych materiatami ceramicznymi proces
trawienia nieznacznie urozmaicit ich powierzchnie. Wydaja si¢ by¢ one nieznacznie bardziej

nieregularne.
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5.4. Analiza chropowatosci

Do numerycznego scharakteryzowania chropowatosci materiatow planowanych jako implanty
srodkostne zalecane jest przedstawienie przynajmniej jednego parametru amplitudowego,
jednego horyzontalnego i jednego hybrydowego. Preferowane parametry amplitudowe to Ra i
Rq dla pomiarow 2-D natomiast dla pomiaréw 3-D Sa i Sq. Preferowane parametry
horyzontalne to Sm dla pomiaréow 2-D a dla pomiarow 3-D Scx i Str. Natomiast preferowane
parametry hybrydowe to Aq dla pomiarow 2-D oraz SAq i Sdr dla pomiarow 3-D.
Preferowane sa pomiary 3-D (51, 79). Matematyczne opisy parametréw dostgpne Sa W
publikacji autorstwa Stout’a (87).

Tabela III przedstawia wyniki analizy chropowatos$ci. Zgodnie z zaproponowanym przez
Wennenberg podziat na powierzchnie gladkie (Sa < 0.5 um), minimalnie chropowate (Sa =
0.5-1.0 um), umiarkowanie chropowate (Sa = 1.0-2.0 um) i chropowate (Sa > 2.0 um) do
grupy gladkich mozemy zaliczy¢ powierzchni¢ maszynowa (18). Pozostate powierzchnie
mozna zaliczy¢ wedtug proponowanego podziatu do powierzchni minimalnie chropowatych.
Powierzchnia o najwigkszej chropowatosci jest powierzchnia piaskowana Al,O3 a nastgpnie
trawiona, nieznacznie mniejsza chropowatoscia charakteryzuje si¢ powierzchnia piaskowana
Al;,O3. W przypadku piaskowania Al,O3 proces trawienia zwigksza chropowato$¢. Natomiast
w przypadku powierzchni piaskowanych materiatami ceramicznymi chropowato$¢ po

procesie trawienia nieznacznie si¢ zmniejsza.
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Tabela 111 Parametry amplitudowe, horyzontalne i hybrydowe chropowatosci badanych probek na podstawie

profilometrii bezstykowej przy uzyciu mikroskopu interferencyjnego NT1100

Amplitudowe Horyzontalne Hybrydowe

2-D 3-D 3-D 3-D

Ra(hm)| SD |Sa(hnm)| SD |Str(none)| SD | Sdr(%)| SD

MA 181,94 | 55,86 | 181,91 | 55,77 0,12 0,09 7,13 4,16

Al203 713,02 | 35,94 | 712,79 | 35,87 0,82 0,01 | 144,28 | 6,13

AI203 DE | 748,86 | 129,28 | 748,45 | 128,32 0,68 0,27 | 96,32 4,38

HA 664,15 | 77,26 | 663,86 | 76,98 0,84 0,05 | 115,76 | 4,86

HA DE 507,45 | 65,40 | 507,48 | 65,37 0,79 0,11 | 77,13 9,31

HAS 621,00 | 12,95 | 621,00 | 12,88 0,84 0,01 | 117,02 | 3,29

HAS DE 614,26 | 57,08 | 614,26 | 57,14 0,79 0,04 | 79,06 6,38

Wspodtczynnik Str jest wspotczynnikiem wyrazajacym stopien kierunkowos$ci powierzchni
Parametr ten przyjmuje wartosci od 0 do 1. Powierzchnie anizotropowe czyli powierzchnie o
duzym ukierunkowaniu charakteryzuja si¢ warto$ciami ponizej 0,5 natomiast powierzchnie
izotropowe czyli powierzchnie o malym ukierunkowaniu wartoSciami w granicach 0.5-1.
Zgodnie z powyzszym schematem powierzchnie maszynowa mozna zaliczy¢ do powierzchni
o duzym ukierunkowaniu natomiast pozostate powierzchnie charakteryzuja si¢ minimalnym
ukierunkowaniem. Probka AI203 DE charakteryzuje si¢ najwigkszym uporzadkowaniem
sposrdd powierzchni izotropowych.

Wskaznik wzglednego rozwinigcia powierzchni Sdr wskazuje na prawie 150% rozwinigcie
powierzchni probki piaskowanej Al,Os, 0 okoto 30% mniejszym rozwinigciem charakteryzuja
si¢ pozostate probki piaskowane. Probki piaskowane a nastgpnie trawione charakteryzuja si¢

mniejszym od powyzszych rozwinigciem z czego probka piaskowana korundem o okoto 20%
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przewyzsza stopien rozwinigcia probek piaskowanych materiatami ceramicznymi.
Powierzchnia maszynowa znacznie odbiega stopniem rozwinigcia od pozostatych.

Co istotne, nie ma bezposredniego przelozenia pomiedzy wielkoScia parametrow
amplitudowych Ra i Sa a stopniem rozwinigcia powierzchni wyrazonym w warto$ci
parametru Sdr co moze sugerowaé wigkszy wpltyw na parametry hybrydowe parametrow
horyzontalnych a nie jedynie amplitudowych.

Ryciny 5.13 do 5.19 przedstawiaja obrazy izometryczne powierzchni wszystkich badanych
prébek stanowiace graficzna wizualizacje parametrow chropowatosci.

um
3.07

250

1.50

-3.50

-4.50

-5.47

Ryc. 5.13. Obraz izometryczny powierzchni probki MA
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122.7 um

Ryc. 5.14. Obraz izometryczny
powierzchni probki Al203

122.7 um

Ryc. 5.16. Obraz izometryczny
powierzchni probki HA
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Ryc. 5.15. Obraz izometryczny
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powierzchni probki Al203 DE
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Ryc. 5.17. Obraz izometryczny
powierzchni probki HA DE

122.7 um
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122.7 um

Ryc. 5.18. Obraz izometryczny
powierzchni probki HAS
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Ryc. 5.19. Obraz izometryczny
powierzchni probki HAS DE

122.7 um
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5.5. Analiza skladu chemicznego

Tabela IV przedstawia sktad pierwiastkowy powierzchni badanych probek uzyskany na

podstawie analizy EDS. Warto$ci podane sa w procentach wagi.

Tabela IV Sktad chemiczny badanych probek na podstawie analizy EDS podany w procentach wagi

Tytan | Tlen Wegiel | Glin Wapn | Fosfor | Sod

[wt.%] | [wt.%] | [wt.%] | [wt.%] | [wt.%] | [wt.%] | [wt.%]
MA 97,37 |0 2,63 0 0 0 0
AlI203 38,16 |40,79 |3,36 1734 |0 0 0,35
AI203 DE 47,47 | 36,50 |3,11 1265 |0 0 0,27
HA 64,43 | 25,76 | 2,60 056 [452 (212 |0
HA DE 96,43 |0 3,59 026 |0 0 0
HAS 70,71 20,85 |2,22 0,25 | 4,08 189 |0
HAS DE 93,97 [1,25 4,78 0 0 0 0

Wszystkie badane probki sktadaja si¢ w przewazajacej czesci z tytanu. Stosunkowo duzo jest
réwniez tlenu w postaci warstwy tlenkdw powstatych spontanicznie na powierzchni tytanu w
wyniku kontaktu z powietrzem atmosferycznym. Natomiast pozostale skladniki zostaty
wprowadzone w powierzchnie probek w wyniku obrobki chemomechanicznej. Probki
piaskowane tlenkiem glinu zostaly wzbogacone o glin ktory stanowi glowny sktadnik
zastosowanego $cierniwa. W niewielkiej ilosci jest rowniez obecny sod. Probki piaskowane
Al,O3 a nastgpnie trawione charakteryzuja si¢ mniejsza procentowo zawartoscia wszystkich
poza tytanem skladnikow, gtownie glinu. Proces trawienia spowodowal rowniez wzbogacenie

powierzchni o niewielka ilo$¢ fluoru. Probki piaskowane hydroksyapatytem zar6wno
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syntetyzowanym jak i nie syntetyzowanym maja sktad chemiczny wzbogacony o wapn i
fosfor oraz $ladowe ilosci glinu. Sktadniki te réwniez zostaly wprowadzone w powierzchnie
tytanu w wyniku piaskowania probek mieszaning hydroksyapatytu i trojfosforanu wapnia.
Niewielka obecno$¢ glinu moze by¢ zwiazana z zanieczyszczeniem dyszy piaskarki
uzywanym wczesniej Al,Os. Proces trawienia obu rodzajéw powierzchni usuwa z ich sktadu
wapn i fosfor znacznie lub catkowicie redukujac zawarto§¢ glinu. Sktad chemiczny badanych
probek jest wige wynikiem sktadu chemicznego materiatu z ktérego przygotowano probke jak
1 zastosowanej metody obrobki jej powierzchni. Wptyw na skiad chemiczny badanych probek
ma rowniez ich interakcja z powietrzem atmosferycznym. Komercyjnie czysty tytan klasy 4
powinien zawiera¢ okoto 0,1% wegla (88). W przypadku probek o powierzchniach
maszynowych obecnos¢ wegla ksztattujaca sig¢ na poziomie 2,5 — 3% wagowych $wiadczy¢
moze o obecno$ci zanieczyszczen powierzchni w postaci weglanow, ktére powstaja na
powierzchni tytanu w wyniku interakcji z powietrzem atmosferycznym (74, 89, 90). Obrobka
strumieniowo-§cierna przy uzyciu Al,O3 zwigksza zawartos¢ wegla w powierzchni probek
natomiast proces wytrawiania ponownie zmniejsza jego zawarto$¢. Z kolei piaskowanie
materiatami ceramicznymi znaczaco nie zmienia zawarto$ci wegla w probkach natomiast

proces wytrawiania zwigksza jego ilos¢ (88).

5.6. Analiza wlasciwos$ci biologicznych modyfikowanych powierzchni tytanu.

5.6.1. Ocena zywotnosci komorek

Rycina 5.20. przedstawia wykres wzglednej zywotnosci komorek (RCV%) w czterech
punktach czasowych na materiatach badanych w stosunku do materialu kontrolnego

Thermanox - materiatu o powierzchni kondycjonowanej celem osiagnigcia optymalnej adhezji
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1 wzrostu komoérek. Wartosci wzglednej zywotnos$ci na probach tytanowych wzrastaja wraz z
czasem trwania hodowli. W 7 dniu hodowli nastgpuje zmniejszenie wzglednej zywotnosci
osteoblastow na wszystkich badanych probkach tytanu. Najwyzsze wartosci wzglednej
zywotnosci wykazuja osteoblasty hodowane na probkach tytanu piaskowanego Al,Os

natomiast najnizsze dla probki HA.

