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Na titanovém povrchu tvofi fibrinogen silnéji adsorbovanou vrstvu s vysSi hustotou usporadani

v porovnani s porézni a slabé adsorbovanou vrstvou albuminu. Fibrinogen se |épe adsorbuje na povrch
titanu upraveny lesténim a leptanim nezli na povrch pouze leStény. K silné adsorpci fibrinogenu
dochazi na povrchu titanu obohaceném v urcitém poméru uhlikem. Nejlépe se fibrinogen adsorboval
na povrchu titanu pokrytém uhlovodikovou vrstvou se sloZzenim Ti 36 - Cos7 : Hoo7a Ti 08 - Coss : Ho24-
Takto upraveny povrch titanu by tedy splfioval podminky pro nejlepsi oseointegraci. Adsorpce
fibrinogenu na titanovou slitinu Ti6AI4V byla slaba, naopak silnd byla na slitiné TiNbTa, ktera ma také
dobré mechanické vlastnosti, pokud jde o vyrobu implantatd. Homopyrimidinové oligodeoxynukleotidy
(ODN) tvori na povrchu titanu robustnéjsi vrstvy s vyssSi hustotou v porovnani se stejné dlouhymi
homopurinovymi ODN a velice poréznimi vrstvami dvouSroubovicovych fragmentd DNA.

Uvod
Titan je ¢asto pouzivan jako ,biomaterial“ k nahradé
rtiznych tvrdych tkéni, napfiklad ve stomatologii a or-
topedii. Morfologie povrchu implantatu, kterd muze byt
modifikovana riznymi postupy, ovliviiuje zna¢nou mé-
rou interakce implantatu s okolnim prostfedim [1-3].
Brzy po implantaci - béhem nékolika sekund - je
povrch implantétu pokryt filmem adsorbovanych pro-
teintl. Protoze vétSina implantatt ptijde béhem zavade-
ni do styku s krvi, je prvotni film tvofen pfevazné pro-
teiny krevni plazmy. Adsorbovana proteinova vrstva,
pokryvajici povrch implantatu, hraje pravdépodobné
dalezZitou roli v pozitivni reakci organismu na titano-
vy implantat. Lidsky plazmaticky fibrinogen (LPF) je
jeden z nejvyznamnéjsich proteint, které jsou adsorbo-
vany na povrch titanového implantatu.

Interakce mezi povrchem titanu a molekulami
LPF je zptisobena kombinaci elektrostatickych a van
der Waalsovych sil. Elektricky ndboj na povrchu tita-
nu a LPF Ize experimentdlné ménit. Elektricky naboj
LPF zavisi na pH, izoelektricky bod LPF je 5,1 az 6,3
[4]. Povrch titanu je hydrofilni a polarni, proto pfi-
tahuje molekuly vody a ve vodé rozpustné molekuly.
LPF je amfifilni s hydrofilnimi ¢astmi soustfedénymi
v C konci alfa retézce, ktery také nese kladny naboj
[5]. Jestlize jsou jak povrch titanu, tak i LPF moleku-
la negativné nabity, vzdjemné se odpuzuji. Tloustka
difuznich vrstev sousedicich molekul je ovliviiova-
na iontovou silou okolniho prostfedi. Vysokd ionto-
va sila zmen3uje tloustku difuzni vrstvy. V prostfedi
o vysoké iontové sile nejsou proto zaporné nabité mo-
lekuly LPF od povrchu titanu tak silné odpuzovany

http://cscasfyz.fzu.cz
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Laser

Kyveta
Obr. 1

Princip méfreni pomoci DOE (L1, L2 — ¢oc¢ky zaostfujici paprsek z laseru na kyvetu

se studovanym roztokem; kyveta, komplexniindexy lomu: N; — okénko kyvety, N, -

studovany roztok, N; —

povrchova adsorbovana vrstva, N, - titan; BS — déli¢ svazku;

DOE - difrak¢ni opticky element; holografickd mfizka; CCD - snimaci kamera).
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jako v prosttedi o nizké iontové sile a mohou se dostat
do jeho blizkosti.

Sledovali jsme vliv upravy fyzikalnich vlastnos-
ti povrchu titanu mechanickym brousenim, lepta-
nim v kyselinach a plazmovym naparovanim uhliku
na adsorpci LPF. Adsorpci LPF jsme sledovali pomo-
ci laserového difrak¢niho senzoru (diffractive optical
element - DOE) a elipsometrie [6-10]. Predpoklada-
me, Ze nalezeni podminek povrchové upravy dental-
niho implantétu zajistujicich maximadlni adsorpci LPF
pomiize zlepsit pribéh oseointegrace a vhojeni apli-
kovaného implantdtu. Ukazali jsme, jak lze témito
optickymi metodami studovat také adsorpci jedno-
fetézovych a dvousroubovicovych oligodeoxynukleo-
tid na povrch titanu a jak ovliviiuje adsorpci jejich
konformace.

