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Abstrakt

Tato bakalarska praca sa zaobera skumanim interakcie réznych simulovanych telesnych tekutin
s keramickymi biomaterialmi. Zahriia postupy pripravy tekutin, pripravu vzoriek a naslednu analyzu
ich vzajomnej interakcie. Jednotlivé vzorky biomaterialov boli vystavené posobeniu simulovangj
telesnej tekutine uréitu ¢asovu dobu. Po uplynuti tejto doby bola stanovena zmena obsahu vapnika
a fosforu v roztokoch. Sucasne bola urobena analyza povrchu vzoriek elektronovym mikroskopom,
kde sa preukazala ¢i nepreukazala zavislost zmeny obsahu vapnika a fosforu. Analyza pomocou
elektronového mikroskopu ukazala tvorbu novych faz na povrchu studovanych materialov.

Abstract

This bachelor thesis deals with the interaction of various simulated body fluids with ceramic
biomaterials. It includes fluid preparation, sample preparation and subsequent analysis of their
interaction. Individual samples of biomaterials were exposed to a simulated body fluid for a certain
amount of time. After this time, a change in the calcium and phosphorus content of the solutions was
determined. At the same time, an electron microscope analysis of sample surface was performed
where the dependence of calcium and phosphorus changes was demonstrated. Electron microscopy
analysis revealed the formation of new phases on the surface of the studied materials.
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1 UVOD

Biomaterialy maju v dnesnej dobe Siroké uplatnenie v réznych oblastiach mediciny. Pouzivaju sa ako
nahrady kosti alebo méikkych tkaniv. Sucasné pokroky v oblasti inZinierstva vyrazne zvySuji
sofistikovanost’, s ktorou su navrhnuté a umoznili vyrobu materialov so zlozitejsimi funkciami. Tieto
materialy st Casto navrhnuté tak, aby napodobiiovali fyzikalno-chemické vlastnosti prirodnych
materialov. Coraz viac priroda indpiruje niclen samotné materialy, ale aj prostriedky, ktorymi su
vyrobené.

NajbeznejSie pouzivanym materialom je keramika. Vyuziva sa hlavne pri kostnych a zubnych
implantatoch, ale mozné vyuzitie ma aj pri vyrobe kardiostimulatorov. Medzi Casto pouzivani inertnu
biokeramiku moézeme zaradit' keramiku na baze oxidu hlinit¢ho a zirkoniéitého. Ten disponuje
vybornymi vlastnostami ako st odolnost’ voci korozii, dostatocna biokompatibilita ¢i odolnost” voci
opotrebovaniu. Hydroxyapatity sa vyuzivaju viac ako 25 rokov v medicine ako nahrada kostnych
tkaniv. Je to vdaka jeho Struktire achemickému zloZeniu podobnému mineralnej faze kosti.
Hydroxyapatit je chemicky stabilny vo vnutri tkaniv a zarad’uje sa medzi bioaktivny material.

V snahe napodobnit’ vlastnosti tkaniv sa casto stretivame s problémom biokompatibility
implantatov. Nie kazdy material je vhodny ako nahrada tkaniv v I'udskom tele. NajCastejSie vyuzivané
materialy su zalozené na Struktire plastov, kompozitov, keramiky a skla. AvSak aj tie mézu podlichat’
povrchovym a Struktimym zmenam. Preto sa vyuZzivaju testy in vivo a in vitro. Kvoli etike a humanite
voci zvieratam sa preferuje metdda in vitro, pri ktorej sa vyuziva aj simulovana telesna tekutina. Ta sa
snazi svojim zlozenim, ¢o najviac napodobnit’ zlozeniu krvnej plazmy ¢loveka.

V 80. rokoch predstavil simulovanu telesnt tekutinu (SBF) pouzivani pre SBF Kokubo, aby
vyhodnotil zmeny povrchu bioaktivne] sklo-keramiky. Odvtedy vzniklo vela dalSich upravenych
verzii telesnej tekutiny. Po posobeni simulovanej telesnej tekutiny na biomaterial sa skiima pritomnost’
novej biologicky aktivnej vrstvy vo forme apatitov. Prave tato vrstva umoziuje vizbu s hostitel'skym
tkanivom. SBF sa pouziva ako in vitro metoda testovania, ktora predpoveda mozni in vivo kostni
bioaktivitu. Pri vytvarani apatitovej vrstvy sa spotrebovavaju vapenaté a fosfatové iony, ktoré su
pritomné v roztoku. Tento proces vedie k spontannemu rastu apatitovych jadier, ktoré su podobné
povrchu kosti v 'udskom tele.

Napriek tomu, Ze testovanie pomocou simulovanej telesnej tekutiny preukaze bioaktivitu v podobe
tvorby apatitovej vrstvy, testovanic nie je konecné. Roztok SBF neobsahuje niektoré proteiny
a hormoény, ktoré s v I'udskej plazme zastipené. Preto sa testovanie dopliuje testami cytotoxicity,
hemokopatiblity alebo in vivo testami.



2 CIEL PRACE

Bakalarska praca je zamerana na $tudium interakcie biomateridlov s r6znymi syntetickymi telesnymi
tekutinami za vytvorenia novych apatitovych vrstiev.

Cielom prace je:
o literarne reserSe na tému biokeramické materialy, ich priprava a testovanie
e priprava roznych simulovanych telesnych tekutin a vzoriek biomaterialov

e popis chovania biokeramickych materialov v telesnych tekutinach



3 TEORETICKA CAST
3.1 Zakladné pojmy

Chemické zlozenie povrchu implantatov musi byt také, aby sa Co najviac priblizovalo zloZeniu
starSich, chorych a poskodenych tkaniv.[1] Na zaklade toho, ako pdsobi chemické zloZenie materialu
na ludské tkanivo, rozoznavame niekol’ko typov chovania: bioaktivita, biopasivita, biokompatibilita,
biodegradabilita.[2]

Bioaktivita je schopnost” interakcie materialu so zivym tkanivom. Stimuluje rychle uchytenie tkaniva
k povrchu implantatu a vytvara stabilné dlhodobé spojenie. Specialnym pripadom bioaktivity je
biodegradabilita (resorbovatelnost). V uréitom case je material nahradeny prirodzenym hostitel'skym
tkanivom a uplne sa odbura.

Biokompatibilita je schopnost podporovat normalnu bunkova aktivitu bez lokalnych alebo
systematickych toxickych ucinkov na hostitel'ské tkanivo.[3]

Biopasivita alebo bioinertnost” je schopnost” materialu v organizme vobec nerecagovat. Tato vlastnost’
je len teoreticka, pretoze ziadny synteticky material nie je uplne inertny avzdy bude nejakym
sposobom reagovat’.[4]

Obrazok 1: Porovnanie jednotlivych typov chovania biomaterialov a) bioinertny b) bioaktivny
¢) povrchovo bioaktivny d) biodegradabilny (bioresorbovatelny) [26]

3.2 Biomaterialy

Biomateridly su synteticky pripravené latky, ktoré sa vyuzivaju ako nahrada mékkych i tvrdych tkaniv
‘udského tela. Aby sme mohli povazovat’ material za biomaterial musi spliiovat’ nickol’ko
poziadaviek. Musi byt biokompatibilny, bioaktivny a schopny biodegradacie v uritom casovom
useku. Taktiez by mal mat” dostato¢nu mechanickt pevnost’.[2]

Volba vhodné¢ho materialu nie je vzdy jednoznac¢na, preto sa biokompatibilita zistuje pomocou
laboratornych testov. Predtym, ako si zvolime vhodnu metddu testovania, je nutné vykonat’ predbezné
skusky a zhromazdit’ si vSetky dostupné toxikologické informacie o testovanom materiali. Existuji
dva typy testovania:



In vitro (,,v skle®) testy su uzitoéné na identifikaciu potencidlnych rizik spojenych s chemickou
zluceninou alebo materialom. Mo6zZe sa pouzit’ tuhy biomaterial aj extrakt. Len obmedzeny pocet
tychto testov bolo oficialne uznanych, a preto na d’alSie zniZenie testovania na zvieratach je potrebné
uznat’ aj iné alternativne metddy testovania, vratane in vitro. Obmedzenie in vitro testov spociva
v tom, Zze nem6zu poskytnit’ informacie o presnej davke, ktora sa vzt'ahuje na cloveka, a preto nemoézu
byt pouzité ako kone¢né hodnotenie rizik biomateridlu. Medzi tieto testy patri napr. testovanie
cytotoxicity, genotoxicity, hemokompatibility a testy drazdivosti.

Niektoré z testov in vivo st potrebné na potvrdenie alebo vyvratenie vysledkov ziskanych pri in vitro
testoch (napr. reakcia na genotoxicitu), zatial’ o iné toxikologické koncové vysledky mozu byt urcené
iba testovanim in vivo (napr. lokalne tkanivové reakcie, citlivost). Do tejto kategorie spada mnozstvo
testov na zvieratich ako napr. testovanie in vivo genotoxicity, MN test, karcinogénne ucinky,
testovanie hemokompatibility, implantacia, testy drazdivosti a iné.[5]

3.2.1 Historicky vyvoj a vyuzitie

Na zaciatku 21. storofia maju biomaterialy Siroké uplatnenie v medicine, zubnom lekarstve
a biotechnoldgii. V minulosti biomaterialy v dnesnom ponimani neexistovali. Termin ,,biomaterial"
sa nepouzival. Neboli Ziadni vyrobcovia zdravotnickych pomdcok (okrem vonkajsej protetiky ako su
koncatiny, zariadenia na fixaciu zlomenin, sklenené o€i a dentalne zariadenia). Neexistovali ziadne
schvalené postupy, nepoznali biokompatibilitu a neboli ziadne Studia o biomaterialoch. Naprieck tomu
boli vyuzivané v priebehu historie.[6]

S pojmom bioaktivny material priSiel prvykrat Larry Hench koncom 60. rokov, ked zistil,
ze niektor¢ skla maju schopnost’ sa viazat’ na zZivi kost’. Odvtedy sa preukazalo po celom svete, Ze skla
obsahujuce SiO», CaO, P,0Os, Na>O a mens§ie mnozstvo oxidov majui tuto schopnost’.

V Eurdépe boli najdené pozostatky ¢loveka (200 rokov n.l.) s Zeleznymi dentalnymi implantatmi
a prva zmienka o kovovych stehoch v tomto obdobi bola najdena v gréckej literatire. Neskor v roku
1816, Philip Physick navrhol pouZivanie stehov z olovenych drétov, pri¢om si uz vtedy uvedomoval
malu reakciu tohoto materialu. V roku 1849 J. Marion Sims z Alabamy, vyrobil stehy zo strieborného
dr6tu a vykonal s nimi mnoho uspesnych operacii.[6]

Aplikacie biomaterialov v medicine sa viac-menej zameriavali na opravy tvrdych tkaniv v zubnej
a ortopedickej oblasti. Neskor boli nahradené implantatmi z biokeramiky a bioskla na bazi hydroxyl
karboxyl apatitu (HCA). Vrstva HCA viedla k vytvoreniu silnej vizby medzi implantatom a tkanivom,
ktora napokon drzala implantat na mieste. V sucasnosti maju Siroké uplatnenie v réznych oblastiach
ako su tkanivové inzinierstvo a regeneracna medicina, ortopédia, obehovy systém, génova liecba,
plasticka chirurgia, podavanie lie¢iv a v diagnostike aj ako biosenzory.[7]

““r¢
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Obrazok 2: Priklady aplikicic biomaterialov: a) nahrada bedrového kibu, b) zubny implantat,
¢) koronarny stent [8, 9, 10]

10



Pokrok v oblasti tkaninového inzZinierstva viedol k vyvoju poérovitych materidlov, ktoré si
navrhnuté a vyrobené tak, aby Strukturne boli vhodné pre rast nového tkaniva s cielom obnovit
prirodzeny stav a funkciu chorych casti tela. Biokeramické materialy preukazali, Ze su vel'mi vhodnym
materialom pre tkanivové inzinierstvo. Naprick pokrokom, eSte nedosiahli svoj plny potencial, ale
vyskum pokracuje.

Okrem tradi¢ného vyuzitia pri kostnych nahradach, nedavne §tadia preukazali, ze bioaktivne skla
a sklo-keramika su vhodné pri hojeni ran pri mékkych tkanivach. Pre tieto aplikacie, kde st potrebné
miksie a pruznejSic materialy, mézu byt lepSim rieSenim anorganicko-organické hybridy. Tieto
materialy maju vzajomne prepojené anorganické a organické siete, ktoré¢ medzi sebou reaguji
na molekularnej urovni. Vysledny material sa sprava ako jedna faza, ¢im ma hlavnu vyhodu oproti
kompozitnym materidlom. Ich mechanické vlastnosti, ako aj bioaktivita, mézu byt prispdsobené
zmenou zloziek, parametrov syntézy ¢i spracovania.[3]

3.2.2 Klasifikacia biomaterialov

Profesor Hench rozdelil biomaterialy do tzv. generacii. Do prvej generacie patria bioinertné resp.
takmer inertné materialy. Ich hlavnou poziadavkou bolo zvolit' vhodnu kombinaciu fyzikalnych
vlastnosti tak, aby zodpovedali poZiadavkam nahradeného tkaniva s minimalnou toxickou reakciou
hostitel'a. Patria sem napr. kovy (zliatiny z nehrdzavejicej ocele a chrém-kobaltu), keramicke
materialy na baze Al,O3 a ZrO», akrylové Zivice.