RCV%
120
e Thermanox
100
s [\
&0 Al203
— A203 DE
60 -
e H |
40 s A DE
HAS
20 HAS DE
0 T T 1
1doba 3doha 7 dobha 14 doha

Ryc. 5.20. Wykres zmian wzglednej zywotnosci komorek (RCV%) na badanych materiatach w

czasie, w odniesieniu do materiatu kontrolnego Thermanox

Porownujac warto$ci parametru RCV% osiagnigte dla réznych podlozy w tych samych
okresach czasu stwierdzono brak istotnych statystycznie roéznic pomigdzy podiozami w
pierwszej dobie hodowli. Po trzech dobach hodowli stwierdzono istnienie dwoch
jednorodnych grup wynikoéw rozniacych si¢ od siebie. Do pierwszej z nich zaliczono nizsze
warto$ci parametru RCV% osiagnigte dla podtozy HA i HA DE do drugiej natomiast wyzsze
warto$ci parametru RCV% dla podlozy MA, A1203, A1203 DE, HAS i HAS DE. Po si6dmej
dobie hodowli stwierdzono istnienie dwoch jednorodnych grup. Do pierwszej z nich
zaliczono wartosci parametru RCV% osiagnigte dla probek AI203 i HAS do drugiej

natomiast warto$ci parametru RCV% osiagnigte dla probek MA, HA, HA DE, HAS, HAS DE
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i Al203 DE. Po czternastu dobach hodowli stwierdzono istnienie roéwniez dwodch
jednorodnych grup. Do pierwszej z nich zaliczono warto$ci parametru RCV% osiagnigte dla
probek Al203, AI203 DE, HA i HAS do drugiej natomiast wartosci parametru RCV%
osiagnigte dla probek MA, HA, HA DE, HAS, HAS DE i AI203 DE.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw wykazata istnienie statystycznie istotnych réznic
pomigdzy wskaznikiem RCV% otrzymanymi w pierwszej i czternastej dobie dla podioza
HAS a takze pomigdzy trzecia a czternasta doba dla podtoza HA. Dla pozostatych podtozy nie
odnotowano wystgpowania istotnych statystycznie réznic pomig¢dzy parametrem RCV%
pomigdzy poszczegdlnymi okresami badania

Poréwnujac wartosci parametru RCV% osiagnigte dla réznych podtozy, w réznych okresach
czasu w stosunku do wynikéw osiagnigtych dla materialu kontrolnego stwierdzono brak
istotnych statystycznie r6zni¢ pomigdzy parametrem RCV% osiagnigtym dla podioza A1203
po czternastu dobach. Pozostate wartosci parametru RCV% byly istotnie nizsze od wartosci

osiagnigtych dla podtoza kontrolnego.

5.6.2. Ocena stezenie bialka

Wyniki oceny stgzenia biatka w badanym materiale przedstawia rycina 5.21. Zwraca uwage
znacznie wigksze stgzenia biatka w materiale otrzymanym z probek piaskowanych
syntetyzowanym hydroksyapatytem a nastepnie piaskowanych. Otrzymane dla tych probek
wyniki sa wyzsze rowniez od wynikdw otrzymanych z materialu kontrolnego o powierzchni
kondycjonowanej celem stymulacji adhezji i wzrostu hodowanych na nim komorek. Wyniki

dla materiatéw otrzymanych z pozostatych probek nie wykazuja tak duzego zrdznicowania.
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Ryc. 5.21. Stezenie biatka wyrazone w ug/ml w 14 dniu hodowli

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykazata istnienie statystycznie istotnych rdznic
pomigdzy nimi. Stwierdzono obecnos¢ dwoch grup jednorodnych. Pierwsza z nich stanowity
wyniki osiagnig¢te dla podlozy: MA, AI203 DE, HA i HAS. Druga z kolei dla podtozy:
Al203, HA, HA DE i HAS. Wyniki osiagnig¢te dla podtozy HAS DE oraz dla materiatu

kontrolnego istotnie statystycznie réznity si¢ od pozostatych.

5.6.3. Ocena aktywnosci fosfatazy alkalicznej

Rycina 5.22. ilustruje aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej dla materiatu uzyskanego z badanych
probek wyrazona w proporcji do ilo$ci biatka. Wyniki osiagnigte dla probek HAS, HA i
Al203 przekraczaja te osiagnigte przez materiat kontrolny. Natomiast wyniki dla materiatu
uzyskanego z probek MA, Al203 DE oraz HAS DE sa niskie i znacznie odbiegaja od

pozostatych.
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Ryc. 5.22. Wartos¢ aktywnosci fosfatazy alkalicznej wyrazona jako absorbancja przy

dtugosci fali 2=405nm w 14 dniu hodowli

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw wykazata istnienie statystycznie istotnych réznic
pomigdzy nimi. Stwierdzono obecnos¢ dwodch grup jednorodnych. Pierwsza z nich stanowily
wyniki osiagnigte dla podtozy: AL203, HA 1 HA DE oraz dla materialu kontrolnego Druga z
kolei dla podtozy: MA, AL203 DE i HAS DE. Natomiast wyniki uzyskane dla podtoza HAS

r6znily sig statystycznie od pozostatych.

5.6.4. Ocena stezenia prostaglandyny E2

Wartosci stgzenia prostaglandyny E2 otrzymane z medium zebranego z badanych probek

wyrazone w pg/ml przedstawia rycina 5.23. Stgzenie prostaglandyny w medium zebranym z

materiatu kontrolnego przekracza wartosci otrzymane z badanych materiatow ktore miedzy

soba nie rd6znig si¢ znacznie.
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Ryc. 5.23. Stezenie PGE2 wyrazone w pg/mL w 14 dniu hodowli

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykazata istnienie statystycznie istotnych rdznic
pomigdzy nimi. Stwierdzono obecno$¢ grupy jednorodnej ktora stanowity wyniki uzyskane
dla wszystkich podlozy badanych. Wyniki uzyskane dla materialu kontrolnego istotnie

statystycznie odbiegatly od tych osiagnigtych dla probek tytanu.

5.6.5. Ocena wzrostu komorek w dlugo kondycjonowanym medium

Rycina 5.24 przedstawia zmiany wzglgdnego wskaznika zywotnosci komorek w zaleznosci
od rozcieniczenia kondycjonowanego medium. Dla wszystkich rodzajéw kondycjonowanego
medium wraz ze wzrostem rozcienczenia kondycjonowanego medium wzrasta wzgledny
wskaznik zywotno$ci komoérek. Wskaznik ten jest zdecydowanie wyzszy dla wigkszych
rozcienczen w przypadku medium kondycjonowanego insertem tytanowym o powierzchni

piaskowanej Al,O3 i podwdjnie trawione;.
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Ryc. 5.24. Wartosci wzglednego wskaznika zZywotnosci komorek (RCV%) dla pieciu
rozcienczen kondycjonowanego medium, dla kazdego rodzaju insertu

Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykazala istnienie statystycznie istotnych réznic
zaréwno pomigdzy réznymi rozcienczeniami jak i pomig¢dzy rodzajami podtozy z ktoérych
uzyskano kondycjonowane medium. Dla kazdego rodzaju kondycjonowanego medium
odnotowano istotne statystycznie zwigkszenie wartosci wzglednej zywotnosci komorek wraz
ze zmniejszeniem stgzenia medium. Wzgledna zZywotno$¢ komoérek hodowanych w medium
uzyskanym z probki Al203 DE dla kazdego rozcienczenia medium za wyjatkiem 50% byta
statystycznie wyzsza od pozostatych. Natomiast najnizsze wartosci wzglednej Zywotnos$ci
komorek uzyskano dla wszystkich rozcienczen za wyjatkiem 12,5% dla kondycjonowanego
medium uzyskanego z probki HAS DE. Dla rozcienczenia 50% grupy jednorodne stanowity
wyniki osiagnig¢te z medium kondycjonowanego uzyskanego z probek AL203 i1 HA DE a
takze A1203 DE i HA. Dla rozcienczenia 25% grupg jednorodna stanowity wyniki osiagnigte
z medium kondycjonowanego uzyskanego z probek AL203, HA i HAS. Dla rozcienczenia
12,5% grupy jednorodne stanowily wyniki osiagnigte z medium kondycjonowanego
uzyskanego z prébek AI203 i HA DE a takze MA, HA i HAS oraz MA, HAS i HAS DE. Dla

rozcienczenia 6,25% grupy jednorodne stanowily wyniki osiagnigte z medium
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kondycjonowanego uzyskanego z probek MA, HA, HAS a takze MA, HA, HA DE. Dla
rozcienczenia 3,13% grupy jednorodne stanowily wyniki osiagni¢te z medium

kondycjonowanego uzyskanego z probek A1203 i HA DE a takze MA i HA oraz HA i HAS.

5.6.6. Obrazy SEM osteoblastow hodowanych na badanych powierzchniach

Na badanych materiatach nie stwierdzono obecno$ci martwych komorek co wskazuje na
biozgodno$¢ badanych probek. Zauwazalne byty réznice pomigdzy podtozami maszynowymi
a chropowatymi bez zauwazalnej roznicy miedzy poszczegdlnymi podtozami chropowatymi.
Po jednej dobie hodowli na powierzchni tytanu widoczne sa stosunkowo regularnie
rozmieszczone komorki rozproszone po calej powierzchni probki Ryc 5.25. W przypadku
powierzchni chropowatych osteoblasty charakteryzuja si¢ wigksza gruboscia sa wydhuzone,
poligonalne, z lamellopodiami. Na ich powierzchni obecnych jest wiele matych kulistych
uwypuklen. Kontakt komoérek z podlozem wydaje si¢ nie by¢ tak bliski jak w przypadku
komoérek hodowanych na podtozach gladszych. Natomiast zdolno$¢ komorek do adhezji do
podioza wyraza si¢ obecnoscia lamellopodii rozchodzacych si¢ promieniscie na biegunach
komorek, zakotwiczonych w nieréwnosciach podloza Ryc 5.26. Mozna rowniez obserwowaé

podziaty komorek Ryc 5.27.
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Ryc. 5.25. Osteoblasty na powierzchni probki HAS po jednej dobie hodowli. Powigkszenie

150x

Ryc. 5.26. Osteoblast na powierzchni probki Al203 i trawionej po jednej dobie hodowli.

Powiekszenie 5000x
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Ryc. 5.27. Osteoblast na powierzchni probki HAS DE po jednej dobie hodowli. Powigkszenie

5000x

Na powierzchni maszynowej osteoblasty sa bardziej ptaskie i znacznie bardziej rozciagnigte
zajmujac wigksza powierzchnig¢ podtoza. Obecne sa duze uwypuklenia cytoplazmy sugerujace
aktywna migracje¢ komorek a takze liczne drobne wypustki na ich powierzchniach sugerujace
duza aktywno$¢ komoérkowa. Kontakt z komoérek z podlozem wydaje si¢ bardzo bliski Ryc
5.28. Zwraca uwagg rowniez zorientowanie komorek wzgledem bruzd powstatych w wyniku

frezowania powierzchni probki Ryc 5.29.
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Ryc. 5.29. Powierzchnia probki MA po jednej dobie hodowli. Powigkszenie 150x

Po trzech dobach hodowli na powierzchniach chropowatych probek widoczne jest na
wszystkich ich rodzajach rozprzestrzenianie si¢ osteoblastow i kolonizowanie coraz wigkszej
powierzchni probek. Komorki sa regularnie rozmieszczone po catej powierzchni probek i nie
sa zorientowane wedlug zadnego schematu Ryc. 5.30. Powierzchnia komorek ulega

zwigkszeniu. Staja si¢ one bardzie ptaskie 1 wydtuzone. Komorki zachowuja ze soba fizyczny
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kontakt poprzez lamellopodia Ryc 5.31. Podobne zmiany maja miejsce na powierzchni
maszynowej. Tu nadal widoczne jest zorientowanie komorek wzgledem bruzd na powierzchni
probek. Osteoblasty hodowane na powierzchniach gladszych sa bardziej ptaskie niz te

hodowane na powierzchniach chropowatych i pokrywaja wigksza powierzchni¢ probek Ryc

5.32.

