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Anotace:

Pro nitrokostni implantéaty jsou narokovany povrchové
upravy substratu na bazi titanu, které jsou pouzivany jako
bioaktivni implantatni materidly se zvySenymi
osseokondukénimi vlastnostmi. Nitrokostni implantat je
pfipravitelny tak, Ze neporésni bioinertni substraty na
bazi titanu jsou podrobeny mechanickym a chemickym
povrchovym tpravam ve dvou krocich, nejprve pro
ziskani alkalické vychozi vrstvy na titanovém substratu,
kde na 1 mm? substrdtu je vytvotena porézni
nanostrukturovana, vychozi vrstva s mérnym povrchem
nejméné 80 mm? a vthlem sméa&eni mensim ne 90°. Ve
druhém kroku je tato vychozi vrstva exponovéna

v roztocich obsahujicich vapenaté a fosfore¢nanové
ionty, coz umoziiuje do kone¢né vrstvy substratu
inkorporovat vapenaté a fosforednanové ionty pfipadné
jejich krystalicky a/nebo amorfni depozit. Tloustka
kone¢né vrstvy neptesahuje tloustku vychozi vrstvy.
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Nitrokostni implantat s bioaktivni povrchovou upravou a postup jeho

pFipravy

Oblast techniky

Vynalez se tyka nitrokostniho implantatu s bioaktivni povrchovou Upravou

substratu na bazi titanu. Povrchova Uprava pfredstavuje povrchovou  bioaktivni
vrstvu s osseokondukénimi viastnostmi.

Vynalez se tyka téz postupu pfipravy nitrokostniho implantatu.

Dosavadni stav techniky

Pro nahradu kostni tkané je znama fada materiald, zejména ze skupiny kovovych
materialll, plastickych polymernich latek, keramickych materiald a jejich kompozitl.
Pouzitelnost jednotlivych materialli pro implantace do zivého organismu zalezi na
jejich vlastnostech, zejména na tkarnové biokompatibilité, enzymatické a hydrolyticke
stabilité, chemickych, fyzikalnich, mechanickych a dalSich vlastnostech.

Biokompatibilita kazdého implantatu je urlovana predevSim vzajemnou
interakci mezi tkani hostitele a implantatem. Organismus se shazi kazdé cizi téleso
izolovat od okolni tkané, vytvari kolem né&j demarkacni vazivovy obal a snaZi se jej
ztéla vyloucit. Tloustka stény pouzdra kolem implantatu indikuje snaSenlivost
implantatu s tkani. Tenka sténa pouzdra charakterizuje dobrou snasenlivost
materidlu, silna signalizuje vysoky stupenl odmitavé reakce. Samoziejmym
poZzadavkem na kompatibilni latky je, Ze nesmi puUsobit toxicky, vyvolavat tkafnové
nekrozy a zanétlivé reakce.

Vyvoj materidll pro kostni nahrady vede jednoznaéné od materiald
biotolerantnich (napf., ocel) pfes bioinertni (napf., korund, titan) k materialim
bioaktivnim (napf., kalcium-fosfatova keramika, bioaktivni titan), které doznavaji
Sirokého uplatnéni v kiinické praxi. Tvorba vice nebo méné silného vazivového
pouzdra, které se vytvaii mezi bioinertnim povrchem implantatu a tkani pfinasi
nemalé obtize pii fixaci implantatd v organizmu. Zejména pfi zatiZeni takto
vhojeného implantatu muize dochazet ke vzniku neZadoucich lokalnich napéti na
rozhrani kosti a implantatu, coz mlze vést az k jeho vylou€eni. Bioaktivni materialy
naproti tomu jsou schopny vytvaret s tkani pevnou vazbu bez intermedialni vazivoveé
vrstvy, coz pfispiva k rovnomérnému rozlozZeni napéti v kostnim lizku u zatizeného

implantatu. Vyznamnou charakteristikou bioaktivnich materiall je jejich schopnost
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vytvaiet na svém povrchu tenké vrstvy obohacené o vapnik a fosfor, které jsou
vysledkem interakce mezi implantatem a télni tekutinou. Tato vrstva, z pocCatku
amorfni, se s &asem méni na polykrystalickou vrstvu apatitovych aglomerati
chemicky a krystalograficky totoZnych s kostnim apatitem. Je pfedpokladano, ze
takto vznikla apatitova vrstva ma kliGovou Ulohu pfi vzniku vazby povrchu implantatu
s Zivou kostni tkani [1].

Pro hodnoceni bioaktivity implantaénich materialt se pouZivaji testy in vitro, kdy
se sleduje schopnost materidlu indukovat precipitaci hydroxyapatitu na jeho povrchu
pfi jeho expozici v roztoku modelujicim téini tekutinu (SBF, Simulated Body Fluid).
Test se provadi podle platné mezinarodni normy ISO 23317 [2].

Dal§i &asto pouzivana metoda in vivo pro stanoveni bioaktivity spociva ve
stanoveni podilu pfimého kontaktu nové vytvofené kostni tkané k celkovemu povrchu
implantatu (BIC% Bone Implant Contact) pfi jeho implantaci na zvifecim modelu
v zavislosti na dobé [3].

Bioaktivita mizZe byt také vyjadiena jako bioaktivni index 1,=100/tic=s0%) [d],
kde t je poget dni, kdy pfimy kontakt nové vytvofené kostni tkané dosahne padesati
procent celkového povrchu implantatu.

Bioaktivita kiemiditych skel, pripadné geld, v zavislosti na sloZzeni, muZe byt také
odhadnuta na zakladé zjednodusené strukturni pfedstavy polymerniho charakteru
téchto materialtl (O°+O"'= 20°) [4] a pro prvni pfiblizeni pomoci Stevelsovych
strukturalnich parametrdl Y a X [5], které vyjadfuji stfedni pocet mastkovych (0°) a
nemistkovych (O°) kysliki na jeden polyedr zesiténé struktury. Strukturni parametry
Y(0°) =2Z-2R a X(O’)= 2R-Z jsou uréeny z molamniho sloZeni skla, kde Z je stfedni
pocet véech kyslikdi na polyedr a R je pomér celkového poctu kyslikdl k celkovému
poétu sitotvoric¢t. Z kladné korelace mezi bioaktivitou (l,) a stfednim pocltem
nemdstkovych kyslikG (O°) pro sodnovapenatokiemicita skla byly urceny hodnoty
X(0) >1,5 a Y(0°<2,5, kdy skla zacinaji jevit bioaktivitu, ktera roste se snizujicim se
pomérem SiO,/(CaO+Na0) a rovnovaha 0°+0"" — 20’ je posunuta ve prospéch
nemustkovych kyslikd (O”).

Titan, vsouasné dobé& ¢asto pouZivany biomaterial s vynikajicimi
mechanickymi vlastnostmi, se véak na rozdil od bioaktivnich materialll jevi v interakci
s kostni tkani jako bioinertni material, ktery za béznych podminek nevytvafi pfimou
vazbu s kosti, jako je tomu u bioaktivnich materiall. Pfi nedokonalé kongruenci mezi

kostnim lGzkem a titanovym implantatem nebo pfi nizké primarni stabilité implantatu
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dochazi k vmezefeni vazivové tkané v dusledku nizkych osseokondukénich
implantatu.

Proto je povrch titanovych implantatll upravovan nanasenim bioaktivnich
povlaku, nejcastéji vysokoteplotnimi postupy jako je nanaseni hydroxyapatitu (HA,
Cao(PO4)s(OH),), plazmou. Nevyhody tohoto postupu spo€ivaji vtom, ze takto
vytvofena vrstva apatitu nevykazuje vZzdy dostate¢nou stabilitu mechanickou Ci
chemickou, je nehomogenni sloZzenim i morfologicky a v télnim prostiedi se Casto
resorbuje, zejména v kyselém prostiedi pfi zanétu tkané, pfipadné dochazi
k delaminaci povrchové vrstvy. VS8echny tyto nedostatky zamezuji zejména
dlouhodobému, pevnému ukotveni implantatu v kosti [6], [7],[8], [9].

