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ABSTRAKT

V této praci byl zkouman vliv velikosti zrn na bioaktivitu oxidovych keramik ZrO,, Al,0O3 a
HA. Biologicka aktivita byla porovnana u keramik od velikosti zrn 100 nm az po 10 um
a riznou povrchovou drsnosti. K piesnému popsani testovanych materidlii byly provedeny
keramografické analyzy. K hodnoceni biologickych vlastnosti keramik byly pouzity dilatacni
testy in-vitro vyluhové a pfimé. Byly pouzité bunécné testovaci linie osteoblastoidni MG63,
fibroblastoidni 1.929 a epitelialni HeLa. Vliv velikosti zrn na biologickou odezvu keramik se
projevil pouze u téles s tepeln¢ zvyraznénym reliéfem. U tepelné leptanych nanokrystalickych
vzorkl byla zjiSténa vysSi plocha pokryvu bunék neZ u keramik s hrubsi mikrostrukturou.
Biologické testy na vrstevnatych kompozitech Al,O3xZrO, ukazaly selekci bun€k podle typu
materialu, s preferencnim pokrytim povrchu ZrO,. ZvySend biologickd odezva
nanokrystalického ZrO, byla detailné ovéfena na keramickych substratech ZrO,, Al,O3 a
Si0; s nanokrystalickym povlakem ZrO,. Byl nalezen optimalni technologicky postup pro
vytvofeni nedefektnich povlakt. Slinuté povlaky byly testovany in-vitro bunéénymi liniemi
HeLa, 1929 a MG63 po dobu az 72 hodin. Vysledky biologickych testi nanokrystalickych
povlakli odpovidaly vysledkim objemovych nanokrystalickych keramik ZrO, se
zvyraznénym reliéfem.

ABSTRACT

The aim of this work is to define relations between grain size and bioaktivity of oxide
ceramics, specifically ZrO;, Al,O3 and HA. Ceramic materials with grain size from 100 nm
up to 10 um, with various surface roughness, were tested for its bioactivity. Ceramography
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 HeLa, 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 ZrO, surfaces were preferably
covered. Improved biological response of nanocrystalline ZrO, was demonstrated on ceramic
ZrO;, Al;O3 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, L929 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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1. UVOD

Jako biokeramické materidly jsou oznacovany pifirodni anebo umeélé materialy urcené
piredevsim pro ndhradu tvrdych tkani (kosti, zuby,...). Aby tuto funkci mohly plnit, musi byt
biokompatibilni s Zivou tkani, netoxické a nesmi vyvoldvat negativni nebo jen minimalni
odezvu v hostitelském téle. Biokeramiky je mozné rozdélit na [1]: Bioinertni keramiky [2],
které nereaguji s okolnimi tkdnémi [3, 4] a u niz nevznik4 chemickd vazba mezi implantatem
a kostni tkéni. Kostni bunky osidluji povrch a v ptfipadé porézni keramiky vnika nové
vytvofena kost na omezenou vzdalenost do porti. VétSinou vSak za né&jaky cas dochazi k
zapouzdieni implantatu mékkou tkani [5, 6]. Jako bioinertni se naptiklad chovaji naptiklad
uhlikaté materidly, Al,Os ZrO, a TiO,. Bioaktivni keramiky [7] které aktivuji vznik pfimé
vazby s obklopujicimi tkanémi [8]. VétSinu takovych keramik neni mozné pfimo zatézovat
vzhledem k jejich nizké mechanické pevnosti a lomové houzevnatosti. Tyto keramiky jsou
proto Casto uzivany jako povlak kovovych implantati nebo vyplné kosti [9]. Klasickym
ptikladem bioaktivnich materidla [4, 7, 10] je hydroxyapatit (HA) Cas(PO4);OH. Muze byt
také pouzivan v porézni form¢ (porovitost 55 - 70 %), kterda umoziuje proristani kostnich
tkdni do struktury HA. Tak dochazi k dokonalému spojeni tkani s keramikou. Aby toto
nastalo je zapotiebi dodrzet minimalni primér pori 100 um (podle nékterych autord 200 -
500 um) pro zajisténi krevniho zasobovani a vyzivy kostni tkan¢ [11]. Vstiebatelné keramiky
[7] jsou postupné rozlozeny télem a vstiebany. Tyto materidly neprodukuji b&hem
rozkladného procesu zadné skodliviny [3]. Biokeramicky implantét zastava v téle jen po dobu
potiebnou k vytvofeni nové tkané¢ a ta jej postupné nahrazuje. Tyto materidly se dnes bézné
pouzivaji k rekonstrukcim kosti. Vsttebatelnou biokeramikou je napt. Cas3(PO4), - (TCP) [4].

Kromé monolitickych keramickych materialt existuji materidly také keramické kompozity.
VétsSina keramickych materidlii vykazuje v mikrostruktufe jisty stupen heterogenity a
neuniformity. Ale existuji také keramiky, u nichZz je mikrostrukturni heterogenita a
neuniformita vytvarena zdmérng. Jedna se o kompozity a funkéné gradientni materialy [12].
Dtvodem pro vyrobu keramickych kompoziti je zlepSeni fyzikdlnich, mechanickych a
biologickych vlastnosti implantati.

Kompozitni biomateridly vznikaji kombinacemi dvou nebo vice makroskopicky odlisnych
biomateriali. Pfenos sil pfes fazové rozhrani makroskopicky odlisSnych biomateriala
rozhoduje o celkovych mechanickych a fyzikalnich vlastnostech kompoziti. Biokompozity
mohou byt pfipraveny jako: Casticové kompozity, ve kterych je matrice vyztuzena &asticemi
plniva (ZrO,, Si0O,,...) [3]. Obvykle maji asponi jednu nespojitou fazi (plnivo) ve spojité fazi
(matrici). Tyto jsou obvykle izotropni a maji dobrou houzevnatost. Ptikladem jsou polymerni
kompozity plnéné Si0,. VIdknové kompozity jsou kompozity, u kterych je vyztuha ve formé
vlaken v matrici (napf. uhlikové vldkna v matrici z polyetylénu - PE). Vrstevnaté kompozity
na, kterych je vrstva matrice stfidana vrstvou vyztuhy [10, 13] (napf. keramické kompozity
vrstva Al,O3 - vrstva ZrO;). Zvlastni skupinou vrstevnatych kompoziti jsou biokeramické
povlaky [8]. Jejich cilem je gradovat mechanické, fyzikalni a biologické vlastnosti implantatu
(substratu) at’ uz kovového (napt. slitiny Ti-12Mo-6Zr-2Fe, Ti-15Mo-5Zr-3Al,...) [15], ¢i
keramického (napt. Al,O3, ZrO,, TiO,,...) [16]. Nékdy je obtizné vyrobit téleso z objemové
nanostrukturni keramiky a schiidnéj$i cestou je vytvofeni nanokrystalického keramického
povlaku na materialech s hrubsi mikrostrukturou.

K vyuziti novych implantacnich materiali je tfeba, aby spliiovaly zékladni bioaktivni
pozadavky. Biokompatibilita (tkanova kompatibilita) popisuje odezvu biologické tkané na
pfitomnost cizorodého télesa (naptiklad implantatu).

Pro testovani biokompatibility materidlii se pouziva tada testll, jsou to mimo jiné také
metody pifimé a metody vyluhové. Pfi metodé piimé je tkan piimo vystavena piisobeni
materidlu. U metod vyluhovych je material ponotfeny za specifickych podminek do kapaliny.



Ve které je po urcitou dobu (napt. 24 hodin) pfi teploté lidského téla (napt. 37°C). Chemicky
rozbor vyluhu miize poskytnout cennou informaci o vyluhovatelnosti materiald. Pro piipravu
vyluhtl jsou vyuzivany hydrofilni tekutiny (napt. fyziologicky roztok) nebo lipofilni materialy
(napt. dimetylsulfoxid — DMSO). Také¢ Ize pouzit smési jako acetaldehyd a voda. [17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24]. Keramické materialy dostavaji dnes do popiedi zajmu Iékait
implantologii, pro svou zanedbatelnou toxicitu a vysokou otéruvzdornost a nahrazuji stale vic
dnes pouZzivané kovové materialy.

Téma disertani prace s nazvem , Kompozitni stomatologické biomaterialy - struktura,
analyza, vlastnosti“ je zaméfeno na ziskani novych a prohloubeni dosud publikovanych
informaci piedevsim o vlivu velikosti zrn, drsnosti povrchu a chemického slozeni oxidovych
keramik na jejich bioaktivitu.



2. SOUCASNY STAV RESENi PROBLEMATIKY

V pribéhu poslednich 30 let byla zkoumana fada keramik pouzitelnych pro implantaty,
ale jen malo z nich bylo pro klinické aplikace vhodné. Aby byly keramické implantaty
klinicky uspésné, je tieba soucasn¢ dosdhnout stabilni spojeni s okolni tkdni a mechanickou
funk¢nost implantatu odpovidajici nahrazené hostitelské tkani.

Jednim z hlavnich dvodl rostouci popularity keramickych implantati je jejich
zanedbatelna toxicita.

Nejbéznéjsi odezvou organismu na implantat je jeho zapouzdieni nepfilnavym vldknitym
pouzdrem. Tato vazivova tkan izoluje implantat od téla hostitele. Jednd se o ochranny
mechanismus. Tuto mezifdzovou odezvu organizmu hostitele [25] zptisobuji kovy, keramiky
a vétsina polymerd.

I u biologicky nete¢nych keramik, jako jsou oxid zirkoni€ity nebo hlinity, organismus na
jejich rozhrani také vytvofi tato pouzdra. TlouStka vazivové vrstvy zdvisi na faktorech
uvedenych v tabulce 2.1.

Tabulka 2. 1 Faktory ovliviiujici odezvu na rozhrani implantat - tkan [25]

Strana tkané [| Strana implantatu
Druh tkéné Slozeni implantatu

Zdravi tkané Faze v implantatu
Stari tkané Féze hranic

Cirkulace krve ve tkani || Povrchova morfologie
Cirkulace krve na rozhrani Porozita povrchu
Pohyb na rozhrani Chemické reakce
Mechanické zatiZeni Mechanické zatizeni

Chemicka stabilita oxidt hlinitého a zirkonicitého zplisobuje, ze mezifazova vazivova
vrstva je velmi slabd. Materidly chemicky reaktivnéj$i, jako kovy vytvareji mnohem silngjsi
mezifazové vrstvy nez keramiky.

Mechanismus piipojeni tkdné k implantatu, pfimo souvisi sodezvou tkdné¢ na
implanta¢nim rozhrani. Podle typu odezvy délime biokeramické materidly do Ctyf skupin

uvedenych v tabulce 2.2.

Tabulka 2.2 Typy tkanovych pfipojeni k biokeramickym implantatim [25]

Druh implantatu || Druh pfipojeni \ Priklad

(1) Témer inertni Mechanické spojent Al,O3, ZrO,

(2) Porézn Vrﬁgténi ‘Fkéné do pori HA, HA povlakované
(Biologicka fixace) porézni kovy

(3) Bioaktivni Mezifé;ové yazba s tkanémi . Bi.oaktivni skla ‘
(Bioaktivni fixace) Bioaktivni sklokeramika

(4) Vstiebatelné Nahrazeny tkdnémi TCP, Bioaktivni skla
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Obr. 2.1 Spektrum bioaktivit pro ruzné biokeramické implantaty: relativni pomér bioreaktivity a Casové
zavislosti formace vazby kosti na rozhrani implantatu.((A) 45S5 Bioglass®, (B) KGS Cerevital®, (C) 5554.3
Bioglass”, (D) A/W sklokeramika, (E) HA, (F) KGX Cerevital® and (G) Al,0;-Si;Ny) (Pievzato z L. L. Hench,
,, Bioceramic: From Concept to Clinic,“J. Amer. Ceram. Soc., 74 (1991) 1487-570)

Relativni chemicka aktivita riznych keramik je porovnéna na obr. 2.1. Tato aktivita ma
vztah k tvorbé mezifazové vazby implantatu s kosti. Typ (1) je téméf neteny, implantat
netvoii vazbu s kosti (je pouze zapouzdien). Typ (2) je porézni implantat, ktery tvoii
mechanickou vazbu s kosti vristdnim do poért. Typ (3) je bioaktivni implantat, ktery tvori
vazbu s kosti diky biochemickym reakcim na rozhrani. Typ (4) je vstiebatelny implantat,
ktery je nahrazen kostni tkani. Relativni troven reaktivity implantatu také ovliviiuje
tloustku mezifazové vrstvy mezi materidlem a tkani [25].

Implantaty typu (1), (Al,O3 a ZrO,) jsou téméf netecné a tvoii nepfilnavou vlaknitou
vrstvu na svém rozhrani, kterd je velmi tenka. Jsou klinicky uspésné. Protoze jsou, vSak
témef netecné, a vytvorené vazivové pouzdro je pouze nékolik set mikrometr tenké a
muze tak dojit k uvolnéni implantatu, které muze zplsobit frakturu implantatu nebo
ptiléhajici kosti [25].

Typ (2), porézni keramiky a HA povlaky na poréznich kovech snizuji pravdépodobnost
uvolnéni implantatu. Vrlstanim kosti do povrchovych poéri vznika velkd sty¢na plocha
mezi implantitem a télem hostitele. Tuto metodu pfipojeni nazyvame biologicka fixace,
kterd je schopna odolavat komplikovanéj§im tlakovym staviim nez implantaty typu (1).
Existuje pouze jedno omezeni, a to, Ze primér pori musi byt nejméné 100 um, aby mohla
byt vrostld tkén pojivovd zasobena krvi. KdyZ neni velikost pord vyssi nez 100 um,
nedojde k vytvoteni zasobovaci cévni tkan€. Pokud se implantit pohybuje vzhledem ke
svému umisténi, mize dojit k odfiznuti bunék a tim k jejich smrti, zdnétim a zniceni
mezifazové stability. Kdyz nema porézni kovovy implantat s velkou sty¢nou plochou
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s tkani biokeramicky povlak (napt. HA), mize vzniknout ohnisko koroze a uvoliovani
Povlakovany porézni kovovy material HA snizuje toto nebezpeCi a zaroven urychluje
vrastani kosti do pért. Tyto povlaky se vSak Casem v organismu rozpusti a dochéazi ke
snizeni meze pevnosti tohoto rozhrani [25].

Vstiebatelné implantaty typu (4) jsou navrzené tak, aby se rozpoustély postupné a
nakonec byly nahrazeny pfirozenymi tkanémi. U takovychto implantati neni Zzadna
mezivrstva pojivové tkdné anebo je velmi tenkd. Toto je optimdlni feSeni z hlediska
mezifazovée stability, které vede k regeneraci tkani namisto jejich nahrazeni. Problematické
je splnit pozadavky meze pevnosti, protoze nékteré materialy se rozpousti velmi rychle a
jiné naopak velmi pomalu, coz zavisi na kombinaci vlastnosti materidlu implantati a
sousedicich tkani [25].

Teoreticky zaklad prace

Teoretickym zédkladem mé prace je vyzkum Thomase J. Webstera, jehoz prvni ¢lanek
tykajici se adheze osteoblastli na nanostrukturni keramice pochazi zroku 1999 [26].
Keramické substraty pouzité v této praci byly tfi. Prvni substratem bylo borosilikatové sklo
(referen¢ni vzorek), druhy substrat byl slinuty disk yAl,O3 a tfetim substratem byl slinuty
disk TiO; (10 hm. % rutilu a 90 hm. % anatasu). Po slinuti byly velikosti zrn keramik
mensi nez 100 nm.

Jako testovaci bunécnd osteoblasticka linie byla pouzita primokultura ziskana
z neonatalni krysi lebky. Hodnotila se bunécné adheze v casech 0.5, 1, 2, 4 hodiny, déleni
osteoblastil, velikost kolonie osteoblastl, syntéza alkalické fosfatazy, obsah véapniku
v mimobunééné matrici. Dle vysledkd uvedenych v této praci se u nanozrné keramiky
zlepsily vSechny vysledky biologickych testi.

Dalsi jeho publikace z roku 2000 [27], ma nazev ,,Specifické proteiny zprostredkujici
zvySenou adhezi osteoblastli na nanofazové keramice. Testované materidly (Al,Os3 a
Ti0,), velikost vzorkli a velikosti slinutych zrn byly stejné jako u ptedchoziho ¢lanku.
Novym materidlem zafazenym do testu byl nanocasticovy hydroxyapatit (HA). Byla
pouzita testovaci bunéénd kultura krysi fibroblastoidni linie CRL-1231 a osteoblastoidni
linie ziskana z neonatalni krysi lebky. Pti biologickych testech buné¢né adheze se projevil
ptiznivy vliv nanozrnych Al,Os, TiO, a HA keramik na osteoblastickou bunécnou linii. U
fibroblastoidni linie a endotelidlnich bun€k ptiznivy vliv zaznamenan nebyl. Koncentrace
sledovanych proteinti, albuminu, denaturovaného kolagenu, fibronectinu, vitrovectinu se u
nanozrného Al,O; zvysila. Pouze koncentrace proteinu laminin byla vy$s$i u mikrozrnné
keramiky. Porovndni koncentraci proteinii u mikrostrukturntho a nanostrukturniho
hydroxyapatitu dalo obdobné vysledky jako v pfipadé¢ oxidové keramiky Al,Oj;.
Mikrostrukturni HA dosahoval vyssi koncentrace pouze u albuminu a lamininu.

Prace publikovana roku 2000 ma nazev ,,Rozsifené funkce osteoblastli na nanofazové
keramice®. [28]. Cilem této prace bylo studium bioaktivity osteoblastické primokultury,
kterd byla ziskana z neonatalni krysi lebky. Testovaci vzorky materidlt Al,O3, TiO, a HA
byly totozné s predchozimi pracemi tohoto autora. Hodnotilo se zde déleni osteoblastil a
bylo dosazeno lepsich vysledkil u nanokeramik oproti konvenénim keramikam. Dale se
zjisStovala plocha dilatovanych bunék. V dilata¢nim testu bunék lepSich vysledk dosahly
mikrostrukturni materialy. V testu alkalické fosfatazy byly osteoblasty kultivovany 7 dni a
jako kontrola slouzila 14 denni kultivace na borosilikdtovém skle. NejvysSich hodnot
alkalické fosfatazy bylo dosazeno u nanokrystalickych materiala. Déle byl na testovanych
materidlech proveden test depozice vapniku (Ca). Kultivace trvala 14 dni a depozitované
Ca bylo detekovano pouze na nano Al,O3 keramice.



Dalsi publikace z roku 2001 [29] ma nazev ,,Rozsifena funkce osteoklastickych bun¢k
na nanofiazové keramice”. Pouzité testovaci materialy jsou totozné jako v predchozich
pracich, a to nanocasticové Al,O3 a HA. K testovani byla pouzita bunécna primokultura
ziskana z krysiho morku. U biologickych testi se hodnotila tzv. TRAP (Tartare Rezistant
Acid Phosphatase) aktivita. U mikrokrystalickych materiali nebyla TRAP aktivita zjiSténa,
kdezto u nanofazovych materialti ano. Dale byla srovnavéna resorp¢ni aktivita bunck a
jako referencni materidl byly pouzity platky odumfielé kosti. I pfi tomto testu bylo
dosazeno lepsich vysledkli u nanostrukturni nez u mikrostrukturni keramiky.

Prace z roku 2002 [30] ma ndzev ,,Dé€leni osteoblastii a chondrocyt za ptfitomnosti
nanocastic Al,O3 a TiO,“ a zabyva se vlivem nanocastic Al,O3, TiO;, na osteoblastické
buitkky CRL - 11372. Tyto nanocastice (Al,O3, TiO,) mohou vznikat opotiebenim pii
vzajemném kontaktu napt. kloubni hlavice a kloubni jamky. K testovani byly pouzity
castice Al,O3 (23 nm) a TiO2 (32 nm) na substratech z borosilikatového skla, které bylo
naleptano na povrchu IN NaOH po jednu hodinu. Bunky na tomto substratu byly
kultivovany v Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM mediu) a po 42 hodinach bylo
vymeénéno kultivacni medium a pfidany nanocastice v koncentracich 10000, 1000 a 100 pg
Al,03 a TiO; / ml. Dilatace bun¢k byla hodnocena po 2 a 6 hodinach. Vysledkem bylo
zjisténi, ze se nepodafiilo 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, kterd je zaméfena na ziskdni novych a prohloubeni dosud publikovanych
poznatktli pfedevsim v oblasti bioaktivity na oxidovych nanokeramickych materialech, a to
vrstev 1 objemovych materiala.

Urcitou 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 (bunécné dilatace a adherence) jsou pouzivany jako pocatecni
testy biokompatibility materidlti. Nevyhodou je, ze kazd4d zkuSebni metoda in-vitro je
pouzitelnd jen pro jeden typ nechténé reakce. Napiiklad test dfefi/dentin urcuje
kompatibilitu materidlu s deni a dentinem (mistni reakce), nemize ale vyloucit moznou
alergickou reakci organismu. Navic jednotlivé zkuSebni metody jen pfiblizné popisuji nebo
dokumentuji nechténou reakci organismu. Podobn¢ kultivacni testy bunék jsou schopny
zjistit jen vliv materialu na izolované bunky a tyto vysledky nelze piimo pievést na
pacienty. Avsak tyto kultivac¢ni testy mohou pomoci vysvétlit mechanismy nechténych
reakci organismu. Proto jsou uzivany jako pocatecni testy biokompatibility materiali.
DalSim krokem jsou klinické testy, které jsou provadény na laboratornich zvitatech. Tyto
zviteci modely ndm poskytuji nejlep§i moznou simulaci reakce organismu na dany
material. Pro ureni nechténych reakci se pouzivaji mens$i laboratorni zvifata - krysy a
morcata. Poté se prechdzi na vétsi laboratorni zvitata - psy a primaty. Je nutné dosahnout
co nejvyssiho poctu podobnych reakei organismu, aby bylo mozné tyto vysledky prevést
na ¢loveka [31].

Naésledujici biologické testy jako jsou ALP, TRAP, a urovani mnozstvi lamininu a
Albuminu a depozice Ca. Tyto metody piesn€ji popisuji probihajici procesy bunécéného
déleni, dilatace, adheze osteoblastoidnich bun¢k nez testy bunééné dilatace a adherence.

Zvysena hladina alkalické fosfatazy (ALP) je vedlejsSim produktem Cinnosti
osteoblast, jako je adherence, dilatace ¢i diferenciace.

TRAP (Tartare Resistance Acid) umoziuje osteoklastim migraci a dalSi resorpci.
Pokud je ptitomnd, znaci to, ze probiha aktivace a mnoZzeni osteoblast.

Lamininy jsou hlavni bilkoviny v bazalni membrané, ovliviiuji bunééné déleni,
migraci, adhezi bunék.



Albumin je protein, ktery je oznacovan za molekularni taxi, tj. nosi¢ molekul s nizkou
rozpustnosti ve vod¢, jako napi. Ca. Reguluje také osmoticky tlak v krevnim ob¢hu.

Zvysena depozice Ca znali, Ze probiha tvorba novych kostnich tkani, ve kterych je
hojné obsazen.

Byly vybrany testy cytotoxicity in-vitro, které plné¢ dostacuji v pocateCni fazi
biologickych testli novych materialii. Biologické testy byly provadény dle CSN EN ISO
10993. VsSechny provedené kultivace bunék in-vitro probihaly v MEM (Minimum
Essential Medium) mediu.

Tyto testy se déli [31]:
a) Test inhibice ristu bunék
Provadi se na heteroploidnich (tj. pasdZovatelnych bez omezeni) buitkdch bunéénych
liniich, Gcelem je zjistit toxicitu vyluhu testovaného materidlu. Pokud je zjisténa
toxicita materidlu a pak je material z dalSiho testovani vyloucen.
b) Test dilatace riistu bunék
Hodnoti se mira ovlivnéni schopnosti bun¢k adherovat k testovanému materialu
vyluhem. Coz znamend uchytit se na povrchu a rozsifit své membrany. Tento test
vypovida o schopnosti bun¢k tolerovat vyluh z testovaného materialu.
¢) Test adherence ristu bunék k testovanemu materidalu
Srovnava se adherence bunék na testovaném materialu a na kontrolnim sklicku. To Ze
je adherence na materidlu niz§i nez na kontrole, neznamena toxicitu testovaného
materidlu. Srovnaji se hustoty adherovanych bunék na testovaném materidlu a
kontrolnim skli¢ku, které je umisténo ve stejné kultiva¢ni misce jako vzorek.
d) Test tolerance materialu bunkami
Hodnoti se mezera mezi dilatovanymi buiikami a testovanym materidlem po 5 dnech
kultivace (vznik toxické zony). Pokud je vétsi nez stonasobek velikosti dilatované
buriky, je material hodnocen jako netolerantni.



3. CiL PRACE

Disertacni prace je zamétfena na pripravu a studium bioaktivnich keramickych materialti a
povlaki. Jejim hlavnim cilem je prostudovat a popsat vliv chemického slozeni a morfologie
objemovych keramik na bazi Al,O3, ZrO,, HA a povrchu povlakl a na biologickou aktivitu
modelovych tkanovych kultur. Hlavni pozornost je zaméfena na interakci tkanovych kultur
s mikro- a zejména nanostrukturnimi keramikami.

Dil¢i cile préace:

a) priprava objemovych keramik s fizenou velikosti zrn (od nano po mikro) z materialt:
Al,Oj3; ZrO;; vrstevnaty kompozit Al,O3 % ZrO,

b) biologické in-vitro testy cytokompatibility pfipravenych objemovych keramik,
vrstevnatych kompozitl a lepenych keramickych kompozit

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

d) optimalizace technologie nanaSeni vodni suspenze na substrat pomoci ultrazvukové
sprejovaci hlavice

e) optimalizace podminek slinovaciho procesu nanoc¢ésticového ZrO; povlaku
v zavislosti na pouzitém substratu

f) biologické in-vitro testy cytokompatibility nanostrukturnich povlakt

g) korelace bioaktivniho chovani se strukturou a chemickym slozenim



4. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni &ast prace byla realizovana na Ustavu materialovych véd a inzenyrstvi na
FSI VUT v Brné¢, ve Stomatologickém vyzkumném centru - Biologické laboratoti Lékaiské
fakulty Masarykovy univerzity v Brng, v Ustavu histologie a embryologie Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzité v Brng, Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR, v.v.i. Nové
Hrady a u spole¢nosti TESCAN a.s. se sidlem v Brn¢.

