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Absztrakt

Bevezetés: Jelen kutatds egy dllandé orvostechnikai problémadra, a térdprotézisck betiltetésének

egyedi helyzetére kivin hatékonyabb megolddst adni. Az iziileti protézisek tartéssdga és sikere
kulesfontossdgt a betegek életmingségének javitdsdban. A protézis stabilitdsa szorosan kapcsold-
dik az oszteointegricidhoz, azaz az implantitum sikeres rogziiléséhez a kornyezd csontszovet-
hez. A porozitis és biokompatibilitds kiemelkedd jelent8séggel bir az oszteointegricié elGsegité-

sében, de az anyagmindség is alapvetd fontossdga a sikeres implantdciéhoz.

Anyagok és médszerek: Harom kiilonb6z8 anyagésszetételd korongot vizsgéltunk, amelyeken
porfavéssal porézus feliiletet hoztak létre. A vizsgdlatokhoz optikai mikroszképot, pasztazé elekt-
ronmikroszképot (SEM), atomi erd mikroszképot (AFM), in vitro sejtkultira teszteket és valés-
idejt polimerdz lincreakeiét (QPCR) alkalmaztunk.

Eredmények: A mikroszképiai vizsgélatok a megfelel§ anyagmingséget és a feliileti érdességet ta-
masztottdk ald. A qPCR eredmények azt igazoltik, hogy a korongok indukaljik a mezenchimadlis
uldsi esszé eredményei szerint a korongok biokompatibilisek, mert nem akadélyoztdk a sejtek
migraciéjit vagy prolifericiéjit.

Megbeszélés: Az iziileti protézisek tartéssigdnak novelése érdekében kulesfontossdgt a megfeleld
feltiletkialakitds és anyagmindség kivilasztdsa. A vizsgilati eredmények azt timasztjak ald, hogy a
tesztelt feliiletek implantdtumban val6 alkalmazdsa a beiiltethet8ség mingségét javitja, felhaszna-
lasukkal a betegek jobb életmingsége és az implantdtumok hosszabb élettartama érhetd el.
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FACILITATING OSSEOINTEGRATION OF JOINT PROSTHESES WITH POROUS AND BIOCOMPATIBLE
IMPLANTS: MICROSCOPIC AND CELL CULTURE INVESTIGATIONS

Abstract

Introduction: The present research aims to provide a more effective solution to a permanent med-
ical technology problem, the unique situation of implanting knee prostheses. The durability and
success of joint prostheses are of paramount importance in enhancing the quality of life for pa-
tients. Prosthesis stability is closely linked to osseointegration, which refers to the successful inte-
gration of the implant with the surrounding bone tissue. Porous and biocompatible surfaces play
a critical role in promoting osseointegration, but material quality is also fundamentally important

for successful implantation.

Materials and Methods: We examined three discs with different material compositions, each of
which had a porous surface created through sandblasting. Our investigations involved the use of
optical microscopy, scanning electron microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), in
vitro cell culture tests, and quantitative polymerase chain reaction (qPCR).

Results: Microscopic examinations confirmed the appropriate material quality and surface rough-
ness. Results of the qPCR analysis demonstrated that the discs induced bone-oriented differen-
tiation of mesenchymal stem cells (MSC), thereby promoting osseointegration. According to the
wound healing assay results, the discs were biocompatible, as they did not impede cell migration
or proliferation.

Discussion: To enhance the longevity of joint prostheses, the selection of the appropriate surface
design and material quality is crucial. The study results support the application of the tested
surfaces in implants, improving the quality of implantability, and thereby achieving better patient
quality of life and extended implant lifespan.

Keywords: implant, microscopy, cell culture investigation

1. BEVEZETES

Egy implantitum tartéssiga nemcsak az
anyag szildrdsdgdban rejlik, nagymértékben
fligg attdl, hogy a protézis milyen mértékben
rogziil a kornyez§ szovetekhez.! A miltban
ez a stabilitds elsésorban csavarok és csontce-
mentek segitségével valésult meg, azonban fo-
kozottabb régzités érhetd el, ha a csontszovet
az implantdtum madtrixba novekszik, és ezzel
az implantidtumot stabilan az €él§ csonthoz
koti.”

