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1. Wstep

Rozwo6j medycyny umozliwia wyleczenie choréb wczesniej nieuleczalnych oraz istotnie
poprawia komfort zycia pacjenta. W przypadku leczenia m.in. urazéw i zabiegdw z zakresu
chirurgii ortognatycznej wspoOlczesnie stosowane metody rekonstrukcyjne pozwalaja
na przywrdcenie funkcji oraz estetyki, co przektada si¢ na zdrowie zaroéwno fizyczne,
jak 1 psychiczne pacjentow. W zabiegach rekonstrukcyjnych najczesciej uzywa si¢ tytan
oraz jego stopy, z ktorych wykonuje sg implanty, §ruby, stenty i wiele innych wszczepoéw

biomedycznych.

1.1 Tytan

Tytan odkryty zostat w 1791 roku w dolinie Manaccan w Wielkiej Brytanii. Po kilku latach
Heinrich Klaproth wyizolowat tytan z rudy rutylowej. Nazwal go na cze$¢ syna boginii Gai
— Tytan. W latach 40-stych XX wieku tytan wykorzystywano juz w przemysle lotniczym,
spozywczym, w rafineriach, elektrowniach i przy konstrukcjach morskich [1]. Intensywna
produkcja elementéw wykonanych z tytanu rozpoczeta si¢ po Il wojnie §wiatowej [2]. Obecnie
poza przemystem technologicznym tytan jest jednym z najczg¢sciej wykorzystywanych
materiatbw w medycynie rekonstrukcyjnej. Popularno$¢ swa zawdzigcza wlasciwosciom
takim, jak: biokompatybilno$¢, duza twardo$¢, wysoka wytrzymato§¢ mechaniczna,
elastycznos¢, wytrzymato$¢ na rozcigganie oraz niska gestos¢ czy tez odporno$¢ na korozje (1)

(Tabela 1).
Biozgodnos¢ (biokompatybilnos$c) jest to ,,cecha substancji lub materiatu warunkujaca
jego prawidtowe dziatanie w zywym organizmie” [3,4]. Material biozgodny nie powinien
wywotywac¢ standw zapalnych czy alergii. Nalezy zaznaczy¢, ze w literaturze coraz czg¢sciej

spotykamy si¢ z doniesieniami o duzej cytotoksycznos$ci i tym samym o szkodliwym wptywie
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tytanu na tkanki i narzady, co oméwie w dyskusji.

1.1.1 Wiasciwosci fizykochemiczne tytanu

Tytan jest pierwiastkiem nalezagcym do metali przejsciowych w uktadzie okresowym.
Jest to metal o szarym kolorze oraz o niskiej gestosci (4507 kg/m?), co sprawia, ze jest lekki.
Tytan jest, w stosunku do tlenu pierwiastkiem wysoce reaktywnym. W bardzo krotkim czasie
na jego powierzchni tworzy si¢ pasywna warstwa dwutlenku tytanu (TiO2), o grubosci
okoto 1,5 do 10 nm. Tytan obok aluminium, Zelaza i magnezu nalezy do pierwiastkéw
metalicznych wchodzacych w sklad skorupy ziemskiej. Nie wystepuje w stanie czystym
— mozna go znalez¢ w formie nierozpuszczalnych tlenkow tytanu i Zelaza tj. ilmenitu (FeTiO3)
glownie w gorach Ilmen w Rosji, a takze w krystalicznych formach dwutlenku tytanu (TiOz)
w Australii, Indiach, Meksyku oraz w formie anatazu w skalach magmowych w Szwajcarii [5].

Tytan jest rowniez pierwiastkiem stabilnym chemicznie [1,2,5]. Pierwiastek
ten nie wystgpuje w stanie czystym, dlatego tez jego wydobycie oraz obrobka jest
problematyczna i bardzo kosztowna. Przeklada si¢ to na wysoka cene tytanu jako surowca [5].
Obrobka tytanu rozpoczyna si¢ w procesie Kroll, w ktorym w obecno$ci magnezu dochodzi
do redukcji TiCls (tetrachlorek tytanu) zawartego w minerale. Proces Kroll obejmuje cztery
etapy. W pierwszym etapie wytwarzany jest czysty TiCls. W tym celu ruda tytanu jest
chlorowana w chloratorze, do ktorego wdmuchiwany jest gazowy chlor oraz oczyszczana.
Drugi etap polega na redukcji TiCls za pomocg stopionego magnezu do produkcji gabki
tytanowej, a nastgpnie poddanie go destylacji prozniowej w celu usunigcie resztek magnezu
i jego zwiazkéw (np. MgCly). Trzeci etap to rozktad chlorku magnezu, bedacego produktem
ubocznym wczesniejszej reakceji, do magnezu i chloru, ktére ponownie uzywane sg w drugim
etapie procesu. W ostatnim etapie gabka tytanowa jest rozdrabniana, mieszana, pakowana

1 przetapiana [2].
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Wiasciwos¢ Wartos$¢ (jednostka)
Liczba atomowa 22
Masa atomowa 47,90

Struktura krystalograficzna:

- odmiana o (heksagonalna) 4,6832 + 0,0004 (A)
- odmiana B (regularna) 3,28 0,003 (A)
Gestos¢ 4,54 (g/em’)

Wspolczynnik rozszerzalno$ci cieplnej a

w temperaturze 20 °C

8,4x 10 (K)
Przewodnictwo cieplne 19,2 (W/(m*K))
Temperatura topnienia 1668 (°C)
Temperatura parowania 3260 (°C)
Temperatura przemiany alotropowej 882,5 (°C)
Odpornos¢ elektryczna
- tytanu wysokiej czystoSci 42 (nQ*cm)
- tytanu komercyjnego 55 (uQ*cm)
Modul Younga 105 (GPa)
Granica plastycznoSci 692 (MPa)

Tabela 1. Wlasciwosci fizyczne tytanu. Zmodyfikowano wedtug [6].

Obecnie wykorzystuje si¢ okoto piecdziesiat klas tytanu, jednakze niewiele z nich
uznawane jest przez Amerykanskie Towarzystwo Badan i Materialow (ASTM). Pierwsze
cztery grupy tytanu stanowi czysty tytan, a rdznice pomig¢dzy poszczegdlnymi grupami
wynikaja ze stopnia zanieczyszczenia, gldwnie tlenem. Pierwsza klasa zawiera 0,18% tlenu,
za$ czwarta 0,4% tlenu. Czysty tytan (Cp-Ti) zawiera mniej niz 1% domieszek innych
pierwiastkow. Poza tlenem, tytan najcze$ciej zanieczyszczony jest przez domieszke wegla
i zelaza. Co ciekawe do zanieczyszczenia czystego tytanu dochodzi zazwyczaj w trakcie jego
obrébki [1,2]. Cp-Ti ma najlepsza odporno$¢ na korozje, gdyz wytwarza si¢ na nim warstwa

pasywna ztozona z jednorodnej struktury TiO: [7]. Niestety Cp-Ti charakteryzuje si¢ nizsza
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wytrzymato$cig oraz stabszymi wlasciwosciami $ciernymi w poréwnaniu do innych stopow,
dlatego tez nie znajduje zastosowania w praktyce [8].

Tytan mozemy podzieli¢ rowniez na odmiany alotropowe o roznej strukturze
krystalicznej. Odmiana alfa (o) jest to faza zamknieta, o strukturze heksagonalnej
skoncentrowanej. Odmiana beta () ma uktad regularny przestrzennie centrowany. Odmiana
alotropowa [ wykazuje si¢ wyzsza wytrzymalo$cia 1 nizszym modutem sprezystosci
niz odmiana o [8]. Przej$cie odmiany a w B zachodzi w temperaturze powyzej 883°C.
Temperatur¢ przejcia jednej fazy w druga nazywamy temperaturg B-transusu i mozna
ja modyfikowa¢ zmieniajac sktad stopu tytanu. Pierwiastki, ktére zwiekszaja temperature
B-transusu to a-stabilizatory 1 zaliczamy do nich m. in. glin, azot, wanad, niob, chrom,
molibden, tantal czy zelazo (Rycina 1). Pierwiastki takie, jak cyrkon czy cyna stanowig

stabilizatory obojetne, nie wplywajace na temperaturg B-transusu [2,9].

3 alloys

<@

e//oys

Near- o a+f3 melastable 3 B

882

Brec

Temperatura [°C]

Ti 6%Al
4 % V

stabilizacja [}

Ti 20%V

Rycina 1. Klasyfikacja stopow tytanu. Zmodyfikowano wedtug [5].
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Stopy a w stosunku do stopow  wyrdznia zdecydowanie wigksza odpornos¢ na korozje
oraz nizsza wytrzymato$¢ na rozciagganie [2] (Tabela 2). Odmiana o tytanu ze wzgledu na jej
wlasciwosci stosowana jest gldwnie w przemysle chemicznym oraz inzynieryjnym.

W medycynie za$ stosuje si¢ najczesciej stopy a-f3 oraz stopy metastabilne B [2].

ofp p
Gestosé + + -
Moc - + ++
Plastycznos$¢ -/+ + +/-
Odpornos¢ na pekanie + -+ +/-
Sila pelzania + +/- -
Odpornosé na korozje ++ + +/-
Odpornosé oksydacyjna ++ +/- -
Spawalnosé + +/- -
Odksztalcalno$¢ na zimno -- - -/+

Tabela 2. Wlasciwosci stopow tytanu o, off i B.
Zmodyfikowano na wedtug [5].

Ze wzgledu na lepsze wilasciwosci mechaniczne tytan jest najczeSciej stosowany
w postaci stopow z innymi metalami. Stopy tytanu charakteryzuja si¢ znaczng odpornoscia
na korozje, malg gestoscia, a co si¢ z tym wigze lekko$cig oraz niskim modutem Younga
(Tabela 1). Najbardziej powszechnymi stopami tytanu sg stopy z zawartosciag wanadu,
molibdenu oraz zelaza. Najczgséciej stosowany jest stop tytanu z wanadem (Ti6Al4V). Nalezy
on do 5 klasy tytanu i stanowi ponad 50% komercyjnie stosowanych stopow tytanu. Ti6Al4V
cechuje si¢ wysoka wytrzymatoscia, lekkoscig oraz stosunkowo tatwa obrébka [2]. Réwnie
popularnym stopem jest stop tytanu z niobem (Ti6Al7Nb). Zaréwno jeden (Ti6Al4V),
jak 1 drugi stop (Ti6Al7NDb) nalezg do stopéw a-f [8,10]. Popularne sa rowniez stopy tytanu

z glinem. Wykazano, iz glin ma wlasciwo$ci neurotoksyczne, prowadzi¢ moze do rozwoju
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zastosowanie tego stopu w medycynie [2]. Nalezy podkresli¢, ze obecnie wiele ze stosowanych
implantow wykonywanych jest z kilku r6znych stopéw. Wynika to z faktu, iz implanty sktadaja
si¢ czgsto z wielu elementow, a kazdy element wszczepu powinien charakteryzowac si¢ innymi
cechami.

Tytan w obecno$ci tlenu ulega bardzo szybkiej pasywacji. Proces ten polega
na wytworzeniu warstwy pasywnej na powierzchni wszczepu, w sktad ktorej wchodza glownie
rutyl (TiOz) oraz TiO i Ti;O3 [7]. Warstwa pasywna ma za zadanie chroni¢ implant przed
korozja oraz przed uwalnianiem czastek metalicznych do $rodowiska wokoét implantu, co jest
bardzo istotne z punktu widzenia klinicznego.

Nalezy zaznaczy¢, ze implanty medyczne znajduja si¢ w Srodowisku obfitujacym
w Na*, K*, Cl', POs a takze biatka. Srodowisko to, jak zadne inne sprzyja procesowi korozji
[2]. Wykazano ponadto, ze implanty wykonane z tytanu oraz jego stopow stosunkowo latwo
ulegaja starciu [7], co nasila korozje¢ i1 uwalnianie czastek metalicznych nie tylko
do okolicznych, ale réwniez do odleglych tkanek i narzadéw (watroba, $ledziona czy uktad
limfatyczny) [8]. Przechodzenie jonow z implantu do tkanek nazywamy metaloza, a odktadanie
czastek tytanu w tkankach otaczajacych wszczep klinicznie widoczne jest jako szare
przebarwienie. To w jakim stopniu wszczep ulegnie korozji w duzej mierze zalezy

od doktadnego sktadu materiatu, a co za tym idzie jego warstwy pasywnej [2,8,11].

1.1.2 Zastosowanie w medycynie

Implanty tytanowe zostaty po raz pierwszy uzyte w 1947 roku, co zapoczatkowato er¢
stosowania tytanu w medycynie [12]. Wiele schorzen uktadu kostno-stawowego leczonych jest
z uzyciem wszczepow tytanowych. Ze wzgledu na uznang biozgodnos$¢ tytanu w tkankach
organizmu ludzkiego jest on stosowany do produkcji protez stawéw (np. biodrowych,

kolanowych, kregostupa), a takze zespolen ko$ci. Duza grupg pacjentdow stanowia chorzy
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z ubytkami kosci po usuni¢ciu nowotwordow, u ktérych dzigki tytanowym implantom mozliwe
jest zespolenie przeszczepow kostnych uzytych do rekonstrukcji utraconych tkanek, a niekiedy
takze do odtworzenia cigglo$ci kosci dzigki zastosowaniu implantéw indywidualnych. Sg one
wykonywane w technologii wydruku 3D [2]. Rekonstrukcje oparte na spersonalizowanych
implantach tytanowych wptywaja na polepszenie jakosci zycia wielu pacjentow. Tytanowe
wszczepy stosuje si¢ rowniez w leczeniu chorob uktadu sercowo-naczyniowego, w chirurgii
naczyniowej 1 kardiochirurgii, m. in. do wykonywania obudowy rozrusznikdw serca,

sztucznych zastawek oraz protez naczyniowych [2] (Rycina 2).

Rycina 2. CheckMATE, zespolenie stawu; ptytka (szara) anodowana na twardo, wkrety
(kolorowe) anodowane standardowo. Zbiér ChM.

1.1.3 Zastosowanie w chirurgii twarzowo-szczekowej i implantologii
Stopy tytanu majg szerokie zastosowanie w chirurgii szczgkowo-twarzowej. Tytanowe
implanty uzywane s3 w leczeniu zlaman ko$ci czg$ci twarzowej czaszki, wad twarzy,
nowotworow oraz rehabilitacji implanto-protetycznej u pacjentéw z brakami uzebienia.
Znaczny odsetek pacjentdw leczonych w oddziatach chirurgii szczgkowo-twarzowej

stanowig chorzy z obrazeniami kosci czesci twarzowej czaszki. U osdb dorostych najczesciej
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odnotowywane sg zlamania zuchwy, ktore stanowig 36-70% ztaman kosci twarzy [13].
Lokalizuja si¢ one gtdéwnie w okolicy kata [14]. Natomiast odsetek ztaman zuchwy u dzieci
wynosi od 45 do nawet 95% zlaman kosSci czgsci twarzowej czaszki [15]. Najczestsza
przyczyna obrazen ko$ci u osdb dorostych w krajach wysoko rozwinigtych sa wypadki
komunikacyjne, w krajach rozwijajacych si¢ - pobicia. U dzieci gldéwna przyczyng ztaman kosci
twarzy sa upadki, gry i zabawy oraz uprawianie sportu. Zwigkszone ryzyko ztaman kosci czesci
twarzowej czaszki odnotowano u pacjentéw z przewleklymi stanami zapalnymi, torbielami
i nowotworami kosci [16], a takze u chorych z cukrzyca [17] i anemig [18,19]. Tytanowe plytki
i wkrety umozliwiaja wykonanie stabilnej osteosyntezy ztamanych kosci pozwalajac
na uzyskanie dobrego efektu anatomicznego i1 czynno$ciowego, a takze na uniknigcie
ucigzliwego dla chorego stosowania unieruchomienia migdzyszczekowego oraz skrocenie
okresu rekonwalescencji [20—22]. Tytanowe plytki i siatki s3g wykorzystywane do rekonstrukcji
ztamanych $cian oczodotéw i1 odtwarzania konturéw kosci w leczeniu ubytkow pourazowych
pozwalajac na uniknigcie pobierania przeszczepow kosci wihasnej i dodatkowego okaleczenia
pacjenta.

Leczenie chirurgiczne wad szkieletowych twarzy, wrodzonych i nabytych, pozwala
na uzyskanie prawidtowego zgryzu i funkcji Zucia, poprawienie droznosci gornych drog
oddechowych i jako$ci oddychania oraz poprawienie harmonii 1 estetyki twarzy, co znaczaco
poprawia komfort i jako$¢ zycia leczonych pacjentow. Wprowadzenie tytanowych zespolen
kosci szczek 1 zuchwy w klasycznej chirurgii ortognatycznej poprawito stabilizacje segmentéw
osteotomijnych i zmniejszylo ryzyko nawrotu wady u leczonych chorych. Zastosowanie stopéw
tytanu w produkcji dystraktoréw kosci szczgk znacznie obnizylo ich wage oraz poprawito
wyniki leczenia [20,21].

Wspotczesne leczenie nowotwordw zto§liwych obszaru czesci twarzowej czaszki jest

ukierunkowane nie tylko na radykalne usunigcie guza, ale rowniez na odtworzenie utraconych
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tkanek w celu przywrdcenia zardéwno optymalnych warunkdéw anatomicznych, jak réwniez
funkcji okaleczonych uktadéw. Dzialania te majg na celu zapewnienie odpowiedniej jakosci
zycia leczonych pacjentow. Tytanowe plytki (zwlaszcza rekonstrukcyjne) i wkrety znacznie
poprawiaja stabilizacj¢ zespolonych kikutéw osteotomijnych i wprowadzonych przeszczepow
kosci. Tytanowe protezy stawow skroniowo-zuchwowych umozliwiaja poszerzenie
radykalnosci zabiegdbw 1 zwigkszaja mozliwosci rehabilitacji u leczonych chorych.
Personalizacja leczenia i mozliwos¢ planowania wirtualnego w potaczeniu z technologia
wydruku 3D umozliwia opracowanie indywidualnych szablonow do resekcji kosci
oraz indywidualnych implantdéw, co pozwala na uzyskanie perfekcyjnych wynikow leczenia.

Leczenie ubytkow uzebienia z zastosowaniem tytanowych implantéw ze¢bowych
1 protez jest coraz bardziej popularnym sposobem postgpowania.

Tytanowe wszczepy znajduja coraz szersze zastosowanie Ww stomatologii,
m. in. w endodoncji (¢wieki okotomiazgowe 1 wklady koronowo-korzeniowe),
w implantoprotetyce stuza do wuzupehliania pojedynczych brakéw  zebowych,
jak i wykonywania prac opartych na implantach.

W ortodoncji stosowane sg tuki ortodontyczne i mini implanty (mikrosruby), stanowigce
zaczepy do przesuwania zgbow. Mikrosruby te wszczepia si¢ tymczasowo, a latwos¢ ich
implantacji oraz usuni¢cia powoduje, iz sg coraz czesciej wykorzystywane w planie leczenia

ortodontycznego [23,24]

1.2 Korozja

Tak, jak wczes$niej sygnalizowalam, implanty medyczne narazone sg na dzialanie ptynu
ustrojowego. Jest on bogaty w jony takie jak chlor, s6d, potas, magnez, fosforany i wapn.
Srodowisko to sprzyja procesowi korozji na powierzchni implantu. Ponadto wptyw na korozje

maja takze metabolity pochodzace z krwi [25].
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Korozja definiowana jest jako lokalna, zachodzaca na powierzchni metalu elektrochemiczna
reakcja redukcji-utleniania. W procesie korozji dochodzi do niszczenia metalu w wyniku czego
uwalniane sg elektrony, ktore nastepnie przenoszone sg w inne miejsce w celu redukeji jonéw
wodorowych [26]. Zjawisko korozji uwarunkowane jest w szczego6lnosci od materiatu
oraz $rodowiska w jakim ten materiat si¢ znajduje. Wyrdzniamy kilka rodzajow korozji
tj: rtdwnomierng, miedzykrystaliczng, wzerowa, selektywna, naprezeniowa, pekanie korozyjne,

wodorowa, szczelinowa i gazowa (Rycina 3).

naprezeniowa

KOROZJA

wodorowa
gazowa

Rycina 3. Rodzaje korozji.

miedzykrystaliczna
pekanie korozyjne

Korozja réwnomierna (uogdlniona) cechuje si¢ powstawaniem réwnomiernego
ubytku materiatu na jego powierzchni. Korozja ta zachodzi pod wptywem dziatania elementow
srodowiska na skladniki materialu. Produkty korozji réwnomiernej nie sg $cisle zwigzane
z podlozem, w zwigzku z czym nie mogg spetnia¢ funkcji ochronnej. Zazwyczaj korozja

réwnomierna dotyczy materialdw o stabej odpornosci na korozje.

19



Korozja miedzykrystaliczna zachodzi we wnetrzu materiatu, co czyni ja szczegolnie
niebezpieczng; ostabia materiat bez zadnych oznak uszkodzenia na jego powierzchni.

Korozja wzerowa (ang. pitting) jest zjawiskiem lokalnym; dziata zazwyczaj
na materialy majace ochronng powloke pasywna (np. tytan), znajdujace si¢ w Srodowisku
jonéw halogenkowych. Do korozji wzerowej dochodzi poczatkowo w miejscach najstabszych
powloki pasywnej, gdzie adsorbowane sg jony chlorkowe. Jony metalu nie maja wowczas
miejsca na przylaczenie si¢, wiec rozpuszczaja si¢ w srodowisku roztworu, w ktorym si¢
znajduja (model Okamoto) [27]. Wzery sukcesywnie ulegaja powigkszeniu. W zaleznosci
od materialu, wzery moga by¢ zamknig¢te (materiaty, ktore tatwo si¢ pasywuja pokrywajac si¢
ochronng warstwa tlenkdéw) oraz otwarte (materialy, ktore pasywuja si¢ z trudem). Wnetrze
wzeru stanowi anode. Anoda to miejsce, w ktorym zachodzi ciagly proces rozpuszczania,
co w konsekwencji ostabia material. Wykazano, iz dodatek chromu do stopu tytanu wptywa
korzystnie na odpornos¢ na korozj¢ wzerowa, za$ dodatek aluminium zwigksza ryzyko korozji
wzerowe] w Srodowisku kwasoéw nieutleniajacych (korozja). Najwazniejsze czynniki
srodowiska, ktore maja znaczacy wptywa na zjawisko korozji wzerowej to stezenie jonow
chlorkowych, st¢zenie jonow wodorowych, temperatura i szybko$¢ przeptywu roztworu.

Korozja selektywna polega na tworzeniu lokalnych mikroogniw galwanicznych
migdzy sktadnikami danego stopu. Ten typ korozji dotyczy stopéw dwufazowych, gdzie jeden
stop stanowi anodg, za$ drugi katode.

Korozja naprezeniowa zachodzi wowczas, gdy poza czynnikiem Srodowiskowym
dochodzi do mechanicznego uszkodzenia materiatu. W przypadku tytanu do tego typu korozji
moze doj$s¢ w srodowisku wodnego i bezwodnego CI" (jon chlorkowy), Br (jon bromkowy)
czy cieklego  N>Os4  (tetratlenek  diazotu) @w  momencie, gdy  dojdzie
do migdzy- 1 $rodkrystalicznego pekniecia materiatu. Pekanie korozyjne uwazane jest

za odmian¢ korozji napr¢zeniowej. Dochodzi do niej, gdy dziataja jednocze$nie wplywy
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srodowiskowe oraz naprezenia rozciggajace. Moze rozwijaé si¢ zard6wno zewnetrznie
na granicy ziaren, jak rowniez $rodkrystalicznie.

Korozja wodorowa ma miejsce woéwczas, gdy wodor zaczyna gromadzié si¢
w mikroporach, czy tez szczelinach materiatu. Korozja ta zachodzi zazwyczaj w wysokich
temperaturach, gdyz do przej$cia wodoru ze stanu czasteczkowego do jonow wodoru niezbgdna
jest energia.