Material a metoda

Vzorky titanu a chemikdlie

Adsorpce oligonukleotid a fibrinogenu byla sledova-
na na vzorcich z technicky ¢istého titanu a titanovych
slitin Ti6Al4V a TiNDbTa, jejichz povrch je bud lesté-
ny nebo piskovany brusivem o zrnitosti 22, 60 a 120.

http://cscastyz.fzu.cz

Vsechny 4 typy povrcht byly pak jesté upraveny lep-
tanim bez povrchové ztraty materialu a s povrchovou
ztratou materialu 0,03 mm. Dale jsme sledovali adsorp-
ci fibrinogenu na vzorcich titanu dopovanych uhlikem
pomoci plazmového napatovani (plasma-enhanced
chemical vapour deposition) [9, 11, 12].

Drsnost povrchu byla méfena pomoci AFM mikro-
skopu Explorer III (Veeco, Santa Barbara, Kalifornia,
USA) v Ceském metrologickém ustavu v Brné (Dr. Petr
Klapetek).

Lidsky plazmaticky fibrinogen, frakce I, typ III, byl
zakoupen od firmy Sigma a rozpustén ve fosfatovém
pufru s 0,136 M citratem sodnym, vysledna koncent-
race LPF byla 500 nM.

Oligodeoxynukleotidy — homopurinovy (AAG),,
a homopyridinovy (TTC),, (36mery, ve kterych se
12krat opakuje sekvence AAG, pfipadné TTC) - byly
ziskany od firmy Thermo Electron (Ulm, Némecko)
arozpustény v 0,3M NaCl + 50mM Na,HPO, (pH 8,3).
Koncentrace oligodeoxynukleotidt byla 5 uM. K piti-
pravé dvousroubovicového duplexu (AAG),,.(TTC),,
byla smés obou jednofetézovych 36mert o koncent-
raci 5 uM zahtata ve vodni ldzni na 95 °C a po 1 mi-
nuté byla ponechdna zvolna chladnout aZ na pokojo-
vou teplotu.

Optickd méreni

Princip méfeni pomoci DOE je znazornén na obr. 1.
Paprsek z laseru o vlnové délce A = 632,8 nm je ¢ocka-
mi L1 a L2 zaostfen na kyvetu se studovanym roztokem
(roztok pufru, roztok fibrinogenu nebo roztok ODN),
do kterého je ponofen vzorek titanu. Jako N; jsou ozna-
¢eny komplexni indexy lomu N, = n + ik jednotlivych
prostiedi kyvety (n — redlny index lomu, k - index ab-
sorpce, extinkéni koeficient). N, - okénko kyvety, N, -
studovany roztok, N; — povrchova adsorbovana vrstva,

QOO
OO0
100
000

Obr. 2 Fotografie kruhovych titanovych destic¢ek o priméru
10mm a tloustce 3 mm s nasledujici povrchovou
Upravou:

1. lestény
2. lestény, leptany bez povrchové ztraty materidlu
3. lestény, leptany s povrchovou ztratou materidlu
0,03mm
4. piskovany zrnitosti 120
5. piskovany zrnitosti 120, leptany bez povrchové
ztraty materialu
6. piskovany zrnitosti 120, leptany s povrchovou
ztratou materialu 0,03 mm
7. piskovany zrnitosti 60
8. piskovany zrnitosti 60, leptany bez povrchové
ztraty materidlu
9. piskovany zrnitosti 60, leptany s povrchovou
ztratou materialu 0,03 mm
10. piskovany zrnitosti 22
11. piskovany zrnitosti 22, leptany bez povrchové
ztraty materialu
12. piskovany zrnitosti 22, leptany s povrchovou
ztratou materialu 0,03 mm
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N, - titan. Paprsek odrazeny zpét z povrchu dopada
na hranol BS (beam splitter), interferuje s dopadajicim
paprskem a je veden na holografickou mfizku DOE.
Po prichodu mfizkou vznika interferen¢ni obrazec
snimany CCD kamerou a analyzovany pocitacem PC.
Je-li povrch vzorku zcela hladky a nedochdzi na ném
k absorpci nebo rozptylu laserového paprsku, je inter-

e 21400
= 1200 {112
1000
800
600
400
200
04 . .

