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Vyvoj keramickych vrstev na slitinach titanovych implantatiz s Zadouci kombinaci mechanickych vlastnosti
a biokompatibility mize vyrazne zlepSit funkénost a aplikaci jejich povrchid ve vyuziti  ortopedickych
a traumatologickych implantatiz. Predkladand prace popisuje moznosti vyuziti mikroobloukové oxidace (MAO)
titanové slitiny TiBAI4V za Ucelem dosazeni charakteristického povrchu s poZadovanymi vlastnostmi, Zadanym
chemickym sloZenim, morfologii, smacivosti, drsnosti, korozni odolnosti a adhezi bunek. V rdmci vyvoje technologie
procesu MAO byly stanoveny parametry potiebné k dosazeni keramické vrstvy, ktera méa hydrofilni charakter. Takto
pripravené povrchy byly nasledné modifikovany s vyuzitim tridecafluoroctyltriethoxysilanem (FAS) za Ucelem dosazeni
hydrofobniho povrchu. Bylo zjisteno, Ze tyto vyvijené povrchové modifikace slitiny Ti6Al4V procesem MAO a nasledné
upravené pomoci FAS, podporuji adhezi a rust lidskych kmenovych bunek v rozsahu jejich moZného vyuZiti pro
traumatologické a ortopedické implantaty s poZadovanou osteointegraci.

Kli¢ové slova: mikroobloukova oxidace; keramicky povlak; anodicka oxidace; povrchovd modifikace; titanova slitina;
korozni odolnost

Development of ceramic layer on alloys of titanium implants with a desirable combination of mechanical properties
and biocompatibility can significantly improve the functionality and application of their surfaces in the areas of
orthopaedic and traumatological implants. The presented paper describes the possibilities of usage of microarc
oxidation (MAO for titanium alloy Ti6Al4V in order to achieve the characteristic surface with the desired properties of
its chemical composition, morphology, wettability, surface roughness, corrosion resistance and adhesion of the cells).

The results have revealed the possibility of using the MAO technique for the achievement of the porous ceramic double
layer with different thickness of inner and outer layer. Within the development of technology of the MAO process
conditions there were determined the parameters required for obtaining of ceramic layer that had a hydrophilic
character. Thus prepared surfaces were subsequently modified with the application of tridecafluoroctyltriethoxysilane
(FAS) in order to achieve hydrophobic surface. It was found that these surface modifications of Ti6Al4V alloy
developed by the MAO process and subsequently modified with FAS supported the adhesion and growth of human stem
cells in the range of their possible use for traumatological and orthopaedic implants with the required
osteointegration. Surface treatment by MAO process has also a very positive impact on the corrosion resistance of
Ti6AI4V alloy.

Key words: microarc oxidation; ceramic coating; anodic oxidation; surface modification; titanium alloy; corrosion
resistance

Titan a jeho dlitiny maji v sou¢asné dob¢ nezastupitel-  implantéti, a to predevSim z divodu jejich vysoké ko-
nou roli vevyuziti stomatologickych a ortopedickych  rozni odolnosti, biokompatibility a schopnosti osteoin-
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tegrace. Scilem zvySit jgich bioaktivitu jsou povrchy
titanovych implantdtd modifikovény fadou technik
zahrnujicich chemickou, termickou a elektrochemickou
Upravu [1—3]. Za relativné novou metodu umozivujici
povrchovou modifikaci titanu a jeho dlitin, jakoZ i leh-
kych kovi (Al, Mg) je povazovana metoda mikrooblou-
kové oxidace (MAOQ), nékdy také nazyvana plazmaticka
e ektrolyticka oxidace (PEO) [4].

Uvedend technologie, umoZiujici povrchovou modifi-
kaci titanu a lehkych kova ajejich dlitin, zahrnuje kom-
binaci aplikace vysokého napéti, elektrochemické oxi-
dace a termdni difuze v elektrolytu za vzniku keramic-
kého povlaku. Vlastnosti modifikovanych povrchi
svyuzitim MAO jsou zavislé navolbé experimentanich
podminek a elektrolytu. Povrchové vrstvy mohou dosa-
hovat vyznamné vySSi tvrdosti (napt. 400 az 700 HV),
odolnosti proti korozi a opottebeni [5].