Dale jsou znamy nizkoteplotni postupy nanaSeni bioaktivnich vapenato—
fosfore¢nanovych povlakii jako jsou napfiklad postupy chemické depozice a
biomimetické metody, metody sol-gel, nebo metody elektro-depozice. Tyto metody
nanaseni bioaktivnich vapenato-fosfore¢nanovych povlakl jsou v8ak charakteristicke
tim, Ze vytvaieji diskrétni kalcium-fosfatovou vrstvu na povrchu titanového substratu
(aditivni metoda), coz piinasi obdobné nevyhody, jaké pozorujeme u povrchovych
vrstev, vytvafenych plazmatickym nanasenim z hlediska jejich nestability, limitované
pfilnavosti k titanovému substratu, nejednotnosti povliaku a nékdy i naroCnosti a
nakladnosti surovin a zafizeni pro primyslovou vyrobu.

Biomimetické metody jsou relativné jednoduché procesy nevyZadujici Zzadné
specialni vybaveni & vysokoteplotni zpracovani. Pro pfipravu povlakl lze pouZit
roztok SBF (simulated body fiuid), ktery je souéasti normy ISO 23317:2012 [2] pro
hodnoceni bioaktivity materialti in vitro [10]. Pfipadné je mozné vyuzit roztoky, u
nichz je koncentrace SBF nebo nékterych jejich komponent upravena z dlivodu
urychleni depozice [11], [12]. | pfes zvy$ovani koncentrace iontl v roztoku SBF je
depozice povlaki asové naroéna. Je to dano také tim, ze roztok SBF obsahuje Mg2+
a HCOj3 ionty, které pusobi jako inhibitory krystalového ristu [12], [13]. Nedostatecna
rychlost tvorby vrstev v prostiedi SBF je jednou z vaZnych nevyhod metody.

V patentu US 6,344,061 [14] byly k vytvofeni vrstvy vapenato-fosforecnanove
faze pouzity kalcifikaéni roztoky, jako je Hankslv vyvazeny solny roztok HBSS
(Hanks’ balanced salt solution) nebo rychly kalcifikacni roztok FCS (fast calcification
solution), pfip. FCS s pfidavkem bovinniho sérového albuminu. V prostiedi roztoku

HBSS se na povrchu brousenych a lesténych titanovych slitin béhem 16-denni
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expozice vytvofila amorfni vrstva apatitového typu, jejiz morfologie se menila
v zavislosti na pouzitém materialu i aplikované povrchové Upravé. Pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie (SEM) byla tloustka vrstvy stanovena na 5 um, podle XPS
(rentgenové fotoelektronové spektroskopie) 90 nm. Analyza povrchu pomoci
elektronové spektroskopie pro chemickou analyzu (ESCA, pfip. XPS) odhalila
pozvolny pfechod definované vapenato-fosfore¢nanove vrstvy v intermediarni vrstvu
TiO; na povrchu titanové slitiny.

Li et al. [15] pouzili k prekalcifikaci titanu pfesycené kalcifikacni roztoky SCS1-3
(Supersaturated caicification solution). Prekalcifikace byla provadéna ve tfepacce pfi
teploté 37°C po dobu 24 hodin. V piipadé vzorkl prekalcifikovanych v roztoku SCS3
se na substratu b&hem expozice vytvofila uniformni 30-40 um silna vrstva
hydroxyapatitu. Vrstva vytvofena v SCS1 obsahovala vedle hydroxyapatitu v mensi
mife i brushit DCPD (dikalcium fosfat dihydrat) CaHPO,4.2H,0. V pfipadé roztoku
SCS2 byl povrch pokryt jednotlivymi globulemi hydroxyapatitu.

Rohanova et al. [16] exponovala v SCS2 titan, na kterém byla vytvofena gelova
vrstva TiO, leptanim v HCI a nasledn& v NaOH. V prvnich hodinach se Ca** a PO~
ionty inkorporovaly do gelové vrstvy, po Sesti hodinach na povrchu byla patrna
amorfni vrstva. Jeden den po expozici byl na povrchu nalezen oktakalcium fosfat
(OCP, Cag(HPO4)2(P04)4.5H,0) ve formé jehlicovitych krystalki orientovanych do
rizic a nékolik velkych krystalt DCPD. Prekalcifikace vedla ke znaénému zkraceni
doby precipitace hydroxyapatitu v SBF, pfi naslednych testech vsak byla zjisténa
lehka cytotoxicita pfipravenych vrstev.

Dal§im znamym zpUsobem pro nanaseni povlaki na titan je metoda sol-gel [17],
[18]. Sol je koloidni suspenze, vznikla smichanim alkoxidit kov( s alkoholem a vodou
v pfitomnosti kyselého ¢&i bazického katalyzatoru. Po odpafeni rozpoustédel a
kondenzaci hydrolyzovanych molekul vznika gel, ktery je nasledné susen. Takto
ziskany povlak je zna&né porézni, Easto amorfni se slabou pfilnavosti. Musi byt proto
podroben nasledné teplotni Gpravé, &imz dochazi ke zhutnéni, krystalizaci a zlepSeni
adheze vrstvy, av$ak tato tepelna Uprava znatné zvySuje riziko vzniku trhlin.
Nékteré vstupni suroviny (alkoxidy kovi) jsou nakladné. Tato metoda je Casové
pomérné naroéna, a velmi citliva na podminky nanaseni, nebot i mala zmena mUzZe
zpUsobit odchyleni od o¢ekavaného vysledku.

Vapenato-fosforeénanové povlaky Ize také nanaset elektrolytickou depozici Ci

elektroforézou. V prvnim pfipadé se jednd o proces, ktery pfedstavuje nanaseni
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vapenato-fosforeénanovych povlakl z roztoku ele'l;trolytu s obsahem Ca®* a (PO4)*
iontl [19], [20], [21], v druhém pfipadé je povlak nanasen ze suspenze (nejCastéji
HA). Zasadnim rozdilem, vyplyvajicim ze zpUsobu pfipravy, je tloustka vytvorenych
povlakdl. V pfipadé elektroforézy se mize jednat aZ o stovky mikrometrdi [22], a takto
silné vrstvy vyZaduji nasledné slinovani pfi vysokych teplotach, které zvySuje riziko
vzniku trhlin.

Je popsana Uprava povrchu titanovych implantatl [24], ktera se provadi tak,
7e opiskovany nebo strojné& opracovany povrch se mofi 20 az 150 minut pfi teploté
30 az 60 °C v inertni atmosféfe kyselinou chlorovodikovou, s vyhodou 35 az 37 %
hmotn., nebo sirovou, s vyhodou 3 az 4 mol.I". Tento povrch se nasledné lepta 1 az
24 hodin pfi teploté 40 az 70 °C ve vodném roztoku hydroxidu alkalického kovu,
s vyhodou 1 az 10 mol.I"" hydroxidem sodnym. Takto chemicky opracovany povrch
se poté louzi pod ultrazvukem v deionizované vodé pfi teploté 18 az 40 °C po dobu
2 az 40 minut. Vyhodou tohoto fedeni je dosazeni texturovaného a hydratovaného
submikroporézniho povrchu titanovych implantati. Nevyhodou feSeni muze byt, ze
inkorporace iont(i Ca a P do narokované povrchoveé struktury titanovych implantatd
probihd aZ v télnim prostiedi, vnémz Ize pfedpokladat, ze dochazi k adsorbci
proteind, ktera miize zpomalit aZ utlumit transport a inkorporaci Ca a P iontu do teto
povrchové struktury, ¢imz mize byt zpomalen proces tvorby pfimého spojeni

implantatu s kosti.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody se odstrani nebo podstatné omezi nitrokostnim
implantatem podle tohoto vynalezu, jehoZ podstata spociva v tom, Ze nitrokostni
implantat  je pfipravitelny po mechanickém opracovani povrchu neporézniho
bioinertniho substratu na bazi titanu mofenim v nejméné jedné anorganické kyseliné
vinertni atmosféfe a naslednym leptanim ve vodném roztoku nejméné jednoho
hydroxidu alkalického kovu pro ziskani hydrofilni, porézni, nanostrukturovane,
vychozi vrstvy, ktera je podrobena kalcifikaci pro ziskani hydrofilni,
porézni,  nanostrukturované, bioaktivni konecné  vrstvy s inkorporovanymi
vapenatymi a fosfore¢nanovymi ionty, pfipadné s jejich krystalickym a/nebo
amorfnim  vapenato—fosfore¢nanovym depozitem. Tloustka kone¢né vrstvy

nepiesahuje tloustku vychozi vrstvy. Vychozi i konecna vrstva vykazuji velikost
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mémého povrchu minimalné 80 mm’mm® a Ghel smageni mensi nez 90°
s vyhodou 45°.