Druha generacia biomateridlov ma schopnost reagovat’ s biologickym prostredim. Tito skupinu
tvoria aj odburatelné biomaterialy, ktor¢ maju schopnost’ degradacie, zatial ¢o nové tkanivo sa
regeneruje a lieCi. Sem mozeme zaclenit napr. biosklo, sklo-keramiku, PGA, PLA .

Tretia generacia biomateridlov vyuZiva bioaktivne a biologicky resorbovatelné materialy ako
docasné trojrozmerné porézne Struktury, ktoré su schopné aktivovat’ gény, ktoré stimuluji regeneraciu
zivého tkaniva. Pre tieto biomateridly je kombinacia bioaktivity a biologickej odburatelnosti
najcharakteristickejSou vlastnostou. Na vyvoj poréznych Struktar sa vyuzivaji kovy ako titan a jeho
zliatiny.[27]

Podl’a kategorie materialu sa biomaterialy delia na:

e Kovy
e Keramika a skla
e Polyméry

e Kompozitné¢ materialy

Nie vsetky kovy maju bioaktivne vlastnosti. Naprick tomu sa vyuzivaji vd’aka vysokej mechanickej
odolnosti voci opotrebovaniu a narazom, vysokej pevnosti a huzevnatosti. Ich nevyhodou je schopnost’
korodovat’ pri styku s fyziologickym prostredim. V medicine sa najviac vyuzivaja kovy Au, Ag, Ti
ajeho zliatiny, nereze a zliatiny Co a Cr. VyuZitic maju ako zubné a kibové nahrady a taktiez ako
koronarny stent (vid” Obr. 2 ¢). Stent sa vyraba z ocele alebo chrom-kobaltovej zliatiny.[2],[11]

Keramika sa v sucasnosti vyuziva v roznych medicinskych aplikaciach v I'udskom tele. Podla typu
rozliSujeme bioinertnu a bioaktivnu keramiku. Bioaktivna keramika d’alej m6ze byt resorbovatelna
alebo neabsorbovatelna. Tvoria ju polykrystalické latky, ktoré sa m6zu vyrabat’ v poréznom alebo
hustom stave vo forme granul alebo povlakov. Su to véacSinou tvrdé a krehké materialy
s porovnateI'nym modulom pruznosti ako ma l'udska kost’. Medzi hlavnych zastupcov patria hydridy,
sulfidy, selenidy, karbidy a oxidy kovov. NajCastejSie vyuzivané materiadly si zalozen¢ na obsahu
A1203 a ZI'Oz.

Medzi biokeramiku patria aj bioaktivne skla a materialy na baze kalcium fosfatu. S to amorfné
pevné latky s trojrozmemou sietou oxidu kremicit¢ho a d’alSich oxidov. Bolo dokazané, Ze vytvaraju
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silnt viazbu na Zivé tkanivo a spustaju biologické procesy ako je napr. regeneracia tkaniv. Na povrchu
bioskla vznika biologicky aktivna vrstva hydroxyapatitu (Caio(POs)s(OH),), ktora poskytuje vizbu
s hostiteI'skym tkanivom, zatial ¢o produkty rozpustania (Si, Na, Ca, atd’) stimuluja bunky
na produkciu novych tkaniv. Bioaktivne skla sa predovsetkym zameriavaju ako tkaninové nosice
v povrchovych vrstvach a degradujice komponenty pri reparacii tkaniv.

Kalcium fosfatové cementy st biodegradujuce materialy patriace do skupiny apatitov. Ich mélovy
pomer vapniku a fosforu je blizky k zlozeniu kosti. NajcastejSie vyuzitiec maju pri rekonstrukciach
tvare a Celusti, v chirurgii chrbtice a v zubnych implantatoch.[2], [3], [12]

Polyméry su v tejto oblasti obzvlast’ uzitocné hlavne kvoli ich flexibilite, vd’aka ktorej maju vybomé
fyzikalne a mechanické vlastnosti. Delime ich na prirodné a syntetické. Ich vel'kou vyhodou a zaroveri
nevyhodou je I'ahka spracovatelnost. Zo syntetickych polymérov su najviac vyuzivané polyetylén,
ktory ma dva rézne druhy HDPE (hight density polyethene) a LDPE (low density polythene),
polypropylén, polymetylmetakrylat (PMMA) alebo polyamidy. PMMA vyborne prepusta svetlo
avyuziva sa pri vyrobe intraokularnych SoSoviek, ale aj pri voperovani kibovych implantatov ako
kostny cement, ktory z jednej strany adheruje k implantatu a zo strany druhej na kostné tkanivo.

Z biodegradovatel'nych polymérov treba spomenut” PLGA, o je kopolymér tvoreny kyselinou
mliecnou akyselinou glykolovou. PLGA je velmi pevny polymér a zaroveni je netoxicky, takze
produkty jeho degradacie moze telo bez problémov spracovat’ a vylucit'.[13]

Obrazok 3: Intraokularna SoSovka a jej aplikacia [14], [15]

Kompozitné materialy kombinuju najvhodnejsie vlastnosti kovovych, keramickych, polymérnych
a prirodnych materialov, dosahuju pozadovanu biokompatibilitu, vysoku pevnost a odolnost’ voci
korozii.

Biologické materialy v I'udskom tele su prirodné kompozity, ktoré sluzili ako Sablony pre vyvoj
latok nahradzujucich tkaniva. VyuZitie bioaktivity biokeramickych castic v kompozitoch viedlo
k vyskumu vyroby novych materialov, ako su bioaktivne kostné cementy a bioaktivne zubné
materialy. V priebehu poslednych desatroci boli tiez skimané Strukturalne bioinertné kompozitné
materialy, ako napriklad polyéterketon zosilneny uhlikovymi vlaknami a kompozit na baze zirkonu
a oxidu hlinité¢ho na ortopedické alebo zubn¢ aplikacie.

Najnovsie Studia preukazali taktiez vyuzitie grafénu pre jeho jedinecnu 2-D Strukturu a vynimoc¢né
fyziologické a chemické vlastnosti. Sucasné pokroky v jeho aplikaciach v biomedicine sa zameriavaju
na dodavku lickov a liecbu rakoviny.[16]

Tato praca sa d’alej viac sustred’uje na biomaterialy na baze keramiky a skla.
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3.3 Biokeramické materialy

Biokeramika zahmiuje keramiku, sklo a sklo-keramiku, ktora ma §iroké uplatnenie v medicine ako
nahrada predovSetkym tvrdych tkaniv. Na zaklade ich reakcie na zivé tkanivo ju delime na takmer
inertni (oxid hlinity, oxid zirkonicity), bioaktivnu (bioaktivne sklo) a resorbovatel'ni (materialy na
baze apatitov).[3]

3.3.1 Biokeramika na baze Al2O3 a ZrQO:

Oxid hlinity (AlLO3) aoxid zirkoniCity (ZrO,) st Siroko vyuzivané inertné keramiky
v biomedicinskych aplikaciach. Prvym klinicky pouzitym biokeramickym materidlom bol a-AlOs
s vysokou hustotou a &istotou (>99.5%). Bol pouzity ako nosna konstrukcia bedrového kibu
a v zubnych implantatoch. Ma vybomé vlastnosti ako st odolnost” voci korozii, biokompatibilitu,
odolnost’” voci opotrebovaniu, nizky koeficient trenia a vysoku pevnost’. AvsSak li§i sa vyrazne
hodnotou modulu pruznosti (380 GPa) od hodnoty modulu pruznosti 'udskej kosti (72,5 GPa). Dalsie
vyuzitie maju ako kolenné protézy, kostené skrutky, nahrady pri rekonstrukcii cel'uste, nahrady kosti
v strednom uchu ainé. Al,Os sa pouziva aj ako prisada do HAp na zlepSenie mechanickych
vlastnosti.[17]

7ZrO, vynika vysokou lomovou huzevnatostou a biokompatibilitou. Hlavy stehennej kosti na
baze ZrO, boli zavedené asi pred dvomi desatro¢iami vo Francuzsku, USA a Australii. Pri
atmosférickom tlaku méze vytvorit rozne polymorfie v zavislosti od teploty. Cisty ZrO, ma tendenciu
lamat’ sa dokonca uz pri izbovej teplote. Tento dej je znamy aj ako degradacia alebo starnutie pri
nizkej teplote, ktory zhorSuje mechanické vlastnosti. Preto sa na ¢iastoénu stabilizaciu vyuziva horéik
(Mg-PSZ). Od konca 80. rokov ZrO, obsahuje priblizne 3 mol. % Y,0s3, ktory plni funkciu
stabilizatora (3Y-TZP). Svoje uplatnenie ma v zubnom lekarstve, kde sa pouziva na vyrobu zubnych
koruniek a protéz. Dal§im vhodnym vyuzitim ZrO, je kombinacia s matricou Al,Os za vzniku ZTA
(oxid hlinity vystuzeny zirkonom).[36]

Medzi inertna krystalicku biokeramiku mézeme dalej zaradit” aj TiO, SiO,, CaO-AlO; a Al,Os-
Na203—Si02.[17]

3.3.2 Bioaktivna keramika na baze apatitov

Hydroxyapatit (HAp, Caio(PO4)s(OH),) patri medzi keramiku na baze fosfore¢nanu vapenatého, ktora
je vyuzivana viac ako 25 rokov v medicine ako nahrada kostnych tkaniv. Je to vdaka jeho Strukture
a chemickému zloZeniu podobnému mineralnej faze kosti. HAp je chemicky stabilny vo vnutri tkaniv
a bioaktivny material. Synteticky HAp ma stechiometricky pomer vapniku k fosfore¢nanu 1:67
a z krystalografického hladiska je fazou fosforeCnanu vapenatého, ktora je najviac podobna
prirodnému kostnému apatitu.

Obrazok 4: Hydroxyapatitové nosice s réznou porovitostou [3]
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Pre svoju vynikajicu biologicku kompatibilitu a osteokonduktivitu sa HAp uspesne pouziva ako
plnivo v kostiach vo forme cementu alebo graniil a vo forme povlakov na kovové kibové protézy. Jeho
pouzitic ako nosn¢ho materialu je obmedzené¢ z dévodu jeho nizkych mechanickych vlastnosti
aextrémne pomalej rychlosti resorpcie. Bezna nevyhoda vsetkych biokeramik fosfore¢nanu
vapenatého vyrobenej v poréznej forme si krehkost’ a nizka unosnost’.[3], [17]

Kvéli tymto nevyhodam su aplikacie HAp obmedzené. Mnoho materialov ako ZrO,, Al>Os, SiOa,
TiO, sa vSeobecne pouzili na prekonanie tychto nevyhod. Taktiez sa vynalozilo zna¢né tsilic na
zlepSenie mechanickych vlastnosti HAp kombinaciou vlastnosti. Vyhodna kombinacia je s Al,O3; ¢im
sa zlepSia mechanické vlastnosti a zaroven sa nezhors§i biokompatibilita. Resorbovatelné vlastnosti
moéze dosiahnut’ v kombinacii s polymérmi napr. PLA, PCL. Je znama aj kompozicia HAp
v polyetyléne HDPE/HA (HAPEX ™). Daldie mozné kombinacic su s kolagénom (Col-HA),
chitozanom a i.[30]

Zlozenie v&cSiny resorbovatelnych keramik ja zaloZena na obsahu trikalcium fosfatov (TCP)
a kalcium sulfatov, ktoré vykazuji pozitivnu reakciu so zivym tkanivom. Siran vapenaty bol jeden
z prvych materialov, ktory bol oznadeny za resorbovatel'ni nahradu kostnej hmoty. Jeho pouzite bolo
obmedzené kvoli nizSej pevnosti a nepredvidatel'nej resorbovatelnosti. f-TCP je vysoko biologicky
odburatelny material. Pri implantacii TCP reaguje s telesnymi tekutinami za vzniku HAp.