V priibéhu procesu MAO dochazi ke zménam intenzity
plazmatického vyboje, ovSem detailni mechanismus
procesu zatim nebyl popsan. Existuje viak znatna sho-
da, Ze v prabéhu procesu pasobeni stiidavého proudu
(AC) dochézi k vyvoji nekolika z&kladnich etap, které
jsou nize popsany a uvedeny naobr. 1[6].

a) Napéti vykazuje rychly a linedrni narast v ¢ase az
K tzv. prirazovému napéti. Nékteré malé bublinky
kysliku a vznik oxidické vrstvy Ize pozorovat na po-
vrchu vzorku, coz odpovida klasické elektrochemic-
ké anodizaci.

b) Pfi dosazeni urcité hodnoty vysokého napéti (v za
vidosti na elektrolytu) k piekroceni kritické hodnoty
a k tzv. dielektrickému prarazu, ktery je pozorova-
telny vyvojem , sparkového” vyboje (pozorovatelna
jiskra). V této fézi se proud koncentruje pouze v ur-
ditych oblastech, coz vede pouze k lokalizovanému
narastu tloustky povliaku. Nové vytvoreny povlak
miZe opétovné odolavat proti pasobicimu proudu,
zatimco v jinych oblastech, kde je opor mensi, do-
chézi k opétovnému prirazu. V této féazi dochazi
soubézné s pronikavym zvukem k vyvoji vétsiho po-
¢tu jisker, které jsou ndhodné distribuovany arychle
se pohybuji po celém povrchu anody.

¢) Vyvin apasobeni plynu na povrchu anody av elek-
trolytu pitimo souvisi s tvorbou keramické vrstvy.
K prarazu povlaku dochézi vzdy na misté s mensim
odporem rostouci oxidické vrstvy. S nérastem pro-
cesniho ¢asu dochazi k zintenzivnéni vyboje a jeho
postupnym barevnym zménam od bilé aZ po oranzo-
vou nebo éervenou. V takovychto oblastech se mi-
krooblouky transformuji do silného oblouku.

Intenzivni , spark”, resp. jiskieni a uvolfiovani plyni
probih& soubézné svyvojem velkych pora a tepelného
&épeni povrchového filmu. Spolu se zanikem jisker
plynovych bublin dochazi k poklesu proudu, coZ indiku-
je konec procesu. Architektura poviaku vytvoreného
mikroobloukovou oxidaci je dvouvrstva: jedna se o pie-
chodovou tvrdou vrstvu a vnéjsi porézni vrstvu s mnoha
jemnymi dutinami. Tloustka poviaku v zavidosti

na anodizovaném materidlu a pouZitém elektrolytu se
pohybuje od 1 do 100 pm.

oxide) 4o nants and defects

ozide layer dopants and defects

Obr.1 Schematicka ilustrace plasmatického vyboje béhem jednotli-
vych stupriti mikroobloukového procesu
Schematic illustration of plasmatic arc during particular steps

of microarc process

Fig. 1

MAO anodizace je povaZzovana za technologii vysoce
ekonomicky efektivni vzhledem k nizkym provoznim
nakladim. Nelze také odhlédnout od skute¢nosti, Ze je
to nizkoodpadova technologie [7].

Metody a postupy

Pro Gcely aplikace MAO anodizace a ziskani modifiko-
vaného povrchu byly pouzity vzorky titanové ditiny
Ti6Al4V o priméru 15 mm a tloustce 2,6 mm a hreby
rekonstrukéni. Fyzikalni, chemické a bunécné testy byly
provedeny na vzorcich, které byly piipraveny metodou
MAO vsilné alkalickych elektrolytech soznatenim
El. 1 a El. 1-FAS. Po mechanické preddpravé povrchu,
kter4 byla detailné popsana v piedchozim ¢lanku [8],
byly povrchy vzorka anodicky modifikovany pii prou-
dové hustoté 80 mA.cm? po dobu 30 min. Vzorky
soznaenim El. 1-FAS byly po aplikaci MAO mé&ceny
v roztoku etanolu s1,0 hm. % tridecafluoroctyltrietho-
xysilanem (FAS) za U¢elem snizeni povrchové energie
s cilem dosahnout hydrofobniho povrchu. U vzorka byla
po aplikaci procesu MAO upravena morfologie povrchi
s cilem dosdhnout sjednoceni povrchi s pozadovanymi
parametry drsnosti. Na takto piipravenych vzorcich byly
provedeny bunééné testy.

