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1.UVOD

Dentélni implantologie se zabyvé zavedenim biokompatibilniho materidlu
na povrch kosti nebo do kosti horni ¢i dolni ¢elisti. Cilem je dokonali integrace
implantovaného materiélu zajist'ujici dlouhodoby létebny efekt.

Snaha o rekonstrukci chrupu pomoci alogenniho materidlu je stard nékolik
tisic let, v dfivéjdich dobich viak Casto kontila nezdarem. O nejvyznamnéjsi
ptelom v dentéini implantologii se zaptitinil Svéd Per-Ingvar Branemark. ktery
okolo roku 1952 jako mlady védecky pracovnik objevil pii studiu krevnich
bunék viceméné nahodny jev, ktery byl pozdéji nazvén osteointegrace (bude
vysvétleno niZze). Zacitkem 80. let 20. stoleti ovlidly osteointegrované
implantty téméf celou dentédlni implantologii. Jedinou vyznamnéjsi novinkou
bylo zavedeni hydroxyapatitového povlaku na titanovy povrch implantitu
(1984).

Biomateridly obecn& jsou definovany jako syntetické materidly. které
navodi specifickou biologickou aktivitu. Vzhledem k implantitum je moZno
rozdélit biomateridly do &tyfech zdkladnich kategorit:

1. biologicky inaktivni — okolni tkaf reaguje tak, 7e je zaobali do

neadherujici fibrosni tkdn& (enkapsulace). sem patfi chromkobalt. chromnikl.
Al-O; keramika. polyethylen a dal3i.

2. porézni — umoZiiuji vristdni tkané¢ do péru (biologicka fixace). sem
patfi: hydroxyapatit a hydroxyapatitem povlakované kovy.

3. bioaktivni — vaZou se k tkdnim (biologick4 fixace diky chemické vasbé
mezi implantitem a kosti). Bioaktivni materidl vyvola specifickou biologickou
odpovéd’, kterd vede posléze ke vzniku de novo tvofené mineralizované kosti.
Tato skupina zahrnuje: denzni kalciumfosfatovou keramiku, bioaktivni sklo.
bioaktivni sklo-keramiku a dal3i.

4. resorbovatelné - ty jsou postupné Casem nahrazoviny tkani: napf.

trikalciumfosfat.



Kalcium hydroxyapatit (HA), Ca;o(POs)s(OH), neboli hydratovany
kalciumfosfit je svoji strukturou podobny minerdlnimu sloZeni kosti a zubu.
Hydroxyapatitov4 keramika se uZivd v medicinskych aplikacich pro jeji rychlou
a piimou vazbu na kostni tkan. Je nositelem zdkladnich znakd bioaktivity —
osteokondukce a mo*n4d i osteoindukce. Osteokonduk&énimi vlastnostmi
rozumime schopnost slouZit osteoblastim a osteocytim jako mfizka pro
preklenuti tkafiového defektu pti postupujici novotvorbé kosti. Tato vlastnost
tvori zéklad vyuZiti tohoto materidlu k povlakovani v ortopedii a v dentdlni
implantologii. Osteoindukce pak znameni podporu tvorby nové kostni tkéné
prostiednictvim chemického agens. Schopnost vizat kostni tkdd je prdvé
unikétni vlastnosti bioaktivni keramiky. Analyzy na rozhrani implantét-kost
prokdzaly ptitomnost hydroxyapatitu jako kli¢ového pro vznik mezivrstvy.
Chemicka interakce mezi HA a kostni tkani umoZiluje dspéch terapie.

Povlakovéni je ztechnologického hlediska velmi obtiZny dkol. Vhojeni
bioaktivniho hydroxyapatitu do kosti (biointegrace) je kvalitn&j3i spojeni neZ
osteointegrace a podle mnohych autori ma dokonce povahu chemickou. Probih4
priblizné dvakrat rychleji, coZ dovoluje pak u povlakovaného implantatu zkratit
vhojovaci obdobi. Povlakované implantéty jsou zdrovefi podstatné tolerantné&j3i
k nepfesnostem vzniklych pti preparaci kostniho loZe. Modifikovany povrch
implantdtu podnécuje okolni builky k sekreci matrix, buiiky se poté zanou
diferencovat v osteoblasty. Kalcifikace pak probé&hne za 3-6 dni a kost se zadind

remodelovat za 2! dni.