Rozpustnost’ povrchu TCP sa blizi k rozpustnosti HAp a pH roztoku sa d’alej znizuje, ¢o zvySuje
rozpustnost TCP a zvySuje resorpciu. Rozpustnost” fosfore¢nanov vapenatych je funkciou Ca/P
pomeru. Velmi jemna porovitost’ v spekanej forme moéze zvySit rozpustnost' tychto faz. NizSia
mechanicka uc¢innost’” a metabolické problémy, ktoré vznikaju pri uvoltiovani velkych zfn, si
hlavnhymi obmedzeniami. Svoje uplatnenic ma pri kostnych defektoch, oSetruje citlivost’
v sklovinovych alebo dentinovych oblastiach, tym Ze uvoltiuje fluoridové, vapnikové a fosfatové iony,
prirodzene sa vyskytujuce v slinach.[17]

3.3.3 Bioaktivne sklo

Bioaktivne sklo je amorfny material, ktory ma schopnost’ reagovat’ s ludskym tkanivom za tvorby
biologicky aktivnej vrstvy karbonatovaného hydroxyapatitu (HCA). Molekulu skla tvori siet’ nahodne
usporiadanych atomov, ktorych usporiadanie nie je periodické. St to krehké a prichl'adné materialy.[2]

Vicsina bioaktivnych skiel obsahuje SiO2, Na;O, CaO a P,Os. Na zaklade tychto zloziek profesor
Larry Hench pouzil fazovy diagram o zlozkach Na,O-CaO-SiO; (vid’ Obr. 4). Prvé a najznamejsie
zlozenie ma Bioglass®, ktor¢ sa oznacuje aj ako 45S5. Obsahuje 45 % SiO», 24,5 % Nay0, 24,4 %
Ca0O a6 % P,0s, vsetko v hmotnostnych percentach. Nizky obsah SiO», vysoky obsah Na,O a CaO
a vysoky pomer CaO/P>Os su kl'icovymi vlastnostami, pre ktoré je Bioglass® vysoko reaktivny
material k vodnym médiam a je charakterizovany ako bioaktivny. Na to aby bolo sklo bioaktivne, je
potrebn¢ vytvorit’ minimalne mnozstvo apatitu k zivému tkanivu. Rychla tvorba HCA na povrchu skla
indikuje in vitro bioaktivitu, ktora mozno skumat ponorenim bioskla do simulovanej telesnej
tekutiny (SBF).

Ked’ je bioaktivne sklo ponorené do fyziologického prostredia, nastava idnova vymena kationov
(vacsinou Na*) v skle s kationom H3;O* vo vonkajSom roztoku. Nasleduje hydrolyza povrchu skla,
v ktorej zaniknu Si-O-Si mostiky, vytvoria sa Si-OH silanolové skupiny a sklenena siet’ sa narusi.
Nasledne sa silanoly zmenia kondenza¢nou reakciou na gélova povrchova vrstvu, ktora je
ochudobnena o i6ny sodika a vapnika. Dalgia faza prebicha v prostredi okolo implantatu, kde amorfna
vrstva fosfore€nanu vapenatého remineralizuje na krystalicky hydroxyapatit napodobiiujici mineral,
ktory je prirodzene obsiahnuty v kostiach stavovcov.[4]
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Obrazok 5: Fazovy diagram o zlozkach Na,O-CaO-SiO., upr. podla [18]

Kremicité bioskla obsahuju okrem SiO,, Na,O, CaO aP,Os aj in¢ oxidy, ktoré¢ si potrebné na
vyvolanie urcitych vlastnosti. Medzi tieto oxidy patria napr. MgO, K,O a B,0Os;. Nedavno bolo
preukazané, Ze borit¢ skla sa tiez bioaktivne. Z dévodu nizSej chemickej odolnosti nicktoré borité
bioaktivne skla sa rychlejSie rozkladajii a menia sa na material podobny HAp, v porovnani s 45S5
sklom. Ich premena na HAp je podobna ako pri 45S5, ale bez vytvorenia bohatej vrstvy SiO.. SluZia aj
ako substrat na uvolfiovanie lieCiva pri lieCbe kostnej infekcie. Nedavne Studia ukazali schopnost’
kontrolovat’ rychlost’ degradacie bioaktivneho skla manipulaciou jeho zloZenia, napr. Ciastocnou
vymenou SiO; v kremiitanoch 45S5, 13-93 s B,Os alebo uplnou vymenou SiO; s B2Os. Dalsou
moznostou je vyuzit flexibilitu zloZzenia skla, aby mohlo sluzit aj ako zdroj mnohych prvkov,
o ktorych je zname, Ze podporuju rast kosti, ako napriklad Zn, Cu, F, Mn, Sr a B. Ked’ sklo degraduje
in vivo, tieto prvky sa uvoltiuju pri biologicky prijatelnej rychlosti.[19]

Bioaktivne skla s obsahom Na>O niz§im ako 10 mol.% a malym alebo ziadnym obsahom K,O
a AlbO3; na baze systému Si0,—Na,O—-CaO-MgO-P,0Os poskytuju vhodnu rychlost’ ukladania apatitu
pre potencialnu bioaktivitu a rychlu rekonstrukciu poskodenej kosti. Horéik ovplyviiuje krystalinitu
a rozpustnost apatitu a pomaha regulovat’ jeho rozpustanie.[4]

3.3.4 Bioaktivna sklo-keramika

Sklo sa mdze previest zahriatim na Ciastoéne kryStalicky material, obsahujiici rézne druhy
krystalickych faz. Vo vSeobecnosti vysledny sklo-keramicky material vykazuje vynikajice
mechanické vlastnosti ako napr. vy$§i modul pruznosti, tvrdost’, pevnost’ pri poruseni a odolnost” voci
opotrebovaniu. Vela bioaktivnych skiel, vratane 45S5 Bioglass® krystalizuju hned’ nad teplotou
sklen¢ho prechodu, preto su sintrované bioaktivne sklené nosice ¢asto sklo-keramické.[3]

Jednym z najdolezitejSich modifikacii bioaktivnych skiel bol vyvoj A/W (apatit/wollastonit)
bioaktivnej sklo-keramiky od profesorov Yamamuro a Kokubo. Jedinecné spracovanie spdsobuje
vel'mi jemnua zrnitu sklenent keramiku zloZenu z vel'mi malych krystalov apatitu (A) a wollastonitu
(W=CaSi0s3). Mechanicka pevnost’, hiizevnatost” a stabilita sklenenej keramiky A/W vo fyziologickom
prostredi je vynikajuca. A/W modze byt vyrobena v SiO—CaO-MgO-P,Os—F sustave. Chemické
zlozenie v hmotnostnych percentach obsahuje 34,0 SiO-, 44,7 CaO, 4,6 MgO, 16,2 P,Os a 0,5 CaF2.

Je mozné dosiahnut’ jemnu krystalicki mikrostrukturu sklo-keramiky, o sa odrazi v pevnosti
v ohybe priblizne 215 MPa, pevnosti v tlaku 1,080 MPa a lomovej huzevnatosti 2,0 MPa m®°, Vd'aka
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tymto dobrym mechanickym vlastnostiam je tato sklo-keramicka forma potencialne vhodna pre nosné
aplikacie. Sklenena keramika A/W je tieZ obrabatel'na strojom, ale jej hlavnou nevyhodou je relativne
nizka lomova huzevnatost” v porovnani s inou keramikou oxidu hlinit¢ho. Cerabone™ je komeréne
dostupna verzia vysoko pevnej bioaktivnej sklo-keramiky zlozenej z A/W.[4]

3.4 Metody pripravy biokeramickych materialov

Existuje Siroka Skala spdsobov pripravy biokeramickych nosicov (angl. scaffolds) v tkanivovom
inzinierstve. Kazda metoda poskytuje Specificky rozsah velkosti porov a distribuciu. Preto najviac
vhodna technika musi byt presne vybrana tak, aby vyhovovala poziadavkam danc¢ho typu tkaniva.
Okrem toho, kazda vyrobna metdoda ma iné naklady na vyrobu, preto pre niektoré je vhodnejsia
vel'koobjemova vyroba, zatial’ ¢o in¢ st vhodné na vyrobu produktov s pridanou hodnotou.

3.4.1 Metody penenia

Vysoko poréznu keramiku (poéry v rozmedzi 20 um-2 mm) mozno vyrobit” rozptylenim plynu vo
forme bublin do keramickej suspenzie alebo koloidnych roztokov a naslednym tuhnutim. Pozname
nickol’ko technik penenia: mechanickym spenenim vplyvom externe priddvanym plynom, cielenym
vstrekovanim prudu plynu ¢i vyvojom plynu in situ.

Rozhodujiicim krokom pri metode priameho napenenia je stabilizacia a nastavenie vlhkych pien. Je
potrebn¢ ich nastavit” tak, aby sa zachovala ich porézna morfologia pred ohrevom pri vysokej teplote
na spekanie. Okrem toho moZze nastat’ nickol’ko premien v Strukture v ¢ase medzi tvorbou a tuhnutim
peny. Aby sa zachovala porézna morfoldgia a zabranilo sa naruseniu penovej Struktiry, vyuZzivame
povrchovo aktivne latky. Ich hlavnou ulohou je stabilizacia bublin vytvorenych v kvapalnej faze,
pretoze znizuji povrchové napétie na rozhrani plyn-kvapalina. Tieto latky stabilizuji systém len po
obmedzenu dobu, preto je potrebny d’alsi mechanizmus, ktory poskytne trvalejSiu formu stabilizacie.

. Usporiadanizs
Pﬂaln‘e Plyn a sudenie
penenie = 5

Sintrovanis
Keramicki suspenzia O Plyn

alebo prekurzor

Obrazok 6: Schéma postupu pripravy biokeramického materialu metodou priameho napenenia,
upr. podla [20]

Zabudovanie bublin méze byt zapriinené réznymi spdsobmi spracovania. H,O» penenie zahriia
mieSanie keramického prasku s vodnym roztokom H>O; ako penotvomym cinidlom. Potom sa
vysledna zmes odlieva do foriem a uklada sa do pece pri 60 °C. Teplotou sa uvoliuje kyslik, tvoria sa
bublinky v suspenzii a nastava proces penenia. Vzorka je potom spekana, aby sa ziskala krystalicka
keramika alebo bioaktivne sklo.[3]

Alternativou H>O; penenia je polymerizacia organického monoméru. Pripravi sa vodna keramicka
suspenzia s vysokym obsahom tuhych latok, ktora tiez obsahuje organicky monomér, ktory musi byt
rozpustny vo vode (napr. akrylaty) spolocne s iniciatormi a katalyzatorom, aby nastala polymerizacia.
Po pridani penotvornej latky (povrchovo aktivnej latky) sa suspenzia mechanicky miesa, aby sa
ziskala vlhka keramicka pena. Pena sa odlieva do vhodnej formy a po ukonceni polymerizacie je
nevypalena keramika dostato¢ne pevna na to, aby ju bolo mozné z formy odstranit’ a preniest’ do pece
na vysusenie a vypalenie.
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Dal$ou moznostou je metoda sol-gel penenia. Tento proces zahriiuje nasledujuce kroky:

1. Priprava sélu zo zmesi destilovanej vody, vhodnych prekurzorov (alkoxidy kovov), soli (CaNQO3)
a katalyzatoru hydrolyzy (zriedena kyselina).

Pridanie Zelatinového ¢inidla, povrchovo aktivneho ¢inidla a destilovanej vody.

Odlievanie penovej zmesi do foriem.

Starnutie na dosiahnutie zgelovatenia solu.

Odstranenie rozpustadla susenim na nizkej teplote.

Spekanie.

A I

Na tento sposob je mozn¢ uspesne ziskat’ vysoko bioaktivne 3-D Struktiry. Obmedzenim je vnitorna
krehkost’ porovitého produktu vdaka nanoporéznej Strukture, Co predstavuje kritick¢ problémy
z hl'adiska bezpeénej implantacie (prili§ nizke mechanické vlastnosti).[3]

3.4.2 Priprava penovej Struktiary pomocou konsolidacie Skrobu

Tato metdda pouziva Skrobové granuly na baze kukurice, ryZze alebo zemiakov ako ¢inidlo tvoriace
péry aj ako spojivo na vyrobu poréznej keramiky. Hlavnymi vyhodami tejto techniky spracovania st
jej nizke naklady a ekologicky charakter. Tento spdsob zahffia mieSanie Skrobovych granul,
keramického prasku a destilovanej vody, aby sa ziskala suspenzia, ktora je kontinualne mieSana
a udrziavana pri 60 az 80 °C. V tomto teplotnom rozsahu Skrob narasta kvoli absorpcii vody, ¢o vedie
k vzniku gélovitému materialu, ktory sa po konsolidacii tepelne spracuje vypal'ovanim organickej fazy
a spekanim keramickej matrice. Historicky bola tato metdéda jednou z prvych pouzivanych na
spracovanie bioaktivnych skiel v poréznej forme. Mechanické vlastnosti vyslednych sklokeramickych
nosicov (pevnost’ v tlaku priblizne 6 MPa) boli porovnateIné s mechanickymi vlastnostami porovitych
kosti (2—12 MPa), pérovitost’ bola prili§ nizka (40 obj. %.) a slabo prepojena na to aby boli vhodne
aplikované.[3]

3.4.3 Metoda penenia vypal’ovanim organickej fazy

Pri tejto metodde sa keramické prasky zmiesaju spolu s tuhou polymérnou syntetickou fazou (napr.
PMMA). Potom sa zmes lisuje a nasledne je tepelne spracovana pri vysokej teplote. Pri zahrievani sa
polyméme cCastice rozkladaju, zatial’ ¢o anorganické Castice sa spekaju. Pretoze spekanie vyzaduje
vyssie teploty ako pyrolyza, musi byt keramicka matrica ¢iasto¢ne upevnena pred odstranenim, takze
porézna Struktara sa pocas kroku odstrafiovania polyméru nezrati. Preto sa v zmesi obvykle pridavaju
spojiva. Na dosiahnutic vysoko poréznej Struktury je potrebna velka cast’ polymémej fazy vo
vychodiskovej zmesi. To sposobuje vyvoj velkého mnozstva plynu pocéas ohrevu, ktory moze
sposobit’ tvorbu trhlin v keramickom systéme. Preto musi byt proces kontrolovany, aby sa zabranilo
vzniku defektov v konecnej zlozke.[3]

3.4.4 Replikacna metéda

Tato metoda bola patentovana v roku 1963 a odvtedy sa stala najpopularnejSou a najpouzivanejSou
metddou vyroby penovych keramickych nosicov pre tkanivové inZinierstvo. Tento uspech je pripisany
jednoduchosti a flexibilite tejto metody, pretoze je pouzitelna na akykol'vek keramicky material, ktory
moéze byt rozptyleny do suspenzie. Bolo pozorované, Zze sietovanad Struktura tejto metddy,
pozostavajuca zo vzajomne prepojenych dutin obklopenych keramickou oporou je najvhodnejSia
pre nosiée kostného tkaniva. Dalsou vyhodou je, Ze podiatoény $pongiovy material sa da lahko
vystrihnut’ a prisposobit’ vel'kosti a tvaru defektu tkaniva podla potrieb pacienta.