Ryc. 5.31. Powierzchnia probki AI203 DE po trzech dobach hodowli. Powigkszenie 2500x
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Ryc. 5.32. Powierzchnia probki MA po trzech dobach hodowli. Powigkszenie 150x

Po siedmiu dobach zar6wno na powierzchniach chropowatych jak i na gladszych widoczne
jest pokrycie prawie catej powierzchni probek. Wzrost komorek jest coraz bardziej zlewny
Ryc. 5.33. Miejscami osteoblasty wydaja si¢ rosnac warstwowo Ryc 5.34. Widoczne jest
wydluzenie komoérek oraz znaczne zwigkszenie ilosci widkien Ryc. 5.35. Na powierzchniach
chropowatych komorki nie orientuja si¢ wedlug podltoza a wzgledem siebie nawzajem
uktadajac si¢ réwnolegle jedne do drugich Ryc. 5.36. Na powierzchniach maszynowych
zorientowanie komorek nadal zwiazane jest obecno$cia bruzd na powierzchni probek Rye.
5.37. Zarowno w przypadku powierzchni gladkich jak i chropowatych na warstwie ptaskich
wydhuzonych komorek obecne sa formy kuliste. Ich obecno$¢ moze by¢ zwiazane z brakiem

kontaktu komorek z podtozem Ryc. 5.38.
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Ryc. 5.34. Powierzchnia probki HA po siedmiu dobach hodowli. Powigkszenie 5000x

79



Ryc. 5.36. Powierzchnia probki HAS po siedmiu dobach hodowli. Powiekszenie 150x
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Ryc. 5.38. Powierzchnia probki HAS po siedmiu doback hodowli. Powiekszenie 1000x

Po czternastu dobach hodowli na préobkach chropowatych osteoblasty pokrywaja prawie cala
powierzchnig probek intensywnie tworzac macierz zewnatrzkomorkowa. Ksztatt komorek
pozostaje podhuzny Ryc. 5.39. Dlugie osie osteoblastow pozostaja nadal zorientowane

wzgledem siebie nawzajem a nie wzgledem topografii powierzchni Ryc 5.40.
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W przypadku hodowli na powierzchniach gtadkich osteoblasty szczelnie pokrywaja cala
powierzchnie probek. Komorki sa szersze niz w przypadku hodowli na powierzchniach
chropowatych, o trudno rozrdéznialnych obrysach tworzac zlewajaca si¢ kultur¢ Ryc. 5.41.

Rozmieszczenie komorek nadal pozostaje w zwiazku z topografia powierzchni probki Ryec.

5.42.

Ryc. 5.39. Powierzchnia probki HA po czternastu dniach hodowli. Powigkszenie 2500

Ryc. 5.40. Powierzchnia probki AI203 po czternastu dobach hodowli. Powigkszenie 150X
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Ryc. 5.41. Powierzchnia probki MA po czternastu dniach hodowli. Powigkszenie 2500X

Ryc. 5.42. Powierzchnia probki MA po czternastu driach hodowli. Powiekszenie 150x
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6. Dyskusja

6.1. Badania wstepne

W pracy zaprezentowano procedur¢ przygotowania preparatow histologicznych
nieodwapnionej kosci i implantu tytanowego. Technika przygotowywania tego typu
preparatow zostata zaprezentowana juz w latach osiemdziesiatych XX wieku jednakze
prezentowana w pracy procedura opracowana w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu powstata specjalnie na potrzeby badan na bazie
rutynowej techniki zatapiania materialu w zywicach stosowanej w preparatyce do badan przy
uzyciu mikroskopii elektronowej (91). Preparaty histologiczne zawierajace przekroj
polaczenia ko$ci z implantem sa aktualnie szeroko stosowane w badaniach naukowych
dotyczacych oceny interakcji wszczepu z tkanka (92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102,
103).

Tkanka kostna rutynowo przygotowywana do analizy histologicznej zazwyczaj jest
odwapniana (104). Procedura ta nie moze jednak zosta¢ przeprowadzona w przypadku gdy w
preparacie obecny jest metal pod postacia tytanowego implantu (91). Kolejnym argumentem
swiadczacym za pominigciem procesu odwapniania kosci jest fakt, ze preparaty histologiczne
zawierajace przekroj poprzeczny potaczenia implant-koS¢ sa najbardziej; wartoSciowe
wowczas gdy tkanka kostna nie jest odwapniona (35). Proces odwapniania moze zaburzy¢
morfologi¢ komérkowa. Odwapnianie przy uzyciu kwasow powoduje rowniez roznego typu
zaburzenia 1 znieksztalcenia tkanek migkkich oraz denaturacj¢ i pogrubienie widkien
kolagenu budujacych tkanke kostna, szczegoty komorkowe sa mniej wyrazne (105). W

prezentowanych badaniach zostala uzyta tkanka kostna nie poddana odwapnieniu co
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spowodowato skomplikowanie i utrudnienie i wydluzenie poszczegdlnych etapow procedury
laboratoryjnej, jednakze dzigki temu uzyskano lepszy jako$ciowo preparat.

Preparaty histologiczne najczgséciej wykonuje si¢ z tkanek migkkich. Ilo$¢ badanego materiatu
jest z reguty niewielka. Najkorzystniejsza wielko$¢ bloczka tkanki przygotowywanej do
badania przy uzyciu mikroskopu elektronowego to 0,5 mm w kazdym wymiarze (106).
Zazwyczaj po odwodnieniu zatapiany jest on w parafinie badz w zywicy a nastgpnie przy
uzyciu mikrotomu cigty na matej grubosci skrawki. Preparaty analizowane przy uzyciu
mikroskopu elektronowego maja grubo$¢ 100nm do 100um (106, 107). W przypadku
preparatow implant-ko$¢ juz sama ilo§¢ materiatu jest duza — badany implant o $rednicy Kilku
milimetréw nalezy celem przeprowadzenia badan wyciaé wraz z otaczajaca tkanka kostna.
Uzyskany w ten sposob bloczek implant-ko$¢ ma zazwyczaj srednice okoto 10mm a dlugosé,
w zalezno$ci od implantu, moze sigga¢ a nawet przekracza¢ 10mm. Kolejna trudnoscia jest
rodzaj badanej tkanki. Duza jej ggsto$¢ oraz obecno$¢ substancji mineralnych utrudnia
przenikanie stosowanych $rodkéw chemicznych. W potaczeniu z duza gruboscia tkanki
kostnej dochodzi do utrudnienia wnikania utrwalacza, opo6znienia procesu odwadniania oraz
infiltracji zywicy. W zwiazku powyzszym konieczne jest wydtuzenie poszczegdlnych etapow
utrwalania, odwadniania oraz zatapiania w zZywicy.

W prezentowanych badaniach preparat zostal natychmiast po pobraniu utrwalony w 2,5%
roztworze glutaraldehydu w 0.1M buforze fosforanowym, pH 7.4 Utrwalacz ten jest szeroko
stosowany w procedurach stosowanych do mikroskopii elektronowej (106). Wskazane jest
stosowanie go w stezeniu miedzy 1,0 a 3,5%, pH powinno by¢ nizsze niz 7,5 aby
powstrzymaé polimeryzacje i utratge reaktywnych grup glutaraldechydu, a najbardziej
wskazanym jest bufor fosforanowy (106). Ten sam utrwalacz proponuja roéwniez w

publikacjach dotyczacych preparatow implant-kos¢ Mohammadi i Keller (95, 108). Stosuja
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oni rozne st¢zenia- Mohamaddi 2,5% 1 Keller 3% glutaraldehyd, jednakze stosowanie
glutaraldehydu o st¢zeniach migdzy 1,0 a 3,5% przynosi porownywalne efekty (95, 106, 108).
Czeg$¢ autorow stosuje do utrwalania rowniez 0,1% glutaraldehyd z dodatkiem 4%
paraformaldehydu(92, 93, 94). Najczgsciej stosowanym utrwalaczem jest natomiast
buforowany roztwoér formaliny w réznych stezeniach (96, 97, 98, 99). Glauert podaje, ze
wlasnie dwa ostatnie utrwalacze daja najlepsze efekty w przypadku bardzo duzych
preparatow (106). Park natomiast proponuje utrwalenie materiatu w 70% alkoholu etylowym
co, jak podaje, minimalizuje deformacje¢ tkanek (100). Standardowa procedura utrwalania
niewielkich preparatoéw do obserwacji przy uzyciu mikroskopii elektronowej trwa zazwyczaj
kilka godzin. W publikacjach dotyczacych przygotowywania preparatow implant-kos¢
dlugos$¢ okresu utrwalania waha si¢ od 24-48h do 1-2 tygodni (35, 95, 100). W
prezentowanych badaniach zostal on ze wzgledu na rodzaj oraz ilo$¢ badanej tkanki a takze
na rodzaj utrwalacza wydluzony do 3 miesigcy i przeprowadzony w temperaturze 4°C.
Przeprowadzenie procesu utrwalania w temperaturze 4°C proponuja rowniez Cordioli i
Piatelli (92, 94).

Standardowo proces odwadniania w przypadku preparatyki do mikroskopu elektronowego
przeprowadza si¢ w szeregu alkoholi lub acetonu. Stosuje si¢ jednokrotnie 70 1 95% roztwory
wodne oraz 2 krotne 100% alkohol etylowy lub aceton. Poszczegodlne etapy trwaja
maksymalnie do 15 minut. Jest to jednak procedura stosowana przy bloczkach tkanki
wielkosci do 0,5mm w kazdym wymiarze (106). W publikacjach dotyczacych
przygotowywania preparatow implant-ko§¢ proces odwadniania najczgscie]  jest
przeprowadzany w szeregu alkoholi 70, 90, 95, i 100% czyli tak, jak w prezentowanych
badaniach (93, 94, 95, 96, 99, 100, 101, 102, 108). Czas trwania poszczegdlnych etapow
odwadniania w cytowanych publikacjach jest jednak dtuzszy niz w schematach podawanych

przez Glauerta. Park podaje na przyktad 12 h czas inkubacji (jednokrotnie w kazdym ze
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stezen (70, 90, 95%) i czterokrotng inkubacj¢ w 100% alkoholu (100). Schroeder natomiast
24 godzinny czas inkubacji (jednorazowo w stezeniach 60%, 80%, 90% i 100% etanolu)
(113). W prezentowanych badaniach czas trwania poszczegdlnych etapoéw jest diuzszy
zardbwno w poréwnaniu ze schematami podawanymi przez Glauerta, ze wzgledu na wielkos¢
preparatu, jak réwniez w pordwnaniu z cytowanymi publikacjami ze wzgledu na uzycie w
nich odmiennych, bardziej hydrofilnych Zywic do zatapiania. Kompletne odwodnienie jest
niezwykle istotne, aby duzej wielko$ci preparat zostal catkowicie infiltrowany zywica, jest to
tym bardziej wazne w przypadku zastosowania zywicy hydrofobowej (106).