Hlavni vyhodou tohoto vynalezu je ziskani bioaktivniho materialu
s mechanicky a chemicky upravenym bioaktivnim povrchem substratu na bazi titanu
s vysokou velikosti mérného povrchu a pfiznivym uhlem smaceni konecne vrstvy.
Nitrokostni implantat je chirurgicky implantovatelny do Zivé kostni tkané. Vysoky
mérny povrch koneéné vrstvy zvySuje plochu kontaktu mezi nitrokostnim
implantatem a okolni tkani, coz napomaha zajisténi primarni stability po implantaci a
zvy$uje plochu pro interakci s télnimi tekutinami a burikami. Vysoka smacivost
koneé&né vrstvy umoziiuje dobry kontakt s télnimi tekutinami. Mérny povrch konecné
vrstvy mize dosahovat i vy&si hodnoty nez narokované, napf. i 200 mm? na 1 mm?,
pfipadné se tato hodnota bé&zné pohybuje kolem 500 az 800 mm?mm? i vyse. Cim
vy$8i je tato hodnota mérného povrchu kone¢né vrstvy, tim Ize oCekavat jeji vySSi
mikroporozitu a tim i pfiznivéj§i prorustani tkané pfi jeji aplikaci. Nitrokostni implantat
s povrchovou Upravou vykazuje velmi pfiznivé bioaktivni a osseokondukEni
vlastnosti, coz urychluje vhojeni implantatu a zaji$tuje vznik stabilniho a funkéniho
rozhrani mezi povrchem implantatu a kostnim lizkem. Ziskani konecné  vrstvy
podle tohoto vynalezu je éasové i finanéné nenaroéné a lze ho aplikovat i na slozité
tvary implantabilnich prostredkd, zejména v téch indikacich, kde dochazi
k vysokému mechanickému zatizeni nebo aplikovany klinicky postup vyZaduje
urychlené vhojeni implantatu a jeho ¢asnou fixaci v kostnim lozi.

Vychozi/ koneénou vrstvu v tomto vynalezu je myslena, nikoliv pevna vrstva
sjasnym a danym rozhranim mezi povrchovou vychozi/koneCnou vrstvou a
substratem. Vychozi/ koneénou vrstva v tomto vynalezu je vrstva, ktera nema ostre
rozhrani na povrchu se substratem, ale ma pozvolny pfechod mezi neporéznim a
nehydrofilnim substratem na bazi titanu, a mezi prevazné hydrofilni, mikroporézni
vychozi /kone¢nou vrstvu  nanostrukturovaného charakteru. Vychozi/ konec¢na
vrstva pozvolna pfechazi do substratu a je v podstaté soucasti jeho povrchu, coz
vyplyva i z povahy chemického zpracovani substratu. Vychozi/koneéna vrstva jsou
porézni, piicéemZ jejich porozita klesd smérem do hloubky az  pfechazi
k neporéznimu  kovovému substratu na bazi titanu. Tloustka vychozi/kone¢né
vrstvy je Fadové pfiblizné v nanometrech Ci jednotkach mikrond.

Mechanickym opracovanim se ziska makrostrukturovany povrch substratu na
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nerovnosti, ktery je vhodny pro dalSi chemické upravy ve dvou zakladnich
technologickych  krocich.  Prvnim  krokem chemické upravy je ziskani
nanostrukturované vychozi vrstvy ve formé titani¢itanového gelu na substratu na
bazi titanu. Druhym krokem chemické Upravy je ziskani porézniho hydrofilniho a
nanostrukturovaného kone&ného povrchu se zvy$enymi bioaktivnimi vlastnostmi.
Prvnim krokem chemické Gpravy je nejprve mofeni makrostrukturovaného povrchu
substratu na bazi titanu v nejméné jedné anorganické kyseliné a nasledné leptani
v hydroxidu alkalického kovu, ¢imz dochazi ke vzniku vychozi vrstvy titaniCitanoveho
gelu, obsahujici ionty alkalického kovu dle druhu uzitého louhu alkalického kovu.
Jednim z principQi tohoto vynalezu je, aby vétsina iontd alkalického kovu, jako jsou
v tomto pfipadé s vyhodou sodné ionty, byla nahrazena ionty vapenatymi. Ve
druhém kroku chemické Upravy je ziskany vychozi povrch podroben kalcifikaci, pfi
niz je ziskana konecCna vrstva obsahujici vapenaté a fosfore¢nanove ionty,
ptipadné s jejich krystalickym a/nebo amorfnim  vapenato—fosfore¢nanovym
depozitem. Ziskany kone¢ny povrch je bioaktivni, coz je prokazovano nejcasteji
tvorbou uhliéitanového apatitu, k jehoz tvorb& dochazi vlivem hydratovanych geld
TiO, na povrchové kone&né vrstvé pii testech v prostfedi simulované téini tekutiny.
Ti-OH skupiny hydratovanych titanicitych geld u bioaktivniho titanu, jsou povazovany
za nukleadni centra pro precipitaci uhli¢itanového apatitu. Je pfedpokladano, ze
zvy$eni bioaktivity je dosahovano inkorporaci vapenatych iontd do struktury
zesiténych geld TiO;  sniZenim stupné polymerace a ristem koncentrace
nemistkovych kyslikd O, které generuji nukleaCni centra pro precipitaci
uhli¢itanového apatitu. Vapenaté a fosfore¢nanove jonty jsou v nanostrukturované,
porézni povrchové konelné vrstve chemicky vazany. A jelikoZz nevytvafi diskrétni
vapenato-fosfore¢nanovou vrstvu, nedochazi k fragmentaci &i lokalni degradaci, jako
je tomu u jinych metod depozice vapenato-fosfore¢nanovych povlakl.

Podstata postupu pro pfipravu nitrokostniho implantatu s bioaktivni povrchovou
Upravou substratu na bazi titanu podle tohoto vynalezu spotiva v tom, Ze povrch
substratu pfipraveny obrabé&nim, brousenim nebo strojnim obrabénim se mechanicky
opracuje piskovanim do neporézni makrostrukturované vrstvy. Tato makrosturovana
vrstva se mofi v nejméné jedné kyseliné v inertni atmosféfe, nasledné se lepta ve
vodném roztoku nejméné jednoho hydroxidu alkalického kovu, do ziskani

povrchoveé, hydrofilni, porézni, nanostrukturované, vychozi vrstvy titani¢itanoveého
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hydrogelu. Do vychozi vrstvy titani¢itanového hydrogelu se kalcifikaci inkorporuji
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vapenaté a  fosforeCnanové ionty, do  ziskani hydrofilni,
porézni,  nanostrukturované, bioaktivni kone¢né vrstvy s inkorporovanymi
vapenatymi a fosfore€nanovymi ionty, pfipadné s jejich krystalickym a/nebo
amorfnim vapenato—fosfore€nanovym depozitem. Nasledné se tato kone¢na vrstva
nejméné jednou omyije od piebytkl chemikalii a poté se vysusi.