Korozja szczelinowa opiera si¢ na tworzeniu mikroogniw galwanicznych, jednak
przyczyna s3 roznice napowietrzenia ptynu w szczelinie i poza nig. Korozja ta uzalezniona jest
od obecnosci: czynnika utleniajacego, jonow aktywujacych oraz matej pojemnosci roztworu
buforowego.

Korozja gazowa jest zjawiskiem zachodzacym pod wptywem czynnikow takich jak:
tlen, para wodna, dwutlenek wegla czy siarka gazowa. Do korozji tej dochodzi w wysokich
temperaturach, w ktorych nie dochodzi do osadzania si¢ wilgoci. Produkty korozji gazowe;j
osadzaja si¢ na powierzchni materiatu (czasami rdwniez wewnatrz) tworzac tzw. zgorzeling.
Zgorzelina ta moze, ale nie musi hamowac¢ dalsze procesy korozyjne [27].

Aby uodporni¢ materiaty na zjawisko korozji stosuje si¢ tzw. inhibitory korozji.
Sa to ,,substancje, ktére dodane w matych stezeniach do $rodowisk wilgotnych powoduja
zmniejszanie szybko$ci korozji w wyniku zahamowania procesu anodowego, katodowego
lub obu rownocze$nie” [27]. Inhibitory mozemy podzieli¢ w zalezno$ci od przesuwania
potencjatu korozyjnego na trzy grupy: katodowe (w stron¢ ujemng), anodowe (W strong
dodatnig) i mieszane (w obu kierunkach) [25].

Tytan oraz jego stopy narazone s3 gtéwnie na korozj¢ fizyczng oraz elektrochemiczng
[7]. Wykazano, iz tytan ulega¢ moze korozji zaréwno jednolitej (uogolnionej), jak i lokalne;j:
wzerowej, szczelinowej, pgkaniu korozyjnemu i korozji napr¢zeniowej. Badania wykazaty,

iz szybkos¢ korozji tytanu w stanie pasywnym jest rowna 0,02 mm/rok i objawia si¢
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przebarwieniem powierzchni tytanu oraz stopniowym przyrostem masy plytki. Stan pasywny
odpowiada sytuacji, w ktorej metal znajduje si¢ w potozeniu elektrochemicznym dla stanu
aktywnego, jednak korozja zachodzi w bardzo powolnym tempie. W przypadku tytanu,
pasywnos$¢ ta spowodowana jest obecnoscig niezniszczonej, ochronnej warstwy tlenkoéw
na jego powierzchni. Jednakze szybko$¢ korozji zalezy w duzej mierze od srodowiska, w jakim
znajduje sie tytan. W srodowisku redukujacym, kwasowym i w wysokiej temperaturze, tytan
ulega korozji réwnomiernej. W silnych kwasach powierzchowna warstwa tytanu ulega
rozpuszczeniu, a tytan utlenia si¢ do rozpuszczalnych jondow tytanu (3+) (Ti**). Nastepnie jony
te ulegajg dalszemu utlenianiu do jonow tytanu (4+) Ti*". Jony Ti*" wchodzg w reakcje
z dwutlenkiem tytanu (TiO2) tworzac powltoke zmniejszajaca nasilenie korozji. Co ciekawe
tytan wykazuje bardzo wysoka odpornos¢ korozyjng w srodowisku wody morskiej, co znalazto
zastosowanie w przemysle morskim do wytwarzania kadlubow okr¢téw morskich. Dodatkowo
tytan nie koroduje w kontakcie z mikroorganizmami morskimi (MIC), podczas gdy obecno$¢
kolonii bakteryjnych takich jak np. Streptococcus mutans obniza odporno$¢ tytanu na korozje
[1,28].

Wykazano szkodliwe dzialanie fluoru na procesy korozyjne tytanu: powoduje
rozpuszczanie mas tytanowych i powstanie dwuujemnego anionu szesciofluorku tytanu (TiFs>)
oraz trojujemnego anionu sze$ciofluorku tytanu (TiFe*) [1].

W $rodowisku kwasu solnego (HCI) tytan ulega korozji uogolnione;j, ktérej szybkos¢
ro$nie proporcjonalnie z temperaturg i stgzeniem kwasu. W temperaturze pokojowej tytan jest
odporny na korozje w $srodowisku HCI do 5% jego stezenia, za§ w temperaturze 100°C tylko
do stezenia 0,5% HCI. Z kwasem azotowym (HNO3), ktory jest zwigzkiem silnie utleniajagcym
w temperaturze pokojowej tytan odporny jest do stezenia 65% [1]. Wykazano takze,
iz w wysokich temperaturach dochodzi do maksymalnej korozji tytanu juz przy stezeniu

40-50% HNO;s [1].
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Badania wykazaly, ze zachowanie tytanu w $rodowisku kwasu bromowodorowego
(HBr) rowniez zalezy od jego st¢zenia: przy bardzo matym stezeniu HBr promowana jest
pasywacja warstwy powierzchniowej tytanu, za§ przy wyzszych st¢zeniach HBr dochodzi
do korozji warstwy pasywnej [1]. Zwigksza si¢ powinowactwo jonoéw Br-, ktore adsorbuja si¢
na powierzchni tytanu wypierajac tlen i powodujac rozpuszczanie warstwy pasywnej.
Wykazano, iz do 10% stezenia H.SO4 w temperaturze pokojowej tytan jest odporny na proces
korozji. Wraz ze wzrostem temperatury podatno$¢ tytanu na korozje¢ ro$nie, a w temperaturze
wrzenia wynosi do 9 mm/rok. Podobnie, w przypadku H3PO4 odporno$¢ tytanu na korozje
maleje wraz ze wzrostem temperatury i ste¢zenia kwasu. Wykazano takze, iz pomimo szybkiej
korozji tytanu w poczatkowym etapie wzrostu st¢zenia i temperatury — szybkos¢ korozji maleje
z czasem. Tytan praktycznie nie ulega korozji w $srodowisku wysokich stgzen stabych kwasow
organicznych tj. octowego, benzoesowego, adypinowego czy mastowego. Korozja zachodzi
w mocniejszych kwasach organicznych tj. mrowkowym, mlekowym czy szczawiowym,
a jej szybko$¢ wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia i temperatury kwasu [1]. Wykazano,
iz w §rodowisku HCI w przypadku tytanu gldéwnym typem korozji jest korozja wzerowa [1,29].
Odpornos$¢ na korozje wzerowa tytanu jest $ciSle zalezna od temperatury i st¢zenia jondw
halogenkowych, ktérych potencjal korozyjny (pitting potencial, Ep) uklada si¢ nastepujaco:
F<-CI'<I'<Br [1].
Metale utleniajace prowadza do korozji wzerowej tytanu w $rodowisku 1 M NaCl a ich
potencjat korozji wzerowej uktada si¢ rosngco: FeCl,>FeCl;>CuCl,. Natomiast tlen wraz
z anionami tj. SO4%, Se04>, CrO4* czy HPO4> hamuje proces korozji wzerowej tytanu w NaCl.
Metod¢ pomiaru wrazliwo$ci na korozj¢ wzerowa stanowi CPT — krytyczna temperatura
wzerowa. Dzigki okresleniu typu roztworu oraz potencjatu elektrochemicznego mozemy
okresli¢ temperature, w ktérej zachodzi¢ bedzie korozja wzerowa [1].

Zuchwa jest jedyna ruchomg koscig twarzoczaszki. Dlatego tez tytanowe implanty
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zuchwy w sposob szczegdlny narazone sg na zjawisko tarcia uszkadzajacego warstwe pasywna
pokrywajaca wszczep. Zachodzi wowczas proces utlenienia powierzchni implantu
oraz uwolnienie jonéw metalu do $rodowiska wokoét wszczepu, czyli zjawisko korozji.
Wykazano, ze dodatek palladu, niklu, molibdenu, miedzi, fosforu i tlenu do stopéw tytanu
zmniejsza podatno$¢ tego stopu na korozje [1]. Utlenianie na powierzchni tytanu powoduje
powstanie na niej fazy amorficznej zwigkszajacej odpornos¢ na korozje. Jakos¢ tej warstwy
w duzej mierze zalezy od warunkéw, w jakich powstaje. W §rodowisku wodnym sktada si¢
glownie z bezpostaciowego TiO> oraz niewielkich ilo$ci Ti2O3 1 TiO. Tytan do wykorzystania
medycznego najczesciej poddawany jest obrobee elektrochemicznej, co zwigksza grubosé

powloki ochronnej. Proces ten nazywany jest anodowaniem [1].

1.3 Anodowanie

1.3.1 Parametry procesu anodowego utleniania tytanu

Anodowanie jest to elektrochemiczna oksydacja powierzchni metalu, w wyniku ktorej
powstaje pasywna warstwa tlenkow chronigca implant przed bezpoSrednig stycznoScig
z otaczajagcym Srodowiskiem. Powtoka I typu ma zazwyczaj ponizej 40 nm grubosci, a jej
struktura jest amorficzna, moze powstawa¢é w wyniku utleniania w obecnoSci tlenu
wystepujacego w powietrzu, czy czynnikow utleniajacych (np., HNO; czy H,0O,). Powloka II
typu powstaje w wyniku anodowania na twardo, czyli iskrowego, a powtoka typu III, powstaje
w procesie anodowania standardowego, nazywanego rowniez kolorowym.

Powloki anodowe rdznig si¢ miedzy sobg metodg otrzymywania, gruboscia, kolorem
oraz strukturg krystaliczng. Na grubo§¢ powloki najwigkszy wplyw maja: napiecie i1 natezenie

pradu uzytego podczas anodowania, zastosowany elektrolit i temperatura.
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1.3.2 Napiecie i nateZenie prqdu niezbedne do anodowania

NajczeSciej stosowane napigcie koncowe procesu anodowania mieSci si¢ w wartoSciach
do kilku do 480 V. Stosowanie napiecia maksymalnie do 150 V (w zaleznoSci od innych
czynnikow takich jak np. stezenie i rodzaj elektrolitu) prowadzi do otrzymania gladkich,
jednorodnych, amorficznych warstw dwutlenku tytanu o gruboSci do okoto 100 — 200 nm.
Nie tworza one struktur krystalicznych. Jednorodne warstwy tlenku wykazujg
charakterystyczng wilaSciwoS§¢ zakrzywiania Swiatta widzialnego co prowadzi do jego
interferencji 1 w konsekwencji do zabarwienia anodowanych elementéw na rézne kolory.
Uzyskany kolor zalezy gtéwnie od grubosSci warstwy tlenku (czyli poSrednio od napigcia
koncowego procesu) ale takze od parametréw procesu takich jak rodzaj i stezenie elektrolitu
[30]. Jednorodne, amorficzne warstwy tlenku, dzigki swojej barwie moga stuzyé
do kolorystycznego oznaczania produkowanych elementéw. Warstwy te nie powodujga poprawy
biokompatybilnoSci anodowanego elementu [31].

Stosowanie, w przypadku anodowania II typu (na twardo) koficowego napig¢cia powyzej
okoto 100 V skutkuje powstawaniem tukow elektrycznych, ktére przebijaja warstwe tlenku.
Powoduje to powstanie nierdwnej, porowatej struktury, w ktorej wielkoS¢ porow zalezna jest
od zastosowanego napigcia. Luki elektryczne generuja wysoka temperature (do 8000 K), ktéra
powoduje miejscowe stopienie powstalego tlenku. Umozliwia to wejScie jondw zawartych
w elektrolicie do struktury powstajacej warstwy tlenku. Napigcie, przy ktérym pojawiaja si¢
tuki elektryczne zalezy od uzytego elektrolitu oraz jego stezenia. W H,SO,, H;PO, 1 CH;COOH
o stezeniach 1 mol/dm? jest to odpowiednio 110, 200 i 350 Voltéw [32]. W piSmiennictwie
zaobserwowano takze, wytadowania dla kwasu fosforowego oraz octowego przy nieco
nizszych napigciach. Wyzsze napigcie procesu skutkuje rowniez wigkszym udzialem tlenku
o strukturze krystalicznej anatazu i rutylu [33]. Struktur¢ anatazu mozna zaobserwowac

od napigcia ok. 70 V (w 0,5M H,SO,). Rutyl jako forma trwalsza w wysokich temperaturach
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pojawia si¢ przy wyzszym napieciu od 120 V, gdy energia 1 ilo§¢ wytadowaf elektrycznych
wzrasta. Udziat form krystalicznych w catkowitej iloSci wydzielonego tlenku tytanu roSnie
wraz ze zrostem napigcia i osigga znaczacy poziom dla 120 V (0,5M H,SOy). I1o§¢ struktury

rutylu jest z reguty wyraZnie mniejsza niz formy anatazu [33]. ZaleznoSci te przedstawiono na
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Rycina 4. Zalezno$¢ ilosci oraz rodzaju powstajacej fazy krystalicznej od napiecia
anodowania, w 0,5 M kwasie siarkowym VI. Zmodyfikowano wedtug [33].

Powstajace fazy krystaliczne sg lepszymi przewodnikami elektrycznymi niz amorficzna
forma tlenku. Moze to prowadzi¢ do zmiany mechanizmu przeptywu tadunku przez warstwe
tlenkowa 1 tworzeniu si¢ pecherzykow tlenu wewnatrz warstwy TiO,. Prowadzi to do powstania
nierownos$ci w powierzchni tlenku oraz anodowanego elementu. Zachodzenie takiego zjawiska
moze tez ulatwia¢ zachodzenie iskrzenia podczas anodowania, gdyz miejscowe zmniejszenie
warstwy stabo przewodzacego tlenku utatwia zajScie przebicia elektrycznego [34]. Schemat

zachodzenia takiego procesu przedstawiono na Rycinie 5.
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Rycina 5. Schematyczny mechanizm tworzenia pgcherzykow tlenu wewnatrz powstajace;j
warstwy dwutlenku tytanu. Zmodyfikowano wedhug [34].

Przy anodowaniu galwanostatycznym (state natezenie pradu) napigcie pomiedzy
elektrodami zmienia si¢ w czasie zgodnie z funkcja logarytmiczng. Wystgpuje graniczne
maksymalne napigcie uzyskiwane dla danego przeptywu pradu, przy czym jego wartosc¢
oraz czas jego osiggni¢cia zaleza od zastosowanego elektrolitu oraz stosunku powierzchni
elektrod. Napiecie maleje wraz ze wzrostem stezenie elektrolitu, gdyz do osiagniecia zadanego
natezenia pradu wystarczajaca jest mniejsza jego warto$¢. Napigcie ro$nie wraz ze wzrostem
przeplywu pradu, co wynika z prawa Ohma. Czas osiggni¢cia napigcia granicznego maleje
wraz ze wzrostem przeptywu pradu.

Naturalnie wystepujace warstwy tlenku tytanu cechuja si¢ gruboscig od 1.5 do 10 nm
(w zalezno$ci od zabiegdw jakim poddawany jest anodowany element), i wykazuje amorficzna
strukture [35]. Grubo$¢ powstajacych podczas anodowania warstw tlenku jest wielokrotnie

wigksza (powyzej 600 nm). Grubos¢ warstwy tlenku jest w najwigkszym stopniu uzalezniona
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od uzytego napigcia anodowania, lecz takze od uzytego elektrolitu i1 temperatury.
Na maksymalng grubo$¢ nie ma wptywu przedluzenie czasu anodowania powyzej czasu
niezbednego do osiggnigcia maksymalnego napigcia przy zadanym nat¢zeniu pradu. Grubo$é
ro$nie w nieliniowy sposoéb wraz ze wzrostem napigcia. Gwaltowne zwigkszenie grubos$ci
warstwy TiO:2 nastgpuje przy przekroczeniu napigcia, przy ktorym rozpoczynaja si¢
wytadowania iskrowe (np. 110 w kwasie siarkowym VI, 200 V w kwasie octowym)
Przyktadowe grubos$ci uzyskiwane w eksperymentach: Dla 0,1M CH3COOH uzyskano: 200,
600, 800, 1000 nm dla procesu prowadzonego odpowiednio w: 100, 200, 280, 380 V [36].
Dla 1,4M H3POg4 przy napigciach: 100, 150, 200, 250 V uzyskano grubosci odpowiednio: 135,
210, 330, 1700 nm [35]. Nie udalo si¢, w wyniku analizy dostepnych danych, wyznaczy¢ wzoru
okreslajacego maksymalng grubo$¢ uzyskiwang w procesie anodowania. Maksymalne
uzyskiwane warto$ci wahaja si¢ pomigdzy 200 nm dla anodowania przy 150 V do kilkunastu
mikrometrow przy 480 V. W wickszosci eksperymentow opisanych w analizowanym
pisSmiennictwie, przy zastosowaniu napig¢cia do 300 V, uzyskiwato si¢ warstwe o grubosci okoto
1 mikrometra. Przyblizona zalezno$¢ grubo$ci warstwy od napigcia to (2.5 — 3 nm/V).
Zalezno$¢ ta znajduje tylko czesciowe odzwierciedlenie w wynikach uzyskiwanych
w literaturze. Przy wysokich napigciach (>300 V) bardzo czgsto uzyskiwana jest warstwa
znacznie grubsza.

Struktura wytwarzanej warstwy tlenku zmienia si¢ wraz z zastosowanym napig¢ciem
anodowania. Przy napigciach 100 V do ok. 200 V (w 2M H3PO4) powstajaca struktura
charakteryzuje si¢ duza liczba niewielkich poréw, powstalych po wyladowaniach
elektrycznych. Przy dalszym zwigkszaniu napigcia nierdéwno$¢ powierzchni i wielko$¢ poréw
zwigkszaja si¢, a ich liczba maleje na skutek wzajemnego taczenia si¢ poréw. Przy napieciu
250 V 1 wigkszym pory staja si¢ jeszcze wigksze, a przestrzen pomigdzy nimi wygtadza sig.

Przyjmuje si¢, ze wygladzenie powierzchni nast¢puje na skutek stopienia i blyskawicznego
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zastygnigcia TiO». Doktadne wartos$ci napigcia
przy ktorych nastepuja opisane wyzej ,.etapy” zalezne sa od wszystkich zmiennych procesu
jednak ogdlny schemat powtarza si¢ w literaturze. Struktura poréw zalezy w duzym stopniu

od stosowanego elektrolitu.

1.3.3 Stosowane elektrolity

W piSmiennictwie spotka¢ mozna si¢ z elektrolitami o réznych sktadach i st¢zeniu,
dzigki ktéorym mozliwe jest uzyskanie powlok anodowych réznigcych sie¢ morfologia.
Do najczesciej stosowanych elektrolitéw uzywanych przy anodowaniu tytanu naleza wodne

roztwory: H2SO4, H3PO4, CH;COOCa/NaH,PO4, CH3;COOH, NaOH, Ca(OH)2, Na,SO4 [37].

1.3.4 Wplyw temperatury na anodowanie

Temperatura prowadzenia procesu oraz obrobki gotowego materiatu ma istotne
znaczenie dla jego morfologii. W badaniu TiO> utworzonego w procesie anodowania tytanu
w 0,5M H>SO4 wykazano, ze w wyzszej temperaturze reakcja tworzenia tlenu zachodzi tatwiej,
co prowadzi do pogorszenia wydajnosci pradowej. Zmienia si¢ takze szybko$¢ rozpuszczania
warstwy anodowej, tj. ro$nie wraz ze wzrostem temperatury. Przy podwyzszonej temperaturze
anodowania udziat fazy krystalicznej TiO> zdecydowanie wzrasta [38].
Podwyzszenie temperatury prowadzi do wygtadzenie powierzchni tlenku pomig¢dzy kraterami
powstatymi po wytadowaniach iskrowych. Szorstko$§¢ powierzchni jest zatem zmniejszona.
Przy temperaturze powyzej 70 °C szybkos$¢ rozpuszczania powstajacego tlenku jest na tyle

duza, Ze nie nastgpuje wzrost grubosci warstwy anodowe;.
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1.3.5 Wplyw mieszania roztworu na anodowanie

Ze wzgledu na intensywne wydzielanie gazu w trakcie anodowania powierzchnia anody
bedaca w kontakcie z elektrolitem jest pomniejszona o t¢ zajmowang przez pecherzyki gazu.
Odpowiednio wysoka predko§¢ mieszania, mogaca oderwaé¢ pecherzyki umozliwia
zwigkszenie powierzchni kontaktu, co prowadzi do obnizenia niezbednego napigcia procesu.
Innym wyjasnieniem obnizenia napi¢cia moze by¢ fakt, ze intensywne mieszanie powoduje
rozbicie natadowanej warstwy powstajacej na granicy anoda-elektrolit. Warstwa ta, powstaje
w wyniku gradientu fadunku w poblizu powierzchni anodowanego tytanu. Jej rozbicie utatwia

przeplyw tadunku oraz elektrolitu do elektrody [30].

1.3.6 Wplyw czasu na anodowanie

W czasie trwania anodowania roztwor wzbogaca si¢ o jony Ti**. Przy napieciu 30 V,
po 3 godzinach st¢zenie Ti*" wynosi ok 60 ug/l. Przy prowadzeniu anodowania znacznie dtuzej
niz wymagane jest do osiggniecia maksymalnej grubosci warstwy anodowej obserwuje si¢
zwigkszenie udziatu formy krystalicznej. Dla 30 V stan maksymalnego wykrystalizowania
osiggany jest po ok 2 h podczas gdy proces zwigkszania grubosci warstwy trwa tylko kilka
minut. Jednoczes$nie przy czasie 2 h ustala si¢ stalty poziom szybkosci rozpuszczania warstwy
anodowej. Przy wydluzonym czasie anodowania warstwa anodowa zostaje pozbawiona
niewielkiej cze$ci zaadsorbowanej wody oraz grup OH'. Podczas wydluzenia czasu
anodowania zachodzi przemiana anatazu w rutyl ze wzgledu na bardzo wysoka temperaturg
powstajaca w tuku wytadowania iskrowego (przejécie anatazu w rutyl zachodzi w temperaturze
610- 915°C) [39]. Grubos¢ warstwy anodowej zalezy gtdownie od napigcia procesu, a nie od

wydhuzonego czasu.
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1.3.7 Sktad chemiczny warstwy pasywnej otrzymanej w procesie anodowania
Badanie powierzchni wytworzonej w trakcie anodowania przy pomocy rentgenowskiej
spektrometrii fotoelektronow (XPS) ujawnito obecno$¢ poza oczekiwanym dwutlenkiem
tytanu (w formie amorficznej i krystalicznej: anatazu i rutylu) takich form jak: tlenki tytanu
o innej stechiometrii (mniejszym stopniu utlenienia tytanu) w poblizu granicy metal tlenek.
Byly to m.in. Ti203 oraz TiO., grup TiOH oraz TiO>*H>O przy powierzchni kontaktujacej si¢
z roztworem [36,39]. Obecno$¢ grup OH-, H,O zmniejsza si¢ po zastosowaniu obrobki

termicznej po zakonczeniu anodowania.

1.3.8 Biokompatybilnos¢ warstw anodowych

Badania pokazaly, ze duza biokompatybilno$cig cechuja si¢ materialy pokryte warstwa
anodowg TiO: o grubos$ci wigkszej niz 600 nm, duzej porowatosci oraz krystalicznej strukturze
dwutlenku tytanu. Wedtug niektorych teorii duza bioaktywnos¢ warstwy tlenku tytanu zalezy
gléwnie od jego grubosci [32]. Wyniki eksperymentu przeprowadzonego przez Cui i wspolpr.
[31] pokazaty, ze struktura krystaliczna tlenku wykazuje duzo lepsza bioaktywnos¢
1 w przeciwienstwie do formy amorficznej jest zdolna do tworzenia hydroksyapatytu
w $rodowisku SBF (simulated body fluid, stymulowany ptyn ustrojowy). Tworzenie HAp
na powierzchni warstwy anodowej dwutlenku tytanu jest tatwiejsze przy obecnosci grup
OH" na powierzchni tlenku. Dodatkowym czynnikiem promujagcym tworzenie HAp
na powierzchni struktur krystalicznych na powierzchni TiO: jest podobienstwo struktur

krystalicznych rutylu i apatytu [31].
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1.4 Tkanka kostna

W stomatologii, a w szczeg6lnoSci w chirurgii szczgkowo-twarzowej tytan
wykorzystuje si¢ w rekonstrukcji kosci, dlatego krétko omowie tkanke kostna.

