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1. UVOD

Jako biokeramické materialy jsou oznacovany piirodni anebo umélé materidly
urcené piedev§im pro nahradu tvrdych tkani (kosti, zuby,...). Aby tuto funkci
mohly plnit, musi byt biokompatibilni s Zivou tkani, netoxické a nesmi
vyvolavat negativni nebo jen minimalni odezvu v hostitelském téle.
Biokeramiky je moZné rozd¢lit na [1]: Bioinertni keramiky (Al,O5 ZrO, a TiO,)
[2], které nereaguji s okolnimi tkdnémi [3, 4] a u niZ nevznika chemické vazba
mezi implantatem a kostni tkani. Kostni bunky osidluji povrch
a v pripad¢ porézni keramiky vnikd nov¢ vytvofend kost na omezenou
vzdalenost do pori. Bioaktivni keramiky [5] aktivuji vznik piimé vazby
s obklopujicimi tkanémi (hydroxyapatit - HA) [6]. MGzou byt také pouzivany v
porézni formé (porovitost 55 - 70 %), ktera umozituje prortustani kostnich tkani
do struktury. Aby toto nastalo je zapotiebi dodrzet minimalni primér porti 100
um (podle nékterych autort 200 - 500 um) pro zajisténi krevniho zdsobovani a
vyzivy kostni tkané [7]. Vstiebatelné keramiky [5] jsou postupné rozlozeny
télem a vstiebany Ca;(PO,), - (TCP) [4].

Krom& monolitickych keramickych materidlll existuji materidly také
keramické kompozity. Ditvodem pro vyrobu keramickych kompozitl je zlepSeni
fyzikalnich, mechanickych a biologickych vlastnosti implantati.

Kompozitni biomateridly vznikaji kombinacemi dvou nebo vice
makroskopicky odlisSnych biomaterialti. Vrstevnaté kompozity na, kterych je
vrstva matrice stfidana vrstvou vyztuhy [8, 9] (napf. keramickée kompozity
vrstva Al,O; - vrstva ZrO,). Zvlastni skupinou vrstevnatych kompoziti jsou
biokeramické povlaky [6]. Jejich cilem je gradovat mechanické, fyzikalni a
biologické vlastnosti implantatu (substratu) at’ uz kovového (napt. slitiny Ti-
12Mo-6Zr-2Fe, Ti-15Mo-5Zr-3Al,...) [10], ¢1 keramického (napt. Al,Os, ZrO,,
TiO,,...) [11].

Pro testovani biokompatibility materiali se pouziva fada testil, jsou to mimo
jiné také metody piimé a metody vyluhové. Pfi metodé piimé je tkan piimo
vystavena plusobeni materidlu. U metod vyluhovych je materidl ponofeny za
specifickych podminek do kapaliny. Ve které je po urCitou dobu (napt. 24
hodin) pii teploté lidského téla (napt. 37°C). Chemicky rozbor vyluhu muze
poskytnout cennou informaci o vyluhovatelnosti material. Pro ptipravu vyluht
jsou vyuzivany hydrofilni tekutiny (napt. fyziologicky roztok) nebo lipofilni
materidly (napf. dimetylsulfoxid — DMSO). Také lze pouzit smési jako
acetaldehyd a voda. [12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19]. Keramické¢ materialy
dostavaji dnes do popiedi z4jmu I¢kaiti implantologli, pro svou zanedbatelnou
toxicitu a vysokou otéruvzdornost a nahrazuji stale vic dnes pouzivané kovove
materialy.

Téma disertacni prace s nazvem ,,Kompozitni stomatologické biomaterialy -
struktura, analyza, vlastnosti“ je zaméfeno na ziskdni novych a prohloubeni
dosud publikovanych informaci pfedevSim o vlivu velikosti zrn, drsnosti
povrchu a chemického sloZeni oxidovych keramik na jejich bioaktivitu.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Teoretickym zédkladem mé prace je vyzkum Thomase J. Webstera, jehoz
prvni Clanek tykajici se adheze osteoblastl na nanostrukturni keramice
pochazi z roku 1999 [20]. Keramické substraty pouzité v této praci byly tfi.
Prvni substratem bylo borosilikatové sklo (referencni vzorek), druhy
substratem byl slinuty disk yAl,O; a tfetim substratem byl TiO,. Po slinuti
byly velikosti zrn keramik men$i nez 100 nm. Jako testovaci bunécna
osteoblasticka linie byla pouzita primokultura ziskand zneonatalni krysi
lebky. Hodnotila se bunétna adheze v casech 0,5; 1; 2; 4 hodiny, déleni
osteoblastli, velikost kolonie osteoblastili, syntéza alkalické fosfatazy, obsah
vapniku v mimobuné¢éné matrici. Dle vysledkli uvedenych v této praci se u
nanozrné keramiky zlepSily vSechny vysledky biologickych testi.

Dalsi jeho publikace z roku 2000 [21], ma nazev ,,Specifické proteiny
zprostiedkujici zvySenou adhezi osteoblasti na nanofdzové keramice®.
Testované materialy (Al,O5 a Ti0O,), velikost vzorkl a velikosti slinutych zrn
byly stejné jako u ptedchoziho ¢lanku. Novym materidlem zafazenym do
testu byl nanocasticovy hydroxyapatit (HA). Byla pouZita testovaci bunécna
kultura krysi fibroblastoidni linie CRL-1231 a osteoblastoidni linie ziskana
z neonatalni krysi lebky. Pfi1 biologickych testech bunééné adheze se projevil
pfiznivy vliv nanozrnych Al,O;, TiO, a HA keramik na osteoblastickou
bunéCnou linii. U fibroblastoidni linie a endotelialnich bunék ptiznivy vliv
zaznamenan nebyl. Koncentrace sledovanych proteini, albuminu,
denaturovaného kolagenu, fibronectinu, vitrovectinu se u nanozrného Al,Os
zvysila. Pouze koncentrace proteinu laminin byla vy$$i u mikrozrné
keramiky. Porovnani koncentraci proteini u mikrostrukturniho a
nanostrukturniho hydroxyapatitu dalo obdobné vysledky jako v ptipadé
oxidové keramiky Al,Os;. Mikrostrukturni HA dosahoval vyssi koncentrace
pouze u albuminu a lamininu.

Préace publikovana roku 2000 ma nazev ,,RozSifen¢ funkce osteoblastll na
nanofazové keramice®. [22]. Cilem této prace bylo studium bioaktivity
osteoblastické¢ primokultury, ktera byla ziskdna z neonatalni krysi lebky.
Testovaci vzorky materiali Al,O;, TiO, a HA byly totozné s predchozimi
pracemi tohoto autora. Hodnotilo se zde d€leni osteoblastli a bylo dosazeno
lepSich vysledki u nanokeramik oproti konvenénim keramikdm. Dale se
zjiStovala plocha dilatovanych bunék. V dilataénim testu bunék lepSich
vysledkli dosdhly mikrostrukturni materidly. V testu alkalické fosfatazy byly
osteoblasty kultivovany 7 dni a jako kontrola slouzila 14 denni kultivace na
borosilikatovém skle. Nejvyssich hodnot alkalické fosfatdzy bylo dosazeno u
nanokrystalickych materidlti. Dale byl na testovanych materialech proveden
test depozice vapniku (Ca). Kultivace trvala 14 dni a depozitované Ca bylo
detekovano pouze na nano Al,O; keramice.

Dalsi publikace zroku 2001 [23] ma nazev ,RozSifena funkce
osteoklastickych bun€k na nanofdzové keramice®. PouZité testovaci materialy
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jsou totozné jako v piedchozich pracich, a to nanocasticové Al,O; a HA.
K testovani byla pouZita bunécnd primokultura ziskand z krysiho morku. U
biologickych testi se hodnotila tzv. TRAP (Tartare Rezistant Acid
Phosphatase) aktivita. U mikrokrystalickych materiald nebyla TRAP aktivita
zjiSténa, kdeZzto u nanofazovych materiali ano. Dale byla srovnavana
resorpcni aktivita bunék a jako referentni material byly pouzity platky
odumielé kosti. I pii tomto testu bylo dosazeno lepSich vysledkii u
nanostrukturni nez u mikrostrukturni keramiky.

Prace z roku 2002 [24] ma nazev ,,Déleni osteoblasti a chondrocytli za
pritomnosti nanoc¢astic Al,O; a TiO,* a zabyva se vlivem nanocastic Al,Os,
TiO, na osteoblastické buiikky CRL - 11372. Tyto nanocastice (Al,O;, TiO,)
mohou vznikat opotfebenim pii vzdjemném kontaktu napi. kloubni hlavice a
kloubni jamky. K testovani byly pouzity ¢astice Al,O; (23 nm) a TiO, (32
nm) na substratech z borosilikatového skla, kter¢ bylo naleptdno na povrchu
IN NaOH po jednu hodinu. Buiiky na tomto substratu byly kultivovany
v Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM mediu) a po 42 hodinach bylo
vyménéno kultivacni medium a piidany nanocastice v koncentracich 10000,
1000 a 100 pg Al,O; a TiO, / ml. Dilatace bun€k byla hodnocena po 2 a 6
hodinach. Vysledkem bylo zjisténi, Ze se nepodafilo prokazat negativni vliv
nanocastic na déleni bunék.

