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Uticaj razli¢itih modifikacija povrSine titana fizickim i hemijskim metodama na

njegovu citokompatibilnost i imunomodulacijska svojstva

SAZETAK

Uvod: Titan i njegove legure se upotrebljavaju kao materijali za dentalne implantate zbog
pokazane biokompatibilnosti titana i dobrih fizi¢kih i mehanic¢kih svojstva. Korozivna
svojstva titana i njegovih legura u kiselim i baznim rastvorima, i u bioloskim fluidima nisu
zadovoljavajuca §to je moguce prevazic¢i modifikacijom njihove povrsine. Biofunkcionalnost
modifikovanih povrsina titana zavisi od tehnika kojima se sprovode modifikacije. Postoje
brojne metode modifikacije povrsine titana, kao hemijske metode koje zajedno sa naknadnim
termickim tretmanom obezbeduju formiranje titan-oksidnog sloja ili fizicke metode
nanoSenja prevlaka hidroksiapatita (HAP). Dentalni implantati mogu dovesti do povecane
produkcije citokina i hemokina sa proinflamacijskim delovanjem.

Cilj istrazivanja: Ispitivanje efekta modifikacije povrSine titanove legure (Ti6AI4V)
hemijskom obradom i naknadnim termalnim tretmanom, i nanoSenjem prevlake
hidroksiapatita, na biokompatibilnost merenu pomocu odredivanja citotoksi¢nosti in vitro,
kao i na imunomodulacijsko delovanje titana in vitro.

Materijal i metode: Citotoksi¢nost je ispitivana in vitro, primenom testova direktnog
kontakta uzoraka titanovih legura sa 1929 ¢elijama ili indirektno, ispitivanjem metabolicke
aktivnosti L929 ¢elija u prisustvu razli¢itih razblazenja kondicioniranog medijuma (KM).
testom, ¢elijska proliferacija je merena testom ugradnje *[H*]-timidina, dok je produkcija
slobodnih radikala kiseonika (ROS) odredivana proto¢nom citofluorimetrijom nakon
obeleZavanja sa dihloro-dihidro-fluorescin diacetatom (DCFH-DA). Nekroza i apoptoza su
merene bojenjem ¢elija sa propidijum jodidom, merenjem produkcije laktatdehidrogenaze
(LDH), kao i analizom ekspresije gena za misje kaspaze 3, 8 i 9 metodom lancane reakcije
polimeraze u realnom vremenu (Real-Time PCR). Celijski rast i morfoloska analiza L929
¢elija je procenjivana fazno kontrasno svetlosnom mikroskopijom, dok je vijabilnost

odredivana pomocu tripan plavog. Imunomodulacijski efekat modifikovanih povrSina titana



je ispitivan na modelu fitohemaglutininom (PHA) aktiviranih humanih mononuklearnih
¢elija periferne krvi (PBMNC), Produkcija pro-inflamacijskih (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a,
TNF-B), anti-inflamacijskih (IL-10) i citokina Thl (IL-2, IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5) i Th17
(IL-17) profila je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC nakon
kultivacije u prisustvu kondicioniranog medijuma testiranih uzoraka, primenom proto¢ne
citofluorimetrije ili primenom komercijalnih ELISA testova.

Rezultati: Rezultati merenja citotoksi¢nosti modifikovanih povrSina titanovih legura su
pokazali da se nemodifikovana legura (Ti), legura modifikovana hemijskim tretmanom (Ti-
Ca) i legura na koju je jednostrano naneta prevlaka HAP-a (Ti-HAP) mogu okarakterisati
kao ne-citotoksi¢ne. Legura na koju je dvostrano naneta prevlaka HAP-a (Ti-HAP2) je
klasifikovana u kategoriju blago-umereno citotoksi¢ne. Pokazano je da kondicioniranje u
medijumu u trajanju od 24 sata znaCajno smanjuje citotoksi¢ni efekat jednostrano ili
dvostrano HAP-modifikovanih legura dovodec¢i ih na prihvatljiv nivo. Kultivacija L929
¢elija sa Ti, Ti-Ca i Ti-HAP je dovela do aktivacije gena za sve tri ispitivane kaspaze.
Transkripcija gena za kaspazu 8 je statisti¢ki znacajno viSa nakon izlaganja Ti-HAP-u.
Pokazano je statisticki znacajno inhibitorno delovanje kondicioniranog uzorka Ti-HAP-KM
na proliferaciju PBMNC u poredenju sa kontrolama i kondicioniranim Ti-Ca-KM. Ti-Ca-
KM i Ti-HAP-KM statisticki znacajno inhibiraju produkciju IL-13. Kondicionirani medijum
nemodifikovane legure (Ti-KM) indukuje statisticki znacajno viSu produkciju TNF-a u
odnosu na kontrolni KM, Ti-HAP-KM i Ti-Ca-KM. Trodnevno kondicionirani uzorci Ti-
KM, Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM statisticki znacajno inhibiraju produkciju IL-10. Ti-KM
deluje stimulatorno na produkciju I1L-2.

Zakljucak: Modifikovane legure Ti-Ca i Ti-HAP se mogu okarakterisati kao ne-citotoksi¢ne.
Citotoksi¢nost Ti-HAP2 legure se moZe znatno smanjiti do necitotoksi¢nog nivoa
prethodnim kondicioniranjem u medijumu za kultivaciju c¢elija ili drugim vodenim
rastvorima. Rezultati in vitro ispitivanja na PHA-stimulisanim PBMNC svrstavaju ovako
pripremljene legure u kategoriju materijala koje bi trebalo dodatno istraziti u in vivo
modelima. Inhibicija produkcije IL-18 i TNF-a pod uticajem TI-Ca-KM i Ti-HAP-KM
dobijena u ovom istrazivanju, moZe ukazivati na vecu stopu prezivljanja ovako

modifikovanih povrSina implantata in vivo.
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Influence of different physical and chemical modifications of titanium surface on its
citocompatibility and immunomodulatory properties

ABSTRACT

Introduction: Titanium and its alloys are being used as dental implant materials due to its
biocompatibility and solid physical and mechanical properties. Corrosion properties of
titanium and its alloys in acid and alkaline solutions and biological fluids are not satisfying
and can be surpassed by modifying its surface area. Biofunctionality of the modified surface
depends on the techniques being used. There are many methods to modify titanium surface
such as chemical methods that, together with subsequent thermal treatment, provide the
formation of a titanium oxide layer, or physical methods, such as deposition of a
hydroxyapatite coatings (HAP). Dental implants can increase production of cytokines and
chemokines with proinflammatory properties.

Aim: Investigation of the effect of the titanium alloy (Ti6Al4V) surface modification by
chemical treatment and subsequent thermal treatment, and deposition of a hydroxyapatite
coating, on biocompatibility, assesed by cytotoxicity evaluation in vitro, and on the
immunomodulatory action of titanium in vitro.

Material and methods: Cytotoxicity was determined by using in vitro test of direct contact
of titanium alloy samples with L929 cells or indirectly, by determining metabolic activity of
L929 cells in the presence of different solutions of conditioned medium (KM). Mouse
fibroblast (L929) cell line was used. Metabolic activity was determined with MTT test, cell
proliferation was measured with 3[H*]-thymidine test, while reactive oxygen species (ROS)
production was determined by flow cytometry after labeling with dichloro-dihydro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA). Necrosis and apoptosis were measured with propidium
iodide (PI) cell staining, measuring lactate dehydrogenase (LDH) production, and by
analyzing gene expression of mice caspases 3, 8 and 9 with Real Time PCR method. Cell
growth and morphological analysis of L929 cells were determined with phase contrast light
microscopy, while viability was determined with Trypan Blue. Immunomodulating effect of

the modified titanium surfaces was measured on phytohemaglutinin (PHA) model of



peripheral blood mononuclear cells (PBMNC). Production of the proinflammatory (IL-1p3,
IL-6, IL-8, TNF-a, TNF-B), anti-inflammatory (IL-10) and cytokines of Thl (IL-2, IFN-y),
Th2 (IL-4, IL-5) and Th17 (IL-17) profiles was determined in supernatants from PHA
stimulated PBMNCs after being cultivated in the presence of conditioned medium of tested
samples, using FlowCytomix or commercial ELISA tests.

Results: Results obtained by measuring cytotoxicity of modified titanium alloy surface areas
showed that unmodified alloy (Ti), alloy modified by chemical treatment (Ti-Ca), and the
alloy coated on one side with HAP (Ti-HAP) can be characterized as non-cytotoxic. Alloy
coated on two sides with HAP (Ti-HAP2) was classified as mildly toxic. It was showed that
conditioning in the medium for 24 hours significantly reduced cytotoxic level of one or two
sided HAP-modified alloy. Cultivating L929 cells with Ti, Ti-Ca and Ti-HAP produced gene
activation for all three tested caspases. Gene transcription for caspase 8 was statistically
significantly higher after being exposed to Ti-HAP. Statistically significant inhibitory effect
of conditioned Ti-HAP-KM on PBMNC proliferation in comparison to control group and
conditioned Ti-Ca-KM sample was showed. Ti-Ca-KM and Ti-HAP-KM demonstrated
statistically significant inhibitory effect on IL-1p production. Conditioned unmodified alloy
(Ti-KM) showed statistically significant higher production of TNF-o in comparison to
control KM, Ti-HAP-KM and Ti-Ca-KM. Three-day conditioned samples Ti-KM, Ti-Ca-
KM and Ti-HAP-KM demonstrated statistically significant inhibition of IL-10 production.
Ti-KM had stimulatory effect on IL-2 production.

Conclusion: Modified alloys Ti-Ca and Ti-HAP alloys can be characterized as non-cytotoxic.
Cytotoxicity of Ti-HAP2 alloy can be significantly reduced to non-cytotoxic level by
conditioning in cell cultivating media or other water solution. Results of in vitro experiments
using PHA stimulated PBMNC categorized these alloys as materials that should be
additionally examined in in vivo models. Inhibition of production of IL-1 and TNF-o by TI-
Ca-KM and Ti-HAP-KM samples obtained in this study can indicate higher survival rate of

these modified surfaces in vivo.
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1. UvOD

Oralna implantologija je najmlada grana stomatologije koja je jedinstvena po tome
Sto se unjoj preplicu znanja i vestine iz vise razlicitih oblasti sStomatologije, kao $to su: oralna

hirurgija, parodontologija, stomatoloska protetika, radiologija, ali i nauka o biomaterijalima.

Vecina implantoloskih pacijenata u klinickoj stomatoloskoj praksi je u starosnoj dobi
od 50 do 60 godina, a o¢ekuje se da ¢e u narednim godinama upotreba titanovih dentalnih
implanata biti u velikom porastu. Mnogi od ovih pacijenata imaju sistemske bolesti u ¢ijoj
osnovi su Cesto i poremecaji imunskog sistema. Klinicka upotrebljivost i uspesnost
implantata zavise upravo od ravnoteze izmedu implantata kao stranog tela i imunskog
sistema organizma domacina. Drugim refima, nije vazno razmatrati samo kako da se
poboljsa funkcija implantata kao mehanickog sredstva ve¢ i kako da se utie na njegov
sistemski efekat. Modifikacije povrSine implantata mogu da wuti€u na njegovu
biokompatibilnost i reakcije imunskog sistema domacéina. Zbog toga je u cilju indukovanja
zeljenog bioloskog odgovora implantata in vivo vazno identifikovati postupak modifikacije
povrsine implantata od titana koji ¢e ispoljiti bolji efekat najpre u in vitro ispitivanjima

citotoksi¢nosti 1 imunomodulacije a kasnije 1 u klini¢koj praksi.

1.1. Biokompatibilnost

Biokompatibilnost materijala za implantaciju predstavlja prvi neophodni preduslov
za uspes$nu proceduru postavljanja stranog materijala u zivi sistem [1]. Biokompatibilnost
materijala koji se koriste u stomatologiji moze se definisati kao njihova sposobnost da nakon
aplikacije obavljaju svoju funkciju u organizmu, ne izazivajuci nezeljeni odgovor tkiva

domacina. Biokompatibilnost, samim tim, podrazumeva udruzenu interakciju tkiva



domacina i primenjenog materijala pri ¢emu reakcija tkiva domacina ostaje u granicama
tolerancije. Interakcije Celija i tkiva sa biomaterijalima su uslov njegove funkcije i opstanka

u organizmu [2].

Velicina, oblik, fizicke i hemijske karakteristike biomaterijala mogu biti odgovorne
za varijacije u intenzitetu i trajanju inflamatornih i reparativnih procesa na mestu ugradnje
implantata. Karakteristike povrSine implantata uti¢u i na homeostazu tkiva oko implantata, i

imaju klju¢nu ulogu u oseointegraciji [3].

Odgovor domacina prema implantatu moze limitirati performanse materijala, i ¢esto
rezultovati inflamacijom, fibroznom inkapsulacijom implantata i loSom integracijom sa
okolnim tkivima. Slaba prihvacenost i 10§ u¢inak ranijih biomaterijala su ukazali na to da je
njihova interakcija sa tkivima domacdina kompleksan problem koji zahteva razvoj
prefinjenijih proizvoda. To je dovelo do zakljucka da inertnost (ne izazivanje odgovora
primaoca) nije garant biokompatibilnosti. Upravo 1986. godine na Konsenzus Konferenciji
Evropskog Drustva za Biomaterijale (ESB) date su siroko prihvaéene definicije biomaterijala
i biokompatibilnosti, koje su uzele u obzir interakcije izmedu implantiranog materijala i
bioloskih sistema. Prema ovim definicijama, biomaterijal je ,,nevijabilni materijal koriS¢en u
medicinskom sredstvu namenjen za interakciju sa bioloskim sistemima®, dok je
biokompatibilnost definisana kao ,,sposobnost materijala da obavi ulogu za koju je namenjen
uz odgovor domacina koji je odgovarajuci u specifi¢noj situaciji. Tada su po prvi put
naucnici, koji se bave razvojem materijala, i Kilnicari, koji ih upotrebljavaju, napravili
dogovor oko toga Sta materijal namjenen za implantaciju treba da pruzi [4,5]. 1z prethodne
definicije biokompatibilnosti se namece potreba da se naglasi specificna aplikacija
materijala, kada se govori o njegovoj biokompatibilnosti. Biokompatibilnost predstavlja
kompleksnu karakteristiku ¢itavog sistema materijal — bioloski sistem domacina, a ne samog

materijala [6].

Sa razvojem nauke i tehnologije postavljaju se sve visi standardi koje svako

medicinsko sredstvo mora da ispuni pre klinicke upotrebe. Novo medicinsko sredstvo mora



da prode sve strozije testove biokompatibilnosti, u skladu sa standardima Internacionalne
Organizacije za Standardizaciju (ISO) [7]. U ove testove, izmedu ostalih, spadaju: test
citotoksi¢nosti, senzibilizacija, intradermalna iritacija, akutna sistemska toksi¢nost. Medu
testovima biokompatibilnosti, citotoksi¢nost se istice kao vazan indikator za dalju evaluaciju
materijala zbog svoje jednostavnosti, brzine sprovodenja i visoke senzitivnosti. Testom
citotoksic¢nosti, koji predstavlja jedan od najvaznijih metoda za biolosku evaluaciju
materijala, ispituju se reakcije kulture Celija na testirani materijal in vitro i posmatraju se

¢elijski rast, deoba, kao i morfoloski efekti materijala na kulturu ¢elija [8].

Sa aspekta biokompatibilnosti materijala koji se upotrebljavaju u oralnoj
implantologiji, faktori na koje moze da se uti¢e su karakteristike same povrSine implantata,
odnosno mikrodizajn implantata. Polaze¢i od navedenih saznanja, jasno je zasto je jedan od
klju¢nih ciljeva u izradi modernih biomaterijala ,,konstruisanje” povrSine materijala koja ée
ograniciti interakciju sa imunskim ¢elijama i na taj nacin, u kontekstu imunomodulatornog

delovanja, smanjiti inflamaciju i imunski odgovor.

Idealni materijal za implantat bi trebalo da ima hemijski dinami¢nu povrSinu, koja
1zaziva histoloSku reakciju sli¢énu onoj koja se deSava u odsustvu implantata. U Sirem smislu,
biokompatibilnost predstavlja sposobnost materijala da bezbedno medusobno interaguje sa
domacinom nakon aplikacije. Biomaterijali treba da imaju optimalan kvalitet u pogledu
mehanickih svojstava, fizi€kohemijske stabilnosti, odsustva toksi¢nosti i imunogenosti, 1 ni
pod kojim uslovima ne bi smeli da remete normalan tok zarastanja tkiva. U uZem smislu,
biokompatibilnost je “eksploatacija“ proteina i ¢elija domacina od strane materijala, u cilju

dobijanja maksimalnog specifi¢nog tkivnog odgovora [9].

1.1.1. Kaspaze

Intracelularni mehanizmi koji su odgovorni za apoptozu (programirana ¢elijska smrt)

su sliéni u svim ¢elijama humanog i animalnog porekla. Ti mehnizmi ukljuc¢uju familiju



proteaza sa citozinom na aktivnom mestu i asparaginskom kiselinom kao ciljem. 1z tog
razloga ovi enzimi su nazvani kaspaze (caspase, ¢ za cistein i asp za asparaginsku kiselinu;
C asp ase — Cytosolic Aspartate Specific Protease). Kaspaze se u celijma sintetiSu u
neaktivnom obliku, kao inaktivni prekursori ili prokaspaze. Prokaspaze se aktiviraju
proteolitickim isecanjem. Isecanje prokaspaza je katalizovano drugim, ve¢ aktivnim
kaspazama, i deSava se na jednom od dva mesta sa asparginskom kiselinom. Prokaspaza se
deli na veliku i malu subjedinicu koje formiraju heterodimer, i dva takva heterodimera se
spajaju i grade aktivni tetramer. Kada je jedanput aktivirana, kaspaza iseca i aktivira druge

prokaspaze i na taj nac¢in amplifikuje proteoliticku kaskadu.

Prva kaspaza koje je identifikovana kod ¢oveka nazvana je interleukin-1 konvertujuci
enzim (ICE, interleukin-1-converting enzyme) i vise je uklju¢ena u inflamatorni odgovor
nego u procese ¢elijske smrti. ICE iseca proinflamatorni citokin IL-1 (interleukin-1) iz veceg
prekusora i na taj nacin se ukljucuje u inflamatorni odgovor. Tek kasnije, identifikovan je
funkcionalni i strukturni analog ICE kod C. Elegans pruzaju¢i po prvi put dokaze da su
proteoliza i kaspaze uklju€eni u procese apoptoze. Sada je potpuno jasno da je vecina kaspaza
uglavnom ukljucena u proces apoptoze, da je taj proces delimi¢no reverzibilan za razliku od

ranijeg uverenja da je taj proces ireverzibilan.

Kaspaze koje ucestvuju U apoptozi tako da zapoc€inju proteoliticku kaskadu nazivaju
se inicijatorne kaspaze. Nakon $to su aktivirane inicijatorne kaspaze, aktiviraju nizvodni put
u kome su aktivne efektorske (egzekutorske) kaspaze koje dalje osim proteolize drugih
efektorskih prokaspaza, zapo€inju proteolizu specifi¢nih target proteina, kao §to su nuklearni
lamin, polimeraza poli-ADP-riboza (PARP), histoni, Rb protein, proteini inhibitori
endonukleaza, proteini koji uc¢estvuju u meducelijskim vezama, proteini citoskeleta (aktinski

filamenti, dezminski filamenti, fodrin) (Tabela 1).



Tabela 1. Podela humanih kaspaza prema osnovnim funkcijama

HUMANE KASPAZE

o Kaspaze ukljucene u KASPAZA 1 (ICE- interleukin-14 konvertujuci enzim)
INFLAMACIU KASPAZE 4i5

o INICIJATORNE KASPAZE 2,8,9i 10
kaspaze Blisko povezane sa pro-apoptotskim signalima,

ucestvuju u medusobnoj aktivaciji

KASPAZE 3,617
o EFEKTORSKE Razlazu citoskeletne i jedarne proteine,
(egzekutorske) kaspaze indukuju apoptozu

Poslednjih godina sve je veci broj podataka u literaturi koji ukazuju na mnogo
svestraniju ulogu kaspaza u razli¢itim cCelijskim procesima u odnosu na ranija uverenja i
znanja. U nekim sluéajevima, kaspaze mogu simultano da imaju apoptotsku i mitogenu
ulogu, tako da dok promovisu apoptozu jednih ¢elija mogu da indukuju proliferaciju susednih
¢elija. Ovaj mehanizam je dragocen za kompenzaciju izgubljenih ¢elija [10]. U drugim
situacijama, celija moze da toleriSe odredeni nivo aktivacije kaspaza bez da ugrozi svoju
vijabilnost. U ovom slucaju, ista ¢elija u koja je aktivirala ovaj letalni enzim moZe dobiti

signal da se deli [11].

Prema poslednjim saznanjima, ne-apoptoske funkcije kaspaza su znaCajne za
proliferaciju Celija, razvoj i regeneraciju tkiva (srce, jetra). Interesantni su nalazi da kaspaze
egzekutori imaju presudnu ulogu tokom razvoja kostiju [12]. Miura i saradnici su pokazali
da miSevi sa deficijentnom kaspazom 3 imaju znacajne defekte skeleta zbog smanjene
proliferacije i osteogene diferencijacije stromalnih ¢elija kostne srzi [13]. Sli¢na funkcija je

opisana i za kaspazu 7 [12].



Sa razvojem molekularne biologije doSlo se do novih metoda za analizu
biokompatibilnosti koje su evaluaciju citotoksi¢nosti ili apoptoze biomaterijala sa ¢elijskog
nivoa spustile na molekularni nivo. NajéeSc¢e se koriste metode RT-PCR i Real-Time PCR
uz pomo¢ kojih je moguce pratiti promene u ekspresiji gena ¢iji su produkti ukljuceni u
procese apoptoze [14]. U svom radu [15], Jia i saradnici su ispitivali uticaj pet razlicitih
dentalnih legura na eskpresiju gena za misje kaspaze 3, 8 1 9 u L929 ¢elijama nakon 48-satne
kultivacije sa medijumom u kome su bile ispitivane legure (indirektni metod). Ekspresiju
legura na celiju od MTT testa. U ovoj disertaciji meren je efekat ispitivanih legura na
ekspresiju gena za misje kaspaze 3, 8 1 9 u L929 ¢elijama nakon 24-satne kultivacije ¢elija u

direktnom kontaktu sa legurama.

1.2. Oseointegracija

Oseointegracija implantata predstavalja funkcionalnu vezu koja nastaje izmedu kosti
1 povrSine optereCenog implantata. Danas se oseointegracija posmatra u svetlu reakcije
organizma na strano telo (biomaterijal), i predstavlja slozen proces zarastanja nakon ugradnje
implantata u koji su ukljucene brojne Celije i medijatori zapaljenske i imunske reakcije.

Krajnji cilj ovog procesa je integisanje stranog materijala u organizam [16].

Jo§ 1952. godine Per Ingvar Branemark je je zapoceo svoja istrazivanja o interakciji
titanovih implantata i kosti, da bi 1968. godine uveo pojam oseointegracije. Definisao je
oseointegraciju kao direktnu strukturalnu i funkcionalnu vezu izmedu Zive kosti i povrSine
implantata [17]. Sreder i saradnici su 1976. godine dali svoju definiciju oseointegracije kao
intimnog kontakta kosti i implantata, nazivajuc¢i je 1 funkcionalnom ankilozom [18].

Americka Akademija za Oralnu Implantologiju (AAID) je dala svoju definiciju, prema kojoj



je oseointegracija kontakt normalne i remodelovane kosti sa povr§inom implantata bez

interponiranja ne-kostanog i vezivnog tkiva [19].

Definisanje pojma oseointegracije je uvelo revoluciju u nadoknadi zuba koji
nedostaju i dala podstrek novom nau¢nom i klinickom polju, oralnoj implantologiji. Usled
povecane potrebe za boljim razumevanjem procesa Koji su u osnovi novog modaliteta
leCenja, stomatoloSka strucna i naucna javnost je usmerila istrazivanja u pravcu biologije
kostanog tkiva i njegove interakcije sa razli¢itim materijalaima. Tako je nauka o

biomaterijalima zauzela izuzetno vazno mesto u oralnoj implantologiji [20].

Ugradnja implantata pocinje preparacijom leZiSta za implantat $to dovodi do prekida
krvnih sudova, uniStavanja kosStanog tkiva i sledstvenog oivicavanja nastalog defekta
nekroticnom zonom. Dva moguca scenarija prate ugradnju implantata. Prvi je razvoj reakcije
na strano telo koju karakteriSe hroni¢ni inflamatorni odgovor kada dolazi do oivi¢avanja
implantata slojem kosti koji se postepeno kondenzuje. Sa druge strane, iz razloga koji nisu
jo$ uvek potpuno razjas$njeni, odgovor na strano telo rezultuje inkapsulacijom implantata u
meko tkivo Sto dovodi do primarnog klinickog neuspeha. Navedeni dogadaji mogu poci
jednim od dva puta: ekvilibrijum stranog tela sa umerenom hroni¢nom inflamacijom koji
zovemo oseointegracija (Slika 1) ili ranim disbalansom gde kos$tana resorpcija dominira nad
kostanom formacijom. Jacinu hroni¢nog inflamatornog odgovora pri ugradnji dentalnog
implantata odreduju hemijske karakteristike povrSine materijala, njegovo fizicko stanje i

elektrohemijski potencijal [21].
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Slika 1. Oseointegrisan dentalni implantat. Preuzeto iz [21].



Faktori koji utiC¢u na oseointegraciju dentalnih implantata su: biokompatibilnost
materijala, dizajn implantata, povrSina implantata, stanje lezista za implantat (u pogledu
zdravlja, morfologije i kvaliteta kosti), hirurSka tehnika, neometana faza zarastanja kao i

dizajn protetske nadoknade i dugoro¢no pravilno opterecenje [1].