Omilani anodicky p¥ipravenych povrchi

K omleti zkusebnich vzorka s anodizovanymi povrchy
byla pouZita Zlabova odstiediva omilaci technologie
od firmy OTEC s keramickymi télisky (ZS 2/5) po dobu
20 min. (tento parametr byl korigovan na z&kladg¢ di¢ich
vysledki).
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Skenovaci elektronovy mikroskop senergiové dis-
perznim analyzatorem (SEM/EDX)

Pro stanoveni detailniho rozboru topografie povrchu
ajeho chemického doZeni byl vyuZzit rastrovaci elektro-
novy mikroskop (REM) Quanta 450 FEG (FEI Compa
ny, USA) s autoemisnim zdrojem, ktery umoziiuje gene-
rovat a snimat dostupné informace z povrcht vodivych
a nevodivych materidt. Pina integrace REM s mikroa-
nalytickym systémem TRIDENT-APEX 4 umoZziuje
cely systém provozovat v jednom uZivatelském rozhra-
ni. Integrovany systém se sklada z energiové disperzni-
ho analyzéoru (EDX), vinové disperzni analyzétoru
(WDX) atechniky difrakce zpétné odrazenych elektro-
nt (EBSD) a umoziiuje na povrchu studovaného vzorku
provést lokalni chemickou analyzu. Tloustky povlaka
byly hodnoceny na metalografického fezu pomoci soft-
waru SCANDIUM.

Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Vzorky zdivodu hodnoceni topografie povrchi byly
hodnoceny pomoci techniky AFM na zatizeni Solver-
NEXT v tzv. kontaktnim modu (hrot je vtlagovan do
vzorku). Povrchy byly zobrazovany vosach x a vy:
50 x 50 pm.

Stanoveni kontaktniho Uhlu a povrchové energie

Kontaktni thel byl méten na pristroji Kriiss DSA 100
(Kriiss GmbH, Némecko). K méteni byly pouzity dvé
kapaliny: destilovana voda a etylenglykol. Méreni bylo
provedeno pomoci kapek o objemu 3 pl na 7 raznych
mistech na vzorku. K méfeni byl pouzit 1 vzorek pro
kazdou kapalinu. K vyhodnoceni kontaktniho dhlu
astanoveni volné povrchové energie byl pouZit software
DSA4. Kontaktni Uhel byl stanoven metodou tangent 1.
Volna povrchova energie byla poté vypocitana z pramér-
nych hodnot kontaktnich Ghla. K vyhodnoceni povrchové
energie byla pouzita metoda Owens-Wendt-Rabel-
Kaelble. Stanoveni probihalo zalaboratorni teploty.

Meé¥eni drsnosti povrchu

Méteni drsnosti bylo provedeno pomoci pristroje Taylor
Hobson Form Talysurf 50. Drsnosti povrchi byly hod-
noceny pomoci parametri pramérné aritmetické achyl-
Ky profilu R, anejvétsi vysky profilu R,.