Vyse uvedené informace shrnuji dosud publikované informace vlivu
velikosti zrn oxidovych nanostrukturnich keramik na jejich bioaktivitu. Jsou
teoretickym zakladem pro tuto praci, ktera je zamétena na ziskani novych a
prohloubeni dosud publikovanych poznatkli predevSim v oblasti bioaktivity
na oxidovych nanokeramickych materidlech, a to vrstev 1 objemovych
material{l.

Slabinou praci Webstera a spol. je nedostatecné provedend keramografie
testovanych keramik tj. nejasné definovany povrch, morfologie povrchu,
povrchova drsnost a velikost slinutych zrn testovanych biokeramik.

Kultivacni testy in-vitro (bunécéné dilatace a adherence) jsou pouzivany
jako pocateCni testy biokompatibility materialli. Nevyhodou je, Zze kazda
zkuSebni metoda in-vitro je pouzitelnd jen pro jeden typ nechténé reakce.
Naptiklad test dieni/dentin uréuje kompatibilitu materidlu s dieni a dentinem
(mistni reakce), nemuize ale vyloucit moznou alergickou reakci organismu.
Navic jednotlivé zkuSebni metody jen pfiblizné popisuji nebo dokumentuji
nechténou reakci organismu. Podobné kultivaéni testy bunék jsou schopny
zjistit jen vliv materidlu na izolované bunky a tyto vysledky nelze ptimo
pievést na pacienty. AvSak tyto kultivacni testy mohou pomoci vysvétlit
mechanismy nechténych reakci organismu. Proto jsou uzivany jako pocatecni
testy biokompatibility materiali. Dal§im krokem jsou klinické testy, které
jsou provadény na laboratornich zvitatech. Je nutné dosdhnout co nejvyssiho
poctu podobnych reakci organismu, aby bylo mozné tyto vysledky pfevést na
Clovéka [25].



3. CIL PRACE

Disertacni prace je zaméfena na piipravu a studium biokompatibility
/bioaktivity keramickych materidll a povlakll. Jejim hlavnim cilem bylo
prostudovat a popsat vliv chemického sloZeni a morfologie objemovych keramik
na bazi Al,O3, ZrO,, HA a povrchu povlaki na biologickou aktivitu modelovych
tkanovych kultur. Hlavni pozornost je zaméfena na interakci tkanovych kultur
s mikro- a zeyména nanostrukturnimi keramikami.

Dil¢i cile prace:

a) priprava objemovych keramik s fizenou velikosti zrn (od nano po mikro)

z materiali: Al,Os; ZrO,; vrstevnaty kompozit Al,O; x ZrO,

b) biologické in-vitro testy cytokompatibility pfipravenych objemovych

keramik, vrstevnatych kompozitl a lepenych keramickych kompoziti

c) piiprava stabilni suspenze z nanocasticového praskového t-ZrO,

d) optimalizace technologie nandSeni vodné suspenze ZrO, na substraty

pomoci ultrazvukovym sprejovanim

e) optimalizace podminek slinovaciho procesu nanocasticového ZrO,

povlaku v zavislosti na pouzitém substratu

f) biologické in-vitro testy cytokompatibility nanostrukturnich povlaki



4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Materialy

4.1.1 Objemové keramiky a kompozity

Pro testy biologické aktivity byly pfipraveny keramiky objemové (zahrnujici
vrstevnaté kompozity) a keramiky s nanostrukturnim povlakem. Materidly a
jejich specifikace jsou shrnuty v tabulce 4.1.

4.1.2 Povlakované materialy

Materialy, které byly pouzity pro nanaseni povlaki ZrO, o rozmérech 6x6 a
10x10 mm:

— Al,O; TM-DAR

- 710, TZ-3YB

— ktemicité sklo (15 hm. % Na,O, 5 hm. % CaO, 80 hm. % SiO,) (Merci
s.r.0. Ceska republika), podlozni skli¢ko pro svételnou mikroskopii

— kiemenné sklo 100 hm. % SiO, (STROZA s.r.o., Ceska republika)
Jejich specifikace je uvedena v tabulce 4.1.

Praskovy keramicky materidal pro vyrobu nano povlakii

Byl pouzit nanocasticovy prasek E52 jehoz specifikace je uvedena v tabulce
4.1.

4.1.3 Bunécné linie pouzité pro in vitro testy

K in-vitro biologickym kultivacnim testim byly vyuzity ti1 sbirkové bunécné
testovaci linie. Prvni buné¢na linie byla lidska epitelialni linie Hela (kozZni a
slizni¢ni buiiky), druha byla mysi fibroblastoidni linie [21] L929 [26](bunky
vazivové tkang) a tieti byla lidska osteoblastoidni [24, 27] linie MG63 [21, 22,
23, 24, 27,28](kostni buiiky).



Tabulka 4.1 Pouzité keramické prasky pro zhotoveni keramickych vzork

Velikost ¢astic

Nazev Material Vyrobce (metoda)
ZrO, 1,5 mol. || ZrO, dopované FSI VUT - OkaP - 7,53nm
% Y,0; 1,5 mol. % Y,0; UMVI (BET analyza)
E5) ZrO, dopované FSI VUT - OkaP - 8,49nm
3 mol. % Y,0; UMVI (BET analyza)
710, dopované 60 nm
TZ-3YB 3 mol. % Y,0; Tosoh (Japonsko) (neuvedeno)
710, dopované 140 nm
TZ-8YSB 3 mol. % Y,0; Tosoh (Japonsko) (neuvedeno)
. Guang Dong
HWY 5.55D || 2 ld?,f‘gage Huawang Zirconium (%é;f frﬁl*fz)
OL 70 X285 1 Materials Co. Ltd. y
. Guang Dong
HWY-N-13,5 ?rr(r)lé ld(())}x;\{/a(r;e Huawang Zirconium (BE%A‘;;;IIH, 2a)
0 T2 Materials Co. Ltd. Y
Taimicron 0,2+0,1 um
TM-DAR AlOs (Japonsko) (BET analyza)
Taimicron 0,2+0,05 um
DS - 90N ALO; (Japonsko) (BET analyza)
MARTOXID ALO Martinswerk GmbH velikost granuli
KMS 99 23 (Némecko) 150pum
. velikost
Hydroxyapatit FLUKA, SIGMA- (o
21923 Cas(PO,4);OH ALDRICH (USA) aglomeratt 11,48 um
(neuvedeno)
Reynolds, Malakof 0,55 um
erslels A0k Ind.,(USA) (neuvedeno)
710, dopované 60 nm
TZ-Y3S-E 3 mol. % Y,0; Tosoh (Japonsko) et
. Taimicron 0,20 pm
LICaIEI0) B0k (Japonsko) (neuvedeno)
710, dopované 60 nm
TZ-Y3S-E 3 mol. % Y,0; Tosoh (Japonsko) et
Pozn.:

Microlaminate Oxyde Composite Ceramic - MLOCCv1
Microlaminate Oxyde Composite Ceramic - MLOCCv2




4.2 Postupy

4.2.1 Piiprava objemovych keramik a kompoziti
Lisovani objemovych keramik

Zkusebni objemové keramiky viz. tabulka 4.1 byly lisovany na uniaxiadlnim
lisu a na biaxidlnim lisu CJC 50 (RTS s.r.o0., Ceska republika).

Elektroforeticky proces

Byly zhotoveny vrstevnaté keramické kompozity MLOCCvl, MLOOCV2 a
objemova keramika ZrO, s 3 mol. % Y,0; - E52 [29].

Slinovani tepelné leptani a tepelné leptani objemovych keramik

Parametry slinovani a tepelného leptani objemovych keramik jsou uvedeny
v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2 Slinovaci cykly objemovych keramik

Slinovaci Cas na Teplota Cas vydrze
Keramika teplota slinovaci tepelného na teploté leptani
[°C] teploté [hod] leptani [°C] [min]
ZrO
13 molo/inO 1100 4 1100
E52 1500 2 1300
TZ-3YB 1400, 1600 2,10 1300
TZ-8YSB 1600 10 1300
HWY 5,5SD 1600 10 1300
HWY-N-13,5 1600, 10, 15 1300
’ 1400-1290 ’ 5

TM-DAR 1350, 1500 1,10 1300
DS-90N 1350 1 1300
MARTOXID 1300
KMS 99 1550 2,10 1450
HA 1150 2 1100
MLOCCv1 1500 2 1300
MLOCCv2 1500 2 1300

4.2.2 Priprava keramickych povlaki
Priprava vodné suspenze nano ZrQO, - E52

Suspenze I - byla slozena ze 100 ml destilované vody, 25g nanocasticového
prasku ZrO, stabilizovan¢ho 3 mol. % Y,0; (syntetizovany na OKaP, UMVI
s oznaCenim - E52), 0,25g Dolapixu 64CE. Suspenze 2 byla slozena ze 100 ml
destilované vody; 12,5g nanocasticového ZrO, (stabilizovany 3 mol. % Y,0;
syntetizovany na OKaP, UMVI s oznacenim E52); 0,125g Dolapixu 64CE.