W prezentowanych badaniach do infiltracji preparatu zostala zastosowana zywica epoxydowa
Epon. Materiat ten charakteryzuje si¢ jednorodna polimeryzacja oraz niewielka zmiana
wymiaru podczas polimeryzacji wynoszaca 2% (106). Charakteryzuje si¢ on roéwniez
stosunkowo duza lepko$cia co wymaga wydtuzenia czasu trwania procedury infiltracji (106).
Prawdopodobne z tego powody w podobnych badaniach zastosowane byty inne, mniej lepkie
zywice. Najcze$ciej material inkludowany byl w zywicach metylmetakrylanowych Technovid
9100 (96, 100, 103), a takze w zywicach glikolmetakrylanowych ($wiatloutwardzalny
Technovid 7200) (92, 93, 94, 97, 101, 102). Inkludowanie prowadzono réwniez w zywicy LR
White, a takze w Spurr Plastic Mixture — materiale o najmniejszej gestosci co utatwia
infiltracj¢ (95, 108).

Standardowa procedura zatapiania w zywicach epoxydowych w przypadku preparatyki
stosowanej do mikroskopii elektronowej trwa do 24 godzin i przeprowadzana jest w
temperaturze pokojowej (106). W prezentowanych badaniach czas ten zostal wydtuzony do 8
dni, aby umozliwi¢ penetracj¢ tkanki na calej jej grubosci co proponuje Glauert (106).
Réwniez obnizona zostala temperatura, miato to na celu zahamowanie przedwczesnej
polimeryzacji co pozwolito na penetracje catej grubosci tkanki przez zywice. Standardowy w

preparatyce do mikroskopii elektronowej etap polimeryzacji zywicy trwa okoto 12 h 1 jest
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przeprowadzany w temperaturze 60°C (106). Rowniez ten etap zostal w prezentowanych
badaniach znacznie wydluzony. Modyfikacji ulegta réwniez temperatura w ktorej proces byt
przeprowadzany. Z tych samych przyczyn jak w przypadku etapu penetracji zostala ona
obnizona.

Barwienie podobnie jak w badaniach Ellingsena, Mohammadiego, Parka i Schwarza
przeprowadzone byto przy uzyciu biekitu toluidyny (95, 98, 101, 102, 103). W publikacjach
spotyka si¢ tez barwienie bigkitem metylenowym (96), kwasna i zasadowa fuksyna potaczona
z biekitem toluidyny (92, 93, 94), lub tez tzw. Villanuva bone stain zastosowanym podczas
utrwalania (99, 100).

Cigcie tytanu potaczonego z inkludowana w zywicy tkanka kostna rowniez stanowi trudnoscé.
Problem stanowi réznica twardo$ci dwoch materiatow, tytanu i kosci, sktadajacych si¢ na
preparat, otrzymanie preparatu grubosci rzedu kilkudziesieciu mikrometréw oraz zachowanie
potaczenia miedzy tkanka kostna a powierzchnia implantu. Poczatkowo celem ominigcia
czesci trudnosci z inkludowanych w zywicy preparatdow implant-ko$¢ usuwano implant i
dopiero wowczas bloczki byty cigte na skrawki (109, 110, 111). Dopiero w roku 1982 zostala
przez K. Donatha i G. Breunera opracowana metoda przygotowywania cienkich preparatow
implant-ko$¢ polegajaca na cigciu a nastgpnie zeszlifowywaniu preparatow do zadanej
grubosci. Jest to tzw Sage-Schliff Technique (91). Dzigki tej metodzie udato sig
wyeliminowa¢ problemy zwiazane ze zbyt duza gruboscia preparatow, niejednorodna ich
grubos$cia, obecnoscia rys. Pozniej szukano uproszczenia opracowanej procedury proponujac
np. pominigcie procesu szlifowania (105). Proponowano rowniez jej modyfikacje takie jak
przeprowadzenie procesu cigcia i szlifowaniu po uprzednim naklejeniu preparatu na szkietko
podstawowe (112, 113).

Proces przygotowywania cienkich preparatow z bloczkéw zawierajacych implant i kos¢

zazwyczaj rozpoczyna si¢ od cigcia bloczkow na cienkie plastry z uzyciem pity (91, 105, 112,
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114, 115). Tarcza najczgsciej pokryta jest ziarnami diamentu (91, 112, 114, 115) i taka
wlasnie zastosowana zostala w prezentowanych badaniach. Mozna réwniez zastosowac
tarcze pokryte karborundem (115). W prezentowanych badaniach zostala uzyta tarcza
grubosci 100um, taka grubos$¢ proponuje Rohrer (115). Cigcie moze byé prowadzone w
chlodzeniu roztworem gliceryny (113) badz innymi specjalnymi ptynami chtodzacymi np.:
OPTA He 500 (91), mozna rowniez do chtodzenia podczas cigcia uzy¢ wody (112) tak jak ma
to miejsce w prezentowanych badaniach. Polecana grubo$cia otrzymanych preparatow jest
grubo$¢ 100um do 200 pum (91, 115).

W celu uzyskania zadanej grubo$ci preparatow umozliwiajacej ich oceng przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego nalezy je nastgpnie zeszlifowaé 1 wypolerowaé. Czg$¢ autorow
proponuje szlifowanie mechaniczne z chtodzeniem woda ktora roéwniez oczyszcza
preparat(91, 113, 114). Stosowane sa papiery Scierne o wielkosci ziaren 500, 800 i 1200. Przy
uzyciu papieru o grubosci ziaren 1200 nie jest konieczne polerowanie. Proces mechanicznego
szlifowania trwa nie wigcej niz 5 minut co znacznie skraca proces przygotowywania
preparatow (91). Ten sposob roéwniez umozliwia uzyskanie preparatow o powierzchni
rownolegte; do powierzchni szkietka podstawowego na ktorym sa one umieszczone oraz
jednolitej grubosci preparatu (114). W prezentowanych badaniach zastosowane zostato
szlifowanie i polerowanie r¢czne podobnie jak w badaniach Hippa i wspotpracownikéw oraz
Kellera, przy uzyciu papieréw drobnoziarnistych (108, 112). Stosujac ta metodeg nalezy czgsto
kontrolowa¢ grubo$¢ preparatu, poniewaz niejednolity nacisk na preparat moze powodowac
nierownomierne jego wycienienie (112). Klopot mozna stanowi¢ réwniez nierownomierne
zeszlifowywanie twardego tytany, mniej twardej koSci oraz tkanek migkkich (114). Ta
metoda jest ponadto bardzo czasochtonna (112).

Istnieja rowniez publikacje w ktérych proces szlifowania 1 polerowania zostat pominigty.

Bloczek zawierajacy implant 1 ko$¢ przecina si¢ do odstonigcia przekroju poprzecznego
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wszczepu, powierzchni¢ ta nastgpnie si¢ wybarwia i pokrywa szkietkiem nakrywkowym.
Szkietko nakrywkowe jest nast¢pnie odcinane od bloczka wraz z preparatem grubosci 10um.
Metoda ta umozliwia pominigcie czasochtonnego procesu szlifowania i polerowania jednakze
empiryczne ustawienie mikrotomu tak, by otrzymaé skrawki zadanej grubosci rowniez jest
czasochlonne. Eliminacja pgknig¢ i rys osiagnigta jest przez stabilizacj¢ preparatu szkietkiem
nakrywkowym podczas cigcia a takze wykorzystaniem mieszaniny wody 1 gliceryny w celu
chtodzenia i lubrykacji (105).

Zaprezentowana procedura przygotowania preparatow histologicznych nieodwapnionej kosci
i implantu tytanowego powstata na bazie rutynowej techniki zatapiania materiatu w zywicach
stosowanej w preparatyce do badan przy uzyciu mikroskopii elektronowej. Wprowadzone do
tej metody modyfikacje pozwolity na uzyskanie optymalnego preparatu niecodwapnionej kosci
do oceny w mikroskopie $wietlnym. Przy uzyciu mikroskopu $wietlnego mozliwa jest
obserwacja przekroju potaczenia kosci z implantem dzigki czemu mozliwa jest ocena procesu
osteointegracji. Jako$¢ preparatow umozliwia ocen¢ histologiczna tkanki kostnej w
sasiedztwie gwintu. Metoda ta umozliwia tez wybarwianie kazdego preparatu oddzielnie, daje
to mozliwo$¢ zastosowania roznych rodzajow barwien. Jednakze ze wzgledu na zaistnienie
obiektywnych trudno$ci niemozliwe bylo kontynuowanie badan z zastosowaniem

opracowanej techniki.

6.2. Badania zasadnicze

Na przebieg interakcji pomigdzy wszczepionym implantem S$rédkostnym a otaczajaca go
tkanka kostng ma wptyw migdzy innymi powierzchnia implantu. Istnieje szeroka gama metod
obrobki powierzchni wszczepow srodkostnych prowadzacych do powstania réznorakich pod

wzgledem topografii, chropowatosci 1 chemii powierzchni. Poniewaz obrobka tytanu
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prowadzaca do zmiany topografii i chropowato$ci prowadzi réwniez do zmiany chemii
powierzchni dlatego tez wilasciwosci powierzchni wszczepow pod wzgledem tych trzech
wlasciwos$ci moga si¢ miedzy soba znaczaco roznic (51). Udokumentowany jest wptyw zmian
topografii, chropowatos$ci i chemii powierzchni na odpowiedz komoérkowa (33, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124). Znana jest przewaga chropowatej powierzchni nad
powierzchniami gltadkimi w kwestii adhezji, kolonizacji i proliferacji komorek (57, 58, 118,
125, 126). Udowodniono rowniez przewage powierzchni umiarkowanie chropowatych nad
znacznie chropowatymi, minimalnie chropowatymi i gtadkimi w kwestii reakcji na nie tkanki
kostnej (18). Znany jest rowniez korzystny wptyw biokompatybilnych i osteokondykcyjnych
zwiazkow fosforanu wapnia na reakcje tkanki kostnej podczas gdy wplyw tlenku glinu nadal
nie zostat jednoznacznie zdefiniowany (20, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 127, 128).
W prezentowanych badaniach poréwnywane jest oddzialywanie na odpowiedz biologiczna
powierzchni o regularnej i nieregularnej topografii, powierzchni gtadkich i chropowatych,
powierzchni ztozonych z tytanu, zwiazkoéw fosforanu wapnia oraz zawierajacych w swoim
sktadzie glin.