Oseointegracija je dinami¢ni proces u toku kojeg primarna stabilnost implantata biva
zamenjena sekundarnom stabilnos¢u. Primarna stabilnost predstavlja mehanicku fiksaciju
implantata, i priroda ove veze nije bioloSka ve¢ mehani¢ka. Odreduje je makro dizajn
implantata u odnosu na preparaciju kostanog leziSta za implantat, vertikalna pozicija
implantata u odnosu na kostani greben, morfologija povrsine implantata i njena hrapavost,
kao i kvalitet kostanog tkiva [22]. Pod makro dizajnom implantata podrazumevaju se: oblik
tela, dijametar, duzina, hod i oblik navoja. Na slici 2 mogu se videti dentalni implantati
razli¢itog makro dizajna. Uspostavljanje sekundarne stabilnosti po¢inje Sa prvom apozicijom
novostvorenog kostanog tkiva na povrSinu implantata, i priroda ove veze je bioloska.
Dinamika apozicije koStanog tkiva na implantat je odredena karakteristikama same povrSine
implantata — mikro dizajna implantata. Primarna stabilnost implantata (mehanic¢ka) opada
tokom vremena, dok sekundarna (bioloska) raste (Slika 3). Zbir primarne i sekundarne
stabilnosti ¢ini ukupnu stabilnost implantata. Brz proces oseointegracije moze redukovati
duzinu faze u kojoj dolazi do pada stabilnosti implantata, kada primarna pada, a sekundarna
joS uvek nije dostigla svoj maksimum, i omoguciti brze opterecenje implantata i rehabilitaciju

pacijenta [23].

Slika 2. Dentalni implantati razli¢itog makro dizajna
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Slika 3. Prelazak iz primarne u sekundarnu stabilnost

Svi materijali koji dolaze u kontakt sa Zivim tkivima ¢e biti prepoznati kao strano telo
1 aktivirati odgovor imunskog sistema. U specificnom sluc¢aju dentalnih implantata nekoliko
dogadaja prati hirurSku intervenciju ugradnje implantata. lako je imunski odgovor vazan u
upravljanju inflamatornim procesima nakon ugradnje implantata, traumatska priroda same
procedure istovremeno dovodi do procesa zarastanja oStecenih tkiva. Ovi procesi,
kombinovani sa individualnim, genetski odredenim karakteristikama pacijenta, rezultuju
klinickim ishodom koji moZze da bude uspeSna oseointegracija materijala. Dobro
razumevanje 1 poznavanje bioloSkih mehanizama, u kojima dolazi do kontakta Zivih tkiva sa
biomaterijalima u imunolo$ki aktivnom okruzenju, omoguc¢ava nam da razvijemo nove
strategije modulacije inflamatornog odgovora sa krajnjim ciljem povecanja klinickog uspeha

I smanjenja procenta komplikacija u implantologiji [16].

U stomatologiji preovladuje stav da su titanovi dentalni implantati inertni. Pojam
inertno se odnosi na materijal koji nema, ili ima minimalnu, moguénost izazivanja reakcije.

Polazec¢i sa ovog stanovista, titanovi dentalni implantati bi se, nakon ugradnje u Zivo tkivo,



ponasali kao inertni i integrisali bi se kroz jednoli¢an proces zarastanja rane. Medutim, sa
pozicije ¢elija imunskog sistema 0vo je malo verovatno, jer sve $to je strano organizmu
imunski sistem momentalno prepoznaje i moze pokrenuti kaskadu reakcija u toku reparacije
tkiva. Ako su dentalni implantati od titana hemijski i bioloSki inertni onda je oseointegracija
proces koji je predstavlja obican fenomen zarastanja rane. Ako, sa druge strane, bilo Koji
materijal koji prodire kroz tkiva aktivira imunski sistem, u kojem god obimu, onda
oseointegracija takode mora da se posmatra kao imunomoduliran zapaljenski proces, gde je

lokalni imunski odgovor manje ili viSe izraZen, znacajno uti¢u¢i na ¢itav proces zarastanja

[16].

Inertnost nije sinonim za biokompatibilnost, $to je i potvrdeno na Konzensus
Konferenciji Evropske Asocijacije za Biomaterijale 1986. godine [4]. Za razliku od titanovih
dentalnih implantata, u razvoju materijala koji se koriste kao kostani zamenici paradigma se
menja od inertnosti ka imunomodulaciji [24]. Albrekston i saradnici su uveli koncept
ekvilibrijuma stranog tela primenjenog na oseointegraciju dentalnih implantata od titana
[21]. Inflamatorni i imunski procesi koji regulisu reakciju na strano telo su prisutni sve vreme
in vivo trajanja implantiranog materijala. Bolje razumevanje ovih procesa moglo bi dovesti
do razvoja medicinskog sredstva koje ima potencijal da vodi odgovor tkiva ka povoljnijem
[16]. U polju dentalne implantologije ovakva procedura bi se odnosila na modifikaciju

mikrodizajna implantata (povrSine implantata).

Dentalni implantati koji su optereceni protetskom nadoknadom su retko u potpunosti
prekriveni mineralizovanom kosti, ve¢ se na kontaktu implantata i kosti mogu primetiti
makrofagi i dzinovske ¢elije oko stranog tela. Ove celije, kao i osteociti, Su pod konstantnim
uticajem faktora rasta, biosintetski su aktivne, a mogu biti aktivirane i pod uticajem razli¢itih
lokalnih i sistemskih faktora. Namece se zaklju¢ak da je oseointegracija pre dinamicni

fenomen nego stati¢ni dogadaj [16], u kojem imunski sistem sve vreme ima znacajnu ulogu.
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Oseointegracija se u eksperimentalnim uslovima definiSe kao blizak kontakt izmedu
kosti i implantiranog materijala u histoloskim presecima. U klinickom smislu oseointegracija
se definiSe kao stabilnost i ankiloza implantata u kosti. HirurS8ka trauma koja nastaje
ugradnjom implantata uzrokuje oksidativni stres, koji rezultuje hiperprodukcijom slobodnih
radikala i oksigenisanih derivata na povr$ini titana, koji dovode do zadebljanja povr$nog sloja
titan dioksida (TiO2). Joni kalcijuma i fosfora iz kostanog matriksa bivaju inkorporisani u
porozni sloj TiO2 ¢ine¢i odnos implantata i kosti vrlo dinami¢nim [25]. Ovaj fenomen
nastavlja da se deSava tokom Ccitavog zivota implantata. Kontaminacija ili destrukcija
oksidnog sloja moze dovesti do patoloSkog gubitka oseointegracije, nazvanog peri-

implantitis [9].

1.3. Titan u oralnoj implantologiji

U poslednjih pedeset godina primena titana i njegovih legura u stomatologiji i
medicini postaje sve ucestalija. Pored razvoja novih materijala, titan danas predstavlja
materijal izbora u oralnoj implantologiji i ortopediji, gde vrlo ¢esto dolazi u direktni kontakt
sa koStanim tkivom i tkivnim ¢elijama. Titan i njegove legure su izrazito reaktivni, pa
izloZeni te¢nom medijumu ili vazduhu brzo razvijaju sloj titan-oksida (TiO2). Ovaj sloj
oksida formira vezu na mestu dodira izmedu bioloskog medijuma i metalne strukture,
odredujuci bioloski odgovor na metal [26]. Godine 1954. u SAD je otkrivena legura Ti6AI4V
koja zahvaljuju¢i optimalnim svojstvima, prvenstveno dobrim mehanickim svojstvima, i
danas predstavlja standarno terapijsko sredstvo kako u ortopediji, tako i u stomatologiji. Titan
je rendgenski transparentan, §to je izuzetno bitno kod postavljanja ovog materijala u kostano

tkivo jer omogucava jednostavnu kontrolu pozicije.

Tacka topljenja titana je izuzetno visoka, i iznosi ¢ak 1670°C. Zavisno od temperature

menja se i struktura titana. Na niskim temperaturama, struktrura je gusto slozena
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heksagonalna, i naziva se faza a. Na viSim temperaturama titan menja svoju reSetku u
prostorno centriranu kubnu strukturu, poznatu kao P faza, koja ostaje stabilna sve do
temperature topljenja. Alotropska transformacija ¢istog titana iz o U B fazu se deSava na
temperaturi od 882°C. Na osnovu ovih razli¢itih faza izvrSena je i podela titana na a, B i a+f
tip [27]. Na temperaturu transformacije utice Cisto¢a metala, odnosno prisustvo intersticijskih
i supstitucijskih elemenata. Cvrstoéa titana se moZe poveéati dodavanjem legirajucih
elemenata, a zavisno od toga da li povecavaju ili smanjuju temperaturu transformacije
legirajuci elementi se klasifikuju na one koji stabilizuju o fazu, i one koji stabilizuju B fazu.
U a stabilizatore spadaju: aluminijum, galijum i bor kao supstitucijski i kiseonik, azot i
ugljenik kao intersticijski elementi. Aluminijum je jedini metal koji povisava temperaturu
prelaska o u B, i on poveéava modul elasti¢nosti, ¢vrstocu ali i vatrootpornost. Elementi koji
stabilizuju B fazu su vanadijum, noiobijum, molibden, hrom, kobalt, gvozde, silicijum, nikl i
bakar. Oni snizavaju temperaturu transformacije § u a. Plasti¢éna deformacija lakse nastaje u
prostorno centriranoj kubnoj strukturi nego u heksagonalnoj, tako da je duktilnost 3 faze bolja
u odnosu na o [26]. Vec¢ina biomedicinskih legura pripada grupi o+p. Upravo ove legure su
najcesce koris¢ene u ortopediji i oralnoj implantologiji. Ti6Al4V legura koja je najpoznatija
u medicinskoj primeni, i na kojoj je vrSeno ovo istrazivanje, spada u grupu a+f legura.
Stabilnom je ¢ini zagrevanje tokom sinterovanja o faze, koju stabilizuje Al, dok B faza koju

stabilizuje V, leguru ¢ini tvrdom i ¢vrstom [27].

Titan je prelazni metal koji pripada grupi IVB periodnog sistema elemenata i u
poslednjem elektronskom sloju nema dovoljno elektrona za stabilnost zbog ¢ega stvara ¢vrste
rastvore sa ve¢inom supstitucijskih elemenata. Cist titan je dostupan je u &etiri stepena ili tipa
(I = IV), zavisno od procenta kiseonika, azota, vodonika, gvozda i ugljenika, sa ¢ijim
porastom se povecavaju zatezna Cvrstoca i tvrdoca, dok se granica loma smanjuje. Titan
petog stepena predstavlja leguru Ti6AI4V. Optimalna svojstva titana i njegovih legura
postizu se toplotnom obradom, modifikacijom izgleda i1 sastava njegove povrSine

mehanic¢kim, hemijskim i toplotno-hemijskim postupcima [26].
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Implantati koji su danas u klini¢koj upotrebi su uglavnom izradeni od titana koji je
vecinski zastupljen, ili od cirkona koji je zastupljen u mnogo manjem obimu. Obi¢no se
upotrebljava titan Cetvrtog i petog stepena zbog svojih odli¢nih hemijskih 1 mehanickih
osobina. Titan Cetvrtog stepena se naziva komercijalno ¢ist titan, i ima manje od 1%
necistoca. Titan petog stepena (Ti6Al4V) je legura titana koja ukljucuje 6% aluminijuma i
4% vanadijuma [25]. Legure titana kao Ti6Al4V i titan cirkon (TiZr) poseduju bolje

mehanicke karakteristike od komercijalno ¢istog titana ili cirkona [22].

Titan pokazuje izuzetno viosoku stabilnost in vitro, ali akumulacija jona titana u
tkivima neposredno uz sam implantat, kao i osetljivost na titan iz pejsmejkera ukazuju na
oslobadanje jona titana i koroziju in vivo. Alergijske reakcije na titan kao materijal za izradu
dentalnih implanatata su dokazane ali izuzetno retke [28]. Otporan je na hloride, azotnu
kiselinu, kao i na veéinu organskih kiselina pri sobnoj temperaturi. Zagrevanjem se otapa u
razredenoj hlorovodoni¢noj, sumpornoj i azotnoj kiselini, dok ga fluorovodoni¢na kiselina
nagriza. Upravo ove kiseline se i koriste u svrhu modifikacije povrSine titana za izradu
dentalnih implantata. U dodiru sa vazduhom, vodom i tkivnim te¢nostima titan spontano
oblikuje zastitni povrSinski sloj debljine 15 do 50 um koji se sastoji od nekoliko oksida, od
kojih je najstabilniji TiO2, koji pokazuje specifi¢nu kristalnu arhitekturu. TiO2 se moZze naci
u amorfnoj fazi ili u tri glavna kristalna stanja (anatase, rutil, brukit), u veoma razli¢itim
odnosima. Rutil forma je najces¢a i1 najstabilnija, ali obrada povrSine znacajno utie na
krstalnu kompoziciju i strukturu povrSine (13). Ovaj oksidni sloj osigurava korozionu
stabilnost titanu. Usled duzeg stajanja nakon implantacije ovaj sloj moze dosti¢i debljinu od
200 do 300 um. Upravo debljina oskidnog sloja a ne sastav implantata Stiti ¢elije okolnog
tkiva od toksi¢nih komponenata i diktira odgovor ¢elije [29]. Korozijska postojanost legura

je manja od korozijske otpornosti titana, ali legure imaju bolja mehanicka svojstva.

Jedan od osnovnih razloga odli¢ne biokompatibilnosti titana predstavlja njegova
sposbosnost oksidacije. Titan oksid moze da umiri agense koji deluju destruktvno na tkivo
domacina odmah nakon hirurSke traume koja prati ugradnju implantata. Prirodni oksido

redukcioni potencijal titana je ubedljivo najnizi od svih legura kori$é¢enih u stomatologiji, ali
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postavljen u organizam, u kontaktu sa bazama, kiselinama, enzimima i bakterijama, postaje

legura koja najteze korodira [9].

1.4. Obrada povrsine implantata

Upotreba titana i njegovih legura kao materijala za dentalne implantate je opste
prihvacena ve¢ dugi niz godina, s obzirom na pokazanu biokompatibilnost titana, kao i dobra
fizi€ka i mehanic¢ka svojstva koje poseduje [30]. Medutim, koroziona svojstva titana u
kiselim 1 baznim rastvorima, ali i u biolosSkim fluidima nisu zadovoljavajuca. Titan i njegove
legure pokazuju nisku otpornost na habanje in vivo, sto direktno uti¢e na njegovu primenu u
stomatologiji [31]. Ove nedostatatke je moguée prevazi¢i modifikacijom povrSine titana.
Modifikacija povrSine dentalnog implantata se sprovodi da bi se poboljsala
biokompatibilnost, povecala povrSina za povezivanje implantata i kosti, poboljSao stepen
oseointegracije implantata i smanjili negativni efekti implantata na okolno tkivo. U idealnom
slu¢aju, modifikacija povrSine titana treba da poboljsa klinicke performanse implantata — da

podstakne oseointegraciju i ubrza fazu zarastanja nakon ugradnje implantata.

PovrSina biomaterijala u kontaktu sa krvlju i pljuvatkom ne moZze da izbegne
interakciju sa protieinima i drugim molekulima koji se nalaze u telesnim te¢nostima. To za
posledicu ima brzo prekrivanje povrSine implantata biofilmom, koji maskira povrSinu
materijala i diktira odgovor domacina. Odgovor domacina na ugradeni implantat je neizbeZan
zbog trenutnog taloZenja proteina na povrSinu materijala. U kontaktu sa povr§inom materijala
proteini menjaju svoju konformaciju i pretvaraju se u organizmu strane molekule, antigene,
koji izazivaju reakciju na strano telo (Slika 4). Jasno je da kao rezultat ovih procesa nijedan
biomaterijal ne moze da se smatra u potpunosti inertnim. Naucna javnost poslednje dve
decenije tezi razvoju i sintezi nove generacije biomaterijala, koji su sposobni da kontrolisu

procese apsorpcije proteina kao i tkivnu regeneraciju oko implantata. [4]
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Slika 4. Denaturacija proteina nakon apsorpcije na povr$inu materijala. a) protein prilazi
povrsini materijala; b) protein apsorbovan na povrsinu materijala; ¢) promena konformacije
proteina usled interakcije sa povr§inom materijala; d) protein dobija konformaciju antigena

Preuzeto iz [4].

Biofunkcionalnost modifikovanih povrsina titana zavisi od tehnika kojima se
sprovode modifikacije kao i faktora koji uti€u na oseointegraciju — hrapavosti povrsine,
debljine modifikovanog sloja i nanotopografije modifikovane povrsine [32]. U ove svrhe se
danas koriste mnoge metode medu kojima i nanoSenje prevlaka na povrSinu titana, ili metode

kojima se hemijskom obradom povrsine titana modifikuje oksidni sloj.

Legure titana se ne smatraju bioaktivnim i zahtevaju dodatnu povrsinsku obradu koja
povecava biofunkcionalnost. PovrSina titana koja dolazi u dodir sa bioloSkim tkivima
odgovorna je za biolosku reakciju, a svojom topografijom utice na mehanicku stabilnost
meduspoja implantat-kost [26]. Pretvaranje glatke u hrapavu povr$inu se moze izvesti
razli¢itim tehnikama. Neke od njih dodaju materijal na glavni deo implantata, tako da
dobijamo povrsinu sa ispupcenjima koja ima konveksni profil. Suprotno od njih su tehnike
gde se povrsina erodira, ¢estice se odvajaju od povrsine, stvarajuéi pore ili jamice na povrsini.
Ovako obradena povrSina ima konkavni profil [33]. Modifikovane porozne povrsine

implantata omogucavaju uspesno urastanje koStanog tkiva.
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U aditivne postupke spadaju: plazmiranje (titanom ili hidroksiapatitom), anodna
oksidacija, talozenje hidroksiapatita elektroforezom i elektrohemijsko kaotodno talozenje
hidroksiapatita. Naj¢es¢i postupci erodiranja povrSine su: peskiranje, nagrizanje i lasersko

erodiranje [26].

Na osnhovu hrapavosti, povrsine implantata se mogu podeliti na glatke, minimalno
hrapave, umereno hrapave i hrapave (Tabela 2) [34]. Umereno hrapave povrsine se odlikuju
najvis§im stepenom kontakta izmedu implantata i kosti i upravo su one najzastupljenije u

savremenoj implantologiji [35].

Tabela 2. Podela povrsina dentalnih implanata na osnovu hrapavosti

. Sa — prosecna devijacija u visini .
PovrSina _ o . Klinic¢ka upotreba
hrapave povrsine u tri dimenzije

Glatka <0.5um Protetske komponente
Minimalno o ]
0.5-1.0 pm Polirani implantati
hrapava
Umereno
>2.0 pm Vecina danasnjih implantata
hrapava

Titan plazma sprej povrSina
Hrapava >2.0 pm ) ) ) o ]
Hidroksiapatitom obloZeni implantati

Veliki napori se ulaZzu u poboljSanje kontakta izmedu implantata 1 kosti, sa
ciljem da se ubrza kostano zarastanje i poboljsa depozicija kosti na implantat. U ovu svrhu
se obi¢no upotrebljava jedan od dva najzastupljenija pristupa. Prvi pristup podrazumeva
poboljsanje kontakta hemijskim metodama, inkorporacijom neorganskih faza, kao §to je

kalcijum fosfat, u sloj TiOy, ili preko ovog sloja. Ova neorganska hemijska modifikacija
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moze da stimuliSe ko$tanu regeneraciju, kao i da poveca biohemijsko povezivanje izmedu
proteina koStanog matriksa i povrSine materijala. Biohemijska modifikacija povrSine je
varijanta prvog pristupa i odnosi se na inkorporaciju organskih molekula kao $to su proteini,
enzimi ili peptidi, sa ciljem da izazovu specifi¢an ¢elijski i tkivni odgovor. Drugi pristup se
odnosi na poboljsanje kontakta fizickim metodama, izmenama arhitekture povrSinske
topografije. Razlog za ovaj pristup je taj Sto hrapava povrsina ima vecu povr§inu za vezivanje
nego glatka, i zbog toga podsti¢e vezivanje kosti i pojatava biomehanic¢ko spajanje kosti i
implantata, do odredenog stepena hrapavosti. Na nanometarskom nivou hrapavost povecava
povrsinsku energiju, i poboljSava adsorpciju proteina, migraciju i proliferaciju kostanih

¢elija, kao i oseointegraciju [25].

Problem se javlja i u definisanju toga na koju debljinu perifernog dela implantata se
odnosi termin povrsSina. U fizickom smislu povrSina moze biti definisana kao krajnji
spoljasnji sloj, koji je debljine od svega nekoliko nanometara. Kod mnogih implantata
debljina TiO; sloja varira od 10 do 100 nm a moze porasti i do mikrometra kod implantata
modifikovanih anodizacijom. Bioloski efekti hemijske strukture povrSine su povezani
uglavnom sa arhitekturom sloja TiO.. Kako je oseointegracija direkto povezana sa
dinamic¢kim zadebljanjem sloja TiO implantati sa debelim TiO2 slojem, kao $to su
anodizirani implantati, pokazuju snazan koStani odgovor u kom povecavaju precipitaciju
koStanog mineralnog matriksa na povrSinu implantata. Medutim, i hemijske modifikacije
takode mogu da izazovu snazne koStane odogovore [25]. Cilj prevlacenja neorganskim
elementima je da se stimuliSe biohemijsko povezivanje koStanog matriksa i sloja TiO2 kroz

precipitaciju koStanog minerala ili proteina na povrsinu celija.

Prve oseointegrisane povrsine su proizvedene industrijskom obradom bloka titana,
Sto je dovodilo do stvaranja minimalno hrapave povrSine sa periodicno preostalim
mikropukotinama. Iako su se ovako dobijene povrsine pokazale uspeSnim u klinickoj praksi,
razvijani su postupci za poboljianje povrsinske mikrotopografije. Originalni Branemark
implantati su bili masinski polirani sa povr§inom male hrapavosti (0.5 — 1.0 pm). Kasnije su

eksperimentalne studije pokazale veéi procenat kontakta izmedu implantata i kosti kod

17



povrsina koje su dobijene plazmiranjem titanom. Sledeca generacija implantata je imala
povrsinu koja je bila peskirana, sa ili bez nagrizanja kiselinom. Najveéi procenat kontakta
izmedu implantata i kosti je primecen kod povr$ina sa hidroksiapatitnom oblogom, kao i kod
peskiranih i kiselinom nagriZzenih [22]. Anodna oksidacija je jo$ jedna klini¢ki Siroko
zastupljena modifikacija povrsine titana, koju odlikuju: zadebljanje oksidnog sloja, porozna

povrsina i visoki procenat kontakta izmedu implantata 1 kosti.

Prevlacenje povsine razli¢itim vrstama keramike je joS jedan od nacina za obradu
povrsine. Plazmiranje hidroksiapatitom u sloju debljine od 20 do 50 um se primenjuje na
mikrohrapavu povrsinu i rezultuje izrazenim osteokonduktivnim sposobnostima. Mehanicka
otpornost veze izmedu prevlake i titana se smatra njihovom slabom tackom, i u literaturi su
zabelezeni neuspesi ovih implantata [36,37]. U cilju poboljsanja hidroksiapatitne prevlake
razvijene su brojne tehnike za nano$enje tankog sloja (< 5 um), kao $to su sol-gel depozicija,
rasprSivanje ili depozicija pomoc¢u jonskih zraka. Razvijene su i alternative tankim
prevlakama, kao Sto su inkorporacija nanopartikula kalcijum fosfata upotrebom izolovane
kristalne depozicije na dvostruko kiselinom nagrizenu povrSinu ili niska impregnacija
kalcijum fosfata u oksidni sloj. Postupci pripreme povrSina su brojni, a parametri koji
definiSu svaki proces (temperatura, pritisak, vreme, vrsta 1 veliina Cestica za peskiranje i
koncentracija kiselina za nagrizanje) su podlozni znacajnim izmenama. To nas dovodi do
zakljucka da je broj razlicitih povrSina skoro neogranicen, pa ih je teSko svrstati po grupama
[25].

NanosSenje hidroksiapatitnog sloja na povrSinu titana poboljSava bioaktivnost
implantata i vezu izmedu implantata i kosti, S 0bzirom na sli¢nost hidroksiapatita i bioloskog
apatita [38]. Hidroksiapatit takode podstice formiranje koStanog tkiva oko povrSine
implantata, i znac¢ajno smanjuje habanje kosti u direktnom kontaktu sa implantatom [32].
Najces¢i vid nanoSenja hidroksiapatita na povrSinu titana je metodom rasprsivanja plazme.
Medutim, prevlaka nanesena ovom metodom pokazuje velike varijacije u jalini veze
prevlaka — metal, nehomogenost u odnosu na debljinu i gustinu nanetog sloja, kao i promene

u strukturi i hemijskim svojstvima tokom procesa oblaganja [39]. Tokom samog procesa
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rasprsivanja plazme moze da dode do promene u faznom sastavu hidroksiapatita iz kristalnog
u amorfni oblik. Zbog toga, iako su hidroksiapatitne prevlake ve¢ dugo u upotrebi u
stomatologiji, 1 dalje se ispituju nacini nanosenja hidroksiapatita na titan u cilju postizanja
zadovoljavajuce adhezije prevlake za metal, zadrzavanja kristalne strukture i bioaktivnosti

hidroksiapatita.

Modifikacija povsine titana Ciji su bioloski efekti ispitivani u ovom radu je dobijena
kori$¢enjem hemijskih metoda — nagrizanjem povrsine titana natrijum hidroksidom, jonskom
izmenom natrijuma kalcijumom i termalnom obradom. Na ovaj na¢in dobijaju se gradijentne
oksidne povrsine, koje imaju razlicit udeo razlicitih oksidnih faza koje nastaju u tom procesu
po razli¢itim debljinama filma. Samim tim, materijal ima znatno bolju adhezivnost, nema
ljustenja zbog prevelikih promena napona po dubini prevlake, a i koroziono je postojan pri
kontaktu sa telesnim fluidima. Pored toga, na njemu se lako nukleira bioloski apatit, koji

poseduje i veoma dobru nanotopologiju i visoku prijemcivost za ¢elije kostanog tkiva [40].