4.1 Materialy

4.1.1 Objemové keramiky a kompozity
Pro testy biologické aktivity byly pfipraveny keramiky objemové (zahrnujici vrstevnaté

kompozity) a keramiky s nanocasticovym povlakem. Materidly a jejich specifikace jsou

shrnuty v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1 Pouzité keramické prasky pro zhotoveni keramickych vzork

Nazev

Material

Vyrobce

Velikost ¢astic

(metoda)
ZrO; 1,5 mol. 71O, dopované 7,53 nm
% Y0, 1.5mol. % Y,0; | o1 VUT-OkaP-UMVI (BET analyza)
ZrO, dopované 8,49 nm
E52 3 mol. % Y405 FSI VUT - OkaP - UMVI (BET analyza)
71O, dopované 60 nm
TZ-3YB 3 mol. % Y,O; Tosoh (Japonsko) (neuvedeno)
ZrO; dopované 140 nm
TZ-8YSB 3 mol. % Y,0; Tosoh (Japonsko) (neuvedeno)
HWY 5.55D ZrO, dopované Guang Dong Huawang 0,5+0,2 pm
] 3 mol. % Y,03 Zirconium Materials Co. Ltd. (BET analyza)
HWY-N-13.5 ZrO, dopované Guang Dong Huawang 8,49 nm
’ 3 mol. % Y,03 Zirconium Materials Co. Ltd. (BET analyza)
. 0,2+0,1 pm
TM-DAR Al,O3 Taimicron (Japonsko) (BET anal{za)
. 0,2+ 0,05 um
DS - 90N Al O3 Taimicron (Japonsko) (BET analyza)
MARTOXID ALO Martinswerk GmbH velikost granuli
KMS 99 23 (Némecko) 150pum
. velikost
Hydroxyapatit FLUKA, SIGMA- o
21223 Cas(PO4);OH ALDRICH (USA) aglomeratii 11,48 um
(neuvedeno)
Reynolds, Malakof Ind., 0,55 um
eIt AlOs (USA) (neuvedeno)
ZrO; dopované 60 nm
TZ-Y3S-E 3 mol. % Y,05 Tosoh (Japonsko) S
Taimicron Al,O3 Taimicron (Japonsko) AL i
(neuvedeno)
ZrO; dopované 60 nm
TZ-Y3S-E 3 mol. % Y,0s Tosoh (Japonsko) e—"
Pozn.:

Microlaminate Oxyde Composite Ceramic - MLOCCvl
Microlaminate Oxyde Composite Ceramic - MLOCCv?2




4.1.2 Povlakované materialy
Materialy, které byly pouzity pro naneseni povlakli ZrO; o rozmérech 6x6 a 10x10 mm:
- Al,03 TM-DAR
- ZrO0, TZ-3YB
Jejich specifikace je uvedena v tabulce 4.1.
Zkusebni materidly pro optimalizaci technologie tvorby nanokrystalick¢ho povlaku ZrO,
byly pouzity tyto materialy:
—  kiemicité sklo (15 hm. % Na,O, 5 hm. % CaO, 80 hm. % Si0O,) (Merci s.r.o. Ceska
republika), podlozni skli¢ko pro svételnou mikroskopii
—  kfemenné sklo 100 hm. % SiO, (STROZA s.r.0., Ceska republika)
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 kultivaénim testim byly vyuzity tfi sbirkové bunécné testovaci
linie. Prvni bunécnd linie byla lidska epitelidlni linie HeLa (kozni a slizni¢ni buiniky), druha
byla mysi fibroblastoidni linie [27, 33, 34, 35, 36] L929 [37, 38](buiiky vazivové tkan¢) a treti
byla lidska osteoblastoidni [27, 28, 29, 30, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,49, 50, 52, 53,
54, 55] linie MG63 [27, 28, 29, 30, 39,40,41,42,43,44, 56, 57](kostni buiiky).

4.2 Postupy

4.2.1 Priprava objemovych keramik a kompozitu
Lisovani objemovych keramik

ZkuSebni objemové keramiky TZ-3YB, TZ-8YSB (navazka 8g, lisovaci tlak 30 MPa 1) a
TM-DAR, KMS99 (navazka 6g, lisovaci tlak 25 MPa 1) byly lisovany na uniaxialnim lisu a
na biaxialnim lisu CJC 50 (Rakovnické Tvafeci Stroje, s.r.o., Ceska republika). Keramiky
71O, TZ-3YB; ZrO; HWY-N-13,5; ZrO, HWY 5,55SD; Al,0O3 KMS 99 a HA FLUKA byly
lisovany tlakem SMPa T (nasypna vyska 5.9 mm).

Elektroforeticky proces

Elektroforetickym procesem, ktery vyuzivad schopnosti nabitych keramickych ¢astic
v koloidni suspenzi usazovat se na elektrodé za ptsobeni elektrického pole. Byly zhotoveny
vrstevnaté keramické kompozity MLOCCvl, MLOOCv2 a objemova keramika ZrO,
s 3 mol. % Y,0; - E52 [32].

Slinovani objemovych keramik

Vsechny objemové keramiky byly slinovany v superkantalové peci Nabertherm HTO08/17
slinovacimi procesy které jsou uvedeny v tabulce 4.2. Rychlost ohfevu keramik byla u vSech
keramik stejnd 5°C/min a stejné tak rychlost chladnuti v peci 25°C.
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Tabulka 4.2 Slinovaci cykly objemovych keramik

. Teplota Vydrz na teploté
Keramika [(I,) C] y [hod] p

ZrO; 1,5 mol % Y,0 1100 4
E52 1500 2

TZ-3YB 1400, 1600 2,10
TZ-8YSB 1600 10
HWY 5,5SD 1600 10

HWY-N-13,5 1600, 1400-1290 10, 15

TM-DAR 1350, 1500 1,10
DS-90N 1350 1

MARTOXID KMS 99 1550 2,10
HA 1150 2
MLOCCv1 1500 2
MLOCCv2 1500 2

Tepelné leptani objemovych keramik

Objemové keramiky byly leptany ke zvyraznéni hranic zrn. Teploty tepelného leptani a
vydrze na teploté jednotlivych keramik jsou uvedeny v tabulce 4.3. Rychlost nartstu teploty u
vzorkl a jeji pokles byl stejny jako u slinovaciho procesu.

Tabulka 4.3 Teploty tepelného leptani a doba vydrze objemovych keramik na teploté

Keramika Teplota | Vydrz na teplote
[°C] [min]

ZrO; 1,5 mol % Y,0O 1100 5
E52 1300 5
TZ-3YB 1300 5
TZ-8YSB 1300 5
HWY 5,5SD 1300 5
HWY-N-13,5 1300 5
TM-DAR 1300 5
DS-90N 1300 5
MARTOXID KMS 99 || 1300, 1450 5
HA 1100 5
MLOCCv1 1300 5
MLOCCv2 1300 5
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4.2.2 Priprava povlakovanych materialt
Piiprava vodné suspenze nano ZrO; - E52

K vytvareni nanokrystalickych povlakt byly pouzity dvé koloidni vodné suspenze, které se
jednu hodinu mlely v kulovém mlyné (Fritsch, Némecko) se zirkoniovymi koulemi.
Suspenze 1 - byla slozena ze 100 ml destilované vody, 25g nanocasticového prasku ZrO,
stabilizovaného 3 mol. % Y,0O3 (syntetizovany na OKaP, UMVI s oznacenim - E52), 0,25g
Dolapixu 64CE. Suspenze 2 byla slozena ze 100 ml destilované vody; 12,5g nanoc¢asticového
ZrO, (stabilizovany 3 mol. % Y,0O;3 syntetizovany na OKaP, UMVI s oznafenim E52);
0,125g Dolapixu 64CE.

Vytvaieni nano povlakii ZrO,

Nanokrystalické povlaky byly zhotoveny sprejovanim koloidni vodné ZrO, suspenze na
slinuté keramické substraty. K tomuto sprejovani bylo pouzito zatfizeni pro 3D depozici GFM
4433 i-sel (Némecko), které bylo vybaveno ultrazvukovou sprejovaci hlavici vytvéatejici spray
s velikosti kapek 18 az 68 um. K hlavici byl pfipojen Sirokopasmovy ultrazvukovy generator
SONO-TEK (USA).

Slinovani nano povlakii ZrO,

Substraty pro nanokrystalické povlaky byly zihdny v peci pii teploté¢ 800°C s vydrzi 2
hodiny na teploté (1 3°C/min., ochlazeni v peci) a poté byly slinuty pfi teplotaich 1400°C
(Z1)/2 hod.), 1350°C (A1)/1 hod. (1 5°C/min, ochlazeni v peci | 10°C/min.

Nanokrystalické povlaky byly v muflové peci LM 212.11 slinovany pfi teploté¢ 800°C/2h
(1 3°C/min, ochlazeni v peci).

Ptehled vSech zhotovenych nanokrystalickych povlakii ZrO; je uveden na obrazku (Obr.
4.1).

12



Puvodm

l

ml

m“‘<

JL_-‘_-

400333030344

e e ||

! E EEE

‘A
‘3

Obr. 4.1 Piehled vSech zhotovenych povlakovanych materialt

Déleni vzorkit a uprava povrchu

i
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200-500

200-500

200-500

200-300
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Slinuté disky Al,O; a ZrO, byly roziezany na c¢tvercové vzorky 6 X 6 mm pomoc
vysokootackové rucni frézky DREMEL 300 (Némecko) s diamantovym kotouckem.
Kiemicité, kiemenné sklo a HA byly fezany pomoci diamantového noze. Elektroforeticky
zhotovené kompozity MLOCCv1l, MLOCCv2 byly d€leny na stroji Accutom 50 (Struers,
Dénsko). Nafezané vzorky byly brouseny a lestény na stroji TegraPol -25 (Struers, Dansko).
Poté byly rozdéleny na dvé poloviny a jedna polovina byla ponechana v lesténém stavu a

druhé byla tepelné leptana.
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Vytvoieni keramickych lepenych kompozitit

Lepené keramické kompozity byly vytvofeny slepenim dvojic keramik ZrO, a Al,O;
samopolymerujici adhezivni pryskyfici SPOFACRYL" (SpofaDental a.s., Ceska Republika),
kterd je samo bioinertni a odolava teploté¢ 150°C pii niz jsou vzorky pied kazdymi
biologickymi testy sterilizovany.

4.2.3 Analytické metody k uréeni mechanickych vlastnosti

Stanoveni hustoty

Hustota keramickych vzorka byla stanovena pomoci Archimedovy metody vazenim ve
vodé CSN EN 993-1. Pro vypolet byly pouzity nasledujici teoretické hustoty. ZrO,
6,08 g/cm’; Al,03 3,99 g/em’; HA 3,16 g/em’.

Stanoveni povrchové drsnosti keramickych substrati

Plosna povrchova drsnost Ra (aritmetickd stfedni vySka) keramickych substratii byla
urcena analyzou vysSkového obrazu ziskaného na laserovém konfokalnim mikroskopu
Olympus LEXT OLS 3100 (Japonsko). U analyzy drsnosti mikroskopické oblasti s pouzitim
vyskového obrazu laserového mikroskopu je obtizné dodrzovat pozadavky stanovené ISO
CSN 1302:1992 [58]. Proto se provadi vypolet parametrii nize popsanym zpiisobem
(Obr. 4.2). Mezni vinova délka je nastavend jako 1/3 az 1/50 Sitky zorného pole obrazu.
Vyhodnocovana délka je Sitka zorného pole obrazu. Referen¢ni délka /r je 1/3 oblasti daného
sttedu fezu (ale v pfipad¢ kiivky profilu shodnd s vyhodnocovanou délkou). Oznaceni
aritmetické stfedni vysky: SRa aritmeticka stfedni vyska drsnosti, SPa aritmetickd stfedni
vyska zakiivené plochy profilu, stfedni absolutni hodnota f'(x, y) v obrysové zakiivené plose.
Stfedni aritmeticka drsnost plochy je potom uréena vypoctem z rovnice (1)

1 M (L
SRa,SPa = ﬁfo Jo 1f e, y)| dxdy (1)

kde L je délka ve sméru X obrysové zaktivené plochy, M je délka ve sméru Y obrysové
zakiivené plochy a zakiivena plocha profiluy = f (x, y).

Ra

AWM

Refarenéni délka [

Obr. 4.2 Aritmeticka stiedni vyska kiivky drsnosti [58]

Povrchova analyza neslinutych a slinutych nanokrystalickych povlakii a slinutych
objemovych keramik

Po nastiiku byly povlaky hodnoceny na stereomikroskopu Nikon 102 (Nikon, Japonsko)
vybaveném digitalnim fotoapardtem Nikon D50. Nanokrystalické povlaky byly slinuty a
znovu zkontrolovany na stereomikroskopu. Slinuté vyhovujici povlaky byly hodnoceny na
REM Tescan VEGA TS 5136XM (Tescan, Ceskd republika) (vybaven wolframovym
vlaknem) a REM Tescan MIRA LMU (Tescan, Ceska republika) (vybaven Schottkyho
katodou).
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Charakterizace velikosti zrn slinutych keramickych materidli byla provedena pomoci
mikrosnimkdt REM Tescan MIRA 3 LMU(vybaven Schottkyho katodou) a 0o AFM NT-MDT
Prima (Ruské federace). Distribuce velikosti zrn byla provedena pomoci software obrazové
analyzy od firmy Olympus.

Test soudrinosti nanostrukturniho povlaku se substrdatem

Soudrznost slinutého nanostrukturniho povlaku se substratem byla hodnocena pomoci
indentacnich zkousek na tvrdoméru Vickers Leco LV 700L (USA) provedenymi zatéznymi
silami 1, 5, 10, 20 a 30 kg s dobou zatizeni 15 vtefin. Zkouska tvrdosti byla provedena
v souladu s CSN - EN ISO 6507-1. Nehodnotila se vsak délka uhlopii¢ek vtisku indentaéniho
télesa potfebnd kureni HV tvrdosti materidlu, ale pomoci REM byly zhotoveny
mikrofotografie vtiskli 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. Vsechny provedené kultivace
bunék in-vitro probihaly v MEM (Minimum Essential Medium) mediu.

K hodnoceni biologickych vlastnosti keramiky byly vybrany testy dilatace bunék a
adherence bun¢k. Z testl dilatace bunék Ize urcit jak inhibici rastu, tak toleranci materialu
buiikami, tj. zdali vznika toxickd zdéna, nebo ne. Pomoci testi adherence neboli hustoty
pokryvu materialti buiikami byla ur€ovana plocha pokryvu materialu dilatovanymi bunikami.
Jako srovnavaci material byla pouzita keramika zndma 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
snormou CSN EN ISO 10993-3 ¢lanek 8.2. Na podatku kultivace in-vitro byla Dle T. J.
Webstera [28] zvolena hustota bun&k 2500 na cm®. Tento po&et byl uréen pomoci Biirkerovy
komurky (Obr. 4.3). Uréeni celkového poc¢tu bunék bylo uréeno podle rovnice (2).

Pocet bunék v1ml = (N;y + N, + N3 + - +N,3) X 10000 (2)

Kde N;-Nj; je pocet bunék ve velkém ¢tverci 1 - 23.

Obr. 4.3 Velké ¢tverce s burikami osteoblastoidni linie MG63 v Biirkerové komurce

Béhem 24 hodin kultivace in-vitro bylo sniméno v dvouminutovych intervalech rozhrani
testovany material - EMEM. Bunécna dilatace byla vyhodnocena ze snimkt ziskanych
pomoci svételného mikroskopu Nikon Eclipse TE-200 (Nikon, Japonsko) a softwaru NIS
Elemets AR (Laboratory Imaging, s.r.o., Ceskd republika). Dilatované buitky byly pevné
uchyceny a rozprostfeny na povrchu polystyrenové (PS) kultivaéni misky. Nedilatované
buiiky byly sbalené a neptichycené k povrchu kultivaéni misky. Na snimku ze svételného
mikroskopu modré body oznaCovaly dilatované builky a rGzové body ty, které nebyly
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dilatovany (Obr. 4.4). Hodnota dilatace urcuje procentualni podil poctu dilatovanych bunck ze
vSech bun¢k podle rovnice (3).

I - § I
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Ena-"::#.-wx.kqnz jimfiie J LS (=

e :\'!. T- AL 2 b SNy
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i 1 dno kultlvacnl PS mlsky
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br. 4.4 Software obrazové analyzy ImagelJ s pluginem Cell Counter k vypoctu bunééné dilatace
Type 2 — dilatované buiky

Type 4 — nedilatované bunky

100 X pocet dilatovanych bunék na snimku

Di &k = ”
ilatace bunék Celkovy pocet bunék na snimku %] (3)

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

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

Zkousky na cytotoxicitu extraktu béhem 72 hodinové kultivace byly provadény v souladu
s normou CSN EN ISO 10993-3 ¢lanek 8.2. Stejny podet bungk tj. 2500 na cm?® byl pouZit u
72 hodinové kultivace in-vitro bunéénych linii HelLa, L929 a MG63. Po dokonceni 72
hodinové kultivace in-vitro bylo kultivaéni EMEM médium od vzorku odsato vodni pipetou a
vzorky oplachnuty v PBS pufru. Poté byly vzorky vloZzeny do 50 obj. % etanolu, kde byly
ponechény 10 minut. Tento krok se opakoval s ethanolem o koncentraci 60 obj. %; 70 obj. %;
80 obj. %; 90 obj. %; 96 obj. %; 99,5 obj. %. Vzorky v absolutnim alkoholu byly vysuSeny
pomoci metody Critical Point Drying (CPD) v piistroji Balzers CPD 030 (BalTec
Maschinenbau AG., Svycarsko), ve kterém byl za zvyseného tlaku a sniZené teploty etanol
nahrazen tekutym CO,, ktery byl nasledné zvySenim teploty zplynén. Takto vysuSené vzorky
byly vyfotografovany REM Tescan VEGA TS 5136XM, ktery pracoval pii nizkém vakuu, a
proto nebylo tfeba vzorky naprasovat zlatem.

Hodnoceni plochy pokryté dilatovanymi buiikami

Zkousky na cytotoxicitu piimym kontaktem byly provadény v souladu s normou CSN EN
ISO 10993-3 clanek 8.3. Pro in-vitro kultivaci osteoblastoidnich bunék na povrchu
objemovych keramik bylo pouZito stejného po&tu bun&k, tj. 2500 na cm” [28]. Doba kultivace
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osteoblastoidni line MG63 byla 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 hodin. Poté byly vzorky oplachnuty v PBS
pufru a tiikrdt v 0,1 M fosfaitovém pufru a nasledovalo dvoustupiiové obarveni bunck
dilatovanych na povrchu pro potieby svételné mikroskopie. Toto barveni bylo provadéno ve
dvou krocich. Prvnim krokem bylo barveni bun¢k May-Griinwaldem (M-G). Druhym krokem
bylo barveni bun¢k Giemsa-Romanovskim (G-R).

Takto obarvené buiky byly vyfotografovany na kazdém vzorku na péti mistech svételnym
mikroskopem s osvétlenim objektivem Padim RTL (Intraco Micro spol. s.r.o., Ceska
republika). Na snimcich byla provedena obrazova analyza v programu NIS Elements Ar. Pfi
znamém rozliSeni snimka z mikroskopu Padim RTL byl celkovy pocet pixelt vzat jako 100 %
plochy. Ru¢né byly oznaceny plochy vSech dilatovanych bunék, ty byly secteny a tak byla
ziskana jejich celkova plocha v pixelech. Vypocet plochy pokryti povrchu keramického
substratu dilatovanymi butikami byl proveden podle rovnice (4).

v 100xplocha dilatovanych bunék
Plocha pokryvu bunék = 4 4 [

%] (4)

Celkova plocha snimku

Chyba stanoveni velikosti pokryvu povrchu dilatovanymi bunkami byla stanovena z 5
opakovanych méfeni 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 slozend ze slinutych zrn, jejichz morfologie (velikost, rozloZeni,

tvar,...) je stejna uvniti keramického télesa i na jeho povrchu. Struktura keramiky 1
morfologie zavisi pfedev§im na vlastnostech vstupnich surovin, konsolidaci keramickych
¢astic pred tvarovanim, technologickych podminkach tvarovani a slinovani. Prvnim cilem
préace byla ptiprava objemovych keramik z Al,O3, ZrO, a HA s poZadovanou velikosti zrn a
to. Priprava keramiky slozené z nanozrn (velikosti 10 + 100 nm), submikrozn (velikost 100 +
500 nm) a mikrozrn (o velikosti 500 nm + 15 um). V pribéhu slinovani vSak dochazi nejen
k zhutnéni keramickych Castic a k vzniku zrnité keramické struktury, ale soucasné i k riistu
velikosti ¢astic, resp. zrn. Rychlost ristu velikosti zrn zavisi nejen na teploté a dob¢ slinovani,
ale také (vyrazn€) na chemickém slozeni keramického prasku [59]. Rychlost ristu zrn Al,O3
je vetsi nez rychlost ristu zrn ZrO; [59]. Rist zrn zpisobuje problémy piedevsim pii ptiprave
nanostrukturni (nanozrnné) keramiky, protoZze musi byt k jeji pfipravé pouzity nanoc¢astice o
velikosti kolem 10 nm. Tvarovani tak malych nanocastic i jejich slinovani na hutnou
keramiku s minimalnim obsahem defektli je velmi obtizné a nanostrukturni keramiky pak
obsahuje i submikrometrova zrna.
U vSech ptipravenych objemovych keramik byla studovana morfologie jejich povrchi,
drsnost povrchll a velikost zrn v tabulce 5.1 je uvedeno oznaceni vzorkl. Nasledné byly
provedeny biologické in-vitro testy adherence bunék epitelidlni, fibroblastoidni a
osteoblastoidni linie na povrsich studovanych keramik.

Keramika Z1 dopovand 3 mol. % Y,0;

Po slinuti ,,syrového télesa® pii teplot¢ 1400°C/2hod. byla dosazena relativni hustota
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.

0.32 pm

|
SEREES 1 D0 R W L e LMITAR TEGCAN

‘ww g DB¥Rpwm Owi BE L= e
mnmn
Obr. 5.1 Mikrofotografie REM povrchu Obr. 5.2 Mikrofotografie AFM povrchu keramiky
keramiky Z1 stabilizované 3 mol. % Z.1 stabilizované 3 mol. % Y,0;
Y203

Pomoci mikrofotografii 5.1 a 5.2 byla provedena obrazova analyza, kterda 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,O;

Distribuce velikost zrn ma bimodalni charakter. Maxima lezi pii 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 nezZ nekonsolidované Castice a vytvarely jemnozrngjsi
keramiku nez dva nésledujici ZrO, prasky o sttedni velikosti ¢astic 7,5 nm a 8,5 nm. Tvar
slinutych zrn byl kulovity a hranice zrn neobsahovaly Zadné pory.

Na ZrO, keramice byla urena plosna aritmetickd povrchova drsnost SRa a to jak na
lesténém tak i na leptaném vzorku. U lesténého vzorku byla namétena hodnota SRa 0,036 um
a u tepelné leptaného 0,086 pm. Tepelnym leptanim se tedy drsnost povrchu ZrO, zvysila
vice nez 2.5x. Profil drsnosti povrchil je uveden na obrazcich 5.4 a 5.5.
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St SRa 0,036 pm - SRa 0,086 um

Obr. 5.4 Aritmetickd stfedni vyska drsnosti Obr. 5.5 Aritmetickd stfedni vyska drsnosti
lesténé ZrO, keramiky tepelné leptané ZrO,

Keramika Z2 dopovana 1,5 mol. % Y;0;

Po slinuti ,, syrového télesa“ pii teploté 1100°C/4hod. byla dosazena relativni hustota 99 %
t.h.. Morfologie povrchu keramiky (zvyraznéné tepelnym leptanim) je vidét na obrazku 5.6 a
5.7. Ob¢ mikrofotografie (REM 1 AFM) dobie dokumentuji morfologii povrchu ZrO,
keramiky - velikost zrn 2 nm az 350 nm, pravidelny tvar zrn, vyrazné hranic zrn a malo
zietelné pory.

0,59 prr

1,12 pm

SEM HV-5.00 kY WD: 3.006 mm

View feld: 2.000 o Del: InBeam

Obr. 5.6 Mikrofotografie REM povrchu Z2 Obr. 5.7 Mikrofotogratie AFM povrchu Z2
keramiky stabilizované 1.5 mol. % Y,O3 keramiky stabilizované 1.5 mol. % Y,0;

Pomoci téchto mikrofotografii 5.6 a 5.7 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla
distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.8.
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Obr. 5.8 Distribuce stfedni velikosti zrn Z2 keramiky dopované 1,5 mol. % Y,03

Distribuce velikosti zrn ma bimodalni charakter. Maxima lezi pii 7,6 nm a 244,1 nm. Je
vidét, ze 16,7 % zrn lezi v oblasti ,,nano* a 83,3 % jsou zrna submikrometrova, jejich cast ma
tvar kulovity a zbytek polygonélni. Vychozi primérna velikost ¢astic keramického prasku
byla 7,5 nm, velikost ¢astic (zrn) se tedy slinovanim zvétsila asi 30x.

Keramika Z3 dopovand 3 mol. % Y,0;

Po slinuti ,,syrového télesa* pii teploté 1500°C/2hod. byla dosazena relativni hustota
99,3 % th.. Morfologie povrchu keramiky po tepelném leptini dokumentuji dvé
mikrofotografie (REM a AFM) uvedené na obrazku 5.9 a 5.10. Zrna jsou oproti piedchozi
keramice vétsi, coz je zpusobeno vyssi slinovaci teplotou a moznd i vy$S§im obsahem Y,Oj;.
Zrna jsou po tepelném leptani polygonalni a maji vyrazné hranice bez defektt a port.
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-0.01 prn

0,53 pm

Obr. 5.9 Mikrofotografie REM povrchu Z3 Obr. 5.10 Mikrofotografie AFM povrchu Z3
keramiky stabilizované 3 mol. % Y,0; keramiky ZrO, stabilizované 3mol. % Y,0;

Pomoci mikrofotografii 5.9 a 5.10 byla provedena obrazovd analyza, ktera poskytla
distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.11.
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Obr. 5.11 Distribuce stiedni velikosti zrn objemové keramiky Z3 dopované 3 mol. % Y,O3

Distribuce velikosti zrn objemové ZrO, keramiky dopované 3 mol. % Y,03 ma bimodalni
charakter. Maxima lezi pii 7,6 nm a 345,3 nm. 13,7 % zrn lezi v oblasti ,,nano* a 86,3 % jsou
zrna submikrometrova. Vychozi velikost ¢astic keramického prasku byla 7,53 nm. Velikost
zrn se v disledku vyss$iho obsahu dopantu Y,Os3 a vyssi slinovaci teploty zvysila asi o tfetinu
oproti ZrO; keramice dopované 1,5 mol. % Y,Oj3 slinuté pii 1100°C/4hod.

Na této keramice byla urcena aritmeticka stfedni vyska drsnosti SRa a to jak na leSténém,
tak 1 na tepelné leptaném vzorku. Dosazend povrchova plosnd drsnost je stejnd jako u
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pfedchozich keramik Z1, Z2 a Z3, ziejm¢ diky stejnému technologickému postupu pii lesténi
a tepelnému leptani. Zaznamy aritmetické sttedni vysky drsnosti jsou uvedeny na obrazcich
54a5.5.

