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1. Uvod

ey ss

starého Egypta. Nekteré archeologické nalezy ukazuji na
implantaty ze zlatych dratd, slonoviny nebo musli. Za po-
¢atek moderni implantologie je vSak tfeba pocitat az obdo-
bi poloviny 60.let, kdy Svédsky profesor Per-Ingvar
Branemark zacal se svymi Gispésnymi pokusy oseointegra-
ce implantati ve tvaru Sroubu vyrobeného z Cistého tita-
nu'. Tento objev zpusobil prudky vzrist obliby uzivani
dentalnich implantati. Branemark pozoroval rist kosti
v takové blizkosti implantatu, ze G¢inné adherovala na
kov. Na zéklad¢ téchto pozorovani pozd¢ji se svymi spolu-
pracovniky vytvofil koncept oseointegrace jako ptimého
a stabilniho kotveni implantatu diky vytvoreni kostni tkdn¢
bez fibrézni mezivrstvy na rozhrani kost-implantat®.

Aby mohl byt oseointegrovany implantat povazovan
za uspéSny, musi splnit urcita kritéria, pokud jde o vlastni
funkcnost a fyziologii okolnich tkani. Tyto pozadavky
zahrnuji imobilitu ve vSech smérech; primérnou ztratu
okolni kosti dle rentgenového snimku méné nez 1,5 mm
béhem prvniho roku po implantaci a méné nez 0,2 mm
ro¢n¢ poté; absenci symptomu bolesti, infekce, parestézie
nebo poskozeni mandibularniho nervu®. V neposledni fads
jsou kritériem uspésnosti také estetické pozadavky a spo-
kojenost pacienta i lékate s protetickou praci nesenou im-
plantatem. Vyznamnym faktorem pro uspé$nou oseointe-
graci dentalniho implantétu je jeho tvar, vlastnosti pouZité-
ho materialu a vhodna tprava jeho povrchu®.

V tomto piehledovém c¢lanku se pokusime zobecnit
nase vlastni zkusenosti s testovanim a hodnocenim implan-
tatl z nanostrukturniho titanu.

2. Material a provedeni dentalnich implantati
2.1. Titan a nanostrukturni titan

Titan a jeho slitiny se bézné pouzivaji jako biokompa-
tibilni material pro dentalni i ortopedické implantaty pro
jeho vyhodné vlastnosti zahrnujici nizkou toxicitu, vyso-
kou pevnost, odolnost vici korozi a rychlou pasivaci po-
vrchu tvorbou stabilni oxidové vrstvy”. Titan (cpTi, com-
mercially pure titanium) vykazuje vysokou miru biokom-
patibility, avSak relativné nizkou pevnost, zatimco titanové
slitiny maji vybornou pevnost, ale obsahuji potencialné
toxické nebo alergenni ptisady®. Dlouhodoba stabilita tita-
novych implantatl zavisi na vytvofeni kontaktu kosti
s implantatem (bone-implant contact, BIC) bez vmezefené
fibrézni tkané€. Debris ve formé titanovych ¢astecek uvol-
fovanych z implantatu pfi jeho dlouhodobém zatéZovani
se muze dostavat do okolnich tkani a zplGsobovat zanét
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Tabulka I
Zakladni materidlové charakteristiky cpTi a nTi

Referat

Material Mez pevnosti [MPa] Mez kluzu [MPa] Modul pruznosti [GPa] Taznost [%]
cpTi 680 550 105 20
nTi 1230 1100 100 12

aresorpci kosti, coz mize vést k uvolnéni nebo i selhani
implantatu’. Zlepsovani biokompatibility dentilnich im-
plantati je proto zdsadnim cilem soucasného vyzkumu,
jehoz jednim smérem je pfiprava celokovového nanostruk-
turniho titanu (nTi). Jeho chemické sloZeni je stejné jako
u cpTi, avSak mechanické vlastnosti jsou vyrazné€ odliSné.
V tab. I jsou uvedeny zakladni materidlové charakteristiky
obou materiald.

Nanostrukturni titan je novy material, ktery byl vyvi-
nut pravé pro medicinskou implantologii. V praxi jde
o cpTi slitinu se specialnim zplisobem vyroby, a to jednou
z metod velké plastické deformace (SPD, Severe Plastic
Deformation), konkrétné tthlovym protlatovanim kanalem
stejného prifezu (ECAP, Equal Channel Angular Pressing)
s naslednym valcovanim. Tato metoda probiha za teplot
cca 450 °C a za velmi vysokych tlaki. Uhlovym protlado-
vanim se dosdhne vyrazné deformace bez zmény geome-
trie piivodniho polotovaru. Nutno dodat, Ze jde o financné
naro¢nou metodu a vysledny material je vice nez desetkrat
drazsi nez bézny cpTi. Timto zpracovanim dojde k poklesu
velikosti zrn do fadu nanometri a k vyraznému zvySeni
materidlovych pevnostnich charakteristik®. Rovnéz docha-
zi k poklesu hodnoty Youngova modulu pruznosti oproti
standardnimu cpTi, ktery je urcitou mirou kvality oseoin-
tegraceg.

2.2. Typy oralnich implantati

Dlouhy vyvoj dentalnich implantati vede k neustalé-
mu zdokonalovani jejich tvard a umisténi. V soucasnosti
jsou pouzivany implantaty tzv. otevieného systému, do
kterého mizeme zafadit enosealni, subperiostalni
a transosealni dentalni implantaty'.

2.2.1. Enosealni
V novodobé dentalni implantologii dominuji implan-
taty enosealni, které se chirurgicky zavadéji do kosti. Pod-

le svého tvaru, funkce a umisténi se rozdeluji do nékolika
dalsich podkategorii.