Ocena wzglednej zywotno$ci komorek hodowanych na badanych materiatach nie wykazata
istnienia znaczacych réznic pomigdzy réznymi powierzchniami. Uwage zwracaja najwyzsze
wyniki osiagnicte dla hodowli prowadzonej na probkach piaskowanych Al,O3. Co prawda nie
sa one statystycznie wyzsze od warto$ci uzyskanych dla innych podtozy jednakze jako jedyne
w czternastej dobie osiagaja wartosci poréwnywalne do materiatu kontrolnego. Wysokie
warto$ci parametru RCV% osiagnigte dla komérek hodowanych na podiozu Al203 sa dla
kazdego okresu badania porownywalne z parametrami osiagnigtymi dla komorek
hodowanych na podlozu HAS. Rozpatrujac natomiast kwestic podlozy piaskowanych
materiatami ceramicznymi tylko w przypadku hodowli na nich prowadzonych odnotowano

statystycznie istotny wzrost parametru RCV% pomiedzy poczatkiem a koncem okresu
ysty y p p y p
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hodowli. Odnoszac osiagnigte wyniki do oceny potencjatlu osteoblastow w procesie
osteointegracji mozna przypuszcza¢, ze w przypadku tytanu piaskowanego Al,O3 mozna
uzyskac stabilne wysokie parametry odpowiedzi biologicznej juz od momentu implantacji. W
przypadku tytanu piaskowanego hydroksyapatytem i trojfosforanem wapnia reakcja tkanki
kostnej poczatkowo mniej korzystna moze ulega¢ z czasem dynamicznej poprawie. Natomiast
w przypadku tytanu piaskowanego synteryzowanym hydroksyapatytem i trojfosforanem
wapnia odpowiedz osteoblastow moze od samego poczatku by¢ pozytywna a dodatkowo
moze dynamicznie wzrasta¢ wraz z czasem interakcji tkanka - materiat.

Odnoszac odpowiedz biologiczna do organizacji podtoza Hamiltona a takze Bigerellego
podaja, ze komorki preferuja powierzchnie relatywnie nieuporzadkowane nad
powierzchniami uporzadkowanymi (56, 129). Powyzsze publikacje nie maja jednakze
przetozenia na wyniki prezentowanych badan. W przypadku oceny zywotnosci komorek
hodowanych na powierzchniach o uporzadkowanej topografii czyli probek MA w poréwnaniu
z powierzchniami nieuporzadkowanymi nie sa obecne istotne statystycznie roznice.

Na podstawie osiagnietych wynikéw testbw MTS nie stwierdzono réwniez wplywu
chropowato$ci podtoza hodowlanego na zywotnos$¢ osteoblastow. Co prawda od trzeciej do
czternaste] doby stwierdzono istnienie co najmniej dwoch grup jednorodnych jednakze dla
kazdego punktu czasowego w obrebie grupy jednorodnej w sktad ktorej wchodzity wyniki dla
gladszego podtoza MA zaliczano rowniez wyniki osiagane dla podilozy najbardziej
chropowatych czyli AI203 DE. Mozliwe, ze zwiazane jest to z faktem, Ze rdznice
chropowatosci pomigdzy probkami byly male. Wennerber za chropowato$¢ stymulujaca
odpowiedz biologiczna uznaje taka o parametrze Sa>1pum natomiast wszystkie badane probki
cechowatly si¢ warto$ciami tego parametru ponizej lum (18). Zywotnoéé komoérek moze
rowniez by¢ zwiazana z parametrami nie badanymi w prezentowanych badaniach takimi jak

hydrofilno$¢ czy energia powierzchniowa (47, 130, 131).
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Podobne, do uzyskanych w pracy, wyniki osiagnat rowniez La Guehenec. Odnotowat on brak
réznic miedzy zywotnoscia komoérek hodowanych na powierzchniach o roéznych
chropowato$ciach chociaz roznice chropowatos$ci podlozy w prezentowanych przez niego
badaniach sa wigksze (Ra 160nm — 2500nm) (20). Rowniez Citeau nie odnotowal roéznic¢
zywotno$ci pomigdzy hodowlami prowadzonymi na podtozach o réznej chropowatos$ci przy
czym warto§ci parametrow chropowatosci byly zblizone do wartosci uzyskanych w
prezentowanych badaniach (127). Natomiast wzrost zywotnos$ci osteoblastow wraz ze
zwigkszeniem chropowatosci podtoza odnotowat Zereidost i Canabarro (66, 132).

Zywotno$¢ osteoblastow hodowanych na prébkach tytanowych oceniana na podstawie testu
MTS wskazuje na nieznacznie gorsze wyniki w poroéwnaniu z zywotnoscia komorek
hodowanych na materiale kontrolnym. Moze by¢ to zwiazane z réznicami w skladzie
chemicznym obu materiatow: dwutlenku tytanu i modyfikowanym celem poprawy adhezji
komorek polistyrenem. Wptyw na ten fakt moga mie¢ rowniez zanieczyszczenia powierzchni
tytanu zwigzkami wegla, uwalnianie jonow czy tez inna energia powierzchniowa (84).
Poréwnujac natomiast roznice zywotnosci pomiedzy probkami tytanowymi nie odnotowano
wptywu sktadu chemicznego podioza na zywotno$¢ hodowanych na nich osteoblastow. Nie
odnotowano znaczacych roznic migdzy materiatami ztozonymi gléwnie z tytanu (MA),
materialami wzbogaconymi o glin (AI203, AI203 DE) a materialami wzbogaconymi o
zwiazki wapnia 1 fosforu (HA, HAS). Nie odnotowano réwniez negatywnego wptywu procesu
syntetyzacji materialu ceramicznego ktory moze prowadzi¢ do powstania alfa lub beta
trojfosforanu wapnia badz tlenku wapnia czyli potencjalnie szkodliwych in vivo faz ktore
moga powsta¢ podczas procesu syntetyzacji hydroksyapatytu (133, 134). Co ciekawe
najwyzsze parametry zywotnosci osiagnety osteoblasty hodowane na tytanie wzbogaconym 0
najwigksza procentowo zawarto$¢ glinu ktoérego wplyw na przebieg osteointegracji nadal

pozostaje kontrowersyjny. Z kolei najnizsze parametry zywotnosci uzyskaty osteoblasty
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hodowane na tytanie modyfikowanym materiatami ceramicznymi, ktore maja
udokumentowany pozytywny wpltyw osteoindukcyjny (20, 53, 66, 68). Co wazne probki
piaskowane tlenkiem glinu a takze te piaskowane materiatami ceramicznymi maja
porownywalna chropowato$¢ co powinno pozwoli¢ w wigkszym stopniu oceni¢ wplyw
modyfikacji chemicznej powierzchni. Wyniki prezentowanych badan odpowiadaja tym
uzyskanym przez la Gueheneca (84). Podaje on nizsze wyniki zywotnosci komorek
hodowanych na tytanie w poréwnaniu z tymi hodowanymi na materiale kontrolnym a takze
brak r6znic migdzy warto$ciami zywotnosci komorek hodowanych na gladkim tytanie, tytanie
piaskowanym Al,O3 a nastgpnie wytrawianym a takze piaskowanym mieszaning HA/TCP a
nast¢pnie trawionym (84). Z kolei zjawisko poczatkowego zmniejszenia zywotnoSci
osteoblastow w przypadku hodowli prowadzonych na materiale piaskowanym mieszanina
HA/TCP ktéra z czasem ulega znacznej poprawie odnotowal w swoich badaniach réwniez
Citeau (127). Takze Dos Santos odnotowal negatywny wpltyw TCP na odpowiedz
osteoblastow w poczatkowych okresach trwania hodowli (128).

Tak wigc probujac powiazaé osiagnigte wyniki zywotno$ci komoérek z parametrami
organizacji, chropowatos$ci 1 chemii powierzchni nie udato sig ustali¢ znaczacych zaleznosci.
[lo§¢ biatka uzyskana z hodowli prowadzonych na roéznych podlozach moze stanowid
odzwierciedlenie stanu namnozenia osteoblastow a takze syntezy przez nie macierzy
zewnatrzkomorkowej. Wigksza ilos¢ biatka uzyskana z hodowli moze wskazywac na istnienie
korzystnych parametrow podtoza ktore moga stymulowac potencjal osteointegracyjny
hodowanych na nim osteoblastow. W prezentowanych badaniach najwyzsze stezenia biatka,
znaczaco wyzsze 0d innych podtozy a takze od materiatu kontrolnego, uzyskano dla hodowli
prowadzonej na materiale piaskowany synteryzowanym hydroksyapatytem i trojfosforanem
wapnia a nastgpnie podwojnie trawionym. Nizsze, porownywalne z soba wyniki uzyskaty

natomiast hodowle prowadzone na podtozu Al203, nastepnic na HA DE, HA i HAS.
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Poréwnujac wartosci uzyskanego z poszczegdlnych hodowli biatka do wartosci wzgledne;j
zywotnosci komoérek wg testu MTS uwage zwraca podobne zestawienie podiozy. Pomijajac
wyniki dla podtoza HAS DE otrzymujemy wysokie wyniki dla tytanu piaskowanego Al,Os i
nieznacznie nizsze dla podlozy piaskowanych syntetyzowany i nie syntetyzowanym
hydroksyapatytem i trojfosforanem wapnia.

W prezentowanych badaniach nie odnotowano zalezno$ci pomigdzy organizacja powierzchni
a iloscia uzyskanego z hodowli biatka. Wartoéci uzyskane dla wysoce zorganizowanego
podtoza maszynowego sa bowiem poréwnywalne dla tych osiagnigtych dla najwyzej
niezorganizowanych podlozy HA i HAS. Bigerelle podaje, ze ludzkie osteoblasty
charakteryzuja si¢ najintensywniejsza proliferacja na chropowatych izotropowych
powierzchniach, mniejsza na powierzchniach chropowatych anizotropowych i najmniejsza na
powierzchniach gladkich izotropowych a takze anizotropowych Anselme podaje natomiast
nizsza proliferacje na mniej zorganizowanych powierzchniach (31, 32).

Anselme 1 wspotpracownicy podaja stabsza proliferacje osteoblastow na powierzchniach
chropowatych (Ra 2,19 — 3,14um) w poréwnaniu z gladkimi (Ra 0,16 — 0,30um) (33).
Podobne wyniki uzyskano w szeregu badan (31, 86, 124, 135, 136, 137, 138). Z kolei inni
autorzy wskazuja na zintensyfikowanie proliferacji komoérek na powierzchniach
chropowatych (57, 58, 118, 125, 126, 129). Odnotowano rowniez brak zaleznosci pomigdzy
proliferacja komoérek a rozwinigciem powierzchni na ktorej prowadzono hodowle co moze
oznaczac, ze przytaczanie 1 proliferacja komorek niekoniecznie powiazane sa z podtozem na
ktoérym sa hodowane (31, 65, 132). W prezentowanych badaniach natomiast warto$ci st¢zenia
biatka ktore mozna zinterpretowac jako ilos¢ namnozonych komoérek rowniez nie wiaze sig Z
chropowatos$cia probek na ktorych prowadzona byta hodowla. Co prawda najwigksze stezenie
biatka uzyskano z hodowli prowadzonej na chropowatej powierzchni prébki HAS DE o

warto$ci parametru Sa=614nm to rownocze$nie do jednorodnej grupy wynikow wedtug
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analizy statystycznej zaliczono wyniki uzyskane dla probek o chropowatosci wyrazonej
parametrem Sa w granicach od 181nm do 748nm. Podobne wyniki uzyskat Lauer obserwujac,
ze ludzkie osteoblasty przytaczaty si¢ bardzo dobrze do powierzchni tytanu zaréwno
gladkiego, umiarkowanie i intensywnie chropowatego a ich model wzrostu byt niezalezny od
struktury powierzchni (54). Mozna wigc przypuszczal, ze rozpatrywanie powierzchni
wyltacznie pod wzglgdem chropowatosci nie pozwala na skorelowanie tego parametru z
proliferacja hodowanych na niej osteoblastow lub tez rdznice parametrow chropowatosci nie
sa dos$¢ duze. Proliferacja komorek moze rowniez by¢ zwiazana z parametrami nie badanymi
w prezentowanych badaniach takimi jak hydrofilno$¢ czy energia powierzchniowa (47, 130,
131).