Vytvareni nano povlakit ZrO,

Nanokrystalické povlaky byly zhotoveny sprejovanim koloidni vodné ZrO,
suspenze na slinuté keramické substraty.

Slinovani nano povlakit Zr0O,
Nanokrystalické povlaky byly slinovany pfi teploté 800°C/2h.

Déleni vzorkit a uprava povrchu

Slinuté disky Al,O; a ZrO, byly rozifezdny na ctvercové vzorky 6 X 6 mm
pomoc vysokootaCkové rucni frézky DREMEL 300 (Némecko) s diamantovym
kotouckem. Kiemicité, kiemenné sklo a HA byly fezadny pomoci diamantového
noze. Elektroforeticky zhotovené kompozity MLOCCvl, MLOCCv2 byly
déleny na stroji Accutom 50 (Struers, Dansko). Nafezané vzorky byly brouseny
a leStény na stroji TegraPol -25 (Struers, Dansko). Jedna polovina vzorka byla
ponechdna v lesténém stavu a druhd byla tepelné leptana.

Vytvoieni keramickych lepenych kompozitii

Lepené keramické kompozity byly vytvoieny slepenim dvojic keramik ZrO, a
Al,O; samopolymerujici adhezivni pryskytici SPOFACRYL® (SpofaDental a.s.,
Ceska republika), ktera je samo bioinertni a odolava teploté 150°C pii niZ jsou
vzorky pfed kazdymi biologickymi testy sterilizovany.

4.2.3 Analytické metody k uréeni mechanickych vlastnosti

Stanoveni hustoty

Hustota keramickych vzorkil byla stanovena pomoci Archimedovy metody
vazenim ve vodé CSN EN 993-1. Pro vypolet byly pouzity nasledujici
teoretické hustoty. ZrO, 6,08 g/cm3; Al,O;3 3,99 g/cm3 ; HA 3,16 g/cm3 .

Stanoveni povrchové drsnosti keramickych substratii

Plo$nd povrchovd drsnost Ra (aritmetickd stfedni vySka) keramickych
substrati byla urcena analyzou vyskového obrazu ziskaného na laserovém
konfokdlnim mikroskopu Olympus LEXT OLS 3100 (Japonsko). SRa
aritmeticka sttedni vySka drsnosti, SPa aritmetickd stiedni vySka zaktivené
plochy profilu, stiedni absolutni hodnota f'(x, y) v obrysové zakiivené plose.

Stiedni aritmeticka drsnost plochy byla ur€ena vypoctem z rovnice (1)

1 M L
SRa,SPa = mfo Jo If e, y) | dxdy (1)

kde L je délka ve sméru X obrysové zakiivené plochy, M je délka ve sméru Y
obrysové zakiivené plochy a zakiivena plocha profilu y = f'(x, ).
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Povrchova analyza neslinutych a slinutych nanokrystalickych povilaki a
slinutych objemovych keramik

Byla provedena na mikrofotografiich zhotovenych pomoci svételného
mikroskopu Nikon 102 (Nikon, Japonsko) a REM Tescan VEGA TS 5136XM
(Tescan, Ceska republika) a REM Tescan MIRA LMU (Tescan, Ceska
republika). Charakterizace velikosti zrn slinutych keramickych materiali byla
provedena pomoci mikrosnimktit REM Tescan MIRA 3 LMU a o AFM NT-
MDT Prima (Ruska federace). Distribuce velikosti zrn byla provedena pomoci
software obrazové analyzy od firmy Olympus.

Test soudrinosti nanostrukturniho povlaku se substrdtem

Soudrznost slinutého nanostrukturniho povlaku se substrdtem byla hodnocena
pomoci indentacnich zkouSek na tvrdoméru Vickers Leco LV 700L (USA)
Zkouska tvrdosti byla provedena vsouladu s CSN - EN ISO 6507-1.
Nehodnotila se vSak délka uhlopfiCek vtisku indentaéniho télesa potiebna
kur€eni HV tvrdosti materidlu, ale pomoci REM byly zhotoveny
mikrofotografie vtiskii indentoru do nanokrystalického povlaku, na kterych se
hodnotila soudrZnosti nanostrukturniho povlaku s keramickym substratem.

4.2.4 Biologické dilatacni testy in-vitro cytotoxicity

Biologické testy byly provadény dle CSN EN ISO 10993. Vechny provedené
kultivace bun€k in-vitro probihaly v MEM (Minimum Essential Medium)
mediu. K hodnoceni biologickych vlastnosti keramiky byly vybrany testy
dilatace buné€k a adherence bunék. Z testi dilatace buné€k lze urcit jak inhibici
rustu, tak toleranci materialu bunkami, tj. zdali vznikd toxicka zona, nebo ne.
Pomoci testli adherence neboli hustoty pokryvu materidli bunkami byla
urcovana plocha pokryvu materidlu dilatovanymi buiikami. Jako srovnavaci
materidl byla pouzita keramika znama svymi bioaktivnimi vlastnostmi HA.

24 hodinova kultivace bunék in-vitro (kvantitativni test dilatace bunék)

Zkousky na cytotoxicitu extraktu béhem 24 hodinové kultivace byly
provadény v souladu s normou CSN EN ISO 10993-3 ¢&lanek 8.2. Na pocatku
kultivace in-vitro byla Dle T. J. Webstera [22] zvolena hustota bunék 2500 na
cm’. Béhem 24 hodin kultivace in-vitro bylo snimano v dvouminutovych
intervalech rozhrani testovany material - EMEM. Bunééna dilatace byla
vyhodnocena ze snimka ziskanych pomoci svételného mikroskopu Nikon
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Eclipse TE-200 (Nikon, Japonsko) a softwaru NIS Elemets AR (Laboratory
Imaging, s.r.o., Ceska republika). Dilatované buiiky byly pevné uchyceny a
rozprostieny na povrchu polystyrenové (PS) kultivaéni misky. Nedilatované
bunky byly sbalené a nepfichycené k povrchu kultivaéni misky. Hodnotu
dilatace urcuje procentudlni podil poctu dilatovanych buncék ze vSech bunék
podle rovnice (3).

, 5 100 X pocet dilatovanych bunék na snimku
Dilatace bunék = — . - [%] (3)
Celkovy pocCet bunék na snimku

Hodnoceni dilata¢niho testu bun¢k in-vitro bylo nésledujici:
a) bunécna dilatace po 24 hodinach do 50 % material je cytotoxicky
b) bunécnd dilatace po 24 hodinidch od 50 % do 90 % materidl je
cytotolerantni
c) bunécna dilatace po 24 hodindch od 90 % do 100 % materidl je
cytokompatibilni

72 hodinova kultivace bunék in-vitro - kvalitativni test dilatace bunék

Zkousky na cytotoxicitu extraktu b&hem 72 hodinové kultivace byly
provadény v souladu s normou CSN EN ISO 10993-3 ¢lanek 8.2. Stejny pocet
bunék tj. 2500 na cm® byl pouzit u 72 hodinové kultivace in-vitro bundénych
linii HeLa, 1929 a MG63. Vysusen¢ vzorky byly vyfotografovany REM Tescan
VEGA TS 5136XM, ktery pracoval pfi nizkém vakuu, a proto nebylo tieba
vzorky napraSovat zlatem.

Hodnoceni plochy pokryté dilatovanymi buiikami

Zkousky na cytotoxicitu pfimym kontaktem byly provadény v souladu
snormou CSN EN ISO 10993-3 ¢lanek 8.3. Pro in-vitro kultivaci
osteoblastoidnich bun€k na povrchu objemovych keramik bylo pouZito stejného
poétu bunék, tj. 2500 na cm’ [28]. Doba kultivace osteoblastoidni line MG63
byla 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 hodin.