ferenénim obrazcem 16 (= 4 x 4) jasnych ostrych bodi, 0 40 80 spm 120
jak je znazornéno na obr. 1. Cim jsou tyto body méné
intenzivni a méné ostré, tim je povrch vzorku drsnéjsi e
a vice absorbuje dopadajici paprsek. Analyzou inter-
feren¢niho obrazce (koherentni vystup DOE) pocital e g 1200 wa
vypocte tzv. optickou drsnost povrchu R, [6, 9, 10, n 1000
13]. Nekoherentni vystup DOE se zobrazi vné inter- 800
ferenéniho obrazce a zdvisi na komplexni permitivité ﬁ
povrchové vrstvy e = ¢’ + ie” = (n + ix)’. Mezi permiti- 200
vitou, indexem lomu a indexem absorpce plati vztahy ol . . :
& =n"—«* ¢ =2nk. 0 40 80 120
Elipsometricka méfeni byla uskute¢néna na spekt- s [um
roelipsometru Woollam v suchém stavu, po vytazeni
vzorku z roztoku. Z téchto méfeni byl stanoven kom- oo
plexni index lomu N povrchu titanového vzorku a od- 7o E 6000
razivost (reflektance) R = |(1 = N)/(1 + N)|*. Tloustku = 5000 { W14
adsorbované vrstvy h lze vypocist z naméfeného ex- 4000
tinkéniho koeficientu k pomoci Lambertova-Beerova 3000
zékona: 2000
h = —log(I/T)M4nk m;
V tomto vztahu I a I)jsou intenzity paprsku odraze- 0 4 80 spm 12
ného z povrchu titanu pokrytého adsorbovanou vrst-
vou fibrinogenu a z ¢istého povrchu titanu. Opticka 001
méfeni byla uskute¢néna na Ustavu fyziky Eastern Fin-
land University v Joensuu. T E SOy
< 5000
MéFeni drsnosti povrchu pomoci AFM 4000
. X o . . o 3000
Na obr. 2 jsou fotografie povrchil jednotlivych vzorka 2000
titanu (kruhové desticky o priméru 10mm a tloustce 1000
3 mm). Jak povrchova Gprava vzorku ovliviiuje drsnost | : . .
,X10° 0 40 80 gpm 12
3,5 o0

Obr.3 AFM vzorku I1/2 (leStény a leptany bez povrchové ztraty materialu), 11/3 (lestény
aleptany s povrchovou ztratou 0,03 mm), II/4 (piskovany zrnitosti 120) a /6
(piskovany zrnitosti 120 a leptany s povrchovou ztratou 0,03 mm). Snimek povrchu
a jeho profil ve sméru thlopficky naznacené ve snimku byl méfen pomoci AFM
mikroskopu Explorer Ill (Veeco, Santa Barbara, Kalifornia, USA).

povrchu, je ukdzéano na snimcich AFM, obr. 3. Jednd se
o vzorky I1/2 (lestény a leptany bez povrchové ztraty
materidlu), I1/3 (lestény a leptany s povrchovou ztra-
tou 0,03 mm), I1/4 (piskovany zrnitosti 120) a II/6 (pis-
kovany zrnitosti 120 a leptany s povrchovou ztritou
0,03 mm). Byl stanoven profil povrchu ve sméru uhlo-

! 2 3 4 > 6 pricky vyznac¢ené na AFM snimku. Rozptyl nerovnosti
Obr.4 Zmény optické drsnosti méfené pomoci DOE riizné uvzorku II/2 aIl/3 je ptiblizné 600 nm (osa z na obraz-
upravenych povrcht titanu a uhlovodikového poviaku cich profilu), zatimco u vzorku II/4 a II/6 je to téméf

dopovaného titanem po adsorpci fibrinogenu. Hodnoty
optické drsnosti na svislé ose jsou uvadény v m x

108, Svétly sloupec — opticka drsnost povrchu titanu
ponofeného v pufru. Tmavy sloupec — opticka drsnost
povrchu titanu ponofeného v roztoku fibrinogenu. Na obr. 4 jsou ukazany vysledky méfeni optické drs-
Na vodorovné ose jsou titanové povrchy s riiznou nosti Ry, difrakénim optickym elementem DOE rtizné
povrchovou dpravou oznaceny jako: 1 - leStény, 2 - upravenych povrchi titanu zanofenych do roztoku pu-
leStény a chemicky leptany, 3 - uhlovodikovy poviak fru (svétly sloupec na obr. 4) a do roztoku fibrinogenu

dopovany titanem v poméru Tigg — Cg14: Hoos, 4 — , R ..
v POMEN Ti 36 — C o057 : Hoon 5 — v poma&ru Ti g5 — C o (tmavy sloupec) [9]. Adsorpci fibrinogenu se zvysuje