Wynikéw proliferacji osteoblastow na badanych powierzchniach nie udato si¢ rowniez
powiazaé z réznicami w sktadzie chemicznym powierzchni probek. Poréwnujac proliferacje
osteoblastow wyrazona w ilo$ci biatka uzyskanego z prowadzonych hodowli uwage zwraca
znacznie wyzszy wynik uzyskany z hodowli prowadzonej na probkach HAS DE
przewyzszajacy nawet wartosci dla materiatu kontrolnego. Osiagnigte wyniki dla podtoza
HAS DE mozna wiaza¢ ze skltadem chemicznym probki ztozonej prawie wylacznie z
biokompatybilnego tytanu. Jednakze w przypadku probek o zblizonym sktadzie (MA, HA
DE) a takze bardzo podobnej chropowatosci 1 topografii (HA DE) ilo$¢ biatka uzyskanego w
hodowli jest znacznie nizsza. Natomiast sktad obu grup jednorodnych wskazuje, ze ani
obecnos¢ czystego tytanu, ani inkorporowany glin czy tez materialy ceramiczne nie maja
statystycznie istotnego wplywu na proliferacje komodrek. Nie odnotowano roéwniez
negatywnego wplywu procesu syntetyzacji materiatu ceramicznego ktéry moze prowadzi¢ do
powstania alfa Iub beta trojfosforanu wapnia badz tlenku wapnia czyli potencjalnie
szkodliwych in vivo faz, ktore moga powsta¢ podczas procesu syntetyzacji hydroksyapatytu

(133, 134). Poréwnujac natomiast ilo$¢ biatka uzyskana z hodowli prowadzonych na
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probkach wzbogaconych o glin z hodowlami prowadzonymi na probkach wzbogaconych o
materiaty ceramiczne rdznice nie sa istotne statystycznie. Wyniki dla probek zawierajacych
najwigcej glinu sa natomiast nieznacznie wyzsze niz pozostatych.

Wyniki prezentowanych badan nie zgadzaja si¢ z doniesieniami innych autorow. La
Guehenec wskazuje na negatywny wplyw glinu na proliferacje komorek (20). Z kolei Dos
Santos wskazuje na pozytywny wptyw TCP na namnazanie osteoblastow (128). Podobnie jak
Zereidoost, ktoéry odnotowuje pozytywny wplyw wzbogacenia powierzchni tytanu w wapn i
fosfor skutkujacy zwigkszeniem zywotnosci i proliferacji komorek (66). Osiagnigte wyniki
nie wskazuja bowiem ani na pozytywny wplyw zwiazkéw ceramicznych ani negatywny
wptyw glinu na proliferacje osteoblastow. Odpowiadaja natomiast wynikom osiagnigtym
przez Wennenberg i Piatellego, ktorzy nie odnotowali negatywnego wptywu glinu na
odpowiedz biologiczna (74, 75).

Tak wigc podobnie jak w przypadku zywotno$ci komodrek rowniez proliferacja osteoblastow
nie jest zalezna od organizacji, chropowatosci a takze chemii powierzchni na ktérych
prowadzono hodowle.

Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej jest wskaznikiem rdéznicowania osteogenicznego komorek,
formowania ko$ci i mineralizacji matriksu (84). Jest wczesnym markerem roznicowania i
osiaga maksymalne warto§ci w momencie rozpoczecia mineralizacji (85). Jest to marker
zwigzany z dojrzalymi komoérkami osteoblastycznymi. W prezentowanych badaniach
najwyzsze wartosci aktywnosci fosfatazy alkalicznej uzyskano z hodowli prowadzonych na
podiozu piaskowanym synteryzowanym hydroksyapatytem 1 trojfosforanem wapnia. Nizsze,
poréwnywalne z soba, uzyskano dla hodowli prowadzonych na tytanie piaskowanym
hydroksyapatytem i trojfosforanem wapnia, Al,O3, a takze piaskowany hydroksyapatytem i
trojfosforanem wapnia a nastepnie podwodjnie trawionym. Przektadajac osiagnicte wyniki na

potencjal osteointegracyjny osteoblastow hodowanych na badanych powierzchniach mozna
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zalozy¢, ze tytan piaskowany zaréwno materialami ceramicznymi jak i Al,Os; sprzyja
réznicowaniu osteoblastow i formowaniu przez nie tkanki kostnej a takze mineralizacji
matriksu. Widoczny natomiast spadek aktywnosci fosfatazy alkalicznej dla podtozy
piaskowanych a nastgpnie trawionych moze wskazywaé¢ na ograniczenie potencjalu
osteointegracyjnego osteoblastéw hodowanych na tak przygotowanych podtozach.
Poréwnujac natomiast wyniki stgzenie biatka w badanych probka z wynikami aktywnoS$ci
fosfatazy alkalicznej mozna zauwazy¢ pewna zalezno$¢. Lian, Stein i Linkcs podaja, ze
zwigkszone réznicowanie osteoblastow jest poprzedzone zmniejszeniem ich proliferacji (123,
139, 140, 141). Jest to bardzo dobrze widoczne w przypadku osteoblastow hodowanych na
prébkach HAS DE ktore charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka produkcja biatka natomiast
warto$ci aktywnosci fosfatazy alkalicznej byty bardzo niskie. Podobna zalezno$¢ istnieje
rébwniez dla grupy probek Al1203, HA, HA DE i HAS. Osteoblasty hodowane na nich
prezentowaly podobne stgzenia bialka jednakze byto ono znaczaco nizsze niz w przypadku
podtoza HAS DE natomiast aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej byta dla tych podlozy wysoka,
znaczaco wyzsza niz dla podloza HAS DE. Odnoszac osiagnigte wyniki do potencjatu
osteintegracyjnego osteoblastow mozna zatozy¢, ze dla podtozy Al203, HA, HA DE i HAS
moze on osiagna¢ wysokie wartosci.

Poszukujac zaleznosci osiagnigtych wynikow z organizacja i chropowatoscia podtoza nie
udato si¢ jej stwierdzi¢. Odnotowano natomiast zwiazek miedzy chemia powierzchni a
aktywnoscia fosfatazy alkaliczne;.

Porownujac aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej uzyskana w hodowlach prowadzonych na
wysoko ukierunkowanym podtozu maszynowym do aktywnosci uzyskanej z hodowli
prowadzonych na wysoce nieukierunkowanych probkach Al203 DE 1 HAS DE nie

stwierdzono statystycznie istotnych roznic.
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Zdania na temat wptywu chropowatosci na aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej sa podzielone.
Wedlug czgsci autoréow dochodzi do zmniejszenie aktywnosci fosfatazy alkalicznej w
przypadku komorek hodowanych na chropowatych powierzchniach w porownaniu z
powierzchniami gladkimi (135). Z kolei wedlug innych zwigkszenie chropowatosci
powierzchni stymuluje wzrost aktywnosci fosfatazy alkalicznej a wige wptywa pozytywnie na
réznicowanie osteoblastow na nich hodowanych natomiast zmniejszenia chropowato$ci
powierzchni wplywa na jej zmniejszenie (32, 57, 58, 118, 130, 136, 137).

W prezentowanych badaniach nie odnotowano podobnych zaleznosci. Co prawda najwyzsza
aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej wystepuje w obrgbie hodowli prowadzonych na
chropowatych probkach HAS. Nizsza ale mimo wszystko wyzsza niz dla materialu
kontrolnego aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej wystgpuje w obrgbi¢ jednorodnej grupy w sktad
ktérej wchodza probki chropowate takie jak Al203, HA czy HA DE o chropowato$ci w
granicach od Sa=507nm do Sa=712nm. Jednakze w sktad drugiej grupy jednorodnej w ktorej
aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej jest niska wchodza probki o chropowatosci w granicach od
Sa=181nm do Sa=748 (MA, Al203 DE, HAS DE). Uwagg zwraca rowniez zmniejszenie
aktywnosci fosfatazy alkalicznej na podtozach piaskowanych i trawionych w poréwnaniu z
podiozami jedynie piaskowanymi. Proces trawienia w kazdym przypadku doprowadzit do
zmniejszenia chropowatosci probek. Co prawda znaczna zmniejszenie chropowatosci w
przypadku podtozy HA 1 HA DE doprowadzito do spadku aktywnosci fosfatazy alkalicznej w
przypadku podtoza trawionego to jednak rdéznica ta nie byla istotna statystycznie. Natomiast
bardzo niewielkie zmniejszenie parametrow chropowatos$ci w przypadku podtozy HAS 1 HAS
DE doprowadzito do istotnego statystycznie spadku aktywnosci fosfatazy alkalicznej w
przypadku podtoza trawionego. Tak wiec bardziej prawdopodobny wydaje si¢ wptyw innych

czynnikbw na obnizenie aktywnosci fosfatazy alkalicznej w przypadku zastosowania
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procedury trawienia tytanu. W zwiazku z powyzszych osiagnigte wyniki nie pozwalaja na
skorelowanie aktywnosci fosfatazy alkalicznej z chropowatoscia powierzchni.

Jak podaje Rausch-fana chropowato$¢ powierzchni w potaczeniu w jej hydrofilnoscia istotniej
wplywa na réznicowanie osteoblastow niz wylacznie sama chropowatos¢ (130). Mozliwe, ze
w prezentowanych badaniach istotniejsza rolg¢ niz chropowatos¢ odegrat czynnik ktory nie
zostal zbadany tj hydrofilnos¢ czy energia powierzchniowa (47, 130, 131).