Obarvené buiiky byly vyfotografovany na kazdém vzorku na péti mistech
svételnym mikroskopem s osvétlenim objektivem Padim RTL (Intraco Micro
spol. s.r.0., Ceska republika). Na snimcich byla provedena obrazova analyza v
programu NIS Elements Ar. Pf1 znamém rozliSeni snimka z mikroskopu Padim
RTL byl celkovy pocet pixelti vzat jako 100 % plochy. Rucné byly oznaceny
plochy vSech dilatovanych bunck, ty byly seCteny a tak byla ziskana jejich
celkova plocha v pixelech. Vypocet plochy pokryti povrchu keramického

substratu dilatovanymi bunkami byl proveden podle rovnice (4).
100xplocha dilatovanych bunék [0/ ] (4)
0

Plocha pokryvu bunék =

Celkova plocha snimku

Chyba stanoveni velikosti pokryvu povrchu dilatovanymi bunkami byla
stanovena z 5 opakovanych méteni a smérodatna odchylka byla 4,5.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Objemové keramiky a kompozity
5.1.1 Priprava a charakterizace objemovych keramik a kompoziti

Objemova keramika je sloZena ze slinutych zrn, jejichZ morfologie (velikost,
rozloZeni, tvar,...) je stejna uvniti keramického télesa 1 na jeho povrchu.
Struktura keramiky 1 morfologie zavisi pfedev§im na vlastnostech vstupnich
surovin, konsolidaci keramickych castic pfed tvarovdnim, technologickych
podminkach tvarovani a slinovani. Prvnim cilem prace byla pfiprava
objemovych keramik z Al,O3;, ZrO, a HA s pozadovanou velikosti zrn a to:
Keramiky slozené z nanozrn (velikosti 10 + 100 nm), submikrozrn (velikost 100
+ 500 nm) a mikrozrn (o velikosti 500 nm + 15 pm). V pribéhu slinovani vSak
dochazi nejen k zhutnéni keramickych castic a k vzniku zrnité keramické
struktury, ale soucasné i k rGstu velikosti ¢astic, resp. zrn. Rychlost rlstu
velikosti zrn zdvisi nejen na teploté a dob¢ slinovéni, ale také (vyrazn€) na
chemickém slozeni keramického prasku [30]. Rychlost ristu zrn Al,O; je
obvykle vétsi nez rychlost rGstu zrn ZrO, [30]. U vSech pfipravenych
objemovych keramik byla studovana morfologie jejich povrchi, drsnost povrchii
a velikost zrn vtabulce 5.1 je uvedeno oznaceni vzorkidl. Nésledné byly
provedeny biologické in-vitro testy adherence bunék epitelialni, fibroblastoidni
a osteoblastoidni linie na povrSich studovanych keramik

Objemové ZrO,; a Al,0; keramiky
Keramika Z1 dopovana 3 mol. % Y,0;

Slinutim ,,syrového télesa“ pti teploté 1400°C/2hod. byla piipravena a méla
relativni hustotu 99,6 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky po tepelném leptani
je uvedend na obrazku 5.1 a 5.2. Velikost zrn je 0,5 nm aZ 244 nm, zrna jsou
pravidelnd, hranice zrn jsou vyrazné a pory nezietelné.

T el
Obr. 5.1 Mikrofotogratie REM povrchu Obr. 5.2 Mikrofotografie AFM povrchu keramiky

keramiky Z1 stabilizované 3 mol. % Z1 stabilizované 3 mol. % Y,0;
Y203

Pomoci mikrofotografii 5.1 a 5.2 byla provedena obrazova analyza, ktera
poskytla distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.3.
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Obr. 5.3 Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky Z1 dopované 3 mol. % Y,0;

Distribuce velikost zrn ma bimodalni charakter. Maxima lezi pfi 3,8 nm a
122,21 nm. Je vidét, ze 49,4 % zrn lezi v oblasti ,,nano* a 50,6 % jsou zrna
submikrometrova. Keramika Z1 byla pfipravena z keramického prasku
tvofeného konsolidovanymi aglomeraty o velikosti 60 nm. Tyto aglomeraty
slinovaly snadnéji neZ nekonsolidované ¢astice a vytvaiely jemnozrnéjsi
keramiku neZz nekonsolidované ZrO, prasky o stiedni velikosti ¢astic 7,5 nm a
8,5 nm.

Na ZrO, keramice byla urcena stfedni aritmetick& povrchova drsnost SRa a to
jak na lesténém tak 1 na leptaném vzorku. U lesténé¢ho vzorku byla namétena
hodnota SRa 0,036 um a u tepeln¢ leptan¢ho 0,086 pm. Tepelnym leptanim se
tedy drsnost povrchu ZrO, zvysila vice nez 2.5x. Profil drsnosti povrchu je
uveden na obrazcich 5.4 a 5.5.

~182 000 = == == -192.000
L1853 600 = = ~153 600
115.200 —= -115.200

76000 == = = ~76.800

20910 { 24,000 ;
18720 19.200 ¢
12,646 -

i SRa006pm = SRaO0086pm

0000 0.0

wooe w1700 102 400 153600 20400 256 000 vom  s12o 102400 151 600 204800 256000

Obr. 5.4 Aritmetickd stfedni Obr. 5.5 Aritmeticka stfedni
vySka drsnosti lesténé ZrO, vySka drsnosti tepelné leptané
keramiky ZrO,
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Stejnym keramografickym postupem byly zpracovany vSechny objemové
keramiky Z1-7Z8, A1-AS5, HA 1 vrstevnaté kompozity MLOCCv1, MLOOCV2.
Vysledky distribuci zrn jsou uvedeny v tabulce 5.1. Z této tabulky vyplyva, Ze se
podafilo pfipravit fadu ZrO, keramik se vzestupnou velikosti zrn od nejmensich
velikosti zrn Z1 (obsah zrn ve struktufe nanometrova: submikrometrova cca
1:1), ktera byla nejblize objemové nanometrové keramice, az po Z8 se zrny
velkymi az 11um. Keramika, u které se predpokladala nanometrova struktura Z2
méla pouze 16,7 % zrn nanometrovych a 83,3 % zrn submikrometrovych 1 kdyz
na pocatku slinovani mély ¢astice 7 nm. VétSina ZrO, keramik mé velky podil
submikrometrovych zrn. Také u Al,O; byla pfipravena fada keramik se
vzestupnou velikosti zrn. U keramik Al,O; se projevila vysoka rychlost rstu zrn
na teploté v zavislosti na slinovaci teploté a dobé vydrze. Nejnizsich velikosti
zrn doséhly keramiky A1l a A2. Bioaktivni keramika HA méla nejvétsi podil zrn
submikrometrovych a u jejiho slinovani bylo dilezité optimalizovat lisovaci tlak
pii zhutnéni a teplotu slinovani a dobu vydrze, aby nedoslo k rozkladu HA na
TCP, pii snaze o dosazeni co nejvyssi relativni hustoty. U kompoziti
ptipravenych elektroforetickou depozici se projevila chemickd odliSnost obou
oxidovych keramik, ktera byla spojena s odliSnou rychlosti ristu zrn pfi
slinovani. ZrO, byl vétSinou tvofen submikrometrovymi zrny a Al,O; zrny
mikrometrovymi zrny.

Lepené vrstevnaté oxidové kompozity

Slinovani vrstevnatych ,.elektroforetickych® kompoziti je v disledku
chemicky odliSnych keramickych praskli, provadzeno nestejnou rychlosti ristu
zrn obou oxidovych keramik. Proto je velmi obtizné dosdhnout statisticky
nevyznamného rozdilu velikosti zrn mezi obéma keramikami [29], ktery je
pozadovan pii hodnoceni bunécné aktivity. Proto byly vytvofeny lepené oxidové
kompozity, kdy kazda keramika byla slinovana zvIast’ za odliSnych podminek.
ZrO, bylo slinovano pii vyssi teploté, delSim case a Al,O; pfi nizsi teploté a
krat§im case. Tak mohlo byt dosaZzeno statisticky nevyznamného rozdilu
velikosti zrn mezi obéma oxidovymi keramikami. Vytvotfeny lepeny kompozit
byl z dvojice keramik Z6 a A3. Velikost zrn obou keramik je vidét
z mikrofotografie na obrazku 5.11.