Najvaznija prednost hidroksiapatitne prevlake koja je dobijena pomocu inovativne
metode rasprSivanja plazmom, je visok stepen adhezije hidroksiapatita za podlogu (jacina 60
MPa), §to omogucava stabilnost dobijene prevlake [41]. Fazni sastav dobijene previake je
takode odgovarajuéi, jer su kao pocetni materijal sluzile granule hidroksiapatita koje
zadrzavaju svoju kristalnu strukturu. To je omogucéeno time S§to se topljenje tokom
rasprSivanja plazme deSava samo na povrsini granula, tako da se samo njen deo transformiSe
u amorfnu fazu, Sto ograni¢ava koli¢inu stvorene amorfne faze, i omogucava prevazilazenje
nedostataka vezanih za poveéanu brzinu rastvaranja uslovljenu nastajanjem amorfne faze kod

hidroksiapatitnih prevlaka dobijenih rasprSivanjem plazme.
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1.5. Imunomodulacijski efekti biomaterijala

Interakcije tkiva sa biomaterijalima mogu se podeliti na lokalne i sistemske
interakcije, i pridruzene komplikacije. Pri ugradnji biomaterijala, glavni problem i dalje
ostaje reakcija imunskog sistema na prisustvo stranog tela u organizmu. Odgovor organizma
na prisustvo biomaterijala, kao stranog tela, pocinje neposredno nakon implantacije i
progredira kroz stadijume zapaljenja i zarastanja rane. U ovom dinami¢nom procesu
ucestvuju razni tipovi Celija. Veéina klini¢ki primenljivih biomaterijala tipi¢no izaziva
reakciju na strano telo, specijalan vid nespecifi¢nog zapaljenja u kome glavnu ulogu imaju
makrofagi. Aktivisani makrofagi u procesu interakcije sa biomaterijalom, lu€e citokine koji
stimuliSu zapaljenjensku reakciju. Treba naglasiti da zapaljenska reakcija, na mestu
ugradenog implantata, kroz zamenu povredenog kostanog tkiva dovodi do sanacije kosti i
vracanja u fiziolosko stanje. Medutim, inflamacijske ¢elije, produkcijom citokina i enzima
mogu prouzrokovati i $tetne lokalne, pa &ak i sistemske efekte. Stetni efekti se mogu
manifestovati od akutnog bola, preko hroni¢ne inflamacije do odbacivanja implantata [42].
U pojedinim slucajevima slaba integracija implantata ili hroni¢na inflamacija mogu

prouzrokovati peri-implantitis, osteolizu, asepti¢ni gubitak i gubitak funkcije implantata [43].

Dentalni implantati, iako ¢esto bivaju uvrsteni u kategoriju inertnih materijala, mogu
dovesti do povecane produkcije citokina i hemokina sa proinflamacijskim delovanjem, kao
Sto su IL-1, IL-8 i TNF-a.. Prekomerna aktivacija ¢elija imunskog sistema, limfocita i antigen
prezentujucih Celija, zabelezena u nekim slu¢ajevima ranog odbacivanja implantata, imala je

za posledicu unistavanje peri-implantnih tkiva i stimulaciju osteoliti¢kih procesa [44].

S obzirom da je poznato da ugradnja implantata izaziva imunski odgovor domacina
koji je posredovan produkcijom razlicitih citokina, u zavisnosti od primenjenog implantata,
clij je da se dentalni implantat integriSe uz minimalne nezeljene efekte po okolno tkivo [45].
Nakon ugradnje implantata, deSava se €itav niz reakcija koje pokrecu ¢elije imunskog sistema

nakon interakcije sa povr§inom implantata. Aktivacija imunskog sistema kontroliSe po¢etnu
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reakciju na ugradeni biomaterijal, ali i dugoroc¢ni ishod integracije implantata. Solubilni
faktori, koje oslobadaju ¢elije imunskog sistema u kontaktu sa povrSinom implantata —
interleukini, uticu na mikrookolinu implantata dovode¢i do lokalne kontrole imunskog
odgovora. Neprekidna aktivacija imunskog sistema moze dovesti do hroni¢ne inflamacije

koja za posledicu moze imati oStecenje zdravog tkiva koje okruzuje implantat (Slika 5) [46].

{2

Slika 5. Peri-implantitis. Destrukcija peri-implantnog mekog i kostanog tkiva

Prilikom ugradnje implantata, neutrofili, trombociti i monociti pristizu iz krvnih
sudova na mesto oStec¢enja tkiva. Na mestu oSte¢enja ove Celije produkuju razlicite faktore
rasta, hemokine i citokine, koji podsti¢u priliv ¢elija imunskog sistema na mestu ostecenja
tkiva. Tokom adekvatnog odgovora pri zarastanju rane, indukuje se fagocitoza oste¢enih
¢elija i stimuliSe se zarastanje. Makrofagi su odgovorni za inicijalni lokalni imunski odgovor,
pojavu inflamacije i odrZzavanje homeostaze. Prepoznata su dva fenotipa makrofaga: pro-
inflamatorni M1 i anti-inflamatorni M2 fenotip koji doprinosi zarastanju rane. Pro-
inflamatorni M1 fenotip se javlja kao posledica aktivacije makrofaga pomocu IFNy i
lipolisaharida S. M1 fenotip je odgovoran za brzu aktivaciju imunskog sistema u prisustvu
patogena ili stranih tela, i karakterise se visokom produkcijom IL-1B, IL-6 i TNFa [47].
Aktivacija M2 fenotipa podsti¢e zarastanje rane i remodelovanje tkiva. M2 aktivacija je
pracena produkcijom anti-inflamatornih citokina IL-10, IL-4, IL-13 i TGFp [48]. Za
adekvatno zarastanje oStecenog tkiva oko implantata i integraciju biomaterijala neophodna
je ravnoteza izmedu aktivacije M1 1 M2 fenotipa, pri ¢emu sposobnost biomaterijala,

posebno njegove povrsine, da kontrolise reakciju ¢elija imunskog sistema utice na pocetni
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imunski odgovor na implantat, ali i na definitivnu integraciju implantata [45]. U toku
normalnog procesa zarastanja rane uvek postoji inicijalna proinflamatorna faza koju odlikuje
dominacija M1 makrofaga, za kojom sledi regeneretivna faza, sa prevagom M2 makrofaga.
Stoga je vazno da biomaterijal ne izaziva zapaljenje i da se M1 fenotip makrofaga u fazi

rezolucije zameni M2 fenotipom [22].

Citokini su proteini male molekulske mase, od 6-70 kDa, koji deluju kao posrednici
izmedu elemenata imunskog sistema i1 reguliSu meducelijsku komunikaciju, kako u
fizioloskim tako i1 u patoloskim stanjima [49]. Ovi solubilni medijatori prenose brojne
meducelijske signale koji su potrebni za integrisani odgovor ¢elije na razli¢ite spoljasnje
stimuluse. Citokini svoje delovanje ostvaruju vezujuci se za odgovarajuce receptore, pri
¢emu se ciljnoj Celiji Salje signal koji dovodi do promene funkcije ili fenotipa date Celije.
Mogu ih sintetisati ¢elije urodenog i adaptivnog imunskog sistema [50]. Citokine najcesce
produkuju leukociti (makrofagi i T ¢elije), a oni, sa druge strane, deluju i na aktivnost drugih

leukocita, pa se nazivaju interleukinima.

Citokini se mogu svrstati u strukturno sli¢ne familije koje ispoljavaju razlicita

bioloska dejstva [51]:

e Citokini koji stimuliSu nespecifiéni (urodeni) imunski odgovor. SintetiSu ih
mononuklearne ¢elije, makrofagi, dendritske ¢elije i u manjoj meri i T limfociti. Ovde

spadaju IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18.

o Citokini koji stimuliSu specifi¢ni imunski odgovor. Produkuju ih dominantno T
limfociti. Ovde spadaju IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, INF-y (intereferon gama), TGFp

(transformisuci faktor rasta beta), LT (limfotoksin).

e Citokini koji stimuliSsu hematopoezu. Produkuju ih stromalne ¢éelije kostne srzi. Ovi
citokini ispoljavaju stimulatorni efekat na rast i diferencijaciju nezrele leukocitarne

loze.

22


https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%B8%D0%BD
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%BA%D1%83%D0%BB
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%88%D0%B5%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D1%86%D0%B0_%D0%B0%D1%82%D0%BE%D0%BC%D1%81%D0%BA%D0%B5_%D0%BC%D0%B0%D1%81%D0%B5

Citokini mogu regulisati razli¢ite funkcije imunskog sistema. U odnosu na imunsku
reakciju, citokini reguliSu tip, jaCinu i trajanje imunske reakcije. Oni mogu biti i pozitivni i
negativni regulatori imunskog odgovora. Dejstvo citokina mogu kontrolisati inhibitori koji

menjaju bioloSku aktivnost citokina, kao i odgovor ciljne ¢elije na njihovo dejstvo.

Prema funkciji citokini se mogu podeliti na: pro-inflamacacijske (TNF-a, IL-18, IL-
6) i anti-inflamacijske (IL-10, TGF-P). Vrlo ¢esto se citokini dele i prema tipu efektorskih T
limfocita koji ih produkuju na Thl (IL-2, IL-12, IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IL-13),
Th17 (IL-17) [52-54].

U prethodnoj deceniji, citokini su razmatrani i kao vazan dodatak klinickim
parametrima u postavljanju dijagnoze peri-implantitisa. Takode, oni mogu ukazati i na
uspesnost izvedene implantoloske intervencije. Imunski i skeletni sistem su usko povezani,
delec¢i brojne citokine, receptore, signalne molekule i faktore transkripcije. Pored toga Sto
dovodi do hroni¢ne inflamacije, imunski odgovor igra vitalnu ulogu u integraciji implantata
i osteogenezi. Inflamatorni citokini 1L-1, TNF-a i IL-6 mogu da pobolj$aju diferencijaciju
osteoklasta i resorpitvnu aktivnost, a inhibiraju osteoblastnu aktivnost i formiranje kosti. Anti

inflamatorni citokini I1L-4, IL-10 i 1L-13 imaju suprotan efekat [24].
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Radna hipoteza

Legura titana ¢ija je povrSina modifikovana hemijskom metodom (formiranjem
oksidnog sloja) i fizickom metodom (nanoSenjem hidroksiapatitnog sloja rasprSivanjem
plazmom) ne ispoljava znaajnu citotoksi¢nost. Legura c¢ija je povrSina modifikovana
navedenim metodama ima manji pro-inflamacijski, a snazniji imunoregulacijski efekat u

odnosu na leguru ¢ija povrsina nije modifikovana.

2.2. Ciljevi istrazivanja

1. Ispitati i uporediti citotoksi¢no delovanje legure titana ¢ija je povrsina modifikovana
hemijskom obradom i deponovanjem hidroksiapatitne prevlake plazma metodom,

primenom in vitro testova direktnog kontakta na ¢elijskoj liniji L929, odredivanjem:
» metabolicke aktivnosti-Celija
« proliferacije ¢elija
e produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) ¢elija
« nekroze i apoptoze ¢elija

2. Ispitati i uporediti imunomodulacijsko delovanje legure titana ¢ija je povrSina
modifikovana hemijskom obradom i deponovanjem hidroksiapatitne prevlake plazma
metodom, primenom in vitro modela fitohemaglutininom (PHA) stimulisanih

humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC) odredivanjem:
« proliferacije ¢elija u kulturi

« produkcije citokina (IL-1p3,IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, TNF-a, TNF-
B, IFN-y) u kulturi
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3. MATERIJAL | METODE

Za potrebe ovog istrazivanja kori§¢eni su su uzorci titanove legure Ti6Al4V (u daljem
tekstu: Ti legura) ¢ija je povrsina modifikovana novim, originalnim metodama, pripremljeni
u Institutu za nuklearne nauke ,,Vinca®“. Sva bioloska ispitivanja uradena su na Institutu za

medicinska istrazivanja Vojnomedicinske Akademije.

3.1. Ispitivani uzorci

U radu su koriséeni sledeci uzorci legura titana:
1. Ti legura ¢ija povrsina nije modifikovana (Ti)

2. Ti legura ¢ija povrSina je modifikovana alkalnim nagrizanjem, jonskom izmenom i

dodatnim termic¢kim tretmanom u vazdus$noj atmosferi (Ti-Ca)

3. Ti legura ¢ija povrsina je modifikovana jednostranim (Ti-HAP) ili dvostranim (Ti-
HAP2) nanosenjem hidroksiapatitnog (HAP) sloja inovativnom metodom rasprSivanja

plazme koja obezbeduje visoku adheziju hidroksiapatita na povrsinu Ti legure

U eksperimentima u kojima je procenjivana citotoksi¢nost Ti legura, kao kontrolni
uzorci koji su predstavljali negativnu kontrolu upotrebljeni su polistirenski diskovi dobijeni
seCenjem polistirenske plo¢e za kulturu ¢elija (Sarstedt, Nemacka). Kao kontrolni uzorci koji
su predstavljali pozitivnu kontrolu koris¢eni su diskovi od nikla. Kontrolni diskovi su bili istih
dimenzija kao i diskovi ispitivanih Ti legura. Svi testirani diskovi su bili dijametra 10 mm i

visine 2 mm (Slika 6).
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Slika 6. Ispitivani uzorci: a) Ti; b) Ti-Ca; ¢) Ti-HAP

3.1.1. Modifikacija povrsine Ti legure alkalnim nagrizanjem, jonskom izmenom i

dodatnim termickim tretmanom u vazdu$noj atmosferi

Sipke Ti legure (Bien-Air Medical Technologies, Svajcarska) su koristeéi elektro-
eroziju isecene u diskove dijametra 10 mm i visine 2 mm. Diskovi su prvo polirani pomoc¢u
finog pudera Al>Os granulacije 5 — 0.05 mm [40], a zatim su potopljeni u 5 M NaOH vodeni
rastvor u trajanju od 24 sata na 60°C, isprani destilovanom vodom nakon uklanjanja rastvora,
i osuSeni na temperaturi od 40°C. Nakon toga, uzorci su podvrgnuti jonskoj izmeni Na* jona
jonima Ca?* potapanjem u vodeni rastvor 1 M Ca(NOs), 24 sata na 60°C, nakon ¢ega su
isprani destilovanom vodom i osuseni na sobnoj temperaturi. Uzorci legure su potom tretirani
na 700°C u NiACr elektricnoj cevnoj pec¢i, u periodu od 5 sati pri brzini zagrevanja od
5°C/min, pod pritiskom kiseonika od 0.13 Pa. Posle zagrevanja, svi uzorci su ohladeni do

sobne temperature u peci.

3.1.2. Modifikacija povrsine Ti legure nanoSenjem hidroksiapatitnog sloja
Diskovi Ti legure tretirani sa NaOH i Ca(NOs3)2, na isti na¢in kao §to je opisano u

prethodnom poglavlju, podvrgnuti su termalnom tretmanu na 600°C u periodu od 4 sata u

elektri¢noj peéi, u vazdusnoj atmosferi, i ohladeni do sobne temperature u peci [41].
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Na ovako pripremeljene uzorke nanoSen je hidroksiapatit (HAP) metodom
rasprSivanja plazmom. HAP je nanoSen jednostrano ili obostrano na Ti leguru. U procesu
nano$enja HAP upotrebljena je inovativna plazma instalacija PJ-100 (Plasma Jet, Srbija) [55]
koja se karakteriSe mnogo vedom brzinom plazme (1500-1800 m/s) u poredenju sa
konvencionalnim plazma instalacijama, zahvaljujuci ve¢oj snazi plazme. Parametri kori§¢ene
instalacije bili su: snaga plazme 52.0+/- 1.5 kW, voltaza 120+/- 2V, struja 430+/- 5A, protok
argona 38.5+/- 1.2 L/min, gasni nosa¢ praha 8 L/min i brzina ispus$tanja praha 2.0+/- 0.1 g/s.
Dijametar otvora anodne mlaznice je 8 mm a duZzina plazma mlaznice izmedu 60 i 70 mm.
Proces nanosenja je bio kompjuterski kontrolisan $to je omogucéavalo mlaznici da se pomera
izabranom brzinom i putanjom. Komercijalno dostupan prah HAP (Captal® 90, Plasma
Biotal Limited, UK) sa prosecnom veli¢inom ¢estica od 90 pum je koriS¢en za plazma

depoziciju.

3.1.3. Fizifko-hemijska karakterizacija modifikovanih Ti legura Kkori$éenih u

istrazivanju

Analiza faza na povrSini modifikovanih uzoraka Ti legura je radena pomocu
difrakcije X-zraka (XRD) (Philips PW 1050 difraktometar za prah sa Ni filtriranim CuKa
zraCenjem), kao i pomocu infracrvene spektroskopije (Nicollet 380 FTIR, Thermo Electron
Corporation). Strukturna topografija i morfologija modifikovane povrsine analizirana je
pomocu skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) (Electron Microscope Quanta 200 3D)
[41].

Kod legura modifikovanih nanosenjem HAP sloja odredivana je brzina rastvaranja
ovog sloja pomoc¢u atomske apsorpcione spektroskopije (Perkin Elmer) merenjem
koncentracije kalcijumovih jona koji se oslobadaju u TRIS-HCI puferu (pH 7.4) na 37°C za

1,2,4,8,24,48, 721120 sati. Brzina rastvaranja je odredivana u dva nezavisna eksperimenta.
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JaCina adhezije nanesenog HAP sloja merena je pomocu Instron 1185 maSine za
mehanicko testiranje (brzina istezanja masine je iznosila 2 mm/min). Pri tome je 5 uzoraka

testirano koriste¢i specijalni lepak (METCO EP-15) polimerizovan 2 sata na 180°C.

3.1.4. Priprema kondicioniranog medijuma

Kondicionirani medijum (KM) je pripremljen inkubacijom testiranih uzoraka u
kompletnom medijumu za kulture ¢elija, RPMI 1640 medijum (Sigma, Minhen, Nemacka)
sa dodatkom 10% fetalnog teleceg seruma (Sigma Minhen, Nemacka), 2mM L-glutamina
(Sigma Minhen, Nemacka) i antibiotika (gentamicin - 10 pg/ml, penicilin - 100 IU,
streptomicin - 100 ug/ml; Galenika, Beograd), u inkubatoru sa CO; na 37°C. Kompletan

RPMI medijum bez testiranih uzoraka je predstavljao kontrolni KM.

Odnos povrsine testiranih uzoraka i volumena kompletnog medijuma je bio 1cm?/ml.
Kondicioniranje je, u zavisnosti od eksperimenta, trajalo 24 sata, 3 dana ili 7 dana. Nakon
inkubacije, KM su prikupljeni, centrifugirani na 3000 rpm/10min i ¢uvani na 4°C ili

zamrznuti na -20°C do upotrebe u eksperimentima sa ¢elijskim kulturama.

Kondicionirani medijum legura koje su prethodno kondicionirane (videti 3.1.5) je
pripremljen 24-satnom inkubacijom kondicioniranih legura u kompletnom medijumu, u
inkubatoru sa CO2 na 37°C.

U pojedinim eksperimentima pripreman je KM praha HAP u koncentraciji za koju je
procenjeno da se nalazi u dvostrano modifikovanim legurama (40 mg/ml). Ova koli¢ina HAP
praha je kondicionirana u istoj zapremini RPMI kompletnog medijuma koja je koris¢ena za
kondicioniranje Ti legura. Paralelno je na isti nacin pripreman i KM Ca(OH)2 (Merck) koji
je solubilniji od HAP. U ovim eskperimentima je koriS¢en blokator kalcijumovih kanala,

nifelat, u koncentraciji 10 pg/ml.
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3.1.5. Kondicioniranje ispitivanih legura

U eksperimentima u kojima je ispitivano da li proces kondicioniranja utice na
citotoksi¢nost ispitivanih legura, uzorci legura i kontrolni uzorci su najpre kondicionirani tokom
24 sata u kompletnom medijumu za kulture celija, a nakon toga testirani u direktnom testu

citotoksi¢nosti ili koris¢eni za pripremu KM kondicioniranih legura.

3.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti

Citotoksi¢nost je ispitivana in vitro, primenom testova direktnog kontakta u skladu
sa preporukama standarda 1SO (ISO 10993-5) [7]. Za ispitivanje je koris¢ena cCelijska linija

.....

modifikovana na dva razlicita na¢ina u odnosu na Ti leguru bez modifikacije (kontrola).

3.2.1. Priprema uzoraka Ti legure za in vitro ispitivanja

U testovima direktnog kontakta korisc¢eni su prethodno opisani uzorci legure oblika
diska, koji su pre dodavanja u ¢elijske kulture bili sonifikovani u ultrazvuénom vodenom
kupatilu u trajanju od 15 minuta, a potom sterilisani drzanjem u 70% alkoholu u trajanju od
30 minuta. Posle sterilizacije uzorci su prebaceni u sterilne plasti¢ne petrijeve Solje u kojima
su suSeni na ambijentalnoj temperaturi. Neposredno pre dodavanja u ¢elijske kulture uzorci

su ispirani u sterilnom RPMI medijumu.
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3.2.2. Priprema L929 éelija

Pre ispitivanja citotoksi¢nosti, 1.929 ¢elije su odmrznute i propagirane kroz najmanje
tri pasaze. Propagiranje éelija je izvedeno u flaskovima od 25 cm? na 37°C u RPMI
medijumu koji sadrzi sadrzi 10% fetalnog teleceg seruma, antibiotike (gentamicin - 10 pg/ml,
penicilin - 100 1U, streptomicin - 100 ug/ml; Galenika, Srbija) i 2-merkaptoetanol (50 uM).
Tripsinizacija ¢elija je izvrSena sa 0.25% rastvorom tripsina sa dodatkom 0.02% EDTA.
Nakon svake tripsinizacije, procenjivala se vijabilnost ¢elija brojanjem u 0.2% rastvoru
Tripan-plavog. U eksperimentima za ispitivanje citotoksi¢nosti koris¢ene su celije Cija je

vijabilnost veca od 95%.

Za ispitivanje citotoksi¢nosti, L929 éelije (3 x10°/ 2 ml) su bile zasejane u bazenima
ploce sa 6 mesta (Sarstedt, Nemacka) i kultivisane 24 sata. Po dostizanju konfluentnosti od
60-80%, celije su kultivisane 24 sata sa testiranim uzoricma. Priprema celija i njihova
kultivacija sa ispitivanim uzorcima je vrSena u inkubatoru za gajenje ¢elija na 37°C u

prisustvu 5% CO..

3.2.3 Ispitivanje morfologije 1.929 ¢elija u kulturi

Procena celijskog rasta 1 morfoloSka analiza 1.929 celija je izvedena koriS¢enjem
fazno kontrasne svetlosne mikroskopije (IX51 invertni mikroskop, Olympus), pod
uvecanjem 10 1 20 puta. Kvalitet celijskog rasta je procenjen na osnovu stepena
konfluentnosti ¢elija i odsustva degenerativnih formi ¢elija. Analizirane su osobine ¢elija u
kontaktu sa ispitivanim uzorcima, kao i osobine udaljenih ¢elija. Konfluentan rast ¢elija je
ukazivao na odsustvo citotoksicnosti dok su “zaokruzene” ¢elije, vakuolizacija i odvajanje

od podloge ukazivali na postojanje citopatogenog efekta ispitivanih uzoraka.
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3.2.4. Ispitivanje vijabilnosti 1929 ¢elija u kulturi

Vijabilnost L929 ¢elija (koje su prethodno odvojene od podloge u kojoj su kultivisane
primenom tripsinizacije, kako je ranije opisano) je odredena primenom 1% rastvora Tripan
plavog. Procenat vijabilnih ¢elija je izra¢unat nakon oduzimanja Tripan-plavo pozitivnih

(mrtvih) ¢elija od 100%.

3.2.5. Merenje metabolicke aktivnosti L929 ¢elija

Metabolicka aktivnost L929 ¢elija je analizirana nakon 24 sata kontakta celija i
eksperimentalnih  uzoraka, primenom testa redukcije 3-4,5-dimetiltiazol-2-il -2,5-
difeniltetrazolium bromida (MTT). Test je zasnovan na redukciji MTT posredstvom
mitohondrijalne sukcinat dehidrogenaze ¢ime nastaje formazan kao nerastvorljivi produkt u
vodenom rastvoru [56]. Metaboli¢ka aktivnost 1929 ¢elija je ispitivana nakon direktnog
kontakta sa eksperimentalnim uzorcima u 24-satnoj kulturi u bazenima ploc¢e sa 6 mesta.
Nakon isteka inkubacije, uzorci 1 1/2 zapremine supernatanata ¢elijskih kultura su uklonjeni,
dok je na ostatak celijske kulture dodat MTT reagens u finalnoj koncentarciji od 0.5 mg/ml.
Celije su potom kultivisane 4 sata na 37°C, nakon &ega je u bazene dodata podjednaka
zapremina 10% natrijum dodecil sulfata (SDS) u 0.01M HCI. Detekcija formazana sa
karakteristicnom crveno-ljubi¢astom bojom je izvrSena nakon 24 sata kultivacije,
o¢itavanjem opticke gustine uzoraka (OD) na 570 nm primenom automatskog citaca
mikrotitarskih ploca. O¢itavanju metabolicke aktivnosti je prethodilo prebacivanje 200 pl
supernatanta sa formazanom u bazene mikrotitarske ploce sa 96 mesta. Metabolicka
aktivnost je izrazena kao relativna vrednost u odnosu na kontrolne ¢elije ¢ija je redukcija

MTT uzeta kao mera 100% metabolicke aktivnosti.
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3.2.6. Merenje proliferacije 1.929 ¢elija

Efekat direktnog kontakta testiranih uzoraka Ti legure na proliferaciju L929 celija
ispitivan je primenom testa ugradnje 3[H*]-timidina [57]. Celije (3 x10%2 ml) su bile zasejane
u bazenima ploce sa 6 mesta i kultivisane 24 sata. Po dostizanju konfluentnosti od 60-80%,
¢elije su kultivisane 24 sata sa eksperimentalnim uzorcima. Po isteku kultivacije, uzorci su
uklonjeni, a ¢elije su 8 sati dodatno kultivisane sa 3[H*]-timidinom (1 puCi/bazen). Nakon
toga, ¢elije su odvojene od podloge tripsinizacijom 1 potom prebacene u bazene mirotitarske
ploce sa 96 mesta. Nivo radioaktivnosti je o¢itan na beta scintilacionom brojacu (LKB 1219
Rackbeta, Svedska). Proliferacija éelija je izraZena kao broj otkucaja u minutu (cpm),
odnosno kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolne ¢elije ¢ija je radioaktivnost uzeta kao

mera 100% proliferacije.