Elektrochemické méreni

K ovéreni oxidacnich podminek v modelovém fyziolo-
gickém roztoku na vzorcich s modifikovanymi povrchy
MAO byly meéfeny samovolné korozni potencidly
asgimuty potenciodynamické kiivky. Experimenty byly
provadény na laboratorné zhotoveném méficim zatizeni
skorozni celou strielektrodovym zapojenim a solnym
mastkem, coZz umoziovalo e ektrochemicka méreni na
vymezené ploge 1 cm? pii teploté 25+ 2 °C. Jako po-
mocna elektroda byla pouzita Pt sitka, jako referentni
nasycena kalomelova elektroda (SCE). Hodnoty samo-
volného korozniho potencidlu byly odecitany po 30 min,

potencid vzorku na po¢atku meéfeni potenciodynamic-
kych kiivek byl volen 100 mV pod Ey, rychlost polari-
zaceinilal—2mvV-st

Adheze a rist bunék

Hodnoceni adheze, proliferace a diferenciace bungk
probihalo na vzorcich, které byly povrchové modifiko-
vany pomoci elektrochemického procesu, resp. procesu
MAO v riznych elektrolytech.

Kovové vzorky byly umyty v 96% etanolu a v deioni-
zované vodg, sterilizovany v autoklavu a vloZeny do
standardnich 24jamkovych polystyrenovych kultivag-
nich desticek (TPP, Trasadingen, Switzerland; pramér
jamky 15 mm). Vzorky byly osazeny lidskymi mezen-
chym&nimi kmenovymi burikami kostni drené (hMSC,
2. paséz, ScienCell Research Laboratories, kat. ¢. 7500)
0 pocéateeni hustoté 20 000 bunek na jamku (priblizng
11 300 bungk v 1 cm?). Jako referencni materidy pro
porovnani sledovaného chovani bunék byly pouzity
standardni kultiva¢ni polystyrenové jamky (PS) a mi-
kroskopicka kryci sklicka (sklo).

Adheze a proliferace bunék byla hodnocena po jedno-
denni a po Sestidenni kultivaci v termostatu (teplota
37 °C, atmosféra: 95 % vzduch, 5 % CO,). Buiky byly
fixovany etanolem, vizualizovany fluorescenénimi bar-
vivy Texas Red C,-maleimid (20 ng/ml; barvi proteiny
bunéené membrany a cytoplasmy) a Hoechst # 33258
(5ug/ml; barvi jadra bunék) a hodnoceny ve flu-
orescencnim mikroskopu Olympus 1X 51 (vybaveném
digitdni kamerou DP 70, Olympus Corp., Tokio, Japon-
sko). Pro kazdy vzorek byly zhotoveny digitélni foto-
grafie 10 ndhodné vybranych zornych poli rovnomeérné
rozloZenych po vzorku, na nichz byla hodnocena popu-
laéni hustota, morfologie a plocha rozprostieni bungk.

Statistick& analyza kvantitativnich dat byla provedena
pomoci testu ANOVA, Student-Newman-Keulsovy
metody. Hodnota p < 0,05 byla povaZzovéna za statistic-
Ky vyznamnou. Data jsou prezentovana jako aritmeticky
pramér £ S.E.M. (Standard Error of Mean, stiedni chy-
ba primeru).

Vysledky a diskuse

Povlak pripraveny procesem MAO ma charakter dvoj-
vrstvy srozdilngmi tlouStkami. Na obr.2 je vidét
plazmaticky vyboj najednotlivych anodizovanych povr-
Sich rekonstrukénich hiebt. Po dobu vyboje dochazi
pirednostné k tvorbé tzv. vnitini vrstvy, resp. mezivrstvy
stloudtkou okolo 1 pm (obr. 3). Vng&jsi vrstva (obr. 4)
piedstavuje vysoce porézni keramickou vrstvu s para-
metry drsnosti R, = 0,41+ 0,1 um aR, = 3,2+ 0,43 um
atloudrkou pohybujici se lokéng od 1,19 do 2,27 pm.

Chemické dozeni povrchové vrstvy bylo stanoveno
svyuzitim SEM/EDX (tab.1). Zvydedki je patrna
piitomnost oxidickych fézi, které naristgi v pribéhu
procesu MAO za vzniku plazmatického vyboje, jehoz
intenzita se s naristem oxidické vrstvy snizuje. Konec
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procesu je rovnéz detekovatelny na zakladg proudovych  Tab.1 Chemické sloZeni anodizovaného povrchu
Tab.1 Chemica composition of anodized surface

charakteristik.
Obsah
Prvek (hm. %) (at. %)
C 58 113
0 24 619
Na 0.3 0,31
Al 34 2,96
Ti 46,9 229
v 12 0,55

Na obr. 5 je prezentovan vzhled rekonstrukéniho hiebu
po aplikaci procesu MAO.