Uktad kostny cztowieka sktada si¢ z okoto 200 kosci, ktore spetniajg wiele istotnych
dla zycia funkcji [40]. Stanowig one aparat zawieszeniowy dla ukladu mig$niowego,
umozliwiajg lokomocje, podtrzymywanie i stabilng postawe ciata oraz ochron¢ mézgu, rdzenia
kregowego, narzadow wewnetrznych i tkanek migkkich. Ponadto s3 bardzo waznym
dla organizmu magazynem wapnia oraz fosforanéw, a takze wspomagaja hematopoeze [40—
42].

Ko$¢ jest zmineralizowang tkanka taczna zbudowang z soli nieorganicznych
oraz macierzy organicznej (Rycina 6). Macierz organiczng w 90% stanowig biatka kolagenowe.
Jony wapnia i fosforu wytwarzaja krysztaty hydroksyapatytu (Caio(PO4)s(OH)2), dla ktérego
rusztowanie tworzg biatka niekolagenowe wraz z kolagenem. Rusztowanie te zapewnia
wytrzymato$¢ oraz sztywnos¢ kosci [42].

Gléwnymi komoérkami kosci sg osteoblasty, komorki wyscidtkowe kosci, osteocyty
oraz osteoklasty.

Osteoblasty, osteocyty i osteoklasty zapewniaja ciagla przebudowe kosci. Jest to proces
warunkujacy prawidlowe gojenie, ale réwniez utrzymujacy homeostaze wapniows.
Wymienione komorki kostne na czas przebudowy kosci tworza specjalng strukture
anatomiczng, tzw. podstawowa jednostke wielokomorkowa (BMU), zapewniajaca utrzymanie

statej masy kostnej [41,43].
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Rycina 6. Sktadniki kosci

Gléwnymi komoérkami w tkance kostnej sa komorki kosciotworcze - osteoblasty.

Pochodza one z mezenchymalnych komorek macierzystych. Osteoblasty to komorki

spolaryzowane tworzace osteoid (organiczng macierz kostng). Na roznicowanie osteoblastow

wplywaja rozne czynniki, miedzy innymi czynnik wzrostu fibroblastow (FGF) [41].

Osteoblasty w poczatkowym etapie tworzenia kosci odktadaja macierz organiczng zbudowang

z kolagenu typu I, biatek niekolagenowych (osteonektyna - OCN, biatko morfogenetyczne

kosci 2 - BMP 1I i osteopontyna - OPN), a takze proteoglikanow (dekoryna i biglikan), ktora

nastepnie ulega mineralizacji. Osteoblasty podczas formowania si¢ kosci fagocytuja ciata

apoptotyczne [41].
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Osteocyty to najliczniejsze komodrki w kosci (90-95%. Zlokalizowane sa w lukach
otoczonych zmineralizowang macierza kostng. Morfologia osteocytéw uzalezniona jest od typu
kosci, w ktorej si¢ znajduja. Sa to komorki pochodzace z linii mezenchymalnych komorek
macierzystych (MSC), powstale poprzez rdznicowanie osteoblastow [41,44]. Osteocyty
regulujg aktywnos$¢ zaréwno osteoblastow, jak i osteoklastow, a apoptoza osteocytOw uznawana
jest za sygnal chemotaktyczny do osteoklastycznej resorpcji kosci. Dochodzi wtedy
do pochlaniania apoptotycznych osteocytow przez osteoklasty [41,45].

Osteoklasty wytwarzane sg pod wptywem czynnikéw takich jak:

- czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow (M-CSF), wydzielany przez komorki
mezenchymalne osteoprogenitorowe i osteoblasty,

- ligand receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF-kB (receptor activator of nuclear Factor
kB (RANK), wydzielany przez osteoblasty, osteocyty i komorki zregbowe.

Oba te czynniki powoduja aktywacje czynnikdéw transkrypcyjnych i ekspresje genow
osteoklastow zapoczatkowujac procesy resorpcyjne w kosci [41,43].

Komorki wyscielajace ko$¢ stanowia osteoblasty zlokalizowane na powierzchni kos$ci.
W miejscu tym nie zachodzg procesy resorpcji, ani tworzenia kosci. Komoérki wyscielajace kosé
najprawdopodobniej biorg udziat w procesie przebudowy kostnej, réznicowaniu osteoklastow,
a takze wytwarzaja osteoprotegeryne (OPG) i ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy
kB (RANKL) [41,46]. RANKL wytwarzany jest nie tylko przez osteoblasty, ale rowniez
przez osteocyty i komoérki zrgbowe. OPG syntetyzowana jest gtownie przez osteoblasty,
komorki zrebu oraz fibroblasty [41,46]. RANKL, RANK i OPG stanowig niezwykle wazny
uktad w osteoklastogenezie. Synteza osteoklastow zapoczatkowana jest przez potaczenie
RANKL z receptorem RANK (aktywator receptora NF-kB) znajdujacym si¢ w prekursorach
osteoklastow. OPG laczy si¢ z RANKL uniemozliwiajac w ten sposob zwigzanie RANKL

z RANK, co powoduje, ze OPG jest inhibitorem osteoklastogenezy.
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1.5 Fibroblasty

Fibroblasty obecne w wielu tkankach sg to komorki o wrzecionowatym lub trojkatnym
ksztalcie z pojedynczym owalnym jadrem, w ktérym znajduje si¢ jedno lub dwa jaderka.
Posiadaja one rozbudowane retikulum endoplazmatyczne i aparat Golgiego. Fibroblasty
stanowig glowne komorki tkanki tacznej pochodzenia mezodermalnego (heterogeniczno$é
fibroblastow). Sa dos¢ zréznicowang grupg komorek, zaleznie od miejsca, z ktérego pochodza.
Stanowig prekursor innych komoérek mezenchymalnych, jak np. osteoblasty czy adipocyty.
[47]. Co wigcej wyniki badan wykazaly réznorodno$¢ fibroblastow zaréwno w tej samej tkance,
jak réwniez pomigdzy r6znymi tkankami. Zgodno$¢ genetyczna migdzy fibroblastami réznych
tkanek moze by¢ mniejsza niz 20% [47]. Utrzymuja one homeostaze¢ oraz biorg udziat
w mechanizmach regeneracyjnych organizmu gromadzac si¢ w miejscu uszkodzenia. Istnieje
wiele szlakow sygnalizacyjnych, w wyniku dzialania, ktorych powstaja fibroblasty. Najbardziej
znane z nich to TGF-B, WNT, czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF) oraz cytokiny
zapalne; czynnik martwicy nowotworu a (TNF- a), interleukina-1 (IL-1), czy interleukina 6
(IL-6). Fibroblasty tatwo wchodza w cykl komorkowy. Cecha ta przektada si¢ na duza ich
zdolnos¢ do szybkich podziatléw i roéznicowania si¢, np. do miofibroblastow w przypadku
urazow. Po naprawie tkanek fibroblasty ponownie wchodza w stan spoczynku [47]. Pozostaje
otwartym pytaniem czy fibroblasty po przebytych urazach zdolne sa do szybszej reakcji
naprawczej w odpowiedzi na kolejny uraz [47].

Fibroblasty dziataja jak komorki sygnalizujace. Przekazujg informacj¢ przez macierz
zewnatrzkomérkowa. Sygnaly przekazywane przez fibroblasty reguluja uwalnianie
mediatoréw, np. cytokin czy czynnikow wzrostu [47-49]. Fibroblasty wytwarzaja kolagen,
wtokna retikulinowe 1 elastyczne, stymuluja do odkladania oraz przebudowy macierzy
zewnatrzkomérkowej oraz wytwarzaja czynniki wzrostu oraz enzymy: kolagenaze

i stromielizyng. Ponadto fibroblasty wytwarzaja OPG biorgca udzial w remodelingu kosci [41].
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Fibroblasty w sposdb aktywny przebudowuja strukture macierzy zewnatrzkomorkowej
poprzez sieciowanie kowalencyjne, glikozylacje biatek oraz kontrole proteolizy dzigki
uwalnianiu enzyméw modyfikujacych, takich jak oksydaza lizylowa czy inhibitory
metaloproteinaz macierzy (MMP). Dzigki aktywnej przebudowie macierzy w réznych tkankach
powstaja jej wyspecjalizowane formy [47]. Nieaktywne fibroblasty w momencie aktywacji
czynnikow sygnalizacyjnych indukuja do wytworzenia kolejnej linii fibroblastow,
np. miofibroblastéw. Miofibroblasty za§ wptywaja na przebudowe biomechaniczng
oraz za regeneracje po ostrych urazach. Wykazano, iz przewlekte uszkodzenie lub przewlekly
stan zapalny skutkuje nieprawidlowa reakcja fibroblastow na aktywacje. Obserwuje si¢
wowczas nadmierne wytwarzanie ECM (macierzy pozakomorkowej), co przektada sie¢
na miejscowe bliznowacenie czy zwloknienie tkanek skutkujace zaburzeniami

w funkcjonowaniu danego narzadu [47].

1.5.1 Czynnik wzrostu fibroblastow oraz czynnik wzrostu srodblonka
nacgyniowego

Kluczowa role w rozwoju 1 regeneracji kosci stanowig czynniki wzrostu fibroblastow
(FGF). Sa to jednotancuchowe polipeptydy o wielkosci czasteczki 20-35 kDa [42].
Umozliwiajga one faczenie si¢ z receptorami kinazy tyrozynowej (FGFR), a zapoczatkowanie
sygnalizacji odbywa si¢ w obecno$ci ligandow FGFR, ktore ulegaja wowczas dimeryzacji
i autofosforylacji [50]. FGF biorg udziat w szeregu proces6w metabolicznych na poziomie
komoérkowym takich, jak roznicowanie, proliferacja oraz regeneracja komorek, a takze
na poziomie tkankowym, m.in. w angiogenezie i regeneracji tkanek, w szczegdlnosci kosci.
FGF wraz z TGF (transforming growth factor B, transformujacy czynnik wzrostu f3), stanowig
najwazniejsze czynniki metabolizmu kosci. FGF reguluje $ciezki sygnalowe RAS/kinazy

biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK), kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 4,5-bisfosforanu
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(PI3K), proteinowej kinazy B (AKT), fosfolipazy C gamma (PLCy) oraz transduktora
sygnalizacji 1 aktywacji transkrypcji (signal transducer and activator of transcription - STAT).
Ekspresja FGF regulowana jest zard6wno na poziomie epigenetycznym, jak i potranslacyjnym
[50]. Jednym z wazniejszych dla proceséw regeneracji kosci jest czynnik wzrostu fibroblastow
2 (FGF-2). Wykazano, iz ekspresja FGF-2 jest nasilona w trakcie rozwoju i mineralizacji kosci.
W osteoblastach FGF-2 ulega ciaglej ekspresji [50]. Wykazano, ze zlokalizowane
w cytoplazmie izoformy FGF-2 o matej masie czasteczkowej (LMF FGF-2, 18kD), promuja
réznicowanie 1 mineralizacj¢ osteoblastow poprzez aktywacje szlaku sygnalizujacego Wnt
(Wingless-type MMTYV integration site) oraz przez synergizm z biatkami morfogenetycznymi
ko$ci-2 (bone morphogenetic protein - BMP-2). Ligandy o duzej masie (HMW FGF-2,
22-14kD), zlokalizowane w jadrze, wplywaja na zwigkszenie ekspresji gendéw zwigzanych
z defektem mineralizacji [42]. Ponadto FGF/FGFR wplywaja na zwigkszenie uwalniania biatka
morfogenetycznego kosci - BMP-2 w osteoblastach czaszki, co $wiadczy o ich funkcji
regeneracyjnej. Inaktywacja na poziomie genetycznym FGFR-2 powoduje zmniejszong
proliferacj¢ osteoblastow oraz zwigkszong osteopenig [51].

Bardzo wazng role w procesie regeneracji i gojenia si¢ kosci odgrywa czynnik wzrostu
srédbtonka naczyniowego (VEGF-A). Stanowi on homodimeryczny peptyd zbudowany z reszt
cysteinowych tworzacych wewnatrzczasteczkowe wigzania dwusiarczkowe. Dzialanie
VEGF-A powigzane jest z receptorem czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego VEGF
(VEGFR) [51].

Wydzielany jest on gtownie przez komorki srodbtonka, komoérki migsni gladkich, neutrofile,
makrofagi, komorki nowotworowe, a takze fibroblasty. VEGF-A odgrywa gléwna role
w angiogenezie. Jego synteza wzrasta w odpowiedzi na niedokrwienie tkanek, m. in. po urazach
mechanicznych [52]. Wykazano, Ze obnizenie st¢zenia tlenu w osteoblastach znaczaco

zwigksza ekspresj¢ indukowanego hipoksja transkrypcyjnego czynnika 1 (hypoxia induced
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factor-1 - HIF-1a), ktory wptywa na zwigkszong transkrypcje VEGF-A.

. Gdy aktywno$¢ HIF-1a zmniejsza si¢, ekspresja VEGFA jest takze zmniejszona. Prowadzi
to do zatrzymania procesu angiogenezy oraz osteogenezy [53] Regulacja VEGF stymulowana
jest ponadto przez czynniki biorgce udziat w formowaniu i naprawie kosci takie jak: TGF- B,
biatko morfogenetyczne kosci (BMP), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF) oraz czynnik
wzrostu fibroblastéw 2 (FGF-2). Proliferacje VEGFA moga promowac takze hormony, bodzce
mechaniczne oraz czynniki zapalne takie jak interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6)

i interleukina 8 (IL-8) [53].

1.6 Reaktywne formy tlenu

Stres oksydacyjny (OS) to sytuacja zaburzonej réwnowagi pomiedzy ilosciag
powstatych wolnych rodnikow (RFT), a zdolno$cig organizmu do ich neutralizacji. Wynikiem
takiego stanu jest nasilone utlenienie sktadnikow komorki, co moze skutkowac jej dysfunkcja,
a nawet $miercig, na drodze apoptozy lub nekrozy [54—-57].

Nalezy jednak podkresli¢, ze RFT sg réwniez niezbedne do prawidlowego przebiegu
wielu procesow fizjologicznych, co zalezy od ich stg¢zenia. Przy niskim st¢zeniu RFT
uczestnicza w sygnalizacji migedzykomoérkowej, procesach proliferacji, roéznicowania
i apoptozy komorek, jak rowniez biorg udzial w procesie oddychania komodrkowego
czy krzepnigcia krwi. RFT wraz z komodrkami odpornosci wrodzonej tj. neutrofilami
1 makrofagami unieszkodliwiaja bakterie 1 grzyby [58—63]. RFT s3a réwniez waznymi
dla organizmu mediatorami i regulatorami metabolizmu [64]. Ponadto RFT poprzez aktywacj¢
srodblonkowego czynnika rozszerzajacego naczynia (endothelium-derived relaxing factor,
EDRF) obnizajg cis$nienie te¢tnicze krwi oraz dzialaja przeciwzakrzepowo. Dzigki temu
mozliwa jest takze regulacja przepuszczalnosci $cian naczyn wlosowatych [64].

Reaktywne formy tlenu (RFT) to atomy, czasteczki badz jony posiadajgce atom tlenu,
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ktére charakteryzuja si¢ duzym potencjalem utleniajagcym. Wigkszo$¢ z nich posiada
nieparzystg liczbg elektrondéw na powloce walencyjnej, co przyczynia si¢ do wysokiej
reaktywnosci [57,65,66]. RFT mozemy podzieli¢ na formy rodnikowe i nierodnikowe (Tabela
3) [62]. Zgodnie z definicja wolny rodnik to ,,atom (lub czasteczka) zdolna do samodzielnego
istnienia, majaca jeden lub wigcej niesparowanych elektronow” [57,59,62,63,65]. Wolny
rodnik ma zdolno$¢ zarowno do oddawania elektronu (redukujac inny zwigzek), jak rowniez
do przyjmowania elektronu (powodujac utlenianie substancji, z ktorg reaguje) [59].
Wyroézniamy rodniki: ponadtlenkowy (O2"), hydroksylowy (*OH) oraz tlenek azotu (*NO).
Do form nierodnikowych zaliczamy m.in nadtlenek wodoru (H>0>), tlen singletowy 'O, tlenek
azotu (NO), kwas azotawy (HNO), tetratlenek diazotu (N20s), nadtlenoazotyn (ONOO")

(Tabela 3).

REAKTYWNE FORMY TLENU
FORMY RODNIKOWE FORMY NIERODNIKOWE
02" H>0»
«OH '02
*NO NO
HNO;
N204
ROOH
ONOOH
HOCI
ONOOr

Tabela 3. Podziat RFT.

W organizmie w najwigkszych ilo$ciach powstaje Q2™ (tzw. pierwszorzedowy RFT),
ktéry stanowi prekursor do powstania kolejnych RFT [65]. Produkowany jest gltownie

w procesie utleniania komorkowego w mitochondriach w wyniku jednoelektronowej redukcji
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tlenu czasteczkowego (02 + e — 027) [59]. W reakcji katalizowane] przez dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD) ulega dysmutacji do H>O». Czasteczka ta przy udziale mieloperoksydazy
(MPO) utlenia jony chlorkowe (CI') w wyniku czego powstaje kwas podchlorawy (HOCI).
HOCI ma znacznie silniejsze dziatanie bakteriobdjcze w pordwnaniu z H>0», a takze stanowi
punkt wyjscia do powstania chloramin. O™ moze zosta¢ przeksztatcony rowniez w inne RFT
tj. anion hydroksylowy (OH’) czy rodnik hydroksylowy (*OH). Moze réwniez wchodzi¢
w reakcje z tlenkiem azotu (NO) czego efektem jest powstanie ONOO™ — bardzo silnego
utleniacza [67,68]. 02", poza innymi rodnikami/zwigzkami moze réwniez reagowaé z druga
czasteczka O". Ponadto O, moze uczestniczy¢ w reakcjach redukcji (np. cytochromu c)
oraz utlenienia (np. NADH) [59,63,69].

Innym bardzo waznym rodnikiem jest rodnik hydroksylowy (*OH). Charakteryzuje
si¢ najkrotszym okresem potowiczego rozpadu (rzedu 107s). Organizm ludzki nie ma
systemOow zdolnych do neutralizacji tego rodnika, przez co jest najbardziej niebezpieczny
dla komorkowych bioczasteczek. *OH powstaje w fagocytach w reakcji Habera-Weissa (H20>
+ 02" — *OH + OH + O7) (Rycina 8), przy czym fizjologicznie jest ona praktycznie
bez znaczenia. Glownym zrodlem jest Fentona z udziatem jonow zelaza Fe*'/Fe** (H,O, + Fe?
— *OH + OH" + Fe*") [59,63,66,68].

‘OH charakteryzuje si¢ bardzo wysokim potencjatem redukcyjnym. Szybko reaguje
z praktycznie kazda napotkana czasteczka prowadzac do jej utlenienia [70]. Co ciekawe,
komorka ludzka wytwarza okoto 50 rodnikéw hydroksylowych na sekundg, co przyczynia si¢
do powstania az 4 milionéw "OH na dobg.[66]

Tlenek azotu (°NO) jest kolejnym, waznym wolnym rodnikiem, nalezagcym
do reaktywnych form azotu. Jest stabym utleniaczem. Spelnia bardzo wazng funkcje
w fizjologii komorki. *NO okres$lany niegdy$ jako EDRF stanowi czynnik pochodzenia

srédbtonkowego odpowiedzialny za relaksacje naczyn. Ponadto *NO peilni wazne funkcje
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sygnalizacyjne oraz wchodzi w odwracalne interakcje z biatkami hemu. Dodatkowo reaguje
z 02" tworzac silnie reaktywny nadtlenoazotyn (02" + *"NO—ONOO™). ONOO" bierze udziat
w utlenianiu i nitracji bialek, a takze peroksydacji lipidow prowadzac do zaburzenia funkcji
komorek. Jest uwazany za najsilniejszy rodnik azotowy [71]. W warunkach fizjologicznych
ONOO" jest w rownowadze z kwasem nadtlenowym (ONOOH), a przechodzenie jednego
w drugi odbywa si¢ nieprzerwalnie. pKa ONOO™ w T 37 °C jest réwne 6,8 [72]

ONOO" + H" 2 ONOOH

ONOQO" bierze udzial w nitrowaniu reszt tyrozyny w biatkach, a reakcja ta katalizowana
jest przez jony metali przej$ciowych. Nitrowanie tyrozyny stanowi oksydacyjng modyfikacje¢
postranslacyjng biatka, w zwigzku z czym zmienia si¢ ich struktura i funkcja [73].
Nadtlenoazotyn dziata gléwnie:

- jako utleniacz w mechanizmach dwuczasteczkowego podstawienia nukleofilowego (SN2)
i przeniesienia elektronu (ET) lub

- jako zasada Lewisa tworzgac przejsciowe addukty Lewisa o wlasnej reaktywnosci [74]
ONOO™ moze by¢ neutralizowany przez peroksydaze glutationowa (GPx) lub przez zwiazki
selenowe o aktywnos$ci zblizonej do peroksydazy np. ebselen. Rozktad ONOO™ promuja
réwniez porfiryny zawierajace zelazo lub mangan [73]

Nadtlenek wodoru (H20?) nie nalezy do wolnych rodnikéw tlenowych. Ma jednak
ogromne znaczenie w procesach oksydo-redukcyjnych zachodzacych w ludzkim organizmie.
H>O> jest malo reaktywny, ale moze przenika¢ przez blony komorkowe i pojawiaé
si¢ w obszarach komorki odleglych od tych, w ktérych jest generowany. Wykazano,
ze w warunkach fizjologicznych jego st¢zenie wewnatrz komorki waha si¢ od 1 do 10 nM.
Takie stezenie H>O, warunkuje odpowiedz na fizjologiczne procesy zwigzane ze stresem

oksydacyjnym — tzw. eustresem. Wyzsze stezenia (powyzej 100 nM) odpowiedzialne
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s za dystres, w ktérym dochodzi do inicjacji odpowiedzi zapalnej oraz uszkodzenia komoérki
[67,70,75]. W wyniku reakcji H2O> z HOCI (H20; + CI" — HOCI + OH") tworzony jest tlen
singletowy 0, — kolejny wazny rodnik tlenowy, ktory cechuje si¢ wysokg reaktywnoscig.
Biologicznie wazne sa dwa rodzaje redukcji z udzialem H»O,: utlenianie grup tiolowych
i jonow metali przejsciowych Fe?* do Fe** i Cu*" do Cu*'[63].

H>O> neutralizowany jest przez system peroksydaz, ktory dziata przy jego niskich
stezeniach. W warunkach nadprodukcji H>O» enzymem odpowiedzialnym za jego rozktad jest
katalaza. Inaczej méwiac system katalaz dziata drugoplanowo, przy wysokich st¢zeniach H>O»
[67].

Wyrézniamy endogenne i egzogenne zrodta RFT. Najczestszymi czynnikami
zewngetrznymi nasilajagcymi produkcje RFT w komoérce s3 promieniowanie jonizujace
i ultrafioletowe, dym papierosowy, infekcje, zanieczyszczenia srodowiska, a takze herbicydy.
W komorce najwazniejszymi endogennym zrédlem RFT sg mitochondria i w mniejszym
stopniu btony plazmatyczne, retikulum endoplazmatyczne oraz peroksysomy [66].