Cylindrické implantaty jsou obecné nejrozsifené]si
a podobaji se kofeni prirozeného zubu. AZ na n¢kolik vyji-
mek se jednd o tvar samofezného zavitového Sroubu. Vy-
sledky mnoha experimentalnich praci ukazuji, Ze Sroubové
implantaty jsou s ohledem na svoji pocatecni stabilitu lep-
§i, nez implantaty valcové''. Pokud jde o délku a primér
implantatu, mohlo by se zdat, ze kratké typy budou méné
uspésné v integraci do kosti. Avsak vétSina dlouhodobych
studii ukazuje, Ze délka a pramér implantitu hraji mnohem
men3i roli v oseointegraci nez vlastni stav kosti'” a tedy
jednim z hlavnich kritérii pro vybér konkrétniho implanta-
tu je stav a velikost pacientovy Celisti. Nicméné, pies ne-
sporné vyhody tohoto typu, miize byt pouzit pouze v pfi-
padé dostatecné Sitky a vysky Celistni kosti, coz nékdy
vyzaduje prfidani kostniho Stépu jesté¢ pred planovanou
implantaci (obr. 1a).

Ramenné implantaty jsou navrzeny vyhradné pro
bezzubou dolni celist. Zavadi se do mandibuly ve tfech
mistech, bilateraln€ v distalnich tsecich v pfiblizné poloze
zubll moudrosti a frontaln¢ v oblasti brady. Tento typ im-
plantatu je zpravidla indikovan u vyrazné¢ resorbované
bezzubé dolni celisti, kterd nema dostatecnou vysku kosti
ke kotveni Sroubového implantatu, nebo v pfipadé, kdy je
dolni celist tak resorbovand, Ze ani subperiostalni implan-
tat nebude dostacovat. Po integraci do kosti mize tento
implantat slouzit jako ochrana oslabené celisti proti fraktu-
fe (obr. 1b).

Cepelkové implantdty jsou ploché obdélnikové struk-
tury ve tvaru dlouhého tenkého prouzku titanu zavedeného
mezi Celistni kost a déseni. Po spojeni s kosti mohou byt
oporou pro nékolik protetickych korunek. Obvykle jsou
uzivany pii nedostateném mnozstvi kostni tkané kvili
prilis zké nebo nizké Celistni kosti nebo v piipadech, kdy
zavedeni konvencéniho implantatu brani urcité dilezité
anatomické struktury (obr. 1c).

Obr. 1. Typy oralnich implantati, a) enosealni cylindricky, b) enosealni ramenny, c) enosealni ¢epelkovy, d) subperiostalni,

e) transosealni
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2.2.2. Subperiostalni

Subperiostalni implantaty byly vytvofeny tak, aby
nasedaly na kost pod sliznici. Ke spojeni tedy dochézi
mezi kosti Celisti a subperiostalnim implantitem. Jsou
moznosti volby v pfipadech velmi pokrocilé ztraty kosti,
kdy neni mozné zavést implantat do kosti ani neni mozné
pouzit kostni $tép (obr. 1d).

2.2.3. Transosedalni

Transosealni implantaty jsou vytvofeny pro pacienty
s velmi nizkou bezzubou mandibulou. Uzivaji se zfidka,
protoze jejich zavedeni vyzaduje extraoralni chirurgicky
pristup, rozsahlou chirurgii, celkovou anestezii a hospitali-
zaci. Jsou uzivany pouze v dolni cCelisti. Pfi chirurgickém
vykonu jsou zavedeny dvé kovové tyCinky od spodni hra-
ny brady skrz kost az do dutiny ustni. Cast ty¢inek viditel-
na v ustech pak slouzi jako opora protetické nahrady
(obr. le).

V dne$ni dobé dava vétsina klinickych pracovniki
prednost uzivani kostnich §tépti a nékterému typu enoseal-
nich implantatd popsanych vyse. Subperiostalni a transose-
alni implantaty jsou viceméné obsolentni a jsou zde zmi-
flovany pouze pro piehlednost.

2.3. Povrchové upravy

Odezva zivé tkdn€ na implantovany materidl je bez-
prostiedné vézéna na povrchové vlastnosti implantatu'.
K charakteristikdm povrchu patii jeho topografie, chemic-
ké slozeni, krystalicka struktura a jeji homogenita, drsnost
a biotolerance.

Dentélni implantaty z nanostrukturniho titanu se vyra-
bi frézovanim dané¢ho tvaru z titanové tyCoviny a jako
takové maji po své vyrobé hladky povrch dany metodou
obrabéni. U takového povrchu se objevuje silnd zavislost
uspésnosti integrace do kosti na podminkach implantace,
jako je kvalita kostni tkan¢ a primarni stabilita implantatu.
Pti zhorSeni téchto podminek dochéazi k pomérné rychlé
a vyrazné fibrointegraci. Na kontaktu mezi buiikou a tita-
novym substratem se podili pfevazné proteiny extracelu-
larni matrix, membranové receptory a proteiny cytoskele-
tu. Casto se sleduji tzv. fokalni adheze, tedy mista, kde se
bunka vaze na material. Typickym proteinem téchto mist
je vinkulin, kterého se také pii pokusech vyuziva
k imunofluorescencnimu barveni. Zjednodusen¢ je mozno
fici, ze vinkulin extracelularné kotvi buniku pfes trans-
membranovy protein integrin a intraceluldrné je spojen
s cytoskeletarnim aktinem.

Snaha o zvySeni uspéSnosti integrace implantitu do
kosti vede k vyvoji mnoha riznych metod ménicich jeho
povrch na makroskopické i mikroskopické Grovni. Z vy-
zkumi vyplyva, Ze texturované povrchy vedou ke zlepSeni
vhojovacich schopnosti, lepS§imu kontaktu mezi kosti
a implantatem a snizeni po¢tu rejekci'®. Drsnost povrchu
také stimuluje bun&&nou migraci a proliferaci'.