2 Ho 24, 6 — v poméru Ti g — C 1 00 (vrstva DLC — diamond opticka drsnost povrchu. K nejvétsimu zvyseni optic-
like carbon). Prevzat se svolenim z [9]. ké drsnosti doslo u vzorku ¢islo 2, 4 a 6, tzn. u vzorku

desetkrat vice, ptiblizné 5 000 nm.

Adsorpce fibrinogenu na povrchu titanu

http://cscasfyz.fzu.cz
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11/3, jehoz povrch byl upraven lesténim a naslednym
leptanim (opticka drsnost povrchu vzrostla priblizné
o 5 nm) a u vzorki titanu pokrytych uhlovodikovou
vrstvou se slozenim Tig s — C 65 : Hops@ Tigs6— Cos7:
H,,o; (opticka drsnost vzrostla po adsorpci fibrinogenu
ptiblizné o 17 nm) [14-16]. Takto upravené povrchy by
mély byt nejvhodnéjsi z hlediska oseointegrace titano-
vych implantata.

Riist osteoblastti na titanovém povrchu

Sledovali jsme rust lidskych osteoblasttl na titano-
vych destickach, vzorek II/1 a II/3. Buné¢né linie lid-
skych osteoblasttit hFOB 1.19 pouzité v experimentu
byly ziskany z kolekce American Type Culture Collec-
tion (ATCC). Zkoumané titanové destic¢ky byly vyste-
rilizovdny a umistény do zivného média s bunkami
osteoblastt. Kultivace probihala 6 dni pti37°Ca 5%
CO,. Zjistili jsme, Ze osteoblasty rostly 1épe na povr-
chu I1/3, ktery byl upraven les§ténim a leptanim s po-
vrchovou ztratou materidlu nezli na povrchu pouze
lesténém, II/1, obr. 5. Pomér poc¢tu bunék na povr-
chu lesténém II/1 k po¢tu bunék na povrchu lestény
a leptaném II/3 je 0,67 + 0,4. Na le$téném povrchu
bylo tedy o 33 % méné osteoblastii nezli na povrchu
lesténém a leptaném. Tyto vysledky podportily nas
predpoklad, zZe uprava povrchu zvyhodnujici adsorp-
ci fibrinogenu bude také zvyhodnovat rtst osteob-
lastti a urychli oseointegraci implantatu. K pocitani
bunék byla pouzita Biirkerova komiirka. Na obr. 5 je
na svislé ose uvadén pocet bunék v jednom ¢tverci
Biirkerovy komurky.

Adsorpce oligonukleotidti

na povrchu titanu

a) Optickd drsnost a tloustka adsorbované vrstvy
Pomoci optického difrakéniho senzoru (DOE) a elip-
sometrie jsme sledovali vliv morfologie a drsnosti
povrchu titanovych vzorkd na adsorpci purinového
(AAQG),; a pyrimidinového (TTC),, oligodeoxynuk-
leotidu [17]. Méfenim koherentniho vystupu DOE
bylo zjisténo, Ze k nejvétsimu zvyseni optické drsnosti
R, (na hodnotu priblizné 35 nm) doslo po adsorpci
jednotetézového pyrimidinového oligodeoxynukleo-
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Obr. 6 Korelace mezi optickou drsnosti R, povrchu titanu
zanoreného v roztoku oligodeoxynukleotid(
stanovenou z koherentniho vystupu DOE a tloustkou
adsorbované vrstvy h stanovenou elipsometricky
v suchém stavu (po vytazeni vzorku titanu z roztoku).
Ciselné hodnoty na obou oséch jsou uvadény
v metrech x 10, Prevzat se svolenim z [17].
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Obr. 5 Rust osteoblastl na titanovych vzorcich s riznou
povrchovou Upravou:
11/1 - povrch lestény, I1/2 — povrch lestény a leptany
bez povrchové ztraty materidlu, 1I/3 — povrch lestény
a leptany s povrchovou ztratou materialu 0,03 mm,
11/4 - povrch piskovany zrnitosti 120. Na svislé ose
je uvadén pocet bunék v jednom ¢tverci Blirkerovy
komdrky.