-
L

Obr. 5.11 Mikrofotografie
REM dvojice keramického
lepeného kompozitu Z6 x
A3

2 3 PN \
= = I3 ] . \ 3 f NG | CEA O
SEM HV: 5. | CAN  SEM HV: 5.00 kV WD: 5.761 mm | | MIRA3 TESCAN|
View field: 50.00 pm Det: SE 10 pm View field: 50.00 pm Det: SE 10 pm
Print MAG: 2.54 kx  Date(m/dly): 07/18/110 Print MAG: 2.54 kx  Date(midly): 07/18/10
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Tabulka 5.1 Tabulka distribuci zrn objemovych keramik

Maxima distribu¢ni kiivky Podily zrn [%]
. o Cas ) [nm] ¢ velikost zrn [nm] Primérna
. Oznaceni | Oznaceni dle ,V el.lkOSt Mnozstvi a Teplota vydrze Typ R.OZIH?ZI ,,Nano* ,,Submikro* | ,,Mikro“ Velikost
Keramika , Castic dle druh dopantu R L velikosti zrn
vzorku vyrobce Virobce [mol. %] slinovani na distribuce [nm] 1 ) 3 zra zrna zrna zm
Y e teplots 10-100 | 100+500 | 05=15 [nm]
nm nm pm
TOSOH . 1 N 49,4 50,1
71O, Z1 TZ3YB 60 nm 3Y,0; 1400 2 bimodalni 5+244 38 122,2 - 195 180.8 - 100,2
1,5 mol. % o - 16,7 833
71O, 72 710, 7,5 nm 1,5 Y,04 1100 4 bimodalni 19 +345 7,6 244,1 - 16.7 221 - 118,9
. (1 12,5 75 12,5
71O, 73 E52 8,5 nm 3Y,0; 1500 2 bimodalni 1+977 7,6 3453 - 579 2745 8336 3713
o ‘ 44,4 31,2 244
71O, 74 HWY 5,5SD 500+200 nm 3Y,0; 1600 10 trimodalni 4 +1953 15,3 86,3 976,6 26.9 2745 12503 517,2
ZrO, HWY- . 1 N 38,1 41,4 20,5
71O, z5 N-13.5 200+£100 nm 8 Y,0; 1440/1290 15 trimodalni 8+ 1953 15,3 86,3 690,5 28.6 2745 1250.3 517,8
TOSOH . (1 . 9,9 9,9 80,2
71O, 76 TZ3YB 60 nm 3Y,0; 1600 10 bimodalni 11+5524 86,3 1381,1 - 38.4 2745 2456.29 923,1
ZrO, HWY- . 1 N 8,3 44,9 46,8
71O, 77 N-13.5 200+100 nm 8 Y,0; 1600 10 trimodalni 31+11049 61 488.3 7812,5 472 2745 4006.1 1442,6
TOSOH . 1 N 11,1 89,9
71O, V4 TZ8YSB 140 nm 8 Y,0; 1600 10 bimodalni 61+ 11049 8,6 3906,3 - 737 - 5405.8 2739,8
o . 12,4 343 53,3
AL Os Al TM-DAR 100 nm - 1350 1 bimodalni 11+1953 1,3 690,5 - 346 2745 12503 519,8
. 1 N 2,5 60,2 37,3
AL Os A2 DS-90N 200£50 nm - 1350 1 bimodalni 31 +3906 2441 1381,1 - 93 2745 1944.9 7539
granule . (1 N 4.5 57,7 37,8
AL Os A3 KMS 99 150 um - 1550 2 unimodalni 11+7813 2441 - - 38.4 2745 3125.8 1146,2
ALLO; A4 TM-DAR 100 nm ; 1500 10 timoddni | 43+7813 | 432 | 2441 | 39603 | 20, 2 5| nete
granule . 1 N 0,7 42 95,2
AL Os AS KMS 99 150 um - 1550 10 unimodalni 61 + 15625 1953,1 - - 563 274.5 5168 1832,9
aglomeraty . 1o N 4,6 37,8 57,6
HA HA Fluka 11,40 um - 1150 2 unimodalni 122 +2762 690,5 - - 14.4 2745 1552.7 6139
KAl ALOs 550 pm - bimodalni 15+ 1381 61,0 1381,1 - 69,4 3 ’6Q 2 456,1
ALOXZ1O» Reynolds 47,3 304,¢ 1016,1
MLOCCyI 210 1500 2 62,8 32,9 43
KZ1 TOSOH 60 nm 3Y,0, bimodalni 31+ 691 43,2 488,3 - 343 2745 690.5 333,1
TZ3YS-E s T B
KA2 ALOs 200 pm ; trimoddlni | 61 <2762 863 | 3453 | 9766 67,8 65 25,7 729,1
Taimicron 73,7 3453 1768,2
ALOsxZ10, 210 1500 2
2
MLOCCv2 K72 TOSOH 60 nm 3Y,0; unimodalni 86 + 488 3453 - - %’_61 .?2’6. (3’? - 341,1
TZ3YS-E 5, 274,5 590,5




Srovnani distribu¢nich ktivek velikosti zrn je uvedeno na obrazku 4.12, ze
kterého je vidét vyznamny piekryv distribuci A3 a Z6 v oblasti 0,2 um az 5 um.
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Obr. 4.12 Distribuce stiedni velikosti zrn dvojice lepeného keramického kompozitu Z6 x A3

5.1.2 Matematicky model kinetiky dilatace bunék v pritomnosti
keramickych materiali

Model kinetiky dilatace bunék po (linii HelLa, L929, MG63) (biologickych
dilata¢nich vyluhovych in-vitro testil) v pfitomnosti keramickych (bio) materialt
nebyla dosud piiméfené popsana vhodnym matematickym modelem. Nas navrh
nejjednodussiho modelu vychazi z ptedpokladu, ze béhem dilatace bunéck
nedochazi k jejich umirani ani déleni. Potom je mozné kinetiku dilatace popsat
nevratnou rovnici: Ay = A 5)

kde, Ay jsou bunky nedilatované a Ap buiky dilatované. Pro kinetiku dilatace

potom plati diferencialni rovnice prvniho tadu (6):
— SN = 20 = e x Ay (6)

Resenim rovnice (6) dostaneme integralni tvar zavislosti relativniho mnoZstvi
dilatovanych bun¢k Ap na case t (7)

Ap = App (1 — exp(=kt)) (7)
kde Apn je maximalni relativni mnozstvi dilatovanych bunék, k je rychlostni
konstanta dilatace (9)
= (A —
k=7in(;2-1) 8)

Zékladni model piedpokladajici kinetiku dilatace prvniho fadu je mozné
uptesnit predpokladem kinetiky n-té¢ho fadu, probihajici dle rovnice (9)

nAy = Ap 9
Pak plati diferencialni rovnice (10)
L0 = kx A} (10)

Po integraci dostaneme rovnici kinetiky dilatace n-tého fadu ve tvaru (11)
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1
Ap = Apm X (Ap i +kXnxt—kXt)in (11)
kde n je tad dilata¢niho déje.

Oba modely, pro prvni fad a n-ty fad dilatace byly pouzity k popisu
experimentalnich dat ziskanych pro 3 typy tkdnovych bunécnych linii a pro 3
typy keramik s rtiznou povrchovou morfologii. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
5.3 Porovnanim regresnich koeficientii ziskanych pro rovnici 1. fadu a n-t¢ho
tadu vidime, Ze rovnice n-tého fadu poskytovala ponékud vys$si hodnoty r*. U
modelu popsaného rovnici n-t¢ho fadu je vSak z biologického hlediska nejasna
role fadu dilatace a s nim spojené rychlostni konstanty. Proto byla pro
interpretaci dilatacnich kfivek zvolena kinetickd rovnice 1. fadu. Tato rovnice
poskytuje dva, zbiologického hlediska, snadno interpretovatelné parametry:
parametr Ap, predstavuje maximalni relativni mnozstvi dilatovanych bunék,

parametr k predstavuje rychlost dilatace bunc¢k v pocateéni periodé ristu, v
oblasti t =0 az t,, (obr. 4.13).

Obr. 5.13 Schematicky graf bunééné dilatace popsany

_ : A kinetickou rovnici 1. Radu
>Dilatpcg Dm

5.1.3 Biologické dilatacni in-vitro testy objemovych keramik a kompoziti
ve vyluhu

Biologicka interakce ZrO, keramik byla studovana pomoci 24 hodinovych
dilata¢nich vyluhovych testi in-vitro s bunécnymi liniemi osteoblastoidni
MG63, fibroblastoidni [.929 a epitelidlni HeLa. Byly testovany dvé
submikrometrové keramiky s riiznym obsahem nanozrn a kiemenné sklo. Prvni
oxidova keramika byl Z2 dopovany 1,5 mol. % Y,0;, ktery mél bimodalni
distribuci zrn s maximy 7,6 a 244,1 nm, stfedni velikost zrn byla tedy 118,9 nm.
Procentuélni podil nanometrovych zrn byl 16,7 % a zrn submikrometrovych
83,3 %. Druha keramika byl Z1 dopovany 3 mol. % Y,0Os, bimodalni distribuci
zrn s maximy 3,8 nm a 122,1 nm, stfedni velikost zrn byla 100,2 nm. Podil
nanometrovych zrn byl 49,4 % a submikrometrovych zrn 50,1 %. Povrch obou
keramik byl tepelné leptan a ziskal tak stejnou aritmetickd stiedni vySku drsnosti
SRa = 0,086 um. Biologicka interakce Al,O; keramik byla studovdna na
objemové Al pomoci stejnych testli jako ZrO, keramika. Keramika Al
méla bimodalni distribuci s maximy 15,3 nm a 690,5 nm, sttedni velikost zrn
tedy byla 519,8 nm. Procentudlni podil nanometrovych zrn byl 12,4 %, zrn

16



submikrometrovych 83,8 % a zrn mikrometrovych 3,8 %. Povrch keramiky byl
tepelné leptan a dosahl aritmetické sttedni vySka drsnosti SRa = 0,098 pm.