Keramika Z4 dopovana 3 mol. % Y,0;

Po slinuti ,,syrového télesa* pti teploté 1600°C/10hod. byla dosazena relativni hustota 99,1 %
t.h.. Tvar zrn je polygonalni a hranice zrn jsou celistvé bez pori a fedin (viz obr. 5.12).

SEM MV 5.00 kY WD ST ey WERAD TESCAM
Wi Pl 1009 pm Dat: S 8 ym
Print MAG: 838 kx  Dats{middy]): OTAR0

Obr. 5.12 Mikrofotografie REM povrchu keramiky Z4 dopovana 3 mol. % Y,0;

Pomoci mikrofotografie 5.12 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.13.
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Obr. 5.13 Distribuce stiedni velikosti zrn Z4 keramiky dopovana 3 mol. % Y,0;
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Distribuce stiedni velikost zrn méa trimodalni charakter. Maxima lezi pii 15,3 nm; 86,3 nm
a 976,6 nm. 44,4 % zrn je nanometrovych, 47,6 % zrn je submikrometrovych a 8 %
mikrometrovych.

Naméiend plosna povrchova drsnost byla stejnd jako u ptredchozich keramik ZrO,.
Naméiend aritmeticka stiedni vySka drsnosti je uvedena na obrazcich 5.4 a 5.5.

Keramika Z5 dopovand 8 mol. % Y,0;

Pti dvoustupniovém slinovani ,,syrového télesa“ pti teplotach 1440°C/1290°C /15hod. byla
dosazena relativni hustota 95,4 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je
uvedena na obrazku 5.14. U této kubické keramiky jsou zietelné pdry uvniti zrn, které
nezanikly béhem slinovani, nebot’ teplota slinovani i homogenita syrového télesa byly nizké.
Zrna ve struktuie keramiky byla kulovita a polygonalni.

= _Il S . [P W il. L

SEM HV: .00 &V W 5.T48 mm WIRLAD TESCAN
D SE 5
Print BMAG: 8.35 kn  Dabe{midfy}. 0T8O

Obr. 5.14 Mikrofotografie REM povrchu keramiky Z5 stabilizované 8 mol. % Y,O;

Pomoci mikrofotografie 5.14 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.15.
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Obr. 5.15 Distribuce stiedni velikosti zrn objemové keramiky Z5 dopované 8 mol. % Y,O3
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Distribuce stfedni velikosti zrn ma trimodalni charakter. Maxima lezi pii 15,3 nm; 86.3 nm
a 690,5 nm. 38,1 % zrn je nanometrovych, 57,9 % submikrometrovych a 4,0 % jsou zrna
mikrometrova.

Na rozlozeni distribuce zrn této keramiky ma zfejmé vliv vysoky obsah dopantu 8 mol. %
Y,03, ktery zpusobil vyssi rist velikosti zrn. Velky rozdil velikosti zrn mohlo zapficinit
dvoustupiiové slinovani keramiky.

Aritmetickd stfedni vySka drsnosti SRa byla urcena na leSténém i na tepeln¢ leptaném
vzorku. Vzhledem ke stejné technologii pfipravy bylo dosazeno stejnych drsnosti povrchi
jako u predchozich keramik. Profily aritmetické stfedni vysky drsnosti jsou uvedené na
obrazcich 5.4 a 5.5.

Keramika Z6 dopovand 3 mol. % Y,0;

Pii slinovani ,,syrového télesa pii teplot¢ 1600°C/10hod. byla dosaZena relativni hustota
99,8 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je na obrazku 5.16 a 5.17.
Slinuta keramika ma polygonalni tvar zrn a hranice zrn jsou celistvé bez porti a fedin.

1,95 pm

-

SEM HV: 1.00 kV WD 4.904 mm MIRAW TESCAM
View field: 5,417 pm  Det: SE 1pm i

Performance in nanospace n

Obr. 5.16 Mikrofotografie REM povrchu Obr. 5.17 Mikrofotografie AFM povrchu ZrO,
keramiky Z6 stabilizované 3 mol. % Y,O; keramiky Z6 stabilizované 3 mol. % Y,O;

Pomoci mikrofotografii 5.16 a 5.17 byla provedena obrazovéa analyza, kterd poskytla
distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.18.
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Obr. 5.18 Distribuce stfedni velikosti zrn keramiky Z6 3 mol. % Y,O;

Distribuce velikosti zrn mé& bimodalni charakter. Maxima lezi pfi 86,3 nm a 1381,1 nm.
9,9 % zrn lezi v oblasti nano a 90,1 % jsou piedevsim zrna submikrometrova a mikrometrova.
Na distribuci velikosti zrn keramiky je, ve srovnani s piedchozi keramikou, zfetelny posuv do
oblasti mikrometrové keramiky v disledku vyssi teploty slinovani a del$i vydrze na teplotg.

U této keramiky byla ur¢ena aritmetickd stfedni vyska drsnosti SRa a to jak na lesténém
tak 1 na tepelné leptaném vzorku. Naméfené hodnoty byly totozné jako u ptechozich ZrO,
keramik. Tepelnym leptanim se drsnost povrchu ZrO; zvysila vice nez 2,5%.

Keramika Z7 dopovanda 8 mol. % Y,0;

Po slinuti ,,syrového télesa“ pti teplote¢ 1600°C/10hod. byla dosazena relativni hustota
98,12 % t.h.. Tato kubicka keramika méa polygonalni zrna, a ty maji uvnitf zietelné pory, které
vznikly pfi rGstu zrn béhem slinovaciho procesu z pdort na hranicich mensich zrn. Ty se
zvetsily béhem slinovani v dasledku vysoké slinovaci teploty a doby vydrze.

Obr. 5.19 Mikrofotografie REM povrchu keramiky Z7,
stabilizované 8 mol. % Y,0;

SEM HV: 5.00 kV WD: 5.762 mm MIRA3 TESCA
View field: 100.1 pm Det: SE 20 pm
Print MAG: 1.27 kx  Date(m/dly): 07/118/10
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Pomoci mikrofotografie 5.19 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.20.
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Obr. 5.20 Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky Z7 dopované 8 mol. % Y,O3

Z distribuce stfedni velikost zrn je patrné, Ze ma trimodalni charakter. Maxima lezi pfi
61,0 nm; 488,3 nm a 7812,5 nm. Je vidét, ze 8,3 % zrn jsou nanometrova, 64,3 %
submikrometrova a 27,4 % jsou zrna mikrometrova.

Na rozlozeni distribuce zrn této keramiky mél vliv vysoky obsah Y,Os3, ktery zptsobil
vys$si narust velikosti zrn, souvisejici s pfitomnosti kubické faze.

Na této keramice byla ur¢ena aritmeticka stiedni vyska drsnosti SRa, a to jak na lesténém,
tak 1 tepelné leptaném vzorku. Vzhledem ke stejné technologii ptipravy bylo dosazeno
stejnych aritmetickych stiednich vySek drsnosti. Jejich profily jsou uvedeny na obrazcich 5.4
as.5.

Keramika Z8 dopovana 8 mol. % Y,0;

Po slinuti ,,syrového télesa“ pti teploté¢ 1600°C/10h byla dosazena relativni hustota 99,5 %
t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je uvedend na obrazku 5.21 a 5.22.
U této kubické keramiky jsou zietelné poéry uvnitt polygonalnich zrn, které¢ vznikly z pori na
hranicich menSich zrn. Ty zanikly béhem slinovani diky vysoké slinovaci teploté a dlouhé
dobé vydrze.
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Obr. 5.21 Mikrofotografie REM keramiky Z8 Obr. 5.22 Mikrofotografie AFM povrchu
stabilizované 8 mol. % Y,0; keramiky Z8 stabilizované 8 mol. % Y,O;
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Pomoci mikrofotografii 5.21a 5.22 byla provedena obrazovad analyza, ktera poskytla
distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.23.
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Obr. 5.23 Distribuce stiedni velikosti zrn keramiky Z8 dopované 8 mol. % Y ,0j5 slinuté

Distribuce stfedni velikost zrn ma témeéf unimodalni charakter s malou pfimési nanozrn.
Maxima lezi pti 8,63 nm a 3906,3 nm. Je vidét, ze 11,1 % zrn je nanometrovych a 89,9 % je
zrn mikrometrovych.

Na této keramice byla urena plosna aritmetickd stfedni vySka drsnosti SRa a to na
leSténém 1 na tepelné leptaném vzorku. Vzhledem ke stejné technologii ptfipravy bylo
dosazeno stejnych drsnosti povrchi, jako u ptedchozich keramik Profily plosné drsnosti jsou
uvedeny na obrazcich 5.4 a 5.5.
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Keramika Al

Po slinovani ,,syrového télesa* pii teplot¢ 1350°C/lhod. byla dosazena relativni hustota
97,4 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) jsou uvedeny na obrdzcich
5.24 a 5.25. Tvar zrn je polygonalni a na hranicich zrn jsou pory. Nizka relativni hustota a
vyssi obsah porti ukazuji, Ze slinovaci teplota u této Al,O; keramiky byla nizka.

0.0 nA

Obr. 5.24 Mikrofotografie REM povrchu Obr. 5.25 Mikrofotografie AFM povrchu
keramiky Al keramiky Al

Pomoci mikrofotografii 5.24 a 5.25 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla
distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.26.
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Obr. 5.26 Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky Al

29



Distribuce stfedni velikosti zrn ma bimodalni charakter. Maxima lezi pii 15,3 nm a
690,5nm. 124 % zrn je nanometrovych a 87,6 % je zrn submikrometrovych a
mikrometrovych. Aritmeticka stfedni vySka drsnosti SRa na lesténém 1 na tepeln¢ leptaném
vzorku je uvedena na obrazcich 5.27 a 5.28. U lesténého povrchu byla naméfena hodnota
0,037 um a u tepeln¢ leptaného 0,098 um. Tepelnym leptdnim se drsnost povrchu ZrO,
zvysila vice nez 2.6x. Aritmeticka stfedni vyska drsnosti je uvedena na obrazcich 5.27 a 5.28.
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Obr. 5.27 Aritmeticka stiedni vyska drsnosti
lesténé keramiky Al,Os - lestény povrch

Obr. 5.28 Aritmeticka stfedni vyska drsnosti
lesténé keramiky ALO; - tepelné leptany

povrch

Keramika A2

Pti slinovani ,,syrového télesa® pfi teploté 1350°C/1hod. byla dosazena relativni hustota
99,5 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) jsou uvedeny na obrazku
5.29. Zrna jsou polygonalni a jejich velikost je mezi 0,1 az 0,3 pm, hranice zrn jsou celistvé
bez pori.

SEM HV. 5,00 &V
View Fieki: 20.00 um

WD 5958 mm
Det: BEE
Print MAG: 538 kx  Dads{midty}: 0TS0

§ym

Obr. 5.29 Mikrofotografie REM povrchu keramiky A2

Pomoci mikrofotografie 5.29 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.30.
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Obr. 5.30 Distribuce stfedni velikosti zrn keramiky A2

Distribuce stfedni velikosti zrn ma bimodalni charakter. Maxima lezi pti 244,1 nm a
1381,1 nm. 2,5 % zrn je nanometrovych; 77,8 % je zrn submikrometrovych a 19,7 %
mikrometrovych. Na rozlozeni distribuce zrn této keramiky ma vliv vyssi rychlost rlstu
velikosti zrn pii slinovacim procesu nez u ZrO,, jakoz i vychozi velikost ¢astic keramického
prasku 200 nm + 50.

Aritmetickd stfedni vyska drsnosti SRa byla ur¢ena jak na leSténém, tak i na tepelné
leptaném vzorku. Bylo dosazeno stejnych hodnot jako u ptfedchozi keramiky Al. Profily
povrchovych drsnosti povrchil je uveden na obrazcich 5.27 a 5.28.

Keramika A3

Po slinuti ,,syrového télesa® pti teploté¢ 1550°C/2 hod. byla dosaZena relativni hustota 99,7
% t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je uvedena na obrazku 5.31. Zrna
maji heterogenni tvar s riznym pomérem S§itky a délky, na povrchu jsou vidét prohlubné po

Obr. 5.31 Mikrofotografie REM povrchu keramiky
A3

SEM WV 5.00 kY WD 4578 mmy
Wi Fulel: 30,00 gm Dat: BE
Print BAG: 838 kx  Date{midly): 0TH1RN0D




Pomoci mikrofotografie 5.31 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.32.
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Obr. 5.32 Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky A3

Distribuce stfedni velikosti zrn ma unimodalni charakter. Maximum lezi pfi 244,1 nm.
4,5 % je zrn nanometrovych a 77,1 % je zrn submikrometrovych a mikrometrovych 18,4 %.
Na rozloZeni distribuce zrn této keramiky méla zietelny vliv vysoka teplota slinovéani a doba
vydrze na teplotg.

Aritmetickd stfedni vySka drsnosti SRa byla urcena na lesténém 1 na tepelné leptaném
vzorku. Byla stejna jako u predchozich keramik Al a A2. Profily plosnych povrchovych
drsnosti jsou uvedeny na obrazcich 5.27 a 5.28.

Keramika A4

Pti slinovani ,,syrového télesa“ pii teplot€¢ 1500°C/10hod. byla dosazena relativni hustota
98,3 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) jsou uvedeny na obrazku
5.33 a 5.34. Tvar zrn je polygonalni a na hranicich 1 uvnitf zrn ob¢as jsou pory.
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Obr 5.33Mikrofotografie REM povrchu Obr 5.34 Mikrofotografie AFM povrchu keramiky
keramiky A4 A4

Pomoci mikrofotografii 5.33 a 5.34 byla provedena obrazovéa analyza, kterd poskytla
distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.35.
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Obr. 5.35 Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky A4

Distribuce stfedni velikost zrn ma trimodélni charakter. Maxima lezi pifi 43,2 nm;
345,3 nm a 3906,3 nm. 20 % zrn je nanometrovych, 20 % je zrn submikrometrovych a 60 %
mikrometrovych. Na rozlozeni distribuce zrn této keramiky ma zfetelny vliv vysoka teplota
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slinovani, doba vydrZe na teploté a vychozi velikost Castic keramického prasku, kterd byla
kolem 100 nm.

Aritmetickd stfedni vyska drsnosti SRa na leSténém 1 na tepelné leptaném vzorku byla
stejna jako u predchozich keramik Al, A2 a A3. Profily plosné povrchové drsnosti jsou
uvedeny na obrazcich 5.27 a 5.28.

Keramika A5

Po slinuti ,,syrového télesa” pii teplot¢ 1550°C/10 hod. byla dosazena relativni hustota
98,5 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) jsou uvedeny na obrazku
5.36. Tvar zrn je polygonalni, velikost zrn lezi v Sirokém rozsahu 50 nm az 10 um. Na
hranicich zrn jsou ztetelné pory.

Obr. 5.36 Mikrofotografie REM  povrchu
keramiky A5

SEM HV. 5.00 kY WD 4581 mmy WERAD TEGCAN]

View Field: 50.00 pm Det: SE 10 jem

Print MAG: 754 kx  Dats{midy]): OTAR0

Pomoci mikrofotografie 5.36 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.37.

32

N
[e3]

N
N

21,31 20,92

N
o

Cetnost [%]
>

o 12
8 5,10
4,97
4 T
0,26 0,260,130,520.920,650,52
o T T T T T I-I
[ap] © To] (V] o o™ ~ © ~ [ap] ™ o] [(e] ~— ~ — ™ [sp] Te] Yo o
Te] ~— o ™ ~— O N N < L [e0] o [(e] ~— ™ N O <t N [e0] 7o)
-~ N ™ < [(e] [ee] N N~ < <t [ee] ()] N~ [e0] Te) [(e] o N -~ < [9\]
© © © © o O v . N 0 ¥ © 0o M O N O 1B o O ©
o o o o o o o o o o o o o ~— ~ N 3p] Te] N~ — Te)
- ~

Velikost zrna [um]

Obr. 5.37 Distribuce stfedni velikosti zrn keramiky A5
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Distribuce stfedni velikost zrn ma unimodalni charakter. Maximum lezi pti 1381,1 nm.
0,7 % jsou zrna nanometrova, 23,7 % zrna submikrometrova a 75,6 % mikrometrova. Na
distribuci velikosti zrn této keramiky méla vliv vysoka teplota slinovani a delSi doba vydrze
na teploté nez u predchozi keramiky. Ze submikrometrové keramiky se v disledku delsi
vydrze na teploté stala keramika mikrometrova.

Byla urcena plosna Aritmetickd stfedni vySka drsnosti SRa na le$téném i na tepelné
leptaném vzorku. Hodnoty aritmetické stiedni vySky drsnosti jsou stejné jako u piedchozich
keramik A1 - A4. Profil SRa je uveden na obrazcich 5.27 a 5.28.

Keramika HA

Po slinuti ,,syrového télesa® pii teplot¢ 1150°C/2hod. byla dosazena relativni hustota
96,2 % t.h.. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je vidét na obrazku 5.38.
Slinovanim vznikla podlouhla zrna a péry na jejich hranicich. Utvary na povrchu se vytvofily
pfi tepelném leptani ¢aste¢nym rozkladem hydroxyapatitu. Po teploté slinuti 1150°C/2hod. je
tvar zrn polygonalni, protahly a na hranicich zrn jsou pory.

View field: 16.0 ym Det: InBeam 2 ym
[ Vac:Hivec __SM:RESOLUTION

Obr. 5.38 Mikrofotografie REM povrchu keramiky HA

Pomoci mikrofotografie 5.38 byla provedena obrazova analyza, ktera poskytla distribuci
velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.39.
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Obr. 5.39 Distribuce stiedni velikosti zrn keramiky HA

Distribuce stfedni velikosti zrn HA ma unimodalni charakter. Maximum lezi pti 690,5 nm,
6 % zrn je nanometrovych; 73,8 % je zrn submikrometrovych a 21,6 % mikrometrovych.

Aritmeticka stfedni vySka drsnosti SRa byla urena na lesténém 1 tepelné leptaném vzorku.
U lesténého povrchu byla naméfena hodnota 0,037 pm a u tepelné leptaného 0,102 pm.
Tepelnym leptanim se drsnost povrchu HA zvysila vice nez 2,7%. Profil drsnosti povrcht je

uveden na obrazcich 5.40 a 5.41.

o e
<5 SRa 0,037 pum

Obr. 5.40 Aritmeticka stfedni vyska drsnosti
lesténé keramiky HA

= SRe0402pm

Obr. 5.41 Aritmeticka stfedni vyska drsnosti
tepelné leptané keramiky HA
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Keramicky kompozit MLOCCvl (KA1 x KZ1)

Elektroforetickou depozici piipravené¢ ,syrové teleso bylo slinuto pii teploté
1500°C/2hod. Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je uvedena na obrazku
542 a 5.43. Mikrofotogratie REM a AFM dobfe dokumentuji morfologii povrchu
vrstevnatého kompozitu Al,O3 % ZrO,. Zrna Al,O3 jsou vétsi nez zrna ZrO,, tvar zrn je

pravidelny polygonalni. Hranice zrn stejné jako hranice mezi Al,O3 a ZrO, obsahuji méalo
defektt.

Obr. 5.42 Mikrofotografie REM povrchu Obr. 5.43 Mikrofotografie AFM povrchu
MLOCCvI MLOCCv1

Z mikrofotografie 5.42 je patrné, Ze Sitka jednotlivych vrstev elektroforetického
vrstevnatého kompozitu MLOCCv1 je 40 um. Pomoci mikrofotografii na obrazcich 5.42 a

5.43 byla provedena obrazové analyza, kterd poskytla distribuci velikosti zrn uvedenou na
obrazku 5.44.
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Obr. 5.44 Distribuce stfedni velikosti zrn KZ1 a KA kompozitu MLOCCvl
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Distribuce stfedni velikost zrn KA1 mé bimodalni charakter. Maxima lezi pii 61,0 a 1381,1
nm. 69,5 % zrn je nanometrovych, 19,5 % je zrn submikrometrovych a 11 % zm
mikrometrovych. Distribuce stfedni velikost zrn Zr,O ma také bimodalni charakter. Maxima
lezi pti 43,2 a 488,3 nm. 62.8 % zrn je nanometrovych a 37,2 % je zrn submikrometrovych.
Aritmetickd stfedni vyska drsnosti SRa byla urcena na lesténém i na tepelné leptaném vzorku.
U lesténé¢ho povrchu byla naméfena hodnota 0,037 um a u tepelné leptaného 0,094 pm.
Tepelnym leptanim se drsnost povrchu ZrO, zvysila vice nez 2,5%. Profil drsnosti povrchi je
uveden na obrazcich 5.45 a 5.46.
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Obr. 5.45 Aritmeticka stfedni vySka drsnosti Obr. 5.46 Aritmeticka stfedni vySka drsnosti
lesténého MLOCCv1 tepelné leptaného MLOCCvl

Keramicky kompozit MLOCCv2 (KA2 x KZ2)

Elektroforeticky pfipravené ,syrové téleso bylo slinuto pii teplot¢ 1500°C/2hod.
Morfologie povrchu keramiky (po tepelném leptani) je uvedena na obrazku 5.47 a 5.48. Ob¢
mikrofotografie AFM dobte dokumentuji morfologii povrchu vrstevnatého kompozitu KA2 x
KZ2 Vychozi velikost ¢astic KA2 byla 200 nm a z mikrofotografii je vidét velky nartst
velikosti ¢astic béhem slinovaciho procesu. U KZ2 byl narust velikosti ¢astic podstatné nizsi.
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Obr. 5.47 Plosna povrchova drsnost tepelné Obr. 5.48 Mikrofotografie AFM povrchu
leptaného MLOCCv2 keramického kompozitu MLOCCv2

Pomoci mikrofotografii na obrdzcich 5.47 a 5.48 byla provedena obrazova analyza, ktera
poskytla distribuci velikosti zrn uvedenou na obrazku 5.49.
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Obr. 5.49 Distribuce stiedni velikosti zrn keramického vrstevnatého kompozitu MLOCCv2 KZ2 x KA2

Distribuce stiedni velikost zrn KA2 mé trimodélni charakter. Maxima lezi pti 86,3 nm,
345,3 nm a 976,6 nm. 67,7 % zrn je nanometrovych a 32,3 % je zrn submikrometrovych a
mikrometrovych. Distribuce stfedni velikosti zrn Zr,O mé unimodalni charakter. Maximum
lezi pii 345,3 nm. 5,5 % zrn je nanometrovych a 94,5 % zrn submikrometrovych.

Aritmetickd stfedni vySka drsnosti SRa byla urcena na lesténém i1 na tepeln¢ leptaném
vzorku. U lesténého povrchu byla namétena hodnota 0,037um a u tepelné leptaného 0,094
pm. Tepelnym leptanim se drsnost povrchu ZrO, zvysila vice nez 2,5%. Profil drsnosti
povrchil je uveden na obrazcich 5.50 a 5.51.
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Obr. 5.50 Aritmeticka stfedni vyska drsnosti Obr. 5.51 Aritmeticka stfedni vySka drsnosti
lesténé keramiky na kompozitu MLOCCv2 tepelné leptané keramiky na kompozitu
MLOOCV2

Shrnuti vysledki stanoveni distribuci velikosti zrn objemovych keramik je uvedeno
v tabulce 5.1. Z této tabulky vyplyva, ze se podafilo pfipravit vzestupnou fadu velikosti zrn
ZrO; keramik od nejmensSich velikosti zrn Z1 (obsah zrn ve struktufe nanometrova:
submikrometrova cca 1:1), kterd byla nejblize objemové nanometrové keramice, az po Z8 s
casti zrn o velikosti 11um. Keramika, u které se predpokladala nanometrova struktura Z2 ma
pouze 16,7 % zrn nanometrovych a 83,3 % zrn submikrometrovych i kdyZ na pocatku
slinovani mély ¢astice 7 nm. VétSina ZrO, keramik ma velky podil submikrometrovych zrn.

Také u Al,O3 byla sestavena fada keramik se vzestupnou velikosti zrn. U keramik Al,O3
se projevila vysoka rychlost ristu zrn v zavislosti na slinovaci teplot¢ a dob¢ vydrze.
Nejnizsich hodnot velikosti zrn dosahly A1 a A2.

Bioaktivni keramika HA méla nejvétsi podil zrn submikrometrovych a u jejiho slinovani
bylo diilezité optimalizovat lisovaci tlak pfi zhutnéni a teplotu slinovani a dobu vydrze, aby
nedoslo k rozkladu HA na TCP, pii snaze o dosazeni co nejvyssi relativni hustoty.

U kompozith piipravenych elektroforetickou depozici se projevila chemicka odliSnost
obou oxidovych keramik, ktera byla spojena s odlisnou rychlosti rstu zrn pii slinovani. Z
toho vyplyva, ze ZrO, byl vétSinou tvofen submikrometrovymi zrmy a Al;Os3
mikrometrovymi zrny.
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Na nésledujicim obrazku 5.52 jsou schematicky zobrazeny dosazené distribuce velikosti a
sttedni velikost zrn a obsah dopantu Y,Oj; keramik ZrO, pfipravenych pro biologické
testovani.

1 nm Distribuce velikosti 15 um

H Y05 stf. velikost zrn 100,2 nm
w Y,0; sti. velikost zrn 118,9 nm
Z3mol N0 st kost 7m 371.3 nm

>

~Z4 -3 mol. % Y0 sti. velikost zrn 519.2 nm
25 - 8 mol. % Y,0; sti. velikost zm.517.8 nm
“-.Z6-3 mol. % Y05 st. velikost zrn 923,1 nm__~
~— . Z7-8mol % Y;0;sti. velikostzm 1442,6 nm -~
.. Z8-8mol. % Y,0;st. velikostzm 23798 nm

Obr. 5.52 Zhotovené zkusSebni keramiky ZrO, pro biologické testy

Nasledujici obrazek 5.53 schematicky ukazuje dosazené distribuce velikosti zrn a stfedni
velikost zrn keramik Al,Os.

1 nm Distribuce velikosti zrn 15 um

< >

Obr. 5.53 Zhotovené zkusebni keramiky Al,O5 pro biologické testy

Podaftilo se pfipravit sadu keramik ZrO, (Obr. 5.52) s velikosti zrn od nano po deset
mikrometrt, ktera by méla umoznit zjistit vliv velikosti zrn, obsahu dopantu Y,O3 a drsnosti
povrchu na biologickou aktivitu. Pfipravené zkusSebni keramiky Al,O3; (Obr. 5.53)
mély mikrometrové zrna a nebylo mozné na nich studovat vliv velikosti nano zrn a byly tedy
pouzity jako zkuseni keramiky bez vlivu obsahu dopantu Y,03

Lepené vrstevnaté oxidové kompozity

Slinovani vrstevnatych ,.elektroforetickych® kompoziti je v disledku chemicky odlisnych
keramickych praski, provazeno nestejnou rychlosti riistu zrn obou oxidovych keramik. Proto
je velmi obtizné dosdhnout statisticky nevyznamného rozdilu velikosti zrn mezi ob&éma
keramikami [32], ktery je pozadovan pii hodnoceni bunétné aktivity. Proto byly vytvofeny
lepené oxidové kompozity, kdy kazda keramika byla slinovana zvlast’ za odliSnych podminek.
ZrO, bylo slinovano pii vyssi teploté, delSim Case a Al,O3 pii nizsi teploté a kratSim case.
Tak mohlo byt dosazeno statisticky nevyznamného rozdilu velikosti zrn mezi obéma
oxidovymi keramikami.
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Prvni vytvotfeny lepeny kompozit byl z dvojice keramik Z7 a AS. Velikost zrn obou keramik
je patrna z mikrofotografie na obrazku 5.54.