Oceniajac zalezno$¢ aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej komoérek hodowanych na badanych
powierzchniach mozna zaobserwowac, ze najwyzsza jej aktywno$¢ wystepuje w przypadku
hodowli prowadzonych na materiatach piaskowanych zaréwno materiatami ceramicznymi jak
i tlenkiem glinu. I tu ponownie mozna obserwowaé brak negatywnego wpltywu glinu na
odpowiedz biologiczna a nawet wplyw poréwnywalny do tego uzyskanego dla materiatow
ceramicznych. Nie odnotowano rowniez negatywnego wplywu procesu syntetyzacji materiatu
ceramicznego. Zauwazalny jest rowniez spadek aktywno$ci fosfatazy alkalicznej w
przypadku hodowli prowadzonych na materiatach piaskowanych a nastgpnie trawionych.
Mozliwe, ze proces trawienia usuwajacy z powierzchni tytanu material $cierny pogarsza
wlasciwosci powierzchni. Moze si¢ to odbywaé rowniez na drodze zanieczyszczania
powierzchni probek w trakcie procesu trawienia €O powoduje powstanie efektu
cytotoksycznosci a przynajmniej pogorszenie cytokompatybilnosci materiatu (132, 142, 143).
Istnieje réwniez teoria moOwiaca o pogrubieniu w wyniku trawienia warstwy tlenkdw co
wplywa na zmniejszenie adhezji ktora w wymiarze dlugoczasowym odwzorowana jest w
poziomie aktywnos$ci fosfatazy alkalicznej (65). Podobne wyniki osiagnal rowniez Dos
Santos odnotowujac spadek réznicowania komorek wraz z usunigciem z powierzchni probek
materialu ceramicznego zarowno w postaci syntetyzowanego HA jak i TCP (128). Mniejsza
aktywnos$¢ fosfatazy alkalicznej w hodowlach prowadzonych na prébkach Al203 DE niz na

podtozach HA DE rowniez odpowiada wynikom uzyskanym przez innych autoréow (20).
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PGE2 nalezy do grupy mediatorow zwiazanych z regulacja metabolizmu kosci odgrywajac
rolg w gojeniu i formowaniu tej tkanki. PGE2 w nizszych stezeniach stymuluje aktywno$¢
osteoblastow natomiast w wyzszych stezeniach hamuje dzialanie osteoblastow stymulujac
aktywno$¢ osteoklastow i1 wigzana jest z procesem zapalnym (86, 144). Osiagnigte w
prezentowanych badaniach st¢zenia prostaglandyny dla wszystkich badanych podtozy
mieszcza si¢ w granicach w ktorych stezenie tej cytokiny uwazane jest za osteogenne i nie
osiaga warto$ci zapalnych (123, 144). Mozna wigc stwierdzié, ze wszystkie badane podloza
moga generowa¢ pozytywna odpowiedz osteoblastow bez wywolywania niepozadanych
reakcji. Wyniki stezenia prostaglandyny E2 dla wszystkich probek tytanu byty
poréwnywalne. Byly one rdwniez nizsze niz dla materiatu kontrolnego co moze §wiadczy¢ o
braku odpowiedzi zapalnej na tytan. Podobne wyniki uzyskat Horowitz (145). Wedtug
szeregu autorOw stezenie prostaglandyny E2 wzrasta wraz ze wzrostem chropowato$ci
podtoza (86, 123, 124, 136, 137). W prezentowanych badaniach chropowato$¢ podtoza nie
wplyneta na zmiang stezenia prostaglandyny E2. Natomiast u Kieswettera a takze Mustafy i
Lincksa odnotowano zaleznos$¢ st¢zenia prostaglandyn od chropowatosci podtoza (86, 123,
146). Zwigkszenie chropowatosci powodowato zwigkszenie stgzenia prostaglandyn. Jednakze
w prezentowanych badaniach powierzchnie chropowate miaty wyzsze wartoéci parametry Sa
(Mustafa Sa=1,3um Lincks Ra=4,24u) (86, 123, 146). Potwierdzaja to obserwacje Batzera
ktory podaje, ze produkcje 1 sekrecjg¢ parakrynnych i autokrynnych mediatorow takich jak
LTGFb i PGE2 stymuluje znaczna chropowato$¢ powierzchni (137).

Mozna przypuszczac, ze stgzenie PGE2 nie jest zwiazane z chemig powierzchni. W badaniach
prezentowanych przez Kiesswetera stwierdzono rozne st¢zenia tej cytokiny dla dwoch
rodzajow podloza piaskowanego Al,O3 a nastgpnie podwojnie trawionego ktére roéznity sig
miedzy soba tylko wielko$cia ziaren $cierniwa (86). Podobne wyniki uzyskat Schwartz ktory

dla probek piaskowanych Al,O3 a nastepnie trawionych a takze dla probek o powierzchni
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napylanej plazma tytanowa o chropowatosci Ra w granicach 4-5um uzyskat podobne wyniki
stezenia PGE2 (147).

Ocena zywotnosci komorek w kondycjonowanym medium pozwala na dynamiczng analize
interakcji badanego materiatu z medium hodowlanym nasladujacym plyny ustrojowe. Metoda
ta pozwala prognozowaé jak zachowywac si¢ begdzie badany material przy dluzszym
kontakcie z ptynami ustrojowymi i jaki bedzie miato to wptyw na odpowiedz biologiczna. W
badaniu tym obserwujemy statystycznie istotny wzrost wspotczynnika zywotnosci wraz ze
zwigkszeniem rozcienczenia kondycjonowanego medium dla kazdego rodzaju medium.
Najwyzszy wspotczynnik zywotnos$ci uzyskaty hodowle prowadzone na medium uzyskanym
z kondycjonowania probek Al203 DE. Najnizszy natomiast wspodtczynnik zywotnosSci
uzyskaly hodowle prowadzone dla medium uzyskanego z kondycjonowania probek HAS DE
nieznacznie lepszy wynik osiagnigto dla medium uzyskanego z probek HA DE. Na podstawie
osiagnigtych wynikéw mozna przypuszczaé, ze proces trawienia probek piaskowanych
tlenkiem glinu prowadzacy do zmniejszenia zawarto$ci glinu a takze zanieczyszczen w
postaci zwiazkow wegla oraz niewielkiego zwigkszenia chropowato$ci korzystnie wptywa na
odpowiedz biologiczna oceniana na podstawie dynamicznej interakcji z medium
hodowlanym. Z kolei w przypadku probek piaskowanych materiatami ceramicznymi proces
trawienia usuwajacy z ich powierzchni wapn 1 fosfor a takze zwigkszajacy ilo$¢
zanieczyszczen w postaci zwiazkoOw wegla oraz nieznacznie zmniejszajacy chropowatose
wplywa niekorzystnie na dynamiczna interakcj¢ probka — medium - osteoblasty.

Zaktadajac, ze wigksza ilos¢ glinu inkorporowanego w powierzchnie tytanu zwigksza jego
uwalnianie do medium hodowlanego mozna stwierdzi¢, ze glin uwalniany w umiarkowanych
ilosciach do ptynow ustrojowych moze pozytywnie wplywaé na zywotno$¢ komorek.
Wigksze jego uwalnianie z materialow bogatszych w glin podobnie wpltywa na wzgledna

zywotno$¢ komorek jak kondycjonowanie medium materiatami ceramicznymi takimi jak HA
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1 HAS. Poréwnujac natomiast wplyw medium kondycjonowanego probkami HA i HAS na
wzgledno$¢ zywotno$¢ osteoblastow osiagnigto podobne wyniki co wskazuje, ze proces
syntetyzacji mieszaniny HA i TCP nie wptywa na zmiang odpowiedzi biologicznej na
kondycjonowane tymi materiatami medium.

Oceniajac obrazy SEM utrwalonych na badanych materialach osteoblastow stwierdzono
istnienie zauwazalnych réznic pomigdzy podtozami maszynowymi a chropowatymi bez
zauwazalnej réznicy miedzy poszczegdlnymi podlozami chropowatymi. Nie stwierdzono
rowniez obecnosci uszkodzonych 1 martwych komorek co mogtoby $wiadczy¢ o negatywnym
wptywie podloza. Probki o powierzchni maszynowej charakteryzuja si¢ powierzchnia
anizotropowa czyli powierzchnia o duzym ukierunkowaniu w postaci rownolegtych bruzd
powstatych w wyniku obrobki mechanicznej. Na tych powierzchniach na obrazach SEM
widoczne jest zorientowanie komorek wzgledem organizacji powierzchni czyli wystepuje
tzw. fenomen prowadzenia kontaktowego (contact giudence phenomenon) (33, 131,148). Za
proces ten wedlug najnowszych badan odpowiedzialne sa filopodia (149). Bruzdy obecne na
powierzchni maszynowej charakteryzuja si¢ gigbokoscia najnizszego wglebienia profilu Rv =
2,8um natomiast wartoscia catkowite] wysokosci profilu (migdzy szczytem najwyzszego
wierzchotka a najnizszym zaglebieniem) Rt = 6,5um. Osteoblasty orientuja si¢ zgodnie z
przebiegiem tych bruzd. Podobne zorientowanie komorek wzgledem bruzd obserwowat
rowniez Chesmel, Bigerelle a takze Anselme. Odnotowali oni wrazliwos$¢ osteoblastow na
bruzdy glebokosci od 0,6 do 5um podczas gdy w przypadku bruzd o glebokosci 0,5um takie
zorientowanie nie wystepowato (33, 55, 129).

W przypadku pozostatych powierzchni ktore charakteryzuja si¢ brakiem ukierunkowania
widoczne jest rozmieszczenie komorek w sposob przypadkowy, nie zorientowany. Podobne

zachowanie osteoblastow odnotowali rowniez inni autorzy (32, 129).
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W  prezentowanych badaniach odnotowano zwiazek migdzy morfologia komorek a
chropowatos$cia podtoza. W przypadku podloza gladkiego lub o bardzo niewielkiej
chropowato$ci, jak ma to miejsce w przypadku powierzchni MA, komorki sa ptaskie, o
wigkszej powierzchni, tworza zlewna warstwe. Natomiast na powierzchniach bardziej
chropowatych ksztalt komorek jest bardziej kuboidalny, maja one mniejsza powierzchni¢ a
ich rozklad jest bardziej zdezorganizowany i nie dochodzi do utworzenia catkowicie
jednorodnej, zlewnej warstwy. W przypadku powierzchni gtadkich kontakt hodowanych na
nich komérek z podlozem jest bardziej intensywny i blizszy niz w przypadku komorek
hodowanych na podlozach bardziej chropowatych. Podobne zaleznosci odnotowano w
szeregu publikacji (32, 33, 54, 123, 129, 131, 137, 150). Na powierzchniach chropowatych
osteoblasty prezentuja obecno$¢ licznych lamellopodi co wskazuje na wigksza zdolnosé
adhezji komoérek do powierzchni chropowatych w porownaniu z gladkimi. Podobne wyniki
uzyskat Citeau i Anselme (32, 33, 127). Natomiast w przypadku hodowli na powierzchniach
gladszych komorki prezentuja znacznie bardziej rozlegte wypustki cytoplazmy a takze
wigksza zdolnos$¢ rozprzestrzeniania si¢ i pokrywania hodowlanej powierzchni podobnie jak
w przypadku badan Anselme (32, 33, 150).