Obr.2 MAO proces
Fig.2 MAO process

Obr.5 Anodizovany rekonstrukéni hieb procesem MAO
Fig.5 Reconstruction nail anodized by MAO process

Po aplikaci procesu MAO byly vzorky omilany s cilem
dosahnout sjednoceni morfologie povrchu vnéjsi vrstvy.
Aplikaci Zlabové odstredivé omilaci technologie bylo
dosazeno snizeni parametric drsnosti  povrchu na
Ra=0,21 + 0,03 pum, R, = 1,79 £ 0,24 um pfi srovnani

drsnosti povrchu po procesu MAO (obr. 6, 7).

Obr. 3 Tloudtka vnitini vrstvy (0,90 pm; 0,99 pum; 1,08 um; 0,99 pm)
Fig. 3 Thicknessof inner layer (0.90 um; 0.99 pum; 1.08 um; 0.99 pum)

Obr. 4 Tloustkavngjsi vrstvy (1,19 pm; 2,27 um; 2,24 um; 1,46 pm;

. 1'6_9 Hm) ) Obr. 6 Anodizované povrchy vzorka pied omletim
Fig. 4 Thlckneﬁs of inner layer (1.19 um; 2.27 um; 2.24 um; 1.46 pm; Fig.6 Anodized specimen surfaces before tumbling
1.69 pm
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Obr. 7 Anodizované povrchy vzorki po omleti
Fig. 7 Anodized specimen surfaces after tumbling

Elektrochemicka méreni prokézala, Ze povrchova Upra
va MAO ma pfiznivy vliv na korozni odolnost ditiny
Ti6AI4V. Svédéi o tom porovnani samovolnych koroz-
nich potencidi a proudovych hustot v pasivité u brou-
Seného a omletého anodizovaného povrchu (tab. 2).

Tab. 2 Vysledky e ektrochemickych meteni
Tab. 2 Results of electrochemical measurements

Exor (MV) ; 2
Stav povrchu (SCE) Jjp (MA-cm™)
brouseny -440 2,2
anodizovany
MAO/po omleti 240 0.2
pOrOVnéni AEyor = 680 mV jp-MAO-omlay / jpbrnu‘mny =0,09

Na vzorcich smodifikovanymi povrchy byl nejprve
stanoven staticky kontaktni thel kapalin a povrchova
energie. Bylo zji&téno, Ze kontaktni thel vodni kapky,
tj. kapaliny tvorici zaklad biologickych tekutin véetng
kultiva¢nich médii, byl na vzorku modifikovaném
anodizaci (El. 1) podstatné niZzSi neZ na kontrolnim
nemodifikovaném vzorku Ti6Al4V. Po nasledné modi-
fikaci vzorku El.1 pomoci FAS (El.1 FAS) vsak

e

kontaktni Uhel stoupl na hodnoty naopak vysSi nez
u TiBAI4V (tab. 3). Vzorek El. | modifikovany anodiza-
ci se tudiZ jevil jako vysoce hydrofilni (sm&ivy), kon-
trolni vzorky nemodifikované dlitiny jako mirné hydro-
filni, kdezto vzorky modifikované FAS jako pomeérné
vysoce hydrofobni. Z literatury a z naSich predbéznych
pokusii je zndmo, Ze kontaktni Uhel polystyrénovych
kultivaénich misek a mikroskopickych krycich skel se
pohybuje kolem 60°, tj. Ze se jedna o mirng hydrofilni
povrchy.

V souladu s vysokou smé&ivosti mély i vzorky modifi-
kované anodizaci v elektrolytech El. 1 vysokou povr-
chovou energii, zefména jgi polarni slozku, zatimco
tyto hodnoty byly vyrazné nizsi u kontrolnich nemodifi-
kovanych vzorka dlitiny Ti6Al4V a zejména u vzorkd
modifikovanych FAS (tab. 4).