Najwigksze ilosci RFT powstaja w mitochondrialnym tancuchu oddechowym, ktory
znajduje si¢ w wewngtrznej btonie mitochondrialnej (Rycina 7). W celu dokladniejszego
zrozumienia mechanizmoéw generowania RFT, nalezy przyblizy¢ budowe mitochondriow oraz
mechanizmy dziatania kompleksow oddechowych. Mitochondria to struktura oddzielona
od cytozolu dwuwarstwowa btong lipidowa. Wewnetrzna btona posiada specjalne wypustki
— grzebienie, pod ktéorymi znajduje si¢ macierz mitochondrialna [76]. Fosforylacje
adenozyno-5'-difosforanu (ADP) do adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) umozliwia tancuch
oddechowy znajdujacy si¢ w blonie wewnetrznej. Proces ten jest mozliwy dzigki energii
uwalnianej przez utlenianie donoréw elektrondow - NADH i FADH, pochodzacych z cyklu
kwasow trikarboksylowych (cykl TCA) [76]. Rozktad glukozy, kwasow thuszczowych

1 aminokwasow prowadzi do powstania acetylo-koenzymu A (Acetyl-CoA). Jest on pierwszym
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posrednim metabolitem szlaku TCA, ktoéry po polaczeniu ze szczawiooctanem tworzy
cytrynian. Cytrynian ulega dalszym przemianom w izocytrynian a nastgpnie o-ketoglutaran
i sukcynylo-CoA; w reakcji tej dochodzi do uwolnienia CO» i dwdch czasteczek NADH, ktére
przenoszg elektrony do kompleksu I tancucha oddechowego [76]. Sukcynylo-CoA za$ ulega
przemianie w bursztynian, ktéry poprzez utlenianie generuje fumaran i FADH,. FADH;
jest w tym przypadku zrédlem elektronow do kompleksu II. W nastepnym etapie fumaran
przeksztalcany jest w jabtczan, a nastgpnie w szczawiooctan, po czym cykl odnawia si¢ [76].
Gltoéwne zrodta RFT w mitochondriach to kompleks oddechowy I (dehydrogenaza
NADH), kompleks oddechowy II (dehydrogenaza bursztynianowa, SDH) oraz kompleks
oddechowy III (oksydoreduktaza ubichinol, cytochrom c) [61] (Tabela 4). Kompleks I
katalizuje utlenianie NADH w matrix oraz przeniesienie 2 elektronow z NADH
za posrednictwem mononukleotydu flawinowego (FMN). W kompleksie II zachodzi utlenianie
bursztynianu do fumaranu, ktory przenosi dwa elektrony na ubichinon zwigzany z blonag.
Ubichinon po przytaczeniu elektronow ulega redukceji do ubichinolu, ktoéry aktywuje kompleks
II i IV. Kompleks III katalizuje przeniesienie elektronéw z ubichinolu na cytochrom c,
co zachodzi wraz z przemieszczaniem si¢ protondw w poprzek wewnetrznej blony
mitochondrialnej. Kompleks IV, czyli oksydaza cytochromowa, jest finalnym ogniwem
tancucha oddechowego katalizujacym redukcje O> poprzez przeniesienie 4 elektronow
z cytochromu c z jednoczesnym przeniesieniem protonéw z matrix. W tancuchu oddechowym
dochodzi jednak do ,,wycieku = ucieczki” elektronow. Na poszczegélnych etapach tancucha
oddechowego, elektrony redukuja tlen, co prowadzi do powstania O>". Oz powstaje gtéwnie

w wyniku reakcji zredukowanej formy ubichinonu (UH») z tlenem:

UH; + 0, - UH"+ H' + Oy~

UH"+0; - U+H"+ 0Oy
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Z przeniesieniem 2
elektroné6w na ubichinon
Fe’" — Fe?*

FMN — FMN,

Uwolnienie 2 elektronéw
12 protonéw
FAD — FAD,

z ubichinolu na cytochrom C

Kompleks 1 Kompleks 11 Kompleks 111 Kompleks 1V
Dehydrogenaza Dehydrogenaza Oksydoreduktaza ubichinon
NADH, bursztynianowa, cytochrom C Oksydaza cytochromowa
ubichinon ubichinon
Utlenienie bursztynianu
Utlenianie NADH do fumaranu Przeniesienie elektronéw Wiaséciwa reakcja redukcji

tlenu — czteroelektronowa
redukcja O, do H,O

Uwalnia 2 elektrony
do kompleksu II
oraz pompuje 4 protony
z matrix do przestrzeni
mi¢dzyblonowej

Reakcja o niskiej energii,
Brak protonow

Pompuje 4 protony
H do przestrzeni
miedzyblonowej,
Cytochrom C umozliwia
przejscie elektrondw migdzy
kompleksami IIT1 IV

Transport w kierunku
przeciwnym do gradientu

Tabela 4. Kompleksy oddechowe I-IV

Wytwarzanie RFT w mitochondriach jest procesem ztozonym i wieloetapowym.
W trakcie transportu elektronow przez mitochondrialny tancuch oddechowy stale produkowany
jest O2. Enzymem bezposrednio odpowiedzialnym za ,przeciekanie” elektronow
oraz redukowanie czasteczki O, jest oksydoreduktaza NADH-CoQ oraz ubichinon.
W kompleksie I, wolne rodniki wytwarzane sg zarowno w trakcie odwroconego transportu
elektronow (RET), czyli transportu wbrew potencjatlowi oksydo-redukcyjnemu (redoks)
przenos$nikow elektronéw, ale takze w trakcie prawidlowego funkcjonowania tancucha.
W kompleksie II, dochodzi do nadprodukcji O, w sytuacji niedotlenienia, kiedy dehydrogenaza
bursztynianowa dziata jako reduktor, a fumaran zostaje akceptorem elektrondw z ubichinonu.
Do nadprodukcji O2™ dochodzi przy udziale kompleksu multienzymatycznego dehydrogenazy
a-ketoglutaranowej: dehydrogenazy liponianowej i acetylotransferaze dihydroliponianowej,
jak rowniez dehydrogenaze glicerolo-3-fosforanowej. W momencie, gdy w mitochondrium jest

wysokie stezenie bursztynianu (> 5 mM) dochodzi do RET — elektrony z tancucha II trafiaja

do tancucha I [61].
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NAD* NADH

Rycina 7. Lancuch oddechowy. Zmodyfikowano wedtug [77]

Kolejnym miejscem, w ktorym powstaja RFT jest retikulum endoplazmatyczne (RE).
W wyniku utleniania nienasyconych kwasow tluszczowych przez cytochrom P-450 w RE
dochodzi do redukcji tlenu w wyniku czego powstaje O>™ oraz H,O».

RFT generowane sg rowniez w obrgbie peroksysomow, gdzie przy udziale oksydazy
ksantynowej wytwarzany jest O>" [58,75,78,79].

Do powstania RFT dochodzi w reakcji autooksydacji molekut takich jak: dopamina,
noradrenalina czy tez flawiny [80], a takze pod wptywem ksenobiotykow. Zaliczamy do nich
leki, zanieczyszczenia powietrza, sktadniki pozywienia czy metale i ich stopy. Wykazano,
ze ksenobiotyki, podobnie jak fotosensybilizatory, moga ulega¢ cyklicznym procesom redukcji
oraz reakcjom z tlenem, co przyczynia si¢ do powstawania RFT. Zrédtem RFT s3 ponadto
metabolity ksenobiotykéw powstajace w procesach biotranformacji, gléwnie w komorkach
watroby, ale takze innych tkankach i narzadach. Wytwarzane sa podczas mikrosomalnych
reakcji utleniania lub w procesach katalizowanych przez enzymy cytochromu P-450

[54,69,81,82].
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Komorki fagocytujace (neutrofile, monocyty i makrofagi) reaguja na bioczastke, ktora
powinna zosta¢ sfagocytowana lub bodziec chemiczny, niezwyklym, bo dwustukrotnym
wzrostem zuzycia O,. Zjawisko to zwane jest jako ,,wybuch oddechowy”, i ma ono stuzy¢
generowaniu i wydzielaniu na zewnatrz komorki bardzo duzych ilosci O:™. Jego dysmutacja
generuje z kolei H>O, Generowanie ;" zachodzi na zewngtrznej stronie blony
cytoplazmatycznej na zewnatrz komoérki lub w fagosomach. Reduktorem tlenu jest NADPH.

NADPH + O; —» NADP* + H" + 2 Oy"

Powyzsza reakcja katalizowana jest przez oksydaz¢ NADPH (NOX). NOX sktada si¢
z dwoch podjednostek zwigzanych z blong (w tym jednej katalitycznej), trzech podjednostek
cytozolowych a takze biatka G Rac [83]. Jej aktywnos$¢ potwierdzono réwniez w komodrkach
$roédbtonka, komorkach migéni gladkich czy w fibroblastach. Obecnie wyr6zniamy siedem
réznych izoform NOX, z ktérych kazda wyrdznia si¢ inng podjednostka katalityczng [84].
NOX1-3 oraz NOXS5 stanowig bialka transblonowe transportujace elektrony przez blone
komoérkowa w celu redukc;ji tlenu do O2™. NOX4 produkuje za$ H>O» przy czym nie dochodzi
do powstania O>" [83].

Pobudzone fagocyty oprocz wspomnianych RFT, wydzielaja rowniez *NO, a jego
wysokie stezenia majg dziatanie bakteriobdjcze. Uwaza si¢ jednak, ze wlasciwym czynnikiem
bakteriobdjczym ,,wybuchu oddechowego” jest produkt reakcji *NO z O czyli ONOO".
Fagocyty wyposazone s3 ponadto w biatko o aktywnos$ci peroksydazy tzw. mieloperoksydaza.
Mieloperoksydaza utlenia jony chlorkowe z wytworzeniem podchlorynu. Ten ostatni zwigzek
wykazuje bardzo silne dzialanie p/bakteryjne [85]. Zaburza struktur¢ btony komodrkowej
1 dezaktywuje wiele enzymow bakteryjnych np. syntaz¢g ATP. Fagocyty majg aminy (tauryna
i spermina), ktore w reakcji z podchlorynem daja odpowiednie N-chloroaminy o silnych

wiasciwosciach bakteriobdjczych [85,86].
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Rycina 8. Mechanizmy powstawania RFT.
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1.6.1 Tytan a RFT

W dostepnym pismiennictwie znalez¢ mozna wiele informacji na temat wtasciwosci
proutleniajacych nanoczastek dwutlenku tytanu (TiO> NP) [87-93]. Zwiazek ten jako
fotouczulacz uczestniczy w absorbcji kwantow §wiatta przez bioczasteczki bedace w kontakcie
z TiO2 NP. Absorbcja kwantow $wiatla skutkuje przejsciem elektronéw na powtoki o wyzszej
energii [87]. Wolne elektrony moga ,,atakowac” czasteczki tlenu lub wody co skutkuje
wytwarzaniem RFT tj. 02", H2O; czy *OH.

Co wiadomo w temacie generowania RFT przez czysty tytan lub jego stopy? Wiadomo,
ze w wyniku korozji anodowej zachodzacej na powierzchni tytanowych implantow/wszczepow
uwalniane s3 jony metali (tytanu, glinu, wanadu, zelaza), ktére w procesach katodowych
przyczyniaja si¢ do bezposredniego generowania RFT. Korozja katodowa odpowiada
za redukcje tlenu czasteczkowego nawet w fizjologicznym pH tkanek i ptynu tkankowego,
co prowadzi do wytwarzania O™, *OH czy H»O, [94]. Nadmiar Fe moze inicjowa¢ reakcja
Fentona z wytwarzaniem *OH (Rycina §).

Pomimo, iz tytanowe implanty pokrywa ochronna warstwa tlenkow (warstwa pasywna),
ulega ona uszkodzeniu w wyniku mechanicznego tarcia miedzy powierzchnig kosci i wszczepu.
Wykazano, ze uwolnione metale aktywuja neutrofile i makrofagi, ktorych pobudzenie prowadzi
do opisanego wybuchu oddechowego [94]. Nalezy podkresli¢, iz RFT wytwarzane
bezposrednio po implantacji sa niezbedne do zapoczatkowania proceséw angiogenezy i gojenia
tkanek wokot wszczepu. Jednakze zjawiska korozji i metalozy dostarczajace zwigkszonych
ilosci RFT moga prowadzi¢ do OS [94].

Tak, jak wspomnialam wcze$niej w aktywowanych makrofagach wykazano ponadto
zwigkszong aktywno$¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), co odpowiada
za nadprodukcje *NO oraz ONOO™ w miejscu implantacji wszczepu i zwigkszong nitrozylacje

biatek [95] (Rycina 9).
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RFT/rodnik OKkres poltrwania/polowiczego

rozpadu (37°)
HO- 107's
RO- 10°s
ROO- 7s
Le (wolny rodnik lipidowy) 108
H>0O> -
0y~ -
10, 10%s

Tabela 5. Okresy polowiczego rozpadu reaktywnych form tlenu i gtéwnych rodnikow w
komorce [63].

1.6.2 Oksydacyjne modyfikacje bioczgsteczek

Wykazano, ze RFT moga uszkadza¢ wszystkie komorkowe bioczasteczki (t.j. thuszcze,
biatka, cukry oraz kwasy nukleinowe) [65]. RFT dzialaja na komorki w sposob nieselektywny.
Wielko§¢ powstatych uszkodzen oksydacyjnych zalezy w duzym stopniu od czasu
potowicznego rozpadu poszczegdlnych RFT (Tabela 5). RFT o krotkim okresie potowiczego
rozpadu uszkadzaja bioczasteczki gtownie w miejscu powstania wolnych rodnikéw, podczas
gdy te o dlugim okresie potowiczego rozpadu mogg utlenia¢ skladniki komoérek daleko

od miejsca ich generowania.

1.6.3 Peroksydacja lipidow
Peroksydacja lipidéw to proces, w ktorym wolne rodniki badz RFT utleniaja lipidy

zawierajace podwdjne wigzania C=C. W wyniku peroksydacji powstaja nadtlenki lipidow badz
nadtlenki kwasow tluszczowych. Na peroksydacje lipidow szczegdlnie narazone sa kwasy
thuszczowe wielonienasycone (PUFA) t.j. zawierajagce dwa lub wigcej podwdjnych wigzan

wegiel-wegiel. Kwasy te odgrywaja niezwykle wazng role¢ w budowie fosfolipidowych bton
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komorkowych [66,96]. Peroksydacja lipidow inicjowana jest przez reaktywne formy tlenu,
w szczegolnosci H2O», *OH lub tez ksenobiotyki np. etanol, dym tytoniowy. Efektem
peroksydacji lipidow jest zmiana ich struktury i funkcji, co przektada si¢ na uszkodzenie bton
komoérkowych, a w konsekwencji komorek 1 tkanek [79]

Proces peroksydacji lipidow podzieli¢ mozna na trzy etapy: inicjacj¢, propagacje
1 terminacj¢. W pierwszym etapie (inicjacji) RFT odrywa atom wodoru od czasteczki PUFA.
W wyniku tej reakcji powstaje wolny rodnik alkilowy (L), ktory w drugim etapie (propagacja)

reaguje z czasteczka tlenu wytwarzajac wolny rodnik lipidowy (LOOe).

Le + O, — LOOe

LOO++LH — LOOH + Le

Wolny rodnik lipidowy moze wchodzi¢ w reakcje z kolejnymi wielonienasyconymi
kwasami ttuszczowymi, co przyczynia si¢ do powstania wodoronadtlenku lipidu (LOOH). Jest
to tak zwana reakcja fancuchowa — reakcja inicjacji zapoczatkowuje tancuch reakcji, w wyniku
ktorych powstaja kolejne RFT. W koncowym etapie (terminacji) komoérkowe antyoksydanty
lub inne bioczasteczki oddaja atom wodoru rodnikom lipidowym prowadzac do powstania
rodnika reagujacego z kolejnym LOO". W reakcji tej powstaje produkt nie bedacy wolnym
rodnikiem [66,96].

Gléwnym produktem peroksydacji lipidow jest LOOH, za$ najwazniejsze wtdrne
produkty peroksydacji to dialdehyd malonowy (MDA) oraz 4-hydroksynonenal (4-HNE) [66].
Wykazano, iz LOOH ma dwojakie dziatanie w zalezno$ci od jego stezenia. Niski poziom
LOOH stymuluje proliferacje komorek, za§ wyzszy ja hamuje. Przy bardzo wysokich
stezeniach obserwuje si¢ natomiast apoptoze komorek [66,96].

4-hydroksy-2-trans-nonenal (4-hydroxy-2-nonenal, 4-HNE) jest zwigzkiem mocno
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reaktywnym [96] 4-HNE wykazuje dzialanie hepatotoksyczne i nefrotoksyczne, przy czym
cytotoksyczno$¢ obserwuje si¢ przy wiekszych stezeniach tego zwigzku. W niskich stg¢zeniach
4-HNE wptywa negatywnie na proliferacj¢ komorek a takze powoduje pgknigcia nici DNA.
Wykazano takze, iz w niskich st¢zeniach (5 uM) 4-HNE dziala kardioprotekcyjnie, za$
w wysokich stezeniach (>20 uM) przyczynia si¢ do uszkodzenia kardiomiocytow serca [96].
Ponadto 4-HNE reguluje czynniki transkrypcyjne tj. czynnik jadrowy NFkB (Nuclear Factor
kappa B) i czynnik aktywujacy biatko-1 (AP-1). 4-HNE uwazany jest za najbardziej toksyczny
z produktow peroksydacji lipidow. Wykazuje takze dzialanie genotoksyczne [66]. 4-HNE
bierze udziat w regulacji czynnikow transkrypcyjnych wrazliwych na stres tj. jadrowego
czynnika transkrypcyjnego pochodzenia erytroidalnego typu 2 (Nrf2), aktywujacego biatko-1
(AP-1), NF-kB i receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow (PPAR). Bierze
takze udzial w proliferacji, r6znicowaniu, autofagii, starzeniu si¢, a takze apoptozie.

Drugim réwnie waznym produktem peroksydacji lipidow 1 kwasow thuszczowych jest
MDA. Réwnoczes$nie jest on najbardziej mutagennym produktem utleniania lipidow [66]. Jest
bardziej stabilny chemicznie oraz mniej toksyczny od 4-HNE. MDA posiada dwie reaktywne
grupy aldehydowe. Dzieki temu moze reagowaé z grupami tiolowymi i aminowymi bialek,
lipidéw, aminocukrow 1 zasad azotowych kwaséw nukleinowych (adening, cytozyna
oraz guaning). Wykazano, iz MDA zmienia wlasciwos$ci bialek oraz zdolny jest do inaktywacji
wielu enzymow, co skutkowa¢ moze zahamowaniem replikacji oraz uszkodzeniem nici DNA.
Udowodniono kancerogenne wiasciwosci MDA [97]. MDA ulega latwej 1 szybkiej reakcji
z kwasem tiobarbiturowym (TBA). W jej wyniku powstaje intensywnie zabarwiony, czerwony

addukt, ktory mozna oznacza¢ kolorometrycznie lub fluorescencyjnie [66].
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1.6.4 Oksydacyjne modyfikacje bialek

Tak jak wspomniatam ,,celem” RFT sg biatka. RFT utleniajg tancuchy polipeptydowe,
jak réwniez reszty aminokwasowe. RFT bardzo szybko reaguja z grupami tiolowymi (-SH)
biatek. W wyniku utleniania grup -SH bialek powstaja rodniki tiylowe (RSe). RSe reaguja

ze sobg w wyniku czego powstaja disulfidy.

RSH + OHe — RS+ + H2O»

2RSes — RSSR

Nalezy podkresli¢, ze wigzania dwusiarczkowe tworzone przez utlenione reszty
cysteiny (Cys) sa niezwykle wazne dla funkcjonowania komoérek. To wlasnie wigzaniom
dwusiarczkowym biatka 1 peptydy zawdzieczaja swoja trzeciorzedowa strukture. Ponadto,
wigzania te zapewniaja sztywno$¢ czasteczki peptydu [98]. Zwiekszone powstawanie
disulfidow w biatkach enzymatycznych i sygnatowych prowadzi do dysregulacji metabolizmu
komorki, m.in na drodze inaktywacji wielu systemow enzymatycznych.

Niezwykle przydatnym biomarkerem do oceny oksydacyjnych uszkodzen bialek sa
zaawansowane produkty oksydacji bialek (AOPP). Pod wzgledem chemicznym AOPP
to usieciowane produkty biatkowe, w strukturze, ktorych centralng rolg¢ odgrywa albumina
[99,100]. AOPP wiaza si¢ z receptorami zaawansowanych produktow koncowej glikacji biatek
(RAGE), ponadto aktywuja szlak zalezny od p53/Bax/kaspazy w podocytach. Aktywuja takze
szlak, w ktorym posredniczy CD36 (multiligand receptor cluster of differentiation 36)
co skutkuje aktywacja wewnatrzkomorkowego uktadu renina-angiotensyna [100]. Badania
wskazuja rowniez, iz in vitro AOPP moze zwigksza¢ poziom receptorow TGF-B
wspoltzaleznego od jego ilosci w hepatocytach. AOPP odpowiadaja za zwigkszong produkcje

cytokin prozapalnych, poprzez pobudzenie makrofagéw i neutrofili [99,100]. Obecnie AOPP

52



wigze si¢ z wieloma jednostkami chorobowymi tj. alergicznym niezytem nosa, przewleklym
zapaleniem migdatkow, choroba wiencowsa, otyloscia, wrzodziejacym zapaleniem jelita
grubego, nieswoistym zapaleniem jelit czy zwioknieniem nerek [99,100]. AOPP stanowia
réwniez wskaznik stanu zapalnego toczacego si¢ w organizmie [99,100]. Stezenie AOPP zalezy
zarowno od wieku jak i plci. Wykazano, zwigkszone st¢zenie AOPP u oséb starszych
w poréwnaniu z mtodszymi, jak rowniez znacznie wicksze stezenie u mezczyzn w stosunku
do kobiet [99,100].

Kolejnym markerem uszkodzenia biatek jest 3-nitrotyrozyna (3-NT). Jest ona
wskaznikiem stresu nitrozacyjnego. Powstaje w wyniku potranslacyjnego nitrowania biatek
przy udziale zwigzkow nitrozujacych [101]. W wyniku reakcji O™ oraz NO powstaje ONOO".
ONOO" oddaje -NO- a reszta ta reaguje z reszta tyrozyny czego efektem sa zmiany w strukturze
biatka [102]. W pierwszym etapie nitrowania bialek dochodzi do wytworzenia rodnika
tyrozylowego (Tyre) w wyniku oderwania atomu wodoru z pierscienia tyrozyny. W drugim
etapie rodnik tyrozylowy reaguje z rodnikiem dwutlenku azotu (¢NO;) [101]. Nitrowanie
tyrozyny znacznie ostabia jej zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych, a takze zaburza
procesy jej fosforylacji, co skutkuje zmiang struktury bialek oraz zaburzeniem sygnalizacji
komorkowej. [102]. Zwigkszony poziom 3-NT brany jest pod uwage jako czynnik inicjujacy
wiele schorzen, w tym nowotwory, cukrzyca oraz choroby neurodegeneracyjne a takze
starzenie [102].

Zaawansowane produkty koncowej glikacji biatek (AGE) stanowig grupe biatek
powstajacych w reakcji z cukrami redukujacymi (tj. glukoza) Iub krotkotancuchowymi
aldehydami (tj. aldehyd glikolowy)[103].

AGE powstaja w przebiegu trzech réoznych mechanizméw:
1) Reakcji Maillarda

2) Szlaku poliolowego
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3) Reakcji powigzanych ze stresem oksydacyjnym
W trakcie powyzszych procesow wytwarzane sg zwiazki o-dikarbonylowe tj. glioksal,
metyloglioksal, aldehyd glikolowy czy aldehyd glicerynowy. Sa one produktami posrednimi
o wysokiej reaktywnosci i reaguja dalej z krazacymi biatkami, co skutkuje powstawaniem AGE
[103].