2CIL DISERTACNf PRACE

Byl vyvinut novy typ implantitu z titanové slitiny Ti6Al4V se specidlni
upravou povrchu - laserové nanesenou tenkou vrstvou krystalického
hydroxyapatitu s mezivrstvou zirkonu.

Cflem mé disertalnf price bylo otestovat tento novy povrch implantétu 2
hlediska biologické snaSenlivosti. Mym ikolem bylo pfedevifim provést
zdkladnf testy cytotoxicity a na jejich zdkladé pokraovat v biologické
charakteristice povrchu implantitu. Bylo nutno vybrat vhodné buitky ke
kultivaci a pHslu$né metodiky in vitro a s jejich pomoc{ zdroveri zhodnotit. 7da
1ze tento materidl splituje zdkladn{ kritéria k provadénf testi in vivo. které by
mohly do budoucna vést k jeho vyuZitf v klinické praxi.



3.LITERARNI PREHLED

Zatizeni implantétu lze rozdélit na pfimé (imediétni), Casné (early functional
loading) a na tzv. odloZené, tj. provedené ve druhé fazi. Chirurgickd fize
zavedeni implantdtu nabizi dvé zékladni metody — metodu dvoufézovou (tzv.
two-stage surgical protocol) a jednodobou implantaci (tzv. one-stage surgical
procedure).

Klasicky je tzv. two-stage protocol dle Brinemarka (publikovany v roce
1977), jehoZ cilem je odloZené zatiZeni. Mezi hlavni divody této klasické
metody patfi zejména minimalizovédni rizika infekce, prevence fibrosniho
vhojeni implantétu a sniZeni rizika nedspéchu ¢asného zatizeni. Mnozi autofi
uvadeji, Zze implantdt by mél byt zanofen pod mékkymi tkdnémi a po zavedeni
by rana neméla byt insultovina po nejméné 3—6 mésici. Doba klidu md
napomahat k neru§enému zhojeni rdny a zlep$it osteointegraci implantéitu.

Za nejvice kontroverzni u techniky pfimého zatizeni lze povaZovat
pochybnost, zda pfi této metodé dochdzi k fibro - &i osteointegraci. Mnoho studii
dokazuje, ze k fibrointegraci dochdzi, jiné studie zase naznatuji opak.
Fibrointegraci oznatujeme vytvofeni vazivové mezivrstvy v mikroprostoru mezi
implantatem a pfilehlou kosti. Nékdy je tato vrstva nazyvdna pseudo-
periodonciem. Jednd se o selhdni stabilni nitrokostni regenerace. Vazivova tkaf
je obklopena nezralou pletivovou kosti — jizevnatou bari€rou, kterd implantat
obklopuje. Tento stav se nepovaZuje za tspé§ny vysledek implantace.

Podstatou osteointegrace je pfimy kontakt povrchu implantitu s kosti bez
jakékoliv mezivrstvy, dfive oznatovano Schroederem (1976) jako ankylotické
ukotveni. Jednd se tedy o pfimy adhesivni kontakt Zivé kosti s anorganickym
materidlem. Tento kontakt vznikd pravé diky povrchu implantitu &i jeho

povrchové dpravé. Uspéiné integrovany implantét je ten, u néhoZ se vytvoFi



pHimy nezprostfedkovany kontakt Zivé kosti svrstvou kovu nebo jeho
povrchovou tpravou, at’ je z jakéhokoli materilu.

Proces vhojovéni implantétu v pfedem vypreparované kavité je srovnatelny s
hojenim kostnf rdny, a sice dochédzi k fyziologické zanétlivé odpovédi
organismu, kter4 je modifikovana pfitomnostf implantitu.