Metody se daji rozdélit na fyzikalni (piskovéni, lase-
rovani), chemické (leptani), elektrochemické (anodicka
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oxidace), depozicni (plazmové sprejovani, sol-gel) a bio-
chemické (SBF, proteiny a jiné organické molekuly).

Piskovani je metoda vyuzivajici mechanickou abrazi
povrchu zplisobenou tryskanim zrnitého materialu. Jako pisko-
vaci médium se pouziva AlLOs, TiO,, ZrO,, Cas(PO4);0OH
a dal$i materidly. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim po-
zadovanou vyslednou drsnost je zrnitost materialu, jeho
tvar a kinetickd energie Castic vrzenych proti sténdm im-
plantatu. Dochazi k n€kolikanasobnému zvétseni povrchu
implantatu, odstranéni malych tiisek a trhlin vzniklych
obrabénim, k nartstu inavové pevnosti, zvySeni odolnosti
proti korozi. Tato metoda upravy povrchu se pouZziva né-
kdy jako finalni, ale Cast&ji je zakladem pro dal$i metody.
Piskovanim vznik4 povrchova drsnost v fadu jednotek az
desitek mikrometra'®. Nevyhodou takto vzniklého &lenité-
ho povrchu je vétsi ulpivani a akumulace bakterii'”.

Laserova uprava dentalnich implantati vyuziva jako
zdroj zéfeni diodovy laser Nd:YAG. Laserovy paprsek
o presné definované vinové délce a energii zptisobi zvyse-
ni teploty v ohrani¢eném misté styku s implantitem a na-
sledné vypafeni molekul titanu, coz vede ke zménam
v povrchové topografii. Vzniklé hemisféry mohou mit
rizny prumér a hloubku podle zvolenych parametrii pa-
prsku'®.

Pii metod¢€ kyselého leptani se vyuziva chemického
pusobeni kyselin na kovové povrchy. Nejcastéji se pouzi-
vaji silné kyseliny, jako HF, HNO; a H,SO4 nebo jejich
kombinace. Struktura a hloubka leptaného povrchu zavisi
na typu a koncentraci pouZité kyseliny. V nékterych ptipa-
dech se pro zvyseni G¢innosti pouziva opakované leptani,
zvySena teplota a delsi Cas leptani. Leptany povrch vyka-
zuje zlepeni v bun&éné adhezi a novotvorbg kosti'’. Roz-
Sifenou variantou kyselého leptani je dudlni kyselé leptani,
jehoz podstatou je pouziti smési kyselin, jako napt. HCl/
H,SO4 nebo postupného leptani dvéma riiznymi kyselina-
mi®. Leptani vytvai nerovnosti v fadu stovek nanometri
az jednotek mikrometrii. Zvlasté vyznamné je leptani po-
moci HF, ktera zanecha na povrchu fluoridové ionty. Je-
jich pfitomnost ma pfiznivy vliv na proliferaci kostnich
bunék, na diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bu-
nék do bunck kostni tkdné a na stimulaci endogennich
rustovych faktort.

Metoda alkalického leptani vyuziva NaOH, diky né-
muz vznikne na povrchu titanovych implantati hydrogel
Na,TiOs, ktery naslednym vypalenim ptfi 600 °C vytvoii
vrstvicku amorfniho Na,TiO; (cit.?).

Pii anodické oxidaci se elektrochemickou metodou
vytvaii na povrchu implantatu oxidova vrstva rizné tloust’-
ky, morfologie a chemického sloZeni v zavislosti na ionto-
vém sloZeni pouzitého elektrolytu®.

Technika plasmového sprejovani slouzi k naneseni
teplem roztavené tenké vrstvy materialu, jako je napf.
Cas(PO4);0H, na povrch pivodniho substratu®. Nanaseny
materidl je ve formé praSku vpraven do plazmového obla-
ku o vysoké teploté, diky které se ohieje a zaroven je
urychlovan smérem na substrat. Tato metoda vyrazné zvét-
Suje plochu povrchu a zvysuje jeho drsnost. Mnoho studif
potvrzuje zlep$eni mechanickych vlastnosti**.
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Pii sol-gelové metodé jde o mnaneseni kapaliny
(koloidni ,,s01) na povrch implantatu a jeji pfeménu na
pevnou fazi (,,gel*). Nasledné oSetfeni teplem premeéni gel
na tvrdou keramiku. Jedna se o efektivni a jednoduchou
metodu pro potahovani implantati rozliénych tvart, kdy je
mozno na povrchu vytvaret kompozity s nékolika vrstvami
riznych materiali. Tloustka takto vytvofenych vrstev se
pohybuje od jednoho do deseti mikrometri®.

Cilem biochemickych modifikaci povrchu je vyvolat
specifickou odpovéd’ bun€k a tkani. Rtzné biomolekuly
ovliviiujici metabolismus tkani v okoli implantatu jsou
spojeny s jeho povrchem bud’ adsorpci, nebo kovalentni
imobilizaci®.

3. Metody implantace
3.1. Zvifeci modely

Pro experimentdlni hodnoceni oseointegrace jsou
pouzivana zvitata rozdilnych druhd, rizné télesné velikosti
a stafi. Nejcast&jS§imi zvifecimi modely pouZivanymi pro
hodnoceni vhojovani kostnich implantatli jsou prasata,
kralici, psi, ovce a kozy. Zadny z téchto druhii nesplituje
vSechny vlastnosti idealniho modelu celisti ¢lovéka tak,
aby bylo mozné experimentalné ziskané poznatky zcela
automaticky prenést i do humanni mediciny, a proto je
volba vhodného modelu a znalost interpretacnich omezeni
vysledkli vyznamnou soucasti vyvoje a testovani novych
biomateriali’’.