Bunécna linie MG63 [38, 60-64]
Testovani bunecné dilatace in-vitro na ZrO; keramikdach

Z Casového prubéhu zdznamu dilatace na obrazku 5.14 je vidét, Zze ve vyluhu
z keramiky Z1 dopované 3 mol. % Y,0O; bylo dosazeno 95 % dilatace po 15
hodinach kultivace a u Z2 dopované 1,5 mol. % Y,05; 95 % dilatace az po 19
hodinach kultivace. Regresni kiivky dilataci osteoblastoidni linie MG63 jsou
popsany rovnicemi (7) a (11). Pii testech trvajicich 14 hodin byla dilatace u
obou keramik stejna (93 %). Oba materidly jsou cytokompatibilni. Hodnoty
koeficientli rovnic jsou uvedeny v tabulce 5.3. Na keramice Z2 dopované 1,5
mol. % Y,0; dilatovaly bunky oproti Z1 pomaleji. Niz$i hodnota dilatace
zjiSténa pii testech delSich nez 13 hodin u ZrO, keramiky s vy$Sim obsahem
Y,0; nano (submikrozrna keramika) by mohla souviset s negativnim vlivem
Y,0; na biologickou aktivitu bun¢k [33, 34] pii dlouhych dobéach kontaktu
keramiky Z1 s dilatovanymi bunkami. Pfestoze nanozrna ZrO, keramika
pozitivné ovlivnila pocatecni fazi dilatace bunék, rostouci koncentrace Y,Os,
ktera se do kultivacniho média uvoliiovala, s rostoucim ¢asem testu mohla byt
pficinou sniZené maximalni dilatace po 24 hodinéch.
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¢ Z21,5mol. % Y203 ¢ velikost zrn 118,9 nm
30 1 rovnice n-tého fadu
== rovnice prvniho fadu

A Z1 3 mol. % Y203 ¢ velikost zrn 100,2 nm

10 !’ o rovnice n-tého fadu
0

Dilatace bunék [%)]
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Obr. 5.14 Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na ZrO, keramikach

K dilata¢nim testim byly pouzity linie MG63, L.929 a HeLa na substratech
Z1, A1l a Si0O,. Hodnoty koeficienti regresnich ktivek dilata¢nich testl bunck
jsou uvedeny v tabulce 5.2
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Tabulka 5.2 Hodnoty koeficientli Apy, k, tm, a, b, ¢ regresnich kiivek bunééné dilatace na
objemovych keramikach

Rovnice 1. fadu Rovnice n-tého fadu
Distribuce Hodnoty Regres. Hodnoty koeficientii | Regres.
Linie rlrfe?trarriné.l velikosti koeficienti [tﬁl] koef. Y koef. [tﬁ‘]
¢ zrn [nm] Apm k r’ a b c r
Al Bimodalni 1o, 9, |\ g6z [ 13| 096 |9599| 007 |157| 097 |18
15.3; 690.5 ’ ’ ’ ’ ’ i ’
Bimodalni
MG63 Z1 3.8:122.21 90.74 0.59 | 15 0.94 92.62 0.15 1.34 0.95 21
Bimodalni
72 7.6 244.1 101.21 0.17 | 24 0.94 96.65 0.53 0.73 0.96 23
SiO, - 94.92 0.86 | 12 0.96 95.99 0.07 1,57 0.96 24
72 Bimodalni | o5 5c | 5095 | 4 | 059 |1058] 3.110° | 418 | 098 | 11
1929 3.8;122.21
Bimodalni
Z1 7.6 244.1 96.88 0.41 13 0.92 96.52 0.63 0.89 0.93 11
Bimodalni
Al 15.3: 690.5 77.24 1.08 8 0.76 83.53 0.06 1.49 0.82 23
Bimodalni
HeLa 72 7.6: 244.1 92.23 0.53 | 11 0.95 92.03 0.73 0.92 0.95 12
Bimodalni
Z1 3.8:122.21 86.26 2.24 5 0.96 86.10 1.3 1.08 0.95 20
Pozn.:

[ ] provedeny testy dilatace bungk i testy plochy pokryvu
HeLa - epiteloidni bunécna kultura (pokozka)
L929 - fibroblastoidni bunécna kultura (chrupavky)
MG63 - osteoblastoidni bunééna kultura (kosti)

5.1.4 Biologické dilatacni in-vitro testy objemovych keramik v pfimém
kontaktu

Buniky ulpivaji na keramickém materidlu pomoci 4 az 5 enzymatickych
vybézka. Velikost dilatované buiiky osteoblastoidni linie MG63 se pohybuje
okolo 30 az 50 um. Vzhledem k tomu, Ze velikost slinutych zrn keramik lezi v
oblasti nanometrll aZ jednotek mikrometri, je dilatovana buiika minimalné 10 az
500x vétsi. Proto bunky ptekryvaji jak zrna, tak i hranice zrn. Aby se material
implantatu v€lenil do hostitelské tkan€ a nedoslo jen k jeho zapouzdieni, musi
mit material porézni strukturu a primeér pora musi byt od 100 do 500 um, aby
byla mozna vyziva bunéck, které prorostly materidlem. Piiméfeny model
uchyceni bun€k uvniti makropori k mikro- resp. nanostrukturnimu povrchu
materidlu jsme vsSak v literatufe nenalezli. Je otdzkou zda maji hranice zrn na
uchyceni bunky n¢jaky vliv. Timto problémem se zabyva tato kapitola.

Zr0; sada keramik

Zkousky adherence bunék ke keramickému povrchu byly provedeny dle CSN
ISO 10993. Pomoci nich byla zjisténa plocha pokryti keramiky dilatovanymi
bunikami  osteoblastoidni linie MG63. Jako kontrola byla pouzita
hydroxyapatitova keramika zndmd svym bioaktivnim chovanim (HA). Pro
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Procento plochy [%]

Procento plochy [%]

srovnani jsou na obrazcich 4.15 a 4.16 uvedeny keramiky ZrO, s velikosti zrn od
stovek nanometrii po desitky mikrometrii. Délka trvani testu byla na zékladé
prace Webstera zvolena 0,5;1; 2 a 4 hodiny [22].

Po uplynuti ¢tyf hodin testu byla nejvétsi plocha (15,18 %) pokryta
dilatovanymi buiikkami zji§téna u vzorku tepelné leptané submikrometrové
keramiky Z2 s aritmetickou stfedni vySkou drsnosti SRa = 0,086 um ZrO,
stabilizované 1,5 mol. % Y,0O; Obr. 5.67). Tento vysledek odpovida vysledkiim
biologickych testh Webstera [22], pfi kterych bylo zjisténo bioaktivni chovani
na nanometrové keramice Al,Oz. Niz8i plocha pokryvu povrchu buitkami u
keramik Z3 a Z1, Z5, Z6 s obsahem Y,0O3; 3 mol. % a Z8 s 8 mol. % Y,O; mohla
byt zpiisobena nepiiznivym vlivem obsahu dopantu (Y,0;) na Zivotaschopnost
bun¢k [35, 36]. Plocha dilatovanych buné¢k u keramik dopovanych 1,5 a 3
mol. % vSak byla vyssi nez u bioaktivni keramiky HA a oxidové keramiky Z1.
Tento vysledek biologického testu mohl byt zplisoben tim, Ze se buiiky testovaci
osteoblastoidni linie MG63 na pocatku testu nachazely v riznych stupnich

20
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Obr. 5.15 Plocha dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63 na povrchu tepelné leptanych ZrO, biokeramik
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Obr. 5.16 Plocha dilatovar?;ch bunék linie MG63 na povrchu lesténych ZrO, biokeramik

mitdzy a 4 hodinovy test byl pfiliS kratky. Pro bunky osteoblastoidni linie
vhodnéj$i drsnéjsi povrch potvrzuje 1 prace Bachlea [37].
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U lesténych keramik SRa = 0,036 um doséhla nejvyssi plochy (14,90 %)
dilatovanych bunék submikrometrova keramika Z5 stabilizovand 8 mol. %
Y,0;, ktera méla velky obsah nanometrovych zm (28,6 %) a
submikrometrovych (41,4 %). Mikrometrova keramika HA dosdhla 14,0 %.
Submikrometrovd keramika Z3 dosahla plochy pokryvu 12,40 %. Podobné
plochy pokryvu plochy dosahly také keramiky submikrometrova Z2 dopovana
1,5 mol. % Y,0;3;, mikrometrova keramika Z6 dopovanda 3 mol. %Y,0; a
mikrometrova keramika Z8 dopovana 8 mol. % Y,0s. U biologickych testii na
lesténych keramikach ZrO, nebyl zaznamenén nepiiznivy vliv dopantu Y,0O; na
testovaci buné¢nou liniit MG63, ktery je popsdn v pracich [35, 36]. Byl vSak
zaznamenan vliv drsnosti povrchu, kde u vSech tetovanych keramik na leSténém
povrchu SRa = 0,036 um bylo dosaZeno niZs8i plochy pokryvu povrchu.