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane powierzchnie byt biokompatybilne.
Na obrazach z mikroskopii skaningowej nie stwierdzono wystgpowania uszkodzonych czy
martwych komoérek ktoérych obecno$¢ wskazywalaby na szkodliwy wplyw podiloza na
osteoblasty. Rowniez ocena stgzenia prostaglandyny E2 nie wykazata wartosci wskazujacych
na toczacy si¢ proces zapalny sugerujacy negatywny wplyw badanych podilozy. Na
wszystkich badanych materiatach obserwowano w obrazach mikroskopii elektronowej
wzrastajacy wraz z czasem hodowli stopien pokrycia powierzchni probki.

Model wzrostu osteoblastow pozostawal w zwiazku z warunkami podloza. W przypadku

ukierunkowanych, gladszych podtozy osteoblasty uktadaly sie¢ wzgledem obecnych na
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probkach bruzd i cechowaty sig ptaska i znacznie rozprzestrzeniona morfologia pokrywajac w
wigkszym stopniu badany material. W przypadku powierzchni nieukierunkowanych i
chropowatych komorki utozone byly w sposob przypadkowy, pokrywaly w mniejszym
stopniu badany material i cechowaly si¢ budowa wyzsza, bardziej kuboidalna i mniejsza
rozlegloscia.

Oceniajac wptyw parametrow powierzchni badanych materialdéw na odpowiedz biologiczna
osteoblastow odnotowano pozytywne reakcje komorek na wszystkie powierzchnie
piaskowane. Korzystne efekty byly odnotowywane zaréwno w przypadku probek
piaskowanych tlenkiem glinu jak 1 probek piaskowanych syntetyzowanym a takze
niesyntetyzowanym materiatem ceramicznym. Natomiast proces trawienia ostabial
pozytywny wplyw procesu piaskowania na reakcje osteoblastow. Z kolei w przypadku probek
o powierzchni maszynowej a takze piaskowanej tlenkiem glinu a nastgpnie trawionej
odpowiedz biologiczna osteoblastow byta mniej korzystna.

Odnoszac natomiast osiagnigte wyniki do praktyki klinicznej a takze kierunku rozwoju
systemOow implantologicznych mozna prognozowac korzystny przebieg osteointegracji przy
zastosowaniu implantow tytanowych o powierzchni piaskowanej wszystkimi badanymi

materiatami.
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7. Whnioski

1. Preparaty histologiczne nieodwapnionej kosci kroliczej potwierdzaja istnienie
bezposredniego kontaktu tkanki kostnej z powierzchnia implantu uwidaczniajac jej
zrastanie z wszczepem.

2. Potwierdzono wystepowanie zaleznosci migdzy organizacja powierzchni a
utozeniem osteoblastow jak rowniez migdzy topografia powierzchni a morfologia
osteoblastow na niej hodowanych.

3. Zaden rodzaj modyfikacji tytanu nie spowodowat negatywnych reakcji
hodowanych na nim osteoblastow.

4. Roéznicowanie osteoblastow zalezne bylo od przeprowadzenia procesu trawienia
powierzchni tytanu natomiast proces piaskowania tytanu wplywat pozytywnie na
zywotnos¢, proliferacj¢ oraz roznicowanie komorek.

5. Zjawiska zwiazane z reakcja osteoblastOw na materialy piaskowane tlenkiem
glinu, syntetyzowanymi i niesyntetyzowanymi materialami ceramicznymi moga

prognozowac korzystny przebieg osteointegracji in vivo.
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8. Streszczenie

Wspolczesna implantologia dazy do otrzymania takiego rodzaju implantu ktory zapewnilby
szybkie jego zrosnigcie z tkanka kostna pozwalajac na jak najszybsze jego obciazenie. Proces
taczenia tkanki kostnej z powierzchnia implantu okre$lany jest mianem osteointegracji. Jest to
proces na ktory istotny wptyw maja ze strony tkanki kostnej osteoblasty natomiast ze strony
implantu jego powierzchnia. Dlatego tez poszukiwana jest taka modyfikacja powierzchni,
ktéra pozwolitaby na jak najkorzystniejsza odpowiedz osteoblastow zapewniajaca jak
najszybszy przebieg procesu osteointegracji.

Oceng przebiegu odpowiedzi tkanki kostnej na wszczepiony material mozna przeprowadzié
szeregiem sposobow migdzy innymi za pomoca preparatow histologicznych obrazujacych
przekrdj polaczenia implant-ko$¢. Oceng ta mozna réwniez przeprowadzi¢ za pomoca
hodowli komorek kostnych prowadzonych na materiatach planowanych jako materiaty
implantacyjne co pozwala na prognoz¢ interakcji implant-kosc in vivo.

Celem prezentowanej pracy byta ocena interakcji pomigdzy powierzchnia implantu, a tkanka
kostng w przebiegu procesu osteointegracji z wykorzystaniem modelu zwierzecego oraz
hodowli ludzkich osteoblastow.

W pracy, w ramach badan wstepnych, przedstawiono technike przygotowania preparatow
histologicznych nieodwapnionej tkanki kostnej i implantu tytanowego umozliwiajaca oceng
procesu osteointegracji tytanowych wszczepow $rodkostnych przy uzyciu  mikroskopii
swietlnej. Z obiektywnych wzgledow badania te nie mogty jednak by¢ kontynuowane.
Badania zasadnicze natomiast dotyczyly oceny reakcji ludzkich osteoblastéw na
modyfikowane powierzchnie tytanu celem prognozy przebiegu osteointegracji in vivo.
Badano 7 réznych powierzchni czystego komercyjnie tytanu. Powierzchni¢ maszynowa,

piaskowana Al,O3, piaskowana Al,O3 i trawionej mieszaning kwasow HCI/H,SOy,
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piaskowana mieszaning HA/TCP, piaskowana mieszaning HA/TCP i trawiona mieszaning
kwasow HCI/H,SO,, piaskowana mieszaning synteryzowanego HA/TCP a takze piaskowana
mieszaning synteryzowanego HA/TCP i trawiona mieszaning kwaséw HCI/H,SO4. Badane
powierzchnie poddano analizie topografii, chropowatosci, a takze skladu chemicznego.
Nastepnie przy uzyciu hodowli ludzkich osteoblastéw oceniano odpowiedz biologiczna na
badane powierzchnie. Oceniana byta morfologia komoérek na podstawie obrazéw mikroskopii
elektronowej utrwalonych prébek. Natomiast przy pomocy analiz biochemicznych oceniano
zywotno§¢ komorek, zawarto$ci biatka, aktywno$ci fosfatazy alkalicznej, Stgzenia
prostaglandyny E2 w hodowlach, a takze oceniano wzrost komoérek w dlugo
kondycjonowanym badanymi materiatami medium hodowlanym.

Uzyskane preparaty histologiczne wykazaty obecno$¢ bezposredniego kontaktu tkanki kostnej
z powierzchnig implantu uwidaczniajac jej zrastanie z wszczepem. Natomiast badania z
uzyciem hodowli ludzkich osteoblastow wykazaty brak negatywnego oddziatywania
wszystkich badanych probek na hodowane na nich osteoblasty co pozwalatoby na uzycie ich
jako wszczepy srodkostne. Analizujac wptyw topografii i ukierunkowania powierzchni na
reakcje komorkowa stwierdzono wystepowanie zalezno$ci migdzy organizacja powierzchni, a
utozeniem osteoblastow jak rowniez migdzy topografia powierzchni, a morfologia
osteoblastow na niej hodowanych. Oceniajac wplyw skladu chemicznego badanych
materiatow na reakcje osteoblastow stwierdzono brak niekorzystnego oddzialywania
inkorporowanego w powierzchnie tytanu podczas procesu piaskowania glinu. Stwierdzono
rowniez postgpujace z czasem zwigkszenie zywotnosci osteoblastow hodowanych na
powierzchniach wzbogaconych o wapn 1 fosfor. Odnotowano réwniez zalezno$¢ pomigdzy
roznicowaniem osteoblastow a zastosowaniem procesu trawienia powierzchni tytanu.
Odnoszac natomiast osiagnigte wyniki do praktyki klinicznej mozna prognozowac korzystny

przebieg osteointegracji przy zastosowaniu wszystkich badanych materiatow piaskowanych.
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9. Summary

Modern implantology seeks for an implant providing a rapid bone healing and permitting fast
implant loading. Process of bone connection to implants surface is defined as
osseointegration. Significant influence on this process has concerning the bone — the
osteoblasts and concerning an implant — its surface. That’s why an implants surfaces
modification which would induce favorable osteoblasts answer resulting in accelerated
osseointegration process is searched.

Evaluation of bone reaction to an implanted material may be performed by means of many
procedures. One of those methods is an histological slides preparation displaying section of
bone-implant connection. Other method is an bone cell culture method conducted on materials
planed as implant materials. This method enables bone-implant interaction prognosis in vivo.
The aim of this study was an evaluation of interaction between implant surface and bone
tissue during osseointegration process with use of an animal model and human osteoblasts cell
culture.

In this research a technique of histological slides preparation of undecalcified bone tissue and
titanium implant enabling evaluation of osseointegration process of titanium endoosseous
implants by means of light microscope was presented.

Main research concerned evaluation of human osteoblasts reactions on modified titanium
surfaces as a prognosis of osseointegration in vivo.

Seven different surfaces of commercially pure titanium were evaluated. Machined surface,
Al,O3 blasted surface, Al,O3 blasted and double etched with HCI/H,SO, surface, HA/TCP
blasted surface, HA/TCP blasted and double etched with HCI/H,SO, surface, sintered
HA/TCP blasted surface and sintered HA/TCP blasted and double etched with HCI/H,SO,4

surface. Those surfaces were submitted an topographic, roughness and chemical composition
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evaluation. Then, by the means of human osteoblasts cell cultures, a biological reaction on
tested surfaces was examined. Cells morphology on the base of scanning microscope images
of fixed samples was examined. By the means of biochemical analysis cells viability, protein
concentration, phosphate alkaline activity, prostaglandin E2 concentration in cell cultures was
evaluated. Cells growth in titanium samples conditioned medium was also evaluated.
Achieved histological slides revealed an direct bone tissue contact with implant surface
indicating bone growing within implant surface. Human osteoblasts cell cultures revealed no
negative effect of all tested materials on cultured cells what would allow applying those
materials as endoosseous implants. Analysis of surfaces topography and organization on cell
reaction revealed an relationship between cells arrangement and surfaces organization as well
as between cells morphology and surfaces topography. Evaluating an influence of surfaces
chemical composition on osteoblasts reactions no negative effect of aluminum incorporated
into titanium surface during blasting process was observed. Osteoblasts viability increase
during time was observed in cultures conducted on titanium surfaces enriched with calcium
and phosphorus. Relationship between osteoblasts differentiation and applying titanium
surfaces etching process was also observed.

Referring achieved results to clinical practice a favorable coarse of osseointegration process

with use of all blasted titanium surfaces can be predict.
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Wypreparowane loza kostne

Wprowadzone wszczepy
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dla pigciu rozcienczen kondycjonowanego medium
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Powigkszenie 150x

Osteoblast na powierzchni probki A1203 DE po jednej dobie hodowli.
Powigkszenie 5000x

Osteoblast na powierzchni HAS DE po jednej dobie hodowli.
Powigkszenie 5000x
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