Reakcja Maillarda jest najwazniejszym procesem powstawania AGE. W pierwszym
etapie dochodzi do kondensacji grup aldehydowych cukrow (gléwnie glukozy, ale takze
fruktozy czy galaktozy) z grupami aminowymi lizyny i argininy w wyniku czego powstaja
zasady Schiffa. Okreslane sa one jako wczesne produkty glikacji biatek 1 moga ulegac
przeksztalceniom do niereaktywnych pochodnych. W warunkach hiperglikemii, czy zapalenia
podlegaja one reakcjom przegrupowania, co prowadzi do tworzenia produktow Amadori.
W nastepnych etapach, zwigzki te ulegaja procesom utleniania, dehydratacji, kondensacji
i cyklizacji. Towarzyszy temu uwalnianie duzych ilosci RFT, cytokin prozapalnych
oraz a-oksoaldehydow (np. glioksalu i metyloglioksalu), ktére sa silnymi czynnikami
glikujacymi oraz utleniajacymi. Glikoosydacji ulegaja przede wszystkim grupy disiarczkowe
biatek bogate w aminokwasy siarkowe (metioning i1 cysteing). W modyfikowanych
glikooksydacyjnie biatkach zwigksza si¢ takze zawarto$¢ reszt karbonylowych. Pozostale
zwigzki, w reakcjach sieciowania i kondensacji, tworzg koncowe produkty zaawansowanej
glikacji [103].

Do powstawania AGE dochodzi takze w szlaku polioowym (sorbitolowym). Szlak
polioowy sktada si¢ z dwoch etapow. W pierwszym z nich glukoza jest redukowana do sorbitolu
przy udziale reduktazy glukozowej. W etapie drugim w wyniku dziatania dehydrogenazy
sorbitolowej sorbitol przeksztacany jest do fruktozy. Z cukru tego i jego metabolitow powstaja
zwigzki a-dikarbonylowe, ktére w reakcji z monokwasami tworza AGE [103].

W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do utleniania cukréw prostych
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tj. glukozy, rybozy czy fruktozy w wyniku dziatania metali katalizujacych czy np. O,. Powstaja
zwigzki a-dikarbonylowe, ktéry dalej reaguja z grupa lizynowa co prowadzi do powstania AGE
[103]. AGE powstaja w wyniku reakcji miedzy zwigzkami karbonylowymi a grupami
aminowymi biatek (gléwnie reszty lizyny i argininy) [104]. Co ciekawe, wykazano, iz stezenie
AGE, podobnie jak stezenie AOPP zwigksza si¢ wraz z wiekiem. Ponadto AGE powigzane jest
z wieloma chorobami tj. cukrzyca, chorobami sercowo-naczyniowymi, niewydolno$cig nerek,

chorobg Alzheimera [103].

Aktywowany
leukocyt

degnnula‘&

Cl',Br ,SCN"-

Rycina 9. Przyktady czastek utleniajacych generowanych w leukocytach.

Zmodyfikowano wedlug[105]
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1.6.5 Oksydacyjne modyfikacje materialu genetycznego

Oksydacyjnym modyfikacjom ulegaja rowniez kwasy nukleinowe, a DNA uszkadzany
przez RFT jest bardziej immunogenny niz natywny. Za oksydacyjne modyfikacje DNA
odpowiadaja gtownie *OH, natomiast H>O> i O™ nie powoduja oksydacyjnych modyfikacji
zasad kwasow nukleinowych. *OH uszkadza zaréwno zasady azotowe, reszty cukrowe,
rozrywa wigzania fosfodiestrowe, co skutkuje pekaniem nici kwaséw nukleinowych [57,106].
Najbardziej podatne na utlenianie sa reszty tymidyny. W wyniku oddziatywania «OH
na tymidyn¢ powstaja wolne rodniki reszt tymidynylowych, ktore w reakcji z tlenem tworza
nadtlenki [107].
Wytwarzane nadtlenki sa zwigzkami trwatymi przy braku, w ich otoczeniu, substancji
redukujacych. Z nadtlenkow cis-6-hydroksy-5-hydroperoksy-5,6-dihydrotymidyny i cis-5-
hydroksy-6-hydroperoksy-5,6-dihydrotymidyny powstaje pochodna tyminy: cis-glikol
tymidyny. Z nadtlenku 5-hydroperoksymetylo-2’-deoksyurydyny powstaja dwa produkty, ktére
w reakcji z RFT prowadza do rozkladu glikolu tymidyny. Podobnemu schematowi ulega
oksydacja cytozyny.
Zasady purynowe ulegaja oksydacji w wielu pozycjach, przy czym gtéwnym produktem tego

procesu jest 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna [107,108].

1.7 Antyoksydanty

Antyoksydanty speiniaja w organizmie bardzo wazng role. Juz w bardzo niskich
stezeniach hamuja procesy utleniania poprzez antagonizowanie wolnych rodnikéw. Wszystkie
antyoksydanty maja podobne zadanie nie dopuszczaja do niekontrolowanych
wolnorodnikowych reakcji utlenienia biomolekut. [65].
Antyoksydanty mozemy podzieli¢ na naturalne oraz syntetyczne [65]. Najwazniejsze

dla organizmu s3 antyoksydanty naturalne, ktére dzielimy na endogenne oraz egzogenne
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(karotenoidy, polifenole, witaminy i mikroelementy). Przeciwutleniacze endogenne dzielimy
za$ na enzymatyczne oraz nieenzymatyczne. Do enzymoéw antyoksydacyjnych zaliczamy
przeciwutleniacze pierwszej linii obrony (dysmutaza ponadtlenkowa, SOD, EC 1.15.1.1),
katalaza (CAT, EC 1.11.1.6), peroksydaza glutationowa (GPx, EC 1.11.1.9) oraz drugiej linii
obrony (reduktaza glutationu, GR EC 1.6.4.2)) [59,65,109]. Do antyoksydantow

nieenzymatycznych gléwnie glutation i kwas moczowy, ale takze albuminy i witaminy A, E, C.

1.7.1 Glutation

Najwazniejszym, wewnatrzkomérkowym, niskoczasteczkowym przeciwutleniaczem
jest zredukowany glutation (GSH). GSH poprzez regulacje ekspresji wielu gendw oraz wplyw
na metabolizm biatek odgrywa istotng rol¢ w procesach regeneracji komorek. GSH sktada si¢
z trzech reszt aminokwasowych (kwasu glutaminowego, cysteiny, glicyny) a wigzanie
izopeptydowe powoduje, iz GSH nie jest rozkladany przez wewnatrzkomoérkowe peptydazy.
Synteza GSH odbywa si¢ w cytozolu, skad jest transportowany do innych organelli
komoérkowych tj. siateczki endoplazmatycznej czy mitochondriow. Mitochondrialny GSH
(mGSH) stanowi okoto 10-15% GSH produkowanego w komorce. Pelni kluczowa rolg
w ochronie biatek mitochondrialnych przed szkodliwym dziataniem RFT [110]. mGSH
wraz z mitochondrialng GSH-S-transferaza (GST) redukuje grupy wodoronadtlenkowe obecne
na fosfolipidach btonowych. Dzigki temu chroni przed oksydacyjnym uszkodzeniem bton
mitochondriow [110].

Powstawanie glutationu odbywa si¢ glownie w wyniku dwoch reakcji. Pierwsza reakcje
katalizuje ligaza y-glutamylocysteiny (GCL). W jej wyniku dochodzi do kondensacji cysteiny
oraz glutaminianu przez co powstaje dwupeptyd y-glutamylocysteina (yGluCys). Druga reakcja
jest za$ katalizowana przez syntetaz¢ GSH 1 polega na dodaniu do dwupeptydu czasteczki

glicyny [111]. Geny syntazy GSL oraz GSH regulowane sg przez czynnik Nrf2. W warunkach
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dziatania stresu oksydacyjnego dochodzi do przemieszczenia czynnika Nrf2 do jadra
komoérkowego. Proces ten przyczynia si¢ do transkrypcji gendw zwigzanych z Nrf2 takich jak
enzymy detoksykujace fazy 2, czy tez enzymy antyoksydacyjne (np. GCL) [112]. Czynniki
wptywajace na syntez¢ GSH to dostgpnos$¢ prekursora (cysteiny), a takze tkankowo zalezna
ekspresja GCL 1 GS. Najwazniejsze czynniki transkrypcyjne bioragce udziat w uwalnianiu
syntetycznych enzymow uczestniczacych w biosyntezie GSH to Nrfl, Nrf2 oraz NF-kB.
Czynniki te ulegaja aktywacji w warunkach stresu oksydacyjnego. Swoja wysoka aktywnos¢
przeciwrodnikowa GSH zawdzigcza obecnosci wolnej grupy tiolowej, ktora z tatwoscia
wchodzi w reakcje z RFT [111].

Grupa tiolowa GSH moze ulec utlenieniu, co skutkuje powstaniem disulfidu glutationu
(GSSG) (Rycina 10). Stosunek GSH/GSSG traktuje si¢ jako wskaznik OS. Proces ten moze
zaj$¢ na drodze nieenzymatycznej, jednakze moze by¢ katalizowany przez peroksydaze
glutationowa, jesli utleniaczem jest H>O> lub nadtlenki organiczne. Grupa tiolowa GSH
wchodzi rdwniez w reakcje z wolnymi rodnikami, w tym z *OH i rodnikami organicznymi.
Te ostatnie reakcje moga prowadzi¢ do ,,naprawy” tych biomolekul, z wytworzeniem wolnego

rodnika GSH.

NADP"* NADPH + H*

Rycina 10. Komérkowy metabolizm glutationu.
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Gtownag jednak funkcja GSH jest utrzymanie grup tiolowych biatek w stanie
zredukowanym. Proces redukcji grup -SH biatek z udziatem GSH moze by¢ nieenzymatyczny,
moze jednak zachodzi¢ z udziatem tiolotransferazy. Grupa tiolowa GSH moze ulega¢ redukcji
poprzez reakcje z substancjami elektrofilowymi, co prowadzi do powstania S-koniugatow
glutationu. S-koniugaty glutationu usuwane sg z komorki; jest to jeden z etapéw detoksykacji

ksenobiotykdow.

1.7.2 Peroksydazy glutationowe

Peroksydazy glutationowe (GPx) to bardzo wazna dla komoérki rodzina enzymow
antyoksydacyjnych. Peroksydazy zdolne sa do katalizowania reakcji redukcji H2O»
i nadtlenkow organicznych. Zuzywaja do tego procesu elektrony pochodzace z GSH.
Wyrdzniamy osiem izoform peroksydaz w organizmie ludzkim (GPx1-GPx8). Wszystkie
izoformy GPx zawieraja w miejscach aktywnych grupy nukleofilowe takie jak selenole czy
tiole. Prawdopodobnie dlatego moga by¢ celem elekrofilow. Redukcja nadtlenkow
organicznych oraz H,O, przy dziataniu GPx powoduje powstanie pochodnych hydroksylowych
i wody. GPx kieruje ,,atak” H>O, na GSH, co jednoczes$nie ochrania grupy tiolowe enzymow
przed utlenieniem, nie dopuszczajac jednoczesnie do udziatu H»O» w reakcji Fentona
i wytwarzania *OH. Reakcja peroksydazy glutationu z H,O» zachodzi w trzech etapach (Rycina
11). W pierwszym etapie dochodzi do utlenienia reszty selenocysteiny obecnej w peroksydazie

glutationu:

1) Enzym—SeH + H>O, — Enzym—Se—OH + H>O

Enzym—-SeH — czasteczka enzymu zawierajaca selen w centrum aktywnym

Enzym—Se—OH - czasteczka enzymu zawierajagca hydroksylowana czasteczke selenu

59



w centrum aktywnym

Kolejny etap to utlenienie czasteczki glutationu.

2) Enzym—SeOH + GSH — Enzym—SeSG + H,O

W ostatnim etapie dochodzi do utlenienia drugiej czasteczki glutationu. Powstaje w nim

selenocysteina, ktora wchodzi w kolejny cykl reakc;ji.

3) Enzym—SeSG + GSH — Enzym—SeH + GSSG

Peroksydazy glutationowe biorg udziat w réznych szlakach sygnalizacyjnych np.
w szlaku sygnalizacyjnym insuliny (GPx1 znajdujaca si¢ w cytozolu), poznany jest rowniez ich
udziat w procesie karcynogenezy (GPx2, peroksydaza zoladkowo-jelitowa). GPx4 odgrywa
znaczacg role w regulacji apoptozy a GPx5 wplywa na plodno$¢ u mezczyzn. GPx7 oraz GPx8
odpowiadajg za fatdowanie bialek, jednak proces ten nie jest jeszcze doktadnie poznany. GPx1-
4 oraz GPx6 zawieraja w swej budowie selen w miejscu katalitycznym [111].

Odmiang jest peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkow fosfolipidow. Jest
monomerem o masie czastki 18 kDa, zbudowanym ze 155 aminokwasow. Jej gtéwna rolg jest
ochrona fosfolipidow blonowych, w tym mitochondrialnych przed utlenieniem. GPx reaguje

z ONOOr, zapobiegajac procesom nitrozylacji biatek [113].
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ROOH ROH

GSH guzo

Rycina 11. Cykl redoks peroksydazy glutationu. Zmodyfikowano wedtug [114].

GPx-SeSG

1.7.3 Reduktaza glutationowa

Reduktaza glutationowa (GR) to flawoenzym, ktory redukuje GSSG do GSH

przy wykorzystaniu NADPH jako czynnika redukujacego:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

Co ciekawe, GR jest niezbedna w procesie wybuchu oddechowego zachodzacego
w neutrofilach [58,111]. Wykazano, iz w neutrofilach o bardzo stabej aktywnosci GR wybuch
oddechowy byt skrajnie krotki i mato wydajny, co skutkowato wyzsza zachorowalnoscia,
a takze nasilong burza cytokinowa po kontakcie ze Streptococcami grupy B u myszy [58].
U myszy tych wykazano takze defekt aktywizacji leukocytow zapalnych. Wykazano rowniez

zwigzek pomigdzy niedoborem GR a zwigkszong apoptoza neutrofili czy eozynofilii [58].
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1.7.4 Dysmutaza ponadtlenkowa

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) nalezy do metaloenzyméw wystepujacych
w cytozolu oraz btonie mitochondrialnej, macierzy mitochondrialnej oraz btonie wewng¢trznej
mitochondridw i przestrzeni zewnatrzkomorkowej. SOD katalizuje dysmutacje O>™ do H2O»,
ktéry nastepnie pod wplywem katalazy (CAT), GPx i/lub zaleznego od tioredoksyny (Trx)
enzymu peroksyredoksyny (Prx) redukowany jest do czasteczki wody [115] (Rycina 12).

SOD s3 enzymami uzaleznionymi od jonow metali. To jony metali warunkuja reakcje
dysmutacji O2" do H>0.. SODI1 znajdujaca si¢ w cytozolu, mitochodrialnej przestrzeni
mi¢dzybtonowej 1 jadrze zawiera miedz i cynk — CuZnSOD. SOD2 zlokalizowana jest
w macierzy mitochondrialnej, w jej sklad wchodzi mangan (MnSOD). Jest enzymem
kodowanym w jadrze przez gen na chromosomie 6. Ekspresja i aktywno$¢ MnSOD uzaleznione
sg zarowno od wewnatrz-, jak i zewnatrzkomorkowych czynnikow [116]. SOD3 (ECSOD) jest
enzymem aktywnym gltéwnie w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. EC-SOD podobnie,
jak SOD1 zawiera w swoim sktadzie miedz i cynk. To, co odr6znia ja od SODI1 to obecnos¢
reszt cukrowych i budowa tetramerowa. Na swojej powierzchni ECSOD posiada dodatnie
natladowang domeng¢ wigzaca heparyne (HBD). Dzigki domenie tej ECSOD wigze si¢
z proteoglikanami [117] Wykazano, iz ECSOD lokalizuje si¢ gtownie na w §rodbtonku naczyn,
ptucach, tozysku oraz w umiarkowanych ilo$ciach w nerkach, trzustce, macicy, chrzastkach,
mig$niach szkieletowych, tkance thuszczowej oraz w mozgu i oku.

Szybko$¢ dziatania SOD2 i SOD3 jest nieco mniejsza niz SOD1. SOD2 i SOD3 sa
bardziej wrazliwe na dzialanie czynnikéw fizycznych i chemicznych. SOD2, w odrdznieniu od
SOD1 i SOD3, nie jest inaktywowana przez H>O», jest natomiast unieczynniana przez ONOO",

W procesie nitrowania reszty tyrozylowej w pozycji 34.
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SOD

202.  2HT =—n O ’H202

N

0, SOD (Cu*) 0,

H,0, SOD (Cu?*) S

Rycina 12. Reakcja dysmutacji. Zmodyfikowano wedtug [118]

1.7.5 Katalaza

Katalaza (CAT, E.C. 1.11.1.6) nalezy do bardzo waznych enzyméw
przeciwutleniajacych. Wystepuje gldéwnie w cytoplazmie oraz peroksysomach. W organizmie
ludzkim jej najwigksze st¢zenie mozna znalezé w watrobie, nerkach, erytrocytach
oraz komorkach osrodkowego uktadu nerwowego.

Obecnie znane sg trzy typy katalaz, w zaleznos$ci od budowy i funkcji. Pierwsze dwie
grupy to katalazy, w ktorych zawarty jest hem — sg to tak zwane katalazy typowe (Typ T).
Trzecia grupa zawiera nichemowe katalazy manganowe. W organizmie cztowieka obecne sg
wylacznie katalazy typowe, bedace tetramerami. W centrum aktywnym katalaz typowych

obecna jest protoporfiryna zelazowa IX. Katalazy typowe sktadaja si¢ z czterech bardzo matych
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podjednostek (o masie 62 kDa). Kazda podjednostka zawiera cztery domeny oraz jedng grupe
hemu. Domeny te, to N-koncowe rami¢ zawierajace dystalng histydyne, domena B-beczka
nadajaca hydrofobowy rdzen biatka, domena taczaca z resztami tyrozyny (wiazaca hem)
oraz domena o-helikalna (wigzaca kofaktor, ktorym jest NADPH). Kazda z czterech
podjednostek katalazy zdolna jest do wigzania jednej czasteczki NADH co prowadzi do
stabilizacji enzymu [119].

Gltowna funkcjg CAT jest ochrona przed szkodliwym dziataniem H>O,. Odpowiada ona
za reakcje dysproporcjonowania H>O,. Reakcja ta zachodzi przy wysokich stezeniach H>O»

1 prowadzi do wytworzenia H>O i tlenu.

H,O, + H,O, — 2H,0 + Oy

Wykazano rowniez, ze przy niskich stgzeniach H,O,, CAT moze wykazywac cechy
peroksydazy. Przejawia si¢ to neutralizacjag H2O», przy jednoczesnym utlenianiu zwigzkow
organicznych. Jako, ze CAT moze dziata¢ peroksydacyjnie, zdolna jest do rozktadu matych
czasteczek tj metanolu czy wodoronadtlenkow. Wigze si¢ to z jej funkcja detoksykacyjng. CAT
utlenia substancje toksyczne tj. metanol, etanol czy mréwczan [119].

Chcialabym podkresli¢, ze pomiar st¢zenia wszystkich przeciwutleniaczy oddzielnie
jest bardzo pracochlonny, kosztowny i wymaga skomplikowanych technik analitycznych.
Dlatego opracowano metody pozwalajace na oceng¢ wypadkowej zdolno$ci antyoksydacyjnej
badanej proby. Status antyoksydacyjny (TAC) ocenia sumaryczng zawarto$¢ wszystkich
antyoksydantow w probie. Catkowita zdolno$¢ oksydacyjna (TOS) to sumaryczna zawartos¢

wszystkich utleniaczy w probie [120].
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2. Cele pracy

W ostatnich latach standardem w leczeniu ztaman zuchwy jest leczenie operacyjne
z uzyciem plytek i wkretow tytanowych. Zastosowanie osteosyntezy pozwala na skrdcenie
czasu stosowania ucigzliwego dla chorego fiksacji mig¢dzyszczgkowej oraz szybsze
przywrécenie funkcji uktadu stomatognatycznego. Mimo duzej biozgodnosci tytanu i jego
stopow coraz czgsciej dyskutowana jest konieczno$¢ usuwania tytanowych implantow z uwagi
na mozliwo$¢ wystgpienia odlegltych dzialan niepozadanych zwigzanych z dlugotrwalym
pozostawieniem biomateriatow w organizmie. Jak wskazuje literatura, u czes$ci pacjentow
z tytanowymi implantami ze stopéw anodowanych standardowo obserwowane jest zjawisko
metalozy [22,121-124]. Polega ono na odktadaniu si¢ w tkankach czastek metalicznych, ktére
uwalniane sg z implantu na skutek tarcia oraz elektrochemicznej korozji [121,123,125].
Zaro6wno obecnos¢ tytanowego implantu, jak i produktéw jego zuzycia moze by¢ przyczyna
immunologiczno-zapalnej odpowiedzi organizmu na metaliczne ciato obce [22,95,121]. Moze
to skutkowa¢ przedwczesng utrata implantu lub konieczno$cia wykonania dodatkowych
zabiegow chirurgicznych w celu utrzymania efektow leczniczych [95]. Ponadto, uwalniane
czagstki metalu zwiekszaja produkcje wolnych rodnikow i prowadza do zachwiania rOwnowagi
redoks na  korzy$¢ reakcji  utleniania. Stan ten  jest przyczyng = stresu
oksydacyjnego/nitrozacyjnego, w ktérych na skutek zwiekszonej aktywnosci reaktywnych
form tlenu (ROS) i azotu (RNS) dochodzi do uszkodzenia sktadnikow komorki,
takich jak biatka, lipidy i kwasy nukleinowe [126]. Uwaza si¢, ze powstale na skutek utleniania
uszkodzenia bton komoérkowych, zmiana ich przepuszczalnos$ci oraz dysfunkcja biatek
strukturalnych i enzymatycznych moga zaburza¢ procesy regeneracyjne organizmu. Dlatego
tez poszukuje si¢ rozwigzan majacych na celu wzmocni¢ ,,biokompatybilnos¢” tytanowych

wszczepoOw. Jednym z nich jest wprowadzenie przez firm¢ ChM sp. z o.0.
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implantow/wszczepow tytanowych z pogrubiong warstwe dwutlenku tytanu. Warstwa
ta ma zabezpiecza¢ w znacznym stopniu przed skutkami tarcia mechanicznego, a ponadto
ma minimalizowa¢ ryzyko migracji jondw ze stopu, z ktérego wykonany jest implant
do otaczajacych tkanek. Przyczyni¢ si¢ to moze do zmniejszenia ryzyka rozwoju stresu
oksydacyjnego, stanow zapalnych, a w konsekwencji dezintegracji implantu. Z uwagi na brak
badan dotyczacych wptywu wszczepow poddanych anodowaniu twardemu na cytotoksycznos$é,
czy zjawisko stresu oksydacyjnego, bardzo zasadne jest ocena wptywu tytanowych krazkow
poddanych anodowaniu twardemu na cytotoksyczno$¢ i rownowage redox w modelu
badawczym fibroblastow (ATCC-PCS-201-018) 1 poréwnanie wynikow z wynikami
uzyskanymi w hodowli fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki poddane anodowaniu
standardowemu oraz na tytanowe krazki bez warstwy pasywne;j.

Przeprowadzone przeze mnie badania i ich analizy mialy na celu:

1. Poréwnanie cytotoksycznosci tytanowych krazkéw z warstwg pasywna z II typem
anodowania do cytotoksycznosci tytanowych krazkéw bez warstwy pasywnej 1 z warstwa
anodowang standardowo, w hodowli ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018.

2. Ocen¢ wplywu tytanowych krazkéw z warstwg pasywng z II typem anodowania
na catkowity potencjal antyoksydacyjny oraz enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy
antyoksydacyjne ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 poprzez porownanie uzyskanych wynikoéw z wynikami uzyskanymi
w hodowli w/w fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej
1 z warstwg anodowang standardowo.