Pes je po anatomické i behavioralni strance pomérné
vhodnym modelem k testovani kostnich implantatti, ale
vzhledem ke statutu domaciho mazli¢ka je jeho uzivani ve
vyzkumu eticky stale problematict&jsi’®. U prasete se se-
tkavame u fady kosti s vyznamnou podobnosti lidskym
kostem, a to jak v oblasti morfologie kosti, tak u mecha-
nismt hojeni a remodelace. Zdrojem praktickych potizi pti
experimentech s prasaty muze byt jejich télesnd velikost
(obtizna manipulace) a paradoxné i vynikajici hojivost,
kterd zejména u mladSich jedincli pfevySuje regeneracni

Tabulka II
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moznosti obvyklé u clovéka stfedniho a vyssiho véku.
Tyto obtize lze ¢4stené pieklenout vyuzitim miniprasete,
ovsem je nutno uvazit i vék zvitete tak, aby byla implanta-
ce provadéna po ukonceni télesného ristu (v opaéném
pripadé neni vyjimkou zartstani implantatd do zvétsuji-
cich se kosti)® . Zvifecim modelem ¢asto preferovanym
pro nizsi ekonomickou naro¢nost chovu je kralik, u néhoz
vSak neni podobnost s lidskou kosti pfili§ presvédciva.
Mensi télesnd velikost kralika je omezujici pii potiebé
testovat veétsi mnozstvi implantatl ¢i implantaty vétsich
rozméri®*>’. V praxi byva testovani implantati ¢asto pro-
vadéno v horni Celisti, stehenni ¢i holenni kosti miniaturni-
ho prasete, popt. ve stehenni kosti kralika. Tabulka II po-
skytuje  souhrnny  pfehled  zvifat  pouZzivanych
v oseointegra¢nich experimentech.

Podle &eské technické normy (CSN EN ISO 10993-6
Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cast 6:
Zkousky lokalnich u¢inki po implantaci) by maximalni
pocet zavedenych implantati nemél piekracovat Sest
u kralika a dvanact u prasete.

3.2. Kompaktni versus spongiozni kost

Vybér cilové kosti pro implantaci je podstatnym kro-
kem v planovéani védecké studie. Naptiklad pro implantaty
urené k pouziti v maxile ¢lovéka (typicka je zde hojna,
nekdy ipomérné fidkd spongidzni (houbovitd, tramcita,
trabekularni) kost krytad jen tenkou kortikalni laminou
kompaktni kosti) je vhodnym modelem maxila prasete,
kterd ma rovnéz variabilni vrstvu povrchové kompaktni
kosti, pod niz se nachazi predeviim kost spongiozni®' .
Naproti tomu lidska i prase¢i mandibula je z naprosté vét-
Siny tvofena kompaktni kosti. Podle Katranjiho a spol.3 8 je
primérna bukalni kortikalni tloustka v bezzubé maxile
1,69 mm (oblast molarl), 1,43 mm (oblast premolari)
a 1,04 mm (frontalni usek), zatimco v bezzubé mandibule
je tato tloustka 2,06 mm (oblast molart), 1,78 mm (oblast
premolard) a 1,36 mm (frontalni tsek). Zmény v relativ-
nim sloZeni mezi spongioézni a kompaktni kosti v atrofické
bezzubé mandibule jsou dany Ubytkem vysky a celkové

Nejcastéji uzivana pokusnd zvifata, kosti vybrané pro implantaci a doba hojeni

Zviteci model Vék/hmotnost Misto implantace Doba hojeni Lit.
Prase 18 mésict lebka 1,2 a4 tydny 29
Miniprase 6 roku maxila a mandibula 4 a 6 tydnt 30
4 roky / 70-90 kg maxila 8 tydnt 31
2—4 roky maxila 1,2,4 a 8 tydnt 32
1 rok / ca. 60 kg maxila 4 a 8 tydnt 33
Kralik 2,8-3,2 kg nosni kost 8 tydnt 34
1-3 mésice/2,4-3 kg femur 1 a 3 mésice 35
6—-8 mésicu femur 3 mésice 36
3-3,5kg tibie 2 a 4 tydny 37
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plochy pfevazné na ukor spongidzni kosti, pficemz tbytek
kortikalni kosti nebyva vyznamny*’. Kvili riizné prostoro-
vé organizaci kompaktni a spongiézni kosti mize vybér
umisténi implantatu vést k rozdilnym hodnocenim oseoin-
tegrace, protoze tramce spongidzni kosti maji niz$i pravdé-
podobnost byt v tésném kontaktu s povrchem implantatu,
nezli souvisld kompaktni kost. Spravna interpretace expe-
rimentd s oseointegraci by tedy méla byt zaloZzena na zna-
losti poméru mezi kompaktni a spongidzni kosti v miste
implantace.

3.3. Metodika implantace

Pti hodnoceni in vivo se vyuziva zvifecich modell
pro zjiStovani vlivu riznych biologickych faktori na
oseointegraci implantatu a rovnéz vliv vlozeného materia-
lu na biologicky objekt.

V celkové anestezii, po standardni dezinfekci
av aseptickych podminkach je provedena incize kuze
a preparace mékkych tkani. Odklopeni mukoperiostalniho
laloku musi vést k expozici celé ¢asti kosti, kde je zamys-
lena implantace. Béhem vykonu je nezbytné opakované
vyplachovat sterilnim fyziologickym roztokem a sledovat,
zda vrtanim nedochazi k prehtati kosti nad 47 °C, coz by
mohlo vést k odumirdni kostnich bun¢k a néslednému
selhani oseointegrace. Po chirurgické preparaci kosti jsou
zavedeny implantaty (obr. 2a). Technika zavedeni implan-
tati zavisi z velké ¢asti na pouzitém implantacnim systé-
mu. Po dikladném vy¢isténi a irigaci je rana zaSita vstie-
batelnym materidlem vrstvu po vrstvé z hlubokych ¢asti
k povrchovym. Béhem doby hojeni je vhodné provést
RTG, CT nebo denzitometrickou analyzu, které slouzi
k dokumentaci procesu oseointegrace a ukazuji presnou
pozici implantat (obr. 2b). Po naplanované dob¢ hojeni je
zvife humanné utraceno a je separovana kost s implantaty
od m&kkych tkani*.