Az iziileti implantdtum vesztésének két {6 oka
az aszeptikus meglazulds és a periprotezikus
iziileti fertdzés.” Az elsédleges és a revizibs
helyettesité mtétek szimdnak novekedésével

az ilyen hibdk kikiiszobolésére irdnyulé meg-
olddsok egyre fontosabbi vidlnak. Az aszepti-
kus implantidtumlazuldsnak szdmos eredd-
je lehet. Ide tartozik az implantitumnak a
csonthoz viszonyitott mikromoticidja, a kopa-
si részecskék képzddése, amely gyulladashoz,
illetve csontfelszivéddshoz vezet, valamint az

elégtelen oszteointegracié.’

Az implantdtum és a csont érintkezési helyén
kialakulé csontszovet bedgyaz6dds, azaz az
oszteointegricié biztositja az implantdtum
sikeres beépiilését és feladatinak hosszatava
megdrzését.’

A porézus feliiletek kulcsfontossdgiak az im-
plantdtumok tervezésében, mivel el8segitik az
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oszteointegraciét €s a csontszovet novekedé-
sét.” A feliileti topografia, azaz a feliilet mik-
ro- és nanoszintd struktdrdja, befolydsolhatja
a sejtek tapaddsit, névekedését és differenci-
4léddsat.” A porozitds mértékének és eloszla-
sdnak gondos tervezése ezdltal lehet6vé teszi,
hogy az implantidtum jobban integrilédjon a
koérnyezd csontszovetbe, javitva ezzel az im-
plantdtum stabilitdsdt és csokkenti a meglazu-
lds kockdzatat.”

A porozitis mellett a feliillet megfelel§ anyag-
mindsége is alapvet§ feltétele a sikeres implan-
taciénak. A biokompatibilis feliiletek alapve-
téen biztositjdk, hogy az implantitumokat a
szervezet nem tekinti idegen anyagnak, igy
elkeriilve a nem kivdnt immunreakciékat és
gyulladdsos vilaszokat.” A biokompatibilitis
elérése érdekében az anyagokat Ggy vilasztjak
meg és alakitjdk ki, hogy azok ne okozzanak
irritciét vagy allergids reakciét, valamint ne
legyenek toxikusak a kornyezd szovetek sza-

méra.’’

Az  oszteointegraciét
biokompatibilis feliiletek tehét lehetévé teszik

timogaté  pordzus,
a kivant sejttipusok gyors, szelektiv letapada-
sanak és vandorldsdnak irdnyitasit, illetve az
implantdtum hosszitdvid  problémamentes
rogzilését.

Jelen tanulminy célja az oszteointegriciot
leginkdbb el8segitd anyagosszetétel és feliilet
kivalasztdsa volt. Ennek érdekében haromfé-
le anyagosszetételd, porfavissal feliiletkezelt
korongot vizsgéltunk tobbfajta mikroszképi-
ai médszerrel, in vitro sejtkultdrikkal és va-
16sidejd polimerdz lincreakciéval (QPCR). A

1. tablazat. A vizsgalt mintak

munka alapjan megbecsiilhet§ a kiilonb6z8
implantdtum anyagok biokompatibilitdsa és
csontirdnyd differencidciét elésegitd hatdsa,
azaz, hogy melyik anyag a legoptimélisabb a
kivint cél eléréséhez.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Vizsgalt anyagok

A vizsgalatokban hiromféle anyagosszetételd
korongot (implantitum anyag) hasonlitot-
tunk 6ssze, amelyeken porfavidssal egy poré-
zus feliilet lett kialakitva. A mintdkat kédjel-
zésekkel lattak el az 1. ziblizatban taldlhaté
médon.