Substrat na bazi titanu se pfipravi z technicky Cistého titanu nebo z jeho
slitiny, ktera obsahuje alespon jeden prvek ze skupiny, zahrnujici hlinik, vanad,
zirkonium, niob, hafnium, cin, Zelezo a tantal.

Je vyhodné, kdyz povrch substratu na bazi titanu se mechanicky opracuje
piskovanim korundovym praskem o zrnitosti 50 az 250 ym pfi tlaku 500 az 750 kPa,
¢imz se ziska neporézni makrostrukturovana vrstva, vhodna pro dalsi chemické
upravy.

Dale je vyhodné, kdyZz se makrosturovana vrstva mofi v inertni atmosfére v
kyseliné chlorovodikové 35 az 37 % hmotn. nebo v kyseliné sirové o koncentraci 3
az 4 moll, a nasledné se leptd ve vodném roztoku hydroxidu sodného o
koncentraci 1 az 10 mol.I" hydroxidu sodného. Tim se ziska povrchova, hydrofilni,
nanostrukturovana vychozi vrstva titani¢itanového gelu.

Do vychozi vrstvy titaniitanového hydrogelu se  postupnou kalcifikaci
inkorporuji  vapenaté a fosfore¢nanové ionty, roztokem chloridu vapenatého o
koncentraci 20 az 800 mmoll" a poté zfedénou kyselinou fosfore¢nou o
koncentraci 0,23 az 100 mmol.I" nebo vodnym roztokem dihydrogenfosfore¢nanu
sodného o koncentraci 1 az 100 mmol.I".

Do vychozi vrstvy titani¢itanového hydrogelu se mohou kalcifikaci inkorporovat
vapenaté a fosforeGnanové ionty piesycenym kalcifikacnim roztokem o iontovém
slozeni: 3 az 5 mmol.I" Na*; 4 az 6 mmol.I'* Ca?*; 9 az 11 mmol.I"' CI';

1,5 az 3,5 mmol.I"" H,PO,; a 0,5 a2 2,5 mmol.I" HCO3 .

Kone&na vrstva mGze obsahovat jeden nebo vice kationtl ze skupiny
zahrnujici H*, Na*, K*, Mg** a jeden nebo vice aniontll ze skupiny zahrnujici OH’,
Cl,( CO3)%, (S04)%, NO3, které doprovazi pouzité chemické suroviny, a které Ize
v podstaté povaZzovat za technické ekvivalenty narokovanych chemikalii.

Pokud se kalcifikace se provadi v ultrazvukové 1azni, probihd intenzivnéji.

Od piebyteénych chemikalii se kone¢na vrstva se oplachuje v ultrazvukové

lazni, v deionizované vodé& nebo v etanolu, nebo v deionizované vodé a poté

8



10

15

20

25

30

9 .'. ** * .‘.. .: :oo

.
sese & .0 ceoes eee 00 ¢

v etanolu, nebo v etanolu a poté v deionizované vodé. Obvykle pfi teploté okoli az
65 °C po dobu 2 az 80 minut.

Koneéna vrstva se po omyti susi volné nebo pfi teploté okoli az 125 °C.

Piehled obrazku na vykresech

Lep$i porozuméni riznym aspektim tohoto vynalezu se ziska v nasledném
podrobném popisu nékterych neomezujicich konkrétnich pfikladi provedeni,

s odkazem na pfipojené obrazky 1 az 4.2.

Provedeni vynalezu, popsaném v Pfikladu 1, je blize patrné z obr. 1az 1.2,

z nichz ukazuje

obr. 1: vyvoj koncentrace vapniku a fosforu po jednotlivych technologickych
operacich;

obr. 1.1: SEM (rastrovaci elektronovou mikroskopii) povrchu vzorku exponovaneho
v roztoku CaCl; a nasledné H;PO,; a

obr. 1.2: precipitaty hydroxyapatitu, vzniklé po 7- denni expozici v SBF (simulované
télni tekutiné - simulated body fluid) na povrchu vzorku, exponovaného

v roztoku CaCl; a nasledné H;POq.

Provedeni vynalezu dle Pfikladu 2 je osvétleno blize na obr. 2.1 az 2.9, kde
znazoriuje
obr. 2.1: SEM povrch vzorku s vychozi vrstvou;
obr. 2.2: SEM koneéné vrstvy vzorku exponovaného v pfesyceném kalcifikacnim
roztoku,
obr. 2.3: EDX analyzu (energiové disperzni spektroskopie) exponované kone¢né
vrstvy vzorku v pfesyceném kalcifikaénim roztoku;
obr. 2.4: GD-OES hloubkovy profil prvk(i (opticka emisni spektroskopie
s doutnavym vybojem) vzorku s vychozim povrchem ;
obr. 2.5: GD-OES hloubkovy profil prvki koneéné vrstvy vzorku, exponovane
v pifesyceném kalcifikaénim roztoku;
obr. 2.6 ESCA (elektronova spektroskopie pro chemickou analyzu) spektra
s vychozi vrstvou na obrazku dole a
s kone¢nou vrstvou vzorku exponovaného v pfesyceném kalcifikacnim

roztoku na obrazku nahofe;
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obr. 2.7: SEM kone¢né vrstvy vzorku exponovaného v presyceném roztoku
po 7 dnech v SBF;

obr. 2.8: vyvoj koncentrace Ca®" iontd v roztoku SBF b&hem testu bioaktivity

. . .
ee oo eees 0o

vzorku s vychozi vrstvou a vzorku kone¢nou vrstvou,
exponovaného v presyceném kalcifikacnim roztoku; a

obr. 2.9: vyvoj koncentrace PO, ionttl v roztoku SBF béhem testu bioaktivity
vzorku s vychozi vrstvou a vzorku s kone¢nou vrstvou

exponovaného v pfesyceném kalcifikaCnim roztoku.

Provedeni vynalezu dle Prikladu 3 je patrné z
obr. 3: schematicky znazorfiujicim pfiény svisly fez zkuSebnich implantatt ve

tvaru valec¢kl implantovanych do tibii zkusebnich psl plemene bigl;

Provedeni vynalezu dle Prikladu 4 odkazuje na.obr. 4.1 az 4.2, z nichz
ukazuje
obr. 4.1 SEM konecné vrstvy vzorku z titanové slitiny exponovaného v roztoku CaCl,
a nasledné H;POy, ; a
obr. 4.2: EDX analyzu (energiové disperzni spektroskopie) konec¢né vrstvy vzorku

z titanové slitiny exponovaného v roztoku CaCl, a nasledné H3;PO..

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
(Obr. 1az1.2)

Pro vyrobu zubniho nitrokostniho implantatu byly vyrobeny z technicky Cistého
titanu (Grade 4) vzorky substratu ve tvaru diskdl o priméru 8 mm a tloustce 0,5 mm.
Tyto disky byly mechanicky upraveny zdrsnénim povrchu piskovanim praskem
korundu o stiedni velikosti zrn 200 az 250 ym pfi tlaku 600 az 700 kPa, ¢imz se
ziska makrostrukturovany neporézni povrch substratu o tloustce fadove
v mikrometrech & nanometrech, a se stfednimi rozte¢emi nerovnosti fadové
v nanometrech & mikrometrech, v desitkach um. Nasledna chemicka uprava povrchu
diski byla provedena mofenim v 37%-}{ kyseliné chlorovodikove, v inertni
atmosfére argonu pfi teploté 40:fC po dobu 130 minut. Povrch diskl byl potom

ogistén od zbytkd kyseliny mytim v ultrazvukové lazni v deionizované vodé, nasledne
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omyt v ethanolu a poté susen pfi teploté 105°C. Povrch vzorkd byl dale leptan ve
vodném 5 mol.I" roztoku hydroxidu sodného pfi teploté 60°C po dobu ¢tyf hodin.
Touto mechanickou a naslednou chemickou Gpravou povrchu u véech vzorku bylo
dosazeno nanostrukturované, porézni, hydrofilni vychozi vrstvy vzorku s meérnym
povrchem 504 mm?/mm?a Ghlem smadgeni 27,2°.