4. Histologické zpracovani a vyhodnoceni
4.1. Odbér vzorku
Pii ukonceni in vivo experimentu je rentgenovym

snimkem ovéfena pozice a orientace implantatu, coZ je
nanejvys uzite€nd informace pro nasledné fezani kosti na

Obr. 2. a) Implantaty zavedené do prasedi tibie, b) RTG sni-
mek implantati v dobé hojeni
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tkanové blocky. Tkanovy blocek by mél byt co nejmensi
pro lepsi penetraci fixaéniho ¢inidla, nicméné pro potieby
spolehlivého hodnoceni oseointegrace je vhodné, aby ze
vSech stran kolem implantatu zistala zachovana alespon
2 mm silnd vrstva kostni tkané. Diamantovou pasovou
pilou nebo specialni diamantovou kotouc¢ovou pomalobéz-
nou pilou jsou nafezany tkaiové blocky o hrané priblizné
2x2%2 cm, pficemz béhem vSech fazi zpracovani je stale
udrzovana informace o orientaci vzhledem k ptivodni ana-
tomické pozici implantatt. Dalsi cesta zpracovani se lisi
podle toho, zda vzorek obsahuje kovovy implantat nebo
napf. jen tkanovy nosi¢ ¢i augmentani mineralizovany
material. Zatimco vzorky kosti s nekovovymi materialy je
mozno odvapnit (demineralizovat) a zpracovat pak stan-
dardni technikou parafinovych ez, vzorky s kovovy-
mi implantaty je tieba zpracovat technikou neodvapnénych
(nedemineralizovanych) vybrusti. Demineralizaci vyne-
chavame rovnéz tehdy, pokud ma byt predmétem vySetieni
pravé napt. mira mineralizace, popf. byla pouzita latka
vazajici se na mineralni slozku kostni matrix (napf. davky
tetracyklinovych antibiotik, ktera po zabudovani do kostni
hmoty zafi ve fluorescencnim mikroskopu a zviditeliiuji
ptiriistkové linie kostni hmoty).

4.2. Technika neodvapnénych vybrusi

Obvyklym postupem je zaliti vzorku do polymeru, po
némz nasleduje fezani tenkych platkt, jejich postupné
vybrouseni a vylesténi''. Nasledné obarveni poskytuje
informace o tvorbé a mineralizaci kostni matrix v t€ésném
okoli implantatu. Jednou z vyhod je, Zze mizeme mikro-
skopicky vysettit kompletni kostni tkan bez jakéhokoli
ubytku minerdlni faze, kterd u vétSiny kosti tvofi n€kolik
desitek objemovych procent.

4.2.1. Fixace a dehydratace

Ziskané tkanové blocky s implantatem se fixuji zpra-
vidla v 10% roztoku formaldehydu. Doba jejich fixace
z4visi na tlouSt'’ce vzorku a pii tlouSt’ce 2—4 mm vyZzaduji
pro penetraci asi 12 hodin. Silngjsi vzorky vyZzaduji asi
24 h, ale nékteré studie doporucuji pro vzorky o tloust’ce
16 mm az 5 dni’’. Dillezitym faktorem pro dobu fixace je
pomér spongidzni (relativné snadnéd fixace) a kompaktni
kosti (vyzadujici delsi dobu fixace). Po fixaci jsou vzorky
postupné odvodnény v ethanolu o stoupajici koncentraci
(70 %, 80 %, 96 % a bezvody ethanol; na kazdy koncen-
tracni stupen jsou potieba 2 dny). Po oSetfeni bezvodym
ethanolem jsou vzorky pfeneseny asi na 12h do smési
acetonu a ethanolu (pomér 1:1) pro lepsi permeabilizaci
tkan€. Na zavér procedury jsou vzorky opét vraceny do
bezvodého ethanolu.

4.2.2. Zalévani do polymeru

Osvédéenym médiem jsou hmoty na bézi polymethyl-
metakrylatu (PMMA). Dobu potiebnou pro kompletni
prosyceni vzorku zalévaci hmotou lze zkratit pouzitim
pristroje s vibrac¢ni deskou a vakuovym systémem. Vzorky
jsou vloZeny do methylmetakrylatu bez iniciatoru polyme-
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Obr. 3. Postup zpracovani vzorku, a) blocek kosti s implantatem
zality do bloku, b) fezani tenkych platkii na pomalobézné pile
s diamantovym kotoucem, c) brouseni a lesténi vybrusti na polo-
automatizované brusce

race na dobu asi 4 dnd, poté je zahajena polymerace bud’
UV svétlem, nebo peroxidem. Takto jsou vytvoreny plas-
tové bloky (obr. 3a). V ptipadé pouziti hmoty na bazi epo-
xidu jsou vzorky po dehydrataci vlozeny do 100% propy-
lenoxidu na dobu 15 min, nasledné jsou ponofeny pies noc
do smési propylenoxidu a epoxidu v poméru 1:1 a nakonec
do cistého epoxidu na dva dny pfi teploté 37 °C. Vysled-
kem je ztvrdly blok polymeru s kosti a implantatem, pfi-
¢emz vSechny vnitini dutiny kosti jsou dokonale prostou-
peny polymerem. Tim sniZujeme nebezpeCi rozvolnéni
implantdtu od kosti b&hem nésledujicich destruktivnich
krokt zpracovani.