Vhojovén{ implantétu oseointegracf a jejf rozsah je proces. na ktery  pusobi
mnoho faktori jak ze strany pffjemce, tak ze strany vlastniho materidlu. Mezi

z4sadnf faktory vhojenf implantitu oseointegraci pattf:

e Charakter pacienta — celkovy zdravotnf stav, anatomie &elisti.

bruxismus
¢ Design implantitu — tvar, velikost a povrchov4 dprava

e Chirurgické zavedenf implantitu - atraumatick4 technika. stabilita

implantatu, mikropohyby
e Charakter kosti — kvalita a kvantita

e Protetické oSetfenf — dlahovéni (splinting - do¢asné. trvalé.

snimatelné, fixnf).

Nejlastéji pouzivanymi implantaty z hlediska tvaru jsou implantity titanové
vélcové. Prevlada nézor, Ze pro kvalitni osteointegraci je vyhodndj§i hrubsf
povrch s nerovnostmi o rozméru 1,0 — 1,5 pm. Voli se mezi dvéma zdkladnimi
skupinami technologif, jak povrch implantitu upravit. Jednak je to tzv.
subtraktivni metoda, kdy se z piivodné hladkého povrchu hmota ubira (sem patfi
zejména piskovani a leptdni kyselinou) a déle tzv. aditivnf metoda, kdy se

naopak pfid4va dal3f materiél (plasma sprejovant. pulznf laserové depozice).

Povlakované implantdty vznikly ze snahy vyrdb&t implantity z vice
biokompatibilnich materi4lu. Jako velmi vyhodny materiédl se dle mnoha studif
jevi hydroxyapatit, ktery mé i vlastnosti osteokondukéni, tj. ma schopnost vést

osteogenezi urlitym smérem.



Mezi casto zmiflované nevyhody tenkého povlaky HA na jadfe implantétu
patii tendence tohoto materidlu fragmentovat. Uvolnéni partikuli materidlu mize
zpusobit nepfiznivou reakci okolni tkdné, kterd muZe byt podobnd situaci jako
kdyby fragmentoval polymetymetakryldt & polyetylen. Mnoho typl studif
prokazalo, Ze zména fyzikélnich vlastnosti, &i krystalické formy, jsou kritickou

determinantou biologické odpovédi na HA ¢&i tricalciumphosfat.

Pulzni laserova depozice (PLD) byla poprvé pfedstavena v roce 1992. U PLD
velmi rychle kondenzuji pary hydroxyapatitu na kovové jidro jako tenkd vrstva
a mikro&astice vten samy &as. PLD je schopnd vytvéafet povlaky, které jsou
v podstaté velmi husté¢ zkomprimovanymi mikrofdsticemi. Zména parametrl
laserového paprsku md vliv na velikost a distribuce mikro&éstic. To umoZiluje
tvorbu keramickych povlaku, které jsou naneseny velmi tésné na povrch a maji
predem definovanou krystalinitu, morfologii i skladbu. Povrchové vlastnosti

bioaktivnich materidlil jsou tedy ddny zpusobem vlastni pfipravy povlaku.

Technika ptimého zatiZeni se d4 teoreticky vyuZit u viech typu indikaci
implantitu. Mezi hlavni indikace patfi ztrdta jednoho zubu, velkd mezera,
zkrdceny zubni oblouk a zcela bezzubd &elist. U pfimého zatiZeni bychom méli
zvaZovat, jaky druh implantdtu uZijeme a do jak kvalitni kosti budeme
implantovat. Jak jiZ bylo zmingno vy3e, hladky povrch implantdtu se kvili

moznym mikropohybiim jevi jako kontraindikovany.

Adheze bunék k substritu je prvnim krokem v procesu interakce mezi
butkou a povrchem a ovliviiuje bunéénou a tkafiovou odpoveéd. V pfipadé
dentédlnich implantéti interakce mezi formujicimi se osteoblasty a substratem
ovlivni rozhrani kost/implantat a tim ve vysledku determinuje dlouhodobou
stabilitu implantatu.

Extraceluldami matrix se sklddd z makromolekul, které jsou vyludoviny
buiikami do jejich nejbliZiiho okoli. Tyto makromolekuly pak tvofi spajovaci

oblast mezi buitkami. Tato hmota je tvofena zejména z kolagenu, proteoglykani



a mnoZstvf glykopmteinovych molekul jako jsou fibronektin « sarum, 1y
vkanmnsaine jsoy Zodpovédné za formovanf matrix 2 viacenioh L...

do uspoFidanych struktur.