2.2. Optikai mikroszkdpia

Az optikai mikroszképiai vizsgdlatokhoz egy
NIKON ECLIPSE iltalinos mikroszképot
hasznaltunk, ami képes 4tlitszatlan mintdik
optikai mikroszképia vizsgdlatdra reflexiés
tizemmédban. A mintdkat EPI megvildgitds-
sal (halogén limpa), oldalrdl t6rténd megvi-
lagitéssal (hidegfényd LED limpa) és kom-
binélt megvildgitdssal vizsgiltuk. Az oldalrdl
érkez6 fény a mintdrdl drnyékos képet ered-
ményez, ami a minta feliileti egyenetlenségeit
jobban érzékelteti. A kombindlt megvilagitas
egy Osszetett képet eredményez, amellyel a
minta térbeli érdessége jobban megjelenithe-
t6. A képeket mikroszképos kamerdval rogzi-
tettiik, a fényintenzitdst a mikroszkép sziirke
és napfényszlrdi segitségével allitottuk be, a
kamera expoziciés ideje 5 ms volt. A vizsgélt
feliilet szélessége 4x objektiv esetén 3,5 mm,
10x objektivnél 1,4 mm és 20x objektivet alkal-
mazva 0,7 mm volt.

Kodjelzés Felépitd elemek Fellletkezelés

5832-3 Titan Aluminium-oxid
5832-9 Krém-vas-nikkel-molibdén otvozet Aluminium-oxid
5832-12 Krom-kobalt-molibdén otvozet Aluminium-oxid
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2.3. Pasztazé elektronmikroszképia

A pésztaz6 elektronmikroszképos (SEM)
vizsgélatokhoz HITACHI 4700S hidegkaté-
dos késziiléket haszniltunk masodlagos elekt-
ron és visszaszort elektron tizemmddban. A
mintdk elemi 6sszetételét energiadiszperziv
rontgen mikroanalizis (EDX) vizsgélatokkal
hatdroztuk meg. Az objektivtsl a minta tavol-
sdga 12 mm, a gyorsité fesziileség 25 kV volt.

2.4. Atomi erd mikroszképia

A mintdk feliileti morfolégidjac PSIA XE100
atomi er8 mikroszképpal (AFM) vizsgiltuk
rezgetett (Non-Contact: NC) tizemmddban.
A kovetkez8 jeleket detektiltuk: topogrifia-,
hiba-; amplitddé- és fazis jel. A topogréfia ér-
tékek hisztogramja alapjin becslést adtunk az
érdesség mértékérdl a 10 um x 10 wm vizsgélt
feliileten.

2.5. Primer mezenchimalis Gssejtek (MSC)

A primer  mezenchimilis  &ssejteket
(mesenchymal stem cells — MSC) a laborunk-
ban optimalizélt protokoll alapjian izolaltuk
6-8 hetes him C57BL/6 egerck bdr alatti és
here kérnyéki zsirszévetébdl. Az Gssejtek sze-
lektiv tenyésztéséhez specidlis, mezenchimalis
Gssejtekhez  fejlesztett médiumot hasznal-
tunk (R&D Systems, CCM004, StemXVivo
Mesenchymal Stem Cell Expansion Media). A
primer MSC kultardk, hasonléan a sejtvona-
lakhoz, fagyasztva folyékony nitrogénben ta-
rolhaték, de oszt6dasi kapacitdsuk véges. A ki-

sérleteket a Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont

Allatkisérleti és Etikai Bizottsdga és a Magyar
Nemzeti Allatkisérleti és Etikai Bizottsig en-
gedélye alapjan végeztiikk el. (engedélyezési
szdmok: CSI/01/3929-4/2017 és CSI/01/3929-
4/2017).

2.6. Oszteoszarkéma sejtvonalak

A tanulmdnyban humin (MG-63) és egér
(K7M2) oszteoszarkéma sejteket hasznil-
tunk. Sejtvonalak lévén, mindkét sejtkultdra
korlatlan osztéddsi kapacitdssal rendelkezik,
jol tarolhaté folyékony nitrogénben és stan-
dard koriilmények kozott tarthats, ezért ki-
sérletes eredményeink 6sszevethet6k mds la-
borokban kapott eredményekkel. Az MG-63
sejteket ATCC formuldja Eagle-féle minima-
lis esszencidlis médiumban (EMEM), a K7M2
sejteket pedig ATCC formuldja Dulbecco-féle
médositott Eagle médiumban (DMEM) te-
nyésztettiik, 10% hdinaktivalt FBS hozzdada-
saval, standard kériilmények kozt (37 °C, 5%
CO,).