3.2.7. Merenje produkcije reaktivnih Kiseoni¢nih vrsta

Intracelijska produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) je analizirana primenom
proto¢ne citofluorimetrije i metode obelezavanja Celija sa 2'-7'- di-hlorodihidro fluorescein
diacetatom (DCFH-DA) [58]. Nakon isteka 24 sata inkubacije, uzorci i supernatanti ¢elijskih
kultura su uklonjeni, a ¢elije isprane sa PBS-om (fosfatni puferisani rastvor). Celije su potom
inkubirane 30 minuta na 37°C sa 1 uM DCFH-DA rastvorenim u RPMI medijumu bez
seruma. Nakon toga Celije su isprane u PBS-u, tripsinizirane i1 analizirane na proto¢nom
citofluorimetru (Beckman Coulter Cytomics FC 500, SAD). Produkcija ROS-a je
kvantifikovana na osnovu intenziteta fluorescencije celija obelezenih sa DCFH-DA.
Rezultati su izraZeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolne ¢éelije ¢ija je produkcija

ROS-a uzeta kao mera 100% produkcije.

32



3.2.8. Odredivanje apoptoze i nekroze proto¢nom citofluorimetrijom

Analiza nekroze 1 apoptoze 1.929 Celija je izvrSena pomocu proto¢ne citofluorimetrije
primenom postupka obelezavanja ¢elija sa propidijum jodidom (PI), sa i bez hipotonog
rastvora [59]. Nakon isteka inkubacije sa testiranim uzorcima, ¢elije su pokupljene i isprane
u PBS-u. Celije su potom inkubirane 5 minuta sa PI (za analizu nekroze), odnosno preko no¢i
na hladnom sa P1 (40 ug/ml) koji je rastvoren u hipotonom citrathom/Triton-X rastvoru (za
analizu apoptoze). Analiza nekroze je izvrSena na osnovu kvantifikacije broja c¢elija
obelezenih sa PI, dok je analiza apoptoze izvrSena na osnovu odredivanja broja ¢éelija sa
hipodiploidnom koli¢inom DNK molekula (sub-G1 pik). Rezultati su predstavljeni u

procentima. Kulture su postavljene u triplikatima

3.2.9. Odredivanje apoptoze morfoloSkom analizom

U pojedinim eksperimentima apoptoza L929 ¢elija je odredivana primenom svetlosne
mikroskopije, analizom morfoloskih kriterijuma. 1929 ¢elije su nakon 24 sata kultivacije sa
testiranim uzorcima tripsinizovane i bojene primenom Turk-ovog rastvora, po metodi koja je
ranije opisana [60]. Apoptoti¢nim su smatrane ¢elije sa homogeno obojenim, kondenzovanim
jedrom. U svakoj ispitivanoj kombinaciji brojano je najmanje 500 L929 ¢elija. Rezultati su

prikazani kao procenti apoptoti¢nih ¢elija.

3.2.10. Merenje produkcije laktat dehidorgenaze

Merenje produkcije laktat dehidorgenaze (LDH), kao indirektna mera nekroze usled
gubitka integriteta celijske membrane [61], je odredivana u supernatantima kultura 1.929
¢elija nakon 24-satne kultivacije sa testiranim uzorcima, primenom komercijalnih LDH
testova na sistemu ADVIA 1800. Kao mera potpune (100%) nekroze koris¢ene su celijske

kulture sa 1% rastvorom deterdzenta Triton X-100. Detektovane vrednosti LDH su
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korigovane oduzimanjem vrednosti enzima izmerenih u samom RPMI medijumu. Rezultati
su izrazeni kao koli¢ina LDH u internacionalnim jedinicama po litru ili kao procenat
citotoksi¢nosti koji je odreden na osnovu odnosa vrednosti LDH u kulturama ¢elija sa
eksperimentalnim uzorcima i kulturama sa potpunom nekrozom koja je izazvana dodavanjem

deterdzenta.

3.2.11. Merenje apoptoze preko aktivacije gena za kaspaze

Analiza ekspresije gena za misje kaspaze (Cas-3, Cas-8 i Cas-9) je radena metodom
lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (Real-Time PCR). Pomoc¢u ove metode se
mogu detektovati produkti amplifikacije DNK pomocu odgovarajucih prajmera, gde se u
“realnom vremenu” moze kontinuirano pratiti i kvantifikovati koli¢ina amplifikata PCR

reakcije [62].

3.2.11.1. lIzolacija RNK

Ukupna RNK je izolovana iz taloga 1.929 ¢elija nakon nakon 24-satne kultivacije sa
testiranim uzorcima (Ti, Ti-Ca, Ti-HAP, i tertman celija staurosporinom). Staurosporin
(Streptomyces staurospores) je koriS¢en u cilju indukcije apoptoze u finalnoj koncentraciji
0.5 uM [63]. Izolacija ukupne RNK iz 1929 ¢elija je izvodena pomocu TRIzol reagensa,
prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, rastvor TRIzol-a sadrzi fenol i gvanidin izotiocijanat,
koji denaturiSu proteine. U sterilnu epruvetu sa Celijskom suspenzijom dodato je 200 pL
hloroforma na 1 mL TRIzol-a. Dodavanje hloroforma dovodi do odvajanja faza pri ¢emu su
proteini u organskoj fazi, DNK se nalazi u medufazi, a RNK ostaje u vodenoj fazi. Sadrzaj
epruvete je ru¢no dobro promesan i ostavljen na sobnoj temperaturi 2 minuta, nakon ¢ega je
centrifugiran 15 minuta na 12000 rpm i +4°C (Eppendorf Centrifuge 5430R, Nemacka) kako
bi dosSlo do razdvajanja faza. Gornja vodena faza sa RNK je pazljivo odvojena u novu
epruvetu od 1.5 mL i dodato je 0.5 mL hladnog izopropanola na ImL TRIzol-a. Dodavanjem
hladnog izopropanola i inkubacijom na ledu (10 minuta) iz vodene faze je precipitirana RNK.
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Nakon centrifugiranja u trajanju od 10 minuta na 12000 rpm/+4°C dobijen je precipitat
(talog) RNK, supernatant je uklonjen, a talog je ispran sa 1000 uL hladnog 75% etanola.
Nakon centrifugiranja u trajanju od 5 minuta na 10000 rpm/+4°C etanol je uklonjen, talog
osusen na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je RNK rastvorena u 50 pL destilovane vode

(dH20). Koncentracija dobijene RNK je merena na spektrofotometru.

3.2.11.2 Reverzna transkripcija

Izolovana ukupna RNK je zatim reverznom transkripcijom prepisana u
komplementarnu DNK (cDNK), primenom Superscript |1 RNase H-reverse transcriptase
(Invitrogen, Francuska), prema uputstvima proizvodaca. Reverzna transkripcija je enzimski
proces u kojem se jednolancana RNK prepisuje u jednolanc¢anu cDNK. Reverzna
transkripcija se odvijala u PCR aparatu (Applied Biosistems, SAD) po slede¢em protokolu:
25°C/10 min, 42°C/30 min, a reverzna transkriptaza je inaktivisana na 99°C/5 min.
Reakciona smesa je sadrzala 1 X RT pufer (500 uM dNTPs, 3 mM MgCl2, 75 mM KCI, 50
mM Tris-HCI pH 8.3), 20 U inhibitora RNKaze (RNase inhibitor, Promega, Madison, WI),
3 uM “random hexamer” prajmera (Pharmacia, Uppsala, Svedska), 100 U reverzne
transkriptaze Superscript |1 RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen, Francuska), kao i 1
ug ukupne RNK. Ukupni volumen dobijenog rastvora cDNK bio je 20 pL, a zatim je ukupni
volumen razblazen 4 puta i ¢uvan na -20°C do upotrebe. Dobijena cDNK upotrebljena je kao
matrica za lan¢anu reakciju polimeraze u realnom vremenu (Real-Time PCR, RT-PCR), uz

upotrebu specifi¢nih prajmera za odabrane target gene [64].
3.2.11.3. Kvantifikacija Real-time PCR metodom pomoc¢u SYBR Green boje

U ovoj studiji je koriS¢ena metoda za relativnu kvantifikaciju ekspresije gena
pracenjem fluorescence SYBR Green bojom. Real-Time PCR metodom detekcija PCR

amplifikacije vrsi se u eksponencijalnoj fazi PCR, u kojoj se amplifikacija najbrze deSava, a

35



reakcija je u ovoj fazi visoko specifi¢na [62,65]. Reakciona smesa za pracenje amplifikacije
DNK u realnom vremenu sadrzavala je fluorescentnu boju SYBR Green, koja se veze za DNK
i emituje 1000 puta jaci signal kada je vezana za dvolan¢ane DNK (Slika 7). Kako tokom
PCR dolazi do eksponencijalnog dupliranja dvolancanih amplifikata, tako dolazi i do

povecanja fluorescence SYBR Green boje koja se vezuje za njih.

Slika 7. SYBR Green boja fluorescira tek nakon vezivanja za dvolanéanu DNK

Kori$¢eni SYBR Green Mastermix sa Rox-om optimizovan je za Real-Time PCR, a
osim navedene boje sadrzi i DNK polimerazu (Taq-poly), 4 deoksi nukleotida (dNTPs),
pasivnu referencu ROX (Passive Reference 1), koja je neophodna za normalizaciju signala u
svim reakcijama, kao i odgovarajuci pufer koji sadrzi MgClz. Reakcija umnozavanja se
odvijala na aparatu ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD).
Reakciona smesa sastojala se od 10 pL od SYBR Green Master Mix, po 2 puL 10 pikomolarnog
(pmol) rastvora oba oligonukleotidna prajmera (uzvodnog F i nizvodnog R), kao i 2 uL
razblaZzene cDNK (1:4). Sekvence prajmera (Tabela 3) su koriS¢ene u prethodnim studijama
[15,66]. Sve reakcije su radene u triplikatu. Uslovi reakcije bili su slede¢i: 50°C/2 min,
inicijalna denaturacija 95°C/10min, nakon Cega se reakcija odvijala u 40 ciklusa na 95°C/15s
160°C/60s. Kontrolni uzorak, bez DNK u reakcionoj smesi, koriS¢en je u svakoj PCR analizi
za kontrolu potencijalne kontaminacije koris§¢enih reagenasa. Vredfnost Ct definisana je kao
ciklus u kojem je koli¢ina DNK dostigla nivo zadatog praga (“threshold”) i bio je isti za sve

analizirane uzorke.
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Tabela 3. Sekvence prajmera koji su kori$¢eni za kvantifikaciju ekspresije gena za kaspaze

Sekvence prajmera (5°- 3°) Baznih parova

F-5’-TGTCATCTCGCTCTGGTACG-3’
Kaspaza-3 199
R-5-AAATGACCCCTTCATCACCA-3’

F-5’-GTGAAGAACTGCGTTTCCTACC-3’
Kaspaza-8 206
R-5’-AGCTTCTTCCGTAGTGTGAAGG-3’

F-5’-TGCACTTCCTCTCAAGGCAGGACC-3’
Kaspaza-9 206
R-5’-TCCAAGGTCTCCATGTACCAGGAGC-3’

F-5°-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
GAPDH 439
R-5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

Za izraCunavanje i normalizaciju vrednosti relativne ekspresije koriS¢ena je
komparativna Ct metoda, AACt metoda. Za dobijanje ACt vrednosti je od srednje vrednosti
Ct gena od interesa (srednja vrednost Ct triplikata) oduzimana srednja vrednost Ct
referentnog gena GAPDH, ¢ime je izvrSena endogena normalizacija i eliminisane greske do
kojih dolazi usled pipetiranja. Tako je ekspresija gena od interesa (geni za kaspaze)
normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu u tom uzorku (referentni gen, GAPDH), ¢ime
se mogu uporedivati rezultati dobijeni iz dva razli¢ita uzorka. Vrednost ACt je dobijena tako
§to je nivo relativne ekspresije ciljnog gena normalizovan i u odnosu na kontrolni uzorak,
kalibrator. Rezultati ACt vrednosti dobijeni iz ¢elija koje su bile izlozene Ti legurama i
tretirane staurosporinom su poredeni sa rezultatima ACt vrednosti iz ¢elija koje nisu bile
izlozene Ti legurama, kako bi se utvrdilo da li dolazi do promene ekspresije gena za kaspaze
pri izlaganju razli¢itim legurama. Kao referentna kontrola je koris¢en “housekeeping” gen
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH), prema kome su normalizovane vrednosti
ekspresije odabranih gena, tako da su dobijene relativne vrednosti ekspresije pojedinog gena
za svaki uzorak u odnosu na GAPDH. GAPDH je odabran kao referentni gen jer se u vecéini
prethodnih istraZzivanja pokazao kao stabilni i1 najprikladniji gen za endogenu kontrolu, ¢ija

ekspresija nije varirala u zavisnosti od razli¢itih tretmana koris¢enih ¢elijskih linija.
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Celije koje nisu bile izloZene legurama bile su kontrolni uzorci, kalibratori. Rezultati,
izrazeni kao N-umnosci razlika u ekspresiji ciljnog gena u odnosu na GAPDH gen i

kalibrator, su izracunati po formuli:

N= 2 ~A4ACt — 2[ACt(target gena) — ACt(referentni gen)]:2 [(Ct(target kalibratora) — Ct(target uzorka)] —[Ct(referentni gen

kalibratora) —Ct(referentni gen uzorka)) - ode su vrednosti ACt kalibratora i uzorka izracunate

oduzimanjem prose¢na Ct vrednost ciljnog gena od Ct vrednosti referentnog GAPDH gena
[67].

Medutim, ova metoda pretpostavlja da je efikasnost amplifikacije istrazivanog target
gena 1 endogene kontrole ista. Usled toga su vrednosti relativnih odnosa ekspresije izracunati
pomoc¢u matematickog modela Pfaffl-a, koji ukljucuje i korekciju efikasnosti amplifikacije
PCR-a svakog seta prajmera u formulu za relativnu kvantifikaciju [65,68]. Finalne vrednosti
relativnih odnosa ekspresije su izra¢unati po formuli:

N = (Etarget gen) ACt (target gen))/(Ereferentni gen)ACt (referentni gen)

3.3. Ispitivanje imunomodulacijskog efekta

Imunomodulacijski efekat modifikovanih povrsina Ti legure je ispitivan na modelu
fitohemaglutininom (PHA) aktiviranih humanih mononuklearnih celija periferne krvi
(PBMNC). Analiziran je efekat kondicioniranog medijuma testiranih uzoraka i kontrolnog
medijuma (72 sata) (koncentracije 50% i 25%) na funkcionalne karakteristike PBMNC

(proliferaciju i produkciju citokina) in vitro.
Rad sa mononuklearnim ¢elijama je izveden u skladu sa postupkom koji je odobren

od strane Etickog odbora Vojnomedicinske akademije za projekat pod nazivom

»Funkcionalni aspekti modulacije imunogenih i tolerogenih svojstava dendritskih ¢elija“.
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3.3.1. 1zolacija mononuklearnih éelija periferne krvi

Humane mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMNC) su izolovane iz obogaéenih
leukocita dobrovoljnih davalaca krvi (dobijenih u posupku pripreme krvnih derivata u
Institutu za transfuziologiju i hemobiologiju Vojnomedicinske Akademije), postupkom
diferencijalnog centrifugiranja na gustinskom gradijentu. Neposredno nakon venepunkcije,
krv je razblazena u odnosu 1:2 sa RPMI medijumom koji sadrzi 0.02% rastvor Na-EDTA.
Nakon toga, razblaZzena krv je nanesena na gustinski gradijent (1,078 g/cm®) u odnosu: 8 ml
krvi na 2.5 ml gradijenta. Uzorci su potom centrifugirani na 2200 rpm u trajanju od 20 minuta
na sobnoj temeperaturi. Posle centrifugiranja sakupljena je frakcija obogacenih
mononuklearnih ¢éelija koja se izdvaja u formi interfaznog prstena na dodirnim stranama
razblazene krvi 1 gustinskog gradijenta. Nakon ispiranja u RPMI medijumu sa Na-EDTA,
sukcesivnim centrifugiranjem na malim brzinama (800 rpm) u trajanju od 10 min izvr$eno je
uklanjanje trombocita. Bojenje c¢elija i odredivanje njihove vijabilnosti je izvedeno
primenom Tripan-plavo boje. U eksperimentima su kori$¢ene ¢elije ¢ija je vijabilnost preko

95%.

3.3.2. Merenje proliferacije PBMNC

Mononuklearne ¢elije (2-3 x 10°/ 200 ul) su kultivisane u mikrotitarskim plo¢ama sa
96 mesta, 72 sata na 37°C, sa PHA (30 pg/ml) u prisustvu kondicioniranog medijuma
eksperimentalnih uzoraka i kontrolnog medijuma u koncentraciji od 50% i 25%. Efekat
kondicioniranog medijuma na proliferaciju PBMNC je ispitivan testom proliferacije,
primenom 3[H*]-timidina [57]. Sesnaest sati pre isteka kultivacije, ¢elijama je dodat 3[H*]-
timidin, nakon cega je nivo radioaktivnosti o€itan na beta scintilacionom brojacu.
Proliferacija mononuklearnih ¢elija je izrazena kao broj otkucaja u minutu (cpm), odnosno
kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolne ¢elije Cija je radioaktivnost uzeta kao mera

100% proliferacije.
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3.3.3. Merenje produkcije citokina

Produkcija pro-inflamacijskih  (IL-13, I1L-6, IL-8, TNF-a, TNF-B), anti-
inflamacijskih (IL-10), Thl (IL-2, IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5) i Th17 (IL-17) citokina je
odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanin PBMNC nakon 72 sata kultivacije u
prisustvu kondicioniranog medijuma testiranih uzoraka. Koncentracija citokina je odredena
primenom proto¢ne citofluorimetrije upotrebom humanog Th1/Th2 11plex sistema (Human
Th1/Th2 11plex Kit, Bender MedSystems GmbH, Austrija) i komercijalnog ELISA testa
(Human IL-17 DuoSet® ELISA, R&D Systems, SAD). Proto¢na citofluorimetrija je uradena
na citofluorimetru (Cytomics FC500 Beckman Coulter, SAD), a rezultati su obradeni u
FlowCytomix Pro 3.0 (eBioscience). Oc¢itavanje opticke gustine u ELISA testu izvedeno je
na 450 nm upotroptrebom ELISA ¢itaca mikroploca (DV- 990-BV6, Italija). Rezultati su
izrazeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolne ¢elije ¢ija je koli¢ina citokina uzeta

kao mera 100% produkcije.

3.4. Statisticka analiza

Za analizu statisticke znacajnosti izmedu viSe nezavisnih uzoraka koriS¢ena je analiza
varijanse (ANOVA) sa Student-Newman- Keuls-ovim testom. Za procenu znacajnosti
razlike izmedu dva nezavisna uzorka koriS¢en je Studentov t-test. Statisticki znacajnim

smatrane se vrednosti p <0.05. Sve statisticke analize uradene su u kompjuterskom programu
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija modifikovanih Ti legura

XRD analiza Ti legure nakon tretmana sa NaOH, Ca(NOs3). i termickog tretmana
pokazala je da su dobijene sledece faze: TiO2 (rutil), Na2TiOs, CaO i CaTi2Oas. FTIR spektar

ovih legura potvrdio je prisustvo TiO,, Ca-titanata i Na-titanata [40].

XRD analiza Ti legure sa deponovanim HAP slojem pokazala je prisustvo HAP u
kristalnoj fazi u nanetom sloju. Koli¢ina amorfne faze kalcijum fosfata odredena prema
standardu F 2024-00 Americkog udruzenja za testiranje materijala (ASTM) iznosila je oko
24% (<25% je optimalno). Veli¢ina kristala, izradunata po Sererovoj formuli bila je 23 nm,

Sto ukazuje da HAP sloj ima nano kristalnu strukturu.

SEM analiza Ti legure tretirane sa NaOH, Ca(NOz)2 i termic¢kim tretmanom pokazala
je veoma poroznu strukturu povrsine sa medusobno povezanim porama, koja deluje pogodno
za adheziju i rast Celija (Slika 8). Raspodela veli¢ine pora je bimodalna, pri ¢emu se u
unutra$njosti vec¢ih pora (250-450 nm) nalaze manje pore (50-150 nm). Morfologija
medusobno povezanih pora i vrlo tankih zidova izmedu njih (10-30 nm) pokazuje veliki
potencijal za proliferaciju ¢elija, dok najmanje od njih mogu olaksati celijsko vezivanje
pomocu filopodija. Tanki zidovi i njihov nanometrijski dizajn ¢ine ovu nanotopologiju

veoma korisnom za indukovanu ¢elijsku aktivnost i naseljavanje ¢elija.
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SEI  150kV X50,000 100nm WD 10.0mm

Slika 8. SEM mikrografija povrSine Ti legure tretirane sa NaOH, Ca(NO3)2 i termic¢kim

tretmanom. Uvecéanje X50000. Preuzeto iz [40].

SEM analizom Ti legure sa deponovanim HAP slojem utvrdeno je da je srednja
debljina nanetog sloja iznosila je 204.6 + 15.3 um. Nije bilo pukotina i pora na mestu spajanja
nanetog sloja i metala. Morfologija HAP sloja je pokazala prisustvo ¢estica poligonalnog
oblika veli¢ine izmedu 0.9 1 2.9 um (veé¢inom oko 1.7 um) (Slika 9). Pod veé¢im uvecanjem
uocava se kompleksna struktura koja se satoji iz Cestica veli¢ine od 74 do 220 nm, dok
izmedu Cestica postoji prostor u opsegu od 80 nm do 1 pm (veéina u opsegu 100-300 nm).

Ovakva morfologija, sa mikro i nano elementima, adekvatna je za adheziju Celija.
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SEI 15.0kV  X5,000 1pn|_ WD 10.1mm SEI 15.0kV  X25,000 1um WD 10.1mm

Slika 9. Tipic¢an izgled HAP cestica u sloju nanetom na povrSinu Ti legure

a) Uvecanje x5000; b) Uvecanje x25000. Preuzeto iz [41]

Odredivanjem brzine rastvaranja HAP sloja uoeno je izrazito povecanje
koncentracije Ca?* jona tokom prvih 8 sati. Posle 48 sati kriva koncentracije pada i
koncentracioni gradijent postaje negativan, $to ukazuje na to da process precitpitacije pocinje
da dominira. Moze se pretpostaviti da u se u prva 24 sata deSava brzo rastvaranje amorfnog
HAP, dok se posle 48 sati amorfna faza kalcijum fosfata transformise najve¢im delom u novu
fosfatnu fazu, u formi tetrakalcijum fosfata, usled ¢ega dolazi do uravnoteZenja brzine
rastvaranja novonastale faze i njenog formiranja kroz proces preciptacije. Vrednost
proizvoda rastvorljivosti nastale faze izraCunata je iz odgovaraju¢ih ravnoteznih
koncentracija Ca?* i POs* jona, i posle 120 sati iznosila je 5.06 x 107, §to jasno ukazuje da
je u celosti amorfna faza zamenjena tetra kalcijum fosfatom (TTCP). Na taj nacin, bila je
obezbedena mehanicka stabilnost prevlake, koja je, pored bioloske aktivnosti nanetog sloja,

izuzetno vazna za dobro funkcionisanje prevlake ne samo u in vitro, nego i u in vivo uslovima.

Merenje jacine adhezije nanetog HAP sloja pokazalo je ja¢inu adhezije od 60.5 £15.5

MPa, §to je izuzetno dobar rezultat koji viSestruko premasuje vrednosti pronadene u literaturi.
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4.2. Ispitivanje citokompatibilnosti Ti legura — direktan efekat

U ovoj disertaciji ispitivano je citotoksi¢no delovanje Ti legura ¢ija je povrSina
modifikovana hemijskom obradom, odnosno nanosenjem HAP metodom rasprSivanja
plazmom. Ispitivanje citokompatibilnosti je najpre ispitivano na ¢elijama misjih fibroblasta
(L929), ove celije su odabrane kao adekvatna zamena za tipove Celija koji ¢ine mikrosredinu

sa kojom bi u realnim uslovima uzorak kontaktirao.

4.2.1. Efekat Ti legura na metaboli¢ku aktivnost 1.929 ¢elija

Uticaj na vijabilnost je odredivan merenjem metaboli¢ke aktivnosti L929 ¢elija nakon
24 sata kontakta cCelija i eksperimentalnih uzoraka (Ti, Ti-Ca i Ti-HAP), primenom testa
redukcije tro 4,5-dimetiltiazol-2-il -2,5-difeniltetrazolium bromida (MTT). Dobijeni rezultati
su pokazali da nije bilo statisticki znac¢ajne razlike u vijabilnosti L929 ¢elija nakon kontakta
sa Ti legurama ¢ija je povrsina modifikovana (Ti-Ca i Ti-HAP) u poredenju sa legurom ¢ija
povrsina nije modifikovana (Ti), odnosno u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (koje su

kultivisane bez prisustva legure) (Grafikon 1).