4.MATERIAL A METODY

Zkoumanym vzorkem byl titanovy teréik o priméru 10 mm a celkové
tloust’ce 2 mm Ti6Al4V slitiny povledeny laserové nanesenou tenkou vrstvou
krystalického hydroxyapatitu o tloust'ce 6-12 pm s mezivrstvou ZrO- o tloudtce

100 nm.

Zakladni metodou sledovani proliferaéni aktivity dané bun&&né populace je
stanoveni po¢tu bunék. Provedli jsme pfimy text cvtotoxicity s my3imi
liniovymi (3T3) a lidskymi fibroblasty. Pozitivni kontrolou byly tertiky z
keramiky Nori Take. Negativni kontrolu tvotily vzorky cytotoxické &ervené
pryze (Vegum, Gumame Dolné Vestenice), kterd se pouZiva v laboratofi, a
tertiky z pryskyfice Superpont C+B, vyrobené s pfebytkem monomeru
v pom¢ru 3 g pradku a 5 ml tekutiny proti obvyklému stavu 1:1. Bylo pouZito
kultivaéni médium vhodné pro péstovani fibroblasti H-MEMd (minimal
essential medium) (Vyrobna médii UMG AVCR, Praha, CR).

Dile byly se zkoumanymi teréiky provedeny testy adheze a proliferace. Po
72 hodinové kultivaci jsme pomoci imunohistochemické metody provedli
prukas exprese fibropektinu.

V dalsi sérii pokusu jsme testovali tfi typy vzorku (terée o priméru cca 10
mm a vy3ce 2 mm): titanovou slitinu Ti6Al4V, titanovou slitinu povleZenou
zirkonem a titanovou slitinu povleenou hydroxyapatitem s mezivrstvou zirkonu
a s pouZitim buné¢nou linii lidskych embryonalnich plicnich fibroblasti (LEP,q)
jsme provedli test proliferace poéitinim a MTT test. Buiiky byly kultivovany
v bezsérovém médiu H-MEM.

Viechny vysledky jsme statisticky zpracovali pomoci Studentova t-testu
v hladiné pravdépodobnosti 0,05.



S.VYSLEDKY

Nejlepdich vysledki dosahuje kultivace bun&k, at’ my3ich nebo lidskych,
v pfitomnosti ter¢iki z titanu modifikovanych hydroxyapatitem a mezivrstvou
zirkonu. Dle pfedpokladi je dal3im potencidlné inertnim materidlem i keramika.
Cervend pryZ je cytotoxickd a z kultivace pryskyfignych teréika s nadbytkem
monomeru miZeme potvrdit obecné zndmou skuteénost, Ze monomer pisobi
cytotoxicky a sniZuje pocet kultivovanych bunék.

Po vloZeni teréiku z povlakovaného titanu a keramiky nedo$lo ke zméné
morfologie kultivovanych bunék, a to ani v bezprostfednim okoli vzorkui.
Fibroblasty i nadédle proliferovaly a vytvofily subkonfluentni aZz konfluentni
porost — pozdéji sledovdano pomoci imunohistochemického barveni. Zcela
zménénou morfologii mysich fibroblasti jsme pozorovali u vzorki z ervené
pryZe, kdy se adherované buiiky v disledku pfitomnosti cytotoxického materidlu
nejen nedélily, ale apopticky hynuly a odlu¢ovaly se do média.

Fibroblasty kultivované po dobu 72 hodin byly rovnomérné po podkladu
rozprostfeny a tvofily subkonfluentni porost. Buiiky exprimovaly fibronektin do
cytoplazmy. Extraceluldrni produkce nebyla po této dobé kultivace pozorovéna.