Tento proces zahriia impregnaciu porovitej formy (napr. polyuretanovej Spongie) alebo prirodného
materialu (napr. morskej Spongie) s kaSou zjemného keramického prasku a spojiva (napr.
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polyvinylalkoholom, koloidnym oxidom kremiéitym). Spongiovy material je potom stladeny, aby sa
odstranila prebyto¢na kasa a umoznilo sa potiahnutie Spongiovych vzpier s tenkou vrstvou suspenzie.
Po vysuseni sa potiahnuty templat (Sablona) pyrolyzuje, zatial’ o zostavajuci keramicky povlak sa
sintruje pri vySSich teplotach, aby sa ziskala porézna keramika. Vysledny material vyrobeny touto
metodou mozno vidiet na Obr. 4.

Sudenie a
Impregnacia odstranenie
R < e
1 Sintrovanie
Synteticky alebo Keramicka suspenzia

prirodny templat alebo prekurzor
Obrazok 7: Schéma postupu pripravy biokeramického materialu replikacnou metddou, upr. podla [20]

NajdolezitejSim krokom procesu je vyroba rovnomemého povlaku na polymérnej Struktiare. Suspenzia
by mala byt” dostato¢ne tekuta, aby umoznila prenikanie do buniek Spongie po stlaceni a roztiahnuti,
ale dostatoCne viskozna, aby sa zabranilo vysusSaniu (odvodneniu) zostavajuceho povlaku. Je tiez
potrebné spomenut’, Ze neuplné odstranenie prebytoénej kase vedie k Struktire s uréitym stupiiom
uzavrete] porovitosti. Tato replikaéna metoda sa nedavno pouzila v kombinacii s metédou EISA na
vyrobu hierarchickych porovitych bioaktivnych sklenych nosicov. Tieto nosice s vysoko bioaktivne,
ale vykazuju krehkost’ kvéli pritomnosti mezoporéznej Struktury.[3]

Tabul’ka 1: Prehl'ad vyhod a nevyhod metdd spomenutych v texte [3]

Metoda Vyhody Nevyhody
H>0, penenie Jednoduchost’ Struktira s nizkou poréznostou a nizkym
3D prepojenim
Sol-gel penenie Je mozné ziskat” hierarchicku Vysoka potreba kontroly peny
Struktiru
Vypal'ovanie Vysoka mechanickd pevnost’ Je tazké dosiahnut’ homogénnu
organickej fazy distribuciu porov; zI¢é prepojenic
Konsolidécia skrobu Setrné k Zivotnému prostrediu, Péry mézu byt slabo prepojené
nizka cena
Replikac¢na metdda Uplatnitel'né na akykol'vek Mechanické vlastnosti moézu byt slabé

keramicky materidl, ktory méze
byt dispergovany do suspenzie; nie
su potrebné ziadne toxické
chemikalie

3.4.5 Vyroba pevnych vol’nych foriem (SFF)

Vyroba pevnych volnych foriem, nazyvana aj rychle prototypovanie, oznacuje subor technoldgii
tvarovania, ktoré pouzivaju vrstvové vyrobn¢ stratégic na vytvorenie nosiCov. Tie s prispdsobené
vonkaj$§im tvarom a vopred navrhnutou vnatornou Strukturou priamo pocitacom vyvijan¢ho 3-D
modelu. Tento model predstavuje 3-D rekonstrukciu pacientovho Specifického defektu tkaniva, ktory
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sa da ziskat z udajov poéitacovej tomografie pacienta alebo z magnetickej rezonancie. Dalsie
podrobnosti tykajuce sa mikro-prostredia m6zu byt vyvinuté pomocou pocitaom podporovaného
dizajnu (CAD). Jednou z hlavnych vyhod technoldgie SFF je schopnost’ vyrabat komponenty
s vysoko reprodukovatel'nou stavbou.

Stereolitografia (SLA) je metoda, ktora pouziva zmes keramickych praskov a fotolabilné¢ho
monomeéru. UV laserovy 1ué, ktory vytvrdzuje monomér, je selektivne naskenovany na povrch zmesi.
Dalsie vrstvy su vytvorené priamo na vrchu predtym vytvrdenych vrstiev. Po tomto kroku sa material,
ktory nie je vytvrdeny laserom, moze odc¢erpat’ a spekat’ tak, aby sa vytvoril kone¢ny produkt.

Selektivne laserové spekanie (SLS) je technika, ktora vyuziva CO, laserovy lu¢ na spekanie
tenkych vrstiev praskovych keramickych materidlov na vytvorenie 3-D objektov. Laserovy lu¢ sa
naskenuje nad praskovu vrstvu na zaklade udajov CAD. Tym sa zvysi teplota praskov vo vybranych
oblastiach. Tymto spdsobom sa Castice spajaju dohromady a nasledné vrstvy sa m6zu vytvorit’ priamo
na vrchu predtym spekané¢ho materialu.

Metody oznacované ako robocasting spadaju do Sirokej triedy 3DP technik. Touto metdodou boli
navrhnuté bioaktivne sklené nosi¢e s pravidelnym usporiadanim porov s mimoriadne vysokymi
mechanickymi vlastnosti pri kompresii a ohybe. Minimalny obsah rozpustadla zarucuje malé
zmr§tenie. Je mozno vyrabat’ bezné porézne Struktary, 3D siete aj Struktury s vysoko orientovanou
pérovitostou.[3]

Vigcsina prirodnych materialov (napr. drevo alebo niektoré Casti zivocichov) st kompozity, ktoré sa
vyznacuju komplikovanou hierarchickou Strukturou. S cielom kopirovat’ tento biologicky dizajn sa
inSpirovalo biomimetické inzinierstvo. Medzi metédy biomimetického inZinierstva patri aj
,biotemplating®, kde su Struktary biologického pdévodu priamo pouzivané pre materialy s
pozadovanou mikrostrukturou. Niektoré keramické materialy so Struktirou dreva mézu byt vyrabané
pyrolyzou dreva v redukénej atmosfére a infiltrovanim vysoko poréznej zostatkovej karbonovej siete
keramickym prekurzorom alebo sélom. Takto pripravena keramika vykazuje po vypale Strukturu
Sablony (dreva). Na podobnom principe sa tato metéda da vyuzit’ pri pouziti porotvornych ¢inidiel
biologického povodu (napr. Skrob).[25]

3.5 Invitro testy

Ako uz bolo uz spomenuté, in vitro testovanie je mimotelové a ma ist¢ obmedzenia, ktoré¢ sa casto
dopliiaju in vivo testami. Mnohé zo skusobnych metod su upravy existujucich testovacich metod,
ktoré sa historicky pouZivali na testovanie chemickych latok a lietiv. Upravy suvisia s pripravou
testovacej vzorky. VicsSina zdravotnickych pomocok je v podstate nerozpustna a pevna, iné zas mozu
byt rozpustné tuh¢ latky a kvapaliny. Pri nerozpustnych pevnych biomaterialoch sa testované vzorky
pripravuji vytvorenim extraktu v réznych rozpustadlach. Tieto rozpustadla si urcené na extrakciu
chemikalii, ktoré by sa dali ocakavat, ze sa budu vyluCovat' z biomaterialu pocas klinického
pouzivania.[5]

3.5.1 Interakcia biomaterialov so simulovanou telesnou tekutinou

Schopnost” materialu viazat' sa na kost sa Casto hodnoti skumanim schopnosti tvorby apatitu
na svojom povrchu v simulovanej telesnej tekutine (SBF). Koncentracie iénov v SBF st takmer rovné
koncentraciam l'udskej krvnej plazmy. Dospelo sa k zaveru, Ze skumanie tvorby apatitu na materiali
v SBF je uzitocné na predpovedanie in vivo kostnej bioaktivity materialu a vd’aka tejto metdde sa
vyrazne moze znizit testovanie na zvieratach.[21]

3.5.2 Teéria kryStalizacie

Teoria krystalizacie poukazuje na to, Zze schopnost’ viazby na kost” (alebo bioaktivita) a tvorba apatitu
v roztoku SBF su dva odlisné javy. Aby bolo mozné vysvetlit’ toto tvrdenie, je potrebné preskumat
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zakladné principy teorie krystalizacie a tieto principy spajat’ s testom bioaktivity na baze SBF.
Termochemické vypocty ukazuju, ze sérum a SBF si presytené na apatitové krystaly, Cize systém je
metastabilny a nakoniec sa stane termodynamicky stabilnym vytvorenim krystalov apatitu. Tato doba,
nazyvana aj ako doba indukcie alebo nukleacie, zavisi od rychlosti vytvarania kristalovych jadier
dostato¢ne vel’kych na to, aby boli termodynamicky stabilné a teda dostatocne velké na rast (vel'kost’,
nad ktorou su krystaly stabilné sa vSeobecne oznacuje ako kriticka velkost). Ked’ sa apatitové krystaly
tvoria alebo precipituji na kiasku materialu ponorenc¢ho do séra alebo SBF, m6zeme povedat’ ze doba
namacania bola dlhsia ako doba indukcie. Preto je nevyhnutné pochopit’ faktory ovplyviiujuce tvorbu
nukleacie, aby sme pochopili vysledky experimentov bioativity uskuto¢nenych v SBF.[22]

Obrazok 8: Vrstvy apatitu vytvorené na povrchu vzoriek vystavenych SBF (a.b) B-TCP; (c,d)
B-TCP/SiOz; (e,f) B-TCP/MgO (g,h); B-TCP/SiO/MgO [23]

3.5.3 Zmena lokalneho presytenia

Pridanim tuhej latky do SBF m6zme menit” zloZenie roztoku a preto poskytnuté presytenie je aspori
Ciastocne rozpustné v SBF. Lokalna zmena presytenia méze byt bud’ pozitivna, ¢im napomaha tvorbe
apatitu, alebo negativna a tym brani tvorbe apatitu. V pripade bioskla je tento material zasadity, a preto
vyvolava lokalne zvySenie pH SBF. Toto zvySenie vedie k 10 az 100-nasobnému znizeniu rozpustnosti
HAp a teda k vel'mi vel'kému zrychleniu apatitovej nukleacie. Tento dej je posilneny uvolfiovanim
vapnikovych i6nov z bioskiel.

Dalou zmenou lokalneho zloZenia roztoku je pouzitie materialu rozpustného v SBF, ktory moze
uvolnovat’ vel'ké mnozstva vapnikovych a/alebo fosfatovych iénov. Plati to pre CSH (hydrat siranu
vapenaté¢ho), CSD (dihydrat siranu vapenatého), DCPD (dihydrat dikalcium fosfatu). Napriek tomu,
vysledky in vivo ukazali, Ze ticto latky su resorbované prili§ rychlo na vytvorenie priamej vazby
s kostou.