Tab. 3 Staticky kontaktni Uhel vodni a glycerolové kapky
Tab. 3 Static water and glycerol drop contact angle

Kontaktni Ghel, Kontaktni thel,
Vzorek voda glycerol
)
K 71,8+58 63,3+ 3,7
El.1 147+0 155+ 04
El. 1+ FAS 1126 +4,8 1189+ 2.3

Tab. 4 Povrchova energie kontrolnich nemodifikovanych a modifi-
kovanych vzorka
Tab. 4 Surface energy of control unmodified and modified samples

Povrchova | Disperzni ¢ast| Polarni ¢ast
energie povrchové povrchové
Vzorek energie energie
(mN-m™)
K 33,4+£18,84| 18,1+9,67 153+9,17
El. 1 71,0+038| 155%+0,17 555+ 0,21
El.1+FAS | 95158 0,0+ 0,16 95+5,64

Za 1 den po nasazeni adherovaly buiiky MSC na vSech-
ny typy vzorki, piiéemz byly dobre rozprostiené a zau-
jimaly polygonalni ¢i hvézdicovity tvar s mnoha vyb&z-
ky (obr. 8). Na vzorek Ti6Al4V anodizovany v elektro-
lytu El. 1 adherovaly buiiky v poétu statisticky vyznam-
né vySim nez na standardni kultivacni polystyrénove
misky (PS) a mikroskopicka kryci skla (sklo), zatimco
pocéty bunék na vzorcich modifikovanych FAS se vy-
znamné neliSily od hodnot dosaZenych na PS a skle.
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Obr.8 Morfologie a pocty lidskych mezenchyménich kmenovych
bungk kostni dieng (MSC) za 1 den po nasazeni na vzorky
ditiny Ti6Al4V anodizované v eektrolytech El. 1 a El. 1-FAS
ana referencni nemodifikované vzorky Ti6Al4V (K), stan-
dardni kultivagni polystyrénové jamky (PS) a mikroskopicka
kryci skla (sklo). Pogty bunek jsou vyjédieny jako pramer
+ S.E.M. (stiedni chyba priméru) z 20 méieni (provedenych na
2 vzorcich, a 10 m&ieni) pro kazdou experimentani skupinu.
ANOVA, Student-Newman-Keulsova metoda. Stetisticka vy-
znamnost: # p < 0,05 ve srovnani se vzorky PS asklo.

Fig.8 Morphology and numbers of human bone marrow mesen-
chymal stem cells (MSC) on day 1 after application on the
samples of Ti6AI4V aloy anodized in the El. 1 electrolyte
and subsequently exposed to FAS (E.1 FAS), on control un-
modified Ti6Al4V samples (K), on standard cell culture pol-
ystyrene pits (PS) and on microscopic glass coverslips. Cell
numbers are expressed as mean + S.E.M. (Standard Error)
from 20 measurements (performed on 2 samples, 10 meas-
urements per sample) for each experimental group. ANOVA,
Student-Newman-Keuls Method. Statistical significance:
#p < 0.05 in comparison with PS and glass’ samples.

Za 4 dny po nasazeni se vk projevilo, ze vzorky
anodizované v elektrolytu El. 1 podporuji rast bungk
MSC v menSi miie, nez vzorky modifikované FAS
avzorky referencni (K, PS a sklo). Buriky na anodizo-
vanych vzorcich byly distribuovany pomérné fidce,
podobng jako 1. den, a byly dokonce rozprostieny po
men3i plo3e neZ 1. den po nasazeni, zatimco buiiky na
vzorcich exponovanych FAS a vzorcich referen¢nich
prakticky dosahly konfluence, tj. tvorily souvislou vrst-
vu. Poéty bunék na vzorcich anodizovanych
v elektrolytu El. 1 byly statisticky vyznamné nizsi nez
na vzorcich modifikovanych FAS a dokonce vyznamné