Vzorky s vychozi vrstvou gelovité struktury byly po vyjmuti z NaOH ihned
ponofeny do roztoku 0,45 mol.I"" chloridu vapenatého pfi teploté 60°C po dobu
4 hodin, a nasledné myty dvakrat v deionizované vodé po dobu 4 minut v
ultrazvukoveé lazni. Takto ziskané vzorky byly dale exponovany ve zfedéné kyseliné
fosforeéné 0,06 mol.I"" pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty. Poté byly myty v
ultrazvuku dvakrat v deionizované vodé po dobu 4 minut a poté 2 minuty v ethanolu
a nasledné suseny pfi teploté 105°C. Upravou podle vynalezu byla ziskana kone¢na
vrstva na substratu z &istého titanu, u niz byl naméfen merny povrch 420 mm?/mm?
a Uhel smaceni 31°.

Vychozi/ kone¢nou vrstvou se rozumi vrstva bez ostrého rozhrani na
povrchu se substratem, ktera pozvolna pfechazi do substratu a je v podstaté
soudasti jeho povrchu. Vychozi i konecna vrstva jsou porézni, jejich porozita klesa
smérem do hloubky aZ pfechazi k neporéznimu kovovému substratu na bazi
titanu. Tloustka vychozi/konetné vrstvy je fadové piiblizné v nanometrech Ci
mikrometrech.

U vychozi vrstvy i konecné vrstvy substratu byl méfen jejich mérny povrch a
uhel smaceni.

Mérny povrch, vyjadieny vmm? a vztazeny na 1mm? plochy, byl méfen
metodou BET (Braun-Emmett-Teller) na pfistroji ASAP 2020 (Micromeritics). Metoda
méfeni BET je zalozena na fyzikaini adsorpci molekul plynu (Kr).

Uhel smaceni (neboli kontaktni uhel) je uhel, ktery svira te€na k povrchu
kapky (destilované vody), vedena v bodé styku kapky srozhranim a vyjadiuje
smadivost materialu. V ptipadé, Ze je uhel smaceni <90°, Ize povrch oznatit za
hydrofilni (smacivy).

Koneé&na vrstva pro nitrokostni implantat dle vynalezu byla analyzovana pomoci
rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM, Vega Il LSU, Tescan) s analyzatorem
energiové disperzni spektroskopie (EDX, Bruker). Kvantitativni vyhodnoceni EDX
analyzy provedené v jednotlivych technologickych krocich pfipravy konecné vrstvy

vzorkll podle tohoto vynalezu dokumentuje inkorporaci Ca a P v povrchove
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nanostrukturované vrstvé a jejich hydrolytickou stabilitu béhem myti, jak je

znazornéno na obr. 1. Na obr. 1.1 je znazornéna SEM koneéné vrstvy vzorku dle
vynalezu. Morfologie této konecné vrstvy a pfitomnost vapniku a fosforu,
zaznamenana pomoci EDX analyzatoru indikuje, e Ca®** a (PO,4)* ionty, ptipadné
s jejich krystalickym a/nebo amorfnim depozitem, jsou inkorporovany do vychozi
nanostrukturované vrstvy, priemz kone¢na vrstva nepfesahuje tloustku
nanostrukturované vychozi vrstvy. To znamena, ze konecna vrstva predstavuje
nanostrukturovanou vychozi vrstvu titani¢itanového hydrogelu, v podstaté bez iontd,
nebo s minimem iontd alkalického kovu (Na®) a obohacenou o vapenaté a
fosfore€nanové ionty, pfipadné sjejich depozitem. Bioaktivita konecCné vrstvy
vzorku dle vynalezu byla testovana v roztoku SBF dle ISO 23317. Na obr. 1.2 je
pomoci SEM znazornéna konecéna vrstva dle vynalezu po 7 dnech expozice roztoku
SBF. Béhem této doby se na povrchu vytvofila celistva vrstva biologického
hydroxyapatitu, indikujici zadouci bioaktivitu konecné vrstvy.

Pfitom pro srovnani, apatit na vzorku s vychozi vrstvou nebyl po 7 denni

expozici v roztoku SBF prokazan.

Priklad 2
(Obr.2.1a22.9)

Pro ziskani nitrokostniho implantatu, vhodného jakozto zubni implantat nebo
spinalni implantat, byly vyrobeny z technicky ¢istého titanu (ISO 5832-2) vzdrky ve
tvaru diskl o prdméru 16 mm a vySce 1 mm. Vzorky byly mechanicky upraveny
piskovanim pragkem korundu o stiedni velikosti zrn 180 az 250 pym pfi tlaku 600 az
650 kPa. Nasledné byl povrch vzork(l chemicky upraven mofenim v 35%ni kyseliné
chlorovodikové, v inertni atmosféfe argonu pfi teploté 45 °C po dobu 100 minut.
Povrch diskl byl potom ocistén od zbytkd kyseliny mytim v ultrazvukoveé lazni
v deionizované vodé a poté v ethanolu. Nasledné byly vzorky suseny pfi teplote
105°C po dobu 15 minut. Povrch vzork( byl dale leptan ve vodném 4 mol.I" roztoku
hydroxidu sodného pii teploté 60°C po dobu &tyf hodin, a potom ocistén od zbytkl
NaOH mytim v deionizované vodé a etanolu v ultrazvukové lazni. Mechanickou a
naslednou chemickou Upravou povrchu u v8ech vzorki bylo dosazeno
nanostrukturované, porézni, hydrofilni vychozi vrstvy na substratu z Cistého titanu s

mérnym povrchem 412 mm?mm? a thlem smaéeni 25°.
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Titanové disky s gelovitou vychozi vrstvou titaniCitanového hydrogelu byly dale
exponovany v roztoku, prfesyceném vici vapenatym a fosfore¢nanovym iontim, o
iontovém slozeni: 4 mmol.I" Na*; 5 mmol.I" Ca**; 10 mmol.I" CI; 2,5 mmol.l”
H,PO4 a 1,5 mmol.I'" HCOs™ [15] po dobu jedné hodiny v ultrazvukové lazni. Po
ukonc&eni expozice v tomto roztoku byly vzorky vyjmuty a omyty absolutnim etanolem
v ultrazvukové lazni po dobu osmi minut a suSeny pfi 60°C. Touto upravou dle
vynalezu byla ziskana na titanovém substratu kone¢na vrstva pro nitrokostni
implantat , u niz byl naméfen mérny povrch 297 mm?mm? a Ghel smaéeni 40°.

Tato konecna vrstva vzorku miZe obsahovat v minimalnim mnoZstvi jakozto
doprovodné prvky pouzitych chemikalii kationty, jako jsou napt. H*, Na*, K*a Mg** a
anionty, jako jsou napf. OH", CI, (CO3)%, (SO4)*, NOs-. Tyto doprovodné kationty i
anionty v podstaté vétSinou spliuji stejnou nebo obdobnou chemickou funkci a
chemickou vazbu v konecéné vrstvé jako pouZzité chemikalie

Vzorky s kone¢nou vrstvou dle vynalezu byly charakterizovany metodami
povrchové analyzy, SEM (Vega Il LSU, Tescan) s EDX analyzatorem (Bruker),
optickou emisni spektroskopii s doutnavym vybojem (GD-OES, GD-Profiler 2,
HORIBA Jobin Yvon) a elektronovou spektroskopii pro chemickou analyzu (ESCA,
ESCA Probe P, Omicron NanoTechnology). Bioaktivita byla testovana v roztoku SBF
dle 1SO 23317 po dobu 7 dnl pfi teploté 37°C. Po testu bioaktivity byla konecna
vrstva vzork( pozorovana pomoci SEM. Za Uéelem sledovani vyvoje koncentraci
vapenatych a fosforeénanovych iontd byly v pribéhu testu provadény odbéry roztoku
SBF. Koncentrace vapniku byla stanovovana metodou atomové absorpcni
spektrometrie (AAS, SpectrAA 330, Varian). Koncentrace fosfore¢nand byla mérena
UV spektrofotometrii (UV-1201, SHIMADZU). Jako reference byly vzdy pouzity disky
s vychozi vrstvou. Na této kone¢né vrstvé dle vynalezu byl rovnéz proveden test
cytotoxicity formou extraktu. Testovani bylo provedeno dle platné normy CSN EN
ISO 10993 (2009) a CSN EN ISO 7405 (2009).