4.2.3. Rezani

Vzorky jsou nafezany podél dlouhé osy implantatu ¢i
kolmo na ni. Vyhodou podélné orientovanych fezil je zvi-
ditelnéni celého hloubkového profilu implantitu, naopak

Referat

vyhodou pficnych fezli je pozorovani rozhrani kost-
implantat po obvodu implantatu. K fezani vzorku muze
byt pouzita diamantova pasova pila ¢i diamantovy kotouc
(obr. 3b), poptipad¢ i specialni fezaci mikrotom, ktery na
rozdil od béznych histologickych mikrotomt dokaze ukro-
jit i neodvapnéné materialy vcetné nékterych kovovych
soucasti. Rez se brousi brusnym papirem s klesajici hru-
bosti (zrnitost P320, P1200, P2500), dokud nejsou na po-
vrchu viditelné vSechny ¢asti potfebné k pozorovani. Po
obrouseni je prvni fez za mokra vylestén brusnym papirem
se zrnitosti P4000 a k takto vylesténé plose je prilepeno
podlozni sklicko. Druhy fez je veden rovnob&zné
s rovinou podlozniho sklicka ve vzdalenosti pfiblizn¢ 100
-300 pm.

4.2.4. Brouseni a leSténi

I druhy takto vznikly fez je brousen pomoci abraziv-
nich papirti s klesajici hrubosti (zrnitost P320, P1200
a P2500) a lesti se pod vodou brusnym papirem P4000 az
do vysledné tloustky asi 50-30 um. Pro findlni leSténi
povrchu se pouziva papir potazeny jemnou latkou
a diamantova pasta s hrubosti zrn 3 pm. Pfi pouziti polo-
automatické brusky jsou brusné papiry pro brouseni a les-
téni umistény na rotujici desce a vzorky jsou tlaceny smé-
rem kni (obr.3c) tak, aby byl zachovan rovnomérny
pritlak a tim i rovnobé&znost brousenych ploch.

4.2.5. Barveni

Obvykle uzivanou metodou je barveni toluidinovou
modii (obr. 4a), pfi niZ Ize snadno rozeznat nemineralizo-
vany osteoid od pIlné¢ mineralizované kostni tkané pti do-
state¢n€ zachovanych morfologickych detailech. Bazicky
fuchsin je mozné pouzit samostatné k barveni mikropora
kosti (obr. 4b) nebo v kombinaci s toluidinovou modfi.
Barveni dle Giemsy odliSuje nachové zbarvenou minerali-
zovanou kostni matrix a tmavomodie zbarveny osteoid
(obr. 4c). Mize byt vyhodné i u vzorkid obsahujicich kost-
ni dfenl mezi tramci spongiozy, nebot’ pro kostni dien jde
o0 jedno ze standardnich barveni. Pfehled n€kterych dalSich
barvicich metod vhodnych pro rozliseni pojivové tkané je
uveden v tab. III.

Obr. 4. Histologické barveni vybrusi, a) toluidinova modi odlisujici mineralizovanou kost (odstiny fialové) od vaziva a osteoidu
(modfe) v zavitu kostniho implantatu (Cerny neprusvitny material), b) kompaktni kost obarvena bazickym fuchsinem ukazuje zietelné
lamelarni stavbu Haverské kosti a kontrastné barvi osteocytarni lakuny a nékteré jejich vybézky v tzv. kostnich kanalcich (canaliculi
ossium), tmavy utvar uprostied osteonu je cévni Haverstiv kanal, ¢) barveni dle Giemsy odliSujici mineralizovanou kostni matrix (fialova)

a osteoid (tmavomodra)
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Tabulka III

Prehled metod barveni kostnich vzorki zalitych v PMMA. Néktera barviva lze mezi sebou dale vzajemné kombinovat

Referat

42,43

Barvivo Jadro Nemineralizovany Mineralizovana Chrupavka
osteoid kost

Toluidinova modra nebeska modf svétle fialova fialova

modF

Bazicky fuchsin ~ ¢ervend az nachova

dle Giemsy cervenofialova tmavé modra
Hematoxylin- modra rizova

eosin

von Kossa dervena cervena
Goldneruv modroSeda oranzovocervena
trichrom

Levai-Laczko modrofialova ¢ervenofialova

ruzova az nachova

rizova az nachova dle
zastoupeni kyselych glykos-

slabé Cervena

aminoglykanti
nachova modra az fialova dle pH
glykosaminoglykanii
purpurové hnédda  nachova az fialova dle pH
glykosaminoglykand
cerna tmavé hnéda
zelena fialova
jasné Cervena svétlemodra

4.3. Technika odvapnénych histologickych fezl

Vzorky kosti, které neobsahuji kovovy implantat,
jako je napt. biopsie kostni tkdn¢ nebo kost v oblasti mezi
dvéma implantaty, mohou byt demineralizovany. Tato
technika je vyhodné4 rovnéZ pro hodnoceni ucinku odbou-
ratelnych (degradabilnich) osteoinduktivnich biomateriali,
nebot’ dokaze specificky zviditelnit organické komponenty
kosti jako je osteokalcin (obr. 5a), osteopontin a kolagen
typu I (obr.5b). Po pouziti dekalcifikacniho roztoku
(obvykle neutralni kyseliny ethylendiaminotetraoctové,
EDTA) jsou vzorky zpracovany béZznou histologickou
technikou zalitim do parafinu*’. Potfebna doba dekalcifi-
kace se odviji od velikosti vzorku. Pro urychleni procesu
1ze pouzit alternativni roztoky kyselin jako je HNO; nebo
HCI, protoze demineralizace v EDTA trv4 pramérmeé 8 az
10 tydnd. Nicméné nékteré agresivnéjsi roztoky kyselin
(napt. HCOOH) mohou poskodit strukturu tkan¢ a zne-

’

moznit tak daldi hodnoceni*. N&které biomaterialy jsou
tvrdsi nez kost (napf. hydroxyapatitové granule) a vyzaduji
delsi dobu dekalcifikace, coz muze ovlivnit morfologii
kosti, jeji barvitelnost a dals$i hodnoceni.