44



150+
3
o
c
=
%’ 1004 e _
&)
X
Q
32
S 50'
@
IS
X

0- T
Nt ¥
AN /&\X\

Grafikon 1. Uticaj Ti legura na metaboli¢ku aktivnost 1.929 celija.
Vijabilnost je odredivana merenjem metabolicke aktivnosti L929 ¢elija, primenom MTT
testa kao $to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Metabolicka aktivnost je izrazena kao
relativna vrednost u odnosu na kontrolne ¢éelije ¢ija je redukcija MTT uzeta kao mera 100%

metaboli¢ke aktivnosti. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

4.2.2. Efekat Ti legura na proliferaciju 1929 éelija

U cilju potvrde prethodnih rezultata, u narednim eksperimentima je odredivana
proliferacija L929 ¢elija nakon 24 sata kultivacije sa legurama Ti, Ti-Ca i Ti-HAP. Efekat
direktnog kontakta testiranih uzoraka na proliferaciju 1929 ¢elija je odredivan primenom
testa ugradnje 3[H+]-timidina. Poredenjem vrednosti broja otkucaja u minuti (cpm) nije
detektovana statisticki znacajna razlika u proliferaciji L929 ¢elija kultivisanih u prisustvu Ti
legura, kako nemodifikovane legure (Ti) tako i modifikovanih legura (Ti-Ca i Ti-HAP), u
poredenju sa kontrolnim ¢elijama (kultivisanim bez legure) (Grafikon 2A). Istovremeno,

kada je proliferacija ¢elija izrazena kao relativna vrednost u odnosu na kontrolne ¢elije (100%
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proliferacije), uocena je statisticki znacajna stimulacija proliferacije L929 ¢elija kultivisanih

u prisustvu svih testiranih legura (Grafikon 2B).
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Grafikon 2. Uticaj Ti legura na proliferaciju 1929 éelija.
Proliferacija je odredivana primenom testa ugradnje 3[H+]-timidina kao §to je opisano u
poglavlju Materijal i metode. Nivo radioaktivnosti je ocitan na beta scintilacionom brojacu.
Proliferacija ¢elija je izraZzena kao broj otkucaja u minutu (cpm) (A), odnosno kao relativna
vrednost u odnosu na kontrolne ¢elije (kultivisane bez prisustva legure) ¢iji je stepen
proliferacije posmatran kao 100% vrednost (B). Prikazani su rezultati (X+SD) jednog
reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; ***p<0.005 u poredenju sa kontrolnim ¢éelijama (bez legura).

4.2.3. Efekat Ti legura na produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta 1929 éelija

Jedna od reakcija Celije na toksi¢ni stimulus je produkcija ROS, koji, ukoliko je
produkovan u prekomernoj koli¢ini, moze biti uzrok velikih oSte¢enja Celije. Zbog toga je
merenje odgovora Celije na oksidativni stres jedan od vaznih parametara u proceni
biokompatibilnosti dentalnih legura. Produkcija ROS je odredivana primenom protocne

citofluorimetrije, obelezavanjem 1929 ¢elija bojom 2'-7'- di-hlorodihidro fluorescein diacetat
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(DCFH-DA) nakon 24 sata inkubacije sa testiranim uzorcima. Produkcija ROS u kontrolnim
¢elijama (kultuivisanim bez prisutva legura) je posmatrana kao 100% produkcija. Rezultati
su analizirani u odnosu na procenat pozitivnih ¢elija (Grafikon 3A) i vrednosti srednjeg
inteziteta fluorescence (Grafikon 3B). Analizom procenta pozitivnih ¢elija, pokazano je da
nema razlike u nivou produkovanih ROS u ¢elijama koje su inkubirane u prisustvu
modifikovanih legura (Ti-Ca i Ti-HAP) u poredenju sa kontrolnom legurom (Ti), ali je
detektovano statisti¢ki znacajno povecanje produkcije ROS u poredenju sa kontrolnim
¢elijama (bez prisustva legure) (Grafikon 3A). Medutim, uporednom analizom vrednosti
srednjeg inteziteta fluorescence pokazana je statisticki znacajno manja produkcija ROS u
L929 ¢elijama koje su inkubirane u prisustvu Ti-HAP u poredenju sa ¢elijama inkubiranim

u prisustvu Ti-Ca, Ti kao i kontrolnim ¢éelijama (Grafikon 3B).
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Grafikon 3. Uticaj Ti legura na produkciju ROS u kulturama 1929 ¢elija.
Produkcija ROS je odredivana primenom protocne citofluorimetrije kao $to je opisano u
poglavlju Materijal i metode. Analiziran je procenat Celija (A) i srednji intenzitet
fluorescence celija (B) obeleZzenih DCFH-DA. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti
(X£SD) u odnosu na kontrolne ¢elije (bez legure) ¢ija je produkcija ROS posmatrana kao
100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; ***p<0.005 u poredenju sa kontrolnim ¢éelijama (bez legura);

++p<0.01 u poredenju sa kontrolnom legurom (Ti); ##p<0.01 u poredenju sa Ti-Ca.
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4.2.4. Efekat Ti legura na nekrozu 1.929 ¢elija

U cilju dodatnog ispitivanja citokompatibilnih svojstava legura Ti, Ti-Cai Ti-HAP u
narednom nizu eksperimenata uradeno je testiranje nekroze. Nekroza je odredivana
obelezavanjem L1929 ¢elija, prethodno inkubiranih u prisustvu testiranih legura, bojom
propidijum jodidom (PI) i njihovom sledstvenom analizom pomocu protocne
citofluorimetrije. Dobijeni rezultati, prikazani na grafikonu 4, pokazuju da modifikovane Ti
legure (Ti-Ca i Ti-HAP) ne uticu statisti¢ki znac¢ajno na nekrozu 1929 ¢elija u poredenju sa

kontrolnom legurom (Ti) odnosno kontrolnim ¢elijama (bez legure).
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Grafikon 4. Uticaj Ti legura na nekrozu L1929 éelija.

Nekroza je odredivana citofluorimetrijski nakon 24-satnog kontakta celija sa testiranim
legurama, primenom PI kao §to je opisano u poglavlju Materijal 1 metode. Rezultati su
predstavljeni kao procenti (X+SD) nekroti¢nih ¢elija. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog

reprezentativnog eksperimenta.
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U cilju potvrde prethodnih zapaZanja, ispitana je i produkcija laktat dehidorgenaze
(LDH), kao indirektna mera nekroze usled gubitka integriteta ¢elijske membrane. LDH je
odredivana u supernatantima kultura 1.929 celija nakon 24 sata kultivacije sa testiranim
uzorcima. Dobijeni rezultati su pokazali da modifikovane legure Ti-Ca i Ti-HAP statisticki
znacajno ne menjaju produkciju LDH u poredenju sa kontrolnom legurom (Ti) odnosno
kontrolnim ¢elijama (bez legure). Drugim re¢ima, produkcija LDH (U/L) (Grafikon 5A) i
procenat citotoksi¢nosti (Grafikon 5B) L929 ¢elija nakon kontakta sa Ti legurama su bili u
nivou kontrolnih ¢elija. Medutim, moglo se zapaziti da su L929 ¢elije kultivisane u prisustvu
Ti-HAP produkovale vise LDH. Takode, najveéi nivo citotoksi¢nosti je detektovan u

kulturama 1929 ¢elija koje su kultivisane u prisustvu Ti-HAP.
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Grafikon 5. Uticaj Ti legura na produkciju LDH u kulturama 1.929 éelija.
LDH je odredivana primenom komercijalnih testova na sistemu ADVIA 1800 kao $to je
opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su predstavljeni kao koncentracija (X+SD)
LDH u internacionalnim jedinicama po litru (A) ili kao procenat citotoksi¢nosti (X+SD) u
poredenu sa potpunom nekrozom koja je izazvana dodavanjem deterdZenta (triton X-100)

(B). Prikazani su rezultati (X£SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.
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4.2.5. Efekat Ti legura na apoptozu preko aktivacije gena za kaspaze

Real-Time PCR metodom uz pomo¢ SYBR Green boje pracena je ekspresija gena za
kaspaze 3, 8 1 9 u L929 ¢elijama nakon 24-satnog kontakta ¢elija i eksperimentalnih uzoraka
(Ti, Ti-Ca i Ti-HAP). Osim $to je ekspresija gena merena u ¢elijama koje su bile u kontaktu
sa ispitivanim legurama ona je jo§ merena u Celijama koje su samo kultivisane u istom
medijumu (negativna kontrola) i ¢elijama koje su tretirane staurosporinom (0.5 uM) koji
indukuje apoptozu (pozitivna kontrola). Prikazani rezultati se odnose na tri zasebna

eksperimenta, a ekspresija gena u svakom uzorku je radena u triplikatu.

Uporedivanjem ekspresije gena za kaspazu 3 (Grafikon 6) u L929 ¢elijama koje su
bile izlozene kontaktu sa Ti, Ti-Ca i Ti-HAP u odnosu na kontrolne ¢elije dobijeno je
statisticki znacajno povecanje ekspresije gena (p < 0,05) za sve ispitivane legure. Statisticki
najznacajnije povecanje ekspresije gena za kaspazu 3 prema ¢elijama iz kontrolne grupe, je
nadeno u ¢elijama koje su stimulisane sa staurosprinom (p=0.030), iako je to povecanje u
odnosu na kontrolnu grupu bilo manje u odnosu na ¢elije koje su bile u kontaktu sa Ti-HAP
(3.5 prema 4.8 puta). Uporedivanjem ekspresije gena izmedu uzoraka L.929 ¢elija koje su
bile u kontaktu sa legurama ili staurosprinom jednih sa drugima nije nadena statisticki
znaCajna razlika. Iako je povecanje eskpresije gena za kaspazu 8 (Grafikon 7) u L929
¢elijama koje su bile u kontaktu sa sa Ti, Ti-Ca i Ti-HAP vece (povecanje ekspresije gena od
10 do 24 puta) u odnosu na ekspresiju gena za kaspazu 3, trend povecanja je isti, dok je
ekspresija gena u ¢elijama tretiranim staurosporinom (u odnosu na kontrole) dostigla visoku
statistiCku znacajnost p=0.0006. Za razliku od ekspresije gena za kaspazu 3 i 8, ekspresija
gena za kaspazu 9 je statisticki znacajno povecana u uzorcima koji su tretirani
staurosporinom (3.3 puta povecanje ekspresije u odnosu na kontrole) i Ti (4 puta veca
ekspresija), ali ne i u uzorcima koji su bili u kontaktu sa Ti-Ca (3.5 puta veca ekspresija) i
Ti-HAP (5.5 puta veca ekspresija) (Grafikon 8). Sli¢no sa ekspresijom gena za kaspaze 3 i 8,
1 ekspresija gena za kaspazu 9 nije dostigla statisti¢ki znac¢ajne vrednosti kada su uporedivane

ispitivane grupe medusobno, a ne sa kontrolnom grupom.
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Grafikon 6. Ekspresija gena za kaspazu 3 u L929 ¢elijama nakon 24-satne kulture sa
isipitivanim uzorcima.
Real-Time PCR metodom uz pomo¢ SYBR Green boje pracena je ekspresija gena za kaspazu
3 u L929 ¢elijama nakon 24-satnog kontakta celija i eksperimentalnih uzoraka (Ti, Ti-Ca i
Ti-HAP), u ¢elijama koje su same kultivisane u istom medijumu i ¢elijama koje su tretirane
staurosporinom. Ekspresija gena u svakom uzorku je radena u triplikatu.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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Grafikon 7. Ekspresija gena za kaspazu 8 u L929 ¢elijama nakon 24-satne kulture sa
isipitivanim uzorcima.
Real-Time PCR metodom uz pomo¢ SYBR Green boje pracena je ekspresija gena za kaspazu
8 u 1929 ¢elijama nakon 24-satnog kontakta ¢elija i eksperimentalnih uzoraka (Ti, Ti-Ca i
Ti-HAP), u Celijama koje su same kultivisane u istom medijumu i ¢elijama koje su tretirane
staurosporinom. Ekspresija gena u svakom uzorku je radena u triplikatu.

*p<0.05; ***p<0.005 u poredenju sa kontrolom.
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Grafikon 8. Ekspresija gena za kaspazu 9 u L929 ¢elijama nakon 24-satne kulture sa
isipitivanim uzorcima.
Real-Time PCR metodom uz pomo¢ SYBR Green boje pracena je ekspresija gena za kaspazu
9 u L929 ¢elijama nakon 24-satnog kontakta celija i eksperimentalnih uzoraka (Ti, Ti-Ca i
Ti-HAP), u ¢elijama koje su same kultivisane u istom medijumu i ¢elijama koje su tretirane
staurosporinom. Ekspresija gena u svakom uzorku je radena u triplikatu.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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4.3. Ispitivanje citokompatibilnosti Ti legure na koju je obostrano naneta prevlaka
HAP-a — direktan i indirektan efekat

Prethodno opisani rezultati odnosili su se na delovanje Ti legure na koje je prevlaka
HAP-a naneta samo sa jedne strane (koja je bila u kontaktu sa ispitivanim ¢elijama). Polazeci
od dobijenih rezultata koji su pokazali da jednostrano modifikovana legura ispoljava blagu
citotoksi¢nost, zanimljivo je bilo ispitati kakvo delovanje ispoljava legura na koju su
obostrano nanete prevliake HAP-a (Ti-HAP2).

4.3.1. Efekat Ti-HAP2 na metaboli¢ku aktivnost L929 ¢elija

Najpre je ispitan citotoksi¢ni efekat Ti-HAP2 u testu direktne citotoksicnosti,
primenom [.929 ¢elija, prema standardu ISO 10993-5. U ovim eksperimentima kao pozitivna
kontrola kori$¢eni su citotoksi¢ni diskovi nikla (Ni), dok su negativnu kontrolu predstavljali
polistirenski diskovi 1 L929 C¢elije kultivisane bez ispitivanih diskova. Morfoloskom
analizom L929 ¢elija, primenom svetlosne mikroskopije, nisu zabeleZeni znaci citotoksicnog
delovanja kontrolne legure (Ti) i polistirenskih uzoraka (negativna kontrola) (Slika 10-3,4)
u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (same 1.929) (Slika 10-1). 1929 ¢elije koje su kultivisane
sa diskovima Ni (pozitivna kontrola) su manifestovale vidljive znakove citotoksi¢nog
delovanja, odlepljivanje od podloge, okrugao oblik, nekrozu i kompletnu inhibiciju rasta
(Slika 10-2). Potvrdeni su prethodni nalazi koji pokazuju da Ti-HAP (modifikovana samo
jedna strana) osim blage inhibicije rasta ne ispoljavaju zna¢ajnu citotoksi¢nost (Slika 10-5).
Istovremeno, morfoloski znaci citotoksi¢nosti su bili vidljivi na L929 ¢elijama koje su se
nalazile u blizini Ti-HAP2 (modifikovane obe strane) ali ne i na udaljenim ¢elijama koje su
delovale ,,zdravo® (Slika 10-6). Treba naglasiti da su znaci citotoksi¢nog delovanja primeéeni
na [.929 ¢elijama koje su bile u direktnom kontaktu (ispod) sa svim testiranim uzorcima osim

polistirenskih diskova (negativnih kontrola).
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Slika 10. Morfologija jednoslojne kulture 1929 ¢elija u kontaktu sa Ti legurama i

kontrolnim uzorcima.
Testirane ¢elije su kultivisane u plo¢ama sa 6 polja do postizanja 80% konfluentnosti. Uzorci
legura i kontrolni diskovi (1cm?/ml) su postavljeni u centar polja i kultivisani sa éelijama kao
Sto je opisano u poglavlju Materijal 1 metode. Nakon 24 sata celije su analizirane na
invertnom mikroskopu. 1) Negativna kontrola (same c¢elije); 2) Pozitivna kontrola (Ni);
3)Negativna kontrola (polistirenski diskovi); 4) kontrolna legura (Ti); 5) HAP modifikacija
jedne strane Ti legure (Ti-HAP); 6) HAP modifikacija dve strane Ti legure (Ti-HAP2).

Uvecanje x100; Umetnuta slika uvecanje x300.

U daljim istraZzivanjima, morfoloska zapazanja su potvrdena primenom
kvantitativnog testa vijabilnosti, na osnovu broja Tripan plavo pozitivnih celija (mrtve
¢elije). Dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 9. Pokazana je statisti¢ki znacajna razlika
izmedu Ti-HAP2 (dvostrano modifikovane legure) i Ti-HAP (jednostrano modifikovane)

kao i izmedu Ti-HAP2 i nemodifikovane (kontrolne) Ti legure.
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Da bi ispitali da li je zapazena citotoksicnost HAP-modifikovanih legura posledica
oslobodenih produkata sa toksi¢nim delovanjem u narednoj seriji eksperimenata ispitan je
uticaj kondicioniranog medijuma (KM) dobijenog drzanjem legura u hranjivom medijumu u
toku 24 sata (Grafikon 10). Dobijeni rezultati su potvrdili obrazac citotoksi¢nog delovanja
ustanovljen prethodnim testovima vijabilnosti. Medutuim, nivo zabelezenog citotoksi¢nog
delovanja je bio blago uvecan u poredenju sa testom vijabilnosti. Polaze¢i od kriterijuma ISO
10993-5, nemodifikovana legura (Ti) i jednostrano HAP-modifikovana legura (Ti-HAP) su
okarakterisane kao ne-citotoksi¢ne (redukcija vijabilnosti manja od 30%). Prema istim
kriterijumima dvostrano HAP-modifikovana legura (Ti-HAP2) je klasifikovana u kategoriju

blago-umereno citotoksic¢na (redukcija vijabilnosti 30%-55%).

150+
<
< 100-
— *kk AN
(7] 000
8 Fkk
3 50-
S
Fkk
& SR v
'OJ;\\\QJ ’\:2? ‘2‘??
QO\\ R KN

Grafikon 9. Uticaj Ti legura i kontrolnih uzoraka na vijabilnost 1.929 ¢elija.
Testirani uzorci su inkubirani sa L.929 ¢elijama tokom 24 sata kao Sto je opisano u poglavlju
Materijal i metode. Vijabilnost je odredivana nakon uklanjanja uzoraka. Rezultati su
prikazani kao relativne vrednosti (X+SD) u poredenju sa negativnom kontrolom (same ¢elije)

koja je posmatrana kao 100%.

***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same celije i polistiren); ***p<0.005 u

poredenju sa Ti; Mp<0.01 u poredenju sa Ti-HAP.
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Grafikon 10. Uticaj KM Ti legura i kontrolnih uzoraka na metaboli¢ku aktivnost
L.929 ¢elija.
Testirani uzorci su inkubirani sa 1929 ¢elijama tokom 24 sata kao §to je opisano u poglavlju
Materijal 1 metode. Metabolicka aktivnost je odredivana nakon kultivacije L929 ¢elija u
prisustvu KM testiranih uzoraka, primenom MTT testa. Rezultati su prikazani kao relativne

vrednosti (X£SD) u poredenju sa negativnom kontrolom (same ¢elije) koja je posmatrana

kao 100%.
***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same ¢éelije i polistiren-KM); +¢#p<0.005

u poredenju sa Ti-KM; Mp<0.01 u poredenju sa Ti-HAP-KM.

4.3.2. Efekat kondicionirane legure Ti-HAP2 na nekrozu i apoptozu 1.929 ¢elija

U cilju detaljnijeg ispitivanja mehanizama citotoksi¢nog delovanja ispitivanih Ti
legura, uradeni su dodatni testovi, i to: bojenje PI za procenu nekroze, bojenje Turk-om za
procenu apoptoze i merenje inkorporacije *H kao indikator proliferacije ¢éelija. Ova

istrazivanja su uradena primenom KM testiranih legura na L.929 ¢elijama.
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Pokazano je da nerazblazeni KM Ti legura (Ti-KM, Ti-HAP-KM i Ti-HAP2-KM)
indukuje nekrozu 1929 ¢elija. Najveéa nekroza je zabeleZena delovanjem KM pripremljenog
kondicioniranjem legure na koju su obostrano nanete prevlake HAP-a (Ti-HAP2). Ovaj

efekat je zavisio od razblazenja Ti-HAP2-KM. Dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu
11.
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Grafikon 11. Uticaj KM Ti legura i kontrolnih uzoraka na nekrozu 1.929 ¢elija.
1929 ¢elije su kultivisane u nerazblazenom (100%), 50% i 25% KM testiranih legura i
kontrolnih uzoraka. Nakon 24 sata nekroza je odredivana kao $to je opisano u poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao procenat (X+SD) nekroti¢nih ¢éelija (PI* éelija)
u poredenju sa negativnom kontrolom koja je posmatrana kao 100%. 1) Negativna kontrola
(same celije); 2) Pozitivna kontrola (Ni); 3) Negativna kontrola (polistirenski diskovi);
4) kontrolna legura (Ti); 5) HAP-modifikacija jedne strane Ti legure (Ti-HAP); 6) HAP-
modifikacija dve strane Ti legure (Ti-HAP2).

**p<0.01; ***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same celije i polistiren-KM);

*++p<0.005 u poredenju sa Ti-KM; **p<0.005 u poredenju sa Ti-HAP-KM.
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Zanimljivi rezultati su dobijeni u ispitivanjima efekta KM testiranih legura na
apoptozu 1929 celija (Grafikon 12). Pokazano je da nize koncentracije dvostrano HAP-
modifikovane legure (Ti-HAP2) indukuju veci stepen apoptoze 1929 Celija.
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Grafikon 12. Uticaj KM Ti legura i kontrolnih uzoraka na apoptozu 1.929 ¢elija.
L929 ¢elije su kultivisane u nerazblazenom (100%), 50% 1 25% KM testiranih legura i
kontrolnih uzoraka. Nakon 24 sata apoptoza je odredivana kao §to je opisano u poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao procenat (X+SD) apoptoti¢nih ¢elija u
poredenju sa negativnom kontrolom koja je posmatrana kao 100%. 1) Negativna kontrola
(same celije); 2) Pozitivna kontrola (Ni); 3) Negativna kontrola (polistirenski diskovi);
4) kontrolna legura (Ti); 5) HAP-modifikacija jedne strane Ti legure (Ti-HAP); 6) HAP-
modifikacija dve strane Ti legure (Ti-HAP2).

*p<0.05; ***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same celije i polistiren-KM);

+p<0.01 u poredenju sa Ti-KM; *p<0.01 u poredenju sa Ti-HAP-KM.

Prethodno opisani rezultati uticaja ispitivanih legura na nekrozu i apoptozu L929

¢elija su bili u saglasnosti sa rezultatima u kojima je ispitivan uticaj modifikovanih legura na
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proliferaciju. Naime, pokazano je da je inhibicija ugradnje 3H timidina najveca kada su L.929
¢elije kultivisane u prisustvu KM dvostrano HAP-modifikovane legure (Ti-HAP2-KM). Sva
tri testirana uzorka KM ispitivanih legura su pokazala veci stepen inhibicije proliferacije
¢elija u poredenju sa nivoom citotoksi¢nosti koji je detektovan primenom testova za

nekrozu/apoptozu (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Uticaj KM Ti legura i kontrolnih uzoraka na proliferaciju L929 ¢elija.
L929 ¢elije su kultivisane u nerazblazenom (100%), 50% i 25% KM testiranih legura i
kontrolnih uzoraka. Nakon 24 sata proliferacija je odredivana kao $to je opisano u poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao procenat (X+SD) relativne proliferacije éelija
u poredenju sa negativnom kontrolom koja je posmatrana kao 100%. 1) Negativna kontrola
(same celije); 2) Pozitivna kontrola (Ni); 3) Negativna kontrola (polistirenski diskovi);
4) kontrolna legura (Ti); 5) HAP-modifikacija jedne strane Ti legure (Ti-HAP); 6) HAP-
modifikacija dve strane Ti legure (Ti-HAP2).

***n<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same ¢elije i polistiren-KM); ¢#+p<0.005

u poredenju sa Ti-KM; M*p<0.005 u poredenju sa Ti-HAP-KM.
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4.3.3. Efekat kondicionirane legure Ti-HAP2 na metaboli¢ku aktivnost L929 ¢elija

Da bi se ispitalo da li kondicioniranje uti¢e na citotoksi¢nost HAP-modifikovanih Ti
legura, najpre je uzorak Ti-HAP2 kondicioniran 24 sata u medijumu, a potom je ispitano
citotoksi¢no delovanje ovako pripremljenog uzorka u testu direktne citotoksi¢nosti na 1.929
¢elijama (Grafikon 14). Istovremeno, primenom MTT testa, je analizirano delovanje 24-
satnog KM HAP-modifikovanih legura koje su prethodno kondicionirane (Grafikon 15). Ista

procedura je primenjena i za nemodifikovanu leguru (Ti) i za kontrolne uzorke.

Dobijeni rezultati ovog segmenta istrazivanja, kako u testu direktne citotoksi¢nosti
(Grafikon 14) tako i u testu indirektne citotoksi¢nosti (Grafikon 15) su pokazali da
kondicioniranje znacajno smanjuje citotoksi¢ni efekat HAP-modifikovanih legura.
Citotoksi¢nost Ti-HAP2 (dvostrano modifikovane legure), detektovana MTT testom, je
nakon kondicioniranja smanjena na nivo citotoksi¢nosti koji je prema kriterijumima 1SO
10993-5 prihvatljiv. Naime, inicijalna zabeleZena citotoksi¢nost 48.2 + 4.73 je nakon

kondicioniranja smanjena na 23.5 + 3.0.