N
SEM MV 5.00 &KV WO 5. 762 mm MIRAY TEBCAN BEM HV: B L Wik A 148 mm WAAD TESCAN|

View el 100,17 pm Det: SE 20 pm Wimw Pl 1 0 jm

Print MAG. 1.7 kx  Dake{midly): 0THR0 Print MAG: 1.27 kx  Date[midy}: 07RO

Obr. 5.54 Mikrofotografie REM keramického lepeného kompozitu Z7 x AS

Srovnani distribucnich ktivek velikosti zrn je uvedeno na obrazku 5.55, ze kterého je vidét
castecny prekryv distribuci zrn obou keramik v oblasti 0,5 um - 10 um.
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Obr. 5.55 Distribuce stiedni velikosti zrn dvojice keramického lepené¢ho kompozitu Z7 x A5

Druhy vytvofeny lepeny kompozit byl z dvojice keramik Z6 a A3. Velikost zrn obou
keramik je vidét z mikrofotografie na obrazku 5.56.
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j : , { /
BEM MV 8.00 kY ST N WERA] TESCAN SEM HY: 500 kY WD A 781 mm WERAL TESCAN]

View field: 50,00 pm [ 10 jem

View el 50.00 Dt 10 jem

Print MAG: 754 kx  Daks{middy): OTAR0 Print MAG: 754 kx  Dats{midy]): OTAR0

Obr. 5.56 Mikrofotografie REM dvojice keramického lepeného kompozitu Z6 x A3

Srovnani distribu¢nich kiivek velikosti zrn je uvedeno na obrazku 5.57, ze kterého je vidét
vyznamny piekryv distribuci A3 a Z6 v oblasti 0,2 um az 5 pum.
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Obr. 5.57 Distribuce stfedni velikosti zrn dvojice lepeného keramického kompozitu Z6 x A3
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Tteti vytvofeny lepeny kompozit byl z dvojice keramik Z4 a A2. Velikost zrn je patrna
z mikrofotografie na obrazku 5.58.

SEM WV 5.00 kY WD ST ey WERAD TEBCAN BEM HY. 5.00 kY WD 0958 mm WERAD TESCAM

View el 10,09 pm Det: SE 5 ym Wiew Field: 20.00 um Det: BEE 5 ym

Print MAG: 838 kx  Daks{midty]: OTHRT0 Print MAG: 838 kx  Dats{middy): OT1R0

Obr. 5.58 Mikrofotografie REM dvojice lepeného keramického kompozitu Z4 x A2

Srovnani distribucnich ktivek velikosti zrn je uvedeno na obrazku 5.59, ze kterého je vidét
vyznamny piekryv velikosti zrn v oblasti 0,2 um az 2 um.
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Obr. 5.59 Distribuce stiedni velikosti zrn dvojice lepeného keramického kompozitu Z4 x A2
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Statistické hodnoceni velikosti zrn objemovych keramik

testem a

distribuci bylo hodnoceno neparametrickym Kruskal-Wallis

parametrickym Tukeyho mnohonasobnym porovnanim distribuci.

Srovnani

Bylo udélano porovnani distribuci pomoci ,,Tukeyho metody “mnohonasobného
porovnani. Vysledné p-hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 5.2. Zvyraznény jsou p-hodnoty vétsi

jak 0,05, které znaci, Ze mezi danymi skupinami neni statisticky vyznamny rozdil.

Tabulka 5.2 Test Tukeyho mnohonasobného porovnani
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5.1.2 Matematicky model kinetiky dilatace bunék v pritomnosti keramickych
materiala

Kinetika dilatace bunék (linii HeLa, L.929, MG63) (biologickych dilata¢nich vyluhovych
in-vitro testl) v pritomnosti keramickych (bio) materidlti nebyla dosud pfiméfené popséana
vhodnym matematickym modelem. Nas navrh zédkladniho modelu vychazi z ptredpokladu, ze
behem dilatace bun¢k nedochazi k jejich umirani ani déleni. Potom je mozné kinetiku dilatace
popsat nevratnou rovnici:

Ay = Ap (5)
kde, Ay jsou bunky nedilatované a Ap bunky dilatované. Pro kinetiku dilatace potom plati
diferencialni rovnice prvniho fadu (6):

— SN = = kX Ay (6)

Resenim rovnice (6) dostaneme integralni tvar zavislosti relativniho mnozstvi dilatovanych

bunek A4 na Case ¢ (7)
Ap = Apm(1 — exp(—kt)) (7
kde Ap, je maximalni relativni mnozstvi dilatovanych buné€k, kje rychlostni konstanta
dilatace (9)
=1 (A —
k=2in( ) (8)

Dm
Zakladni model predpokladajici kinetiku dilatace prvniho fadu je mozné upfesnit
ptedpokladem kinetiky n-tého fadu, probihajici dle rovnice (9)

nAy — Ap )
Pak plati diferencialni rovnice (10)
L0 = kX A (10)
Po integraci dostaneme rovnici kinetiky dilatace n-tého fadu ve tvaru (11)
AD=ADm><(A});,’f+k><nxt—k><t)ﬁ (11)

kde n je fad dilata¢niho déje.

Oba modely, pro prvni fad a n-ty tad dilatace byly pouzity k popisu experimentalnich dat
ziskanych pro 3 typy tkanovych bunécénych linii a pro 3 typy keramik s riznou povrchovou
morfologii. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.3 Porovnanim regresnich koeficientl
ziskanych pro rovnici 1. fadu a n-tého fadu vidime, Ze rovnice n-t€ho tadu poskytovala
pondkud vyssi hodnoty r’. U modelu popsaného rovnici n-tého fadu je vak z biologického
hlediska nejasnad role fadu dilatace a s nim spojené rychlostni konstanty. Proto byla pro
interpretaci dilata¢nich kiivek zvolena kineticka rovnice 1. fadu. Tato rovnice poskytuje dva,
z biologického hlediska, snadno interpretovatelné parametry: parametr Ap, predstavuje
maximalni relativni mnozstvi dilatovanych bunék, parametr k piedstavuje rychlost dilatace
bun¢k v pocateéni periodé rlstu, v oblasti t = 0 az t,,, (obr. 5.60).

Obr. 5.60 Schematicky graf bunééné dilatace popsany kinetickou
rovnici 1. Radu

ADm

—>Dilatace
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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 testil in-vitro s bunécnymi liniemi osteoblastoidni MG63, fibroblastoidni L.929 a
epitelidlni HeLa. Byly testovany dvé submikrometrové keramiky s rtiznym obsahem nanozrn
a kfemenné sklo.

Prvni oxidové keramika byl Z2 dopovany 1,5 mol. % Y,0s, ktery mél bimodalni distribuci
zrn s maximy 7,6 a 244,1 nm, stfedni velikost zrn byla tedy 118,9 nm. Procentudlni podil
nanometrovych zrn byl 16,7 % a zrn submikrometrovych 83,3 %.

Druha keramika byl Z1 dopovany 3 mol. % Y,0s3, 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 tepeln€ leptan a ziskal tak stejnou
aritmeticka stiedni vysku drsnosti SRa = 0,086 pum.

Biologicka interakce Al,O; keramik byla studovéana na objemové Al pomoci stejnych testii
jako ZrO, keramika. Keramika A1 méla bimodalni distribuci s maximy 15,3 nm a 690,5 nm,
sttedni velikost zrn tedy byla 519,8 nm. Procentuélni podil nanometrovych zrn byl 12,4 %,
zrn submikrometrovych 83,8 % a zrn mikrometrovych 3,8 %. Povrch keramiky byl tepelné
leptan a dosahl aritmetické sttedni vysky drsnosti SRa = 0,098 um.

Bunécna linie MG63 [38, 60-64]

Testovani bunécné dilatace in-vitro na ZrO; keramikach.

100
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Dilatace bunék [%]

@® Z21,5mol. % Y203 ¢ velikost zrn 118,9 nm
30 rovnice n-tého fadu
== rovnice prvniho fadu

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

10 !’ o rovnice n-tého fadu
0

20

== rovnice prvniho fadu
0

2 4 6 8 10 . 12 14 16 18 20 22 24
Cas [hod]

Obr. 5.61 Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na ZrO, keramikach

Z Casového prubéhu zadznamu dilatace na obrazku 5.61 je vidét, Ze ve vyluhu z keramiky
Z1 dopované 3 mol. % Y,0; bylo dosazeno 95 % dilatace po 15 hodinédch kultivace a u Z2
dopované 1,5 mol. % Y,0; bylo dosazeno 95 % dilatace az po 19 hodindch kultivace.
Regresni kiivky dilataci osteoblastoidni linie MG63 jsou popsany rovnicemi (7) a (11). Pfi
testech trvajicich 14 hodin byla dilatace u obou keramik stejna (93 %). Oba materialy jsou
cytokompatibilni. Hodnoty koeficienti rovnic jsou uvedeny v tabulce 5.3. Na keramice Z2
dopované 1,5 mol. % Y,0; dilatovaly buniky oproti Z1 pomaleji. Nizs§i hodnota dilatace
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zjisténd pti testech delSich nez 13 hodin u ZrO, keramiky s vy$$im obsahem Y,0O; nano
(submikrozrna keramika) by mohla souviset s negativnim vlivem Y,0O; na biologickou
aktivitu bunék [46, 69] pfi dlouhych dobach kontaktu keramiky Z1 s dilatovanymi bunikami.
Pfestoze nanozrna ZrO, keramika pozitivné ovlivnila pocéatecni fazi dilatace bunck,
pravdépodobné rostouci koncentrace Y,Os, ktera se do kultivaéniho média uvolnovala,
s rostoucim ¢asem testu mohla byt pficinou mirn¢ snizené maximalni dilatace po 24 hodinach
testovani.

Testovani bunéecné dilatace in vitro na AlL,O3z keramice

100
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90 A,’ yhves A A Zx
A= A= A
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I A A1 ¢ velikost zrn 519,8 nm
10 rovnice n-tého radu
! = rovnice prvniho fadu
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Obr. 5.62 Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na submikrometrovém Al,O4

Z obrazku 5.62 je patrné, ze u submikrometrové keramiky A1l byla dosazena dilatace 92 %
po 8 hodinach. Regresni kiivky dilataci osteoblastoidni linie MG63 popisuje rovnice (7) a
(11). Hodnoty jednotlivych koeficientd rovnic jsou uvedeny v tabulce 5.3. Maximalni dilatace
osteoblastoidnich bunék MG63 ve vyluhu na Al po 24 hodinach byla 98 % je obdobna jako
materialu Z2.
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Testovani bunecné dilatace in vitro na kiremenném skle
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Obr. 5.63 Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na kiemenném skle

Casovy pribéh dilatace bunék na kiemenném skle ukazuje obrazek 5.63. Po 7 hodinach
dilatace dosdhla maximalni hodnoty 100 %. Hodnoty jednotlivych koeficienti rovnic (7) a
(11) jsou uvedeny v tabulce 5.3. Pocatecni rychlost (k = 0,86 vs. 0,68) dilatace u SiO; byla
obdobné jako u keramiky Al,Os. Biomateridl SiO, zkoumal také Nakamura [70] a také u

n¢ho zjistil ptiznivy vliv na proliferaci bunék.
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Bunécna linie L929 [38, 60-64]

Testovani bunééné dilatace in vitro na ZrO, keramikach.
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Dilatace bunék fibroblastoidni linie L929 byla rychlej$i neZ linie osteoblastoidni, jak je
mozné zjistit porovnanim rychlostnich konstant dilatace uvedenych v tabulce 5.3 (k = 2,92 a
0,59 resp. k = 0,41 vs. 0,17). Také v ptipad¢ testd s linii L929 se ukdzalo, Ze v pfitomnosti
nano/submikrometrové ZrO, keramiky Z1 rostly na pocatku (0 - 10 hodin) buiiky rychleji nez
u submikrometrové ZrO, keramiky Z2. Vliv obsahu Y,0O3; v obou keramikach vSak nebyl
prikazny. Maximalni dilatace bunék linie L929 dosahla v pfitomnosti obou keramik hodnoty

I
X

>

@ Z21,5mol. % Y03 ¢ velikost zrn 118,9 nm
rovnice n-tého fadu

= rovnice prvniho fadu
A Z13 mol. % Y203 ¢ velikost zrn 100,2 nm

rovnice n-tého fadu
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Obr. 5.64 Dilatace bunék fibroblastoidni linie L929 ve vyluhu in-vitro na keramikach ZrO,

98 - 100 %. Ob¢ keramiky jsou cytokompatibilni.
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Bunécna linie HeLa [38, 60-64]
Testovani bunééné dilatace in vitro na ZrO, keramikach
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Obr. 5.65 Dilatace bunék epitelialni linie Hela ve vyluhu in-vitro na ZrO, keramikach

Z pribéhu grafii na obrazku 5.65 je patrné, Ze rychleji probéhla dilatace bunck
v pritomnosti keramiky Z1 s vétSim podilem nanometrovych zrn. Po 3 hodinach trvani
dilata¢niho testu in-vitro dosahla dilatace 91 %. U keramiky Z2 dopované 1,5 mol. % Y,03
byla dosazena 95 % dilatace po 10 hodinach kultivace. Ob¢ keramiky jsou cytokompatibilni.
Tyto vysledky biologickych testli souhlasi se zdvéry prace Hwanga [61], ktery uvadi, ze
biokeramika ZrO, pii kultivaci osteoblastoidni linie MG63 dosahla vysSich hodnot aktivity
alkalické fosfatdzy nez ostatni bézné keramiky. Interakce bunck epitelialni linie HeLa se ZrO,
keramikou probihala podobné jako interakce s linii MG63. Vyssi rychlost dilatace bunék
v pocatecni fazi testu u nano/submikrometrové keramiky by mohla ukazovat na ptiznivy vliv
nanostrukturnich zrn. Niz§i maximalni dilatace u testu s keramikou Z1 - obsahujici 3 mol. %
Y03 je mozné vysvétlit vyssi koncentraci Y,03 [48, 66] nez byla u keramiky Z2. Biologické
vlastnosti konven¢ni ZrO; hodnotil ve své praci Yamashita [43], ktery testoval TOSOH ZrO,
3Y-TZP. Tato keramika dosédhla nejlepSich vysledka pti biotestech mnozeni bunék béhem
kultivacénich testi trvajicich 1, 3, 6 a 9 dni.
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Testovani bunécné dilatace in vitro na Al,O3 keramice
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Obr. 5.66 Dilatace bunck epitelialni linie Hela ve vyluhu in-vitro na submikrometrové keramice A3

Dilatace buné¢k pfti testu submikrometrové Al keramiky doséhla po 8 hodinach kultivace
bunck 84 %. Regresni kiivky dilataci epiteloidni linie HeLa popisuje rovnice (7) a (11).
Hodnoty jednotlivych koeficientli rovnice jsou uvedeny v tabulce 5.3. V porovnéni
s osteoblastoidni bunécnou linii bylo dosazeno nizsi bunécné dilatace. Maximalni dilatace u
in-vitro testd fibroblastoidni bunééné linie L.929 na mikrometrovém Al,O3 jsou zhruba o 10
% niz$i nez u ZrO, keramik. Tuto skutecnost také zjistil Affatato [47], ktery se ve své praci
zabyval casticovym keramickym kompozitem Al,O3; s malym procentem ZrO,, jenz se
projevil zlepSenim biologickych vlastnosti oproti ¢istému Al,Os.
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Tabulka 5.3 Hodnoty koeficientll Appn, k, tm, a, b, ¢ regresnich kiivek bunécéné dilatace na
objemovych keramikach

Rovnice 1. fadu

Rovnice n-tého fadu

Distribuce Hodnoty Regres. Hodnoty koeficientt Regres.
Linie E;:;‘gl velikosti koeficientt [t}f]“] koef. Y koef. [t}fl“]
zrn [nm] Apm k r’ a ‘ b ‘ c 1’
Al Bimodalni | o 5 | g6s | 13| 096 |9599| 007 |157| 097 |18
15.3: 690.5 : : : : : ’ :
Bimodalni
MG63 || zi 3812221 | 9074 | 059 | 15| 094 |9262) 015 |134] 095 |2l
Bimodalni
72 762441 | 10121 | 017 |24 | 094 | 9665| 053 |073| 096 |23
Sio, - 9492 | 086 | 12| 096 |9599| 007 |157| 096 | 24
72 BimotAlni BNC eI o8 0 059 | 1058 | 3.1-10° | 4.18| 098 |11
929 3.8:122.21
Bimodalni
Z1 Tiaaa1 | 9688 | 041|131 092 [9652| 063 |089| 093 |11
Bimodalni
Al 1536005 | 7724 | 108 | 8 076 | 83.53| 006 |149| 082 |23
Bimodalni
Hela || 22 T a4l | 9223 | 053 | 11| 095 9203 073 |092| 095 |12
Bimodalni
Z1 3812201 | 8626 | 224 | 5 096 | 86.10 1.3 1.08 | 095 |20
Pozn.:

|:| provedeny testy dilatace bunék i testy plochy pokryvu
HeLa - epiteloidni bunécné kultura (pokozka)
L929 - fibroblastoidni bunécna kultura (chrupavky)
MG63 - osteoblastoidni bunécné kultura (kosti)
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5.1.4 Biologické dilatacni in-vitro testy objemovych keramik v pfimém kontaktu

Buiiky ulpivaji na keramickém materidlu pomoci 4 az 5 enzymatickych vybézkii. Velikost
dilatované buiiky osteoblastoidni linie MG63 se pohybuje okolo 30 az 50 um. Vzhledem
k tomu, Ze velikost slinutych zrn keramik lezi v oblasti nanometrii az jednotek mikrometrt, je
dilatovana bunika miniméln¢ 10 az 500% vétsi. Proto bunky ptekryvaji jak zrna, tak i hranice
zrn. Aby se material implantatu v€lenil do hostitelské tkdné a nedoslo jen k jeho zapouzdieni,
musi mit materidl porézni strukturu a pramér péra musi byt od 100 do 500 pum, aby byla
mozna vyziva bunék, které prorostly materialem. Pfiméfeny model uchyceni bunék uvniti
makropori  k mikro- resp. nanostrukturnimu povrchu materidlu jsme vSak v literatufe
nenalezli. Je otdzkou zda maji hranice zrn na uchyceni bunky néjaky vliv, nebo to je jen vliv
drsnosti povrchu. 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 butikami osteoblastoidni
linie MG63. Jako kontrola byla pouzita hydroxyapatitova keramika znamé svym bioaktivnim
chovanim (HA). Pro srovndni jsou na obrazcich 5.67 a 5.68 uvedeny keramiky ZrO,
s velikosti zrn od stovek nanometra po desitky mikrometrti. Délka trvani testu byla na zékladé
Webstera zvolena 0,5; 1; 2 a 4 hodiny [28].
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Cas [h]
—_——— — Z2 dop. 1,5 mol. % Y,0, stf. velikost zm 118,9 nm
v Z3 dop. 3 mol. % Y,0, sti. velikost zm 371,3 nm
— —a&— —  Z1dop. 3 mol. % Y,0, sti. velikost zm 100,2 nm
— —e— —  Z6dop. 3mol. % Y,0, stf. velikost zm 923,1 nm
— —X%— —  Z8dop. 8 mol. % Y,0, sti. velikost zrm 2739,8 nm
o HA stf. velikost zrm 613,9 nm
O Z5 dop. 8 mol. % Y,0, sti. velikost zm 517,8 nm

Obr. 5.67 Plocha dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63 na povrchu tepelné leptanych ZrO, biokeramik
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Obr. 5.68 Plocha dilatovanych bun€k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténych ZrO, biokeramik

Po uplynuti ¢tyf hodin testu byla nejvétsi plocha 15,18 % pokryta dilatovanymi bunikami
zjiSténa u vzorku tepelné leptané submikrometrové keramiky Z2 s aritmeticka sttedni vySkou
drsnosti SRa = 0,086 pum ZrO, stabilizované 1,5 mol. % Y,03 (Obr. 5.67). Tento vysledek
odpovida vysledkiim biologickych testi Webstera [28], pti kterych bylo dosazeno bioaktivni
chovani na nanometrové keramice Al,Oj;. NiZsi plocha pokryvu povrchu bunikami u keramik
73 a Z1, 75, 76 s obsahem Y,03 3 mol. % a Z8 s 8 mol. % Y,03; mohla byt zplisobena
nepifiznivym vlivem obsahu dopantu (Y»03) na Zivotaschopnost bun€k [48, 66]. Plocha
dilatovanych bun€k u keramik dopovanych 1,5 a 3 mol % byla vys§i nez u bioaktivni
keramiky HA a oxidové keramiky Z1. Tento vysledek biologického testu mohl byt zpiisoben
tim, ze se bunky testovaci osteoblastoidni linie MG63 na pocatku testu nachdzely v riznych
stupnich mitézy a 4 hodinovy test byl pfili§ kratky. Pro buiiky osteoblastoidni linie byl
vhodnéjsi drsnéjsi povrch coZ potvrzuje 1 prace Béchlea [49].

U lesténych keramik (obrazek 5.68) SRa = 0,036 um doséhla nejvyssi plochy (14,90 %)
dilatovanych bunék submikrometrovéa keramika Z5 stabilizovana 8 mol. % Y,0s, kterd méla
velky obsah nanometrovych zrn (28,6 %) a submikrometrovych (41,4 %). Mikrometrova
keramika HA dosahla 14,0 %. Submikrometrova keramika Z3 dosahla plochy pokryvu
12,40 %. Podobné plochy pokryvu plochy dosahly také keramiky submikrometrova Z2
dopovana 1,5 mol. % Y,0s3;, mikrometrova keramika Z6 dopovanda 3 mol. %Y,0; a
mikrometrovd keramika Z8 dopovana 8 mol. % Y,0;. U biologickych testli na lesténych
keramikéch ZrO, nebyl zaznamenan neptiznivy vliv dopantu Y,03 na testovaci buné¢nou linii
MG63, ktery je popséan v pracich [48, 66]. Byl vSak zaznamendn vliv drsnosti povrchu, kde u
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Z vysledki dilata¢nich testh na ZrO, keramikdch je vidét vyS§i bioaktivitu
submikrometrové keramiky ZrO, na tepelné leptaném povrchu keramik nez na leSténém.
Podobnych vysledki doséhli ve svych pracich s nanostrukturnimi objemovymi
keramikami Al,O3 a TiO, Webster, Dulgar-Tuloch a Luo. [27, 28, 29, 34, 68]

Mikrofotografie na obrazcich 5.69, 5.71 a 5.73 ukazuji maximalni plochy pokryvu povrchu
na tepeln¢ leptanych SRa 0,086 um keramikéach dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie
MG63. Na obrazcich 5.70, 5.72 a 5.74 jsou mikrofotogratie maximalniho pokryvu povrchu
dilatovanymi bunikami a detail jejich velikosti na tepelné leptanych keramikach.

SEM MAG: 2.00 kx DET: BSE Detector
HV: 100KV DATE: 04/26/10 50 um Vega ©Tescan
VAC: Lowvac, 20Pa  Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging

Obr. 5.69 Mikrofotografie ze svételného Obr. 5.70 Mikrofotografie z REM povrchu tepelné

mikroskopu povrchu tepelné leptané submikro- leptané submikrometrové keramiky Z1 stabilizované
metrové keramiky Z1 stabilizované 3 mol. % 3 mol. % Y,0; sdilatovanymi buiikami osteo-
Y,0; s dilatovanymi bunkami osteoblastoidni blastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, kultivace stfedni velikost zrn stiedni velikost zrn
stiedni velikost zrn zrna 100,2 nm zrna 100,2 nm

SEM MAG: 200kx  DET. BSE Detector
HV. 100K DATE: 04/126/10 50um Vega GTescan
VAC: Lowvac, 20Pa  Device: TS5136XM Digttal Microscopy Imaging

Obr. 571 Mikrofotografie ze svételn¢ho Obr. 5.72Mikrofotografie z REM povrchu tepelné

mikroskopu  povrchu  tepelné  leptane leptané submikrometrové keramiky Z2 stabilizo-
submikrometrové keramiky Z2 stabilizované vané 1,5 mol. % Y,0; s dilatovanymi buiikami
1,5 mol. % Y,0; sdilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in- ku]tivace’ stfedni velikost zrn 118,9 nm

vitro kultivace, stfedni velikost zrn stfedni
velikost zrn zrna 118,9 nm



Obr. 5.73 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu  povrchu  tepelné leptané
submikrometrové keramiky Z3 stabilizované 3
mol. % Y,0O; sdilatovanymi bunkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-
vitro kultivace, stfedni velikost zrn 371,3 nm

SEM MAG: 200 ke DET: BSE Detector
HV: 0.0 kv DATE: 04/26/10 50 um
VAC: LowVac, 20 Pa Device: TSG136XM

Obr. 5.74 Mikrofotogratie z REM povrchu
tepelné leptané submikrometrové keramiky Z3
stabilizované 3 mol. % s dilatovanymi bufikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach
kultivace in-vitro, stfedni velikost zrn 371,3 nm

Vega &Tescan
Digital Microscopy Imaging

Nasledujici obrazky dokumentuji vysledky biologickych testl na leSténych keramikach
(SRa = 0,036 um) obsahuji mikrofotografie maximalniho pokryvu (Obr. 5.75, 5.77 a 5.79) a
detaily velikosti dilatovanych bun¢k (Obr. 5.76, 5.78 a 5.80).

Obr.

Obr.

svételného

5.75 Mikrofotografie ze
mikroskopu povrchu lesténé mikrometrové ke-
ramiky Z5 in-vitro s dilatovanymi bunkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-
vitro kultivace, stfedni velikost zrna 517,2 nm

5.76 Mikrofotografie z REM povrchu

tepeln¢ leptané mikrometrové keramiky Z5 in-
vitro s dilatovanymi bunkami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stiedni
velikost zrna 517,2 nm

Na obrazku 5.76 je uvedena mikrofotogratie REM, kde je vidét dilatovana buiika na

povrchu

tepelné

leptané keramiky. Obrazek umoziuje

srovnani

velikosti

bunky

osteoblastoidni linie MG63 (velikost cca 50 um) a stiedni velikosti zrn keramiky (517,8 nm).
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Obr. 5.77 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu povrchu lesténé SRa = 0,036 pm
mikrometrové keramiky Z6 stabilizované 3
mol. % Y,0; sdilatovanymi bunikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-
vitro kultivace, stfedni velikost zrn 923,1 nm

Obr. 5.79 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu povrchu lesténé SRa = 0,036 um
mikrometrové keramiky Z8 stabilizované §
mol. % Y,0; sdilatovanymi  bunikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-
vitro kultivace, stfedni velikost zrn 2739,8 nm
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Obr. 5.78 Mikrofotografie z REM povrchu lesténé
SRa = 0,036 pm mikrometrové keramiky Z6
stabilizované 3 mol. % Y,0; s dilatovanymi
bunkami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach kultivace in-vitro, stiedni velikost zrn
923,1 nm
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Obr. 5.80 Mikrofotografie z REM povrchu lesténé
SRa = 0,036 pum mikrometrové keramiky
Z8stabilizované 8 mol. % Y,0; s dilatovanymi
buikami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach in-vitro kultivace, stiedni velikost zrn
2739,8 nm

Z mikrofotografii REM je vidét, ze velikost dilatované buiiky linie MG63 se pohybuje
okolo 50 um.