V predchadzajucom odseku bolo opisané, ako zmena lokalnej zlozky SBF vyvolala spomalenie
alebo zrychlenie zrazania apatitu. Aj lokalna dynamika moéze mat” vplyv na reakéna kinetiku.
Preukazalo sa, ze pouzitie skor dynamickej ako statickej inkubaénej metddy oddialilo tvorbu apatitu.
Takisto zvySenie plochy povrchu materialu (napriklad pouzitim grandl namiesto hustych foriem) vedie
k rychlejsej zmene lokalneho zlozenia SBF a tym k rychlejsej tvorbe apatitu.[22]

3.5.4 Zlozenie a priprava SBF

Odkedy sa zverejnilo prvé zlozenie SBF, tak sa ¢asom navrhlo nickol’ko novych zloziek. Napriek
tomu, ani jedno zloZenie tychto roztokov nezodpoveda zloZeniu krvnej plazmy. Hlavnym rozdielom je
absencia proteinov, ktoré zohravaju vyznamnu tlohu pri kontrole apatitovej nukleacie. Dalgimi
rozdielmi je pridavanie TRIS do tlmivych roztokov SBF a chyba kontrola obsahu uhli¢itanov. Preto
sucasné zlozenia SBF sa lisia od krvnej plazmy, ktoré by malo simulovat’. Asi jedinou poziadavkou,
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vd’aka ktorej sa pouziva SBF na testovanie bioaktivity je, Ze moze zrazat’ hydroxyapatit pri telesnej
teplote 37 °C.

Metdda, ktora navrhli Kokubo a Takadama na pripravu roztoku SBF, je zlozita, ¢o zvySuje riziko
ziskania nereprodukovatel'nych vysledkov. Postup pripravy SBF je uskutocriovany za mieSania pri
37°C, ¢im sa zvySuje riziko predcasného vapnikového a fosfatového zrazania. Roztoky nie st
v ziadnom bode filtrované, hoci pritomnost’ nerozpustnych latok méze mat vyznamny vplyv
na zrazanie. Obsah uhli¢itanov v roztokoch nie je kontrolovany. Ale ich obsah mé6ze ovplyvnit' pH
roztoku (prostrednictvom vymeny s atmosférou) a zmenit hladinu nasytenia fosfore¢nanov
a uhli¢itanov vapenatych. Idealne by mala byt priprava roztokov SBF jednoducha a reprodukovateIna.

Na to, aby sa splnila tato podmienka, vychodiskové materialy by sa mohli rozdelit do dvoch
termodynamicky stabilnych zasobnych roztokov. Tie by sa mali dat pripravit a uchovavat
v primeranom ¢ase pred pouzitim na testovanie bioaktivity. Zasobné roztoky by mali byt pripravené
v atmosfére s obsahom 5% oxidu uhli¢itého a d’alej by mali byt ultrafiltrované a skladované v tesnych
flasiach v tme az do pouzitia. Stacilo by ich premiesat’ tesne pred pouzitim. V roku 2008 bolo
navrhnuté alternativne zjednodusenie pripravy SBF.

Za predpokladu, Ze bioaktivita moze byt skutoéne testovana in vitro, je navrhnuty nasledujuci
postup:

1. Vyberie sa najjednoduchsia SBF, ktora sa priblizuje zloZeniu krvnej plazmy, pH=7.4 pri 37 °C, pod
p(C0O»)=0,05 atm, v rovnovahe s DCPD.

2. Referenéné materialy sa ponoria (B-TCP, HAp, Ti, biosklo atd’.) do SBF a koreluje sa ich spravanie
in vitro s ich in vivo spravanim. Povrch testovanych materialov by mali byt vopred dobre
charakterizovany a identicky v oboch pripadoch.

3. Ak sa nezisti vyznamna korelacia medzi testom bioaktivity a vysledkami in vivo, mézu sa sledovat
uCinky réznych aditiv (napr. Mg, K, sulfatov, proteinov atd’.), dokym sa nedosiahnu zhodné
vysledky.[22]

Tabul'ka 2: I6nové koncentracie (mM) krvnej plazmy a réznych typov SBF [21], [24]

Nézov Na' | K* | Mg*| Ca* | Cr | HCOy | HPOZ | sox | Ty
Krvnd plazma 142 5 1,5 2,5 103 27 1 0,5 -
Povodna SBF 142 5 1,5 2,5 148,8 4,2 1 0 TRIS
Upravend (c-SBF) 142 5 1,5 2,5 147,8 4,2 1 0,5 TRIS
Tas-SBF 142 5 1,5 2,5 125 27 1 0,5 TRIS
Bigi-SBF 141,5 5 1,5 2,5 124,5 27 1 0,5 HEPES
Revidovana (r-SBF) 142 5 1,5 2,5 103 27 1 0,5 HEPES
Modifikovana (m-SBF) 142 5 1,5 2,5 103 10 1 0,5 HEPES
Ionizovana (i-SBF) 142 5 1 1,6 103 27 1 0,5 HEPES
Vylepsena (n-SBF) 142 5 1,5 2,5 103 4,2 1 0,5 TRIS
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3.5.5 Testovanie cytotoxicity

Pojem cytotoxicita zahmuje toxické Géinky na bunkovej trovni. Testy cytotoxicity su primarne testy
na biokompatibilitu pre Siroku skalu elastomérnych, polymérmych a inych materialov pouZzivanych
v zdravotnickych pomdckach. Su zname tri r6zne pristupy hodnotenia cytotoxicity: test extrakcie, test
priameho kontaktu a test nepriameho kontaktu.

Sucasné studia naznacuju, ze material, ktory sa povazuje za netoxicky in vitro, bude netoxicky v in
vivo teste. AvSak to neznamena, ze ak material bude toxicky in vitro, nebude sa moct pouzit
v danej klinickej aplikacii. In vitro testy mo6zu hodnotit’ iba vrodenu toxicitu chemickej latky
a netestovat’ metabolické produkty, ktoré¢ mézu mat’ vacsi alebo mensi potencial toxicity.

Cytotoxicita méze byt vyhodnotena morfologiou buniek, poskodenim buniek, rastom buniek alebo
meranim bunkovej aktivity. V kazdom nezavislom cytotoxickom teste by mali byt zahrnuté
nasledujuce kontroly: pozitivna kontrola, negativna kontrola a kontrola slepého pokusu. Pozitivne
anegativne kontroly by mali byt zalozené na biomaterialoch, o ktorych je zname, Ze vyvolavaju
cytotoxicku alebo necytotoxicku reakciu. Pre extrakty je kontrola slepého pokusu ddlezita, pretoze ide
o extrak¢né médium na pripravu testovanych vzoriek.[5],[6]

3.5.6 Testovanie genotoxicity

Testovanie genotoxicity sa vyuziva tam, kde prava zloZenia materialov odhali moznu pritomnost’
zlucenin, ktoré¢ by mohli interagovat’ s genetickym materialom, alebo ak je chemické zloZenie
zdravotnickej pomocky/biomaterialu nezname. Test in vitro by mal zahmmat tri kritické koncové body
genotoxicity, tzn. génové mutacie, Strukturalne a numerické chromozémové odchylky.

Génové mutacie mozu byt stanovené v bakterialnom teste reverznych mutacii (Amesov test). Tento
test vyuziva aminokyseliny vyzadujucu kmene Salmonella typhimurium a Escherichia coli. Princip
tohto testu spoCiva v tom, ze detekuje mutacie, ktoré navratia mutacie pritomné v testovanych
kmenoch. Tieto indukované mutacie obnovuju funkénu schopnost” baktérii syntetizovat” esencialnu
aminokyselinu. Co napokon vedie k rastu na vybranych médiach, kym nemutované materské baktérie
nebudu na tychto médiach rast’.

Medzi testy genotoxicity patri aj MN test, ktory zistuje aktivitu klastogénnych a aneugénnych
chemikalii v bunkach, ktoré boli podrobené bunkovému rozdeleniu pocas expozicie alebo po expozicii
testovanej latke.

Ked’ su vsetky testy in vitro na mutagenitu alebo poskodenie DNA negativne, d’alSie testovanie in
vivo nie je potrebné. Ak vysledkom je pozitivny test, vyzaduje sa d’alSie testovanie in vivo alebo sa
predpoklada, ze material je mutagénny.[5]
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4 EXPERIMENTALNA CAST

Prakticka cast’ tejto prace sa zaobera skumanim interakcie biomaterialov s réznymi typmi SBF.
Zahmiuje vytvorenie a nalozenie vzoriek, pripravu konkrétnych SBF, popis metdd na meranie
mnozstva vapnika a fosforu a analyzu povrchu vzoriek pomocou elektrénového mikroskopu.

Zoznam pouzitych chemikalii:

- NaCl, KCI, NaHCO3, Ko-HPO, - 3H,0, MgCl, - 6H,0, CaCl,, Na>SOy4 (vSetko v p.a., Ing. Petr
Svec - PENTA s.1.0),

- Na,HPOj4 - 2H,0 (LACHEMA n.p. Brno),

- (NH4)>:MoO4, KH>POs, hydrochinéon, Na,SOs, HCI, H,SO4 (vSetko v p.a., Lach-Ner s.r.o0),

- Tris (tris (hydroxymetyl) aminometan, arzenazo III, hydroxyapatit (vSetko p.a., Sigma-
Aldrich),

- ALOs; (NABALOX, p.a.)

Zoznam pouzitych pristrojov:

- analytické vahy (METTLER TOLEDO),

- VIS fotospektrometer (Haach Lange 2880DR),

- pH meter (METTLER TOLEDO),

- skenovaci elektronovy mikroskop (EVO LS10 od firmy ZEISS),

- rentgenovy difraktogram (Empyrean od firmy Panalytical),
hydraulicky lis (LIS BSL 2, BRIO Hranice s.1.0).

4.1 Priprava SBF

Na experiment sa pripravili tri r6zne fyziologické roztoky (c-SBF, c-SBF bez vapnika, Tas-SBF)
a pouzil sa jeden komerény roztok (Hankov roztok).

Podl'a Tab. 3 bola pripravena SBF podl'a Kokuba (c-SBF). Do umelohmotnej nadoby s hladkym
povrchom za staleho miesania pri teplote 36,5 £1,5°C sa nalialo 700 ml deionizovanej vody.
Nasledne sa podla poradia (vid’ Tab. 3) pridavali jednotlivé latky. Kazda nasledujuca latka sa pridala
az po uplnom rozpusteni latky pridanej predtym. Hygroskopické latky ako KCl, K,HPO, - 3H>0,
MgCl, - 6H,0, CaCl, a Na,SO, sa pridali v ¢o najkratSom ¢ase. CaCl, bolo treba pridavat’ po malych
mnozstvach, aby sa predi§lo moznej precipitacii.

Po pridani Na,SOs sa objem nadoby doplnil deionizovanou vodou na 900 ml. Teplota roztoku sa
udrziavala v teplotnom rozmedzi 36,5 £ 0,5 °C. Po tychto krokoch sa zacal pridavat tris po velmi
malych mnozstvach. pH metrom sa kontrolovalo pH roztoku tak, aby kone¢na hodnota bola 7,40 pH.
Pokial’ mnozstvo trisu nestacilo na to, aby sa zvySilo pH na hodnotu 7,40, tak sa pridalo este mal¢
mnozstvo. Ak by pH stuplo na 7,45+0,01, tak pridanim 1M HCI sa m6Ze upravit. V nasom pripade to
nebolo treba. Takto pripraveny roztok moéze byt pouzity maximalne mesiac. SBF musi byt ¢iry roztok
bez zrazenin, inak nie je mozny pouzitia.[21]

Rovnakym spdsobom bol pripraveny aj roztok ¢-SBF bez vapnika (roztok bez CaCly).
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Tabulka 3: Poradie a mnozstva potrebnych latok na pripravu SBF podl'a Kokuba [21]

Poradie Reagent MnoZztsvo

1 NaCl 8,035 ¢
2 NaHCO3 0,355 ¢
3 KC1 0,225 ¢
4 K>HPO, - 3H,O 0,231 ¢
5 MgCl, - 6HO 0,311 g
6 1.0 M HC1 39 ml

7 CaCl2 0,292 ¢
8 NaxSOq4 0,072 g
9 Tris 6,118 g

Tas-SBF bola pripravena podobnym spdsobom ako ¢-SBF. Do umelohmotnej nadoby s hladkym
povrchom za staleho mieSania pri laboratdrnej teplote sa nalialo 700 ml deionizovanej vody. Postupne
sa pridavali latky podla poradia (vid. Tab. 4). Kazda nasledujica latka sa pridala az po tGplnom
rozpusteni latky pridanej predtym. Pred pridanim CaCl, - 2H,O, sa do roztoku prilialo 15 ml HCI.
Celkovy objem potrebny na pripravu bol 40 ml HCIL.