Istovremeno, dodatno kondicioniranje testiranih uzoraka u trajanju od 7 dana nije

dovelo do daljeg smanjenja citotoksi¢nog efekta (Grafikoni 16 i 17).
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Grafikon 14. Uticaj kondicioniranih Ti legura na vijabilnost 1929 éelija.
Testirani uzorci legura su kondicionirani u RPMI medijumu tokom 24 sata. Nakon toga je
odredivana vijabilnost L929 celija nakon direktnog kontakta sa ovako pripremljenim
uzorcima kao §to je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*p<0.05; ***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same Celije 1 polistiren)

++p<0.01 u poredenju sa Ti.
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Grafikon 15. Uticaj KM kondicioniranih Ti legura na metaboli¢ku aktivnost 1.929
celija.
Testirani uzorci legura su kondicionirani u RPMI medijumu tokom 24 sata. Kondicionirani
medijumi su pripremljeni inkubiranjem kondicioniranih uzoraka tokom 24 sata. Tako
pripremljeni KM su kultivisani sa L929 celijama 24 sata nakon cega je odredivana
metabolicka aktivnost L929 ¢elija kao §to je opisano u poglavlju Materijal 1 metode.
—

p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same ¢elije i polistiren-KM); ¢¢+p<0.005

u poredenju sa Ti-KM.
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Grafikon 16. Uticaj kondicioniranih Ti legura na vijabilnost 1929 ¢éelija.
Testirani uzorci legura su kondicionirani u RPMI medijumu 7 dana. Nakon toga, odredivana
je vijabilnost L929 ¢elija nakon direktnog kontakta sa ovako pripremljenim uzorcima kao Sto
je opisano u poglavlju Materijal i metode.

**p<0.01; ***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same celije 1 polistiren);

*+p<0.01 u poredenju sa Ti.
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Grafikon 17. Uticaj KM kondicioniranih Ti legura na metaboli¢ku aktivnost 1.929
celija.
Testirani uzorci legura su kondicionirani u RPMI medijumu tokom 7 dana. Kondicionirani
medijumi su pripremljeni inkubiranjem kondicioniranih uzoraka tokom 24 sata. Tako
pripremljeni KM su kultivisani sa 1929 celijama 24 sata nakon cega je odredivana
metabolicka aktivnost L929 ¢elija kao §to je opisano u poglavlju Materijal 1 metode.
**p<0.01; ***p<0.005 u poredenju sa negativnim kontrolama (same celije i polistiren-KM);

*+p<0.01 u poredenju sa Ti-KM.

65



4.3.4. Uloga jona Ca?* u citotoksi¢nom delovanju HAP-modifikovanih Ti legura

U finalnoj fazi istrazivanja ispitana je moguc¢a uloga jona Ca?* u citotoksi¢nom
delovanju Ti legura ¢ija je povr§ina modifikovana HAP-om. Raniji nalazi ukazuju na to da
citotoksi¢no delovanje moze zavisiti od koli¢ine HAP-a koja je koris¢ena za oblaganje
legura. Procenjena koli¢ina HAP-a koja je koris¢ena za oblaganje obe strane testiranih
diskova Ti legure je iznosila 40 mg. Zbog toga je ova koli¢ina HAP-a kondicionirana u istoj
zapremini 1 tipu medijuma (kompletni RPMI) koji je koriS¢en za kondicioniranje testiranih
uzoraka. Dobijeni rezultati, prikazani na grafikonu 18, pokazuju da KM HAP ne deluje
citotoksi¢no na .929 ¢elije Sto ukazuje da HAP osloboden sa povrsine legure verovatno nije
uzrok citotoksi¢nosti. Kako je HAP tesko rastvorljiv u vodenim rastvorima, testirali smo 1
KM pripremljen od Ca(OH): koji je pod istim uslovima vi$e rastvorljiv. Pokazano je da KM
Ca(OH). ispoljava blagu citotoksi¢nost, ali znacajno nizu u poredenju sa KM HAP-

modifikovanih legura Ti koje su testirane u ovom radu.

IstraZivanja smo zavrsili testiranjem efekta nifelata, blokatora Ca?* kanala u eseju sa
KM. Pokazalo se da nifelat kompletno poniStava citotoksi¢ni efekat KM Ca(OH)2, a
citotoksi¢nost KM dvostrano HAP-modifikovane legure (Ti-HAP2-KM) blago redukuje
(Grafikon 18).
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Grafikon 18. Uticaj nifelata na metaboli¢ku aktivnost 1929 ¢elija tretiranih razli¢itim
KM.

1929 ¢elije su tretirane KM pripremljenim kondicioniranjem HAP, Ca(OH)2 ili Ti-HAP2
(dvostrano modifikovane) u prisustvu ili odsustvu nifelata (10 pg/ml). Nakon 24 sata
odredena je metabolicka aktivnost, primenom MTT testa kao $to je opisano u poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao relativna metabolicka aktivnost (X£+SD) u
poredenju sa vrednostima kontrolnih ¢elija. 1) kontrolni medijum; 2) HAP-KM; 3) Ca(OH)2-
KM; 4) Ti-HAP2-KM.

*p<0.05 u poredenju sa odgovaraju¢im uzorcima kao §to ukazuju linije poredenja.

4.4. Ispitivanje citokompatibilnosti Ti legura — indirektan efekat

Indirektna citotoksi¢nost modifikovanih Ti legura je procenjivana nakon kultivacije
stimulisanih humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMNC) dobrovoljnih davaoca
sa kondicioniranim medijumom (KM) koji je dobijen inkubacijom testiranih uzoraka legura
u kompletnom medijumu za kultivaciju ¢elija tokom 3 dana i 7 dana. Na taj nacin dobijeni
su trodnevni i sedmodnevni KM legure Ti (Ti-KM) i modifikovanih legura Ti (Ti-Ca-KM i
Ti-HAP-KM). Ispitivani su metabolicka aktivnost i proliferativni kapacitet PBMNC.
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4.4.1. Efekat KM Ti legura na metaboli¢ku aktivnost stimulisanih humanih PBMNC

Rezultati ispitivanja metaboli¢ke aktivnosti PHA-stimulisanin PBMNC kultivisanih
72 sata u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM su prikazani na grafikonu 19. Uocava se da
nije bilo statisticke znacajne razlike u delovanju KM modifikovanih legura (Ti-Ca-KM i Ti-
HAP-KM) u poredenju sa KM kontrolne legure (Ti-KM) odnosno kontrolnim
(nekondicioniranim) medijumom. Takode, nije bilo razlike u delovanju 50% KM naspram
25% KM. Metaboli¢ka aktivnost svih ispitivanih uzoraka je bila oko 80% u poredenju sa

kontrolnim ¢elijama (kultivisanim u nekondicioniranom medijumu).
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Grafikon 19. Uticaj KM Ti legura na metaboli¢ku aktivnost stimulisanih PBMNC.

Metabolicka aktivnost je ispitivana primenom MTT testa. PHA-stimulisane PBMNC su
kultivisane 72 sata u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM, kao $to je opisano u poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su izrazeni kao relativna vrednost u odnosu na kontrolne ¢elije
(bez KM) ¢ija je redukcija MTT posmatrana kao vrednost 100% metaboliCke aktivnosti.

Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.
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4.4.2. Efekat KM Ti legura na proliferativnu aktivnost stimulisanih humanih PBMNC

U narednom koraku je ispitivana proliferacija PHA-stimulisanih PBMNC
kultivisanih u istim uslovima, u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM (Ti-KM, Ti-Ca-KM i
Ti-HAP-KM). U prisustvu 50% KM pokazano je statisticki zna¢ajno inhibitorno delovanje
Ti-HAP-KM na proliferaciju PBMNC u poredenju sa kontrolama (Ti-KM i PBMNC
kultivisanim u nekondicioniranom medijumu) i Ti-Ca-KM. Istovremeno, 25% trodnevni KM
svih testiranih uzoraka nije statisticki znacajno menjao proliferaciju PBMNC, odnosno

inhibitorni efekat KM je izostao (Grafikon 20).
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Grafikon 20. Uticaj KM Ti legura na proliferaciju stimulisanih PBMNC.
Proliferativna aktivnost je ispitivana primenom testa ugradnje 3[H+]-timidina nakon 72 sata
kultivacije PHA-stimulisanih PBMNC u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM testiranih
legura kao S$to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su izrazeni kao relativna
vrednost u odnosu na kontrolne ¢elije (bez KM) ¢ija je proliferacija posmatrana kao 100%.
Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); ¢**p<0.01 u poredenju sa Ti-KM;
###p<0.01 u poredenju Ti-Ca-KM.
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Ovaj segment je dopunjen i analizom delovanja sedmodnevnog KM na proliferaciju
PHA-stimulisanih PBMNC u prisustvu 50% KM (Ti-KM, Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM).
Dobijeni rezultati, prikazani na grafikonu 21, su pokazali da 50% Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM
statisti¢ki znacajno inhibiraju proliferaciju PBMNC u poredenju sa KM kontrolne legure (Ti-
KM). Takode, sedmodnevni KM sva tri testirana uzorka su, u primenjenoj koncentraciji,
statistiCki znaCajno inhibirali proliferaciju PBMNC u poredenju sa kontrolnim ¢elijama

(kultivisanim u nekondicioniranom medijumu).
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Grafikon 21. Uticaj KM Ti legura na proliferaciju stimulisanih PBMNC.
Proliferativna aktivnost je ispitivana primenom testa ugradnje 3[H+]-timidina nakon 72 sata
kultivacije PHA-stimulisanih PBMNC u prisustvu 50% sedmodnevnog KM testiranih legura
kao Sto je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su izraZeni kao relativna vrednost
u odnosu na kontrolne ¢elije (bez KM) ¢ija je proliferacija posmatrana kao 100%. Prikazani

su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

**k*k

p<0.005 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); ¢¢p<0.01; *++p<0.005 u poredenju
sa Ti-KM.
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4.4.3. Efekat KM Ti legura na nekrozu i apoptozu stimulisanih humanih PBMNC

U cilju ispitivanja uzroka inhibitornog delovanja Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM na
proliferaciju PBMNC, u narednim eksperimentima su izmerene nekroza i apoptoza u istim
eksperimentalnim uslovima (72-satna kultivacija u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM).
Nekroza 1 apoptoza su odredivane obelezavanjem celija PI a ¢elije su analizirane pomocu

protocne citofluorimetrije.

Primenom navedenih metoda, detektovan je znacajan broj nekroticnih PBMNC (oko
50%) u svim grupama testiranih uzoraka (Grafikon 22). Takode, dobijeni rezultati su
pokazali da Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM u 50% koncentraciji ne uti¢u na nekrozu. Sa druge
strane, zapazeno je da Ti-HAP-KM primenjen u manjoj (25%) koncentraciji znacajno
stimuli$e nekrozu u poredenju sa Ti-Ca-KM i Ti-KM. Interesantno je da sam Ti-KM u obe
testirane koncentracije znacajno inhibira nekrozu u poredenju sa kontrolnim celijama

(Grafikon 22).

Nasuprot znacajnom procentu nekroti¢nih ¢elija, broj ¢elija u kasnoj apoptozi (u svim
grupama) je bio manji od 25%. Nije detektovana statisticki znacajna razlika u delovanju
testiranih koncentracija (50% i 25%) ispitivanih uzoraka (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) na

procenat apoptoticnih PBMNC u poredenju sa kontrolnim uzorcima (Grafikon 23).
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Grafikon 22. Uticaj KM Ti legura na nekrozu stimulisanin PBMNC.
Nekroza ja ispitivana obelezavanjem c¢elija PI, primenom protocne citofluorimetrije nakon
72 sata kultivacije PHA-stimulisanin PBMNC u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM
testiranih legura kao $to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Prikazani su rezultati

(X+£SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; **p<0.01 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); ++p<0.01 u poredenju sa
Ti-KM; #p<0.05 u poredenju Ti-Ca-KM.

N
o1

N
o

E Kontrolni medijum

Apoptoza (%)
[
1

10 B8 Ti-KM
B Ti-Ca-KM
5 [ Ti-HAP-KM

o

N
v

Kondicionirani medijum

%QQ\Q

Grafikon 23. Uticaj Ti legura na apoptozu stimulisanih PBMNC.
Apoptoza je ispitivana obelezavanjem ¢elija PI, primenom proto¢ne citofluorimetrije nakon
72-satne kultivacije PHA-stimulisanih PBMNC u prisustvu 50% i 25% trodnevnog KM

testiranih legura kao $to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Prikazani su rezultati
(X+£SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.
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4.5. Ispitivanje imunomodulacijskih svojstava Ti legura

U nameri da se detaljnije istrazi inhibitorni efekat KM testiranih legura na
proliferaciju PBMNC, sledeci cilj ispitivanja je bio ispitivanje produkcije citokina od strane
ovih ¢elija. Produkcija citokina je odredivana nakon 72 sata kultivacije PHA-stimulisanih
PBMNC u prisustvu 50% KM (Ti-KM, Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM)

4.5.1. Efekat KM Ti legura na produkciju citokina od strane stimulisanin PBMNC

Produkcija citokina sa pro-inflamacijskim delovanjem (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a,
TNF-B) je prva ispitana, a paralelno je ispitivano delovanje trodnevnog (Grafikon 24A) i
sedmodnevnog KM (Grafikon 24B). Pokazano je da 50% Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM
statistiCki znacajno inhibiraju produkciju IL-1 u poredenju sa Ti-KM i kontrolnim
medijumom. Inhibitorni efekat je zabelezen u prisustvu kako trodnevnog tako i

sedmodnevnog KM.
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Grafikon 24. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-1B od strane stimulisanih
PBMNC.

Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom protoc¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na
citokine kao S§to je opisano u poglavlju Materijal 1 metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njthovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana
kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); *p<0.05;
++p<0.01; *++p<0.005 u poredenju sa Ti-KM; #p<0.05 u poredenju Ti-Ca-KM.

Istovremeno, 50% Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM nisu znacajno menjali produkciju IL-6
u poredenju sa Ti-KM i kontrolnim medijumom (Grafikoni 25A i 25B). Modulatorni efekat

na produkciju IL-6 nije zabeleZen ni u prisustvu trodnevnog ni u prisustvu sedmodnevnog
KM.

74



IL-6

3 dana 7 dana
g 2501 g 2004
© —_ ©
= 2001 = T
© T @ 1507 _
5 < T
é 150+ —‘_j) e e e
© e e o 1001 ﬁﬁ
S 100A R o g
p S o SEE
c R S 504 R
= 50+ % ——— = e
.@ I@ @ N @\ :l-‘“
N ¥ & R e &
) AN e N X
A & < B <~
NS NS

Grafikon 25. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-6 od strane stimulisanih PBMNC.
Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura protocne citofluorimetrije sa mikropartikulama oblozenim antitelima na citokine kao
Sto je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti
nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim ¢elijama (mononukleari
koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana kao 100%. Prikazani su

rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

Vrlo sli¢no su 50% Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM delovali i na produkciju 1L-8. Nisu
znacajno menjali produkciju IL-8 u poredenju sa Ti-KM, kako u prisustvu trodnevnog
(Grafikon 26A), tako i u prisustvu sedmodnevnog KM (Grafikon 26B). Medutim, u
poredenju sa kontrolnim medijumom, trodnevni KM svih ispitivanih legura je delovao

inhibitorno.
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Grafikon 26. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-8 od strane stimulisanih PBMNC.
Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom proto¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na
citokine kao $to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana
kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; **p<0.01 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM).

Ispitivanja delovanja 50% Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM na produkciju TNF-o. su
prikazana na grafikonu 27. Pokazano je da trodnevni Ti-HAP-KM statisti¢ki znacajno
inhibira produkciju TNF-a i u poredenju sa kontrolnom legurom (Ti-KM) i u poredenju sa
Ti-Ca-KM (Grafikon 27A). U slucaju sedmodnevnih KM pokazano je da KM obe
modifikovane legure (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) deluje inhibitorno u poredenju sa Ti-KM
(Grafikon 27B). KM kontrolne legure (i trodnevni i sedmodnevni) statisticki znacajno

stimuli$u produkciju TNF-a u poredenju sa kontrolnim medijumom.
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Grafikon 27. Uticaj KM Ti legura na produkciju TNF-a od strane stimulisanih
PBMNC.

Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom proto¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na
citokine kao S§to je opisano u poglavlju Materijal 1 metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana
kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

**p<0.01; ***p<0.005 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); p<0.05; *++p<0.005 u
poredenju sa Ti-KM; ###p<0.005 u poredenju Ti-Ca-KM.

Na kraju segmenta ispitivanja citokina sa pro-inflamacijskim delovanjem analiziran
je uticaj KM legura na produkciju TNF-B. Pokazano je da 50% trodnevni Ti-HAP-KM
statisticki znacajno inhibira produkciju TNF- u poredenju i sa Ti-KM i sa Ti-Ca-KM
(Grafikon 28A). Istovremeno, KM obe modifikovane legure (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM)

nakon sedmodnevnog kondicioniranja deluje inhibitorno na produkciju TNF-B u poredenju
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sa kontrolama (Grafikon 28B). Sli¢no prethodnom zapazanju, uoc¢ava se da KM kontrolne
legure (i trodnevni i sedmodnevni) statisticki znacajno stimuliSu produkciju TNF-B u

poredenju sa kontrolnim medijumom.
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Grafikon 28. Uticaj KM Ti legura na produkciju TNF-B od strane stimulisanih
PBMNC.

Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura proto¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na citokine kao
Sto je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti
nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim ¢elijama (mononukleari
koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana kao 100%. Prikazani su
rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); +p<0.05 u poredenju sa Ti-KM;
#p<0.05 u poredenju Ti-Ca-KM.
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Ispitivanjima produkcije IL-10, citokina koji dominantno ispoljava anti-
inflamacijsko delovanje, pokazano je da 50% trodnevni Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM statisticki
znacajno inhibiraju produkciju IL-10 u poredenju sa kontrolnim medijumom ali ne i sa
kontrolnom legurom (Grafikon 29A). U slu¢aju sedmodnevnog KM, inhibitorni efekat na
produkciju IL-10 je zabeleZzen samo u prisustvu Ti-Ca-KM u poredenju sa KM kontrolne
legure (Grafikon 29B). Dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 29.
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Grafikon 29. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-10 od strane stimulisanih
PBMNC.

Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura protoc¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama oblozenim antitelima na citokine kao
Sto je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti
nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim ¢éelijama (mononukleari
koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana kao 100%. Prikazani su
rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; **p<0.01 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM); *p<0.05 u poredenju sa
Ti-KM.
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U finalnoj fazi ispitivanja uticaja Ti legura na funkcionalnu aktivnost PBMNC
analizirana je produkcija citokina koji se povezuju sa aktivacijom Th populacija T limfocita:
Thl (IL-2, IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5) i Th17 (IL-17).

Rezultati uticaja KM ispitivanih legura na produkciju IL-2 prikazani su na grafikonu
30. Zapaza se da, kako trodnevni (Grafikon 30A) tako i sedmodnevni (Grafikon 30B), KM
modifikovanih legura (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) statisti¢ki zna¢ajno inhibiraju produkciju
IL-2 u poredenju sa kontrolnom legurom (Ti-KM). Istovremeno, KM kontrolne legure (Ti-

KM) deluje stimulatorno na produkciju IL-2 u poredenju sa kontrolnim medijumom.
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Grafikon 30. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-2 od strane stimulisanih PBMNC.
Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom proto¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na
citokine kao Sto je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njthovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana
kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05; **p<0.01 u poredenju sa kontrolnim celijama (bez KM); *p<0.05; **p<0.01 u
poredenju sa Ti-KM.
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Kada je analizirana produkcija IFN-y, pokazano je da trodnevni KM (Grafikon 31A)
I sedmodnevni KM (Grafikon 31B) modifikovanih legura Ti (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) ne
menjaju znac¢ajno produkciju IFN-y u poredenju sa KM kontrolne legure odnosno kontrolnim
medijumom. Medutim, sedmodnevni KM kontrolne legure (Ti-KM) deluje stimulatorno na

produkciju IFN-y u poredenju sa kontrolnim medijumom.
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Grafikon 31. Uticaj KM Ti legura na produkciju IFN-y od strane stimulisanih
PBMNC.

Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom proto¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na
citokine kao S§to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana
kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

*p<0.05 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (bez KM).
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Kondicionirani medijumi modifikovanih legura (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM)
sakupljeni nakon 3 dana (Grafikon 32A) odnosno 7 dana (Grafikon 32B) nisu znacajno
menjali produkciju Th2 citokina IL-4 u kulturama PHA-stimulisanih PBMNC u poredenju

sa kontrolnom legurom (Ti-KM) odnosno kontrolnim ¢elijama (kultivisanim u kontrolnom

medijumu).
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Grafikon 32. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-4 od strane stimulisanih PBMNC.
Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom proto¢ne citofluorimetrije sa mikropartikulama obloZenim antitelima na
citokine kao S§to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana

kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

Sliéni rezultati su dobijeni i u ispitivanjima uticaja Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM na
produkciju IL-5. Naime, trodnevni KM (Grafikon 33A) i sedmodnevni KM (Grafikon 33B)
modifikovanih Ti legura nisu znacajno uticali na produkciju IL-5 u poredenju sa kontrolama

(KM kontrolne legure i kontrolnim medijumom).
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Grafikon 33. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-5 od strane stimulisanih PBMNC.
Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom protocne citofluorimetrije sa mikropartikulama oblozenim antitelima na
citokine kao $to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u kontrolnim
¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je posmatrana

kao 100%. Prikazani su rezultati (X+SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.

U daljoj analizi produkcije citokina, ispitivana je produkcija Th17 citokina. Dobijeni
rezultati su pokazali da KM modifikovanih legura (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) sakupljeni
nakon 3 dana (Grafikon 34A) odnosno 7 dana (Grafikon 34B) nisu znacajno menjali
produkciju IL-17 u kulturama PHA-stimulisanih PBMNC u poredenju sa kontrolnom

legurom (Ti-KM) odnosno kontrolnim ¢elijama (kultivisanim u kontrolnom medijumu).
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Grafikon 34. Uticaj KM Ti legura na produkciju IL-17 od strane stimulisanih
PBMNC.
Produkcija citokina je odredivana u supernatantima kultura PHA-stimulisanih PBMNC
nakon 72 sata kultivacije u prisustvu 50% trodnevnog (A) i sedmodnevnog (B) KM testiranih
legura primenom ELISA testova kao §to je opisano u poglavlju Materijal i metode. Rezultati
su prikazani kao relativne vrednosti nivoa citokina u poredenju sa njihovom produkcijom u
kontrolnim ¢elijama (mononukleari koji su stimulisani sa PHA i svezim medijumom) koja je

posmatrana kao 100%. Prikazani su rezultati (X£SD) jednog reprezentativnog eksperimenta.
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5. DISKUSIJA

Titan i njegove legure se upotrebljavaju kao materijal za implantate u stomatologiji i
ortopediji zahvaljuju¢i dobrim fizickim i hemijskim svojstvima, kao 1 pokazanoj
biokompatibilnosti [30]. Medutim, korozivna svojstva titana i njegovih legura u rastvorima
kiselina ili baza i u bioloskim tecnostima nisu zadovoljavaju¢a. Takode, ovi materijali
pokazuju visok koeficijent trenja i nisku otpornost na habanje, kao i nisku rezistenciju na
abraziju [31].

Sve ove osobine su navele istraZivace da tragaju za modifkacijama povrSine legura
titana, posebno onih legura koje se koriste u oralnoj implantologiji i ortopediji. Promena
povrsine titana se u implantologiji sprovodi da bi se poboljsala biokompatibilnost, povecéala
povrsina za povezivanje implantata i kosti, poboljSao stepen oseointegracije implantata, kao
i da bi se smanjili negativni efekti implantata po okolno tkivo i negativni uticaji na imunski
sistem nosilaca dentalnih implantata. Pokazano je da oblaganje legura titana
hidroksiapatitom ne menja biokompatibilnost titana. Hidroksiapatit je slican bioloskom
apatitu i zbog toga povecava bioaktivnost implantata i vezivanje implantata za kost.
Hidroksiapatitna obloga svojom hrapavoS¢u poboljSava stabilnost implantata, indukuje
osteogenu diferencijaciju humanih mezenhimalnih stem c¢elija [38,69,70], pomaze urastanje
novog kostanog tkiva [71] i zna¢ajno smanjuje habanje koStanog tkiva u direktnom kontaktu
sa implantatom [72]. U ovom kontekstu, HAP se primenjuje vrlo Cesto zbog dobre
biokompatibilnosti. Medutim, bioaktivnost HAP prevlaka in vivo znacajno zavisi od

primenjene metode za njihovo nanosenje [39].

Tako, titan oblozen hidroksiapatitom metodom rasprSivanja plazme pokazuje
varijacije u kvalitetu HAP sloja ukljucujuéi neravnomernosti u debljini 1 gustini nanetog
sloja, nedovoljnu jacinu adhezije izmedu metala i obloge. MoZe do¢i i do promena u

strukturnim (fizickim i hemijskim) svojstvima obloge tokom nanoSenja. Postupak oblaganja
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raspr§ivanjem plazme moze da utice i na promenu u sastavu HAP faze, iz kristalne strukture
u amorfnu formu [39,73]. Upotreba hidroksiapatitom oblozenih legura titana u klinickoj
praksi pre svega zavisi od stabilnosti hidroksiapatitne prevlake i zbog toga su i dalje u toku
istrazivanja tehnika oblaganja koje poboljSavaju osobine oblozenog titana, odnosno koje
treba da omoguce stvaranje stabilnih prevlaka sa visokom adhezijom hidroksiapatita na

povrsinu titana [74].

U ovom radu je ispitivana legura u kojoj je HAP obloga nanesena inovativhom
metodom rasprsivanja plazmom koja omogucéava izuzetnu snagu adhezije hidroksiapatita na
Ti legure [41]. Jacina adhezije je iznosila 60.5 MPa, §to je omogucilo stvaranje stabilnih
obloga hidroksiapatita sa hrapavom povr§inom i sa mikro i nano strukturom. Mada ¢e
detaljna analiza mikrostrukture ovako pripremljene obloge biti predmet buducih istrazivanja,
istrazivanja u ovom radu pokazuju da je HAP sloj veoma stabilan, $to predstavlja klju¢ni

parametar za uspesnu 0seointegraciju.