Z vysledki pfimych testli na ZrO, keramikéach je patrny vliv kombinace velikosti zrn a
obsahu dopantu Y,03.Nejvyssi plocha pokryta dilatovanymi buiikami na tepelné leptanych
keramikach byla dosazena na keramice Z2. U lesténych keramik se tento jev neprojevil, coz
mohlo byt zplisobeno nedostate¢nou povrchovou drsnosti keramik, pti které se nemohla
projevit velikost slinutych zrn.
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AlO0;3 keramiky

U zadné z Al,O3 keramik nebyla stfedni 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 ukazaly nejvyssi biologickou aktivitu u mikrozrné
lesténé keramiky (SRa = 0,037 pm) A4 (14,55 % pokryti povrchu).

20

Procento plochy [%]

Cas [h]
— —@&— — A1 tepelné leptano stf. welikost zrn 519,8 nm
—0——— A1 lesténo stf. velikost zrn 519,8 nm
— —&— — A4 tepelné leptano sti. velikost zrma 1216,6 nm
—&—— A4 lesténo stf. welikost zrna 1216,6 nm
© HA leSténo stf. velikost zm 613,9 nm
O HA lesténo stf. velikost zrn 613,9 nm

Obr. 5.81 Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténych a tepeln¢ leptanych
Al,O5 keramik

Z toho je vidét, Ze vliv velikosti zrn v submikrozrné a mikrozrné oblasti na biologickou
aktivitu bunck linie MG63 nebyl dominantni. Testy dilatace bunék MG63 na povrchu
mikrometrovych Al,O; keramik nemohou tedy potvrdit chovani bun¢k na nanometrovych
povrsich publikované Websterem a spol. [27, 28, 29, 34, 68]. Pfimy test keramik Al,O3; nebyl

ovlivnén ptfitomnosti dopantu Y,03, jednalo se tedy pouze o vliv velikosti zrn a povrchové
morfologie keramiky.
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Na obréazcich 5.82 a 5.84 jsou mikrofotografie maximalniho pokryvu a mikrofotografie s
velikostmi dilatovanych buné€k na lesténé keramice jsou na obrazcich 5.83 a 5.85.

e s L

Obr. 5.82 Mikrofotografie ze svételn¢ho Obr. 5.83 Mikrofotografie z REM povrchu lesténé

mikroskopu povrchu leStén¢ mikrometrove mikrometrové  keramiky A4 s dilatovanymi
keramiky A4 s dilatovanymi  bufikami bunkami osteoblastoidni linie MG63 po 4
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in- hodinach in-vitro kultivace, stiedni velikost zrn
vitro kultivace, stfedni velikost zrn 1261,6 nm 1261,6 nm

Na obrazku 5.84 je mikrofotografie maximalniho pokryvu tepeln¢ leptaného povrchu
dilatovanymi buiikami MG63. A na obrazku 5.85 je detail velikosti dilatovanych bunék
MG63 na tepelné leptané keramice. Ta je okolo 50 pm.

SR e D T S Covtarin
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Obr. 5.84 Mikrofotografie ze svételného Obr. 5.85 Mikrofotografie z REM povrchu
mikroskopu  povrchu  tepeln¢  leptané tepelné leptané submikrometrové keramiky Al
submikrometrove keramiky Al s dilatovanymi s dilatovanymi  bunikami osteoblastoidni linie
buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stfedni
hodinach in-vitro kultivace, stiedni velikost zrn velikost zrn 519,8 nm

519,8 nm
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Keramika HA
Nejvyssi plochy pokryvu 14,02 % bylo dosazeno na povrchu leSténého vzorku SRa =
0,086 um submikrometrové keramiky HA s velikosti zrn 613,9 nm dilatovanymi bunikami

osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace.
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Obr. 5.86 Plocha dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténé a tepelné leptané
mikrometrové bioaktivni keramiky HA

Tyto vysledky jsou v souladu se znamou bioaktivitou HA, ktera je popsana také v téchto
pracich [50, 51, 52, 53, 54, 64, 67, 69, 70]. Dle literatury [73] se bunky osteoblastoidnich linii
Iépe mnozi na materidlech s vyssi drsnosti povrchu. Vétsi plocha dilatovanych bunék na
povrchu lesténého HA neZ tepelné leptaného HA muize byt zplisobena ptitomnosti produktl
rozkladl na povrchu zrn HA vzniklych pfi tepelném leptani.

Obr. 587 Mikrofotografie ze svételného Obr. 5.88 Mikrofotografie z REM povrchu
mikroskopu povrchu leSt¢éné mikrometrové tepelné leptané mikrometrové keramiky HA
keramiky =~ HA  sdilatovanymi  bufikami s dilatovanymi bufikami osteoblastoidni linie
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in- MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

vitro kultivace
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Na mikrofotografii ze svételného mikroskopu Obr. 5.87 je vidét plocha pokryti povrchu
keramik dilatovanymi buitkami MG63. Na mikrofotografii ze REM Obr. 5.88 lze vidét, ze
velikost nedilatovanych bunék MG63 na HA byla okolo 20 pm.

Keramicky kompozit MLOCCvI (KAI x KZ1)

Nejvyssi plocha pokryvu povrchu dilatovanymi buiitkami osteoblastoidni linie MG63
13,16 % byla dosaZena na vrstevnatém tepelné leptaném keramickém kompozitu KA1 x KZ1
po uplynuti ¢tyt hodin. Mikrofotografie maximalniho pokryvu kompozitu bunikami a velikosti
dilatovanych osteoblastoidnich buné¢k linie MG63 jsou uvedeny na obrazcich 5.90 a 5.91.
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O HA lesténo stf. velikost zrn 613,9 nm
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Obr. 5.89 Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a tepelné leptaného
mikrometrového elektroforeticky zhotoveného vrstevnatého keramického kompozitu KA1 x KZ1

Podobny vrstevnaty kompozit dosud nebyl biologicky testovan, vysledky lze srovnat pouze
s biologickymi testy ¢asticovych kompoziti Al,O; X ZrO; od riiznych autora [43, 47, 48, 55,
56, 57,71, 72]. Jejich zavéry jsou obdobné: kompozitni keramické materialy maji velmi dobré
biologické vlastnosti, jsou vhodné jak pro kostni §tépy tak stomatologické implantaty, zalezi
vSak také na jejich povrchové tpravé a drsnosti. Autoti [47, 56, 57] se shoduji ve vyborné

-----
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Obr. 5.90 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu povrchu lesténého mikrometrového
vrstevnatého biokeramického kompozitu KA1
x KZ1 s dilatovanymi buiitkami osteoblastoidni
linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace
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Obr. 591 Mikrofotografie z REM povrchu
tepelné leptaného mikrometrového vrstevnatého
biokeramického kompozitu KAl x KZI
s dilatovanymi  bunikami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

U keramického vrstevnatého kompozitu MLOCCvI se projevilo ,,selektivni chovani‘
bun¢k. Ty se pfednostné nachézely na vrstvach ZrO, (Obr. 5.92, 5.93). V dostupné literatute
tento jev popsany neni, naznakem pro vysvétleni tohoto chovani by mohla byt prace Affataty
[47], ktery ve svém clanku dospél k zaveéru, ze lepSich biologickych vlastnosti dosahl
¢asticovy kompozit Al,O3 s malym obsahem ZrO,; nez Cisty Al,Os.
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Obr. 5.92 Graf bunécéné selekce na povrchu tepelné leptaného mikrometrového keramického vrstevnatého

kompozitu KA1 x KZ1

64



80 A
53.21 % 54,23 % 57,32 % 61,94 %
S
X
g 60 -
Neo)
S
=
40 A
[}
[0
[7p]
20 - 46,79 % 45,68 % 42,68 % 38,06 %
0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cas [h]

I KA1 lesténo sti. velikost zrna 456,1 nm
I KZ1 le$téno stf. velikost zrna 333,1 nm

Obr. 5.93 Graf buné&éné selekce na povrchu lesténého mikrometrového keramického vrstevnatého kompozitu
KAl x KZI1

Také u kompozitniho vrstevnatého lesténého materidlu se projevila ,,selektivita bun¢k®,
které vice dilatovaly na ZrO, vrstvach (Obr. 5.93). U lesténého vzorku byl pomér po 8
hodinach 53,21 % ZrO, a 46,79 % Al,O;. Pro srovnani na tepeln¢ leptaném vzorku se po 8
hodinach dilatovalo 73,94 % bunék na ZrO, a 26,06 % bunék na Al,O;.

Keramicky kompozit MLOCCv2 (KA2 x KZ2)

Pro srovnani vlastnosti bioaktivnich keramik byla jako standart pouZzita keramika HA.
20
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—_ -’ — KA2 ¢ velikost zr 729,1 nm x KZ2 stf. velikost zrn 341,1 nm tepelné leptano
— Q@ — HA lesténo stf. velikost zrm 613,9 nm
15 4| ——O@——  HA tepelné leptano stt. velikost zm 613,9 nm
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Obr. 5.94 Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a tepelné leptaného
elektroforeticky zhotoveného keramického vrstevnatého kompozitu KA2 x KZ2
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Nejvyssi plocha pokryvu povrchu dilatovanymi bunkami byla dosaZena u tepelné
leptaného keramického vrstevnatého kompozitu KA2 x KZ2 po uplynuti ¢tyt hodin (11,6 %).
Tato hodnota je nizs§i nez u bioaktivni keramiky HA. Mikrofotografie nejvétsiho pokryvu
materialu jsou uvedeny na obrazcich 5.95 a 5.96.

I u tohoto biokeramického vrstevnatého kompozitu MLOCCv2 se projevila ,,selektivita
bunék®. Ty se pfednostné nachazely na vrstvach ZrO, jak je vidét z obrazkt 5.97 a 5.98.
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Obr. 5095 Mikrofotograﬁe ze svételného Obr. 5.96 Mikrofotograﬁe 7z REM povrchu

mikroskopu povrchu lestén¢ho keramického  tepelné¢ leptaného keramického —vrstevnatého
vrstevnatého  kompozitu KA2 x  KZ2 kompozitu KA2 x KZ2 s dilatovanymi butikami
s dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodin4ch in-vitro
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace kultivace

I u tohoto biokeramického vrstevnatého kompozitu MLOCCv2 se projevila ,selektivita
bunek®. Ty se pfednostné nachazely na vrstvach ZrO, jak je vidét z obrazka 5.97 a 5.98.
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Obr. 5.97 Graf bunécné selekce na povrchu lesténého keramického vrstevnatého kompozitu KA2 x KZ2
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Selektivita bunék [%]

Cas [hod]

I KA?2 tepelné leptano sti.velikost zrn 729,1 nm
I KZ2 tepelné leptano sti. velikost zrn 341,1 nm

Obr. 5.98 Graf bunécné selekce na povrchu tepelné leptaného keramického vrstevnatého kompozitu KA2 x KZ2

Po osmi hodinach byla dilatace bun¢k na lesténém povrchu 30,73 % na Al,O3 a 69,27 %
na ZrO,. U kompozitu jehoz povrch byl lestén a poté tepelné€ leptan, byla plocha dilatovanych
bunék 24,90 % na Al,O5 a 75,10 % na ZrO,.

Vysledky biologickych dilatacnich in-vitro testi vrstevnatych biokeramickych kompozith
MLOCCv] a MLOCCV2 potvrdily zavislost bunécné aktivity na typu materidlu. Zrna ZrO,
jsou asi 2,1 x men$i nez zrna Al,O3. Proto vzhledem k rozdilné velikosti slinutych zrn
keramik je mozné se domnivat, ze vyssi bunécna selektivita ZrO, nemusi byt zpiisobena jen
chemickym slozenim keramiky, ale i vlivem velikosti slinutych zrn oxidovych keramik. Proto
byly zhotoveny lepené keramickych kompozity, které byly pfipraveny z dvojic slinutych
keramik Al,O3 a ZrO; se stejnou velikosti slinutych zrn.
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Biologické dilataéni in-vitro testy lepenych keramickych kompoziti
Lepeny keramicky kompozit Z7 x AS

Nejvyssi plochy pokryvu povrchu dilatovanymi buiitkami osteoblastoidni bunécéné linie
MG63 33,87 % bylo dosazeno na mikrometrové keramice Z7 (Obr. 5.99) dopované 8 mol. %
Y,0; se stiedni velikosti zrn 1442,6 nm po 4 hodindch na tepeln¢ leptaném povrchu SRa =
0,086 um. Nejvyssi plochy pokryvu povrchu dilatovanymi bunikami na mikrometrové
keramice Al,O3 A5 (Obr. 5.100, 5.101) se stfedni velikosti zrn 1823,9 nm bylo dosazeno po 4
hodinach na tepelné leptaném povrchu SRa = 0,098 pum (10,63 %). Velikost dilatovanych
bun¢k a velikosti zrn keramik Z7 a A5 je porovnavana na obrazcich 5.102 a 5.103.
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——&— Z7 8 mol. % Y,0, leténo sti. welikost zrn 1442,6 nm
— —@ —  Z7 8mol. % Y,0, tepelné leptano stf. velikost zm 1442,6 nm
——&—— A5 lesténo stf. welikost zrn 1832,9 nm
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Obr. 5.99 Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a tepelné leptaného
mikrometrového keramického lepeného kompozitu Z7 x AS

Nejvyssi plochy pokryvu povrchu buiikami bylo dosazeno na povrsich keramik, které byly
tepelné leptany, a mély proto vyS$si povrchovou drsnost nez u lesténé keramiky. K obdobnému
zavéru biotestil dospél i Béachle [49], kdy knejvétsi proliferaci bunék dochéazelo na
opiskovaném povrchu ZrO, keramiky s Ra 0,85 um. Podobné vysledky jsou uvedeny také
v pracich Affataty [47], Kima [72], ktefi hodnotili alkalickou fosfatazu a proliferaci bun¢k na
ZrO; keramikach. Podle nich by mélo byt dosazeno vys$si proliferace na ZrO, keramice
s drsnéjSim povrchem. Negativni vliv obsahu dopantu Y,0O3; na Zivotaschopnost bunék, ktery
je popsan v praci [48, 66], nebyl u ZrO, keramiky potvrzen.

Plocha pokryvu ZrO, byla po 4 hodinach trojnasobna oproti Al,O; a vzhledem ke stejné
velikosti zrn keramik zévisela selekce na chemickém slozeni keramického substratu.
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Obr. 5.100 Mikrofotografie ze svételn¢ho Obr. 5.101 Mikrofotografie ze svételného

mikroskopu  povrchu  tepelné  leptané mikroskopu povrchu tepelné¢ leptané mikro-
mikrometrové keramiky Z7 dopované 8 mol. % metrové keramiky A5, stiedni velikost zrna
Y,0;, stfedni velikost zrna 1442,6 nm SRa = 1823,9 nm SRa = 0,098 pum s dilatovanymi
0,086 pm s dilatovanymi buiikami buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinadch in- hodinéch in-vitro kultivace

vitro kultivace

EAY THRAN

Obr. 5.102 Mikrofotografie REM povrchu Obr. 5.103 Mikrofotografie REM povrchu tepelné

tepeln€ leptaného mikrometrové kergmiky Z7 leptaného mikrometrové keramiky Al,O; A3,
dopované 8 mol. % Y,O;, stfedni velikost zrna stiedni velikost zrna 1823, nm SRa = 0,098 pm
1442,6 nm SRa = 0,086 pm s dilatovanymi s dilatovanymi  butikami osteoblastoidni linie

buikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace
hodinach in-vitro kultivace

Na snimcich ze svételného mikroskopu Obr. 5.100 a 5.101 je vidét celkova plocha pokryvu
povrchu keramik. Na mikrofotografiich REM 5.102 a 5.103 je vidét dilatovanych bun¢k
osteoblastoidni linie MG63, jejichz velikost se pohybuje okolo 30 - 40 pm a velikost
podkladovych zrn keramickych substratt, ktera je podstatné mensi (Z7 stf. vel. zrn 1442,6 nm
a AS sti. vel. zrn 1823,9 nm).
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Obr. 5.104 Graf bunécné selekce bunék osteoblastoidni bunécné linie MG63 na lesténém lepeném kompozitu Z7
dopované 8 mol. % Y,O; (stfedni velikost zrn 1442,6 nm) x AS (stiedni velikost zrn 1832,9 nm)
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Obr. 5.105 Graf bunééné selekce bunck osteoblastoidni bunééné linie MG63 na tepelné leptaném lepeném
kompozitu Z7 dopované 8 mol. % Y,Oj; (stfedni velikost zrn 1442,6 nm) x A5 (stfedni velikost zrn 1832,9 nm)

Dosazené vysledky bunétné selekce osteoblastoidni linie MG63 na leSténém povrchu
lepeného kompozitu Z7 x AS byly po osmi hodinidch na Z7 58,32 % a na AS 41,68 %. U
tepelné leptaného lepen¢ho kompozitu byla bunécna selekce dosazena po 8 hodinach na Z7
77,63 % ana A5 22,37 %. Biologickymi kultivacnimi in-vitro testy byly potvrzeny vysledky
bunééné selekce zjisténé na elektroforeticky zhotovenych vrstevnatych kompozitech
MLOCCv1 a MLOCCv2, kde také byla vyssi selekce dosahovéana na ZrO,.
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Lepeny keramicky kompozit Z6 x A3

Vyssi plochy pokryti dilatovanymi buiikami u obou keramik bylo dosazeno na tepelné
leptanych keramikach SRa = 0,086 um (ZrO,) a SRa = 0,098 um (AL,O3), nez u keramik
lesténych. Maximalni plochy pokryvu povrchu dilatovanymi buiikami osteoblastoidni
bunécné linie MG63 (26,20 %) bylo dosazeno na tepelné¢ leptané (SRa = 0,086 um)
mikrometrové keramice Z6 se stfedni velikosti zrn 923,1 nm po 4 hodinach.
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Obr. 5.106 Plocha dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a tepelné leptaného
mikrometrového keramického lepeného kompozitu Z6 x A3

Na tepelné leptaném povrchu keramiky A3 (SRa = 0,098 um) byla dosaZena po 4 hodinach
nejvyssi plocha pokryvu povrchu (17,53 %) dilatovanymi buitkami MG63 u mikrometrové
keramiky A3 se stiedni velikosti zrna 1146,2 nm.

Vyssi pokryv povrchu keramik ZrO,, ktery mél vyssi ploSnou povrchovou drsnost, je
v souladu s dostupnymi pracemi Affatata [47], Bachlea [49], Kima [72], pfestoze zavéry
praci [48, 66] poukazuji na negativni vliv obsahu dopantu Y,0Os.

Na obréazcich 5.107 a 5.108 jsou uvedeny mikrofotografie ze svételného mikroskopu
pokryvu povrchu keramik Z6 a A3 bunikami. Na obrazcich 5.109 a 5.110 mikrofotografie z
REM dokumentujici velikost bun¢k versus velikost slinutych zrn.



Obr. 5.107 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu povrchu tepelné leptané mikro-
metrové keramiky Z6 se stfedni velikosti zrna
923,1 nm (SRa = 0,086 pum) s dilatovanymi
buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach in-vitro kultivace
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Obr. 5.109 Mikrofotografie z REM povrchu
tepelné leptaného mikrometrové keramiky Z6
(SRa = 0,086 um) se stfedni velikosti zrna
923,1 nm s dilatovanymi buitkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-
vitro kultivace

Obr. 5.108 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu povrchu tepelné leptané mikro-
metrové keramiky A3 se stfedni velikosti zrna
1146,2 (SRa = 0,098 um) s dilatovanymi bunkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace
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Obr. 5.110 Mikrofotografie z REM povrchu
tepelné leptaného mikrometrové keramiky A3
(SRa = 0.098 um) se stfedni velikosti zrna 1146,2
nm s dilatovanymi bufikami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Na snimcich ze svételného mikroskopu Obr. 5.107 a 5.108 je vidét celkova plocha pokryvu
povrchit Al,O3 (A3) a ZrO, (Z6) lepeného keramického kompozitu. Na mikrofotografiich
REM 5.109 a 5.110 je vidét, ze velikost dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63, ktera
se pohybuje okolo 30 - 40 um na keramickém substratu s velikosti podkladovych zrn, ktera se
pohybuje kolem 1 um.
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Obr. 5.111 Graf bunécné selekce buné€k osteoblastoidni bunécné linie MG63 na lesténém lepeném kompozitu Z6
xA3

R
©
N

=

X

O

c

=]

Neo)

£

=

=

X

<@

[0)

w
X
<
~

0 2 4 6 8

Cas [h] | M Z6 tepelnd leptano sti. velikost zma 923,1 nm
I A3 tepelné leptano sti. velikost zma 1146,2 nm

Obr. 5.112 Graf bunécné selekce bun€k osteoblastoidni bunécné linie MG63 na tepelné leptaném lepeném
kompozitu Z6 x A3

Také u tohoto lepeného kompozitu byla potvrzena selekce bunck podle druhu
podkladového materidlu. U lesténého kompozitu byla nejvétsi hodnota plochy selektovanych
bun¢k dosazena na keramice Z6 po 8 hodinach 63,63 % u tepelné leptaného kompozitu byla
maximalni hodnota selekce bun¢k 81,93 % dosazena po 8 hodindch na keramice Z6. U tohoto
lepeného kompozitu se projevila vyrazna selekce bunék na materialu Z6.
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Lepeny keramicky kompozit Z4 x A2

Nejvyssi plochy pokryvu povrchu (8,65 % dilatovanymi buitkami osteoblastoidni bunécné
linie MG63 bylo dosazeno na mikrometrové keramice Z4 (Obr. 5.113) se stfedni velikosti zrn
517,2 nm po 4 hodinach kultivace in-vitro na tepeln¢ leptaném povrchu SRa = 0,086 um.
Nejvyssi plochy pokryvu povrchu dilatovanymi bunkami (7,53 %) bylo dosazeno po 4
hodinach na tepelné leptaném povrchu SRa = 0,098 um mikrometrové keramiky A2 (Obr.
5.113) se stfedni velikosti zrn 753,9 nm.
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Obr. 5.113 Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a tepelné leptaného
mikrometrového keramického lepené¢ho kompozitu Z4 x A2

Také u tohoto lepeného kompozitu buniky vice dilatovaly na tepelné leptaném povrchu
materiadlu ZrO,. Tyto vysledky jsou v souladu s pracemi Affataty [47], Biachleho [49] a Kima
[72], podle nichz by mélo byt dosazeno vyssi proliferace na ZrO, keramice s drsnéjSim
povrchem. Vzhledem k pfedchozim testim, které potvrzovaly kladny vliv menSich zrn
keramik a 1 pfes men$i mnoZstvi dopantu Y03 u ZrO, keramiky s popisovanym negativnim
vlivem na Zivotaschopnost bunék [48, 66], byla dosazend plocha pokryvu povrchu
dilatace bun¢k byl zaznamenan u ZrO, s 1,5 mol. % a 3 mol. % Y,0s. Pti delsi dobé¢ kultivace
se rychlost dilatace srovnala a maximalni dilatace bun€k byla vyssi u keramik s nizS§im
obsahem dopantu Y»O;. Toto se potvrdilo i u 8 hodinového testu selekce bunék, jak je vidét
z mikrofotografie na obrazku 5.114.
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svételného

Obr. 5.114 Mikrofotografie ze
mikroskopu  povrchu  tepelné leptané
mikrometrové keramiky Z4 se stfedni velikosti
zrn 517,2 nm (SRa = 0,086 um) s dilatovanymi
buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 8
hodinéch in-vitro kultivace

Obr.

5.116 Mikrofotografie REM povrchu
tepelné leptané mikrometrové keramiky Z4 se
stiedni velikosti zrn 517,2 nm s dilatovanymi
bunkami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach kultivace in-vitro

Obr. 5.115 Mikrofotografie ze svételného
mikroskopu  povrchu  tepeln¢ leptaného
mikrometrové keramiky A2 se stfedni velikosti
zrna 753,9 nm (SRa = 0,098 um) s dilatovanymi
buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 8§
hodinéch in-vitro kultivace

Obr. 5.117 Mikrofotogratie REM povrchu tepelné
leptané mikrometrové keramiky A2 se stfedni
velikosti zrn 753,9 nm s dilatovanymi bunkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace

Na mikrofotografiich ze svételného mikroskopu obr. 5.114 a 5.115 je vidét celkova plocha
pokryvu povrchii Z4 a A2 lepeného keramického kompozitu. Na mikrofotografiich REM
5.116 a 5.117 je uvedena velikost dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63, ktera se
pohybuje okolo 30 - 40 um a velikost podkladovych zrn keramického substratu pohybujici se
mezi 0,5 az 0,75 pm.
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Obr. 5.118 Graf bunééné selekce bunék osteoblastoidni bunécné linie MG63 na lesténém lepeném keramickém
kompozitu Z4 x A2
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Obr. 5.119 Graf bunécné selekce bunek osteoblastoidni bunécné linie MG63 na tepelné leptaném lepeném
keramickém kompozitu Z4 x A2

Maximalni hodnota selekce bunck na Z4 (73,10 %) byla u lestén¢ho keramického
kompozitu dosazena po 8 hodiné kultivace. U tepelné leptaného lepené¢ho kompozitu bylo
nejvyssi hodnoty selekce (92,57%) dosazeno po 8 hodinach.
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Shrnuti vysledki biologickych testii

a) Biologicke dilatacni in-vitro testy objemovych keramik ve vyluhu

Vysledky biologickych dilatacnich testli osteoblastoidni bunécné linie MG63 na
keramikdch Z1 a Z2 ukézaly, ze keramika s mens$im zrmem Z1 (100,2 nm) zplisobuje vyssi
rychlosti dilatace nez keramika Z2 se zrnem vétSim (118,9 nm). Maximalni dilatace byla vSak
vys$$i u materidlu Z2 s nizSim obsahem dopantu Y,Oj3, ktery podle ¢lankt [48, 66] ma
negativni vliv na zivotaschopnost bunék. Pii testovani materidlu Al (stfedni velikost zrn
519,8 nm) touto buné¢nou linii, byla rychlost dilatace podobné jako u keramiky Z1, pfestoze
je velikost zrn A1 zhruba 5x vét$i nez u Z1. Z toho vyplyva, ze obsah dopantu Y,O3; mohl
mit vétsi negativni vliv na dilataci bun€k osteoblastoidni linie MG63 neZ velikost jejich zrn.
Nejvyssi procento dilatace u této linie bylo zaznamenano u SiO,, ktery podle [13] ma
ptiznivy vliv na proliferaci bunék, kdy rychlost dilatace byla podobna jako u keramiky Z1.