Na obr. 2.1 je zobrazena SEM analyza vychozi vrstvy. Na obr. 2.2 je
znazornéna SEM analyza koneéné vrstvy vzorku dle vynalezu. Ze srovnani je patrne,
e expozici v pfesyceném kalcifikaénim roztoku nedoslo k morfologickym zménam ¢i
k vytvofeni silné vrstvy vapenato-fosforetnanové faze na poréznim povrchu.
Pfestoze precipitaty vapenato-fosforatnanové faze nebyly pozorovany, pritomnost
vapniku a fosforu byla zaznamenana pomoci EDX analyzatoru, jak je znazornéno na
obr. 2.3.

13
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vynalezu, jak je znazornéno na obr. 2.5, a vychozi vrstvy vzorku dle obr. 2.4, je
zfejmé, Ze pfi expozici v pfesyceném kalcifikaénim roztoku do$lo k vyméné Na®
iontll, vazanych ve vychozi vrstvé ve formé titanigitanu, za Ca®* ionty z kalcifikaéniho
roztoku.

Obr. 2.5 ukazuje metodou GD-OES méieny hloubkovy profil prvkd koneéné
vrstvy vzorku, exponovaného v presyceném kalcifikaénim roztoku. Vysoka intenzita
signalu vapniku a fosforu v po¢atku odprasovani a jejich plynuly pokles naznacuji, ze
Ca?" a (PO,)* ionty byly inkorporovany do nanostruktury titani¢itanového hydrogelu
vychozi vrstvy. Doklada to i profil titanu s podobnym pribéhem jako v pfipadé
vychozi vrstvy, jak je znazornéno na obr. 2.4.

Inkorporace iontll do porésni struktury byla podpofena pouZitim ultrazvukové
lazné pro Upravu koneéné vrstvy dle vynalezu. Jako oplachové médium byl zvolen
etanol, ktery nevymyva Ca?* a (PO,)> ionty zpovrchu, a zabrafuje vzniku
krystalickych vapenato-fosfore¢nanovych precipitatd a stabilizuje amorfni vapenato-
fosforeénanovou fazi [23]. Povrch byl charakterizovan metodou ESCA, znazornenym
na obr. 2.6. Méfena byla spektra z povrchu koneéné vrstvy z hloubky 2 az 5 nm a po
péti minutach odpraseni do hloubky 10 nm, zhloubky 12 aZz 15 nm. Na obou
vzorcich byl detekovan titan v oxidaénim stavu IV+ jiz na povrchu. Vazebna energie
vapniku na vzorku dle vynalezu odpovidala vapniku v oxida¢nim stavu H+ vazanému
na kyslik. RovnéZ byla potvrzena pfitomnost fosfore¢nanovych aniontd. Na rozdil od
vychozi vrstvy nebyl na konec¢né vrstvé vzorku dle vynalezu detekovan sodik.
B&hem upravy dle vynalezu totiz doslo k vyméné sodnych iontl za vapenaté, coz
doklada i analyza povrchl metodou GD-OES, jak je znazornéno na obr. 2.4.

Kvantitativni analyza jednotlivych prvkt v atomovych % metodou ESCA,
provedena na povrchu a po odpraseni povrchu, cca do hloubky 10 nm, z hloubky 12
az 15 nm pro vychozi povrch a pro koneény povrch nanostruktury vzorku, je

pfehledné znazornéna v nasledujici Tabulce 1.
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Tabulka 1 - Kvantitativni analyza prvki metodou ESCA provedena na povrchu
a z hloubky 12 - 15 nm

At. %

Vzorek C 0] Ti Na Ca P

Vychozi vrstva z hloubky 2 — 5 nm 32,2 |48,1 182 |07 0,8 -
Vychozi vrstva z hloubky 12-15nm | 146 59,0 [ 252 |06 0,9 -
Konec&na vrstva z hloubky 2 - 5 nm 245 1499 (4,0 - 126 |90
Konec¢na vrstva z hloubky12 - 15 nm | 5,0 58,9 [ 128 |- 156 |77

Z kvantitativniho vyhodnoceni dat z ESCA je patrné, Zze po odpraseni vrstvy asi
10 nm povrchu, z hloubky 12 az 15 nm, se zvySil obsah titanu a mirné narostlo
zastoupeni vapniku, zatimco mnozstvi fosforu kieslo. B&€hem upravy dle vynalezu
nejdfive doslo k uvolnéni sodnych iontli z nanostrukturované alkalické vychozi
vrstvy do kaicifikacniho roztoku a vytvoreni velkého mnozZstvi negativné nabitych
Ti-OH skupin. Nasledné byly z kalcifikacniho roztoku navazany kladné vapenatée
ionty a po prevladnuti pozitivniho naboje na povrchové vrstvé doSlo k navazani
zapornych fosfore¢nanovych iontll. Vysledkem téchto elektrostatickych interakci byl
vznik chemické vazby iontové povahy v této povrchové koneéné vrstvé.

Bioaktivita kone¢né vrstvy vzorku dle vynalezu byla testovana v roztoku SBF dle
ISO 23317. Na obr. 2.7 je znazornéna SEM konecné vrstvy vzorku dle vynalezu po
7 dnech v SBF, a bé&hem této doby se na povrchu vytvorila celistva vrstva
hydroxyapatitu. Na obr. 2.8 je zobrazen vyvoj koncentraci Ca®" a (PO.)* iontd
v roztoku simulované télni tekutiny SBF. V roztoku SBF, ve kterém byl exponovan
vzorek s koneénou vrstvou dle vynalezu, do$lo k poklesu koncentrace iontd
spojenému s precipitaci hydroxyapatitu. V pfipadé vzorku s vychozi vrstvou
koncentrace stanovovanych iontll v roztoku SBF oscilovala okolo vychozich hodnot.

Provedeny test cytotoxicity potvrdil, Ze kone¢na vrstva vzorku dle vynalezu
nevykazuje cytotoxické chovani v celém rozsahu testovanych koncentraci.

Uvedeny pfiklad ilustruje inkorporaci Ca?* a (PO,)* iontl do amorfni struktury
titaniGitanového  hydrogelu  expozici v pfesyceném  kalcifikacnim  roztoku
v ultrazvukove lazni. Ca®* a (PO,)* ionty jsou v koneéné vrstvé vazany chemickou
vazbou s iontovym charakterem, coz bylo dokazano pomoci ESCA a GD-OES.

Morfologie titani¢itanového hydrogelu ziistala po upravé dle vynalezu zachovana, a
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Ca® a (PO.)” ionty jsou vazany uvnitf, a pfitom nevytvafeji navic diskrétni

vapenato-fosforeCnanovou vrstvu na titani¢itanové vrstvé hydrogelu.