3. Poroéwnanie oksydacyjnych uszkodzen i zaburzenia réwnowagi redox mierzonych
stezeniem produktéw oksydacyjnych modyfikacji biatek i lipidow, a takze catkowitym
potencjalem oksydacyjnym w komoérkach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,

pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa
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pasywng z II typem anodowania i w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i z warstwa anodowang standardowo.

4. Ocen¢ czynnikdw prooksydacyjnych, tj. aktywnosci oksydazy NADPH i stezenia
nadtlenoazotynu w komorkach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastéw ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna z II
typem anodowania poprzez poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi
w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywne;j
1 z warstwg anodowang standardowo.

5. Pordéwnanie funkcjonowania enzymow tancucha oddechowego i aktywno$ci markera
apoptozy- kaspazy-3 w mitochondriach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa
pasywng z II typem anodowania i w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i z warstwa anodowang standardowo.

6. Oceng stezenia czynnikow wzrostu FGF-2 1 VEGF-A w medium pobranym
znad komorek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwg pasywna z II typem
anodowania poprzez poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi w medium
pobranym znad w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy
pasywnej i z warstwg anodowang standardowo.

7. Oceng uwalniania jonow tytanu, glinu i wanadu do medium hodowlanego z powierzchni
tytanowych krazkéw z warstwa pasywng z Il typem anodowania poprzez pordéwnanie
uzyskanych wynikdw z wynikami uzyskanymi w medium pobranym znad krazkow
tytanowych z warstwg anodowang standardowo i znad krazkéw bez warstwy pasywnej
w czasie prowadzonej hodowli komorek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,

pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018.
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3. Materialy i Metody

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku (uchwata nr APK.002.280.2021).

3.1 Tytanowe plytki

W badaniu zastosowano krazki o $rednicy 21 mm oraz grubosci 1 mm wykonane

ze stopu tytanu Ti-6Al-4V zawierajacego minimum 88% tytanu oraz 6% glinu i 4% wanadu

(Tabela 6).

Ti-6Al1-4V, ISO 5832 - 3: 2017

P Poziom graniczny
% (ulamek masy)

Glin 5,5t0 6,75

Wanad 3,5t04,5

Zelazo max. 0,3

Tlen max. 0,2

Wegiel max. 0,08

Azot max. 0,05

Wodor max. 0,015

Tytan pozostata masa

Tabela 6. Sktad stopu Ti6Al4V

Krazki tytanowe (Rycina 13) wykonano w 3 trzech odmianach w zalezno$ci od procesu

powstania warstwy pasywnej: krazki anodowane standardowo (V(st)), krazki anodowane

na zimno (V(t)) oraz surowe krazki bez warstwy pasywnej (krazki niepoddane procesowi
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anodowania) (V). Grupe kontrolng stanowity krazki z polistyrenu o takiej samej $rednicy

1 grubosci co krazki tytanowe.

¥ w O
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Hoterial

21

150 5837-2

21

150 5832-7

21

150 5832-71
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150 58323
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43

Rycina 13. Projekt wykonania kragzkéw do badan.

Krazki zostalty wykonane na indywidualne zamoéwienie przez firm¢ ChM sp z o.o.

(Lewickie, Polska). Wszystkie krazki wypolerowano zgodnie ze standardowg procedura

polerowania do chropowato$ci rownej powierzchni Ra<0,63.

Krazki zostaly poddane nastepujace] obrobee:

Krazki surowe: nie zostaty poddane obrébce elektrochemiczne;.

Anodowanie typu III: czg$¢ ptytek zostata poddana anodowaniu typu III (anodowanie
standardowe) z zastosowaniem standardowej procedury do obrobki elektrochemicznej
implantéw ortopedycznych. W pierwszym etapie krazki poddano procesowi mycia
w celu usunigcia pasty polerskiej. Nastepnie, ptytki poddano odtlenieniu chemicznemu
w roztworze mieszaniny kwasow HF/HNOs3, po czym probki poddano procesowi

anodowania typu III w roztworze 0,5 M H>SO4 z zastosowaniem napigcia do 100V.
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Na koniec, probki ponownie umyto w celu usuniecia pozostatosci kapieli do obrobki
elektrochemiczne;.

3. Anodowanie na twardo: krazki poddano procesowi anodowani typu Il (na twardo)
zgodnie z normg AMS 2488D (,,Anodic Treatment — Titanium and Titanium Alloys
Solution p Hor Higher”): W pierwszym etapie probki zostaly umyte w celu usuniecia
pozostatosci takich jak pasta polerska. Nastepnie probki odtleniono chemicznie
w roztworze mieszaniny kwasow HF/HNOj, po czym poddano procesowi anodowania
typu II w roztworze NaOH o pH powyzej 13 przy napieciu do 100 V. Na koniec, probki

ponownie umyto w celu usunigcia pozostatosci kapieli do obrobki elektrochemiczne;.

W celu utatwienia identyfikacji wszystkie krazki zostaly trwale ocechowane za pomoca

$wiatta laserowego YAG o dtugosci fali 1064 nm.

Powloka anodowa Gatunek materialu Cechy (oznaczenia)
Typ II Ti6Al4V —ISO 5832-3 / F136 Ti6Al4VAn3
Brak powtoki Ti6Al4V —ISO 5832-3 / F136 Ti6Al4V
Typ II Ti6Al4V —ISO 5832-3 / F136 Ti6Al4VAn2

Tabela 7. Ocechowanie kragzkow.

Po procesie obrobki, krazki ptukano w wodzie, a nastgpnie zanurzono catkowicie
w wodnym roztworze srodka myjacego, po czym poddano czyszczeniu ultradzwigkowemu
w myjce Elmasonic X-tra Pro 800 przez 15 min przy czestotliwosci 130 kHz 1 temperaturze
kapieli wynoszacej 55 + 5°C. Mycie ultradzwigkowe z wykorzystaniem odpowiednich
preparatow pozwala na skuteczne oczyszczenie trudnodostepnych przestrzeni, umozliwia
utrzymanie statej jakosci oraz znacznie skraca czas obrobki ptytek. Dzialanie mycia

ultradzwigkowego opiera si¢ na generowaniu fal akustycznych o wysokiej czestotliwosci, ktore
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w kapieli wodnej wywoluje zjawisko zwane kawitacja. Kawitacja to proces polegajacy
na gwaltownej przemianie fazy ciektej w faz¢ gazowa, ktéra odbywa si¢ na skutek zmiany
ci$nienia. Miejscowy spadek ci$nienia statycznego doprowadza do powstania pgcherzykow
gazu, ktoére usuwaja zanieczyszczenia. Mycie ultradzwigkowe w porownaniu do mycia
standardowego (r¢cznego badz natryskowego) pozwala na skuteczniejsze i bardziej precyzyjne
usuwanie zanieczyszczen, a takze zapobiega powstaniu uszkodzen mechanicznych
na powierzchni. Warto jednak pamigtac, iz zardwno mycie standardowe, jak 1 ultradzwigkowe
nie dziataja przeciwbakteryjnie. Dlatego tez, dezynfekcja jest koniecznym etapem w produkcji
implantow medycznych [127,128]. Proces mycia ultradzwigkowego (niesterylnego)
zrealizowano na wydziale produkcyjnym ChM sp z o.0. Proces ten obejmowal mycie
mi¢dzyoperacyjne oraz koncowe. Po myciu, krazki suszono w suszarce elektrycznej Pol-Eko
SLW 240 w 105 £ 5 °C przez minimum 60 min. Po etapie tym wyroby nie opuszczaly
pomieszczen pakowni.

Kolejnym etapem produkcji krazkéw jest poddanie ich ponownemu myciu w myjni
dezynfektorze. Mycie dezynfekcyjne ma na celu przygotowanie wyrobow do pakowania,
a nastepnie sterylizacji, ktorej skuteczno$¢ jest S$ciS$le uzalezniona od prawidtowego
przygotowania ptytek na tym etapie. Mycie dezynfekcyjne ma na celu usunigcie przylegajacych
do powierzchni zanieczyszczen, ktére moga blokowac dostep czynnika sterylizujacego
1 wyptukanie wszystkich mikroorganizméw [129]. Zapewnienie standaryzacji procesu mycia
1 dezynfekcji osiagnigte jest dzigki zastosowaniu procedury maszynowej przy uzyciu myjni-
dezynfektora w oparciu o wymagania normy ISO 15883 ,,Czgs¢ 1 — Wymagania ogoélne,
terminy i definicje oraz badania” i1 ,,Cz¢$¢ 2: Wymagania i badania dotyczace myjni-
dezynfektorow przeznaczonych do dezynfekcji termicznej narzedzi chirurgicznych,
wyposazenia anestezjologicznego, misek, naczyn, pojemnikow, utensyliow, sprzetu szklanego

2

itp.” Krazki poddano myciu dezynfekcyjnemu na Wydziale Pakowania 1 Sterylizacji
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ChM sp z o.0., w myjni-dezynfektorze Getinge 46. Mycie przeprowadzono z detergentem
w zamknigtym obiegu w 55°C. Phukanie koncowe z dezynfekcja termiczng przeprowadzono
w wodzie zdemineralizowanej w 90°C. W tej samej temperaturze, na koniec, przez 40 minut
przeprowadzono suszenie. Po umyciu i osuszeniu krazki trafity do tzw. pakowni czystej
— pomieszczenia, w ktorym stezenie czastek stalych znajdujacych si¢ w powietrzu jest Scisle
kontrolowane. Pomieszczenie to zostalo skonstruowane w sposdb minimalizujacy
wprowadzanie, generowanie i osadzanie czastek pylow wewnatrz pomieszczenia zgodnie
z wymaganiami normy ISO 14644-1 ,Pomieszczenia czyste i zwigzane z nimi $rodowiska
kontrolowane”. Powietrze trafiajace do tych pomieszczen przechodzi przez uktad filtréw HEPA
(ang. High Efficiency Particulate Air), ktore takze eliminuja zanieczyszczenia. Krazki
w pakowni czystej zapakowano w podwoOjng warstwe¢ wykonang z torebek
papierowo-foliowych przeznaczonych do pakowania wyrobow do sterylizacji parowej

(Rycina). Kazdg probke zapakowano osobno.

T T

Rycina 14. Tytanowy krazek zapakowany w pakiet do sterylizacji.
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Ostatnim etapem przygotowania krazkow byla sterylizacja parowa zapakowanych
krazkow w sterylizatorze ASL 100MSV, w temperaturze 134°C i w czasie ekspozycji 15 minut,
gdzie do sterylizacji dochodzi pod wptywem dziatania tzw. pary nasyconej. Jest to faza gazowa
bedaca w rownowadze termodynamicznej z faza ciekla charakteryzujaca si¢ wysokim
wspotczynnikiem wymiany ciepta [130]. Do kazdego wsadu sterylizacyjnego dotaczono
wskazniki skuteczno$ci procesu sterylizacji — chemiczne i biologiczne. Chemiczne wskazniki
wieloparametrowe mierzg wplyw pary nasyconej, temperatur¢ 1 czas ekspozycji,
za$ biologiczne wskazniki autonomiczne monitorujg proces sterylizacji w odniesieniu

do odpowiedniego poziomu zapewnienia sterylnosci (Sterility Assurance Level, SAL).

Rycina 15. Krazki: po lewej ,,surowy” bez powloki, po prawej z powtoka anodowa III typu.

3.2 Hodowla komorkowa

W badaniu wykorzystano fibroblasty pozyskane z tkanki dzigsta ludzkiego (ludzkie
niemodyfikowane genetycznie pierwotne fibroblasty dzigsta ludzkiego; Human Primary
Gingival Fibroblasts, ATCC-PCS-201-018), ktore zakupiono w firmie ATCC (American Type
Culture Collection, USA). Komorki hodowano w medium podstawowym dedykowanym
dla fibroblastow (Fibroblast Basal Medium, ATCC, PCS-201-030™), ktére wzbogacono
o antybiotyki i antymykotyki (Antibiotic-Antimycotic, Gibco, 15240062) oraz zestaw
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do wzrostu fibroblastow z surowica bydleca (ATCC, PCS-201-041™). Mieszanka
antybiotykow i antymykotykow zawierata penicyling (10 U/ml), streptomycyne (10 pg/ml)
oraz amfoterycyn¢ B (25 ng/ml). Zestaw do wzrostu fibroblastéw zawieral: rekombinowany
ludzki czynnik wzrostu fibroblastow (rh FGF b) (5 ng/ml), L-glutamine (7,5 mM), kwas
askorbinowy (50ug/ml), hydrokortyzon (1 pg/ml), rh insuling (5 pg/ml), surowiceg bydleca (2%)
a takze roztwor czerwieni fenolowej (Sigma, P0290-100ML, 33 pM). Hodowle komdrkowe
prowadzono w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO: (Forma Steri-cycle 1160). Do butelek
hodowlanych (150 cm?, z filtrem, sterylne, Bionovo), jak i plytek (12-dotkowe, sterylne,
CELLSTAR) komorki wysiewano w gestosci 3000 komorek na cm? Do do$wiadczen
wykorzystano komorki z 2-5 pasazu.

Morfologi¢ komoérek oceniano codziennie za pomoca odwrdconego mikroskopu
optycznego Delta Optical IB-100. Medium hodowlane (ATCC, PCS-201-030™) wymieniano
co 2-3 dni. Praca odbywata si¢ w warunkach aseptycznych, w komorze z laminarnym
przeplywem powietrza (Telstar Aeolus V). Komoérki hodowano w butelkach o powierzchni 150
cm? (Bionovo), az do osiggniecia konfluencyjnosci rownej 80% (zgodnie z zaleceniami
producenta). Medium zbierano, po czym komorki przeptukiwano dwukrotnie sterylnym
buforem PBS (buforowana fosforanem so6l fizjologiczna; 0,02 M, pH 7,3) (1X; PAN-Biotech
GmbH, P04-36500, Aidenbach, Niemcy) ogrzanym do temperatury 37°C (w suchej tazni
peletowej Aquarius, DanLab). Nastepnie, komorki trypsynizowano za pomoca 3 ml §wiezo
rozcienczonego roztworu trypsyny (1:10, v:v; Gibco, Grand Island Biological Company, New
York, USA, P04-36500). Po 2-4 minutowej inkubacji, trypsyne¢ neutralizowano dodajac 10 ml
medium. Nastepnie, komorki przesiewano na ptytki 12 dotkowe. Komorki hodowano dodajac
do kazdego dotka po 1 ml medium. Po osiagni¢ciu przez komoérki 80% konfluencyjnosci
($rednio 3-4 dni), na dno ptytek nanoszono tytanowe/polistyrenowe krazki. Wszystkie warianty
doswiadczenia przeprowadzono w 6 niezaleznych eksperymentach. Komodrki hodowano
przez 24h oraz 7, 14 i 21 dni. Po uptywie odpowiedniego czasu (tj. 24h oraz 7, 14 i 21 dni),
pobierano medium znad komorek, a komoérki poddawano trypsynizacji i wirowaniu (1500

obrotow/min., 5 minut, 25°C). Nastepnie, do komoérek dodawano lodowato zimny bufor PBS
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zawierajacy przeciwutleniacz (butylowany hydroksytoluen, BHT; 0,5 M roztwoér BHT
w acetonitrylu; 10 ul BHT/1 ml PBS) i inhibitor proteaz (Complete Mini, Roche, France; 1
tabletka/1 ml PBS) w ilosci 50 pl na dotek. Proby poddano sonifikacji (1800 J/probe, 10 s x 3),
a uzyskane zawiesiny komorkowe wykorzystano do oznaczen tego samego dnia. Postgpowanie

z komorkami przeznaczonymi do izolacji mitochondriéw opisano ponize;.

3.3 Izolacja mitochondriow

Izolacj¢ mitochondriéw przeprowadzono za pomocg metody Orynbayeva [131].
Po zebraniu medium, komorki przeptukano dwukrotnie lodowato zimnym PBS (0,02 M, pH
7,3) 1 nastgpnie je tryptynizowano (jak opisano wyzej). Po wirowaniu (10 000 x g, 4°C, 10
minut), plyn nadosadowy wyrzucono, a osad znad komorek zawieszono w buforze
hipotonicznym (5 ml na 1g osadu) zawierajacym 100 mM sacharozg, 10 mM MOPS
(kwas 4-morfolinopropanosulfonowy), 1 mM EGTA (kwas
etylenoglikol-O-O'-bis(2-aminoetyl)-N,N,N',N'  tetraoctowy), po czym pozostawiono
do pecznienia na lodzie przez 10 minut. W nastgpnym etapie, probki homogenizowano
szklanym homogenizatorem r¢cznym gora/dot, po czym dodano bufor hipertoniczny (1,25 M
sacharoza, 10 mM MOPS) i rozcienczono buforem izolacyjnym (75 mM mannitolu, 225 mM
sacharozy, 10 mM MOPS, 1 mM EGTA, 0,1 % BSA bez kwasoéw ttuszczowych). Nastgpnie
probki poddano wirowaniu (930 x g, 4°C, 5 minut), po czym 6-krotnie powtérzono proces
homogenizacji. Po kolejnym wirowaniu (10 300 x g, 4°C, 20 minut) usuni¢to ptyn nadosadowy,
a do osadu dodano 5 ml buforu MiPOS5 (110 mM sacharoza, 60 mM K-laktobionian, 20 mM
HEPES, 10 mM KH>PO4, 3 mM MgCl x 6H20, 0,5 mM EGTA, 20 mM tauryna, 0,1% BSA
bez kwasow thuszczowych), po czym po raz kolejny probki poddano wirowaniu (10 300 x g,

4°C, 20 minut). Po zakonczeniu wirowania wyrzucono ptyn nadosadowy, a do osadu dodano
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50 ul buforu MiPOS5. Probki wymieszano na vorteksie 1 wykorzystano natychmiast

do oznaczen.

3.4 Cytotoksycznos¢

Oceng zywotno$ci komoérek dokonano za pomoca testu bromku 3-[4,5-dimetylotiazolo-
2-yl]-2,5-difenylu (MTT), ktéory wykorzystuje obecno$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy
bursztynianowej wylacznie w zywych komorkach [132]. Enzym ten katalizuje przemiang
rozpuszczalnej soli tetrazoliowej bromku
3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy) ~w  nierozpuszczalne w  wodzie
fioletowo-niebieskie krysztaly formazanu. Pomiar absorbancji formazanu jest proporcjonalny

do aktywnosci i liczby zywych komorek.

SRV Ve

MTT MTT formazan

Rycina 16. Redukcja MTT do formazanu. Zmodyfikowano wedtug [133]

Komorki z plytek 12-dotkowych przeptukano 1 ml PBS (0,02 M, pH 7,3). Po
odpipetowaniu buforu, do komoérek ponownie dodano 1 ml PBS i 25 pul MTT (5 mg MTT
na 1 ml PBS). Plytki poddano 10 minutowej inkubacji w 37°C w cieplarce laboratoryjne;j.
Nastepnie, plyn odpipetowano, a powstale krysztaty rozpuszczono w 1ml roztworu DMSO.

Po 10 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej, do ptytek dodano 10 ul buforu Sorensena
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(0,1 mol/l glicyny + 0,1 mol/l chlorku sodu, pH 10,5). Absorbancj¢ mieszaniny mierzono przy
dhugosci fali 570 nm. Wyniki dla poszczegolnych grup wyrazono jako procent kontroli, ktora

uznano za 100%.

3.5 Oznaczenia biochemiczne

W lizacie komorkowym oceniono st¢zenie biatka catkowitego, a takze aktywnos$¢
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, EC 1.15.1.1), katalazy (CAT, EC 1.11.1.6), peroksydazy
glutationowej (GPx, EC 1.11.1.9), reduktazy glutationowej (GR, EC 1.6.4.2) oraz stezenie
zredukowanego glutationu (GSH). Oceniono takze catkowity status utleniajacy (TOS)
1 catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng (TAC). Oceniono rowniez aktywnos$¢ oksydazy NADPH
(NOX), stezenie oksydacyjnych uszkodzen lipidow (malonylodialdehydu (MDA), adduktow
4-hydroksynonenalu z biatkami (4-HNE)) i biatek (koncowych produktow utleniania biatek
(AOPP), zawarto$¢ grup disiarczkowych (SS), koncowych produktéw zaawansowanej glikacji
biatek (AGE)). Dokonano oceny parametréw stresu nitrozacyjnego: nadtlenoazotynu
(ONOO) oraz 3-nitrotyrozyny (3-NT).

W zawiesinie mitochondrialnej oceniono funkcjonowanie tancucha oddechowego
poprzez pomiar aktywno$ci kompleksu I (EC 1.6.5.3) i II (EC 1.3.5.1), oksydazy cytochromu
c (EC 1.9.3.1, COX) i syntazy cytrynianowej (EC 2.3.3.1, CS), a takze aktywno$¢ kaspazy-3
(CAS-3).

W medium pobranym znad komorek oznaczono st¢zenie czynnika wzrostu fibroblastow
FGF-2, stezenie czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VEGF-A), zawarto$¢ metali
(tytanu (Ti), glinu (Al), wanadu (V)), a takze stg¢zenie biatka catkowitego. Oceniono takze
catkowity status utleniajacy (TOS) i catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng (TAC). Ocenie
poddano réwniez stezenie oksydacyjnych uszkodzen lipidow (malonylodialdehydu (MDA),

adduktow 4-hydroksynonenalu z biatkami (4-HNE)) 1 bialek (koncowych produktow utleniania
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biatek (AOPP), zawarto$¢ grup disiarczkowych (SS), koncowych produktéw zaawansowanej
glikacji biatek (AGE)), a takze parametry stresu nitrozacyjnego: nadtlenoazotynu (ONOO")
oraz 3-nitrotyrozyny (3-NT).

Wszystkie oznaczenia wykonano w dwoch powtorzeniach. 96-dotkowe mikroplytki
inkubowano w wytrzasarce DTS-4 Sky-Line, Elmi, natomiast proboéwki typu eppendorf
w cieplarce laboratoryjnej SalvisLab, DanLab. Phlukanie mikroptytek w tescie ELISA
przeprowadzono za pomoca automatycznej pluczki do mikroptytek Biotek 50 TS.
Absorbancje/fluorescencje prob mierzono za pomocg czytnika mikroptytek Infinite M200 PRO
Multimode Tecan (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Uzyskane wyniki wystandaryzowano

na 1 mg biatka catkowitego.

3.5.1 Zawartos¢ biatka calkowitego

Zawarto$¢ biatka catkowitego oznaczono kolorymetryczng metoda bicynchoninowa
wykorzystujac komercyjny zestaw diagnostyczny Thermo Scientific PIERCE BCA Protein
Assay (Rockford, IL, USA). Sktad poszczegdlnych odczynnikdéw chroniony jest tajemnica
producenta.

Zasada metody oparta jest na wytwarzaniu stabilnego kompleksu miedzy wigzaniem
peptydowym a kwasem bicynchoninowym (BCA) i jonami miedzi Cu?*, ktory wykazuje

maksimum absorbcji przy 562 nm.

Przebieg doswiadczenia:

Oznaczenie zawarto$ci biatka calkowitego w badanym materiale przeprowadzono
zgodnie z instrukcja producenta zatagczong do zestawu. 25 pl proby naniesiono na mikroplytke
96-dotkowa, do ktorej dodano 200 pl roztworu roboczego powstalego przez zmieszanie 50

objetosci odczynnika A z 1 objetosciag odczynnika B. Roztwor roboczy przygotowano
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bezposrednio przed oznaczeniem. Nastepnie, mieszaning reakcyjng wymieszano i poddano
inkubacji przez 2 godziny w temperaturze 37°C, stale wytrzasajac (500 obrotdw na minutg).
Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 562 nm.

Zawartos¢ biatka catkowitego odczytano z krzywej wzorcowej dla albuminy wotowej

(BSA) i wyrazono w pg/ml.

3.5.2 Antyoksydanty enzymatyczne

Aktywno$¢ katalazy (CAT, EC 1.11.1.6) mierzono kolorymetrycznie metoda Aebi
[134]. Zasada metody oparta jest na pomiarze szybkosci rozktadu H>O; przy dlugosci fali 240
nm.