niZ8i nez navsech referencnich vzorcich (obr. 9).
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Obr.9 Morfologie a pocty lidskych mezenchymanich kmenovych
bunek kostni dieng (MSC) za 4 dny po nasazeni na vzorky
ditiny Ti6Al4V anodizované v elektrolytech El.1 a
El. 1-FAS a na referenéni nemodifikované vzorky Ti6AlI4V
(K), standardni kultivacni polystyrénové jamky (PS) a mikro-
skopicka kryci skla (sklo). Pocty bunék jsou vyjédieny jako
pramér + SE.M. (stiedni chyba priméru) z 20 méteni (pro-
vedenych na 2 vzorcich, a 10 meteni) pro kazdou experimen-
télni skupinu. ANOVA, Student-Newman-Keulsova metoda.
Statisticka vyznamnost: * p<0,05 ve srovnéni se vSemi
ostatnimi vzorky.

Fig.9 Morphology and numbers of human bone marrow mesen-
chymal stem cells (MSC) on day 4 after application on the
samples Ti6Al4V aloy anodized in the El. 1 electrolyte and
subsequently exposed to FAS (E.1 FAS), on control unmodi-
fied Ti6Al4V samples (K), on standard cell culture polysty-
rene pits (PS) and on microscopic glass coverdips. Cell num-
bers are expressed as mean + SE.M. (Standard Error) from
20 measurements (performed on 2 samples, 10 measurements
per sample) for each experimental group. ANOVA, Student-
Newman-Keuls Method. Statistical significance: * p<0.05in
comparison with all other samples.

Uvedeny trend pak pokrasoval az do konce pokusu, tj.
do 7. dne po nasazeni. Po¢ty bunék na anodizovaném
vzorku El. 1 nepresahly hodnoty naméiené za 1 den po
nasazeni, coz naznacuje, ze buitky MSC béhem tydenni
kultivace na tomto vzorku nebyly schopny proliferace.
Tyto buiiky byly i naddle rozprostieny po malé ploSe,
mensi neZ za 1 den po nasazeni, prakticky ztratily svij
polygonalni ¢i hvézdicovity tvar a byly mnohdy zakula-
cené, coz svédéi o nizkém stupni adheze bunka-
materidl. Jejich pocty byly statisticky vyznamné nizsi,
nez na vzorcich modifikovanych FAS a na vSech refe-
renénich vzorcich (K, PS a sklo), kde byly za 7 dnu
buriky jiz pIné konfluentni (obr. 10).



Hutnické listy ¢. 4/2016, ro¢. LXIX
ISSN 0018-8069

Recenzované védecké ¢lanky
Peer-reviewed Scientific Papers

11

Obr. 10. Morfologie a pocty lidskych mezenchymal nich kmenovych
bungk kostni dren¢ (MSC) za 7 dni po nasazeni na vzorky
dlitiny Ti-6Al-4V anodizované v elektrolytech El.1 a
El. 1-FAS anareferenéni nemodifikované vzorky Ti6Al4V
(K), standardni kultivaéni polystyrénové jamky (PS) a mi-
kroskopicka kryci skla (sklo). Pocty bunék jsou vyjadieny
jako pramér + S.E.M. (stiedni chyba priméru) z 20 meteni
(provedenych na 2 vzorcich, & 10 mgieni) pro kazdou expe-
rimentélni skupinu. ANOVA, Student-Newman-Keulsova
metoda. Statistick& vyznamnost: * p < 0,05 ve srovnani se
vSemi ostatnimi vzorky.

Fig.10  Morphology and numbers of human bone marrow mesen-
chymal stem cells (MSC) on day 7 after application on the
samples of Ti-6Al-4V aloy anodized in the El. 1 electro-
lyte and subsequently exposed to FAS (E.1 FAS), on con-
trol unmodified Ti6AI4V samples (K), on standard cell
culture polystyrene pits (PS) and on microscopic glass
coverslips. Cell numbers are expressed as mean + SE.M.
(Standard Error) from 20 measurements (performed on
2 samples, 10 measurements per sample) for each experi-
mental group. ANOVA, Student-Newman-Keuls Method.
Statistical significance: * p<0.05 in comparison with all
other samples.