Potom, Co sa tris pridavany po malych mnozstvach uplne rozpustil, bolo treba roztok zohriat’ na
37 °C. Nakoniec sa po malych davkach pridaval striedavo zvySok HCI a voda tak, aby sa doplnil
objem na 11 a dosiahlo sa pH 7.4 pri teplote 37 °C. Pocas celého postupu bola kontrolovana teplota
a pH.[24]

Tabul'ka 4: Poradie a mnozstva latok potrebnych na pripravu Tas-SBF [24]

Poradie Reagent MnoZztsvo
1 NaCl 6,547 g
2 NaHCO; 2,268 g
3 KClI 0,373 g
4 Na,HPOs - 2H,O 0,178 g
5 MgCl, - 6HO 0,305 g
6 1.0 M HC1 15 ml (40 ml)
7 CaCl, - 2H,O 0,368 g
8 NaxSOq4 0,071 g
9 Tris 6,057 g

Obrazok 9: Fotky aparatiry na pripravu ¢c-SBF, c-SBF bez vapnika a Tas-SBF

24



Tretim fyziologickym roztokom bol komerény Hankov roztok od firmy GE Healthcare. ZloZenie
uvedené vyrobcom je v Tab. 5.

Tabulka 5: Poradie a mnozstva latok v 1 1 v Hankovom roztoku

Poradie Reagent MnoZztsvo
1 NaCl 8,000 g
2 KClI 0,400 g
3 KH2PO4 0,060 g
4 Glukoéza 1,000 g
5 N azHPO4 0,048 g
6 MgSO4 0,098 g
7 CaCl2 0,140 g
8 N 32CO3 0,350 g

Obrazok 10: Fotka Hankovho komeréného roztoku
4.2 Priprava vzoriek

Boli pouzité tri typy vzorick biomaterialov: Al,O3 vo forme tabliet a peny, hydroxyapatit (HAp) vo
forme tabliet.

4.2.1 Oxid hlinity
Chemicke zlozenie Al,O3 udavané vyrobcom: 99,8 % Al,Os, 0,3 % NaxO, 0,03 % SiO», 0,03% Fe»Os.

Tablety AlOs; sa pripravili z komeréného prasku 625-10 (Nabaltec AG) pomocou laboratérneho
uniaxialneho hydraulického lisu. Do prasku sa pridala kyselina olejova ako spojivo (2 hm. %).
Nasledne sa tablety kalcinovali pri 900°C pre odstranenie organickej zlozky a d’alej sa slinuli pri
1500 °C po dobu 3 h. Brusnym papiecrom sa vylestila Gplne na hladko jedna strana (SiC papier,
zrnitost’ 1000 pm).
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Obrazok 11: Pripravena a vypalena Al,Oj; tableta

Vzorky Al,O; vo forme peny boli uz predpripravené v minulosti laboratorne replikaénou metédou
a boli vyuzité pre tato pracu.

Obrazok 12: Laboratérna priprava Al,O3 peny a) po naneseni suspenzie na PUR penu o PPI 30
a vysuseni b) po vypale

4.2.2 Hydroxyapatit

Vzorky HAp boli lisovan¢ za rovnakych podmienok ako Al,Os; tablety, t.j. uniaxialne za pouZitia
spojiva 2 hm.% kyseliny olejovej. Tablety HAp sa vypalili pri teplote 1100 °C po dobu 5 h. Brusnym
papierom sa vylestila uplne na hladko jedna strana (SiC papier, zrnitost” 100 pm).

Obrazok 13: Pripravena a vypalena HAp tableta
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4.3 Inkubacia vzoriek v SBF tekutinach

Po pripraveni konkrétnych SBF a tabliet resp. pien nasledovalo inkubacia tychto vzoriek. Z rozmerov
vzorky bolo treba vypocitat’ ich povrch a nasledne objem SBF potrebny na ich zmacanie (vid’. priklad
nizsie). Pri poréznych materialoch by mal byt objem SBF vacsi ako vypocitany objem.[21]

S, = 360,81 mm?
v, = S,/10
Vs =36 ml

Po vypocitani objemu SBF sa tablety a peny vlozili do plastovej nadoby (jedna vzorka na jednu
nadobu). Tablety sa vlozili tak aby vylestena strana bola smerom hore. Nasledne sa prilial potrebny
vypoéitany objem SBF. Nadoba sa uzatvorila a dala sa inkubovat pri teplote 37 +2°C. Pri
manipulacii bolo treba davat’ pozor, aby sa vzorky neotacali v roztoku. Pre kazda SBF sa
pouzila kazda vzorky materialu a nechala sa inkubovat’ po dobu 1, 3, 7, 14 a 28 dni. Po uplynuti doby
inkubacie sa tablety resp. peny vybrali z nadoby, jemne sa odistili destilovanou vodou a nechali sa
vysuSit’ v exsikatore tak, aby vyleStena strana tablety bola smerom nahor. Roztoky v nadobach sa
uskladnili v chladnicke na neskorSiu analyzu.

4.4 Spektrofotometrické stanovenie vapnika

Spektrofotometria je analytickd metdda pre meranie vlastnosti vzorky (napr. koncentracie latky
v roztoku) na zaklade pohlcovania svetla réznych vlnovych dizok spektra. Patri do skupiny
spektralnych optickych metdd zaloZzenych na merani a vyhodnocovani absorpénych spektier. Roztok
v kyvete je ozarovany monochromatickym svetlom (vybrana oblast’ elektromagnetick¢ho spektra)
a svetelné Ziarenie je absorbované molekulou analytu. Detektor Ziarenia meria intenzitu dopadajuceho
svetla (ziarivy tok) neabsorbovaného roztokom.[38]

Po vybrati vzorick z SBF sa spektrofotometricky stanovoval vapnik. Vyuzilo sa pri tom cinidlo
Arzenazo III, ktoré predstavuje metalochromné farbivo s citlivostou na Ca*'. Pripravilo sa 200 ml
roztoku s koncentraciou 200 umol/l.

Obrazok 14: Struktura a fotka pripraveného Arzenaza I

Koncentracia vapnikovych ionov v SBF roztokoch bola stanovena metddou kalibracnej krivky. Do
kyvety sa najprv pridalo automatickou pipetou 10 ul vzorky SBF a 1000 ul Arzenaza III. Merala sa
absorbancia na VIS fotospektrometri proti slepému pokusu pri vinovej dizke 650 nm. Meranie bolo
uroben¢ 6x apre vyhodnotenie bola z vyberu odstranena najmensia a najvac¢Sia hodnota, zvySné
hodnoty boli spriemerované. Chyba merania je vo forme smerodajnej odchylky.
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Bola zhotovena kalibra¢na krivka. Pripravil sa zasobny roztok s koncentraciou 10 mmol/l. Riedenim
sa pripravili roztoky s koncentraciou 0,5; 1, 2, 3, 4, 5 mmol/l. Takto pripraven¢ roztoky sa merali ako
je uvedené v postupe vysSie oproti slepému pokusu.

4.5 Spektrofotometrické stanovenie fosforu

Fosforecnanové iony boli stanovené pomocou molybdénanu amonneho, vd’aka ktorému vznikli
fosfomolybdénany, ktoré sa redukuju roztokom hydrochinénu a siri¢itanu sodného na molybdénovii
modru. Vysledna koncentracia vo vzorkach bola opit stanovena pomocou metody kalibracnej krivky.
Meranie bolo urobené 6x a rovnakym spdsobom ako pri stanoveni vapnika, chyba merania bola
vyjadrena vo forme smerodajnej odchylky. Princip spektrofotometrickej] metody je uz popisany
v kap. 4.4.

Kalibra¢na krivka sa zhotovila pomocou Standardného roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného
s koncentraciou 25 ug fosforu v 1 ml roztoku. Z neho sa odpipetovalo do po 0,0; 0,1; 0,2 az 0,7 ml.
Pridalo sa po 1 ml roztoku molybdénanu amonneho (0,13 mol/l), hydrochindénu (0,045 mol/l)
a siri¢itanu sodn¢ho (0,16 mol/l). Nasledne sa roztok doplnil destilovanou vodou na objem 10 ml. Po
30 min. sa merala absorbancia pri vinovej dizke 610 nm proti slepému pokusu .

Z pripravenych vzorieck SBF sa odpipetovalo 0,1 ml. Pridalo sa po 1 ml roztoku molybdénanu
amonneho, hydrochinénu a siricitanu sodného. Nasledne sa roztok doplnil vodou na objem 10 ml. Po
30 min. sa merala absorbancia pri vinovej dizke 610 nm proti slepému pokusu.

Obrazok 15: Fotka pripravenych roztokov kalibraéného radu stanovenia fosforu po 30 min
4.6 Analyza povrchu vzoriek

Na analyzu povrchu vzorick sa pouzila metoda elektronovej mikroskopie. V 70. rokoch minulého
storoCia sa stala tato metdda jednou z najrozvijanejSich metdod pozorovania vzoriek. V sucasnosti
najlepsie elektronové mikroskopy su schopné dosiahnut’ rozliSenie az 0,4 nm a zvicSenie 1 000 000x.

Pri tejto metdde sa vyuziva zvizok elektronov s kratkou vinovou dizkou, ktory je urychleny
elektronovym polom. Zdrojom elektronov je elektronova tryska, najcastejSie volframové vlakno.
Principom pozorovania v SEM je interakcia primamych elektronov s povrchom vzorky za uvolnenia
sekundarnych elektronov, ktoré su snimané detektorom. Detekcia sekundarnych elektronov prinasa
informaciu o reli¢fe vzorky s velkym rozligenim a so znaéne velkou hibkou ostrosti nedosiahnutel'ni
optickymi mikroskopy. Ked'Ze elektrony medzi anodou a katddou st vodivé musia byt aj vzorky
vodivé. Preto sa pouziva povlak vo forme uhlika alebo zlata. Vd’aka vybomej rozliSovacej schopnosti
dostaneme informacie o Strukture skimaného materialu.[32],[33]
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Na analyzu bolo vybratych vSetkych devit vzoriek po 28 dioch. Pred analyzou sa vzorky pozlatili,
kvoli zlepSeniu vodivosti. Pracovna vzdialenost” bola nastavena na 12 mm a pouzilo sa 5000x, 10 000x
a 20 000x zvécsenie.

Bom,

Obrazok 16: Elektronovy mikroskop Zeiss EVO LS10

4.7 Rentgenova difrakéna analyza (XRD)

Principom tejto metddy je prechod valencnych elektronov, kedy dochadza vyrazeniu elektronu
z atdmového obalu rychlym elektronom. Vytvori sa diera, ktora sa ihned’ zaplni elektronom z vysSich
energetickych hladin. Prebyto¢na energia sa uvolni vo forme fotonu rontgenového ziarenia. Vzniknuty
rozdiel energii sa zobrazi vo forme ¢iarového spektra.[35]

Rentgenova difrakéna analyza (XRD) je zakladnou metéodou urcovania Struktary pevnych latok,
kde kazda krystalicka latka ma jedineCny difraktogram. Tato metdda je zalozena na interakcii
rentgenového ziarenia s elektronmi atdému. Vd'aka pravidelnému periodickému usporiadaniu atomov v
krystalickej faze dochadza k rozptyleniu a naslednej interferencii rentgenového Ziarenia. Vznikaju tak
difrakéné maxima, ktorych poloha, intenzita a tvar zavisi od druhu atomov a ich usporiadania v 3D
priestore. Vd’aka difrakénému obrazu vieme spitne Studovat krystalické zloZenie vzorky a jeho
mikroStrukturu.[34]

Pomocou XRD boli analyzované pripravené vzorky na pristroji Empyrean (firma Panalytical). Bola
pouzita medena andéda bez monochromatoru. Na ose x sa nastavilo rozmedzie 5-90 s krokom 0,013,
kde kazdy krok bol merani po dobu 96 sekund. Zlozenie bolo vyhodnotené semikvantitativne
pomocou programu Highscore, kde sa vysledky porovnali s databazami (ICOS, ICCD PDF 2).

Obrazok 17: Rentgenovy difraktogram Empyrean od firmy Panalytical [34]
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto kapitole st popisané vysledky merania vapnika a fosforu v jednotlivych SBF a ich grafické
znazornenie. Podla vysledkov predbezne vieme, ¢i biomaterial vykazoval interakciu resp.
nevykazoval. Na overenie su priloZzené snimky povrchu vsetkych vzoriek po 28 drioch.