Jeden unit aktywno$ci enzymu zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu rozktadajaca 1 nmol

H>02 w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7,0 przez 1 minutg¢ w temperaturze 25 C.

Przebieg doswiadczenia:

10 pl proby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktdérej dodano 90 pl roztworu
roboczego zawierajacego 54 mM roztwor HoO, w 50 mM buforze fosforanowym o pH 7.,0.
Roztwor roboczy przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem. Proby wymieszano przez 10
sekund na wytrzasarce mikroplytek (25°C, 500 obrotow na minutg). Nastepnie, przez minute
mierzono zmiany absorbancji przy dlugosci fali 240 nm.

Aktywno$¢ CAT wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka calkowitego 1 wyrazono

w nmol/min/mg biatka catkowitego.

Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GR, EC 1.8.1.7) oznaczono metoda
kolorymetryczng wg. Charlesa i wsp. [135] z wykorzystaniem utlenionego glutationu (GSSG)

jako substratu. Zasada metody oparta jest na katalizowanej przez GR reakcji redukcji GSSG
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do GSH, ktéora powoduje utlenianie NADPH  (zredukowany  dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy) do NADP+ (utleniony dinukleotyd nikotynoaminoadeninowy).
Utlenianiu NADPH do NADH towarzyszy spadek absorbancji NADPH przy dlugosci fali 340
nm.

Jeden unit aktywno$ci GR zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu, ktéra w ciggu 1 minuty

utlenia 1 uM NADPH w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,6 w temperaturze 25°C.

Przebieg doswiadczenia:

10 pl proby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktérej dodano 90 pl roztworu
roboczego zawierajacego 0,1 mM NADPH, 1 mM GSSG i 0,5 mM kwasu
etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,6. Roztwor
roboczy przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem. Proby wymieszano przez 10 sekund
na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotéw na minut¢). Nastepnie, przez minut¢ mierzono
zmiany absorbancji przy dlugosci fali 340 nm.

Aktywno$¢ GR wystandaryzowano na zawartos$¢ biatka catkowitego i wyrazono w mU/mg

biatka catkowitego.

Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPx, EC 1.11.1.9) oznaczono metoda
kolorymetryczng oparta na redukcji glutationu z jednoczesnym utlenianiem NADPH
do NADP* [136]. Pomiaru absorbancji dokonano przy dlugosci fali 340 nm.

[lo$¢ enzymu katalizujacego utlenianie 1 pmol/l NADPH w 25°C i pH 7,4 zdefiniowano

jako 1 unit aktywnos$ci GPx.

80



Przebieg doswiadczenia:

10 pl proby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktorej dodano 50 ul 0,1 mM
roztworu EDTA w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0, 10 ul 10 mM roztworu GSH, 10 pl
1,5 mM roztworu NADPH w 0,1% roztworze NaHCO3 10 pl roztworu GR (2,4 U/ml) oraz 10
ul 1,5 mM roztworu H>O,. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.
Préby wymieszano przez 10 sekund na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotow
na minut¢). Spadek absorbancji mierzono przez 2 minuty przy dtugosci fali 340 nm.

Aktywnos$¢ enzymu wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego i wyrazono

w mU/mg biatka.

Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, EC 1.15.1.1) oznaczono metoda
kolorymetryczng wg. Misra i wsp. [137]. Zasada metody polega na pomiarze aktywnosSci
cytoplazmatycznej izoformy SOD podczas reakcji hamowania utleniania epinefryny
do adrenochromu. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugos$ci fali 320 nm.

Przyjeto, ze jeden unit aktywnosci SOD hamuje utlenianie epinefryny w 50%

w temperaturze 25°C w 50 mM buforze we¢glanowym o pH 10,2.

Przebieg doswiadczenia:

10 pl préby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktorej dodano 90 pl roztworu
roboczego zawierajacego 10 mM roztwor chlorowodorku adrenaliny 1 0,1 mM roztwor EDTA
w 50 mM buforze weglanowym o pH 10,2. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio
przed oznaczeniem. Proby wymieszano przez 10 sekund na wytrzasarce mikroptytek (25°C,
500 obrotow na minut¢). Zmiany absorbancji mierzono przez 3 minuty przy dtugosci fali 320

nm.
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Aktywnos$¢ SOD wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka calkowitego 1 wyrazono

w mU/mg biatka catkowitego.

3.5.3 Enzymy prooksydacyjne

Aktywno$¢ oksydazy NADPH (NOX, EC 1.6.3.1.) oznaczono metoda
chemiluminescencyjng. Zasada metody polega na pomiarze tempa powstawania O>™ w reakcji
katalizowanej przez NOX z uzyciem lucigeniny jako luminoforu.

[lo§¢ enzymu, ktora powoduje uwolnienie 1 mM O w temperaturze 37°C w 50 mM
buforze fosforanowym o pH 7,0 w ciggu 1 minuty zdefiniowano jako jeden unit aktywnosci

NOX.

Przebieg doswiadczenia:

10 pl proby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa z czarnym dnem do pomiaru
chemiluminescencji, do ktoérej dodano 90 pl roztworu roboczego zawierajacego 500 uM
roztwor lucigeniny, 100 uM roztwér NADPH, 1 mM roztwor EGTA (kwas etylenglikol-O-O’-
bis(2-aminoetyl)-N,N,N’ N’tetraoctowy) i 150 mM roztwér sacharozy w 50 mM buforze
fosforanowyn o pH 7,0. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.
Préby mieszano przez 10 minut na wytrzasarce mikroplytek (37°C, 500 obrotow na minute).
Nastepnie, przez 3 minuty, mierzono zmiany chemiluminescencji w probach.

Aktywno$¢ NOX wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego i wyrazono

w nM Oz /min/mg biatka catkowitego.

3.5.4 Antyoksydanty nieenzymatyczne
Stezenie zredukowanego glutationu (GSH) oznaczono kolorymetrycznie w oparciu

o redukcje  kwasu  5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoesowego) (DTNB) do  kwasu
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2-nitro-5-merkaptobenzoesowego pod wptywem GSH [138]. Pomiaru absorbancji dokonano

przy dtugosci fali 412 nm.

Przebieg doswiadczenia:

W celu odbiatczenia probek, do 100 pl préoby dodano 100 pl 10% roztworu kwasu
trdjchlorooctowego (TCA) 1 100 pul 10 mM roztworu EDTA. Proby wymieszano przez 10
sekund na worteksie (25°C, 500 obrotéw na minutg). Nastepnie probki umieszczono w lodowce
(4°C) na 10 minut. W kolejnym kroku proby poddano wirowano przez 5 minut (4°C, 6300
obrotéw na minute¢). Do dalszych analiz zachowano ptyn nadosadowy (supernatant).

10 pl supernatantu naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktérej dodano 90 pl
roztworu roboczego zawierajacego 0,1 mM roztwor DTNB w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH 7.,4. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem. Proby mieszano
przez 1 minut¢ na wytrzasarce mikroptytek (37°C, 500 obrotow na minut¢). Absorbancje¢
mieszaniny reakcyjnej mierzono przy dtugosci fali 412 nm.

Stezenie GSH wyliczono z krzywej wzorcowej dla roztworéw GSH. Stezenie GSH

wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego i wyrazono w nM/mg bialka catkowitego.

3.5.5 Rownowaga oksydo-redukcyjna

Calkowity potencjal antyoksydacyjny (TAC) oznaczono metodg kolorymetryczng
wedlug Erel 1 wsp. [139]. Zasada metody polega na pomiarze zdolnosci neutralizacji
kationorodnika ABTS™ (2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)) pod wpltywem
antyoksydantow obecnych w badanej probce. Zmiany absorbancji roztworu ABTS™ mierzono

przy dtugosci fali 660 nm.

Przebieg doswiadczenia:
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5 pl préby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktorej dodano 200 ul 0,4 M
buforu octanowego o pH 5,8. Proby wymieszano przez 10 sekund na wytrzasarce mikroptytek
(25°C, 500 obrotow na minute) i zmierzono absorbancj¢ mieszaniny przy 660 nm. Nast¢pnie,
dodano 20 pl 10 mM roztworu ABTS™ w 30 mM buforze octanowym o pH 3,6. Proby
inkubowano przez 5 minut na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotow na minutg)
1 zmierzono absorbancje mieszaniny przy 660 nm.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem, a roztwor ABTS™
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing.

Stezenie TAC wyliczono w oparciu o krzywa wzorcowa dla Trolox
(kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowy). Stezenie TAC
wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego i wyrazono w pmol/mg biatka catkowitego

[140].

Calkowity potencjal oksydacyjny (TOS) oznaczono metoda kolorymetryczng wedtug
Erel [141]. Zasada metody polega na utlenianiu jondéw zelaza Fe?* do Fe*" w obecnosci

utleniaczy zawartych w badanej probee, a nastepnie detekcji jondw Fe** przez oranz ksylenowy.

Przebieg doswiadczenia:

35 pl préby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktorej dodano 235 pl mieszaniny
roboczej zawierajacej 150 pM roztwor oranzu ksylenowego, 140 mM roztwor chlorku sodu,
1,35 M roztwor glicerolu w 25 mM H>SO4 o pH 1,75. Proby wymieszano przez 10 sekund
na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotéw na minut¢) i dodano 35 pl 5 mM roztworu
chlorku zelaza (II) oraz 10 mM roztwor o-dianizydyny w 25 mM H>SO4. Proby wymieszano
przez 10 sekund na wytrzasarce mikroplytek (25°C, 500 obrotéw na minut¢) i zmierzono

absorbancj¢ mieszaniny przy 660 nm. Nastgpnie, probki inkubowano przez 3 minuty
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na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotéw na minut¢) i ponownie zmierzono absorbancje
mieszaniny przy 560 nm.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Stezenie TOS wyliczono w oparciu o krzywa wzorcowg dla nadtlenku wodoru. St¢zenie
TOS wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego i przedstawiono w nmol/mg biatka

catkowitego.

3.5.6 Produkty oksydacyjnych uszkodzen lipidow i bialek
Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) oznaczono kolorymetrycznie za pomoca
reakcji z kwasem tiobarbiturowym (TBA) uzywajac jako standardu 1,1,3,3-tetractoksypropanu

[142].

Przebieg doswiadczenia:

Do 250 pl préobki dodano 250 upl wody destylowanej, 500 ul 15% kwasu
trichlorooctowego oraz 500 pl 0,37% TBA. Préby wymieszano przez 10 sekund na worteksie
(25°C, 500 obrotow na minutg). Proby umieszczono w tazni wodnej o temperaturze 100°C
i gotowano przez 10 minut. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej probki wymieszano
na worteksie 1 poddano wirowaniu (4°C, 10000 x g, 10 minut). Pomiaréw absorbancji
dokonano przy dtugosci fali 535 nm.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Stezenie MDA wyliczono w oparciu o krzywa wzorcowa dla 1,1°,3,3’-
tetractoksypropanu. Stezenie MDA wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego

1 wyrazono w nmol/mg bialka catkowitego.

Stezenie adduktow 4-hydroksynonenalu z bialkami (4-HNE) oznaczono metoda
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immunoenzymatyczng ELISA za pomocg gotowego zestawu diagnostycznego (4-HNE Adduct
Competitive ELISA, Cell Biolabs, USA, San Diego). Sktad poszczegélnych odczynnikow

chroniony jest tajemnicg producenta. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm.

Przebieg doswiadczenia:

Oznaczenie stgzenia 4-HNE w badanym materiale wykonywano zgodnie z instrukcja
producenta zataczong do zestawu. Do 96-dotkowej mikroplytki pokrytej koniugatem HNE
dodano 50 pl proby Iub roztworu standardu. Nastepnie, mikroplytke inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut, ciagle wytrzasajac (500 obrotdw na minute).
W kolejnym etapie, do kazdego dotka mikroptytki dodano 50 pl wczesniej rozcienczonego
przeciwciata anty-HNE, po czym mikroptytke inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1h
(500 obrotéw na minut¢). W nastepnym etapie mikroptytke ptukano trzykrotnie 250 ul buforu
do ptukania stosujac automatyczng phuczke do mikroptytek. Do kazdego dotka dodano 100 pl
rozcienczonego wczesniej drugorzedowego przeciwciata HRP i inkubowano w temperaturze
pokojowej w czasie 1h, ciggle wytrzasajac (500 obrotéw na minute). Po inkubacji, mikroptytki
ponownie ptukano 250 pl buforu do ptukania (trzykrotnie). Nastepnie, do mikroptytki dodano
100 pl roztworu substratu i ponownie inkubowano w temperaturze pokojowej w czasie 20
minut, ciaggle wytrzasajac (500 obrotow na minute). Po inkubacji, do mikroptytki dodano 100
ul roztworu zatrzymujacego reakcje.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Absorbancje prob mierzono przy dtugosci fali 450 nm. Stezenie 4-HNE wyliczono
za pomoca krzywej wzorcowej dla HNE-BSA. Stezenie 4-HNE wystandaryzowano

na zawartos¢ biatka calkowitego i wyrazono jako nmol/mg biatka catkowitego.
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Stezenie koncowych produktéw utleniania bialek (AOPP) oznaczono metoda
kolorymetryczna oparta na pomiarze zdolnosci utleniania jonu jodkowego przez utleniacze
zawarte w badanej probie [143]. Produktem reakcji jest jod czasteczkowy, ktorego maksimum

absorbcji wystepuje przy dtugosci fali 340 nm.

Przebieg doswiadczenia:

W celu oznaczenia stgzenia AOPP probki rozcienczono w 0,02 M buforze PBS o pH 7,0
w stosunku objetosciowym 1:5. 200 pl rozcienczonych probek naniesiono na mikroptytke 96-
dotkowa, do ktoérej dodano 10 pl 1,16 M roztworu jodku potasu oraz 20 pl lodowatego kwasu
octowego. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem. Proby
wymieszano przez 10 sekund na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotéw na minute).
Nastepnie, absorbancj¢ prob mierzono przy dlugosci fali 340 nm.

Stezenie AOPP wyliczono za pomocg krzywej wzorcowej dla chloraminy T. St¢zenie
AOPP wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego i wyrazono w pmol/mg biatka

catkowitego.

Zawartos¢ koncowych produktéow zaawansowanej glikacji bialek (AGE) oceniono
za pomocg metody fluorymetrycznej opisanej przez Kalousova i wsp. [143]. Metoda ta polega
na pomiarze charakterystycznej fluorescencji pochodnych karbonylowych z grupy AGE, takich
jak furoilo-furanylo-imidazol (FFI), karboksymetylolizyna (CML), piralina i pentozydyna.

Pomiaréw dokonuje si¢ przy dlugosci fali wzbudzenia 350 nm 1 dtugosci fali emisji 440 nm.

Przebieg doswiadczenia:

W celu oznaczenia zawarto$ci AGE, probki rozcienczono w 0,02 M buforze PBS o pH

7,0 w stosunku objetosciowym 1:5. 200 pl rozcienczonych prébek przeniesiono na mikroplytke
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96-dotkowa z czarnym dnem do pomiaru fluorescencji. Proby wymieszano przez 10 sekund na

wytrzasarce mikroplytek (25°C, 500 obrotdw na minute). Nastepnie, dokonano pomiaru

fluorescencji prob przy dlugosci fali wzbudzenia 350 nm i dlugosci fali emisji 440 nm.
Zawartos¢ AGE wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka calkowitego i wyrazono

w arbitralnych jednostkach fluorescencji (AFU)/mg biatka catkowitego.

3.5.7 Stres nitrozacyjny

Stezenie nadtlenoazotynu (ONOQO) oznaczono metoda fluorymetryczng [142] oparta
na ocenie tempa nitracji fenolu. W wyniku reakcji ONOO" z fenolem powstaje p-nitrofenol,
ktéry wykazuje maksimum absorbcji przy dlugosci fali wzbudzenia 490 nm oraz dtugosci fali

emisji 530 nm.

Przebieg doswiadczenia:

50 ul proby przeniesiono na mikroptytke 96-dotkowa z czarnym dnem do pomiaru
fluorescencji. Nastepnie, dodano 50 pl 500-krotnie rozcienczonej mieszaniny reakcyjnej
zawierajacej 0,6 M roztwor azotanu sodu, 0,7 M roztwor H,O2, 0,6 M roztwér HCl i1 1,5 M
roztwor Na>O,. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem. Proby
mieszano w ciemno$ci przez 10 minut na wytrzasarce mikroptytek (25°C, 500 obrotow
na minut¢). Pomiaru fluorescencji prob dokonano przy dlugosci fali wzbudzenia 490 nm
oraz dtugosci fali emisji 530 nm.

Aby wyliczy¢ stezenie ONOO™ wykorzystano molowy wspodtczynnik absorbeji dla
p-nitrofenolu € = 1670 M'cm™. Stezenie ONOO"~ wystandaryzowano na zawarto$é biatka

catkowitego 1 wyrazono w pmol/mg biatka catkowitego.
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Stezenie 3-nitrotyrozyny (3-NT) oznaczono metoda immunoenzymatyczng ELISA
za pomocg komercyjnego zestawu diagnostycznego (Nitrotyrosin ELISA, Immundiagnostik,
Bensheim, Niemcy). Sktad poszczeg6lnych odczynnikéw chroniony jest tajemnicg producenta.

Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm.

Przebieg doswiadczenia:

Oceng stezenia 3-NT w badanym materiale przeprowadzono zgodnie z instrukcja
producenta zataczona do zestawu. Przed wykonaniem oznaczefi, 96-dotkowa mikroptytke
ptukano pigciokrotnie 250 pl buforu do ptlukania stosujac automatyczng phuczke
do mikroptytek. Do kazdego dotka mikroptytki dodano 100 pl proby lub 100 pl roztworu
standardu. Nastepnie, mikroptytki poddano inkubacji na wytrzasarce mikroptytek
w temperaturze pokojowej w czasie lh, ciagle wytrzasajac (500 obrotow na minute).
Po odessaniu ptynu, mikroptytki poddano ptukaniu 150 pl buforu ptuczacego (pigciokrotnie),
po czym ptyn z dotkéw odessano. Nastepnie, do kazdego dotka mikroptytki dodano 100 ul
koniugatu i poddano inkubacji w temperaturze pokojowej przez 1h, ciagle wytrzasajac (500
obrotow na minutg). Po odessaniu ptynu, mikroptytki ptukano ponownie 250 pl buforu
phuczacego (pigciokrotnie). Po odessaniu ptynu, do kazdego dotka dodano 100 pl roztworu
substratu i inkubowano w temperaturze pokojowej w czasie 20 minut (500 obrotoéw na minutg).
W nastepnym etapie, do mikroptytki dodano 100 pl roztworu zatrzymujacego reakcje.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Absorbancje prob mierzono przy diugosci fali 450 nm. Stezenie 3-NT wyliczono
za pomoca krzywej wzorcowej dla 3-NT. Stezenie 3-NT wystandaryzowano na zawarto$¢

biatka catkowitego i wyrazono jako pmol/mg biatka catkowitego.
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3.5.8 Apoptoza

Aktywnos$¢ kaspazy-3 (CAS-3) oceniono metodg kolorymetryczng z uzyciem Ac-Asp-
Glu-Val-Asp-p-nitroanilidu jako substratu [144]. Zasada metody oparta jest na reakcji
katalizowanej przez CAS-3, w wyniku ktorej z substratu uwolnig si¢ p-nitroanilina (pNA).

Maksimum absorbcji pNA wystepuje przy dtugosci fali 405 nm.

Przebieg doswiadczenia:

10 pul proby naniesiono na mikroptytke 96-dotkowa, do ktérej dodano 90 pl buforu
substratowego zawierajacego 16 pM roztwor Ac-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilidu, 10 mM
roztwor HEPES, 10% roztwér sacharozy, 0,1% roztwor CHAPS oraz 5 mM roztwor
ditiotreitolu. Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem. Mieszaning
reakcyjng inkubowano przez 3 godziny na wytrzasarce mikroptytek (37°C, 500 obrotow
na minute). Nastgpnie, dokonano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 405 nm.

Aktywnos¢ CAS-3 wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka catkowitego 1 wyrazono

w umol/min/mg biatka catkowitego.

3.5.9 Stezenie FGF-2 oraz VEGF-A

Stezenie FGF-2 oznaczono metoda immunoenzymatyczng ELISA za pomoca
komercyjnego zestawu diagnostycznego ELISA Kit for Human Heparin-binding growth factor
2 (HBGF-2, FGF-2) (EIAab, Wuhan, Chiny). Sktad poszczegdélnych odczynnikéw chroniony

jest tajemnicg producenta. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm.

Przebieg doswiadczenia:
Oznaczenie stezenia FGF-2 w badanym materiale wykonywano zgodnie z instrukcja

producenta zataczong do zestawu. W pierwszym etapie przygotowano odczynnik detekcyjny
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rozcienczajac do stezenia roboczego odczynnik A i B. Nastepnie, do mikroptytki 96-dotkowej
dotaczonej do zestawu dodano po 100 pl préby lub roztworu standardu. Ptytki inkubowano
w wytrzasarce mikroplytek (37°C przez 2 godziny), ciagle wytrzasajac (500 obrotow
na minutg). Po inkubacji ptyn z mikroptytki wyrzucono i dodano 100 pl roztworu detekcyjnego
A. Plytke inkubowano przez 2 godziny w 37°C, ciagle wytrzasajac (500 obrotow na minutg).
Nastepnie, mikroptytke ptukano trzykrotnie 300 ul buforu do ptukania stosujac automatyczng
ptuczke do mikroptytek. Do kazdego dotka dodano 100 pl roztworu roboczego odczynnika
detekcyjnego B i inkubowano przez 1 godzing w 37°C, ciagle wytrzasajac (500 obrotow
na minutg). Nastepnie, mikroptytke ptukano trzykrotnie 300 pl buforu do ptukania stosujac
automatyczng ptuczke do mikroptytek. Po ptukaniu, do dotkéw dodano 90 pl roztworu
substratu. Ptytke inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C, ciagle wytrzasajac (500
obrotow na minut¢), po czym do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu zatrzymujacego reakcje.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Pomiaréw absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm. Stezenie FGF-2 odczytano
z krzywej wzorcowej dla FGF-2. Stezenie FGF-2 wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka

catkowitego 1 wyrazono jako pg/mg biatka catkowitego.

Stezenie VEGF-A oznaczono metoda immunoenzymatyczng ELISA za pomoca
komercyjnego zestawu ELISA Kit Vascular endothelial growth factor A VEGF-A) (EIAab,
Wuhan, Chiny). Sktad poszczegdlnych odczynnikéw chroniony jest tajemnica producenta.

Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm.

Przebieg doswiadczenia:

Oznaczenie stezenia VEGF-A w badanym materiale wykonywano zgodnie z instrukcja

producenta zataczong do zestawu. W pierwszym etapie przygotowano odczynnik detekcyjny
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rozcienczajac do stezenia roboczego odczynnik A i B. Nastepnie, do mikroptytki 96-dotkowe;j
dotaczonej do zestawu dodano po 100 pl préby lub roztworu standardu. Ptytki inkubowano
w wytrzasarce mikroplytek (37°C przez 2 godziny), ciagle wytrzasajac (500 obrotow
na minutg). Po inkubacji ptyn z mikroptytki wyrzucono i dodano 100 pl roztworu detekcyjnego
A. Plytke inkubowano przez 2 godziny w 37°C, ciagle wytrzasajac (500 obrotow na minutg).
Nastepnie, mikroptytke ptukano trzykrotnie 300 pl buforu do ptukania stosujac automatyczng
ptuczke do mikroptytek. Do kazdego dotka dodano 100 pl roztworu roboczego odczynnika
detekcyjnego B i inkubowano przez 1 godzing w 37°C, ciagle wytrzasajac (500 obrotow
na minutg). Nastepnie, mikroptytke ptukano trzykrotnie 300 pl buforu do ptukania stosujac
automatyczng ptuczke do mikroptytek. Po ptukaniu, do dotkéw dodano 90 pl roztworu
substratu. Ptytke inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C, ciagle wytrzasajac (500
obrotow na minut¢), po czym do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu zatrzymujacego reakcje.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Pomiaréw absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm. Stezenie FGF-2 odczytano
z krzywej wzorcowej dla VEGF-A. St¢zenie VEGF-A wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka

catkowitego 1 wyrazono jako pg/mg biatka catkowitego.