2.7.qPCR

A qPCR analizishez a hdrom kiilonb6z8 alap-
anyagt (5832-3 (3), 5832-9 (9), 5832-12 (12))
korong mellett névesztett mezenchimadlis
Gssejt kultdra, egy kontroll MSC (cont), egy
osteogenic differencidciés médiummal kezelt
MSC (ODM) és egy egér oszteoszarkéma
sejtvonal (MG-63, pozitiv cont) is felhaszna-
lasra kertilt. A csontdifferencidciés markerek
expressziéjanak nyomon koévetéséhez a min-
takbdl elsé 1épésben teljes RNS-t izoldltunk

ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System

2. tdblazat. A csontdifferenciaciés markerek expresszidjanak nyomon kdvetéséhez hasznalt

primerek

Név Primer par szekvenciai

Runx2 atctgagatttgtgggccgg tagctctgtggtaagtggce
Alp1 cctgggagatggtatgggce atttgtccatctccagecgg
Col1A1 acgcatggccaagaagacat gggtttccacgtctcaccat
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#76111 kittel, melyhez a gydrt6 4ltal meg-
adott protokollt kévettitk. A cDNS elkészité-
séhez a reverz transzkripcié elegybe 200 ng
RNS-t hasznéltunk fel. A reverz transzkripci-
6t kovetSen a cDNS mintdkat 3-szorosra higi-
tottuk a qPCR reakciéhoz. Kordbban az RNS
izoldlds sordn DN4z-zal kezeltiik a mintdkat,
illetve a qPCR primereit és a reakeié koriilmé-
nyeket is gy allitottuk be, hogy genomi DNS-
18] ne tudjon a mérést zavaré amplikon szin-
tetizdlédni. A qPCR mérésekhez QIAGEN
Rotor-Gene Q MDX eszkozt haszniltunk. A
felhasznalt célgének expresszié méréséhez a
2. tablazarban feltintetett primereket haszndl-

tuk fel.
2.8. Morfolégiai vizsgélat fénymikroszképpal

A sejtkultirikon végzett kisérletek legfonto-
sabb eszkoze az inverz mikroszkép, amely a
kultdrdk mindennapos monitorozdsit teszi le-
hetdvé, segitségével kovethetjiik a sejtek mor-
folégiai, valamint osztéddsi képességiikben
bekovetkez8 viltozdsait. Jelen kisérletsoro-
zatban a korongok jelenlétében vizsgiltuk és
dokumentiltuk az MSC és MG-63 kultdrik
allapotat egy Zeiss Axiovert S100 mikroszkép
és egy Nikon D5000 digitalis fényképez8gép
segitségével.

2.9. Sebgyégyulasi esszé

A sebgyégyuldsi esszé, vagy angol nevén
wound healing assay, egy standard in vitro
médszer a kollektiv sejtmigricié két dimen-
ziéban t6rténd tesztelésére. A teszt sordn egy
konfluens sejtkultdrin ,sebet” ejtiink, azaz
egy sejtmentes teriiletet alakitunk ki dgy, hogy
a sejtrétegbe egy pipettaheggyel sebet karco-
lunk. A sejtmentes teriilet szélén 1l8 sejtek
vdndorldsa révén a seb fokozatosan z4rédik, a
z4ar6dds folyamata alatt fényképeket készitiink
és folyamatosan monitorozzuk a sebszélek
tavolsdgit. A képek szoftveres értékelésével a

sebzarédas iiteme szdmszerGsithetd, illetve

kiilonb6z8 mintdk esetén 6ssze is hasonlit-
haté. Mivel az in vitro sebgyégyuldsban nem
csupdn a sejtek migriciés képessége, hanem
proliferdcidjuk titeme és a sejtek kozotti inter-
akciok is szerepet jatszanak, ezért a teszt el-
végzésével egy 1épésben vilaszt kaptunk arra
is, hogy a vizsgalt korongok befolyasoljik-c a
fentickben felsorolt sejtszintd folyamatok bér-
melyikét.

3. EREDMENYEK
3.1 Mintdk anyagdsszetételének vizsgilata
energiadiszperziv rontgen mikroanalizissel

(EDX)

A mintdk anyagosszetételének vizsgdlatit
energiadiszperziv réntgen mikroanalizissel
végeztiik el. A réntgenmikroanalizis a mintdk
feliiletkozeli-tartomédnydnak (~1 um mélysé-
gig) Osszetételérdl ad informdciét. Az egyes
mintikhoz tartoz6 rontgenspektrumokat az
1. dbra szemlélteti.