Souhrnné vyhodnoceni

Relativné vysokou inicidni adhezi kostnich bunék MSC
na dlitinu Ti6Al4V anodizovanou procesem MAO, ae
ijgich nizkou ¢i chybgjici proliferagni aktivitu
v nasledujicich kultivagnich intervalech lze vysvétlit
vysokou polaritou a hydrofilii uvedenych povrcha.
Adheze bunek je zprostiedkovéana proteiny extracelul ar-
ni matrix, jako je fibronektin a vitronektin, které se
v podminkach bunéénych kultur spontanné adsorbuji
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k povrchu materidlu ze séra, pouzivaného jako doplngk
standardnich kultivacnich médii. Na hydrofilnich povr-
Sich jsou tyto proteiny adsorbovany ve vyhodné geome-
trické konformaci, ktera se blizi konformaci fyziologic-
ké a umoziuje snadnou vazbu adheznich receptori na
bunééné membrané. Na vysoce hydrofilnich povrSich,
mezi které spadaji i povrchy vzorki anodizovanych
v El. 1, jsou v&ak proteiny uchyceny slabé a nestabilng,
a proto jsou buiky néchylné k odlouceni v pozdéjSich
kultivagnich intervalech [9]. Svédci o tom fakt, Ze pocet
bunék MSC se na anodizovanych povrSich prakticky
nezvySoval v pribéhu tydenni kultivace, a bunky do-
konce zmen3ovaly svou plochu adheze a zakulacovaly
se. Je znamo, Ze adheze a rast bunék je optimalni na
mirné hydrofilnich povrsich, na néz se proteiny zpro-
stredkujici adhezi bunék adsorbuji ve flexibilni konfor-
maci vyhodné pro vazbu adheznich receptora bungk,
piicemz uchyceni proteini na povrchu materidlu je
relativné pevné a stabilni. Adheze a rast bunék vSak
byly vysoké i na vzorcich modifikovanych FAS
(El. 1-FAS), které byly vysoce hydrofobni. Podle od-
borné literatury se na vysoce hydrofobni vzorky (kon-
taktni Uhel vodni kapku vySSi nez 100°) adsorbuji pro-
teiny zprostiedkujici adhezi bungk v rigidni a denaturo-
vané konformaci, ktera je nevyhodna pro vazbu adhez-
nich receptortt bunék. Silikonové substraty pokryté
fluoroalkylsilanem (kontaktni Uhel 112,2 + 2,6°) vyraz-
né redukovaly rast astrocytti [10] a rovnéZ redukovaly
adhezi arast bakterii, jako je Staphylococcus epidermi-
dis ¢i Escherichia coli. Priciny zvySeného rastu kostnich
bunék na povrsich s FAS v nasi studii je tudizZ tieba ddle
zkoumat z hlediska dalSich fyzikalné-chemickych vlast-
nosti tohoto povrchu, jako je napt. i jeho drsnost a mor-
fologie.

Zaveér

Vyvoj aplikace procesu pripravy keramické vrstvy
svyuzitim techniky MAO ukazal na moznosti jeiho
vyuziti pro modifikaci povrchu implantati vyrobenych
ze dlitiny Ti6Al4V. U vydednych poréznich povrchii po
procesu MAO, které byly nasledné upraveny procesem
omiléni, byla potvrzena jgich zvySené korozni odolnost
ve srovnani se vzorky bez povrchoveé Upravy.

Z vysledki adheze arastu lidskych kmenovych bungk je
patrné, Ze dlitinu Ti6AI4V anodizovanou v elektrolytu
procesem MAO Ize vyuzit pro konstrukci dogasnych
ortopedickych implantat, kde neni osteointegrace Z&
douci. Naopak ditinu Ti6Al4V anodizovanou v aka-
lickém elektrolytu El. 1 a nasledné modifikovanou po-
moci FAS (elektrolyt El. 1-FAS), je vhodné pouzit pro
konstrukci dlouhodobych implantétt, kde je vyZadovéna
osteointegrace a sekundarni stabilita implantatu.
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