Priklad 3
(Obr. 3)

Pro nitrokostni implantat podle tohoto vynalezu, vhodny zejména pro dentalni Ci
spinalni aplikace, byl vyroben substrat, a to z technicky Cistého titanu (ISO 5832-2).
Bylo vyrobeno 32 kusl zku$ebnich nitrokostnich implantatd ve tvaru valeckld o
priméru 3,1 mm a vy$ce 6 mm, se dvéma drazkami po jejich obvodu o hloubce 0,6
mm a $ifce 1 mm, jak je znazornéno na obr. 3. Zkusebni implantaty byly mechanicky
upraveny piskovanim praskem korundu o stfedni velikosti zrn 100 az 250 ym pfi
tlaku 600 az 700 kPa. Nasledna chemicka Uprava povrchu zku$ebnich implantatd
byla provedena mofenim v 37%-ni kyseliné chlorovodikové, v inertni atmosfére
argonu pfi teploté 40°C po dobu 90 minut. Povrch zku$ebnich implantatd byl potom
ocistén od zbytkl kyseliny mytim v ultrazvukové lazni napfed v deionizované vode,
poté v ethanolu a nasledné susen pii teploté 120°C.  ZkuSebni implantaty byly dale
leptany ve vodném 6 mol.I" roztoku hydroxidu sodného pfi teploté 65 °C po dobu
&ty hodin, potom v ultrazvuku o¢istény od zbytk NaOH mytim v deionizované vodé
a naslednym oplachem v etanolu. Mechanickou a naslednou chemickou Upravou
véech 32 zku$ebnich implantatl bylo dosaZeno nanostrukturovaneé, porésni,
hydrofilni vychozi vrstvy, kterd vykazovala mérny povrch 137,8 mm2mm? a Ghel
smaceni 28°.

16 kusli zkuSebnich implantatd se ziskanou vychozi vrstvou gelovité struktrury
bylo dale exponovano v piesyceném kalcifikatnim roztoku vapenatych a
fosforeénanovych iontd, a to o iontovém sloZeni: 4 mmol.I'' Na*: 5 mmol.I'" Ca?";

10 mmol.I"" CI; 2,5 mmol.I'"; HoPO,; a 1,5 mmol.I" HCO3™ [15] po dobu jedné hodiny
v ultrazvukové lazni. Po ukonéeni expozice vtomto kalcifikaénim roztoku byly
zkusebni implantaty vyjmuty, poté v ultrazvukové lazni omyty absolutnim etanolem
po dobu 10 minut a vysuseny v susarné pii 65 °C. Touto Upravou bylo dosazeno
koneéné vrstvy s mémym povrchem 114 mm?/mm? a Ghlem smaceni 30° .
Zbyvajicich 16 kus( zkuebnich implantati s vychozi vrstvou bylo pouZito
jako referenéni vzorky pii hodnoceni bioaktivity a osseokondukénich vlastnosti na

zvifecim modelu.
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16 kusl zku$ebnich implantatl s koneénou vrstvou dle vynalezu a 16 kus
referenénich zkusebnich implantatll s vychozi vrstvou bylo zaimplantovano do tibii
psu plemene bigl. Studie na zvifecim modelu byla povolena etickou komisi a
Ustfedni komisi na ochranu zvifat proti tyrani pfi Ministerstvu primyslu a obchodu
Ceské republiky. Obr. 3 schematicky znazorfiuje pficny svisly fez zkuSebnimi
nitrokostnimi implantaty ve tvaru vale¢kd o priméru 3,1 mm s vyznacenim drazek
garkovanou &arou o hloubce 0,6 mm a Sifce 1 mm. V drazkach, vyznacenych
¢arkované na obr. 3, byl vyhodnocovan kontakt nové vytvofené tkdné s povrchem
implantatu (BIC% kontakt mezi implantatem a kosti (bone-implant contact) v tibiich
zku$ebnich psl plemene bigl.

Osseokondukéni  vlastnosti  povrchd  implantatd  byly  hodnoceny
histomorfometrickym stanovenim pfimého kontaktu nové vytvofené kosti v drazce
implantatd dle obr. 3, po 2 a 8 tydnech od implantace pomoci optické mikroskopie.
Ptimy kontakt nové vytvoiené kosti na povrchu implantatu (BIC% - bone implant
contact) byl vytvoien na ftficeti ¢tyfech procentech povrchu implantatll s konecnou
vrstvou (BIC% = 34,4 + 15,3) a na dvaceti sedmi procentech povrchu implantatd s
referenéni vychozi vrstvou (BIC% = 27,7 + 14,7), v obou pfipadech po dvou tydnech
od implantace. Po osmi tydnech od implantace pfimy kontakt nové vytvofené kosti
s povrchem implantati s koneénou vrstvou a referencnich implantatl s vychozi
vrstvou nevykazal statisticky vyznamny rozdil. Pro implantaty s konecnou vrstvou byl
zjistén BIC% =51,5+258 a pro referencni implantaty s vychozi vrstvou
BIC% = 47,8 + 20. Vysledky dokumentuji zvy$enou bioaktivitu a osseokondukcni
schopnost titanovych implantatd s kone¢nou vrstvou, ve srovnani s referenénimi
implantaty s vychozi  vrstvou, uplatiiujici se zejména v pocatcich vhojovani

nitrokostniho implantatu.

Piriklad 4
(Obr. 4.1 a2 4.3)

Pro nitrokostni implantat byly vyrobeny vzorky z titanové slitiny Ti6Al4V, a to
disky o priméru 15 mm a vysce 1 mm. Tyto vzorky byly mechanicky upraveny
piskovanim praskem korundu o stfedni velikosti zrn 250 pm pfi tlaku 600 kPa.
Nasledné byl povrch vzorkl chemicky upraven mofenim v 37%-ni  kyseliné
chlorovodikové, v inertni atmosféte argonu pfi teploté 40°C po dobu 130 minut. Disky

byly potom oéiétény od zbytkd kyseliny mytim v ultrazvukové lazni v deionizované
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vodé, poté v ethanolu a nasledné suseny pfi teploté 105°C. Disky byly dale leptany
ve vodném 5 mol.I" roztoku hydroxidu sodného pii teploté 60°C po dobu &tyf hodin.
Touto mechanickou a naslednou chemickou Upravou v8ech diskG bylo u nich
dosazeno gelovité, hydrofilni, nanostrukturované, porézni vychozi vrstvy s mérnym
povrchem 439 mm?/mm? a Ghlem smadeni 33°.

Vzorky s vychozi vrstvou byly po vyjmuti z NaOH ihned ponofeny do roztoku
0,45 M chloridu vapenatého a ponechany pfi 60 °C po dobu 60 minut, a poté lehce
oplachnuty destilovanou vodou. Nasledné byly vzorky exponovany v ultrazvukove
lazni ve zfedéné kyseliné fosforeéné 0,38 mmol.I" po dobu 2 minut. Potom byly
vzorky myty v ultrazvuku, a to dvakrat v deionizované vodé po dobu 4 minut a
nasledné 2 minut v ethanolu, a po vyjmuti byly vysuSeny pfi teploté 105 °C. Touto
upravou dle vynalezu byla ziskana na substratu z titanové slitiny konecna vrstva s
meérnym povrchem 416 mm?/mm? a Ghlem sméaéeni 35°. .

Ziskana koneéna vrstva byla analyzovana pomoci rastrovaci elektronove
mikroskopie (SEM, Vega Il LSU, Tescan) s EDX analyzatorem (Bruker). Morfologie
koneéné vrstvy je znazornéna na obr. 4.1. Pfitomnost vapniku a fosforu byla
zaznamenana pomoci EDX analyzatoru, jak je znazornéno na obr. 4.2, z néhoz je
ziejmé, ze Ca®" a (PO,)* ionty jsou inkorporovany do  nanostrukturovaného
titani¢itanového hydrogelu a nedo$lo k morfologickym zménam ¢i k vytvofeni silné
vrstvy vapenato-fosfore¢nanové faze.

Tento pfiklad ilustruje inkorporaci Ca®* a (PO,)” iontll do vychozi vrstvy, kdy
materialem pouzitym pro zhotoveni substratu pro implantabilni prostfedek je titanova
slitina TiGBAI4V.