Az aluminium jelenléte minden minta eseté-
ben detektdlhaté. Az aluminium aluminium-
oxid formédban, a porfavisos feliiletkezelés ko-
vetkeztében jelenik meg a felszinen.

A vizsgilatba bevont hiarom kiilénb6z8 alap-
anyagd minta fém alkotéelemeinek szdzalé-
kos osszetétele a 3. riblizarban 1athaté.

3.2. Minték feliiletének vizsgilata mikrosz-
képos analizissel (Optikai mikroszkép,

SEM, AFM)

A mintdk feliletének vizsgilatdt optikai,
pésztazo elektron (SEM) és atomi erd mikro-
szképpal (AFM) végeztiik el (2. dbra).

A mikroszképos vizsgilatok szerint a minté-
kon a laterdlis struktdrdk mérete az 5-30 um
tartoményba esik, egyméshoz képest nagyon
hasonl6ak. A mintdk érdességét az atomi
er6 mikroszkép topografia képeirdl késziilt

b/
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hisztogram alapjdn lehet megbecsiilni (4. zib-
lizat).

Az atomi erd mikroszkép topogrifia képei-
6l késziilt hisztogram alapjan becsiilhetd az
érdesség értéke a vizsgilt 10 um x 10 um fe-
lileten. Az érdességek nagysdgrendileg meg-
egyeznek, a titdn mintdkon mért érdesség na-
gyobb, mint az 6tvozeteken becsiilt érdesség
értékek.

3.3. Zsirszovet eredetd mezenchimalis Gssej-
tek megtapaddsdnak és esetleges csontirdnyu
differencidcidjanak vizsgilata

Kovetkezd kérdéstink az volt, hogy a vizsga-
latba bevont korongok képesck-e az Gssejtek
csontirdnyd differencidjit induk4lni.

Ehhez egyrészt az &ssejtek — korongok je-
lenlétében fellép8 — morfoldgiai viltozdsa-
it, masrészt a 48 6rds kultdrdk csontirdnyd
rek (Runx2 (Runt-related transcription factor2),
Alp (Alkaline phosphatase), CollAl (type-1-

3. tablazat. Fémek atomszazalékos aranya

collagen)) megjelenését vizsgiltuk qPCR se-
gitségével (5. dbra).

Eredményeink szerint a korongok nem in-
dukaltak morfolégiai viltozdst az MSC kul-
tardkban, azonban a qPCR vizsgilatokbdl
kidertilt, hogy a differencidlé médiummal
kezelt MSC-k (ODM) és a pozitiv kontroll
egér oszteoszarkéma (pozitiv cont) min-
tdk egyarant drasztikusan csokkent Alpl
expressziot mutattak, mig a Runx2 nem vil-
tozott szignifikdnsan, viszont a CollAl pedig
ellentétes irdnyd, enyhe novekedést, illetve
erbteljes csokkenést mutatott a kezeletlen
MSC kontrollhoz képest. A korongokon né-
vesztett mintdk egyikében sem mutatkozott
szignifikdns viltozds az Alpl esetében, mig a
Runx2 és CollAl enyhe expressziés emelke-
dést mutatott. A Runx2 és CollAl emelkedé-
sébdl arra lehet kovetkeztetni, hogy mindhi-
rom anyagdsszetételd korong képes az MSC
sejtek csontirdnyd differencidciéjit indukdlni,
amely indukci6 az 5832-12 k6dszdm korong-
gal novesztett MSC kultirdk esetében volt a
legerdteljesebb.

5832-3 (Titan)

5832-9 (FeCrNiMo)

5832-12 (CoCrMo)

Aluminium 25,53  Aluminium 13,91 Aluminium 10,88
Titan 74,07 Szilicium 2,52 Szilicium 1,41
Krém 027  Krom 19,5  Titan 0,12
Vas 0,13  Vas 54,53  Krém 27,74
Nikkel 7,47 Kobalt 55,95
Molibdén 2,07  Molibdén 3,9
4. tablazat. A mintak érdessége
Paraméter 5832-3 5832-9 5832-12
Minta &sszetétele Ti FeCrNiMo FeCrNiMo CoCrMo CoCrMo
Minta érdesség [um] 2 14 1 0,85 1

3
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4. abra. Sejtek moédositott megtapadasa és proliferacioja
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3.4. Human oszteoszarkéma sejtek médo-
sitott megtapaddsidnak és proliferdciéjanak
vizsgilata

A humin oszteoszarkéma sejtek mdédositott
megtapaddsinak és prolifericiéjanak vizs-
gélatdt sebgydgyuldsi esszével és morfolégiai
vizsgélattal teszteltiik, melyek eredményét a
4. abra szemlélteti.