Sa druge strane, pokazano je da hemijska obrada povrSine titana nagrizanjem natrijum
hidroksidom, jonskom izmenom natrijuma kalcijumom i termalnom obradom dovodi do
formiranja uniformnog bioaktivnog sloja na povrsini titana. Oc¢ekuje se da metal koji sadrzi
Ca®* jone na svojoj povrsini pokazuje poveéanu prijeméivost za stvaranje apatita. Titan
tretiran sa NaOH, CaCl. i zagrevanjem je pokazao efikasnost u odnosu na sposobnost
formiranja apatita, visoku otpornost na habanje i otpornost na vlagu, $to ovaj pristup ¢ini
podesnim za modifikaciju povrSine titana u implantologiji [75]. Takode, prevlaka korisé¢ena
u ovom radu, dobijena sli¢nim tretmanom Ti legure, pokazala je da poseduje nano strukturu
tankih zidova izmedu medusobno povezanih pora koja je podesna za aplikaciju u

implantologiji i depoziciju hidroksiapatita pomoc¢u metode rasprSivanja plazmom [40].

U ovom istrazivanju su ispitivani direktna i indirektna citotoksi¢nost in vitro, kao i
imunomodulacijsko dejstvo KM testiranih Ti legura na funkcionalne karakteristike PHA-
stimulisanih PBMNC in vitro.
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Ispitivanja biokompatibilnosti zapoceta su esejima citotoksi¢nosti in vitro, na
¢elijskoj liniji misjih fibroblasta (L929), prema aktuelnim kriterijumima ISO 10993-5.
Citotoksi¢nost je verifikovana na osnovu redukcije vijabilnosti ¢elija (MTT 1 morfoloSka
analiza), smanjenju proliferacije c¢elija i indukciji nekroze i apoptoze. Ispitivana je
citotoksi¢nost nemodifikovane Ti legure (Ti) ,Ti legure modifikovane alkalnim nagrizanjem,
jonskom izmenom i termalnim tretamnom (Ti-Ca) i Ti legure oblozene hidroksiapatitom
jednostrano (Ti-HAP) ili dvostrano (Ti-HAP2). U pojedinim eksperimentima su kao
pozitivna kontrola koriS¢eni citotoksi¢ni diskovi nikla (Ni), dok su negativnu kontrolu
predstavljali polistirenski diskovi i 1929 ¢elije kultivisane bez ispitivanih diskova. Tokom
izvodenja eksperimenata HAP obloga na leguri titana je bila stabilna.

Dobijeni rezultati pokazuju da svi ispitivani uzorci Ti legure ispoljavaju odredeni
stepen citotoksi¢nosti. Morfoloskom analizom 1929 ¢elija (svetlosnom mikroskopijom) je
pokazano da Ti-HAP osim blage inhibicije rasta ne ispoljava znacajnu citotoksi¢nost.
Istovremeno, morfoloski znaci citotoksi¢nosti su bili vidljivi na L929 ¢elijama koje su se
nalazile u blizini Ti-HAP2. Treba naglasiti da su znaci citotoksi¢nog delovanja primeéeni na
1929 ¢elijama koje su bile u direktnom kontaktu (ispod) sa svim testiranim uzorcima osim

polistirenskih diskova (negativnih kontrola).

Morfoloska zapaZanja su potvrdena primenom kvantitativnog testa vijabilnosti, na
osnovu broja Tripan plavo pozitivnih L1929 celija. Pokazano je statisticki znacajno

inhibitorno delovanje Ti-HAP2 i Ti-HAP na vijabilnost testiranih ¢elija.

Uticaj na vijabilnost je odredivana i1 merenjem metabolicke aktivnosti L929,
primenom MTT testa. Primenom ovog testa nije pokazana statisticki znacCajna razlika u
delovanju legura Ti ¢ija povr§ina je modifikovana (Ti-Ca i Ti-HAP) u poredenju sa legurom

Ti ¢ija povrSina nije modifikovana (Ti).

U cilju potvrde prethodnih rezultata ispitivan je i uticaj direktnog kontakta Ti, Ti-Ca

I Ti-HAP na proliferacijua 1929 ¢elija primenom testa ugradnje 3[H+]-timidina. Kada je
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proliferacija ¢elija izrazena kao relativna vrednost u odnosu na kontrolne ¢elije pokazalo se
da testirane legure statisticki znacajno stimuliSu proliferaciju L929 Celija. Direktni efekat
ispitivanih legura Ti, Ti-Ca i Ti-HAP u kulturi bio je poveéenje ¢elijske proliferacije za 15-
20%.

Ispitivanjima indirektnog uticaja (kondicioniranog medijuma) testiranih legura je
potvrden obrazac citotoksi¢nog delovanja ustanovljen direktnim testovima citotoksi¢nosti i
vijabilnosti. Na osnovu ovog dela istrazivanja, a polaze¢i od kriterijuma ISO 10993-5,
nemodifikovana legura i jednostrano HAP-modifikovana legura su okarakterisane kao ne-
citotoksi¢ne (redukcija vijabilnosti manja od 30%). Prema istim kriterijjumima dvostrano
HAP-modifikovana legura je Klasifikovana u kategoriju blago-umereno citotoksi¢na
(redukcija vijabilnosti 30%-55%). Ovaj nalaz je u saglasnosti sa rezultatima istrazivanja
drugih autora i publikovanim podacima o biokompatibilnosti hidroksiapatitnin obloga na
titanski substrat [76,77].

Jedan od najvaznijih pokazatelja ¢elijskog odgovora na stres je produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih jeduinjenja (ROS). Prekomerna produkcija ROS-a moZe izazvati oStecenja
¢elija. Zbog toga je merenje odgovora Celije na oksidativni stres jedan od vaznih parametara
u proceni biokompatibilnosti dentalnih legura. Produkcija ROS je odredivana primenom
protoc¢ne citofluorimetrije, obelezavanjem 1929 ¢elija bojom DCFH-DA. Dobijeni rezultati
pokazuju da nema razlike u nivou produkovanih ROS u ¢elijama koje su inkubirane u
prisustvu modifikovanih legura (Ti-Ca i Ti-HAP) u poredenju sa kontrolnom legurom (T1).
Istovremeno je detektovano statisticki znacajno povecanje produkcije ROS u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama (bez prisustva legure). Tang i1 saradnici su pokazali da nanopartikule
hidroksiapatita ne dovode do povecanja u produkciji ROS [78]. Treba naglasiti da su ovi
autori istrazivanja vr$ili na L-02 ¢elijskoj liniji humanih hepatocita nakon 72 sata inkubacije
dok su u okviru ove disertacije sprovedena na 1.929 ¢elijama nakon 24 sata kontakta sa
testiranim uzorcima. Literaturni podaci pokazuju da je poviSena produkcija ROS-a
dominantno pokazana u tumorskim celijama tretiranim hidroksiapatitom in vitro, ali ne i

¢elijskim linijama koje su nastale iz normalnih (tumorski neizmenjenih) ¢éelija [78]. Novija
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istrazivanja pokazuju da nanopartikule hidroksiapatita smanjuju celijsku proliferaciju u

malignim ¢elijama [78,79] dok je njihov efekat na normalne ¢elije u kulturi zanemarljiv [78].

Medutim, analizom srednjeg inteziteta fluorescence uocava se ¢ak statisticki znacajno
manja produkcija ROS u 1929 ¢elijama inkubiranim u prisustvu Ti-HAP u poredenju sa
¢elijama inkubiranim u prisustvu Ti-Ca, Ti kao i kontrolnim ¢elijama. Ovaj nalaz je u skladu
sa rezultatima istrazivanja Fouda i sar. koji pokazuju da oblaganje titanovih implantata
hidroksiapatitom moze da inhibira stvaranje kiseoni¢nih i nitrokiseoni¢nih jedinjenja i da

olaksa proces zarastanja nakon ugradnje implantata [80].

Povecanje oksidativnog stresa koje je detektovano u okviru istrazivanja ove
disertacije nije bilo prac¢eno stimulacijom citopatogenih promenama na testiranim ¢éelijama.
Modifikovane Ti legure ne utiCu statisticki znac¢ajno na nekrozu 1.929 ¢elija u poredenju sa
kontrolnom legurom odnosno kontrolnim delijama. Ispitivanja produkcije LDH, kao
indirektne mere nekroze usled gubitka integriteta Celijske membrane pokazuju da su
produkcija LDH i procenat citotoksi¢nosti L929 ¢elija nakon kontakta sa Ti legurama u nivou
kontrolnih ¢elija. Drugim re¢ima, merenje parametara nekroze (nivo LDH u ¢elijskoj kulturi,
kao 1 bojenje kultivisanih celija propidium jodidom) potvrduju nisku citotoksi¢nost

ispitivanih legura titana.

Efekti ispitivanih legura koji rezultiraju povisenom produkcijom ROS-a bez
citopatogenih efekata mogu ukazivati na to da ovako modifikovane legure ne utiCu na
odbrambenu moc¢ ¢Celija od ostec¢enja indukovanih oksidativnim stresom odnosno slobodnim
radikalima. Naime, iako su mnoge studije pokazale da nanopartikule hidroksiapatita mogu
indukovati toksi¢nost putem poveéanja produkcije ROS-a, pokazalo se da celije poseduju
snazan mehanizam odbrane od oksidativnog stresa kojim mogu spreciti kaskadu oStecenja
pod uticajem viska ROS-a. Medu “Cuvarima Ccelije” se isticu mitohondrijalni enzim
superoksid dismutaza koji predstavlja prvu liniju odbrane od antioksidanasa. Ovi enzimi §tite

¢eliju od mogucéih ostecenja izazvanih povisenom produkcijom ROS-a [81].
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Ispituju¢i mehanizme citotoksi¢nog delovanja legura Ti testirali smo i uticaj KM Ti
legura na 1.929 ¢elije. Pokazano je da nerazblazeni KM Ti legura (Ti-KM, Ti-HAP-KM i Ti-
HAP2-KM) indukuje nekrozu 1.929 Celija. Najveca nekroza je zabelezena delovanjem KM
pripremljenog kondicioniranjem dvostrano HAP-modifikovane legure. Ispitivanjima efekta
KM na apoptozu L1929 c¢elija pokazano je da nize koncentracije dvostrano HAP-
modifikovane legure indukuju veci stepen apoptoze L1929 celija. Ovi nalazi su bili u
saglasnosti sa rezultatima da je inhibicija proliferacije najveca kada su 1.929 ¢elije kultivisane
u prisustvu KM dvostrano HAP-modifikovane legure. Istovremeno, svi testirani KM su
pokazali veci stepen inhibicije proliferacije ¢elija u poredenju sa nivoom citotoksi¢nosti koji

je detektovan primenom testova za nekrozu/apoptozu.

Dobijeni fenomen, da vece koncentracije Ti-HAP2-KM sniZzavaju apoptozu, dok je
nekroza 1.929 ¢elija zavisna od koncentracije bi mogao da se objasni ¢injenicom da ¢e ¢éelije
aktivirane da udu u apoptozu, u uslovima kada je nivo unutarcelijske energije nizak, kao $to
je to slucaj u uslovima redukcije adenozin trifosfata (ATP-a), ué¢i u nekrozu [82]. Imajuci na
umu ovu spoznaju, moze se pretpostaviti da veéa koncentracija toksi¢nih jedinjenja u
medijumu blokira generisanje mitohondrijalnog ili glikolitickog ATP-a i izaziva nekrozu.
Kada je koncentracija toksi¢nih jedinjenja niza, koncentracije ATP su dovoljne da omoguce

izvodenje programa apoptoze [83]

Ocigledno je da su mehanizmi citotoksi¢nosti razli€iti u zavisnosti od karakteristika
legure koja je testirana. Blaga citotoksi¢nost neoblozenih Ti legura, koja je poznata i ve¢
opisana u literaturi [84] mozZe biti posledica oslobadanja citotoksi¢nih jona Ti, AliV [84,85].
Oslobadanje ovih jona je obi¢no u koncentracijama koje su ispod citotoksi¢nih nivoa, zbog
stvaranja zastitnog sloja Ti-oksida [84-86]. Medutim, ne moze se iskljuciti sinergisticko
delovanje ovih jona pojedina¢no prisutnih u subtoksi¢nim koncentracijama. Jone Ti, Ali V

mogu otpustati 1 uzorci legure titana oblozeni hidroksiapatitom.

Citotoksi¢nost moZe biti izazvana i1 hidroksiapatitnim oblogama. Kristalni oblik

hidroksiapatita nije citotoksican, jer se tesko rastvara u vodenim rastvorima. I rezultati ove
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disertacije su u skladu sa ovim zapazanjima i pokazuju da KM dobijen kondicioniranjem
hidroksiapatita ne menja metabolicku aktivnost L929 ¢elija. Rezultati drugih autora, dobijeni
ispitivanjima na HepG2 ¢elijama, pokazuju da hidroksiapatitne nanostrukturne forme mogu
biti citotoksi¢ne u izvesnom stepenu, jer indukuju oksidativni stres 1 sledstvene citopatogene

efekte koji su posledica indukcije nekroze i apoptoze [87].

Najizrazeniji citotoksi¢ni efekat u okviru ovog istrazivanja detektovan je u direktnom
dejstvu HAP dvostrano obloZene legure titana. Pretpostavka je da bi ovaj efekat mogao biti
indukovan delovanjem amorfnih formi obloge, ukljucuju¢i CaO, tri i tetrakalcijum fostat.
Ove forme koje se javljaju tokom primenjenog postupka rasprSivanja plazme pri nanosenjeu
obloga [41,88] su rastvorljive u vodenim rastvorima [89]. Pokazano je da je medu ovim
formama CaO najrastvorljivije jedinjenje koje se ujedno ne smatra biokompatibilnim [89—
91]. Kalcijum oksid u vodi formira Ca(OH).. To je jedan od razloga zbog kojih je ispitivano
da li je KM pripremljen od Ca(OH) suspenzije citotoksi¢an. Rezultati ispitivanja pokazuju
da je ovaj KM citotoksi¢an u nivou koji je pokazan za Ca(OH)2 nanopartikule [92] ali je

stepen citotoksi¢nosti bio znacajno manji u poredenju sa KM od HAP uzoraka.

Postavilo se pitanje da li kondicioniranje uti¢e na citotoksi¢nost HAP-modifikovanih
legura Ti? Da bi se odgovorilo na ovo pitanje najpre je Ti-HAP2 kondicioniran 24 sata u
medijumu, a potom je ispitano delovanje ovako spremljenog uzorka u testu direktne
citotoksi¢nosti na L929 ¢elijama. Ista procedura je primenjena i za nemodifikovanu leguru i
za kontrolne uzorke. Dobijeni rezultati, kako u testu direktne citotoksi¢nosti tako 1 u testu
indirektne citotoksi¢nosti pokazuju da kondicioniranje zna¢ajno smanjuje citotoksi¢ni efekat
HAP-modifikovanih legura. Citotoksicnost dvostrano modifikovane legure, detektovana
MTT testom, je nakon kondicioniranja smanjena na nivo citotoksi¢nosti koji je prema
kriterijumima ISO 10993-5 prihvatljiv. Istovremeno, dodatno kondicioniranje testiranih
uzoraka u trajanju od 7 dana nije dovelo do daljeg smanjenja citotoksi¢nog efekta. Dobijeni
rezultati da kondicioniranje smanjuje citotoksi¢nost su u saglasnosti sa hipotezom da
solubilne komponente HAP obloge mogu biti odgovorne za efekat citotoksi¢nosti. Drugim

reCima, citotoksicnost se moZe znacajno smanjiti do necitotoksicnog nivoa prethodnim
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kondicioniranjem u medijumu za kulturu Celija. Polaze¢i od ovih zapazanja, moglo bi se
zakljuciti da bi koristan metod u smanjivanju citotoksicnosti HAP obloZenih metalnih legura,
pre njihove implantacije in vivo, bio njihovo kondicioniranje u vodi. Ovom procedurom bi
se mogle ukloniti rastvorljive toksi¢ne komponente [83]. Medutim, u tom cilju bilo bi
neophodno odredivati i1 koncentracije Ca koje se oslobadaju u medijum tokom
kondicioniranja kao i uraditi adekvatnu karakterizaciju HAP obloga primenom Ozeove

spektroskopije.

U finalnoj fazi istraZivanja ispitivana je moguca uloga jona Ca®* u citotoksi¢nom
delovanju legura Ti ¢ija je povrSina modifikovana HAP-om. Raniji nalazi pokazuju da
citotoksi¢no delovanje moze zavisiti i od koli¢ine HAP koja je koris¢ena za oblaganje legura.
Dobijeni rezultati pokazuju da KM HAP ne deluje citotoksi¢no na L.929 ¢elije Sto ukazuje da
HAP osloboden sa povrsine legure verovatno nije uzrok citotoksi¢nosti. Kako je HAP tesko
rastvorljiv u vodenim rastvorima, testiran je i KM pripremljen od Ca(OH)2 koji je pod istim
uslovima viSe rastvorljiv. Pokazano je da KM Ca(OH)2 ispoljava blagu citotoksi¢nost, ali
znacajno nizu u poredenju sa KM HAP-modifikovanih Ti legura koje su testirane u ovom

radu.

Ovaj deo istrazivanja je zavrSen testiranjem efekta nifelata, blokatora Ca kanala u
eseju sa KM. Pokazalo se da nifelat kompletno ponistava citotoksi¢ni efekat KM Ca(OH)2,
a citotoksi¢nost KM dvostrano HAP-modifikovane legure (Ti-HAP2-KM) blago redukuje.
Ovi nalazi su pokazali da Ca?* joni nisu klju¢ni faktor koji uti¢e na citotoksi¢nost. Ostali
mehanizmi bi mogli biti povezani sa mikro ili nano HAP partikulama koje su se mogle
osloboditi u KM. Ove partikule su vidljive u okolini testiranih uzoraka u direktnom testu
citotoksi¢nosti. Nedavna istrazivanja pokazuju da je citotoksi¢nost nano-HAP posledica
njihovog delovanja na signalne mehanizme ukljucene u proliferaciju/smrt ¢elija [93]. Zhao i
saradnici sugeriSu da je citotoksi¢nost nano partikula HAP-a povezana sa oblikom partikule
HAP-a kao i sa tipom ¢elija koju se koris¢ene u istrazivanju. Dobijeni rezultati na BEAS-2B
¢elijama ukazuju da nano-HAP partikule dovode do povisene produkcije I1L-6, koja nije

pracena stvaranjem ROS-a, na osnovu ¢ega su autori pretpostavili da IL-6 moze da suprimira
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oksidativni stres. Sa druge strane, uoc¢ena je korelacija izmedu visoke ucestalosti nekroze i
visoke ekspresije IL-6,na istoj celijskoj liniji. Ovi nalazi si ukazali da nektoticne celije
doprinose povecanju sinteze i oslobadanju inflamatornih citokina, $to moze biti od zanacaja

za odrzavanje homeostaze [93].

Takode, moguce je da je citotoksi¢nost KM HAP legura posledica sinergizma izmedu
oslobodenih jona metala (Ti, Al i V) i komponenti amorfne HAP faze. Ispitivanja ove
pretpostavke su predmet buducih istrazivanja. Rad Rao i saradnika je pokazao da se brzina
proliferacije 1929 ¢elija u kulturi in vitro ne menja pod uticajem jona titana, ali se smanjuje
pod uticajem Al i V jona [94]. Takode, pokazano je da postoji mogucnost da se Al joni, nakon
implantacije Ti6Al4V, koji u in vivo uslovima izazivaju neurotoksi¢nost, oslobadaju iz

implantata i akumuliraju u lamelarnoj kosti [95].

U cilju dodatnih ispitivanja molekularnih mehanizama apoptoze, u ovom radu je
ispitivana i ekspresija gena za kaspaze kao pokazatelja apoptoze. Ekspresija gena je

ispitivana u L929 ¢elijama nakon direktnog kontakta sa testiranim legurama.

Apoptoza celija je izuzetno vaZan proces za normalno funkcionisanje i razvoj ¢elija,
tkiva i organizama. Kada je apoptotski signal aktiviran zapo€inje direktna aktivacija kaspaza
inicijatora (kaspaze 8 i 9 kod misa) koje dalje proteolizom aktiviraju kaskadu efektorskih
kaspaza (kod miSa su najznacajnije kaspaze 3 1 7). Aktivnost ovih enzima je ¢esto povec¢ana
1 pre nego $to se uoce ostali znaci apoptoze i predstavlja siguran znak aktivacije mehanizama
apoptoze u ¢elijama [96]. 1z tog razloga je ispitivano da li je izlaganje 1.929 ¢elija kontaktu
sa ispitivanim legurama dovelo do promene u ekspresiji gena za misje kaspaze 3, 8 1 9, i
sledstvene aktivacije apoptoze. Rezultati pokazuju da je kultivacija 1.929 ¢elija sa Ti, Ti-Ca
i Ti-HAP dovela do aktivacije gena za sve tri ispitivane kaspaze. Ukoliko bi se pratila
kaskada aktivacije kaspaza uo¢avamo da je transkripcija gena za kaspaze 8 i 9 (inicijatorne
kaspaze) visestruko povecana u kulturi L.929 ¢elija nakon 24-satnog kontakta sa Ti, Ti-Ca i
Ti-HAP. Transkripcija gena za kaspaze 8 1 9 dostize najvise vrednosti nakon izlaganja Ti-

HAP ali su te vrednosti statisti¢ki znacajne u odnosu na kontrolne vrednosti, samo za kaspazu
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8. Dobijeni rezultati ukazuju da svi ispitivani uzorci legura dovode do aktivacije gena za
kaspaze inicijatore apoptoze ali isto tako su pokazali da se na nivou ekspresije gena ne moze
utvrditi razlika u efektu ispitivanih legura. Naime, uporedivanjem ekspresije gena
medusobno, u L1929 ¢elijskim kulturama sa Ti, Ti-Ca, Ti-HAP i staurosporinom nisu
dobijene znacajne razlike. Rezulati grupe istrazivaca iz Kanade su pokazali da razlicite
legure-metali (aluminijum, srebro-paladijum, kobalt-hrom, nikl-hrom i bakarne legure)
dovode da razlicite aktivacije gena za miSje kaspaze 3, 8 1 9 u 1929 ¢elijama [15]. Takode,
pokazali su da je ekspresija gena merena RT-PCR metodom (RT-PCR je manje osetljiv od
Real-Time metode koja je koriS¢ena u ovom istrazivanju) znacajno osetljivija u odnosu na
MTT test za procenu citotoksi¢nosti ispitivanih materijala. Na osnovu toga pomenuti autori
su zakljucili da je moguce koristiti ekspresiju gena za kaspaze kao osetljivi test za ispitivanje
indukcije apoptoze L929 celija nakon izlaganja dejstvu razli¢itih legura/metala. U ovom
istrazivanju nisu dobijene tako jasne razlike izmedu ispitivanih uzoraka verovatno zbog toga
Sto se radi o istoj leguri sa razli¢itom obradom povrSine. Medutim, na osnovu izrazitog
povecanja ekspresije gena za sve tri ispitivane kaspaze moze se zakljuciti da je izlaganje
¢elija kontaktu sa ispitivanim uzorcima dovelo do aktivacije apoptoze. Trebalo bi imati u
vidu da na ekspresiju gena za kaspaze moze da utiCe 1 prisustvo jona metala, gustina ¢elija u
kulturi kao i vreme izlaganja legurama. Ovi elementi si bili standardni u eksperimentu u

ovom istrazivanju za sve ispitivane grupe (3 x 10°/2 ml i 24 sata kultivacije u medijumu).

Sli¢no inicijatornim kaspazama i ekspresija gena za kaspazu 3 (efektorska kaspaza)
je statisticki znacajno veca kod svih ispitivanih grupa. Najveca znacajnost u odnosu na
kontrolu je nadena u grupi u kojoj su €elije bile u kontaktu sa Ti (p=0.032), ali kada se uporedi
efekat ispitivanih uzoraka medusobno, nema statisticki znacajne razlike. Ovi nalazi su
potvrda da svi ispitivani uzorci dovode do aktivacije apoptoze na molekularnom nivou, ali
da razlike izmedu ispitivanih uzoraka nisu znacajne kada se prati ekspresija gena za kaspaze

3,8i09.

Prilikom interpretacije dobijenih rezultata potrebno je imati u vidu da aktivacija

kaspaza nije povezana samo sa apoptozom ve¢ da kaspaze, osim u inflamaciji [97], uCestvuju
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i u drugim celijskim aktivnostima ukljucujué¢i nekrozu [98], diferencijaciju, proliferaciju i
reprogramiranje Celijskog ciklusa [99]. Za oblast stomatologije, tj. implantologije poseban
zanCaj imaju istrazivanja koja ukazuju na ulogu kaspaze 7 u procesu osteogeneze Kroz
indukciju ekspresije gena za osteokalcin [12]. Aktivirana kaspaza 3 i 7 je detektovana u ranoj
fazi razvoja miSeva i ostaje aktivna i postnatalno u intramembranskim kostima (formiraju se
direktnom osifikacijom mezenhima kao $to je vili¢na kost), ali i u endohondralnim kostima
(kostima koje se formiraju od hrskavice kao $to je femur i ostale duge kosti). MiSevi mutirani
za kaspazu 7 imaju znacajne defekte u formiranju kosti ukljucujuéi redukovani volumen
kosti, smanjeni sadrzaj minerala i gustinu kostiju. Ovi defekti su razlicto izrazeni u
intramembranoznim i endohondralnim kostima sugerisu¢i razlic¢ite funcije kaspaze 7 u

zavisnosti od vrste osifikacije.

Drugi deo istrazivanja u okviru ove disertacije odnosio se na procenu
imunomodulacijskih efekata ispitivanih legura titana. Biomaterijali, bez obzira na stepen

biokompatibilnosti, za imunski sistem domacina predstavljaju strana tela [16].

Celije imunskog sistema domacina, pre svih makrofagi, produkuju medijatore
imunskog odgovora kao $to su citokini, hemokini i1 faktori rasta. Neposredno nakon ugradnje
implantata, makrofagi se skupljaju na povrSini implantata. Rezultati mnogobrojnih
istrazivanja pokazuju da ove ¢elije imaju jako vaznu ulogu kako u zapo€injanju inflamacije
tako 1 u njenoj zavrs$noj fazi (rezoluciji), zahvaljuju¢i na prvom mestu produkciji pro-
inflamacijskih i anti-inflamacijskih citokina, ali i drugih faktora (enzima). Takode, pokazano
je da karakteristike povrSine implantata mogu uticati na lokalnu imunost na mestu ugradnje
implantata uti¢u¢i na profil oslobodenih citokina od strane makrofaga. Drugim re¢ima,
razli¢ite povrSine implantata mogu uticati na razli¢itu uspesnost procesa zarastanja nakon

ugradnje implantata [100].