Z vysledkt dilatacnich testi na ZrO, keramikach je mozné usuzovat na vyssi
bioaktivitu submikrometrové keramiky ZrO, s tepelné leptanym povrchem nez
s povrchem lesténym. Podobnych vysledkidi dosdhli ve svych pracich
s nanostrukturnimi objemovymi keramikami Al,O; a TiO, Webster, Dulgar-
Tuloch a Luo. [21, 22, 23, 38, 39]

AL O3 keramiky

U zadné z Al,O; keramik nebyla sttedni velikost zrn v nanometrové oblasti.
Nejmensi primérnou velikost zrn (519,8 nm) méla submikrozrnd keramika Al,
nejvyssi velikost (1261,6 nm) méla keramika A4. Vysledky ukdzaly nejvyssi
biologickou aktivitu u mikrozrné lesténé¢ keramiky A4 (SRa = 0,037 um;
14,55 % pokryti povrchu). Z toho je vidét, ze vliv velikosti zrn v submikrozrnné
a mikrozrn¢ oblasti na biologickou aktivitu bunék linie MG63 neni dominantni.
Testy dilatace bunék MG63 na povrchu mikrometrovych Al,O; keramik
nemohou tedy potvrdit chovani bunék na nanometrovych povrsich publikované
Websterem a spol. [21, 22, 23, 38, 39]. Piimy test keramik Al,O; nebyl ovlivnén
pritomnosti dopantu Y,0;, jednalo se tedy pouze o vliv velikosti zrn a
povrchové morfologie.

Keramicky kompozit MLOCCvl (KAI x KZ1)

Nejvyssi plocha pokryvu povrchu dilatovanymi buikami osteoblastoidni linie
MG63 13,16 % byla dosazena na vrstevnatém tepelné leptaném keramickém
kompozitu KA1 x KZ1 po uplynuti ¢tyf hodin. Na materialu se projevila vyssi
selektivita dilatovanych bunék k materialu ZrO, (Obr. 5.17, 5.18).

Podobny vrstevnaty kompozit dosud nebyl biologicky testovan, vysledky lze
srovnat pouze s biologickymi testy casticovych kompoziti Al,O; x ZrO, od
riznych autord [35, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46]. Jejich zavéry jsou obdobné:
kompozitni keramické materidly maji velmi dobré biologické vlastnosti, jsou
vhodné jak pro kostni §tépy tak stomatologické implantaty, velmi také zalezi na
jejich povrchové tpraveé a drsnosti. Autofi [41, 43, 44] se shoduji ve vyborné

-----
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Obr. 5.17 Graf bunééné selekce na povrchu Obr. 5.18 Graf buné¢né selekce na povrchu
tepelné leptaného mikrometrového tepelné leptan¢ho  mikrometrového
keramického vrstevnatého kompozitu KA1 keramickeho vrstevnatého kompozitu KA1
x KZ1 x KZ1

Obdobnych vysledk biologickych testi bylo dosazeno i u vrstevnatého
kompozitu MLOCCv2.

Vysledky biologickych testi lepenych keramickych kompoziti Z7xAb5,
Z6xA3, a Z4 xA2 potvrdily selektivitu bun¢k osteoblastoidni linie MG63 ke
keramice ZrO.,.

5.2 Keramické povlaky

Keramicky povlak se nanasi na podkladovy material s cilem zlepsit fyzikalné-
chemické a biologické vlastnosti ortopedickych a stomatologickych implantati
(napt. povlak HA na ocelové totalni endoprotéze). Struktura a velikost zrn
povlaku zavisi nejvice na velikosti ¢astic keramického prasku, technologii
piipravy a teploté¢ slinovani. Cilem této C¢asti byla ptiprava celistvého
nanometrového ZrO, povlaku (velikost zrn 10 + 100 nm) na oxidovych
keramickych substratech (Al,Os;, ZrO,), kiemicitém a kifemenném skle.
V priubéhu slinovani keramického povlaku dochazi ke vzniku zrnité keramicke
struktury a soucasné probiha rlst zrn povlakll na substratu.

U vSech vybranych bezdefektnich keramickych povlaki byla studovana
morfologie a soudrznost. U neslinutych povlakl se vizualné¢ hodnotila celistvost
povlaku a piitomnost pori a fedin pomoci stereomikroskopu. Vyhowvujici
povlaky byly podrobeny biologickym dilata¢nim in-vitro testim s bunéénymi
liniemi: epitelialni (HeLa), fibroblastoidni (L929) a osteoblastoidni (MG63).

Keramické povlaky byly nandSeny sprejovanim koloidni suspenze na zahiaty
keramicky substrat. Byly zkouSeny kombinace teploty substratu, poctu
nanesenych vrstev a druhu suspenze. Zhotovene keramické povlaky byly
rozdéleny na ,vyhovujici“ (Obr. 5.19) celistvé bez defekti ¢i fedin a
»hevyhovujici“ (Obr. 5.20) povlaky, které obsahovaly bubliny ¢i fediny.
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1mm

Obr. 5.19 Vyhovujici povlak - neslinuty nano-  Obr. 5.20 Nevyhovujici povlak - neslinuty nano-
metrovy ZrO, povlak naneseny na kfemicitétm  metrovy ZrO, povlak naneseny na kiemicitém
skle skle

5.2.1. Hodnoceni povrchovych vlastnosti keramickych substrati a povlaki

Hodnoceni povrchové drsnosti nanometrového povlaku bylo vzhledem
k velké Clenitosti, kterda neumoznovala pouziti AFM mikroskopu bylo provedeno
vizualn€ z mikrofotografii slinutych povlaki ZrO,. Sttedni drsnost povlaku se
pohybovala mezi 10 a 20 um. Drsnost povlaki Z1 vyhodnocend vizualnim
porovnanim REM mikrofotografii byla srovnana s drsnosti tepelné leptanych
objemovych keramik ZrO, vyhodnocenych pomoci AFM mikrofotografii.
Keramika E52 ZrO, méla hodnotu drsnosti asi 0,13 um, keramika Z1 asi 0,14
um a keramika Z6 asi 0,19 um, coz jsou hodnoty asi 100 X mensi neZ hodnoty
drsnosti ZrO, povlaki. Vzhledem k velikosti bunék je okolo 50 pm by mohl
povlak pfi biologickych testech ptinést pozitivni biologickou aktivitu.

ProtozZe se osvédcila pouze jedna kombinace technologickych parametri pro
piipravu povlaki, byla zjiStovana pouze drsnost takto pfipravenc¢ho povlaku.

5.2.2. Testovani soudrznosti povlaku a substratu indentacni zkouskou

Pro hodnoceni vzajemné soudrZnosti slinutych povlakii a substrati pted
biologickymi testy byly u kazdého typu vzorku provedeny indentacni testy. Tyto
indentacni testy ukéazaly velmi dobrou soudrZznost povlaku se substraty Z1 a Al
s aritmetickou stfedni vyskou drsnosti SRa = 0,174 a 0,258 pm. Diky odliSnym
teplotnim roztaZznostem se v povlacich tvofily drobné praskliny, které by mit
vliv na biologické testy keramik. Na SiO, vznikaly velké praskliny, které 1ze
zdGvodnit zhruba 20x niz§im koeficientem teplotni roztaznosti SiO, neZ ma
Zr02.

5.2.3. Biologické dilatacni in-vitro testy keramickych povlaki ve vyluhu

Byla provedena 24 hodinova kultivace in-vitro na bunécnych liniich
epitelidlni HeLa, fibroblastoidni 1929 a osteoblastoidni MG63. Kazdé dvé
minuty byl automaticky zhotoven snimek rozhrani vzorek - kultiva¢ni lahev a
z téchto snimki byla vypoctena bunécna dilatace v zavislosti na ¢ase. Déle byla
provedena 72 hodinova kultivace k hodnoceni pokryvu povrchu buiikami [38].
Po ukonceni kultivace byly vzorky vysuSeny pomoci metody CPD a
vyfotografovany na REM.
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Hodnoceni nanokrystalickych povlakii biologickymi vyluhovymi in-vitro testy

Nejvyssi rychlost dilatace byla dosaZena u epitelialni linie Hela u vzorku, kde
byl ZrO, povlak nanesen na substrat Z1. Vysoka rychlost dilatace také byla
zaznamendna u povlaku ZrO,, ktery byl vytvoren na substratu Si0,. Maximalni
dilatace byla vSak niz$i u této linie nez u linie, L929 a MG63. Toto mohlo byt
zpusobeno vys$i drsnosti povrchu substratu (viz. strana 91), na kterou ptiznivé
reaguji buniky osteoblastoidni linie MG63 [46], a naopak nepiiznivé bunky linii
L.929 a HelLa. Nejnizsi rychlost dilatace byl zaznamenan u linie 1929, kde byl
povlak nanesen na substrat Z1. Bunky linie Hela naopak mély vysokou rychlost
dilatace, ale niz§i maximdlni dosazenou dilataci o cca 10 %. Buiky na
nanometrovém povlaku ZrO, se nachazely v riznych stadiich mitdzy a délily se.
Na jejich povrsich byly vybézky a vesikly, coz je pozitivni reakce buiiky na
material. Cim je jich vice, tim je material pro buiiky vice aktivni.