A koronggal tesztelt sebgyégyulasi esszé ered-
ménye azt mutatja, hogy a korongok jelenléte
alapvetéen nem befolydsolja a sejtfunkcié-
kat, nem akadélyozza a sejtek migricidjat. A
kultdridkon egyéb tekintetben sem taldltunk
morfolégiai véltozdst, vagy szemmel lathaté
prolifericiés kiilonbséget.

MEGBESZELES

Jelen kutatds egy 4llandé orvostechnikai prob-
lémira, a térdprotézisek betiltetésének egyedi
helyzetére és az éllanddan jelenlévs fertdzési
kockdzatra kivdn hatékonyabb megoldést adni.
A {8 cél az oszteointegriciot el@segitd feliilet és
anyag kivdlasztdsa volt, ezen beliil a leghaté-
konyabb protézis stabilizdlé felilet kialakitdsa
az implantdtum korai (primer) és hosszatdva
(szekunder) lazulas elkertilése, illetve a stabi-
litds idejének novelésének érdekében. Az im-
plantdtum betiltetést kévetd primer rogziilését
a porfavéssal az alaptestre felvitt porézus feltlet
segiti, a szekunder rogziilést hossza tdvon a po-
rézus feliilet sejtes bendvése, a csontszovet be-
dgyazo6dasa biztositja. A kutatds specifikus célja
tehdt az volt, hogy megillapitsuk, hogy a vizs-

gilt anyag- és technoldgiai kombinicidk koziil
melyik biztositja leginkdbb a biokompatibilitds
mellett az implantdtum stabilitdsit.

A fenti kérdés megvilaszoldsa érdekében hi-
romféle anyagosszetételd, porfivissal feliilet-
kezelt korongot vizsgiltunk tobbfajta mikro-
szkdpiai mddszerrel, in vitro sejtkultirakkal
(gPCR) analizissel.

A mikroszképos analizisek segitségével az
anyagosszetétel és a feliilet érdessége vizsgal-
hat6. A felilet érdességét adé makro- vagy
mikrostruktardk rendkiviil véltozatosak lehet-
nek. Az implantitum-feliilet kialakitdsinél az
oszteointegracié folyamatiban kulcsszerepet
jatsz6 sejtek, az oszteoblasztok méreténél (10-
40 wm) j6val kisebb érdesség feliiletet nem ér-
demes alkalmazni. Vizsgélatainkban a tesztelt
korongok feliilete 0,85 um - 2 um kézott adé-
dott.

Az in vitro és qPCR vizsgilatok sordn bebizo-
nyosodott, hogy a korongok jelenléte alapvetd-
en nem befolydsolja az MSC és oszteoszarkéma
sejtek morfolégidjae, illetve az alapvetd sejt-
funkcidkat, és nem akaddlyozza a sejtek mig-
raci6jat, masrészt mindhdrom anyagdsszetételd
korong képes az MSC sejtek csontirdnyd
differenciiciéjat indukalni.

A vizsgélati  eredmények azt tdmaszt-
jak ald, hogy a vizsgilt feliletek hozzdja-
rulnak a biokompatibilitishoz és a sikeres
oszteointegraci6hoz, implantidtumban valé al-
kalmazdsuk a beiiltethet8ség mindségét javitja.

A szerz8k részvétele: B.K.: mérések, kiértékelés, T.ZS.: kéziratkészités, koncepcié, mérés, B.G.:

koncepcid, szervezés

Koszonetnyilvanitas: -

Tamogatas: A kutatds a GINOP-2.1.7-15-2016-02182 pélydzati projekt tdmogatdsival val6sult

meg.

Osszeférhetetlenség: Nincs.
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