5.1 Zlozenie pouzitych vzoriek

Pre kontrolu chemického a fazového zlozenia vzoriek bola pouzitd metoda rentgenovej difrakcie. Na
Obr. 18 je uvedena analyza tablety, peny Al,Os. Analyza peny a tablety bola totozna — oxid hlinity.
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Obrazok 18: Difraktogram zlozenia tablety a peny Al,O3

Na Obr. 19 je uvedeny difraktogram tablety HAp, kde sa vytvorila nova faza — whitlockit. Fazové
zlozenie je uvedené v Tab. 6.
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Obrazok 19: Difraktogram zlozZenia tablety HAp
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Tabulka 6: Vysledky semikvantitativnej analyzy HAp

Faza hm. %
Hydroxyapatit — (Caio(PO4)s(OH)2) 92
Whitlockit — Cag(PO4)e 8

Semikvantitativna analyza preukazala pritomnost” whitlockitovej faze (Tab. 6). Pravdepodobne vznikla
dehydroxylaciou hydroxyapatitu na oxoapatit medzi teplotami 900 °C az 1200 °C podl'a rovnice:

Ca10(PO4)s(OH)2 — Cai0(PO4)sO + H20 (g) ey

Naslednym zahriatim nad 1450 °C dochadza k tepelnému rozkladu oxoapatitu na trikalcium fosfaty
(TCP) podl'a rovnice:

Cayo (PO4)6O — 2 Ca3(PO4)2 + CasP209 (2)

K pravdepodobnému rozkladu oxoapatitu na TCP prislo uz pri nizsej teplote, vzhl'adom na teplotu
vypalu vzorky pri 1100 °C, ¢o bolo sprevadzané vytvorenim whitlockitovej fazy.[37]

5.2 Synteticka telesna tekutina c-SBF (podl’a Kokuba)

Do pripravenej SBF sa vlozili vzorky, AlbO; vo forme tabliet a peny a HAp vo forme tabliet.
Predpokladana pozitivna interakcia je najmad s HAp, ktory je CiastoCne bioaktivny material narozdiel
od AlOs, ktory vykazuje bioinertné vlastnosti. Avsak nukleacia moZe nastat” aj pri bioinertnych
materialoch.[22]

5.2.1 Stanovenie vapnika

Teoreticka hodnota koncentracie Ca** je 2,5 mmol/l. Experimentalne namerana hodnota pripravenej
SBF bola 2,34 mmol/l. Zmeny koncentracie Ca®* s rasticim ¢asom inkubdcie su znazornené v Tab. 7
a na Obr. 20.

Tabulka 7: Nameran¢ hodnoty koncentracii vapnika pre c-SBF so smerodajnou odchylkou

+ 0,01 mmol/l
P:;?t AlLO3 Pena HAp
¢ (mmol/l)

0 2,34 2,34 2,34

1 2,40 2,55 1,83

3 2,32 2,47 1,60

7 2,29 2,51 1,28
14 2,27 2,14 1,28
28 2,32 2,33 0,93
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Obrazok 20: Grafické znazomenie zmeny koncentracie vapnika pocas doby inkubacie

Podl'a nameranych vysledkov a grafického znazornenia sa predpoklad potvrdil. Pre vzorky HAp je
vyrazny ubytok Ca®* hned’ v prvych diioch a postupne klesa. Cim sa potvrdzuje interakcia s SBF
a vytvorenie apatitovej vrstvy na povrchu tablety, ktora bude dokazana snimkou povrchu. Pre AlOs je
zmena minimalna. Vzhl'adom na chybu merania mézeme povedat’, Ze takmer ziadna zmena nenastala.
Pri pene bola zaznamenana mala vychylka po 14 dioch, avSak po 28 dioch je koncentracia takmer
rovnaka ako koncentracia Ca** Gistej SBF.

5.2.2 Stanovenie fosforu

V pripravenom SBF roztoku sa namerala koncentracia POs> s hodnotou 1,28 mmol/l. Hodnota je
o trochu vyssia ako u teoretickej hodnoty (1,0 mmol/lI). Zmeny koncentracie si znazornené v Tab. 8
ana Obr. 21.

Tabulka 8: Namerané hodnoty koncentracii fosforu pre c-SBF so smerodajnou odchylkou + 0,01

Pg:::t AlLO3 Pena HAp
¢ (mmol/l)
0 1,28 1,28 1,28
1 1,28 1,28 0,84
3 1,24 1,24 0,51
7 1,17 1,28 0,33
14 1,10 1,32 0,29
28 1,06 1,28 0,00
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Obrazok 21: Grafické znazornenie zmeny koncentracie fosforu pocas doby inkubacie

Graf (Obr. 21) vykazuje podobny priecbeh hodnét ako pri vapniku. Pri HAp je znaény pokles
koncentracie uz po prvych diloch a po 28 drioch klesa na nulovi hodnotu. Hodnoty Al,O; ukazuju
mierny pokles. Pri pene mozno pozorovat’ vychylku po troch diioch, ale po 28 diioch je koncentracia
PO,* rovnaka. Z nameranych hodndt sa da predpokladat’, tak ako pri hodnotach Ca*, Ze iba HAp
reagoval s c-SBF za vytvorenia apatitovej vrstvy.

5.2.3 Pozorovanie zmien povrchu vzoriek ponorenych do c-SBF

Pomocou SEM sa vytvorili snimky na pozorovanie zmien povrchu tabliet a peny.

EVO LS 10 Zpm WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 pm
1024 * 768 Mag = 10.00 K X Chamber = 1.65e-003 Pa High

SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 IProbe= 100 pA ) l

Obrazok 22: Snimka HAp zo SEM popisujuca vznik whitlockitovej faze pri 10 000x zvacseni

Obr. 22 dokazuje vytvorenie whitlockitovej faze, ktorej pritomnost bola potvrdena aj
v semikvantitativnej analyze v Tab. 6.
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SEM 5 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 IProbe = 100 pA
ym Image Pixel Size = 14.51 nm Width = 14.86 pm

EVO LS 10 WD = 12.0 mm
1024 * 768 l Mag = 20.00 K X Chamber = 1.43e.003 Pa High

Obrazok 23: Snimka povrchu HAp zo SEM pri 20 000x zvicseni

Vznik lamelovitych utvarov mozno pozorovat’ na Obr. 23, ktoré su typicke pri vytvoreni apatitovych
vrstiev (vid’ Obr. 8).

EHT = 1000 KV Signal A= SE1

Width - 5947 g
Mg = G00KK Chamber = 1.39e 003 Pa High

w
WD - 12.0 mm Imags Pixsi Sizs - 1451 am VWidth - 405 ym
Mag = 20.00 K X Chamber = 1.56e 003 Pa High

a) b)
Obrazok 24: Snimky HAp zo SEM pri zvicéseni a) 5000x b) 20 000x

Na Obr. 24 mozno vidiet’ vytvorenie apatitovej vrstvy na povrchu tablety, co zodpoveda vysledkom
nameranych hodnét vapnika a fosforu (Tab. 8)
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a) b)
Obrazok 25: Snimky povrchu AlOs tablety zo SEM pri zvaéseni a) 5000x b) 20 000x

Z nameranych hodndt vapnika a fosforu (Tab.8a Obr.21.), bolo mozno predpokladat, Ze
k vytvoreniu apatitovej vrstvy u Al,Oz nedoslo, ¢o dokazuju aj snimky na Obr. 25, kde nie je vidiet
vznik Ziadnych inych utvarov.

EHT = 1000 kY ‘Signal &= SE1 o0 ENT = 1000 K i | Probe= 100 pA

pA
WD - 120 mm Image Pixel Sizo - 20,03 nm Whdth - 29.73 pm EEISS ! WD - 120 mm Image Pixel Size - 14,51 im Width ~ 44.05 pn
Hag = 000KX Chamber = 9.00¢ 004 Pa High - My = 2000 KX Chamber = 9.9 D04 Pa High

a) b)
Obrazok 26: Snimky povrchu peny zo SEM pri zvaéseni a) 10 000x b) 20 000x

Na Obr. 26 nie je vidiet’ u Al,O3 peny vytvorenie ziadnych novych ttvarov, ¢i vytvorenia apatitovej
vrstvy. Pri bliz§om pozorovani lomovej plochy (Obr. 27) boli najdené nové utvary.
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SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 1 Probe = 100 pA
EVOLS 10 WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 14.51 nm Width = 14.86 pm

1024 * 768 Mag = 20.00 K X Chamber = 1.04e.003 Pa High

Obrazok 27: Snimka lomovej plochy peny zo SEM pri 20 000x zvacSeni

Pri nasnimani lomovej plochy peny, mozno pozorovat na Obr.27 vznik novych ttvarov vo
vel'mi malom mnozstve. K vyraznej§im zmenam nepri§lo, ¢o potvrdzuju aj vysledky stanovenia
fosforu a vapniku (Tab. 21 a Obr. 8.).

5.3 Hankov komer¢ny roztok

Tak isto ako pri c-SBF sa do roztoku vlozili vzorky Al,Os vo forme peny a tabliet a HAp ve form¢
tablety. Predpokladana interakcia je podobna ako pri c-SBF. Oc¢akavana interakcia je s HAp, u Al,O3
vo forme tabliet i peny sa nepredpoklada vytvorenie apatitovej vrstvy, alebo minimalnej tak ako bolo
pri roztoku c-SBF.

5.3.1 Stanovenie vapnika

Pri roztoku bola namerana koncentracia Ca®* s hodnotou 1,36 mmol/l. Hodnotu, ktori uvadza vyrobca
je 1,3 mmol/l. Zmeny, ktoré nastali pocas 28 dni je vidiet’ v Tab. 9 a na Obr. 28.

Tabulka 9: Namerané hodnoty koncentracii vapnika pre Hankov komerény roztok
so smerodajnou odchylkou + 0,01

P:;?t AlLO3 Pena HAp
¢ (mmol/l)
0 1,36 1,36 1,36
1 1,04 0,91 0,58
3 0,83 1,01 0,55
7 0,87 0,94 0,52
14 0,70 0,94 0,49
28 0,70 0,55 0,39
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Obrazok 28: Grafické znazomenie zmeny koncentracie vapnika pocas doby inkubacie

Pri vsetkych vzorkach je zaznamenany pokles vapnika od prvého dia. Pri Al,O; vo forme tabliet aj
peny ma kolisavy priebeh, zatial ¢o pri HAp po prvom dni vapnik prudko klesol a d’alSie dni
postupne, takmer linearne klesal. Hodnoty po 28 drioch u vsetkych vzoriek sa vyrazne lisia od hodnoty
Cistého roztoku, preto sa na nich predpoklada vytvorenie apatitovej vrstvy. NajvyraznejSia by mala byt
podl’a Obr. 28 pri HAp.

5.3.2 Stanovenie fosforu

Koncentracia POs* v &istom roztoku bola 1,02 mmol/l, pri¢om hodnota dana vyrobcom je
0,74 mmol/l.

Tabulka 10: Namerané hodnoty koncentracii fosforu pre Hankov komerény roztok
so smerodajnou odchylkou + 0,01

P:;?t Al,O; Pena HAp
¢ (mmol/l)
0 1,02 1,02 1,02
1 1,13 0,88 0,62
3 0,77 0,73 0,47
7 0,91 0,91 0,29
14 0,84 0,88 0,33
28 0,51 0,22 0,14
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Obrazok 29: Grafické znazornenie zmeny koncentracie fosforu pocas doby inkubacie

Z grafu na Obr. 29 je vidiet kolisavy priebeh u vsetkych vzoriek. Tak isto ako pri vapniku,
najvyraznejsi je pri Al2O3; vo forme tabliet aj peny. Koncentracia fosforu u Al,O3; vo forme tabliet po
prvom dni zaznamenala narast oproti ostatnym vzorkam. Pri HAp je pokles od prvého do siedmeho
dia najvyraznejsi, pricom pri ostatnych vzorkach je pokles najvyraznejsi po 14 drioch. Po 28 diioch sit
vysledky totozné s vysledkami zmeny vapniku, kedy najvacsi pokles zaznamenal HAp a nasledne
pena a Al>O; vo forme tabliet.

5.3.3 Pozorovanie zmien povrchu vzoriek ponorenych do Hankovho roztoku

Pomocou SEM analyzy sa Studoval povrch tabliet a peny, kde mozno pozorovat vznik novych
utvarov. Z hladiska vysledkov (Tab. 9 a Obr. 29) mozno usudit, Zze prislo k tvorbe apatitov.

EHT= 100 kv ignal - " ENT = 1000 k¥ ignal 1Probo = 100 pit
151 om Width = 14,06 pm

WD - 120 mm age ize = 5000 CEISY WD = 120 mm ags Pixel Sizs =
Mag - 500 KX ambe o003 Pa A Mag - 2000 K % Chamber - 1136003 Pa High

a) b)
Obrazok 30: Snimky povrchu HAp zo SEM pri zvacseni a) 5000x b) 20 000x

Ako naznacovali vysledky poklesu vapnika a fosforu (Tab. 10 a Obr. 29), tak na Obr. 30 mozno vidiet’
vznik novych utvarov a jemnej vrstvi¢ky apatitu po celej ploche.
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E EHT= 100 kv Signal A= SE1 1Praba = 100 A EHT = 10,00 k¥ 1Brobo =100 pi
WO - 120 mm 20 = 50 Width = 5947 ym e WD = 120 mm 1 Width = 1448 um PELSS
074~ 768 H Hag = 500 K3 Chamber = 1090 013 Pa High 1024 * 760  ssss—— Mg = 2000 K % Chamber = 1.11e.003 Pa High

Obrazok 31: Snimky povrchu Al,Os tablety zo SEM pri zvacseni: a) 5000x b) 20 000x

Zo snimok na Obr. 31 tiez mozno zaznamenat’ vytvorenie jemnej vrstvicky na povrchu tablety ALOs.
Avsak aj naprick vyraznejSiemu poklesu vapnika a fosforu narozdiel od poklesu pri c-SBF,
k vytvoreniu suvislej apatitovej vrstvy neprislo.