V druhé sérii pokusti ndmi pouzité fibroblasty (LEP,s) byly schopné rist
v pfitomnosti testovanych vzorki. Morfologie i proliferatni schopnost byla
srovnatelnd s kontrolnim povrchem tkdfiové upraveného polystyrenu. Zidny
z testovanych materidli nebyl cytotoxicky a umoZiioval rist bungk. Buiiky
adherovaly k povrchu vzorki a byly schopné na povrich proliferovat.

Pocet bunék vyrostlych na povrchu zkoumanych vzorki byl statisticky
vy$§i neZ na kontrolnim povrchu. Na druhé strané jsme zjistili vy33i
metabolickou aktivitu bun&k na tkdfiové upraveném polystyrenu, ktery je brdn
jako optimalni materidl pro kultivaci bunék. Nejvét3i metabolické aktivity vramci
tfech typu testovanych vzorku jsme viak dosdhli u vzorki povleenych HA

s mezivrstvou zirkonu, ackoli absolutni pofet bunék byl niZsi.



6.DISKUZE

O Zem se nékdy velmi malo hovofi je skutenost, Ze fyzikdlni vlastnosti
daného povrchu jsou mnohdy vice dileZité neZz samotné chemické sloZeni
materidlu. a to hlavné zhlediska pfilnavosti bunék. Design implantatu
s povrchem podobnym fyziologickému sloZeni kosti nepochybné napoméha
novotvorbé kosti na rozhrani tkané a vlastniho biomateridlu.

Vyznamnou vlastnosti hydroxyapatitu je biokompatibilita, nebot’
hydroxyapatit je integralni soutasti kostni tkané. Kalciumfosfatové povlaky
zvy3uji sorpci proteint na povrch a umoZituji tak aktivaci krevnich destiek a
vazbu fibrinu, coZ urychluje hojeni. Z jiZ publikovanych studiich vyplynulo, Ze
hydroxyapatitovy povlak na kovovém implantatu urychli rehabilitaci pacienta
moZnosti v€asného odevzdani findlni protetické prace, nebot’ takovy implantat
se rychleji oseointegruje, usnadiiuje adhezi kostni hmoty a tim umoZiuje pfimy
kontakt s kosti ve srovnani s nepovlakovanymi implantaty.

Dle Trisi et al. se domnivaji, Ze vymizeni HA povlaku na nékterych
mistech povrchu implantdtu po 10 letém zatiZeni miZe byt pouze nasledek
mistniho procesu remodelace kosti. Tento jev je vysvétlovan tak, Ze b&hem
remodelace lokdlné aktivované osteoklasty tvofi v kosti jamky hluboké 50-70
pum, kde pak mohou osteoblasty produkovat novou kostni matrix. KdyZ se pravé
toto stane na povrchu povlakovaného implantatu, mohou byt pak né&jaké &4sti
povrchu resorbovany a nahrazeny kosti. MnoZstvi vymizelého HA tak pfimo
koreluje s objemem novotvofené kosti. Kalciumfostitova keramika se fadi do
skupiny bioaktivnich keramik. co? jsou materidly, které jsou schopné vazat
okolni kostni tkafi a urychlit novotvorbu kosti.

Povrchy s vysokou krystalinitou se povaZuji za mnohem vice odolné
vzhledem k moZné rozpustnosti nez amorfni struktura HA, ale naproti tomu bylo
prokéazano. Ze povrchy s vysokou krystalinitou mohou inhibovat rist bunék. Zde
zérovefi tkvi i hlavni rozdil mezi technikou plasma napra3ovani a technikou

pulzni laserové depozice. Zatimco u plasma napraSovéni solubilita
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kalciumfosfétu zdvisi na vlastnostech pivodniho prasku (tzn. velikost ¢astedek a
krystalinita), metoda pulzni laserové depozice.

Fibroblasty jakoZto osteoblastim podobné buiky jsem pouzili ztoho
divodu, Ze vykazuji obdobné choviani jako osteoblasty. jak bylo prokazano
v mnoha studiich. Kvalitativni i kvantitativni studie buné&né morfologie
prokazaly, Ze osteoblasty a fibroblasty se chovaji na ruznych povr3ich obdobné.