V nanokrystalickém povlaku ZrO, byly pifi snimédni na SEM objeveny
praskliny o Sitkach do 10um, které nemély viditelny vliv na aktivitu bunék.

Vzhledem k Sirokému rozpéti vysledkli biologickych testl neni moZné
jednoznaéné potvrdit vySSi bioaktivitu nanometrového povlaku nez
mikrometrového povrchu. VSechny testované kombinace materidli jsou
biologicky vhodné materidly. Pti testovani osteoblastoidni linie MG63 bylo
dosazeno lepSich vysledkll na nanopovlaku ZrO, dopovaném 3 mol % Y,0;, coZ
naznacuje jeho vhodnost pro pouZiti na kostnich implantatech.

23



6. ZAVER

Nejprve byly uniaxidlnim lisovanim a elektroforetickou depozici pifipravena
objemova keramicka télesa. Vhodnymi kombinacemi teplot slinovani a délky
prodlevy byly ziskany slinuté keramiky s vyssi hustotou nez 95,6 % a stfedni
velikosti zrn od 100 do 2740 nm. Povrch téchto vzorkli byl upraven lesténim a
poté byla jesté navic polovina vzorki tepelné leptana pro vytvoreni povrchového
reli¢fu zrn. U vSech pfipravenych keramik byla provedena keramografické
analyza. U takto pfipravenych vzorkli byly provedeny biologické testy
hodnoceni cytotoxicity in-vitro jak ve vyluhu (bunééné linie MG63, 1929,
HeLa) tak pfimé (buné¢na linie MG63).

Byla navrZzena a optimalizovdna technologie pfipravy nanokrystalickych
povlakli ZrO, (tj. vytvofeni a slinuti) nanesenych na keramickych substratech
(AL,O3, ZrO, a Si0,). Dale byla otestovana soudrznost povlakll s keramickymi
substraty mikroindetacnim testem tvrdosti. Vyhovujici povlaky byly biologicky
testovany kultivaénim testem ve vyluhu cytotoxicity in-vitro se ttemi bunéénymi
liniemi MG63, L929 a HeLa. Byl navrZen a experimentalné oveéfen matematicky
model dilatace bun¢k na oxidovych keramikéch.

Shrnuti vysledkii
Objemové keramiky: Dilatacni testy vyluhové in-vitro

Vysledky biologickych dilatacnich testi osteoblastoidni bunééné linie MG63
na keramikach Z1 a Z2 ukazaly, Ze u keramiky s menSim zrnem Z1 (100,2 nm)
dosahly bunky vyssi rychlosti dilatace nez u keramiky Z2 se zrnem vétSim
(118,9 nm). Maximalni dilatace bun€k byla ponckud vyssi v pfitomnosti
materidlu Z2 sniz§im obsahem dopantu Y,0;. Pfi testovani materidlu Al
(sttedni velikost zrn 519,8 nm) touto osteoblastoidni bunéCnou linii, byla
rychlost dilatace bunék podobna jako v pfitomnosti keramiky Z1, 1 pfesto Ze
byla velikost zrn A1 zhruba 5x vétsi nez u Z1. Z toho miiZzeme usuzovat, Ze by
obsah dopantu Y,0O; mohl mit vliv na dilataci bunék osteoblastoidni linie MG63.

Objemové keramiky: Dilatacni testy primé in-vitro

Dilatacni testy pifimé (plocha pokryvu povrchu dilatovanymi butikami) byly
zkouSeny na sadach vzorkli objemovych keramik ZrO,, Al,O3;, HA, vrstevnaté
kompozity (MLOCCv1 a v2) a lepené keramické kompozity ZrO, x Al,Os. Pro
biologické testy byla pouZita pouze osteoblastoidni bunécna linie MG63. Pri
testu sady ZrO, keramik se projevil u keramik Z2 a Z1 s zvyraznénym reli¢fem
zrn (tepelné leptané) ptiznivy vliv obsahu nanozrn na dilataci bunék. Z1 a Z2
keramiky dosahly nejvyssi plochy pokryvu dilatovanymi buikami. U keramik
s leSténym povrchem tento vysledek zaznamenan nebyl. U keramik Al,O; byla
maximalni plocha dilatace bun¢k na keramice A4 se stiedni velikosti zrn vétsi
neZ 1 pum. Vzhledem k velikosti zrn se nemohl projevit vliv nanozrn na
bioaktivitu keramik. Pfi biologickém testu vrstevnatého kompozitu MLOCCvl
se projevila vyssi selektivita bun¢k k materialu ZrO, a to jak na keramice

24



s povrchovym reliéfem tak i bez né&j (lesténé), kde byl vSak efekt nizsi. Tato
skute¢nost byla potvrzena biologickym testem vrstevnatého kompozitu
MLOCCvV2. Lepeny kompozit Z7 x A5 pii biologickych testech dosahl
maximalni plochy pokryvu povrchu dilatovanymi buiikami po 4 hodinach trvani
testu. Opét se vyraznéji projevila selektivita bunék k ZrO, na tepelné leptanych
materidlech s vys$i povrchovou drsnosti 1 pfes vysoky obsah dopantu Y,0;5 (8
mol. %) v keramice Z7. Vysledky dalSiho lepeného kompozitu Z6 x A3 pfi
biologickych testech opét potvrdily vyssi selektivitu bun¢k k ZrO, a nebyl
zaznamenan nepfiznivy vliv obsahu dopantu Y,0; (3 mol. %) na
zivotaschopnost bun¢k. Také u tohoto kompozitu byla vyssi selektivita bunék na
povrchu tepelné leptaném. Posledni lepeny kompozit Z4 x A2 doséhl nejmensi
plochy pokryvu povrchu dilatovanymi butikami 1 pfes nejmensi velikosti zrn této
dvojice keramik. I zde byla potvrzena selektivita dilatovanych bun¢k k ZrO,
keramice.

Vétsina vysledkil biologickych testli nepotvrdila negativni vliv Y,O; na
zivotaschopnost bunék.

Nanopovlaky ZrO,

Byla studovéna a optimalizovana metoda nandseni nanostrukturniho povlaku
ZrO, pomoci sprejovani koloidni suspenze na keramické substraty.

U slinutych bezdefektnich povlakia ZrO, byly provedeny vyluhové dilatacni
in-vitro testy, kde jednim z vlivll v soustavé mohl byt 1 vliv obsahu dopantu
Y,0; u keramik ZrO,. Pokryv vSech povlakil buitkami byl po 72 hodinovém
testu celistvy a na povrSich bunék se nachazely vybézky a vesikly, které
predstavovaly pozitivni reakci bunék na nanokrystalicky povlak. Vliv obsahu
Y,0; na bioaktivitu nebyl prokazan.
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9. ABSTRACT

The aim of this work is to study of relations between grain size and
bioactivity of oxide ceramics, specifically ZrO,, Al,O; and HA. Ceramic
materials with grain size from 100 nm up to 10 um, with various surface
roughness, were tested for its biocompatibility/bioactivity. Ceramographic
analysis was performed for all tested materials to precisely describe
microstructures. Biological properties of the ceramic materials were tested via
dilation tests directly in-vitro and by in-vitro extraction. Three cell culturing
lines: osteoblast MG63, fibroblast 1.929, and epithelioid HelLa, were used for
our testing. An influence of the grain size on the biological response was only
found for the ceramic materials which had been thermally etched. The thermally
etched nanocrystalline samples had larger areas covered by cells than ceramics
with coarse grain microstructure. Biological tests on layered composites
Al,O3xZrO, showed the cell selection determined by the type of material, where
Zr0O, surfaces were preferably covered. Improved biological response of
nanocrystalline ZrO, was demonstrated on ceramic ZrO,, Al,O; and SiO,
substrates with nanocrystalline coating of ZrO,. In this work a novel
technological process for the formation of defect-free coatings was developed.
Sintered coatings were tested using in-vitro technique with cell line HeLa, L.929
and MG63 for up to 72 hours. The results of the biological tests of
nanocrystalline coatings were consistent with results from the bulk
nanocrystalline thermally etched ZrO, ceramics.
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