EHT = 1010 k¥ 1Probo= 100 pa
WD = 120 mm 294 Width = 29.73 ym
High - Mg = 1000 K % 3

Obrazok 32: Snimky povrchu peny zo SEM pri zvacseni: a) 5 000x b) 20 000x

Snimky na Obr. 32 (AlO; peny) potvrdili predpoklad z poklesu vapnika a fosforu z vysledkov Tab. 10
a Obr. 29, Ze bude vytvorena najvyraznejSia vrstva apatitov. Vrstva sa vytvorila po celom povrchu
peny. Mozno vidiet’ r6zne ttvary a podoby apatitov.
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SEM p EHT = 10.00 KV Signal A= SE1 IProbe= 100 pA
EVO LS 10 m WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 14.51 nm Width = 14.86 ym ZEISX
P N Mag= 2000KX  Chamber = 9.100.004 Pa High

Obrazok 33: Snimka povrchu peny zo SEM popisujuca vznik apatitov pri 20 000x zvicsSeni

Na Obr. 33 je vidiet’ detailne vzniknutu vrstvu apatitov lamelovitého tvaru, ktoré¢ sme videli aj
v menSom mnozstve pri HAp v c-SBF, ¢o zodpoveda literature (vid. Obr. 8). Povrch peny je
prerasteny tak, Ze nie je vidiet jej povodny povrch.

SEM EHT = 1000 kv Signal A= 5E1 | Probe = 100 pA
EVO LS 10 Zym WD = 120 mm Image Pixel Size = 14.51 nm Width = 14.06 pm ZEISX l
1024 * 768 i May = 20000 K X Chamber — 8.90e 004 Ma High

Obrazok 34: Snimka povrchu peny zo SEM popisujuca vznik vrstvicky pri 20 000x zvacseni

Na Obr. 34 mozno detailne vidiet” vznik inych ako lamelovych Struktar apatitu. Vznikla jemna
vrstvicka, ktora kryje ¢ast’ povrchu peny.
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5.4 Synteticka telesna tekutina c-SBF bez vapnika (blank)

Pre porovnanie boli vzorky inkubované v tekutine bez vapenatych idénov, kde sa nepredpoklada
interakica a vznik vapenatych apatitov na povrchu vzoriek materialov.

5.4.1 Meranie vapnika

Aj napriek tomu, Ze neboli do roztoku pridavané vapenaté latky, namerali sme koncentraciu Ca*
s hodnotou 0,29 mmol/l, ¢o mohlo byt spésobené nizSou Cistotou chemikalii alebo kontaminaciou pri
priprave.

Tabul’ka 11: Namerané hodnoty koncentracii vapnika pre c-SBF bez vapnika
so smerodajnou odchylkou + 0,01

Pocet
dni Al,O; Pena HAp
¢ (mmol/l)

0 0,29 0,29 0,29

1 0,21 0,20 0,29

3 0,24 0,18 0,30

7 0,24 0,19 0,26

14 0,24 0,22 0,27

28 0,27 0,22 0,24
0,35
0,3
0,25
S 02

& AI203
£ 015
o Pena
0,1 HAp
0,05
0
0 5 10 15 20 25 30
Pocet dni

Obrazok 35: Grafické znazomenie zmeny koncentracie vapnika pocas doby inkubacie

Po prvych troch diloch mdézeme pozorovat’ na grafe (Obr.35) nahly pokles pri pene, priCom pri
ostatnych vzorkach je mierny narast. VSetky vzorky maju mieme kolisavi tendenciu, avsak
k vyraznym zmenam po 28 drioch neprislo.
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5.4.2 Meranie fosforu

Pripravena ¢ista SBF obsahovala 1,17 mmol/l POs*, pricom tabul'kova hodnota je 1,0 mmol/I.

Tabulka 12: Namerané hodnoty koncentracii fosforu pre c-SBF bez vapnika
so smerodajnou odchylkou + 0,01

Pocet
, A
dni 1,03 Pena HAp
¢ (mmol/I)
0 1,17 1,17 1,17
1 0,77 1,02 1,06
3 1,21 1,02 1,02
7 1,10 1,10 1,10
14 0,77 1,21 1,13
28 0,99 1,13 1,17
1,40
1,20
1,00
=
S 0,80
& Al203
£ 060
o Pena
0,40 HAp
0,20
0,00
0 5 10 15 20 25 30
Pocet dni

Obrazok 36: Grafické znazomenie zmeny koncentracie fosforu pocas doby inkubacie

Z grafu na Obr. 36 je vidiet' kolisavy priebeh u Al,Os. Po 28 diloch koncentracia mierne klesla.
U peny a HAp prvé dni je mozno zaznamenat’ minimalny pokles, avSak po 28 dioch je koncentracia
takmer nezmenena.

5.4.3 Pozorovanie zmien povrchu vzoriek ponorenych do c-SBF bez vapnika (blank)

Pomocou SEM analyzy sa vytvorili snimky na pozorovanie zmien povrchu tabliet a peny. Podla
vysledkov stanovenia vapnika a fosforu sa neocakava tvorba apatitov, alebo len vo velmi malom
mnozstve tak ako bolo spomenuté kap. 5.4.
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EHT= 1020 kv o EHT = 1000 k¥ i 1 Brobo = 100 pi
WO - 120 mm n EELSS WD = 120 mm 28 = 14.51 Width = 14,48 ym
Hag = 500 K3 Mo = 2000 K %

a)
Obrazok 37: Snimky HAp zo SEM pri zvacSeni a) S000x b) 20 000x

Na povrchu HAp podla Obr. 37 nevznikli Ziadne apatitové vrstvy anovovytvorené utvary, Co
potvrdzuje aj meranic vapnika a fosforu. Utvary, ktoré st vidiet na povrchu na Obr.37a je
vykrystalizovana sol’, ktora vznikla pravdepodobne zlym oplachnutim vzorky.

I !
EHT = 100 kv A 1Probo= 100 p
WO - 120 mm [ n 7um ZELSS - 78 = 14.51 Width = 1405 wm

Obrazok 38: Snimky Al,Os tablety vytvorené zo SEM pri zvacSeni a) 5000x b) 20 000x

Tak ako pri HAp, tak ani na snimkach povrchu Al,O; vzorky na Obr. 38 nie je vidiet’ vznik novych
struktur a potvrdzuje vysledky stanovenia vapnika a fosforu (Tab.12 a Obr. 36)

a) b)
Obrazok 39: Snimky peny vytvorené zo SEM pri zvacseni a) 5000x b) 20 000x
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SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe = 100 pA

EVO LS 10 WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 29.73 ym ZEISX
1024~ 768 Mag= 10.00KX  Chamber=9.310004 Pa High

Obrazok 40: Snimka peny zo SEM pri 10 000x zvicseni

Na Obr. 39 je vidiet, Ze povrch peny zostal nezmeni. Je tam naznacena mala novovzniknuta vrstva,
ktora na inych miestach nebola. Da sa preto konstatovat, Ze k tvorbe apatitovej vrstvy neprislo
a k vytvoreniu ingj Struktary (Obr. 40) bolo ojedinelé.

5.5 Synteticka telesna tekutina Tas-SBF

Tento roztok sa nepodarilo pripravit, preto sa na experiment nakoniec nepouzil. Po pridani tris, sa
roztok zakalil, ¢o je neziaduce. Pri stalom mieSani a po pridani malého mnozstva vody a HCI sa
neskor vyciril. AvSak po vychladnuti nastala precipitacia a na dne nadoby bolo vidiet” kal. Po tejto
skasenosti bol upraveny postup. Od zaciatku sa roztok zohrial a temperoval pri teplote 36,5 + 1,5 °C.
Namiesto 15 ml HCI sa pridalo 35 ml. Tym sa vyrazne znizila hodnota pH z 6,10 na 2,21. Napriek
tomu po vychladnuti nastala precipitacia.
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6 ZAVER

Cielom prace bolo studium interakcie pripravenych simulovanych telesnych tekutin s biokeramickymi
materialy. Pozoroval sa vznik novej apatitovej vrstvy na povrchu vzoriek a koncentracie vybranych
ionov v syntetickych telesnych tekutinach. Praca zahriiovala pripravu viacero typov SBF a vzoriek
biomaterialov.

Na experiment boli pouZité tri vzorky biomaterialov. Pripravil sa bioinertny oxid hlinity vo forme
peny atabliet a bioaktivny hydroxyapatit vo forme tabliet. XRD analyza HAp tabliet po slinuti
preukazala pritomnost’ faze whitlockitu, ktora bolo mozné vidiet” aj na snimke zo SEM analyzy.

Boli synteticky pripravené dva roztoky c-SBF, c-SBF bez vapnika a pouzil sa komerény Hankov
roztok. Pripraveny bol aj Tas-SBF roztok, ktory precipitoval a aj po tiprave postupu nebol pouziteI'ny
na experiment. Upravené vzorky biomaterialov sa vlozili do pripravenych roztokov SBF a nechali sa
vyvijat po dobu 1, 3, 7, 14 a 28 dni v inkubatore pri priblizne 37 °C. Po uplynuti inkubacnej doby sa
spektrofotometricky stanovoval vapnik a fosfor v roztokoch. Pozoroval sa ich ubytok, pripadne narast.
Hodnoty vapniku a fosforu u Cistych synteticky pripravenych roztokoch sa s malou odchylkou rovnali
tabul’kovym hodnotam.

Z nameranych hodndt sa dalo predpokladat’, ¢i na vzorke vznikla alebo nevznikla nova vrstva apatitu.
Na overenie sa pouzila SEM analyza vzoriek po 28 diioch, kde na vytvorenych snimkach bolo jasne
vidiet’ vznik novych vrstiev a Struktur.

Pri c-SBF bol predpoklad interakcie a vzniku apatitov iba pri HAp, ktory vykazuje bioaktivne
vlastnosti. Z nameranych hodnét vapnika a fosforu a snimok sa tento predpoklad potvrdil, aj ked” pri
pene bolo miestami vidiet’ vznik novych §truktur, ale suvisla vrstva sa nevytvorila. Na snimkach HAp
sa vytvorila pravdepodobne husta vrstva apatitov.

Podobny priebeh sa predpokladal aj pri Hankovom roztoku, kde najvacsi pokles vapnika a fosforu
mala vzorka HAp. Napriek tomu najvyraznejsia vrstva apatitov sa vytvorila na pene, kde bolo vidiet
husté¢ lamelovité utvary ¢i jemna vrstvicka. Na povrchu HAp tablety vznikli len malé Gtvary apatitu
ajemna vrstva. Podobna vrstva apatitu sa nachadzala aj na vzorke tablety AlOs, ale vyraznejSie
povrch nezaberala.

Na porovnanie bol pripraveny roztok c-SBF bez vapnika, pri ktorom vzhladom na absenciu
vapniku sa nepredpokladal vyskyt apatitov ani u jednej vzorky. Pri merani vapniku ¢isté¢ho roztoku sa
vSak pritomnost’ vapenatych idénov potvrdila, ale len vo vel'mi malom mnozstve. Vysledky stanovenia
vapniku a fosforu naznacovali mozny vyskyt apatitov, najmé u Al,Os tablety, kde priebeh bol vyrazne
kolisavy. Avsak pri pozorovani povrchu u Ziadnej vzorky biomaterialu sa nezaznamenal vznik novej
vrstvy a Struktur.

Tymto experimentom bola preukazana interakcia biomateridlov so simulovanymi telesnymi
tekutinami vytvorenim novej vrstvy vo forme apatitov. Potvrdilo sa, Ze aj tzv. bioinertné materialy
istym sposobom reaguju. Oxid hlinity vo forme poréznej peny preukazal vySSiu reaktivitu
so simulovanymi telesnymi tekutinami ako vo forme neporéznej tablety.

Na to aby material bol vhodny pre tkanivové inZinierstvo, musi prejst’ viacerymi testami, ked’Ze
v SBF zloZeni chybaju urcit¢ latky obsiahnuté v ludskom tele (napr. hormény). Preto testovanie
in vitro pomocou simulovanych telesnych tekutin nie je konec¢né.
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7  ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
CAD - poéitacova podpora navrhu

CSD - dihydrat siranu vapenatého

CSH - hydrat siranu vapenatého

DCPD - dihydrat dikalcium fosfatu

HA/HAp — hydroxyapatit

HCA - karbonatovana forma hydroxyapatitu

HEPES - Kkyselina 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulféonova
PCL - polykaprolakton

PGA - kyselina polyglykolova

PLA - kyselina polymlie¢na

PLGA - kopolymér kyseliny polymliecnej

PMMA - poylmetylmetakrylat

SBF - simulovana telesna tekutina

SEM - skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop
TCP - trikalcium fosfat

TRIS - tris (hydroxymetyl) aminometan

XRD - rentgenova difrakéna analyza
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