4.4. Mikroskopické hodnoceni

4.4.1. Kvalitativni hodnoceni

Pouzitim barvicich metod shrnutych v tab. Il lze
ziskat fadu informaci, jako napf. tvorbu nemineralizované-
ho osteoidu a mineralizované tkané, tvorbu nezadouci
vazivové mezivrstvy oddélujici implantat od vlastni kosti
¢i vytvoreni granulomu s bohatou vaskularizaci a slabou
mechanickou retenci.

4.4.2. Histologicka kvantifikace kontaktu kost-implantat
K posouzeni miry zabudovani implantatu do plné
diferencované kostni tkané Ize s vyhodou vyuzit postupt

53
R
100 um
ad 8 SR

Obr. 5. Barveni organickych komponent. a) Imunohistochemicky priikaz osteokalcinu (hnéd¢) znazornuje na odvapnéném fezu osteob-
lasty jako drobné tmavé bunky uspofadané na povrchu kostnich tramci; osteokalcin jako jeden z minoritnich kostnich proteinti hnédé
barvi i vnitfek vlastnich trdmci, b) barveni kosti pikrosiriovou ¢erveni, v polarizacnim mikroskopu je specificky pozorovatelny kostni

kolagen typu I (Cervené az zluté zbarveni)
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kvantitativni histologie. Nejcastéji uzivanou proménnou
pro hodnoceni oseointegrace je kontakt kost-implantat
(bone-implant contact, BIC)*, ktery lze vyjadfit jako:

BIC=BC/IL

kde BC (bone contact) je délka profilu implantitu na
fezu, ktera je v pfimém kontaktu s kostni tkani, a IL
(interface length) je celkova délka profilu implantatu na
plose vybrusu. Trojrozmérny povrch tedy posuzujeme
podle dvojrozmérného fezu. Tento nedostatek 1ze ¢astecné
kompenzovat zhotovenim a vySetfenim nékolika vybrusl
z téhoz implantatu. Nejnovéjsi studie preklenuji tuto meto-
dickou slabinu plnohodnotné trojrozmérnym vysetfenim
celého povrchu implantatu pomoci mikro-CT (cit.*”).

Pomér BIC je tedy vyjadien jako bezrozmérné cislo
v intervalu <0;1>, kdy BIC = 0 znamend, ze neni zadny
piimy kontakt mezi kosti a implantatem a BIC = 1 zname-
n4, ze cely povrch implantatu je v piimém kontaktu s kost-
ni tkani (tj. bez vazivové mezivrstvy). Alternativné muze
byt hodnota BIC vyjadiena také v procentech.

Pti mikroskopické kvantifikaci oseointegrace dental-
nich implantatd realné velikosti je zapotiebi celou plochu
vybrusu rozdélit do nékolika pozorovacich poli. VSem
¢astem vzorku je pfitom zapotiebi dat stejnou Sanci dostat
se do pozorovaciho pole a projit tak vyslednou kvantifika-
ci (zasada nestranné¢ho vzorkovani). Pfi mensim zvétSeni
je mozno pozorovat vétsi zorné pole, avSak s hor$im rozli-
Senim detailtl na rozhrani kost-implantat. Vysledné mikro-
skopické zvétSeni musi byt pfizplisobeno zadani studie,
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povrchové struktufe implantitu a nejtencim piitomnym
kostnim tramcim tak, aby troven pozorovanych detailt
umoznila jednozna¢nou identifikaci tkani podél celého
rozhrani kost-implantat. Pokud to rozsah studie umoznuje,
1ze pozorovat v§echna mikroskopicka zorna pole (obr. 6a),
pokud ne, lze systematicky nestrann¢ vybrat jen néktera
z nich, napt. kazdé druhé pole (obr. 6b).

Vymezeni linii BC a IL midze byt provedeno bud’
manualné nebo pomoci stereologické miizky. Na mikrofo-
tografii kosti simplantatem promitneme dvojrozmérny
systém linii, jejichZz geometrické vlastnosti (délky a roze-
stupy mezi nimi) jsou nam znamy. Orientace linii vaci
vzorku je ndhodné a usporadani linii je takové, Ze nezvy-
hodnuje zadny smér (systém je izotropni). Spocitime po-
et prisecikd mezi liniemi miizky a povrchem implantatu
(oranzové body, obr. 6¢,d). Podle modifikované stereolo-
gické Buffonovy metody®® je celkovy podet takovychto
prisecikt pfimo tmérny hodnoté IL, tedy napf. implantaty
vice strukturované a s vét§im povrchem maji vice priseci-
ki s ptfilozenou miizkou. Rovnéz spocitame pruseciky
v mistech, kde se implantat ptimo dotyka kosti (bilé body;
obr. 6¢,d), coz je hodnota ptfimo imérna hodnoté BC. Po
secteni vSech hodnot IL a BC ze vSech pozorovanych poli
stejného vzorku je mozno vypocitat primérnou hodnotu
BIC. Hustotu miizky volime tak, aby celkovy pocet pruse-
¢kt mezi ni a implantatem byl alespoii roven 150 (cit.*).
Kazdy ze zapocitanych bodli ma vahu nanejvys 1/150 cel-
kové hodnoty. Podle naSich vlastnich zkuSenosti