V nadi studii jsme prokazali, Ze terliky ztitanové slitiny Ti6Al4V
povlakované krystalickym hydroxyapatitem s mezivrstvou zirkonu nejsou
cytotoxické. Velmi podobnych vysledkii jako nami testovany material dosahuji i
teréiky z inertni keramiky (Noritake) béZné pouZivané v zubnim Iékafstvi.
Cervend pryz je absolutné cytotoxickd a uvolujici se monomer u ter&iki
z metylmetakrylatu sniZuje proliferaci bunék a pusobi na fibroblasty také
cytotoxicky.

V nami provedeném pfimém testu cytotoxicity jsme také pozorovali
rozdily v poltu bunék mezi vzorky péstovanymi s mySimi a s lidskymi
fibroblasty. Tento jev miZe byt din jednak odlidnou reakci stejnych bunék
raznych Zivodi¥nych druhii na kultivaéni prostiedi, ale i rozdilnym chovanim
liniovych bunék a bunék ziskanych pfimo z tkané. Jisté rozdily ve vysledcich
mohou byt také zpisobeny chybou pfi fedéni suspenze malého po&tu bunék do

relativné velkého objemu kultivaéniho média.

Nejvétsi metabolické aktivity ze sledovanych vzorkd jsme v3ak doséhli u
ter¢ika povletenych HA s mezivrstvou zirkonu, ackoli absolutni poget bunék
byl niz3i. Vy38i metabolicka aktivita bunék na sendvidové uspofadaném vzorku
by mohla pfedpokladat i vétdi tvorbu extracelularni matrix. Spojeni dvou
metodik, tj. politani bunék a MTT testu, ktery zaroven odrazi metabolickou
aktivitu bunék, nam poskytlo daleko komplexnéj3i informace o stavu bunék na

povrchu jednotlivych materidld.



7.ZAVER

Cilem mé price bylo zhodnotit novy typ implantitu zhotoveny z titanové
slitiny Ti6Al4V povletené hydroxyapatitem s mezivrstvou zirkonu z hlediska
jeho biologickych vlastnosti. Jako srovndvaci materidl byl pouZit &isty titan,
titan povleteny vrstvou zirkonu a kultivaéni standard - tkdfiové upraveny
polystyren.

Dany materidl nejevi zndmky cytotoxicity; u bunék kultivovanych v jeho
pFitomnosti (dospélé i embryondinf{ fibroblasty) nedochédzi ke zméné morfologie
¢i ke sniZeni jejich proliferaéni aktivity. Ziroveil jsou tyto builky schopny
kolonizovat jeho povrch. proliferovat aZ do dosaZeni konfluentntho porostu a
vytvafet extraceluldrni matrix. DosaZené vysledky potvrzuji vhodnost
sendviZového materidlu pro pouZiti v zubn{ implantologii.

Z literdmich ddaji je zndmo, Ze specidlné upraveny povrch zlep$i a hlavn&
zrychli oseointegraci implantitu a urychli tak rehabilitaci pacienta. Proto by
bylo Z4douci pokralovat v testovdni tohoto materidlu in vitrro ve 3D

experimentech a nakonec i v in vivo testech.
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9. SUMMARY

Biological properties of hydroxyapatite coated titanium alloy in relation to
direct implant loading

Coating dental implants with hydroxyapatite may give certain advantages
such as active encouragement to new bone growth, a lower rejection rate and an
improved long-term prosthesis fixation. The biological properties of dental
implants coated by the sandwich technique with a thin layer of hydroxyapatite
and an interlayer of zirconia were evaluated. The implant samples were covered
by pulsed laser deposition. The aim of this study is to evaluate the cytotoxicity
and the surface characteristics of the titanium targets modified with zirconia and
hydroxyapatite. We used a direct test of cytotoxicity, tests of fibroblasts adhesion
and proliferation using counting of harvested cells and providing a MTT assay.
No changes in the morphology or the proliferation rate of the cells used were
found in the presence of the modified titanium targets. The results show adhesion
and cell proliferation, which in turn implies that the studied material is not
cytotoxic and is suitable for cell colonization. Titanium modified with zirconia
and crystalline hydroxyapatite can improve the biological properties and so can
be benefitially employed in oral bone surgery.
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