Pti testovani fibroblastoidni bunécnou linii L929 byl vliv obsahu dopantu Y,0O3 nizsi nez u
osteoblastoidni linie MG63. Hlavni vliv méla velikost zrn, kdy u keramiky Z1 (stfedni
velikost zrn 100,2 nm) byla zjisténa vyssi rychlost dilatace i kone¢né procento dilatovanych
bun¢k nez u keramiky Z2 (stfedni velikost zrn 118,9 nm).

Dilatacni testy epitelidlni bunécnou linii HeLa ukazaly, ze u keramiky Z1 byla rychlost
dilatace stejnd jako u linit MG63 a 1929, avSak s maximalnim procentem dilatace niz$im asi o
10 %. Také u keramiky Z2 byla rychlost dilatace vy$s$i nez u linii MG63 s 1929, ale
maximalni dilatace byla mensi asi o 5 %, ptesto vSak dosdhla vyssi dilatace nez u keramiky
Z1. Také u této linie ma zfejmé¢ vyssi vliv obsah dopantu Y,0O3 nez vliv velikosti zrn. U
keramiky A1 byla rychlost dilatace mensi nez u linie MG63 a také maximalni dilatace byla
mensi o cca 15 % nez to u linie MG63. Z téchto vysledki vyplyva, ze u linie HelLa byla
zaznamenana vyssi citlivost na velikost zrn neZ u linie MG63.

b) Biologické dilatacni in-vitro testy objemovych keramik v primém kontaktu
7Zr0, sada keramik:

Plocha dilatace bunék dosazena na tepelné leptanych povrsich keramik s SRa = 0,086 um
byla nejvyssi na keramice Z2 (stiedni velikost zrn 118,9 nm) s obsahem dopantu Y,0;
1,5 mol. % poté nasledovaly keramiky Z1 (3 mol. % Y,03, sti. velikost zrn 100,2 nm), Z3
(3 mol. % Y,03, sti. velikost zrn 371,3 nm), HA (stf. velikost zrn 613,9 nm), Z8 (8 mol. %
Y,03, sti. velikost zrn 2739,8 nm), Z6 (3 mol. % Y,0Os, stf. velikost zrn 923,1 nm) a Z5 (8
mol. % Y,03, stf. velikost zrn 517,8 nm). Z tohoto vysledného potadi lze uvazovat, Ze na
plochu dilatace bun¢k osteoblastoidni linie MG63 m¢l spiSe vliv obsah dopantu Y,O3 nez
velikost slinutych zrn keramik.

Na lesténych povrsich keramik ZrO, (SRa = 0,036 pm) tento vliv dopantu Y,Os neni
patrny. Nejvyssi plochy pokryvu bylo dosaZeno na keramice Z5 (8 mol. % Y03, stf. velikost
zrn 517,8 nm), poté nasledovaly HA (sti. velikost zrn 613,9 nm), Z3 (3 mol. % Y,03, stf.
velikost zrn 371,3 nm), Z2 (stfedni velikost zrn 118,9 nm), Z6 (3 mol. % Y,0Os3, stt. velikost
zrn 923,1 nm), Z1 (3 mol. % Y,0;, stf. velikost zrn 100,2 nm) a nejmensi plochy
dilatovanych bun¢k dosédhla keramika Z8 (8 mol. % Y03, stf. velikost zrn 2739,8 nm).
Z vysledkti vyplyva, Ze vyssi plochy pokryvu dilatovanymi buiikami bylo dosazeno na
povrsich tepelné leptanych keramik s vyjimkou keramiky Z5. Z vysledkl nelze urcit, zda byl
ptrevladajici vliv velikosti zrn €1 obsahu dopantu. Dle literatury [49] dosahuji vyssi biologické
aktivity osteoblastoidnich linii keramiky ZrO; s vys$si drsnosti.
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Al, O3 sada keramik:

Ani jedna z testovanych keramik neméla nanometrova zrna, a proto nelze potvrdit ani
vyvratit vysledky Webstera [26, 27, 28, 29, 46]. Maximalni dosaZena plocha pokryvu povrchu
dilatovanymi bunikami byla dosazena u lesténé (SRa = 0,037 um) keramiky A4 (stf. velikost
zrna 1216.6 nm). Dosazena plocha byla vyssi nez u lesténé keramiky HA (stf. velikost zrna
613.6 nm), ktera byla pouzita k porovnani biologickych vlastnosti.

HA

Vyssi plocha pokryvu povrchu dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 byla
dosaZena na lesténém povrchu (SRa = 0,037 um) HA (stf. velikost zrna 613,9 nm) 17,9 % nez
na tepelné leptaném drsnéj$im povrchu (SRa = 0,098 um). Vyssi plocha dilatovanych bunék
na povrchu lesténého HA nez tepeln¢ leptaného HA muze byt zplsobena piitomnosti
rozkladnych produktii na povrchu zrn HA vzniklych pii tepelném leptani.

Keramicky kompozit MLOCCv1 KZ1 x KA1:

Vyssi plochy pokryvu povrchu buitkami osteoblastoidni linie MG63 (13,16 %) bylo
dosazeno na tepelné leptaném povrchu keramického vrstevnatého kompozitu KZ1 (stf.
velikost zrn 333,1 nm) X KA1 (stf. velikost zrn 456,1 nm). Pfi vyhodnocovani biologickych
testll byla zaznamenana vyssi selektivita bunék k ZrO,. Obrazova analyza povrchu NIS
Elements AR keramického vrstevnatého kompozitu toto potvrdila. Maximalni dosazena
selekce bunck na tepelné leptaném KZ1 byla po 8 hodinach 73,94 %. Na lesténém povrchu
bylo dosazeno selekce bunck po 8 hodinach na KZ1 61,94 %. Z vysledk selekce vyplyva, ze
kromé typu materialu ma na selekci bunék také vliv drsnosti povrchu.

Keramicky kompozit MLOCCv2 KZ2 x KA2:

Potvrdily se vysledky zvysené selektivity bunék osteoblastoidni linie MG63 k materidlu
ZrO, na KZ2 zjisténé u pfedchoziho keramického vrstevnatého kompozitu MLOCCvI1. Vyssi
hodnoty selekce bunc¢k (75,90 %) bylo opét dosazeno na tepelné¢ leptaném povrchu
keramického kompozitu MLOCCV2.

ProtoZe u druhého kompozitu byl pomér velikosti zrn KZ1 (stf. velikost zrn 341,1 nm) :
KAT (stt. velikost zrn 729,1 nm) okolo 1:2, nebylo mozné s urcitosti urcit, zda je to vlivem
druhu materidlu nebo velikosti zrn. Proto byly zhotoveny dvojice objemovych keramik Al,O;
a ZrO; se stejnymi velikostmi slinutych zrn a ty byly nésledn¢ slepeny. A tak byl vyloucen
vliv velikosti zrn.

Lepeny keramicky kompozit Z7 x AS:

Tento lepeny kompozit byl zhotoven z keramiky Z7 dopované 8 mol. % Y,0s3 se stiedni
velikosti zrn 1442 nm a A5 se stfedni velikosti zrn 1832,9 nm. Nejvyssi plocha pokryvu byla
dosazena na tepeln¢ leptané keramice Z7 (SRa = 0,086 um) 33,87 % po 4 hodinach in-vitro
kultivace. Plocha dilatovanych bunék na tepelné leptané keramice A5 (SRa = 0,098 um) po 4
hodinach byla 10,63 %. Zhodnot plochy pokryvu jednotlivych keramik byla urcena
selektivita bunék k ZrO,, kterd po 8 hodinach dosahovala na lesténém keramickém kompozitu
74,47 %. U tepeln¢ leptaného kompozitu tato hodnota byla jest¢ vyssi a to 77,63%.
Biologické testy ukazaly vyssi selektivitu k ZrO, na povrSich obou drsnosti 1 pfes obsah
dopantu Y,03; 8 mol. %. I zde se potvrdilo, Ze povrch ZrO, z vyssi povrchovou drsnosti je
pro osteoblastoidni bunky linie MG63 vhodné&jsi [47, 49, 55].
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Lepeny keramicky kompozit Z.6 x A3:

Lepeny kompozit byl zhotoveny z keramiky Z6 dopované 3 mol. % Y,0O; se stiedni
velikosti zrna 923,1 nm a keramiky A3 se stfedni velikosti zrn 1146,2 nm. Maximalni plocha
pokryti povrchu dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 (26,20 %) byla dosazena
na tepelné leptané (SRa = 0,086 um) keramice Z6 po 4 hodinach kultivace. Nejvyssi plocha
pokryvu povrchu dilatovanymi bunikami (17,53 nm) byla na keramice A3 byla po 4 hodinach
kultivace. Prepoctem plochy pokryvu ke zjisténi hodnot selektivity k ZrO, byly zjistény
hodnoty 63,37 % na leSténém povrchu keramiky (SRa = 0,036 um) a 81,93 % na povrchu
tepeln¢ leptaném (SRa = 0,086 um). Byly dosaZzeny mens$i plochy pokryvu povrchu
dilatovanymi bunikami i pfes mensi velikost zrn obou keramik a mensi obsah dopantu Y,O3
v ZrO;. Ten tedy nemél vyraznéjsi vliv na bunéénou zivotaschopnost [48, 66].

Lepeny keramicky kompozit Z4 x A2:

Byl vytvoten z keramiky Z4 dopované 3 mol. % Y,Oj3 se stfedni velikosti zrn 517,2 nm a
keramiky A2 se stfedni velikosti zrn 753,9 nm. Nejvyssi plocha pokryvu povrchu
dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 (8,56 %) byla dosazena na tepelné leptané
keramice (SRa = 0,086 pum) Z4 po 4 hodinach. Maximalni plocha pokryvu povrchu
dilatovanymi bunikami (7,53 %) byla zjisténa na tepelné leptané keramice (SRa = 0,098 pum)
A2. Piepoctem ploch pokryvu keramik dilatovanymi buiitkami 8 hodinové kultivace in-vitro
byla zjisténa selektivita k ZrO, o hodnoté 73,10 % na lesténém povrchu a 92,57 % na
povrchu tepelné leptaném. Keramiky tohoto kompozitu mély nejmensi stfedni velikost zrn a
Z4 keramika méla i nejmensi obsah dopantu Y,O3; mezi lepenymi kompozity a ptresto byla
biologickych testli naznacovaly, Ze pravé tyto vysledky pokryvu plochy by mély patfit
k nejvyssim. Pti delsi dobé kultivace a to 8 hodin doslo k narastu rychlosti dilatace a kone¢na
dosazena dilatace bunc¢k u Z4 keramiky byla vyssi nez u keramik s vy$§im obsahem dopantu
Y,03 a vétsimi zrny. Vysledek pokryvu povrchu buikami u 8 hodinového testu a selekce
bunék, je vidét z mikrofotografie na obrazku 5.114.
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5.2  Povlakované materialy

Keramicky povlak se nanasi na podkladovy materidl s cilem zlepsit fyzikalné-chemické a
biologické vlastnosti ortopedickych a stomatologickych implantati (napi. povlak HA na
ocelové totalni endoprotéze). Struktura a velikost zrn povlaku zavisi nejvice na velikosti
castic keramického prasSku, technologii pfipravy a teploté slinovani. Cilem této Casti byla
ptiprava celistvého nanometrového ZrO, povlaku (velikost zrn 10 + 100 nm) na oxidovych
keramickych substratech (Al,O3, ZrO,), kifemicitém a kiemenném skle. V pribéhu slinovani
keramického povlaku dochazi ke vzniku zrnité keramické struktury a soucasné probihd rist
zrn povlakill na substratu.

U vSech vybranych bezdefektnich keramickych povlak byla studovdna morfologie a
soudrznost. U neslinutych povlaki se vizualné hodnotila celistvost povlaku a ptitomnost port
a fedin pomoci stereomikroskopu. Byly vybrany vizualné bezdefektni povlaky a ty byly
slinuty pii 800°C/2hod. Znovu byla provedena vizudlni kontrola na stereomikroskopu a na
bezdefektnich byly provedeny indentacni testy soudrznosti se substratem. Vyhovujici povlaky
byly podrobeny biologickym dilataénim in-vitro testim s bunéénymi liniemi: epitelialni
(HeLa), fibroblastoidni (L929) a osteoblastoidni (MG63).

Keramické povlaky byly nanaseny sprejovanim koloidni suspenze na zahtaty keramicky
substrat. Byly zkouseny kombinace teploty substratu, poctu nanesenych vrstev a druhu
suspenze. Zhotovené keramické povlaky byly rozdéleny na ,,vyhovujici® (Obr. 5.120) celistvé
bez defektd ¢i fedin a ,,nevyhovujici (Obr. 5.121) povlaky, které obsahovaly bubliny ¢i
fediny.

v x P
=
T

-

1mm*
=
Obr. 5.120 Vyhovujici povlak - neslinuty nano- Obr. 5.121 Nevyhovujici povlak - neslinuty nano-
metrovy ZrO, povlak naneseny na kiemicitém metrovy ZrO, povlak naneseny na kiemicitém
skle skle

5.2.1 Studium technologie pripravy povlakovanych materiali

Ke zjisténi optimalniho poctu nanesenych vrstev pro celistvé pokryti substratu, bylo
pouzito kiemicité sklo. ZkuSebni pocet nanesenych vrstev povlaku byl 2, 4, 6, 8 a teploty
pfedehievu substratu byly 200, 250, 300°C. K nanaSeni byla pouzita Suspenze 1 (viz. strana
12). Kvalita nanesenych povlaki se zhorSovala s rostouci teplotou a poctem vrstev jak je vidét
na obrazku 5.122. Pfi vétSim poctu vrstev nez 2 dochdzelo k praskani a loupani povlaki. To
mohlo byt zplGsobeno tepelnym pnutim v silné vysuSené vrstvé na substratu. Vyhovujici
povlak byl ziskan pfi naneseni dvou vrstev pfi teploté substratu 200°C.
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Obr. 5.122 Vizualni test zavislosti poc¢tu nanesenych vrstev povlaku ZrO, a potiebného piredehievu kiemicitého
skla pii sprejovani koloidni Suspenze 1

Studium technologickych parametrii (teploty substratu X pritoku koloidni suspenze) pri
nandSeni koloidni Suspenze 1 sprejovanim na podloZku 7 kiremicitého skla

Pro test vhodné kombinace teploty substratu a pritoku koloidni suspenze bylo jako substrat
zvoleno kiemicité sklo. Testovany byly pritoky 100, 200, 300 pl/min a teploty substratu 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500°C. K testu byla pouzita Suspenze 1 a dv¢ vrstvy, coz byl
optimalni pocet nanesenych vrstev zjistény v piedchozim testu. ,,Vyhovujicich® povlaki, jak
je z obrazku 5.123 patrné, bylo dosazeno pfi pritoku suspenze 100 pl/min a teplotach 200 a
250°C. Pii ostatnich kombinacich priitoku suspenze a teploty substratu vznikaly pouze
,.defektni“ vrstvy. I u tohoto testu se jako vhodna ukézala teplota substratu 200°C, stejné jako
u predchoziho testu.
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Obr. 5.123 Vysledky vizualniho hodnoceni vrstev ZrO, nanesenych ultrazvukovym sprejovanim koloidni
Suspenze 1 na povrch kiemicitého skla pfi rychlosti pritoku koloidni suspenze 100 - 300 pl/min a teplot

substratu 200 - 500°C
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Stanoveni povrchové drsnosti keramickych substrati

Pro stanoveni povrchové drsnosti substrati byly hotové substraty rozdéleny na tii skupiny.
Prvni skupina byla ponechana v ptivodnim stavu po slinuti, kdy stfedni aritmetickd stfedni
vyska drsnosti ptivodniho povrchu byla SRa = 0,174 um. Profil povrchu je uveden na obrazku
5.124. Druha skupina byla vylesténa a aritmeticka stfedni vyska drsnosti SRa = 0,036 um,
profil povrchu je na obrazku 5.125. Tteti skupina byla zdrsnéna diamantovym hrubovacim
kotouc¢em Piano MD 120 (STRUERS, Dénsko) a byla poté dosazena aritmeticka stfedni vyska
drsnosti SRa = 0,258. Tento profil je uveden na obrazku 5.126.

- REETE in -
- ™ - -

e T
o n-

iiiiii

SRa 0,174 ym = SRa 0,036 m = SRa 0,258 m
Obr. 5.124 Aritmeticka stiedni Obr. 5.125 Aritmetickd stiedni Obr. 5.126 Aritmetickd stiedni
vyska drsnosti ptivodniho vyska drsnosti lesténého vyska drsnosti  hrubovaného
povrchu keramického substratu povrchu keramického substratu povrchu keramického substratu
SRa = 0,174 pm SRa = 0,036 um SRa = 0,258 pm

Povlak dvouvrstvy na substrdatu Z1 s pitvodnim povrchem

Ke sprejovani povlakl byla pouzita Suspenze 1. Vyhovujici neslinuté povlaky (Obr. 5.127)
byly ziskany pfi pratoku suspenze 80 pl/min a pfi teplotach substratu 200, 250 a 300°C, dale
pak pfi pratoku 100 pl/min a teplotach substratu 250 a 450°C a u prutoku suspenze 200
ul/min a teplotach substratu 300, 400°C. Vzorky zhotovené ostatnimi kombinacemi pritoku a
teploty byly popraskané, odlupujici se nebo s bublinami. Vysledky sprejovani substratu Z1
potvrdily zkusSebni vysledky ziskané na substratu z kiemicitého skla. Celistvé povlaky byly
slinuty a vysledky jsou uvedeny na obrazku 5.128. Po slinuti zlstaly celistvé povlaky
zhotovené pii pratoku suspenze 80 ul/min a teplotach substratu 200, 250, 300°C a pfi pratoku
suspenze 100 pl/min pii teploté substratu 450°C. Po slinuti povlakii se opét potvrdila vhodna
teplota substratu 200°C. Dale se ukézalo, ze lepsi vysledky byly ziskany s nizSimi prutoky
suspenze 80 a 100 pl/min, kdy bylo dosazeno vyssiho poctu dobrych povlaka pii riznych
teplotach substratu.

83



80 ul/min

200°C

250°C

300°C

350°C

400°C

450°C

500°C

Obr. 5.127 Mikrofotografie nanesenych dvou vrstev neslinutého povlaku ZrO, na lisovaném slinutém substratu Z1
(zavislost na pritoku suspenze a teploté substratu s drsnosti SRa = 0,174 um
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100pul/min

200u/min

200°C

250°C

300°C cely poviak se sloupl

cely povlak se sloupl

350°C

400°C

450°C cely povlak se sloupl

500°C cely poviak se sloupl

Obr. 5.128 Mikrofotografie nanesenych dvou vrstev slinutého povlaku ZrO, na lisovaném slinutém substratu Z1
(zavislost na prutoku suspenze a teploté substratu s drsnosti SRa = 0,174 um
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Testovani vlivu povrchové drsnosti substratu na adhezi povlaku ZrQO,

Byly pfipraveny tii skupiny substrati Z1: lestény SRa = 0,036 pm, ptivodni SRa = 0,174
pum a hrubovany SRa = 0,258 um. Na predehraty substrat o teplot¢ 200°C a 250°C byly
naneseny 2 vrstvy Suspenze 1. Poté byly povlaky slinuty.

Dobry povlak byl ziskan pouze na vzorku s povrchovou drsnosti SRa = 0,174 pm a teploté
substratu 200°C. Povlaky nanesené na mén¢ drsné (SRa = 0,036 pm) a drsn&jSi povrchy
substrati (SRa = 0,036 um) mély praskliny anebo na lesténém povrchu nedrzely. (Obr.
5.129). Potvrdil se vysledek piedchozich testd o vhodnosti teploty substratu 200°C a drsnosti
povrchu substratu SRa = 0,174 pm.

200°C 250°C

Lestény

Pavodni

Hrubovany

Obr. 5.129 Mikrofotografie slinutého dvouvrstvého povlaku ZrO, na keramickém substratu Z1 - vliv drsnosti
povrchu

Na zaklad¢ zjisténych technologickych vysledkd byla pro nasledujici biologické in-vitro
testy dilatace bun€k zhotovena sada vzorkll s parametry: substrat lisovany Z1, teplota

substratu 200°C, povrch po slinuti ptivodni SRa = 0,174 um, 2 nanesené vrstvy ze Suspenze
1.
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Studium technologickych parametrii (teploty a poctu vrstev) pii nandsSeni koloidni Suspenze
2 na substratu A1 (SRa = 0,174 um)

K nanaseni povlaku byla vybrana Suspenze 2 (viz. strana 12) davkovana rychlosti
100pl/min. Pii nizké koncentraci keramického prasku ZrO, nedoSlo po dvou vrstvach
k dostatecnému pokryti povrchu substratu a k vytvoieni celistvého povlaku. Pfi zvySujicim se
poctu vrstev 4, 6, 8 se zlepSovalo pokryti, ale také vzristalo mnozstvi bublin a prasklin coz je
dokumentovano na obrazku 5.130. Mohlo to byt zptisobeno rozdilnou tepelnou roztaznosti
ZrO, vrstev (B = 10.3 10/ °C) a substratu A3 (B = 8.1 107/ °C) béhem suseni koloidni
suspenze.

2 vrstvy 4 vrstvy 6 vrstev 8 vrstev

2000C. n . .
25OOC. . . .

Obr. 5.130 Fotografie naneseného neslinutého povlaku ZrO, na lisovaném substratu Al (test kombinace teploty
a poctu nanesenych vrstev)

Studium technologickych parametrit (teploty a prittoku koloidni suspenze) pii nandSeni
koloidni Suspenze 2 na substratu A1 (SRa = 0,174 um)
Déle byly testovany pratoky 100, 200, 300 pl/min a teploty 200 az 500°C. Ani jedna

z kombinaci teploty substratu a pratoku suspenze nevedla k vytvofeni dobrého povlaku. Ty
nejlepsi povlaky, kde bylo nejméné defektt bublin (do 3% celkové plochy uréeno pomoci
obrazové analyzy NIS AR), byly oznaceny ,,v'*, vysledky jsou uvedeny na obrazku 5.131.
Pticinou tvorby nevyhovujicich povlakii mohla byt pfili§ silna vrstva povlaku potiebna
k celistvému pokryti substratu, ktera méla odliSnou tepelnou roztaznost nez substrat, nebo
rizné chemické slozeni substratu a vrstvy.
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100 pl/min 200 pl/min 300 pl/min
g = - v 'ﬁ =

Obr. 5.131 Mikrofotografie vysledkt testu sprejovaného neslinutého povlaku (dvé vrstvy) v zavislosti na teploté
povlaku ZrO, na keramickém substratu Al (zavislosti pratoku suspenze a teploty substratu)
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Studium technologickych parametrii (teploty a pritoku koloidni suspenze) pFi nandSeni
koloidni Suspenze 1 na substrdatu A1 (SRa = 0,174 um)

K zjisténi vhodné kombinace prutoku suspenze a teploty substratu pro vytvoreni dobrého
nanometrového povlaku ZrO, na substratu lisovaném Al pro biologické testy byla pouzita
Suspenze 1. Ta byla sprejovana ve dvou vrstvach na piedehiaty substrat o teplotich 200 a
250°C pii pratocich 80 a 100 pl/min. K vytvotfeni vyhovujiciho povlaku vedla pouze
kombinace teploty substratu 200°C a prutoku suspenze 100 pl/min. Tato kombinace byla
potom pouzita pii piipravé vzorkd pro biologické dilatacni in-vitro testy. Zbylé testované
kombinace vytvotily necelistvé povlaky s prasklinami a bublinami. Vysledky testu jsou
vyfotografovany na obrazku 5.132.

I pii pokryvu A1 substratii se ukazala byt vhodnd kombinace parametrt suspenze 1, teplota
predehfevu substratu 200°C, dvé vrstvy povlaku a plo$na drsnost povrchu substratu SRa =

0,174 um, ktera se osvédcila pti predchozich testech na substratech ZrO, a kiemicitém skle.

80ul/min 100pl/min

Obr. 5.132 Fotografie dvou vrstev neslinutého nanometrového povlaku ZrO, na lisovaném substratu A1 SRa =
0,174 pm (zavislost na teploté substratu a prutoku suspenze)
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Povlak dvouvrstvy na substratu SiO,

Aby bylo mozné vyzkouset cely technologicky proces od naneseni povlaku po jeho slinuti
bylo jako substratu pouzito kiemenné sklo, které béhem slinovani neméni své rozméry. Tento
bioinertni substrat je také vhodny pro pouziti pii biologickych in-vitro testech jako srovnévaci
pozitivni kontrola. Dvouvrstvy povlak byl nandsen pfii teploté substratu 200 a 250°C a pro
sprejovani byla pouzita Suspenze 1. Zhotovené povlaky jsou vyfotografovany na obrazcich
5.133 a 5.134. Ze snimkt je patrné, ze pro vytvoteni povlaku byla vhodna teplota substratu
200°C, coz je teplota, kterd se osvédcila i u ostatnich materialti. Vznikaly velké praskliny
v objemu povlaku pfi teplotach substratu 200 a 250°C. Tyto praskliny mohly byt zplisobeny
20 x mensim koeficientem tepelné roztaznosti SiO», neZ ma ZrO».

1 mm
e hinsi ]
Obr. 5.133 Slinuty dvouvrstvy nanometrovy Obr. 5.134 Slinuty dvouvrstvy nanometrovy
povlak ZrO, mna substratu SiO,; teplota povlak ZrO, na substratu SiO, teplota
predehievu substratu pii nanaseni 200°C predehievu substratu pii nanaseni 250°C

5.2.2. Hodnoceni povrchovych vlastnosti keramickych substrati a povlaki

Hodnoceni povrchové drsnosti nanometrového povlaku bylo vzhledem k velké €lenitosti,
ktera neumoznovala pouziti AFM mikroskopu bylo provedeno vizualné z mikrofotografii
slinutych povlakli ZrO, uvedenych na obrazku 5.135. Stfedni drsnost povlaku se pohybuje
mezi 10 a 20 pm. Drsnost povlaki Z1 vyhodnocena vizualnim porovnanim REM
mikrofotografii byla srovnana s drsnosti tepelné leptanych objemovych keramik ZrO,
keramik vyhodnocenych pomoci AFM mikrofotografii. Keramika E52 ZrO, mé¢la hodnotu
drsnosti ~ 0,13 um, keramika Z1 ~ 0,14 um a keramika Z6 ~ 0,19 um, coz jsou hodnoty asi
100 x mensi nez hodnoty drsnosti ZrO, povlakl. Vzhledem k velikosti bun¢k je okolo 50 um
by mohl povlak pfi biologickych testech pfinést pozitivni biologickou aktivitu.