4 X
2 % a__,.o\zo

Obr. 6. Priklad kvantitativni histologické analyzy oseointegrace na schématu vybrusu Kosti, a) Cervené je znazornéna pomérna veli-
kost zornych poli mikroskopu pii malém zvétSeni (implantat cerné, kostni tramce fialové, b) pii potfebé vyssiho rozliseni mikroskopic-
kych detailti se pomérna velikost zornych poli zmensuje a byva vhodné k dalsimu hodnoceni vybirat napt. kazdé druhé zorné pole (plna
versus prerusovana ¢ara), c) v horni ¢asti (Cerné) profil implantatu, pod nim schéma kostnich tramcu (fialove), stereologicka pravouhla
miizka (zelen¢) je ndhodné orientovana vici snimku, priseciky miizky s celym zachycenym povrchem implantatu (oranzove), pruseciky
identické mfizky s misty pfimého kontaktu implantatu s kostnimi tramci (bile), d) detail umoziujici rozlisit kontakt jednotlivych kostnich

tramcid s povrchem implantatu
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Obr. 7. Dvojité tetracyklinové znaceni pozorovatelné ve fluo-
rescentnim mikroskopu, vzdalenost obou linii je Wmérna
mnoZstvi kosti vytvoiené v obdobi mezi podanim obou davek,
a) zelena fluorescence tetracyklinu v okoli implantatu, b) dvé
fluoreskujici linie v kostni tkani

z vyzkumu oseointegrace dentdlnich implantatl je tato
stereologicka metoda vysoce reprodukovatelna, dava kon-
zistentni vysledky a je jednoducha k provedeni. Obdobny-
mi principy s pouzitim stereologické bodové miizky
a pravdépodobnostniho mapovani kostnich tramct lze
napt. kvantifikovat rovnomérnost hojeni experimentalnich
kostnich defekta™.

4.4.3. Kvantifikace dalsich parametrii kosti

Dal$im moznym parametrem pro hodnoceni kvality
kosti je mira jeji vaskularizace, kterou lze vyjadtit napf.
jako objemovy podil cévnich kanald v konkrétnim vzorku
kosti.

Mikroskopicky lze rovnéz spocitat hustotu osteocytar-
nich lakun, vnichz se nachazeji kostni bunky, a to
s vyuzitim vybrusi, jejichz tloustka prevySuje bézné roz-
méry lakun, které jsou vrozmezi 15-20 pm (cit.’").
V nékterych kostech, napt. v mandibule ¢loveka, jsou cév-
ni mikroporozity statisticky nezavislé na lokalni hustoté
osteocytll a tedy oba parametry mohou byt povazovany za
vzajemné komplementarni mikroskopické charakteristiky
kvality kosti.

Mnozstvi nové vzniklé kosti v oblastech kolem im-
plantitu mtze byt kvantifikovano s vyuzitim dvojitého
tetracyklinového testu™, kdy se podd pokusnému zviteti
tetracyklinové antibiotikum ve dvou casovych okamzicich.
Diky svému pomérné¢ kratkému biologickému polocasu,
avsak vysoké afinité ke kostni tkani se tetracyklin usazuje
v nové€ vytvorenych buiikach kostni tkdné€ po dobu jednoho
az dvou dnd po podani. S vyuzitim tetracyklinové autoflu-
orescence je mozno vizualizovat pod fluorescenénim mi-
kroskopem takto infiltrované oblasti (obr. 7a,b). Siika
kostni tkdn€ mezi dvéma tetracyklinem fluoreskujicimi
liniemi tak odpovida nové vytvorené kosti.

5. Zavér

Vyvoj implantati je rychle se rozvijejici oblast vy-
zkumu, pii kterém vznikd mnozstvi novych materiald
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s rizn¢ modifikovanymi tvary a povrchovou upravou.
Vyzkumna metodika zalozena na presném urceni kontaktu
mezi kosti a implantitem muze velmi rychle
a reprodukovatelné zhodnotit vliv rizného designu a povr-
chovych uprav novych implantati na uspé$nost jejich
oseointegrace.

Clanek se zabyva aktualnimi metodami experimentl-
niho vyhodnoceni oseointegrace implantati z nano-
strukturniho titanu. Uvedend metodika je univerzalni a je ji
mozno vyuzit jak pro hodnoceni dentalnich, tak také orto-
pedickych implantati. V ¢lanku jsou rovnéz uvedena prak-
tickda doporuceni pro vedeni in vivo experimentu, odbér
vzorkd, jejich zpracovani a kvantitativni vyhodnoceni.

Tato prdce vznikla za financni podpory projektu
C. 15-25813A4 Agentury pro zdravotnicky vyzkum MZ CR
a projektu NPU LO1503 MSMT CR.
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Currently, titanium endosseous implants represent the
standard in dental implantology. To improve their mechan-
ical properties, biocompatibility and osseointegration, the
concept of bulk nanostructured titanium with variously
textured surface is being developed. Different animal spe-
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cies, mostly pigs, minipigs and rabbits, are used for the
osseointegration assessment. The selection of implantation
site in the target bone is also important, because various
types of bones have different ratio between the compact
and the trabecular bone tissue. After finishing the in vivo
experiment, the implant position and orientation is verified
by X-ray imaging. The part of the bone with the implant is
surgically removed, cut into tissue blocks, and histologi-
cally processed using technique of undemineralized
ground sections. This includes embedding the samples into
resin followed by sawing, grinding, and polishing of trans-
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parent histological sections. A subsequent staining pro-
vides information on the formation and mineralization of
the bone matrix in close proximity of the implant. Osse-
ointegration is evaluated using a bone-implant contact
(BIC) expressed as the ratio of the implant length in con-
tact with bone tissue and total length of the implant. Addi-
tional information about the newly formed bone in regions
surrounding the implant may be also provided by a double
tetracycline test. According to our own experiments, this
methodology is simple to perform, highly reproducible,
and gives consistent results.