tidu (TTC),,, obr. 6. Elipsometrickd méfeni v suchém
stavu ukazala zvy$eni tloustky povrchové vrstvy h
na priblizné 44 nm. Po adsorpci jednoretézového pu-
rinového deoxynukleotidu (AAG),, doslo k mnohem
mens$imu zvyseni optické drsnosti (na hodnotu asi
27 nm), z elipsometrie vyplynula tloustka povrchové
vrstvy h asi 25 nm. Adsorpce dvou$roubovicového
oligodeoxynukleotidu (AAG.TTC),, nevyvolala té-
méf zadné zmény optické drsnosti a tloustky vrst-
vy a blizila se hodnotam naméfenym v pufru (R,
=23 nm, h = 18-20 nm). Z téchto vysledku plyne,
Ze na povrch titanu se nejlépe adsorbuji jednoretézo-
vé purinové ODN, zatimco dvoj$roubovicové ODN
se pravdépodobné na titanovém povrchu za danych
experimentdlnich podminek bud vibec neadsorbuji,
anebo jen v malé mife, kterd neovlivni optické vlast-
nosti povrchu.

Zvyseni drsnosti povrchu Ti po adsorpci jednore-
tézovych oligonukleotidu Ize pfipsat tomu, Ze tyto po-
mérné flexibilni oligonukleotidy (o $ifce 1 nm a dél-
ce 36 x 0,34 = 12,24 nm) adsorbované na Ti kopiruji
nerovnosti povrchu a mohou tam vytvaret chaoticky
neusporddané ,,rosti“ zvysujici drsnost povrchu. Bez
aplikace elektrického pole se jednoretézové oligonuk-
leotidy vazi na hydrofobni povrch Ti pfednostné hyd-
rofobnimi bazemi. Z nasich méfeni adsorpce oligode-
oxynukleotidi (ODN) na Hg plyne, ze pyrimidinové
ODN se adsobuji vice nezli purinové ODN [18]. Po-
dobné lze ocekavat, ze i na hydrofobni povrch Ti se
budou pyrimidinové ODN adsorbovat vice nezli puri-
nové a budou vice zvySovat drsnost povrchu nezli pu-
rinové ODN.

Aplikace elektrického pole zptisobi, Ze se jednoteté-
zové ODN adsorbuji na povrch Ti také elektrostaticky
negativnimi naboji na fosfatovych skupinach. Elektro-
staticka adsorpce je silnéj$i nezli adsorpce van der Wa-
alsovymi interakcemi uplatiujicimi se v pfedchozim
pripadé.

Malé snizeni drsnosti po adsorpci dvousroubovi-
covych oligonukleotidti (AAG.TTC),, predstavujicich
rigidni ty¢ky (o priméru 2 nm a délce 12 nm) Ize vy-
svétlit tim, Ze tyto ,klady“ preklenou nerovnosti v po-
vrchu a vyhladi jej.
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b) Zmény indexu lomu

Z vysledkt analyzy nekoherentniho vystupu DOE bylo
zjisténo, Ze po adsorpci jednoretézovych purinovych
nebo pyrimidinovych ODN se zvysil index lomu 7.

Zvyseni n bylo vétsi u purinového oligonukleotidu
(AAG),, nez u pyrimidinového (TTC),,.

Zvys$eni n bylo vétsi po aplikaci elektrického pop-
tencidlu +0,3 V. Po adsorpci dvousroubovicového oli-
gonukleotidu (AAG.TTC),, se index lomu # nezménil,
po aplikaci elektrického potencidlu +0,3 V se index
lomu zvysil. Index lomu, pfipadné permitivita povr-
chové vrstvy je dana polarizovatelnosti adsorbovanych
molekul. Ta je u oligonukleotidt vy$si nez u vody. Pu-
riny maji vy$si polarizovatelnost nez pyrimidiny (mo-
lekuly purint jsou vétsi), proto pti adsorpci purino-
vych ODN se index lomu zvysi vice nez pii adsorpci
pyrimidinovych ODN.

Zavér

Adsorpci biomakromolekul na povrchy titanovych
implantatu Ize citlivé detekovat méfenim optickych
vlastnosti povrchu pomoci difrakéniho optického
elementu a elipsometrie. Uprava fyzikdlnich vlast-
nosti povrchu mutize zvysit adsorpci fibrinogenu
na implantat a tim urychlit jeho oseointegraci. Po-
psanymi optickymi metodami lze stanovit také vliv
konformace oligodeoxynukleotidil na jejich adsorpci
na povrch titanu.
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