Protoze se osvédCila pouze jedna kombinace technologickych parametrti pro piipravu
povlakd, byla zjistovana pouze drsnost takto pfipraveného povlaku. Déle je z mikrofotografii
na obrazku 5.135 patrné, ze 1 po slinuti byla velikost zrn povlaku pod 100 nm, tedy mensi nez
u objemovych keramik.
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Obr. 5.135 REM mikrofotografie povrchu dvouvrstvého nanometrového povlaku ZrO; na substratu Z1 (SRa =
0,174 pm, teplota substratu 200°C, pritok suspenze 100 pl/min)
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5.2.3. Testovani soudrznosti povlaku a substratu indentacni zkouskou

Pro hodnoceni vzajemné soudrznosti slinutych povlakl a substratt pred biologickymi testy
byly u kazdého typu vzorku provedeny indentacni testy.

Lestény substrdat Z1 (SRa = 0,036um), povlak nano ZrO;, 2 vrstvy, 100ul/min, 200°C

Indentacni zkousky ukézaly, Ze nanometrovy povlak ZrO, byl dobfe spojen s keramickym
substratem Z1 s aritmetickou stfedni vySkou drsnosti SRa = 0,036 um. Pro indentaci bylo
pouzito zatiZzeni 1 a 5 kg. Nanometrovy povlak nemél tendenci se béhem indentace olupovat,
avsak obsahoval jiz technologické mikropraskliny, které vznikly pfi sprejovani suspenze 1 na
ohfaty substrat povlaku nebo pfi slinovani. Vysledky testu jsou dokumentovany
mikrofotografiemi, které jsou uvedeny na obrazcich 5.136, 5.137 a 5.138.

SEM MAG: 150 x DET: SE Detector SEM MAG: 700 x DET: SE Detector

HV: 150 kv DATE: 01/25/11 500 um Vega ©Tescamn HV: 150 kv DATE: 01725011 100 um Vega ©Tescamn

VAC: LowMac, 10 Pa  Device: TS5136XM Digital Microscopy Imagingn  VAC: LowVac, 10 Pa Device: TS5136XM Digital Microscopy Imaging
Obr. 5.136 Indenta¢ni zkouSka soudrznosti Obr. 5.137 Indentaéni zkouska soudrznosti
nanometrového povlaku  ZrO, s keramickym nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
lesténym substratem Zls drsnosti SRa = 0,036 pm lesténym substratem Z1s drsnosti SRa = 0,036 um
pfi zatizeni 5 a 1 kg (piehledovy snimek) pfi zatizeni 5 kg
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Obr. 5.138 Indentacni  zkouska soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
lisovanym substratem Z1 drsnost SRa = 0,036 um
pfi zatizeni 1kg

Substrdt Z1 pivodni (SRa = 0,174um), povlak nano ZrQ,, 2 vrstvy, 100ul/min, 200°C

Indentacni zkousky ukazaly dobrou adhezi nanometrového ZrO, povlaku k substratu Z1
s aritmetickou stfedni vyskou drsnosti SRa = 0,174 um. Bylo pouzito zatizeni 1, 5, 10, 20 a
30 kg. Ani u jednoho ze zatiZzeni nedoslo k odloupnuti povlaku od substratu, podobné jako u
lestén¢ho substratu Z1. Vysledky testl jsou zachycené na obrézcich 5.139 a 5.140. Na
mikrofotografiich jsou patrné praskliny, které v§ak nemély souvislost s provedenou indenta¢ni
zkouskou. Vznikly nejspiSe pii vysouseni ¢i slinovani nanometrového povlaku, a vzhledem
k nizkému rozliSeni optického mikroskopu se nedaly zachytit diive pii pfedchozich vizualnich

testech

SEM MAG: 150 x
HV: 15.0 kV
VAC: LowVac, 10 Pa

DET: SE Detector
DATE: 0172511
Device: TS5136XM
Obr. 5.139 Indenta¢ni zkouska soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
substratem Z1 drsnost SRa = 0,174 pum pfi zatizeni 1,
5,20 a 30 kg - prehledovy snimek

Vega ©Tescamn
Digital Microscopy Imaging
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DET: SE Detector
DATE: 0172511
Device: TS5136XM

SEM MAG: 700 x
HV: 150 kV
VAL LowVac, 10 Pa

Obr. 5.140 Indentaéni zkouSka soudrZznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym

substratem Z1 drsnost SRa = 0,174 um pii zatizeni
30 kg

100 um Vega ©Tescamn

Digital Microscopy Imagingl



Substrat Z1 hrubovany ( SRa = 0,258 um) povlak nano ZrO; 2 vrstvy 100ul/min, 200°C

Indentacni zkousky ukéazaly Spatnou soudrznost slinutého nanometrového povlaku ZrO,
s keramickym substratem Z1, ktery m¢l aritmetickou stfedni vySkou drsnosti SRa = 0,258
um. Povlak se béhem indentace cely sloupl, na rozdil od povlaku na lesténém a plivodnim
substraté ZrO, a to u zatizeni 30 a 10 kg. Pfi¢inou vzajemné nesoudrznosti by mohla byt
rozdilna teplotni roztaznost materiala pii slinovani povlaku na jiz slinutém substratu, spojena
se Spatnym mechanickym ulpénim povlaku na substratu. Mikrofotografie zhotovené po
indenta¢nim testu jsou na obrazcich 5.141, 5.142 a 5.143.

SEM MAG. 150 x

HY: 150KV DATE: 01/25/11 500 um Vega ©Tescamn
VAC: Lowvac, 10 Pa  Device: T55136XM Digital Microscopy Imaging
Obr. 5.141 Indenta¢ni zkouSka  soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym

zdrsnénym substratem Z1 drsnost SRa = 0,258 um
pfi zatizeni 10 a 30 kg — ptehledovy snimek

SEM MAG. 700X
HV: 15.0kV
VAC: Low\ac, 10 Pa

DATE: 01/25/11
Device: TS5136XM

Vega &Tescamn
Digital Microscopy Imaging

SEM MAG: 500 X DET. SE Detector

L L L 1 L L L L
HY: 150KV DATE: 01/25/11 200 um Vega ©Tescamn
VAC: Lowvac, 10 Pa  Device: T55136XM Digital Microscopy Imaging
Obr. 5.142 Indentaéni zkouska soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym

zdrsnénym substratem Z1 drsnost SRa = 0,258 um
pfi zatizeni 30 kg

Obr. 5.143 Indentacni zkouska soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Z1 drsnost SRa = 0,258 um
pfi zatizeni 10kg
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Substrat Al lestény (SRa = 0,036 um) povlak nano Zr0;, 2 vrstvy, 100pd/min, 200°C

Indentacni zkousky ukdzaly Spatnou soudrznost nanometrového povlaku ZrO; k lesténému
keramickému substratu A1 s aritmetickou stfedni vyskou drsnosti SRa = 0,036 um. Povlak se
béhem indentace 5 kg cely sloupl. Pfi¢inou mohlo byt rizné chemické slozeni substratu a
vrstvy nebo naruSeni jejich soudrznosti vlivem jejich rozdilnych tepelnych roztaznosti,
podobné jako u hrubovaného ZrO, substratu. Vysledky indenta¢niho testu jsou uvedeny na
mikrofotografiich, které jsou na obrdzcich 5.144 a 5.145.

MY 150RY DATE: Cuaant 500 um Wega ©Tescan WV 150 WV DATE: D124t $00 um Yega STescan
WAD Lewiee 10 P Deace TSS1THEM Diglsl Meroacapy Imaging VAL Lowvet 10Ps  Devce TSSTHEM Digital Mermicagy Magng

Obr. 5.144 Indentacni zkouska soudrznosti Obr. 5.145 Indenta¢ni zkouSka soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, skeramickym nanometrového povlaku  ZrO, s keramickym
substratem A1l drsnost SRa = 0,036 um pfi zatizeni 5  substratem A1l drsnost SRa = 0,036 um pii zatizeni 5
kg — prehledovy snimek kg

Indentacni zkousky zatizenim 1 a 30 kg ukazaly velmi dobrou soudrznost nanometrového
povlaku ZrO, a materidlu substratu Al s aritmetickou stiedni vySkou drsnosti SRa = 0,174
pum na rozdil od vzorku s plivodnim povrchem o drsnosti SRa = 0,174 um. Praskliny
v povlaku byly ziejmé zplsobeny rozdilnou teplotni roztaznosti substratu a povlaku
v prubéhu slinovaciho procesu nebo pii suSeni naneseného povlaku. Vysledky jsou
dokumentovany na obrazcich 5.146, 5.147 a 5.148, které obsahuji mikrofotografie povlaku po
ukonceni indentacniho testu.
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Obr. 5.146 Indenta¢ni zkouSka soudrznosti Obr. 5.147 Indentatni zkouSka soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, skeramickym nanometrového povlaku  ZrO, skeramickym
lesténym substratem Al drsnost SRa = 0174 um pii  leSténym substratem Al drsnost SRa = 0,174 pm pfi
zatizeni 1 a 30 kg — piehledovy snimek zatizeni 30 kg

Obr. 5.148 Indentaéni zkouska soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
lesténym substratem A1l drsnost SRa = 0,174 um pfi
zatizeni 1kg

FFM MAG 70w #F .
ML 1RE R CATE 2172511 180G Vega STewcan
AL Lowiig, 10 P Doves TE5136A4 Digtal Meroscony Wagng

Substrdt A1, hrubovany SRa = 0,258um, povlak nano ZrQO;, 2 vrstvy 100ul/min, 200°C

Indentacni zkousky zatizenim 5, 20 a 30 kg ukdzaly velmi dobrou soudrznost
nanometrového povlaku ZrO, k materialu substratu A1 s povrchovou plosnou drsnosti SRa =
0,258 um stejné jako vzorek s leSténym povrchem a aritmetickou stfedni vyskou drsnosti
SRa = 0,036 um. Praskliny v povlaku byly nejspise zptisobeny rozdilnou teplotni roztaznosti
substratu a povlaku v prubéhu slinovaciho procesu nebo pii vysuSeni naneseného povlaku.
Vysledky jsou dokumentovany na obrazcich 5.149, 5.150 a 5.151, které obsahuji
mikrofotografie povlaku po ukoneni indenta¢niho testu.
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5 £ i I e
SEM MAG: 150 SE Def

HV: 15.0kV DATE: 01/25/11 500 um
VAC: Lowdac, 10 Pa  Device: TS5136XM

Vega ©Tescamn
Digital Microscopy Imaging

Obr. 5.149 Indentacni zkouSka soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Al drsnost SRa = 0,258 pum
pfi zatizeni 5, 20 a 30 kg — piehledovy snimek

DET. SE Detector
DATE: 01/25/11 200 um
Device: TS5136XM

HV: 15.0 kV
VAC: LowVac, 10 Pa

Vega ©Tescamn
Digital Microscopy Imaging

SEM MAG: 500 x
HV: 15.0 kV
VAC: LowVac, 10 Pa

DET. SE Detector
DATE: 01/25/11 200 um
Device: TS5136XM

Vega ©Tescamn
Digital Microscopy Imaging

Obr. 5.150 Indenta¢ni zkouSka soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Al drsnost SRa = 0,258 pum
pii zatizeni 30 kg

Obr. 5.151 Indenta¢ni zkouSka  soudrznosti
nanometrového  povlaku  ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Al drsnost SRa = 0,258 pm
pfi zatizeni 20kg

Shrnuti vysledkii studia technologie piipravy ZrO; povlakii na keramickych substratech

Pii ptipravé povlaku ZrO, na keramickych substraitech Z1, Al a SiO, byla jako

nejvhodnéjsi kombinace technologickych parametrii: teplota substratu 200°C, 2 vrstvy,
Suspenze 1.

U keramiky Z1 bylo dosazeno vyhovujiciho povlaku ZrO, na substratu s aritmetickou
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sttedni vyskou drsnosti 0,036 um a 0,174 pm. U keramiky A3 bylo dosazeno vyhovujiciho
povlaku ZrO, na substratu s aritmetickou sttedni vySkou drsnosti SRa = 0,174 pm.



Uvedenym slinovacim postupem se podafilo pfipravit slinuty povlak s nanometrovymi
zrny ZrO;.

Indentacni testy ukazaly velmi dobrou soudrznost povlaku se substraty Z1 a Al s
aritmetickou stfedni vySkou drsnosti SRa = 0,174 a 0,258 um. Diky odlisnym teplotnim
roztaznostem se ve vSech povlacich tvofi praskliny, které by vzhledem k materidliim keramik
nem¢ly mit vliv na biologické testy keramik. Na SiO, vznikaly velké praskliny, které lze
zdtvodnit zhruba 20% niz§im koeficientem teplotni roztaznosti Si0; nez ma ZrO,.

5.2.4. Biologické dilata¢ni in-vitro testy povlakovanych materiali ve vyluhu

Byla provedena 24 hodinova kultivace in-vitro na bunéénych liniich epitelidlni HeLa,
fibroblastoidni L929 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 Case. Dale byla provedena 72 hodinova kultivace k hodnoceni pokryvu
povrchu buiikami [38]. Po ukonceni kultivace byly vzorky vysuseny pomoci metody CPD a
vyfotografovany na REM.

Bunécna linie osteoblastoidni linie MG63 [27, 45, 60, 61, 62, 63, 64]
a) Poviak ZrO, dopovany 3 mol. % Y,03 na substratu Zldopovaném 3 mol. % Y,0;

Dilatace bunék linie MG63 rychle rostla s casem (k = 0,76), nejvyssi hodnota dilatace
bunck (100 %) byla dosazena po 12 hodinach in-vitro kultivace. Povlak je tedy

cvtalkkamnatihilni Reoreani kiivky dilataci nctenhlactaidni linie M(GAR nanianii ravnice (7) a
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Obr. 5.152 Dilatace bunck osteoblastidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na nanometrovém povlaku ZrO,
naneseném na substrat Z1

Tyto vysledky biologickych testli potvrzuji i zavéry z prace Hwanga [61], ktery kultivaci
osteoblastoidni linie MG63 na ZrO, keramikach dosahl vyssich hodnot aktivity alkalické
fosfatazy nez na Al,O3. Priznivé se projevila nanostruktura keramického povlaku i objemové
keramiky Z1, coz podporuje nazor, ze nanostrukturni materialy se projevuji jako bioaktivni;
coz popisuje ve svych pracich Webster [26, 27, 28, 29, 30, 46]. Také dilatacni testy u
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submikrometrové konvencni keramiky Z1 vykazovaly vysoky nariist dilatace bunék, ktera
byla srovnavana s nanomaterialy. Biologické vlastnosti konven¢nich ZrO, keramik potvrzuje
ve své praci napt. Yamashita [43], ktery testoval TOSOH ZrO, 3Y-TZP a tento dosahl
nejlepsich vysledk pfi biotestech po kultivaci trvajici 1, 3, 6, 9 dni.

Morfologie povlaku je dokumentovana mikrofotografii uvedenou na obrazku 5.153
pofizenou ptred pocatkem kultivacniho testu in-vitro. Pokryv nanometrového ZrO, povlaku
buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové in-vitro kultivaci byl celistvy a
jednovrstevny. Vysledky testu jsou dokumentovany mikrofotografii na obrazku 5.154. Na
povrsich bunék jsou patrné reakce na povlak — vybézky a vesikly, bunky byly v riznych
stadiich mitozy.

SEM MAG: 5.00 kx DET: SE Detector
HY. 15D R DATE: 04NG08 50 um Wegs ©Tescan  HY. 200KV DATE: 10/29/08 20 um Vega €Tescan
WALD Lowiss, 10Ps  Deves TS84 Digtal Microssopy imaging  VAC: Hivac Device: TS5138XM Digital Microscopy Imaging

Obr. 5.153 Mikrofotografie morfologie povrchu  Obr. 5.154 Jednovrstevny pokryv — buiikami

slinuttho  nanometrového povlaku ZrO, na  osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové

mikrostrukturnim keramickém substratu Z1 pfed  kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém

biologickymi kultiva¢nimi in-vitro testy povlaku ZrO, naneseném na mikrometrovém
keramickém substratu Z1
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b) Povlak ZrO> dopovany 3 mol. % Y>Oz na substraté A1
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Obr. 5.155 Dilatace bunck osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na nanometrovém ZrO, povlaku
nanesené na substratu Al

Maximalni dilatace bun€k osteoblastoidni linie MG63 (97 %) byla u nanometrového ZrO,
povlaku dosazena po 18 hodindch in-vitro kultivace. Maximalni dilataci osteoblastoidni linie
MG63 popisuji rovnice (7) a (11). Hodnoty jednotlivych koeficientd rovnice jsou uvedeny
v tabulce 5.4 na konci kapitoly. Dosazend maximalni hodnota dilatace osteoblastoidnich
bun¢k MG63 na povlaku naneseném na A3 je obdobna jako u povlaku nanesené¢ho na
substratu Z1.

Morfologie nanometrového povlaku ZrO;, naneseném na substratu Al,O3 pied pocatkem
kultiva¢niho in-vitro testu je uvedena na obrazku 5.154. Jak je vidét z obrazku 5.155, byl
pokryv nanometrového povlaku po 72 hodinové kultivaci celistvy a vicevrstvy. Na povrsich
bunck MG63 jsou vidét jejich reakce na povlak ZrO, - vybézky a vesikly, buiky byly
v raznych stadiich mitozy.
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Obr. 5.156 Mikrofotografie morfologie povrchu Obr. 5.157 Vicevrstevny pokryv  bunikami

slinut¢tho nanometrového povlaku ZrO, na osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové

mikrostrukturnim keramickém substratu Al pied kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém

biologickymi kultiva¢nimi in-vitro testy povlaku ZrO, naneseném na mikrometrovém
keramickém substratu Al

c) Poviak ZrO, dopovany 3 mol. % Y,0; na substraté kiemenné sklo
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Obr. 5.158 Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na nanometrovém ZrO, povlaku,
substrat je kiemenné sklo

Dilatace [%]

Dilatace bunék MG63 na povrchu ZrO, naneseném na kifemenném skle rostla rychle
s casem (k = 0,78). Maximalni dosazena dilatace bun€k na nanometrovém ZrO, povlaku byla
po 24 hodinach in-vitro kultivace 97 %. Regresni kiivky dilataci osteoblastoidni linie MG63
popisuji rovnice (7) a (11). Hodnoty jednotlivych koeficientl rovnice jsou uvedeny v
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tabulce 5.4 na konci kapitoly. Rychlost dilatace na poc¢atku testu byl obdobna jako u povlaki
na substratech ZrO; a Al,Os.

Morfologie povlaku naneseného na substratu ,kiemenné sklo® je wuvedena na
mikrofotografii, na obrazku 5.159. Na povlaku jsou zfetelné asi 5 pm Siroké praskliny vzniklé
pii slinovani nanometrového povlaku na substratu SiO,.

Na obrazku 5.160 je mikrofotografie potizena po ukonceni 72 hodinové kultivace. Pokryv
Zr0O, povlaku byl celistvy a jednovrstvy. Na povrchu bunék jsou vidét vysledky interakce
povlaku a bun¢k osteoblastoidni linie MG63 - vybézky a vesikly, bun¢k v riznych stadiich
mitdzy.

Z vysledki studia dilatace osteoblastoidni linie MG63 bunék na povrchu nanometrovych
ZrO, povlakii nanesenych na substratech ZrO, (Z1), Al,O3; (Al) a SiO; je vidét, ze o
bunécné aktivite rozhodoval piedevSim ZrO, povlak, ktery mél stejné slozeni u vsech
studovanych vzork.

Vega €Tescan WV, 00 kY
Digital Microscopy Imaging VAT Hivas

DET: BEE Detector
DATE: 0516108
VAC: Lowvac, 10Pa  Device: TS5136XM

SEM MAG: 2.00 kx
HV: 150 kV

50 um Wega OTeican

Digtal MEmecopy Imaging

Obr. 5.159 Mikrofotografie morfologie povrchu
slinuttho nanometrového povlaku ZrO, na
substratu  kfemenné sklo pfed biologickymi
kultivaénimi in-vitro testy
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Obr. 5.160 Jednovrstevny pokryv bunikami
osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové
kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém
povlaku ZrO, naneseném na kfemenném skle



Bunééna linie L929 [27, 33, 34, 35, 36, 37, 38]
Povlak ZrO; dopovany 3 mol. % Y,0; na substrate Zldopovaném 3 mol. % Y,0;
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Obr. 5.161 Dilatace bun¢k fibroblastoidni linie L929 ve vyluhu in-vitro na nanometrovém ZrO, povlaku
naneseném na substratu Z1

Maximalni dilataci dosahl nanometrovy povlak ZrO, po 20 hodinach kultivace a to 96 %.
Na rozdil od bun¢k linie MG63 rostly na pocatku testu buniky linie L929 podstatné pomaleji
(k =0.09). Tato pomale;jsi dilatace by mohla byt zpiisobena velkou drsnosti povrchu povlaku.
Dle Paea [73] je vyssi rychlost mnozeni dosahovdna na drsném povrchu u bunck
osteoblastoidnich linii, kdezto bunky fibroblastoidnich linii (napt. L929) maji vyssi rychlost
mnozeni na hladkych povrSich. Regresni kiivky dilataci fibroblastoidni linie L929 popisuji
rovnice (7) a (11).

Vysledky biologickych dilatacnich testli ukazovaly pozvolnéjsi rist dilatace bunék oproti
osteoblastoidni linii MG63, ale konecna hodnota dilatace byla stejna. Hodnoty jednotlivych
koeficientd rovnice jsou uvedeny v tabulce 5.4 na konci kapitoly.

Morfologii nanometrového povlaku pred kultivaénimi testy ukazuje mikrofotografie REM
na obrazku 5.162. V povlaku byly technologické praskliny o Sifce od 2 do 5 pm.
Nanometrovy povlak pokryty po 72 hodinové kultivaci buitkami fibroblastoidni linie L929 je
dokumentovan mikrofotografii na obrazku 5.163, byl celistvy a vicevrstevny. Na povrsich
bun¢k jsou patrné reakce na povlak — vybézky. Buiky se nachazely v riznych stadiich
mitdzy.
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Bunécna linie HeLa [27, 45, 60, 61, 62, 63, 64]

SEN MG 200 kx BSE Cetecto 5 A £
HV. 160kY DATE. D410 50 um Wega ©Tsscan WV IO kY DATE: DGMEDE B um Wega OTestan
VAL Lowhes, 10Ps  Devace TS51J60M Dhglal Microscopy imaging  VAC HMC Dy TES1I50M Digital Mmecopy bmaging

Obr. 5.162 Mikrofotografie morfologie povrchu Obr. 5.163 Vicevrstevny pokryv  bunkami

slinut¢ého nanometrového povlaku ZrO, na fibroblastoidni linie L929 po 72 hodinové kultivaci
mikrostrukturnim keramickém substratu Z1 pied in-vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO,
biologickymi kultiva¢nimi testy in-vitro naneseném na substraté Z1

a) Povlak ZrO; dopovany 3 mol. % Y,03 na substratu Z1 dopovaném 3 mol. % Y,0;
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Obr. 5.164 Dilatace bun¢k epitelialni linie Hela ve vyluhu in-vitro na nanometrovém ZrO, povlaku naneseném
na substratu Z1
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dilatovanych bun€k dosihl nanometrovy povlak ZrO, po 8 hodinach trvani testu a to 92 %.
Bunky epitelialni linie HeLa se uz pfi interakci se ZrO, chovaly podobné jako bunky MG63.
Hodnoty koeficientl jsou uvedeny v tabulce 5.4 na konci kapitoly.

Morfologie nanometrového povlaku pied kultivaénimi in-vitro testy, je uvedena na
mikrofotografii. REM (Obr. 5.165). V povlaku jsou technologické praskliny vzniklé pii
slinovani Sitky cca 2 um. Pokryv dokldda obrazek 5.166, ze kterého je patrné, Ze
nanometrovy povlak po 72 hodinové kultivace byl celistvy a jednovrstvy. Na povrchu buné¢k
jsou patrné reakce na povlak - vybézky, bunky byly v riznych stadiich mitozy.

b a5
SEM MAG: 2,00 ke
HY: 150KV

SEMMAG 1000k DET 5
DATE: 05/16/08 50 um Vega ©Tescan w2004V DATE: DAME0R 10 um viegs ©Tescan
VAC: Lowvac, 10 Pa  Device: TS5136XM Dagital Micrescopy Imaging WAL Milac Dervice TES 1360 Diglal Microscopy isaging

Obr. 5.165 Mikrofotografie morfologie povrchu Obr. 5.166 Vicevrstevny pokryv  bunkami
slinut¢ho nanometrového povlaku ZrO, na epitelialni linie HeLa po 72 hodinové kultivaci in-

mikrostrukturnim keramickém substratu Z1 pied ~ vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO,
biologickymi kultiva¢nimi in-vitro testy naneseném na substraté Z1
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Obr. 5.167 Dilatace bung¢k epitelialni linie Hela ve vyluhu in-vitro na nanometrovém ZrO, povlaku naneseném
na substratu A3
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Dilatace buné¢k linie HeLa probihala rychle (k = 0,88). Na nanometrovém povlaku ZrO,
bylo dosazeno 90 % dilatovanych bunék po 10 hodinach kultivace in-vitro. Regresni kiivky
(Obr. 5.167) dilataci epiteloidni linie HeLa popisuji rovnice (7) a (11). Hodnoty jednotlivych
koeficientd rovnice jsou uvedeny v tabulce 5.4 na konci kapitoly.

Morfologie nanometrového povlaku ZrO, ptred kultivatnimi in-vitro testy je
dokumentovana mikrofotografii REM na obrazku 5.168. V povlaku se nachdzely
technologické praskliny vzniklé pii slinovani. Pokryv buiikami epitelidlni linie HeLa doklada
obrazek 5.169, ze kterého je patrné, Ze po 72 hodinové kultivaci byl celistvy a vicevrstvy. Na
povrchu bunék byly patrné reakce na povlak - vybézky, buniky byly v riznych stadiich
mitozy.