Jedan od modela za procenu in vivo odgovora imunskih ¢elija jeste procena njihove

in vitro reakcije. U istrazivanjima u okviru ove disertacije koris§¢ene su fitohemaglutininom
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(PHA)-aktivisane humane mononuklearne c¢elije periferne krvi (PBMNC) kao opste

prihvac¢en model za procenu proliferacije limfocita i produkcije citokina in vitro.

Rezultati ispitivanja metaboli¢ke aktivnosti PHA-stimulisanin PBMNC kultivisanih
u prisustvu KM testiranih legura nisu pokazali statisticki znaCajno delovanje legura.
Metabolicka aktivnost svih ispitivanih uzoraka je bila oko 80% u poredenju sa kontrolnim
¢elijama (kultivisanim u nekondicioniranom medijumu). Ispitivanjima proliferacije PHA-
stimulisanih PBMNC kultivisanih u prisustvu trodnevnog 50% KM pokazano je statisticki
znacajno inhibitorno delovanje Ti-HAP-KM na proliferaciju PBMNC u poredenju sa
kontrolama i Ti-Ca-KM. Inhibitorni efekat je dozno zavisan, jer je pokazan kompletan
izostanak smanjenja Celijske proliferacije pri koncentraciji kondicioniranog medijuma od
25%. Ovaj segment je dopunjen i analizom delovanja sedmodnevnog KM. Dobijeni rezultati
pokazuju da 50% KM modifikovanih legura statisticki znacajno inhibiraju proliferaciju
PBMNC u poredenju sa KM kontrolne legure. Takode, sedmodnevni KM sva tri testirana
uzorka (Ti-KM, Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) u primenjenoj koncentraciji (50%) statisticki
znacajno inhibiraju proliferaciju PBMNC u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (kultivisanim
u nekondicioniranom medijumu). Proliferacija u prisustvu sedmodnevnog KM je bila
inhibirana oko 20-30%.

U odgovoru na pitanje $ta je uzrok inhibicije proliferacije ispitane su i nekroza i
apoptoza, primenom proto¢ne citometrije, obelezavanjem celija PI. Primenom navedenih
metoda, detektovan je znacajan broj nekroticnih PBMNC (oko 50%) u svim grupama
testiranih uzoraka, ukljucujuci kontrolni medijum. Ovako znacajan stepen nekroze je mogao
biti posledica 72-satne stimulacije ¢elija PHA. Medutim, dobijeni rezultati su pokazali da Ti-
Ca-KM i Ti-HAP-KM u 50% koncentraciji ne uti¢u na nekrozu, dok Ti-HAP-KM primenjen
u manjoj (25%) koncentraciji zna¢ajno stimulise nekrozu u poredenju sa Ti-Ca-KM i Ti-KM.
Takode, zapazeno je da sam Ti-KM u obe testirane koncentracije znacajno inhibira nekrozu
u poredenju sa kontrolnim ¢elijama. Nasuprot zna¢ajnom procentu nekroticnih ¢elija, broj
¢elija u kasnoj apoptozi u svim ispitivanim grupama je bio manji od 25%. Nije detektovana

statisticki znaCajna razlika u delovanju testiranih koncentracija (50% 1 25%) ispitivanih
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uzoraka (Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM) na procenat apoptoticnih PBMNC u poredenju sa

kontrolnim uzorcima.

Prethodno opisani rezultati ukazuju da se niza Celijska proliferacija najverovatnije ne
moze povezati ni sa inhibicijom metabolicke aktivnosti, niti sa pove¢anom celijskom
nekrozom ili apoptozom. Medutim, iako nije detektovana statisticki znacajna razlika u broju
¢elija u apoptozi, prisustvo za 10-15% veceg broja ¢elija u apoptozi u kulturi sa Ti-HAP-KM
ipak ukazuje na mogucnost da bi ¢elijska smrt, makar u jednom delu, mogla biti odgovorna

za inhibiciju proliferacije PBMNC u prisustvu KM testiranih legura.

Kako je ranije naglaseno, dentalni implantati koji sadrze HAP menjaju inflamatorni
odgovor na mestu implantacije [101,102]. Zbog toga je analizirana i produkcija citokina od
strane stimulisanin PBMNC. Najpre je ispitana produkcija citokina sa pro-inflamacijskim

delovanjem.

Pokazano je da 50% Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM statisticki znacajno inhibiraju
produkciju IL-1p u poredenju sa Ti-KM i kontrolnim medijumom. Inhibitorni efekat je
zabelezen u prisustvu kako trodnevnog tako i sedmodnevnog KM. IL-1f je pro-inflamacijski
citokin koji ucestvuje u regulaciji imunskog i zapaljenskog odgovora i moze imati znacajnu
ulogu u aktivaciji T ¢elija [103]. Kao §to je ve¢ istaknuto, detektovana je znacajna inhibicija
produkcije ovog citokina u ¢elijskoj kulturi sa Ti-HAP-KM. Imajuéi ove €injenice na umu
moze se pretpostaviti da bi i hidroksiapatitom-posredovana inhibicija produkcije IL-1p

mogla biti jedan od uzroka smanjenja celijske proliferacije PBMNC.

Analiza produkcije IL-8 u prisustvu KM eksperimentalnih legura Ti-Ca i Ti-HAP je
pokazala da nije doslo do znacajne promene produkcije IL-8 u poredenju sa Ti-KM.
Medutim, pokazan je inhibitorni efekat trodnevnog KM svih ispitivanih legura titana u
poredenju sa kontrolnim medijumom. IL-8 je hemokin sa vaznom ulogom u inflamaciji, koji

stimuliSe priliv i aktivaciju neutrofila na mestu povrede, ima razli¢ite uloge u urodenom i

97



ste¢enom imunskom odgovoru. Sekrecija IL-8 se povecava pod oksidativnim stresom uticuci
na povecanje broja inflamacijskih ¢elija i dodatno povecanje medijatora oksidativnog stresa.
Zbog toga se smatra da IL-8 predstavlja jedan od kljuénih hemokina u lokalnoj inflamaciji
[104]. Polaze¢i od ovih saznanja pretpostavlja se da bi smanjenje produkcije 1L-8 pod
dejstvom KM svih ispitivanih legura, koje smo je pokazano u ovoj disertaciji u in vitro
sistemu, moglo da ima povoljan uticaj na smanjenje nespecifi¢cnog imunskog odgovora i
lokalne inflamacije in vivo. Medutim, neophodna su dodatna istraZivanja u ovom pravcu za

finalni zakljucak.

Kada je analizirana produkcija citokina koji igraju glavnu ulogu u nastanku i
regulaciji inflamacijskih reakcija, primeéeno je da KM kontrolne legure (Ti-uzorak), u oba
ispitivana termina kondicioniranja, indukuje statisti¢ki zna¢ajno visu produkciju TNF-a u
odnosu na kontrolni KM, kao i na Ti-HAP-KM i Ti-Ca-KM. Ovi nalazi su u saglasnosti sa
rezultatima drugih autora koji su pokazali da je direktna ko-kultura makrofaga i osteoblasta
sa mikro partikulama titana prac¢ena povisenim nivoima TNF-o [105]. Sa druge strane,
rezultati istrazivanja ove disertacije pokazuju da trodnevni Ti-HAP-KM statisticki znac¢ajno
inhibira produkciju TNF-a. i u poredenju sa kontrolnom legurom (Ti-KM) i u poredenju sa
Ti-Ca-KM. Dobijeni rezultati ukazuju da bi se dodavanjem hidroksiapatitne obloge na leguru
titana moglo uticati na smanjenje inflamacije. Naime, TNF-a je jedan od najznacajnih
citokina sa pro-inflamacijskim delovanjem koji ima vaznu ulogu u indukciji celularnog
imunskog odgovora. Zbog toga povecana produkcija ovog citokina od strane imunskih ¢elija
u lokalnoj mikrosredini moZe biti udruZena sa razvojem inflamacije i1 aktivacijom osteolize,
kako je pokazano u nekim studijama [106]. Takode, ne treba iskljuciti ni ulogu Ti jona. Tako
su Pascual i saradnici, na osnovu rezultata njihovih istrazivanja, ukazali da povecani efekat
titana na oslobadanje citokina moze biti posledica oslobadanja Ti jona iz debrisa metala u
medijumu za kultivaciju [107]. Mogucnost uticaja implantata na nastanak inflamacijskog
miljea je istrazivana u mnogim studijama. Jedno od tih istrazivanja je i rad Jacobi-Gresser i
saradnika, koji se bavio geneti¢kim i imunskim parametrima koji mogu biti markeri neuspeha
dentalnih implantata od titana. Ovi autori su pokazali da su kod pacijenata sa gubitkom

implantata znacajno povecane koncentracije TNF-a i IL-1f, pro-inflamacijskih citokina, u
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kultuirama c¢elija pune krvi inkubiranih u direktnom kontaktu sa cesticama Ti dioksida.
Dugoro¢no oslobadanje IL-1 i TNF-a podsti¢e inflamatorne i osteoliticke procese koji

dovode do povecanog rizika od nastanka peri-implantitsa i gubitka implantata. [108].

I u vise drugih istrazivanja je pokazan pro-inflamacijski efakat legura titana i
hidroksiapatita na humane mononuklearne ¢elije [L09-111]. Lange i sar su pokazali da beta-
tri-kalcijum fosfat i Cestice hidroksiapatita znac¢ajno stimuliSu produkciju TNF-o i IL-1p u
24-satnoj kulturi PMBNC. Isti autori su takode pokazali da hidroksiapatit zna¢ajno stimulise
produkciju RANKL-a (ligand receptora aktivatora nuklearnog faktora kB) $to moze da
ukazuje na ulogu hidroksiapatita u osteolitickim procesima [112]. Svi ovi rezultati potvrduju
znacaj in vitro sistema za ispitivanje potencijalne reakcije celija imunskog sistema na

dentalni implantat, kao strano telo, u in vivo uslovima.

Vrlo zanimljiv rezultat je detektovan ispitivanjima produkcije 1L-10, citokina Kkoji
dominantno ispoljava anti-inflamacijsko delovanje. Dobijeni rezultati pokazuju da trodnevni
Ti-KM, Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM statisticki znacajno inhibiraju produkciju IL-10 u
poredenju sa kontrolnim medijumom. Istovremeno, u slu¢aju sedmodnevnog KM, inhibitorni
efekat na produkciju IL-10 je zabelezen samo u prisustvu Ti-Ca-KM u poredenju sa KM
kontrolne legure. Poznato je da IL-10 inhibira sintezu citokina sa pro-inflamacijskim
delovanjem kao §to su IL-6, IL-1p. IL-2, IFN-y i TNF-o [113-115]. Dobijeni rezultati koji
pokazuju da sedmodnevni KM kontrolne legure Ti poveéavaju produkciju IL-2, TNF-a i
IFN-y su u saglasnosti sa smanjenom produkcijom IL-10 koja je detektovana u istim
eksperimentalnim uslovima. Takode, rezultati dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da
oblaganje Ti legure hidroksiapatitom znacajno smanjuje produkciju citokina sa pro-
inflamacijskim delovanjem (TNF-a) ali ne dovodi do povecanja produkcije 1L-10 (citokina
sa anti-inflamacijskim delovanjem). Ovi rezultati ukazuju da bi oblaganje legure HAP moglo
da pojaca anti-inflamacijska i osteoprotektivna svojstva legura Ti, mehanizmima koji ne

zavise od IL-10. Za konac¢nu potvrdu ove pretpostavke potrebna su dalja istrazivanja.
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Analiza produkcije citokina okonc¢ana je ispitivanjem uticaja Ti legura na produkciju
citokina koji se povezuju sa Th polarizacijom imunskog odgovora: Thl (IL-2, IFN-y), Th2
(IL-4, IL-5) i Th17 (IL-17).

Kada je u pitanju produkcija IL-2, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da KM
kontrolne legure (Ti-KM) deluje stimulatorno na produkciju IL-2 u poredenju sa kontrolnim
medijumom. Poznato je da je IL-2 faktor rasta T limfocita [116] koji produkuju aktivisani T
limfociti. Stimulacija produkcije IL-2 u ovom radu bi mogla da ukaze i na reaktivaciju T
¢elijau prisustvu Ti jona. Bilo bi ocekivano da povecana produkcija IL-2 bude prac¢ena ve¢im
proliferativnim odgovorom T limfocita. Medutim, nasuprot o¢ekivanjima, detektovana je
znacajna inhibicija proliferacije PBMNC inkubiranih u prisustvu sedmodnevnog KM svih
eksperimentalnih uzoraka (Ti-KM, Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM). Istovremeno, KM
modifikovanih legura nisu znacajno uticali na produkciju IL-2 u poredenju sa kontrolnim
medijumom. Nije iskljuena moguénost da uzorci ¢ija je povrSina modifikovana uti€u na
ekspresiju receptora za IL-2 (IL-2R), jer kao §to je ve¢ pokazano, niza ekspresija alfa lanca
IL-2R (CD25) moze biti povezana sa nizim stepenom utroska ovog citokina [117]. Imajuci
na umu sve ove nalaze, jedno od objaSnjenja inhibicije proliferacije bi mogla biti 1 manja
potro$nja IL-2 od strane T Celija zbog eventualne smanjene ekspresije IL-2R ili moguca
ometanja u signalnim putevima kao posledica PHA-indukovane aktivacije ¢elija. Precizan
odgovor na ovo pitanje zahteva dodatna istraZivanja. U prilog pretpostavei o mogucem
poremecaju na nivou signalnih puteva idu i rezultati istrazivanja Wang-a i saradnika koji su
pokazali da oslobodeni metali (titan, kobalt, hrom), u klini¢ki relevantnim koncentracijama,
mogu podstaci produkciju citokina, uticu¢i na prenos signala i ekspresiju gena za citokine.
Isti autori su ukazali da bi solubilni metalni joni mogli uéi u ¢elije i vezati se za kinaze ili

nuklearne faktore koji reguliSu pomenuti prenos signala i ekspresiju gena za citokine [105].

| drugi autori su pokazali uticaj modifikovanih legura titana na molekularne
mehanizme produkcije citokina. Tako rezultati rada Hamleta i lvanovskog, na modelu RAW

264.7 ¢elijske linije, pokazuju da direkni kontakt sa nanostrukturnom Ca-fosfatnom oblogom
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legure titana (Ti6Al4V), dovodi do izrazitog smanjenja genske ekspresije pro-inflamacijskih
citokina i hemokina. Smanjenje ekspresije gena potvrdeno je za TNFa i CCL5 i na
proteinskom nivou. Ovi autori su pretpostavili da inhibicija produkcije pro-inflamacijskih
citokina moze na taj naCin olakSati zarastanje kosti i oseointegraciju $to je u ovom

istrazivanju uoceno i klini¢ki [102].

Kada je u pitanju uticaj modifikovanih legura na Th polarizaciju, nije pokazano
statistiCki znac¢ajno smanjenje produkcije I1L-4 i IL-5 u prisustvu KM eksperimentalnih
legura, Sto ukazuje na izostanak Th2 modulacije. Promene nivoa IL-17 takode nisu ukazivale
na postojanje bilo kakve modulacije Th17 odgovora. Takode, nisu pokazane statisticki
znacajne promene u produkciji IFN-y. Zbog toga je malo verovatno da prisustvo solubilnih
faktora u kondicioniranim medijumima ispitivanih legura menja odgovor aktiviranih
PBMNC u smislu Thl polarizacije. Odnosno, poviseni nivoi IL-2 u PBMNC kulturama sa

Ti-KM su verovatnije posledica smanjene potro$nje IL-2.

Generalno, na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da originalna metoda
oblaganja Ti6Al4V legure HAP-om pomocu atmosferske plazme u obliku spreja visoke
energije omogucava stabilnu adheziju prevlake. Citotoksi¢nost ovako obradene legure, koja
zavisi od koli¢ine nanetog HAP-a, se moze znatno smanjiti do necitotoksi¢nog nivoa
prethodnim kondicioniranjem u medijumu za kultivaciju celija ili drugim vodenim
rastvorima. Ova procedura, kojom se uklanjaju rastvorljive toksi¢éne komponente, moze biti
korisna pre implantacije HAP oblozenih legura in vivo. Inhibicija produkcije IL-1B i TNF-a
pod uticajem Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM u odnosu na Ti-KM, dobijena u ovom istrazivanju,
moze ukazivati na vecu stopu prezivljanja ovako modifikovanih povrsina implantata in vivo.
Takode, rezultati in vitro ispitivanja na PHA-stimulisanim PBMNC svrstavaju ovako
pripremljene legure u kategoriju materijala koje bi trebalo dodatno istraziti u in vivo
modelima. Zbog toga ¢e predmet buducih istrazivanja biti odredivanje dinamike produkcije
citokina i precizna identifikacija tipa ¢elija koje ih produkuju u cilju objasnjenja fizioloskog

znacaja dobijenih rezultata.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih u ovoj disertaciji mogu se izvesti sledeéi zakljucci:

1. Direktan kontakt Ti legura ¢ija povrsina je jednostrano modifikovana (Ti-Ca i Ti-HAP) i
L929 ¢elija u poredenju sa nemodifikovanom legurom (Ti) ne utiCe na metabolicku

aktivnost, proliferaciju, produkciju ROS, nekrozu, produkciju LDH.

2. Direktan kontakt Ti-HAP 1 1929 ¢elija u poredenju sa Ti-Ca dovodi do statisticki

znacajne inhibicije produkcije ROS.

3. Ti-HAP2 (¢ija povrsina je dvostrano modifikovana) nakon direktnog kontakta statisticki

znacajno smanjuje vijabilnost i metabolicku aktivnost L929 ¢elija u poredenju sa Ti-
HAP.

4. Prema kriterijumima ISO 10993-5, Ti, Ti-Ca i Ti-HAP se mogu okarakterisati kao ne-
citotoksi¢ni materijali (redukcija vijabilnosti ¢elija manja od 30%), dok Ti-HAP2

ispoljava blago-umerenu citotoksi¢nost (redukcija vijabilnosti ¢elija 30%-55%).

5. Ti-HAP2-KM, nakon indirektnog kontakta sa 1.929 ¢elijama, u poredenju sa Ti-HAP-
KM:
a) statisticki znacajno stimuli$e nekrozu ¢elija i apoptozu ¢elija;
b) statisticki znacajno inhibira proliferaciju ¢elija.
6. Kondicioniranje u medijumu (24 sata i sedmodnevno) zna¢ajno smanjuje citotoksiéni
efekat HAP-modifikovanih legura, mereno testovima direktne i indirektne citotoksi¢nosti

na L929 ¢elijama. Citotoksi¢nost Ti-HAP2 i Ti-HAP2-KM je nakon kondicioniranja

smanjena na nivo citotoksi¢nosti koji je prema kriterijumima ISO 10993-5 prihvatljiv.

7. ViSestruko povecanje ekspresije gena za kaspaze 3, 8 1 9 u odnosu na kontrole u L.929
¢elijama misjih fibroblasta gajene u 24-satnoj kulturi u direktnom kontaktu sa Ti, Ti-Ca

I Ti-HAP jasno ukazuje na aktivaciju procesa apoptoze.
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8. Razlika u ekspresiji gena za kaspaze 3, 8 i 9 izmedu ¢elija koje su bile izloZene kontaktu

sa Ti, Ti-Ca ili sa Ti-HAP nisu statisticki znacajne.

9. Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM (50% i 25% trodnevni KM), u poredenju sa Ti-KM, ne uticu
na metaboli¢ku aktivnost i apoptozu PHA-stimulisanih PBMNC.

10. Ti-HAP-KM (50%), u poredenju sa istom koncentracijom Ti-KM, stimuliSe nekrozu i
inhibira proliferaciju PHA-stimulisanihn PBMNC.

11. Ti-Ca-KM i Ti-HAP-KM, u poredenju sa Ti-KM, razli¢ito uti¢u na produkciju citokina
od strane PHA-stimulisanih PBMNC u zavisnosti od duzine vremena kondicioniranja:

a) statisticki znacajno inhibiraju produkciju IL-1f i IL-2, a ne menjaju produkciju

IL-6, IL-8, IFN-y, IL-4, IL-51 IL-17 (obe modifikovane legure u svim testiranim

vremenima kondicioniranja);

b) Ti-Ca-KM (sedmodnevno kondicioniranje) statisticki znacajno inhibira
produkciju IL-10, TNF-o i TNF-B.

c) Ti-HAP-KM (trodnevno i sedmodnevno kondicioniranje) statisticki znacajno
inhibira produkciju TNF-o i TNF-f.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucann-a Mapko Maruh

Opoj nHoekca 4015/2011

UsjaBrbyjem
a je [OKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBom

YTuuaj pasnuumtux moamdukaumja noBpiMHe TMTaHa GPU3INYKUM U XEMUjCKUM
MeToAaMa Ha HberoBy LLUTOKOMNATUMOMITHOCT U1 UMyHOMOAyNnaLmjcka cBojcTBa

e pe3yntat CONnCTBEHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npednoxeHa guceprauuja y LenuHn HX Yy AenoBruMa Huje buna npeanoxeHa 3a
pobvjawbe OGuNo koje agunnoMe npema  CTyaMjCKUM  nporpaMmvMma  Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMcaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO MHTENEKTyanHy CBOjUHY APYruX
nvua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa Mapko Maruh
Bbpoj nHgekca 4015/2011
Cryavnjcku nporpam [AOKTOpCKe cTyauje

Hacnos paga YTuuaj pazannuntux mogucdpukaumja noBpLUMHe TUTaHa PUINYKUM U
XeMMjCKUM MeToAaMa Ha HeroBy LMTOKOMNATUOMITHOCT U
MMyHOMOAYyNnauujcKka cBojcTBa

Mentop [Mpod. ap CwexaHa Yonuh

Motnnucann/a Mapko Maruh

UsjaBrbyjem fa je wrtamnaHa Beps3uja MOr OOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €EneKTPOHCKO)
BEpP3uju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBate Ha noptany [urutanHor peno3ntopujyma
YHuBep3uTteTa y Beorpangy.

[o3BorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHKU Nodauun Be3aHn 3a gobujakbe akagemMcKor 3Bama
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy umMe 1 npesuMme, roguHa u Mecto pohewa u gatym ogbpaHe
paga.

OBwu nu4HKM Nnogaum mory ce o6jaBUTN Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutande éubnuoreke, y
€MNeKTPOHCKOM KaTanory u y nyénukauunjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBep3antetcky ©Ombnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y [Ourutanuu
peno3uTopujym YHuBep3uteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBom:

YTuuaj pasnuumtux moamcdukaumja noBpLliMHe TMTaHa PU3INYKUM U XEMUjCKUM
MeToAaMa Ha HberoBy LLUTOKOMMNATUMOMITHOCT 1 UMyHOMOAynaLmjcka cBojcTBa

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OucepTaunjy ca cBUM NpunosuMa npeaao/na cam y enekTpoHCKoM dhopmaTy NorogHom 3a
TpajHO apX1BUpaH-e.

Mojy OOKTOpCKYy AucepTauunjy noxpaweHy y [durutanHu penos3mTopujyMm YHuBepauTeTta y
Bbeorpagy mory ga kopucte CBW Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTopCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUNjarnHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepumjanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTMM yCrioBuma
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — OenuTu nog UCTUM ycrioBumMa

(MonmMmo faa 3aokpyxuTe caMo jedHy of LeCT NOHYNeHUX nMueHLmM, KpaTak Onuc nuueHum
Aart je Ha nonehuHy nucra).

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpaay,




1. AytopcTBo - [lo3BosbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPMOYyLMjy 1 jaBHO caoniiTaBake Agena, u
npepage, ako ce HaBede umMe aytopa Ha HadmH ogpefeH og cTpaHe ayTopa unu gaeaoua
NUUEHLE, Yak 1 y KomepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of CBUX NINLEHLM.

2. AytopcTBO — HekomepumjanHo. [o3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpUbyuunjy u jaBHO
caonwTasawe Aena, v npepaje, ako ce HaBefe VMe ayTopa Ha Ha4uH ogpeheH o cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He Oo3BoSbaBa KomepuujanHy ynotpeby
aena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBawE,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwtaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa unu ynotpebe
Aenay CBOM [erny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa unu
Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOMbaBa komepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy
Ha CBe ocTarne nuueHue, OBOM NIMLEHLOM Ce orpaHndaBa Hajpehu obum npaea kopuwhera
aena.

4. AyTOpCTBO - HeKoMepuujanHo — OenuTu nog uUcTum  ycnosuma. [losBorbaBaTe
yMHOXaBake, AMCTpUbyLmjy 1 jaBHO caonwiTaBamwe Agena, v npepage, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha Ha4yuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unv gasaoua fvueHue u ako ce npepaga
anctpubympa nog WUCTOM MMM CrMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOSbaBa
koMepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUMOYyUMjy W jaBHO
caonwrTasawe gerna, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe gena y cBom geny, ako
ce HaBefe ume aytopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa unmn gasaoua nvueHue. Osa
nvueHua 4o3BOSbaBa KoMepLuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AennTx NoA UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTpubyLmjy
W jaBHO caonwiTaBawe ferna, v npepage, ako ce HaBefe ume aytopa Ha Ha4uH oapeheH o
CTpaHe ayTopa wunu fgasaoua fvueHLe U ako ce npepaga avctpubympa nopg UCTOM Wnu
cnnyHoM nuueHuoM. OBa nuueHua Jo3BorbaBa KoMmepuujandy ynotpeby gena n npepaja.
CnunyHa je copTBEPCKMM NKMLEHLamMa, OOQHOCHO NULEeHLama OTBOpPeHor koaa.