Ptedchozi popis se nutné netyka jen vyhodnych vysledki, kterych je mozno
dosahnout nebo kterych je tfeba dosahnout pouzitim mechanického a chemického
opracovani povrchu substratu pro nitrokostni implantaty podle popisu vynalezu, ale
pouze ilustruje pfikladné vyhody, které mohou byt mozné v urcitych konkrétnich
aplikacich.

Uvedené piikladna provedeni nitrokostnich implantatd, konkrétni popsane
mechanické a chemické postupy, konkrétni chemikalie ve zvolenych rozmezich,
jsou pouze ilustrativni a nejsou omezujici pro dalsi mozne alternativni pfiklady
nitrokostnich implantatll podle tohoto vynalezu, zde neuvedené, které je mozno

aplikovat v rozsahu patentovych naroki tohoto vynalezu.
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Prumyslova vyuzitelnost.

Nitrokostni implantaty s povrchovou Upravou podle vynalezu vykazuji zvysSené

bioaktivni a osseokondukéni vlastnosti a jsou uréeny pro vyrobu dentalnich,

ortopedickych, spinalnich a jinych kostnich implantata.

Seznam zkratek a symbolt

BIC
DCPD
EDX
ESCA
FCS
GD-OES
HA
HBSS

OCP
SBF
SCS
SEM
XPS

kontakt mezi implantatem a kosti (bone-implant contact)

dihydrat hydrogenfosfore€nanu vapenatého — brushit (CaHPQ,.2H,0)
energiové dispersni spektroskopie

elektronova spektroskopie pro chemickou analyzu

rychly kalcifikacni roztok (Fast calcification solution)

opticka emisni spektroskopie s doutnavym vybojem

hydroxyapatit (Cao(PO,4)s(OH),)

kalcifikani roztok (Hank’s balanced salt solution - Hankstiv vyvazeny solny
roztok)

index bioaktivity

oktakalcium fosfat (Cag(HPO.),(P0O,4)4.5H,0)

simulovana télni tekutina (Simulated body fluid)

kalcifikagni roztok (Supersaturated calcification solution)

rastrovaci elektronova mikroskopie

rentgenova fotoelektronova spektroskopie

19
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1. Nitrokostni implantat s bioaktivni povrchovou upravou substratu na

bazi titanu s bioaktivnim nanostrukturovanym povrchem majici osseokondukéni
vlastnosti a obsahujici vapenaté a fosforeCnanové ionty, je pfipravitelny po
mechanickém zdrsnéni povrchu neporézniho bioinertniho substratu morenim
v nejméné jedné anorganické kyseliné v inertni atmosféfe a naslednym leptanim ve
vodném roztoku nejméné jednoho alkalického kovu pro ziskani hydrofilni,
porézni, nanostrukturované, vychozi vrstvy, ktera je podrobena kalcifikaci pro
ziskani hydrofilni, porézni, nanostrukturované, bioaktivnhi koneCné vrstvy
s inkorporovanymi  vapenatymi a fosfore€nanovymi ionty, pfipadné s jejich
krystalickym a/nebo amorfnim vapenato—fosfore€énanovym depozitem, pfiCemz

- tloustka konecéné vrstvy nepfesahuje tloustku vychozi vrstvy a

- vychozi i kone€na vrstva vykazuji

velikost mérného povrchu minimalné 80 mm?%mm?

Uhel smaéeni mensi nez 90°, s vyhodou 45°.

2. Postup pro pfipravu nitrokostniho implantatu s bioaktivni povrchovou
Upravou substratu na bazi titanu s bioaktivnim nanostrukturovanym povrchem
maijici osseokondukéni viastnosti a obsahujici vapenaté a fosfore¢nanové ionty,
podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze

a) povrch neporézniho bioinertniho substratu na bazi titanu se mechanicky
zdrsni s vyhodou piskovanim do neporézni makrostrukturované vrstvy,

b) tato makrostrukturovana vrstva se mofi v nejméné jedné anorganicke
kyseling v inertni atmosféfe, nasledné se leptd ve vodném roztoku
hydroxidu nejméné jednoho alkalického kovu, do ziskéni povrchove,
hydrofilni, porézni, nanostrukturované, vychozi vrstvy titanicitanového
hydrogelu,

c) do vychozi vrstvy titani¢itanového hydrogelu se kalcifikaci inkorporuji
vapenaté a fosfore¢nanove ionty, do ziskani hydrofilni,
porézni, nanostrukturované, bioaktivni konecné vrstvy s inkorporovanymi
vapenatymi a fosforetnanovymi ionty, pfipadné s jejich krystalickym

a/nebo amorfnim vapenato—fosfore¢nanovym depozitem,
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d) nasledné se tato konec¢na vrstva nejméné jednou omyje od prebytkl
chemikalii a

e) poté se vysusi..

3. Postup podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze
povrch neporézniho bioinertniho substratu na bazi titanu se mechanicky zdrsni
piskovanim korundovym praskem o zrnitosti 50 az 250 ym pfi tlaku 500 az 750 kPa

do neporézni makrostrukturované vrstvy,.

4. Postup podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze
makrostrukturovana vrstva
- se mofi v inertni atmosfére v kyseliné chlorovodikové 35 az 37 % hmotn. nebo
v kyseliné sirové o koncentraci 3 az 4 mol.I', a nasledné se
- lepta ve vodném roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 1 az 10 mol.I”
pro ziskani povrchové, hydrofilni, nanostrukturované vychozi vrstvy

titani¢itanového gelu.

5. Postup podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze
do vychozi vrstvy titaniGitanového hydrogelu se kalcifikaci inkorporuji vapenaté a
fosfore€nanové ionty,
- roztokem chloridu vapenatého o koncentraci 20 az 800 mmol.I" a poté
- zfedénou kyselinou fosfore¢nou o koncentraci 0,23 az 100 mmol.I”
nebo
vodnym roztokem dihydrogenfosfore¢nanu sodného o koncentraci

1 az 100 mmol.I"".

6. Postup podle naroku 2, vyznacujici se tim, Ze
do vychozi vrstvy titani¢itanového hydrogelu se kalcifikaci inkorporuji vapenate a
fosforeénanové ionty pfesycenym kalcifikaénim roztokem o iontovém slozeni:
3 az 5 mmol.I" Na*;
4 az 6 mmol.I'* Ca®";
9 az 11 mmol.I" CI';
1,5 a2 3,5 mmol.I" H,PO4’; a
0,5az 2,5 mmol.I" HCO; .

21
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7. Postup podle naroku 5 nebo 6, vyznacujici se tim, ze

sece
XK}

kalcifikace se provadi v ultrazvukové lazni.

8. Postup podle nékterého z narokll 2 az 7, vyznacujici se tim, Ze
5 konecna vrstva se oplachuje v ultrazvukoveé lazni,
- v deionizované vodé nebo
- vetanolu, nebo
- v deionizované vodé a poté v etanolu, nebo
- v etanolu a poté v deionizované vodé,
10  pfi teploté okoli az 65 °C po dobu 2 az 80 minut , a

po omyti se koneéna vrstva susi volné nebo pfi teploté okoli az 125 °C.

9. Postup podle nékterého z narokll 2 az 8, vyznacujici se tim, Ze
substratem na bazi titanu je technicky Cisty titan nebo z jeho slitina, ktera obsahuje
15 alespori jeden prvek ze skupiny, zahrnujici hlinik, vanad, zirkonium, niob, hafnium,

cin, Zelezo a tantal.

10. Postup podle nékterého z narokt 1 az 9, vyznacujici se tim, ze
konec¢na vrstva obsahuje jeden nebo vice
20  kationtl ze skupiny zahrnujici H*, Na*, K, Mg** a
aniontd ze skupiny zahrnujici OH", CI',( CO3)*, (SO4)*, NO3".
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