BER MAG 200 kx CET. BSE Detector PR " SEM MAG: 5.00 kx ] 111
HY. 15D R DATE: DANG0E 50 um Wegs ©Tescan  HY. 200 kY DATE: 10/29/08 20 um Vega ©Tescan

VAL Lowies, 10Ps  Devcs TS51260 Dhgtal Miciossopy i=agng  VAC, HVac Device: TS5138XM Digital Micrescopy Imaging

Obr. 5.168 Mikrofotografie morfologie povrchu Obr. 5.169 Vicevrstevny pokryv  bunkami
slinut¢tho nanometrového povlaku ZrO, na epitelialni linie HeLa po 72 hodinové kultivaci in-
mikrostrukturnim keramickém substratu Al pied vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO,
biologickymi kultiva¢nimi testy in-vitro naneseném na substraté Al

Tabulka 5.4 Hodnoty koeficientli Appy, k, tm, a, b, ¢ vyjadfené z regresnich rovnic (7) a (11)
pro bunéénou interakci s povlakem ZrO, dopovanym 3 mol % Y,03

Rovnice 1, fadu Rovnice n-tého fadu

Hodnoty Regresni Hodnoty koeficienti Regresni Max,

. Podklad, koeficientli tm gres y £res dosaz, tm
Linie ., koeficient koeficient .
material [h] 2 2 dilatace | [h]
Apm k r a b c r

[%o]
Al,O3 92,04 0,64 | 14 0,96 91,93 0,83 0,93 0,96 97 18
MG63 710, 92,37 0,76 | 11 0,91 91,93 0,83 0,93 0,91 100 12
SiO, 96,10 0,78 | 13 0,95 96,14 0,82 0,98 0,95 97 24
1929 710, 110,29 | 0,09 | 24 0,98 97,94 0,43 0,67 0,96 96 20
HeLa Al,O3 83,95 0,88 6 0,94 94,34 | 4,6:10° | 4,07 0,95 90 10
71O, 86,03 1,36 7 0,95 96,13 | 0,0002 | 3,3 0,98 92 8

106




Hodnoceni nanokrystalickych povlaku biologickymi vyluhovymi in-vitro testy

Nejvyssi rychlost dilatace byla dosazena u epitelidlni linie Hela u vzorku, kde byl ZrO,
povlak nanesen na substrat Z1. Vysoka rychlost dilatace také byla zaznamendna u povlaku
ZrO,, ktery byl vytvofen na substratu SiO,. Maximalni dilatace byla vSak niz$i u této linie
nez u linie, L.929 a MG63. Toto mohlo byt zpiisobeno vyssi drsnosti povrchu substratu (viz.
strana 91), na kterou pfiznivé reaguji buiiky osteoblastoidni linie MG63 [73], a naopak
kde byl povlak nanesen na substrat Z1. Bunky linie Hela naopak mély vysokou rychlost
dilatace, ale niz$i maximalni dosaZenou dilataci o cca 10 %. Buiky na nanometrovém
povlaku ZrO, se nachéazely v riznych stadiich mitdézy a délily se. Na jejich povrSich byly
vybézky a vesikly, coZ je reakce buiiky na material. Cim je jich vice, tim je material pro
bunky vice aktivni.

V naneseném nanokrystalickém povlaku ZrO, byly pii snimdni na REM objeveny
praskliny o Sitkadch do 10um, které nemély viditelny vliv na aktivitu bunék.

Vzhledem k Sirokému rozpéti vysledki biologickych testi neni mozné jednoznaéné
potvrdit bioaktivitu nanometrového povlaku. VSechny testované kombinace materialii jsou
biologicky vhodné materidly. Pfi testovani osteoblastoidni linie MG63 bylo dosazeno lepSich
vysledkl na nanopovlaku ZrO, dopovaném 3 mol % Y,0O3, coz naznacuje jeho vhodnost pro
pouziti na kostnich implantatech.
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6. ZAVER

Nejprve byly uniaxiadlnim lisovanim a elektroforetickou depozici piipravena objemova
keramicka télesa. Vhodnymi kombinacemi teplot slinovani a délky prodlevy byly ziskany
slinuté keramiky s vyS$i hustotou nez 95,6 % a sttedni velikosti zrn od 100 do 2740 nm.
Povrch téchto vzorki byl upraven leSténim a poté byla jesté¢ navic polovina vzorkl tepelné
leptana pro vytvoreni povrchového reliéfu zrn. U vSech ptipravenych keramik byla provedena
keramografické analyza. U takto pfipravenych vzorkd byly provedeny biologické testy
hodnoceni cytotoxicity in-vitro jak ve vyluhu (bunécné linie MG63, 1929, HelLa) tak piimé
(bunécna linie MG63).

Byla navrzena a optimalizovana technologie ptfipravy nanokrystalickych povlaki ZrO; (t;.
vytvoreni a slinuti) nanesenych na keramickych substratech (Al,O3, ZrO; a Si0,). Dale byla
otestovana soudrznost povlakli s keramickymi substraty mikroindetacnim testem tvrdosti.
Vyhovujici povlaky byly biologicky testovany kultivaénim testem ve vyluhu cytotoxicity in-
vitro se tfemi bunécnymi liniemi MG63, L929 a HeLa. Byl navrZen a experimentalné ovéren
matematicky model dilatace bunék na oxidovych keramikéch.

Shrnuti vysledkii
Objemové keramiky. Dilatacni testy vyluhové in-vitro

Vysledky biologickych dilatacnich testd osteoblastoidni bunétné linie MG63 na
keramikach Z1 a Z2 ukézaly, 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
bunck byla ponc¢kud vyssi v pritomnosti materidlu Z2 s nizSim obsahem dopantu Y,0;. Pii
testovani materialu Al (stfedni velikost zrn 519,8 nm) touto osteoblastoidni bunécnou linii,
byla rychlost dilatace bunék podobna jako v pfitomnosti keramiky Z1, i piesto ze byla
velikost zrn A1 zhruba 5x vétsi nez u Z1. Z toho mizeme usuzovat, ze by obsah dopantu
Y,03 mohl mit vliv na dilataci bunék osteoblastoidni linie MG63.

Objemové keramiky: Dilatacni testy primé in-vitro

Dilatacni testy ptfimé (plocha pokryvu povrchu dilatovanymi butikami) byly zkouSeny na
sadach vzorkll 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 buné¢na linie MG63. Pti testu sady ZrO, keramik se projevil u keramik Z2 a
Z1 s zvyraznénym reliéfem zrn (tepelné leptané) pfiznivy vliv obsahu nanozrn na dilataci
bunék. Z1 a Z2 keramiky dosahly nejvyssi plochy pokryvu dilatovanymi butikami. U keramik
s leSténym povrchem tento vysledek zaznamenan nebyl. U keramik Al,Os; byla maximalni
plocha dilatace bunc¢k na keramice A4 se stfedni velikosti zrn vétSi nez 1 um. Vzhledem
k velikosti zrn se nemohl projevit vliv nanozrn na bioaktivitu keramik. Pti biologickém testu
vrstevnatého kompozitu MLOCCv1 se projevila vyssi selektivita bun¢k k materidlu ZrO, a to
jak na keramice s povrchovym relié¢fem tak 1 bez néj (lesténé), kde byl vSak efekt nizsi. Tato
skute¢nost byla potvrzena biologickym testem vrstevnatého kompozitu MLOCCv2. Lepeny
kompozit Z7 x AS pii biologickych testech dosdhl maximalni plochy pokryvu povrchu
dilatovanymi buitkami po 4 hodinach trvani testu. Opét se vyrazngji projevila selektivita
bunék k ZrO, na tepelné leptanych materialech s vyssi povrchovou drsnosti 1 pfes vysoky
obsah dopantu Y>0; (8 mol. %) v keramice Z7. Vysledky dal§iho lepeného kompozitu Z6 x
A3 pfii biologickych testech opét potvrdily vyssi selektivitu bunék k ZrO, a nebyl zaznamenan
nepiiznivy vliv obsahu dopantu Y,0; (3 mol. %) na Zivotaschopnost bun¢k. Také u tohoto
kompozitu byla vyssi selektivita bun€k na povrchu tepelné leptaném. Posledni lepeny
kompozit Z4 x A2 dosahl nejmensi plochy pokryvu povrchu dilatovanymi bunikami 1 pies
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nejmensi velikosti zrn této dvojice keramik. I zde byla potvrzena selektivita dilatovanych
bunék k ZrO, keramice.

Vétsina vysledkl biologickych testii nepotvrdila negativni vliv Y,03 na zivotaschopnost
bunék.

Nanopovlaky ZrO;

Byla studovana a optimalizovana metoda nanaseni nanostrukturniho povlaku ZrO, pomoci
sprejovani koloidni suspenze na keramické substraty.
U slinutych bezdefektnich povlakl ZrO, byly provedeny vyluhové dilatacni in-vitro testy, kde
jednim z vlivl v soustavé mohl byt i vliv obsahu dopantu Y,0; u keramik ZrO,. Pokryv vSech
povlakti buiitkami byl po 72 hodinovém testu celistvy a na povrSich bunék se nachdzely
vybézky a vesikly, které piedstavovaly pozitivni reakci bunék na nanokrystalicky povlak.
Vliv obsahu Y;,0j; na bioaktivitu nebyl prokazan.
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Aritmetickd stfedni vyska drsnosti lesténé keramiky Al,Oj3 - tepelné leptany
povrch

Mikrofotografie REM povrchu keramiky A2

Distribuce stfedni velikosti zrn keramiky A2

Mikrofotografie REM povrchu keramiky A3

Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky A3

Mikrofotogratie REM povrchu keramiky A4

Mikrofotografie AFM povrchu keramiky A4

Distribuce stfedni velikosti zrn objemové keramiky A4

Mikrofotografie REM povrchu keramiky A5

Distribuce stfedni velikosti zrn keramiky A5

Mikrofotografie REM povrchu keramiky HA

Distribuce stfedni velikosti zrn keramiky HA

Aritmeticka stfedni vyska drsnosti leSténé keramiky HA

Aritmeticka stfedni vyska drsnosti tepelné leptané keramiky HA
Mikrofotografie REM povrchu MLOCCvl1

Mikrofotografie AFM povrchu MLOCCv1

Distribuce stfedni velikosti zrm KZ1 a KA kompozitu MLOCCv1

Aritmetickd stfedni vyska drsnosti drsnost lesténého MLOCCv1

Aritmeticka stfedni vyska drsnosti tepelné leptaného MLOCCv1

Plosna povrchové drsnost tepelné leptaného MLOCCv2

Mikrofotografie AFM povrchu keramického kompozitu MLOCCv2

Distribuce stfedni velikosti zrn keramického vrstevnatého kompozitu
MLOCCv2 KZ2 x KA2

Aritmetické stfedni vyska drsnosti lesténé keramiky na kompozitu MLOCCv2
Aritmetickd stfedni vySka drsnosti tepelné leptané keramiky na kompozitu
MLOOCV2

Zhotoven¢ zkuSebni keramiky ZrO; pro biologické testy

Zhotovené zkusebni keramiky Al,O3 pro biologické testy

Mikrofotografie REM keramického lepeného kompozitu Z7 x AS

Distribuce stfedni velikosti zrn dvojice keramického lepené¢ho kompozitu Z7 x
AS

Mikrofotografie REM dvojice keramického lepeného kompozitu Z6 x A3
Distribuce stiedni velikosti zrn dvojice lepeného keramického kompozitu Z6 a
A3

Mikrofotografie REM dvojice lepeného keramického kompozitu Z4 x A2
Distribuce stifedni velikosti zrn dvojice lepeného keramického kompozitu Z4 x
A2

Schematicky graf bunécné dilatace popsany kinetickou rovnici 1. fadu

Dilatace buné€k osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na ZrO
keramikéch

Dilatace bunc¢k osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na
submikrometrovém Al,O;

Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na kiemenném
skle

Dilatace bun¢k fibroblastoidni linie L929 ve vyluhu in-vitro na keramikach
ZrO 2

Dilatace bun¢k epitelialni linie Hela ve vyluhu in-vitro na ZrO, keramikach
Dilatace bunék epitelialni linie Hela ve vyluhu in-vitro na submikrometrové
keramice Al
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Plocha dilatovanych bunck osteoblastoidni linie MG63 na povrchu tepelné
leptanych ZrO, biokeramik

Plocha dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténych
710, biokeramik

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané
submikrometrové keramiky Z1 stabilizované 3 mol. % Y,O; s dilatovanymi
bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stfedni
velikost zrn zrna 100,2 nm

Mikrofotogratie z REM povrchu tepelné leptané submikrometrové keramiky
Z1 stabilizované 3 mol. % Y,0Os3 s dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinéch in-vitro kultivace stfedni velikost zrn stftedni velikost zrn
zrna 100,2 nm

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané
submikrometrové keramiky Z2 stabilizované 1,5 mol. % Y,Os3 s dilatovanymi
buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stiedni
velikost zrn stfedni velikost zrn zrna 118,9 nm

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptané submikrometrové keramiky
72 stabilizované 1,5 mol. % Y,03 s dilatovanymi buiitkami osteoblastoidni
linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stfedni velikost zrn 118,9 nm
Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané
submikrometrové keramiky Z3 stabilizované 3 mol. % Y,O; s dilatovanymi
bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stiedni
velikost zrn 371,3 nm

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptané submikrometrové keramiky
73 stabilizované 3 mol. % s dilatovanymi butikami osteoblastoidni linie MG63
po 4 hodinach kultivace in-vitro, stfedni velikost zrn 371,3 nm

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténé mikrometrové ke-
ramiky Z5 in-vitro s dilatovanymi bunkami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach in-vitro kultivace, stfedni velikost zrna 517,2 nm

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné€ leptané mikrometrové keramiky ZrO,
75 in-vitro s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach
in-vitro kultivace, stfedni velikost zrna 517,2 nm

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténé SRa = 0,036 um
mikrometrové keramiky Z6 stabilizované 3 mol. % Y,0; s dilatovanymi
bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stfedni
velikost zrn 923,1 nm

Mikrofotografie z REM povrchu lesténé SRa = 0,036 um mikrometrové
keramiky Z6 stabilizované 3 mol. % Y,0; sdilatovanymi builkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach kultivace in-vitro, stiedni velikost
zrn 923,1 nm

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténé SRa = 0,036 um
mikrometrové keramiky Z8 stabilizované 8 mol. % Y,0O; s dilatovanymi
bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stiedni
velikost zrn 2739,8 nm

Mikrofotografie z REM povrchu lesténé SRa = 0,036 pm mikrometrové
keramiky Z8 stabilizované 8 mol. % Y,0;3; sdilatovanymi buiikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stfedni velikost
zrn 2739,8 nm

Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténych a
tepelné leptanych Al, O3 keramik
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Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténé mikrometrové
keramiky A4 s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach in-vitro kultivace, stfedni velikost zrn 1261,6 nm

Mikrofotografie z REM povrchu lesténé mikrometrové keramiky A4
s dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodindch in-vitro
kultivace, stiedni velikost zrn 1261,6 nm

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané
submikrometrové keramiky Al s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace, stfedni velikost zrn 519,8 nm
Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptané submikrometrové keramiky
Al s dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace, stiedni velikost zrn 519,8 nm

Plocha dilatovanych bun€k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténé a
tepelné leptané mikrometrové bioaktivni keramiky HA

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténé mikrometrové
keramiky HA s dilatovanymi buiikkami osteoblastoidni linie MG63 po 4
hodinach in-vitro kultivace

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptané mikrometrové keramiky HA
s dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace

Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu leSténého a
tepelné leptaného mikrometrového elektroforeticky zhotoveného vrstevnatého
keramického kompozitu KA1 x KZ1

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténého mikrometrového
vrstevnatého biokeramického kompozitu KA1 x KZ1 s dilatovanymi butikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinéch in-vitro kultivace

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptaného mikrometrového
vrstevnatého biokeramického kompozitu KA1 x KZ1 s dilatovanymi bunikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Graf bunécéné selekce na povrchu tepelné leptaného mikrometrového
keramického vrstevnatého kompozitu KA1 x KZ1

Graf bunécné selekce na povrchu lesténého mikrometrového keramického
vrstevnatého kompozitu KA1 x KZ1

Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a
tepeln¢ leptaného elektroforeticky zhotoveného keramického vrstevnatého
kompozitu KA2 x KZ2

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu lesténého keramického
vrstevnatého kompozitu KA2 x KZ2 s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni
linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptaného keramického vrstevnatého
kompozitu KA2 x KZ2 s dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie MG63 po
4 hodinach in-vitro kultivace

Graf bunééné selekce na povrchu lesténého keramického vrstevnatého
kompozitu KA2 x KZ2

Graf bunécné selekce na povrchu tepelné leptaného keramického vrstevnatého
kompozitu KA2 x KZ2

Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a
tepelné leptaného mikrometrového keramického lepené¢ho kompozitu Z7 x AS
Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané
mikrometrové keramiky Z7 dopované 8 mol. % Y,Os, stfedni velikost zrna

118



Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

Obr

.5.101

.5.102

.5.103

.5.104

.5.105

.5.106

.5.107

.5.108

.5.109

.5.110

.S5.111

.5.112

.5.113

.5.114

.5.115

1442,6 nm SRa = 0,086 um s dilatovanymi builtkami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané mikro-
metrové keramiky AS5, stiedni velikost zrna 1823,9 nm SRa = 0,098 pum
s dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace

Mikrofotografie REM povrchu tepelné leptaného mikrometrové keramiky Z7
dopované 8 mol. % Y03, stiedni velikost zrna 1442,6 nm SRa = 0,086 um
s dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace

Mikrofotogratie REM povrchu tepelné leptaného mikrometrové keramiky
Al,O3 AS, stiedni velikost zrna 1823,9 nm SRa = 0,098 um s dilatovanymi
buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Graf bunécné selekce bunék osteoblastoidni bunééné linie MG63 na lesténém
lepeném kompozitu Z7 dopované 8 mol. % Y,0O; (stiedni velikost zrn 1442,6
nm) X A5 (stfedni velikost zrn 1832,9 nm)

Graf bunécné selekce bunék osteoblastoidni bunécné linie MG63 na tepelné
leptaném lepeném kompozitu Z7 dopované 8 mol. % Y,Os3 (stfedni velikost
zrn 1442,6 nm) x A5 (stfedni velikost zrn 1832,9 nm)

Plocha dilatovanych bunék osteoblastoidni linie MG63 na povrchu lesténého a
tepelné leptaného mikrometrového keramického lepen¢ho kompozitu Z6 x A3
Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané mikro-
metrové keramiky Z6 se stiedni velikosti zrna 923,1 nm (SRa = 0,086 pm)
s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané mikro-
metrové keramiky A3 se stfedni velikosti zrna 1146,2 (SRa = 0,098 pum)
s dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro
kultivace

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptaného mikrometrové keramiky Z6
(SRa = 0,086 um) se stfedni velikosti zrna 923,1 nm s dilatovanymi buiikami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Mikrofotografie z REM povrchu tepelné leptaného mikrometrové keramiky A3
(SRa = 0,098 um) se stiedni velikosti zrna 1146,2 nm s dilatovanymi bunkami
osteoblastoidni linie MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Graf bunécéné selekce bunék osteoblastoidni bunécné linie MG63 na lesténém
lepeném kompozitu Z6 xA3

Graf bunécné selekce bun€k osteoblastoidni bunécné linie MG63 na tepelné
leptaném lepeném kompozitu Z6 x A3

Plocha dilatovanych bun¢k osteoblastoidni linie MG63 na povrchu leSténého a
tepelné leptaného mikrometrového keramického lepeného kompozitu Z4 x A2
Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptané
mikrometrové keramiky Z4 se stiedni velikosti zrn 517,2 nm (SRa = 0,086 pm)
s dilatovanymi buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 8 hodinach in-vitro
kultivace

Mikrofotografie ze svételného mikroskopu povrchu tepelné leptaného
mikrometrové keramiky A2 se stfedni velikosti zrna 753,9 nm (SRa = 0,098
um) s dilatovanymi buiikami osteoblastoidni linie MG63 po 8 hodinach in-
vitro kultivace
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Mikrofotografie REM povrchu tepelné leptané mikrometrové keramiky Z4 se
sttedni velikosti zrn 517,2 nm s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach kultivace in-vitro

Mikrofotografie REM povrchu tepelné leptané mikrometrové keramiky A2 se
sttedni velikosti zrn 753,9 nm s dilatovanymi bunikami osteoblastoidni linie
MG63 po 4 hodinach in-vitro kultivace

Graf bunécné selekce bunék osteoblastoidni bunécné linie MG63 na lesténém
lepeném keramickém kompozitu Z4 x A2

Graf bunécné selekce bunck osteoblastoidni bunééné linie MG63 na tepelné
leptaném lepeném keramickém kompozitu Z4 x A2

Vyhovujici povlak - neslinuty nanometrovy ZrO, povlak naneseny na
kfemicitém skle

Nevyhovujici povlak - neslinuty nanometrovy ZrO, povlak naneseny na
kfemicitém skle

Vizudlni test zavislosti poctu nanesenych vrstev povlaku ZrO, a potiebného
predehievu kiemicitého skla pti sprejovani koloidni Suspenze 1

Vysledky vizualniho hodnoceni vrstev ZrO, nanesenych ultrazvukovym
sprejovanim koloidni Suspenze 1 na povrch kiemicitého skla pii rychlosti
pritoku koloidni suspenze 100 - 300 pl/min a teplot substratu 200 - 500°C
Aritmetickd stfedni vySka drsnosti pivodniho povrchu keramického substratu

SRa= 0,174 um
Aritmetickd stfedni vyska drsnosti lesténého povrchu keramického substratu
SRa = 0,036 um

Aritmetickd stfedni vySka drsnosti hrubovaného povrchu keramického
substratu SRa = 0,258 pm

Mikrofotografie nanesenych dvou vrstev neslinut¢ho povlaku ZrO, na
lisovaném slinutém substratu Z1 (zévislost na pritoku suspenze a teploté
substratu s drsnosti SRa = 0,174 um

Mikrofotografie slinutého dvouvrstvého povlaku na lisovaném substratu Z1
(zavislost na pritoku suspenze a teploté substratu s drsnosti povrchu SRa =
0,174 um)

Mikrofotografie slinut¢ého dvouvrstvého povlaku ZrO, na keramickém
substratu Z1 - vliv drsnosti povrchu

Fotografie nanesené¢ho neslinutého povlaku ZrO;, na lisovaném substratu A3
(test kombinace teploty a poctu nanesenych vrstev)

Mikrofotografie vysledku testu sprejovaného neslinutého povlaku (dvé vrstvy)
v zavislosti na teploté povlaku ZrO, na keramickém substratu A3 (zavislosti
pritoku suspenze a teploty substratu)

Fotografie dvou vrstev neslinutého nanometrového povlaku ZrO, na lisovaném
substratu A3 SRa = 0,174 pm (zavislost na teploté substratu a pritoku
suspenze)

Slinuty dvouvrstvy nanometrovy povlak ZrO, na substratu SiO,; teplota
pfedehievu substratu pfi nanaseni 200°C

Slinuty dvouvrstvy nanometrovy povlak ZrO, na substratu SiO,. teplota
pfedehievu substratu pii nanaseni 250°C

REM mikrofotografie povrchu dvouvrstvého nanometrového povlaku ZrO; na
substratu Z1 (SRa = 0,174 um, teplota substratu 200°C, prutok suspenze 100
pl/min)
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Indentacni zkouSka soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
leSténym substratem Z1s drsnosti SRa = 0,036 pum pfi zatizeni 5 a 1 kg
(ptehledovy snimek)

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
lesténym substratem Z1s drsnosti SRa = 0,036 um pii zatizeni 5 kg

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO; s keramickym
lisovanym substratem Z1 drsnost SRa = 0,036 pm pfi zatizeni 1kg

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO; s keramickym
substratem Z1 drsnost SRa = 0,174 pum pii zatizeni 1, 5, 20 a 30 kg -
ptehledovy snimek

Indentaéni zkouska soudrZnosti nanometrového povlaku ZrO;, s keramickym
substratem Z1 drsnost SRa = 0,174 um pfi zatizeni 30 kg

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Z1 drsnost SRa = 0,258 pm pfi zatizeni 10 a 30 kg —
ptehledovy snimek

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Z1 drsnost SRa = 0,258 um pfi zatizeni 30 kg
Indentacni zkouSka soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem Z1 drsnost SRa = 0,258 um pfi zatizeni 10kg

Indentacni zkouSka soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
substratem A1l drsnost SRa = 0,036 um pii zatizeni 5 kg — ptehledovy snimek
Indenta¢ni zkouSka soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
substratem A1 drsnost SRa = 0,036 pm pii zatizeni 5 kg

Indentaéni zkouska soudrZnosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
leSténym substraitem Al drsnost SRa = 0174 pum pfi zatizeni 1 a 30 kg —
piehledovy snimek

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
lesténym substratem Al drsnost SRa = 0,174 pm pfii zatizeni 30 kg

Indentacni zkouska soudrZnosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
leSténym substratem Al drsnost SRa = 0,174 um pfi zatizeni 1kg

Indentaéni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem A1 drsnost SRa = 0,258 um pfi zatizeni 5, 20 a 30 kg —
piehledovy snimek

Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO; s keramickym
zdrsnénym substratem A1 drsnost SRa = 0,258 um pfi zatizeni 30 kg
Indentacni zkouska soudrznosti nanometrového povlaku ZrO, s keramickym
zdrsnénym substratem A1 drsnost SRa = 0,258 um pfi zatizeni 20kg

Dilatace bun¢k osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na
nanometrovém povlaku ZrO, naneseném na substrat Z1

Mikrofotografie morfologie povrchu slinut¢ho nanometrového povlaku ZrO,
na mikrostrukturnim keramickém substratu Z1 pted biologickymi kultivaénimi
in-vitro testy

Jednovrstevny pokryv bunikkami osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové
kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO, naneseném na
mikrometrovém keramickém substratu Z1

Dilatace bun¢k osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na
nanometrovém ZrQO, povlaku nanesené na substratu Al

Mikrofotografie morfologie povrchu slinut¢ho nanometrového povlaku ZrO,
na mikrostrukturnim keramickém substratu Al pied biologickymi kultivaénimi
in-vitro testy
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Vicevrstevny pokryv buitkami osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové
kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO, naneseném na
mikrometrovém keramickém substratu Al

Dilatace bunék osteoblastoidni linie MG63 ve vyluhu in-vitro na
nanometrovém ZrO, povlaku, substrat je kiemenné sklo

Mikrofotografie morfologie povrchu slinut¢ho nanometrového povlaku ZrO,
na substratu kiemenné sklo pted biologickymi kultiva¢nimi in-vitro testy
Jednovrstevny pokryv bunikami osteoblastoidni linie MG63 po 72 hodinové
kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO, naneseném na
kifemenném skle

Dilatace bunék fibroblastoidni linie L929 ve vyluhu in-vitro na nanometrovém
ZrO; povlaku naneseném na substratu Z1

Mikrofotografie morfologie povrchu slinutého nanometrového povlaku ZrO,
na mikrostrukturnim keramickém substratu Z1 pted biologickymi kultivaénimi
in-vitro testy

Vicevrstevny pokryv buitkami fibroblastoidni linie 1929 po 72 hodinové
kultivaci in-vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO, naneseném na
substraté Z1

Dilatace bun¢k epitelidlni linie Hela ve vyluhu in-vitro na nanometrovém ZrO,
povlaku naneseném na substratu Z1

Mikrofotografie morfologie povrchu slinutého nanometrového povlaku ZrO,
na mikrostrukturnim keramickém substratu Z1 pted biologickymi kultivaCnimi
in-vitro testy

Vicevrstevny pokryv buinikami epitelidlni linie HeLa po 72 hodinové kultivaci
in-vitro na slinutém nanometrovém povlaku ZrO, naneseném na substraté Z1
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