3.5.10 Aktywnosé mitochondriow
Aktywno$¢ mitochondrialnego kompleksu I (EC 1.6.5.3) oznaczono metoda
kolorymetryczna na podstawie redukcji 2,6-dichloro-difenolu (DCIP) przez -elektrony
pochodzace z decylubichinolu [145]. Mierzono spadek absorbancji przy dtugosci fali 600 nm.
1 unit aktywno$ci mitochondrialnego kompleksu I zdefiniowano jako 1 pumol DCIP

redukowany w czasie 1 minuty w 37°C.

Przebieg doswiadczenia:

92



Do probowki typu eppendorf dodano 20 pl wyizolowanej frakcji mitochondrialnej
oraz 960 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 25 mM roztwor fosforanu potasu, 3,5g/1
albuminy surowicy bydlecej (BSA), 60 pumol/l 2,6-dichloro-difenolu (DCIP), 70 pmol/l
decylubichinonu oraz 1 umol/l antymycyny A. Mieszaning wytrzagsano na worteksie,
a nastepnie inkubowano w 37°C przez 3 minuty w cieplarce laboratoryjnej. Nastepnie, dodano
20 pl 10 mmol/L roztworu NADH. Proby wytrzasano na worteksie i inkubowano w 37°C przez
kolejne 3 minuty. Proby wyjeto z cieplarki, wytrzasano na worteksie i w przeciggu 4 minut
mierzono ich absorbancje przy dtugosci fali 600 nm w odstgpach 30-sekundowych. Nastepnie,
do préob dodano 1 pl rotenonu (Immol/L rotenonu w dimetylosulfotlenku), wytrzasano
na worteksie i ponownie poddano inkubacji przez 4 minuty. Proby wyjeto z cieplarki,
wytrzagsano na worteksie 1 w przeciggu 4 minut mierzono ich absorbancj¢ w odstgpach
30-sekundowych.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Aktywnos$¢ mitochondrialnego kompleksu I wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka

catkowitego 1 wyrazono jako mU/mg biatka catkowitego.

Aktywno$¢ mitochondrialnego kompleksu II (EC 1.3.5.1) oznaczono metoda
kolorymetryczng w oparciu o pomiar aktywno$ci reduktazy bursztynian-ubichinon [145].

Mierzono spadek absorbancji przy dtugosci fali 600 nm.

Przebieg doswiadczenia:

Do probéwki typu eppendorf dodano 10 pl wyizolowanej frakcji mitochondrialnej oraz
1 ml mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 80 mmol/l roztwor fosforanu potasu, 1g/l BSA,
1 mmol/l roztwér EDTA, 2 mmol/l roztwor ATP, 80 pmol/l roztwér DCIP, 50 umol/l roztwér

decylubichinonu, 1 pmol/l rozwtwoér antymycyny oraz 3 umol/l roztwor rotenonu (roztwor
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rotenonu sporzadzono w dimetylosulfotlenku). Mieszaning wytrzagsano na worteksie,
a nastgpnie inkubowano w 37°C przez 10 minut w cieplarce laboratoryjnej. Po tym czasie
do roztworu dodano 0,3 mmol/l roztwor cyjanku potasu oraz 10 mmol/l roztwdr bursztynianu
sodu. Proby ponownie wytrzasano na worteksie i poddano inkubacji w 37°C przez 5 minut.
Préby wyjeto z cieplarki, wytrzasano na worteksie i w ciggu 1 minuty dokonywano pomiaréw
absorbancji przy dtugosci fali 600 nm.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Aktywnos$¢ mitochondrialnego kompleksu II wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka

catkowitego i wyrazono jako mU/mg biatka catkowitego.

Aktywnos$¢ oksydazy cytochromu c¢ (EC 1.9.3.1, COX) oznaczono metoda
kolorymetryczng poprzez pomiar utlenienia zredukowanego cytochromu c przy dtugosci fali

550 nm [146].

Przebieg doswiadczenia:

10 pl zawiesiny mitochondrialnej przeniesiono do probéwki typu eppendorf, do ktorej
dodano 100 pl 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,0, 70 pl 1% cytochromu c, 830 pl wody
destylowanej oraz 10 pl oksydazy cytochromu ¢ (0,3 mg/l w 0,25 M roztworze sacharozy).
Préby wymieszano na worteksie, a nastgpnie przez 2 minuty mierzono zmiany absorbancji
mieszaniny przy 550 nm.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Aktywno$¢ oksydazy cytochromu ¢ wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka

catkowitego i wyrazono jako mU/mg biatka catkowitego.
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Aktywnos$¢ syntazy cytrynianowej (EC 2.3.3.1, CS) oceniono kolorymetrycznie
metoda z  kwasem = 5-tio-2-nitrobenzoesowym,  ktory  powstaje z  kwasu
5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoesowego w trakcie reakcji syntezy CS [147]. Pomiaru absorbancji

dokonano przy dlugosci fali 340 nm.

Przebieg doswiadczenia:

W celu oceny aktywnosci CS do 10 pl zawiesiny mitochondrialnej dodano 100 pl 1mM
roztworu DTNB w IM TRIS-HCI o pH 8,1 oraz 300 pul 10 mM roztworu acetylo-CoA.
Mieszaning wytrzagsano na worteksie, a nastepnie dodano 300 pul 10 mM roztworu
szczawiooctanu. Mieszaning wytrzasano na worteksie, a nastgpnie przez 3 minuty mierzono
zmiany absorbancji przy 340 nm.

Roztwory robocze przygotowano bezposrednio przed oznaczeniem.

Aktywnos$¢ CS wystandaryzowano na zawarto$¢ biatka calkowitego 1 wyrazono

jako mU/mg biatka catkowitego.

3.5.11 Oznaczenie zawartosci metali
Przygotowanie probek

W celu oznaczenia zawarto$ci metali w probkach, w czasie 3 tygodni, co 3 dni,
pobierano medium znad komorek (pierwsze medium pobrano trzeciego dnia od natozenia
tytanowych ptytek), w ktérym oznaczono zawarto$¢ glinu, tytanu oraz wanadu metoda ICP-
MS (spektrometria mas z plazmg sprz¢zong indukcyjnie). Medium znad komoérek oraz medium
kontrolne poddano mineralizacji w taki sam sposéb. Do probowki wirowniczej o pojemnosci
12 ml (Deltalab) przeniesiono 3 ml medium znad komoérek i dodano 0,65 ml 65% kwasu
azotowego (HNO3) oraz 0,35 ml 30% H>0O,. Prébéwki zakrecono korkiem i umieszczono na

90 minut w fazni wodnej w temperaturze 90°C. Nastepnie probki pozostawiono do ochtodzenia
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i poddano odgazowaniu w tazni ultradzwigkowej przez 30 minut (100% mocy).
Po odgazowaniu probki rozcienczono woda dejonizowang do objetosci 9 ml i przechowywano
w temperaturze 4°C do czasu wykonania analizy. W celu kontroli doktadno$ci pomiarow
przeprowadzono eksperyment odzysku. W tym celu probki medium wzbogacono wzorcami Al,
TiiV w trzech roznych stezeniach: 3 ng mL!, 5 ng mL"!, 6 ng mL! (n=3), a nast¢pnie poddano

mineralizacji w sposdb analogiczny do probek medium znad komorek.

Aparatura pomiarowa

Pomiary stezenia metali: glinu, tytanu, wanadu w roztworach po mineralizacji medium
znad komorek prowadzono metoda spektrometrii mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie
sprzezonej ICP-MS. W tym celu wykorzystano spektrometr 8800 Triple Quad ICP-MS (Agilent
Technologies, Singapur) wyposazony w podajnik probek SPS4, nebulizer typu MicroMist,
komore mgielng typu Scott chtodzong systemem Peltiera, niklowe stozki probnika i zbieraka
oraz komor¢ reakcyjno-zderzeniowg ORS®. W celu usuniecia interferencji spektralnych
podczas oznaczania metali zastosowano hel jako gaz zderzeniowy oraz amoniak jako gaz
reakcyjny w komorze ORS?3. Kazdego dnia pomiarowego prowadzono standardowe strojenie
spektrometru ICP-MS w celu kontroli jego prawidlowej pracy. Do zbierania i opracowania

danych pomiarowych wykorzystano program Agilent Mass Hunter.

Analiza ilosciowa

Oznaczenia ilosciowe w zmineralizowanych probkach medium znad komorek
przeprowadzono metoda krzywych kalibracyjnych. Do przygotowania roztworéw wzorcowych
analitow: Al, Ti i V zastosowano jednopierwiastkowe roztwory wzorcowe, z ktorych przez
odpowiednie rozcienczenie przygotowano wzorce robocze. Krzywe kalibracyjne Al, Ti 1 V

wykonano w zakresie stezeh od 0,5 do 50 ng mL! w roztworze medium kontrolnego po
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mineralizacji. Jako wzorzec wewnetrzny w celu kompensacji wptywu matrycy zastosowano
roztwor Rh o stezeniu 100 ng mL™.

Instrumentalne granice wykrywalnos$ci analitow (LOD), obliczone jako 3SD giepej proby/a
(a-nachylenie krzywej kalibracyjnej), wynosity odpowiednio: 0,645 ng mL™! dla Al, 0,417 ng
mL! dla Ti, 0,052 ng mL' dla V. Dokladno$¢ metody potwierdzono kazdego dnia
pomiarowego w eksperymencie odzysku, analizujac zmineralizowane probki medium
wzbogacone analitami. Odzyski metali wynosity 102-106% dla Al, 101-106% dla Ti, 91-102%

dla V.
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3.6 Wykaz odczynnikow:

1,1,3,3-tetractoksypropan, Sigma Aldrich, T9889
2,6-Dichlorofenoloindofenol, DCIP, Sigma Aldrich, D1878
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), Merck,
1117140001

ABTS, Roche, 11684302001

Acetylo-CoA, Sigma Aldrich, A6861
Adenozynotrifosforan, Sigma Aldrich, A1852

Albumina surowicy bydlgcej, BSA, Sigma Aldrich, A7906
Antybiotyk-Antymykotyk, Gibco, 15240062)
Antymycyna, Sigma Aldrich, A8674

Azotan V sodu, Sigma Aldrich, 221341

Azydek potasu, Sigma Aldrich, 740411

BSA bez kwasow thuszczowych, Sigma Aldrich, A8806
Bursztynian sodu, Sigma Aldrich, S9637

CHAPS, Roche, CHAPS-RO

Chlorek magnezu - woda 1/6, Sigma Aldrich, 246964
Chlorek sodu, Sigma Aldrich, S5886

Chlorowodorek adrenaliny, Sigma Aldrich, E4642
Cyjanek potasu, Sigma Aldrich, 31252

Decylubichinon, Sigma Aldrich, D7911

Decylubichinon, Sigma Aldrich, D7911

Ditiotreitol, DDT, Sigma Aldrich, D9163
Diwodorofosforan potasu, Sigma Aldrich, P0662
Diwodorofosforan sodu, Sigma Aldrich, RDD007

DMSO, Chempur, 1136355009

EGTA, Sigma Aldrich, E0396

Glicerol, Sigma Aldrich, 237045902

Glicyna, Sigma Aldrich, G§790

Glutation utleniony, GSSG, Sigma Aldrich, G4376
HEPES, Sigma Aldrich, H4034

Hydrat soli sodowej 2,6-dichloroindofenolu, DCIP, Sigma Aldrich, D1878

Jednopierwiastkowe roztwory wzorcowe ICP:
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Al 1000 mg L' w 2% HNOs3, Certipur, 119770
Ti 1000 mg L' w 2% HNO3 z 0,05% HF, TraceCERT, 44266
V 1000 mg L' w 3 % HNO3, TraceCERT, 18399
Rh 1000 mg L' w 2-3% HNOj3, Sulpeco, 1.70345
Jodek potasu, Sigma Aldrich, 221945
Kaspaza-3, Sigma Aldrich, SCP0103
kwas 2-tiobarbiturowy, TBA, Sigma Aldrich, T5500
Kwas 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoesowy), DTNB, Sigma Aldrich, D218200
Kwas etylenodiaminotetraoctowy, EDTA, Sigma Aldrich, E6758
Kwas siarkowy, Sigma Aldrich, 237045902
Kwas solny, HCI, Sigma Aldrich, 258148
Kwas trichlorooctowy, Sigma Aldrich, 91230
Kwas trojchlorooctowy, Sigma Aldrich, T6399
Laktobionian, Pol-Aura, PA-03-2515-K#25G
Lucygenina, Sigma Aldrich, M8010
Mannitol, Sigma Aldrich, M4125
Medium do hodowli fibroblastow, ATCC, PCS-201-030™
MOPS, Sigma Aldrich, M1254
N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanalid, ThermoFisher Scientific, J65878.MB
NADH, Roche, 10128023001
NADPH, Millipore, 481973
Nadtlenek wodoru 30%, SAFC, 1.08597
Octan sodu, Sigma Aldrich, 241245
Oranz ksylenowy, Chempur, 237045902
PBS w w/o Ca i Mg, PAN-BIOTECH, P04-36500
Reduktaza glutationowa, Sigma Aldrich, G9297
Rotenon, Sigma Aldrich, R8875
Sacharoza, Chempur, 427720906
Stezony kwas octowy, CH3COOH, Sigma Aldrich, A6283
Szczawiooctan, Sigma Aldrich, S17109
Tauryna, Merck, 8086160005
Test ELISA do oznaczania ste¢zenia VEGF-A, ELISA Kit for Human Vascular endothelial
growth factor A (VEGF-A), EIAab, E0143h



Test ELISA do oznaczania FGF-2, ELISA Kit for Human Heparin-binding growth factor 2
(HBGF-2), EIAab, E0551h

Test ELISA do oznaczania stezenia 3-NT, Nitrotyrosin ELISA, Immundiagnostik, K 7829
Test ELISA do oznaczania st¢zenia 4-HNE, 4-HNE Adduct Competitive ELISA, Cell Biolabs,
STA-838

TRIS, Cytiva, GE17-1321-01

Trypsyna, Gibco, 15400054

Weglan sodu, Supelco, 56169

Wodorofosforan sodu, Sigma Aldrich, 71640-M

Wodorotlenek sodu, Chempur, 118109252

Wodoroweglan sodu, Sigma Aldrich, S6014

Zestaw do oceny st¢zenia biatka catkowitego, PIERCE BCA Protein Assay Kit,
ThermoFisher Scientific, 23225

Zestaw do wzrostu fibroblastow z surowicg bydleca (ATCC, PCS-201-041T™)

3.7 Wykaz sprzetu:

Cieplarka laboratoryjna SalvisLab, DanLab

Czytnik mikroptytek Infinite M200 PRO, Tecan.

Inkubator DTS-4 Sky-Line, Elmi

Inkubator Forma Steri-cycle 1160

Komora z przeptywem laminarnym Telstar Aeolus (z predkoscia przeptywu powietrza: 0,36
m/s)

Laznia Aquarius DanLab, SL-8, 20-002

LazZnia ultradzwigkowa Banderline, DL 255H

Laznia wodna LaboPlay, SWB 22N

Mikroskop Delta Optical IB-100

Ptuczka do mikroplytek Biotek 50 TS

Sonifikator Hielscher, UP 400S

Spektrometr 8800 Triple Quad ICP-MS, Agilent Technologies
Waga labolatoryjna KERN PLI 510- 3M

Wiréwka eppendorf Centrifuge 5804 R)

Wytrzgsarka typu Vortex V-3, Elmi
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3.8 Analiza statystyczna

Zmienne iloSciowe opisano przez parametry statystyki

srednig

arytmetyczng i odchylenie standardowe. Normalno$¢ rozktadu sprawdzono za pomoca testu

Shapiro-Wilko, natomiast homogenoczno$¢ wariancji za pomoca testu Browna-Forsythe’a.

Do poréwnan grup zastosowano test ANOVA wraz z testem post-hoc HSD Tukey’a.

Dla przeprowadzonych analiz statystycznych przyjeto poziom istotnosci ponizej 0,05.

W celu oceny zalezno$ci pomigdzy zmiennymi ilo§ciowymi postuzono si¢ testem

korelacji parametrycznej Pearsona. W analizie statystycznej oznaczono skal¢ wspdtczynnika

korelacji (r):

r=0 zmienne nieskorelowane

0<r<l1

0,1 <r<0,3
0,3<r<0,5
0,5<r<0,7
0,7<r<0,9

09<r<1,0

Analizy statystyczne zostaly wykonane w programie Statistica 12.0.

korelacja bardzo staba
korelacja staba
korelacja przecigtna
korelacja wysoka
korelacja bardzo wysoka

korelacja prawie pelna
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4. Wyniki

Tabela 8. Ocena zywotnosci fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka
wanadu, oceniona w te§cie MTT (wyniki przedstawiono jako % kontroli; jako kontrole¢ przyj¢to
krazki polistyrenowe).

\Y% V(st) V(1)
24h 86,77 + 7,97 96,19 +2.52 87,69 + 6,60
7 dni 90,04 + 7,81 91,50 + 5,44 87,79 + 5,41
14 dni 65,72+ 5817 | 166,81 £3,28 | 157,96+ 2,46
21 dni 49,72 + 1,47 | 142,56 £0,96 | 141,23 +0,17

(V —stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V z powloka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V
z powloka anodowang na twardo),
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

- Wykazatam, Ze Zywotnos$¢ fibroblastow narazanych na stop tytanu z wanadem oceniana
po 24h w tescie MTT byta nieistotnie wyzsza dla stopu V(t) w stosunku do stopu V.
Odnotowatam nieistotnie nizsza zywotno$¢ fibroblastow narazanych na stop tytanu z wanadem
po 24h dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st). Zaobserwowatam nieistotnie wyzsza
zywotnos$¢ fibroblastow narazanych na stop tytanu z wanadem po 24h dla stopu V(st)

w stosunku do stopu V (Tabela 8).

7 dni

Zaobserwowalam, ze zywotno$¢ komoérek oceniana w tescie MTT po 7 dniach byla
nieistotnie nizsza dla stopu V(t) w stosunku do stopu V. Wykazatam nieistotnie nizsza
zywotno$¢ komoérek po 7 dniach dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st). Wykazalam
nieistotnie wyzszg zywotno$¢ komodrek po 7 dniach dla stopu V(st) w stosunku do stopu V

(Tabela 8).
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14 dni

Wykazatam, ze Zywotno$¢ komorek oceniana po 14 dniach w tescie MTT bytla istotnie
wyzsza dla stopu V(t) w stosunku do stopu V (p=0,001). Dowiodtam brak istotnych zmian
w zywotnosci fibroblastoéw mierzong testem MTT w 14 dobie eksperymentu pomig¢dzy stopem
V(t) w stosunku do stopu V(st). Wykazatam, ze zywotno$¢ komorek oceniania po 14 dniach
w tescie MTT bytla istotnie wyzsza dla stopu V(st) w stosunku do stopu V (p=0,001) (Tabela

8).

21 dni

Odnotowalam, ze zywotno$¢ komodrek oceniana po 21 dniach w tescie MTT byla
istotnie wyzsza dla stopu V(t) w stosunku do stopu V (p=0,003). Dowiodlam brak istotnych
zmian w zywotnosci fibroblastéw mierzong testem MTT w 21 dobie eksperymentu pomigdzy
stopem V(t) w stosunku do stopu V(st). Wykazatam, ze zywotno$¢ komorek oceniania po 21
dniach w tescie MTT bytla istotnie wyzsza dla stopu V(st) w stosunku do stopu V (p=0,001)

(Tabela 8).
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Tabela 9. Stezenie biatka catkowitego (BCA, ng/ml) w komodrkach fibroblastow poddanych
ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola \Y% V(st) V(t)
24h 2527,43+53,32 2300,05+94,53 | 2245,29+37,67 | 2261,58+228,22
7 dni 3550,93+20,15%""" | 1526,97+41,68 | 1360,07+91,98 | 1491,94+41,53
14 dni 3660,13+£16,31%""" | 1231,624+48,68 | 1449,80+118,42 | 1543,91+65,34
21 dni 2242,17+18,03%"" | 995,36+63,56 984,83+46,05 891,24+836,93

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V

z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)
*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Ze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24h bylo nieistotnie nizsze dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli. Wykazatam, ze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24h nie réznilo si¢ istotnie pomiedzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st), V(t) (Tabela 9).

7 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byto istotnie nizsze dla stopéw V, V(st),
V(t) w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p=0,0001, p=0,0001). Dowiodtam,
ze stezenie biatka calkowitego w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu

z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie réznito si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi

na stopy V, V(st), V(t) (Tabela 9).

14 dni
Wykazatam, Ze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow eksponowanych

na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze dla stopow V, V(st),
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V(t) w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p=0,0001, p=0,0001). Stezenie biatka
catkowitego w komorkach fibroblastéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14
dniach ekspozycji nie r6znito si¢ istotnie pomig¢dzy komorkami narazonymi na stopy V, V(st),

V(t) (Tabela 9).

21 dni

Zaobserwowalam, ze stezenie biatka catkowitego w komodrkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze
dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,002, p=0,001).
Dowiodtam, ze stezenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie réznito si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st), V(t) (Tabela 9).
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Tabela 10. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD mU/mg biatka) w komodrkach

fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 3,41£0,12 6,13+0,97 5,18+0,70 5,85+0,16
7 dni 3,59+0,50~ | 13,09+0,10%" | 22,06+0,62 | 20,24+0,66
14 dni 3,51+0,67- | 9,62+0,25%™ | 21,21+0,58 | 22,64+0,23
21 dni 0,38+0,05 | 5,37+0,03"" | 27,26+0,12 | 25,57+0,32

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V

z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)
*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze aktywno§¢ SOD w komorkach fibroblastéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24h byla nieistotnie wyzsza dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli. Wykazatam, ze aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow eksponowanych

na krazki tytanu z wanadem po 24h nie roznita si¢ istotnie pomi¢dzy komoérkami narazonymi

na stopy V, V(st), V(t) (Tabela 10).

7 dni

Odnotowatam, ze aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V, V(st),
V(t) w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p<0,0001, p<0,0001). Zaobserwowatam,
ze aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 7 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopow V(st), V(t) w stosunku do V
(odpowiednio p=0,03, p<0,02). Wykazatam, ze aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie

pomiegdzy komdrkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 10).

14 dni
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Wykazatam, ze aktywno§¢ SOD w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,04, p<0,0001, p<0,0001). Dowiodtam,
ze aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po
14 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V(st), V(t) w stosunku do V
(odpowiednio p=0,03, p<0,02). Wykazatam, ze aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie

pomiegdzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 10).

21 dni

Wykazatam, ze aktywno§¢ SOD w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (edpowiednio p=0,01, p<0,0001, p<0,0001). Aktywnos¢ SOD
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V(st), V(t) w stosunku do V (odpowiednio
p<0,0001, p<0,0001). Odnotowatam, ze aktywnos¢ SOD w komodrkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie

pomiegdzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 10).
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Tabela 11. Aktywno$¢ katalazy (CAT nmol/min/mg biatka) w komorkach fibroblastow
poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 0,65+0,06 0,59+0,05 0,59+0,09 0,61+0,04
7 dni 2,88+0,57 2,90+0,28 2,71+0,89 3,76£1,56
14 dni 3,02+0,13 | 8,18+0,09%" | 5,85+0,04 6,98+0,07
21 dni 1,02+0,15> | 10,02+0,14%" | 7,04+0,05 6,01+0,01

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze aktywno§¢ CAT w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24h nie rdznila si¢ istotnie pomi¢dzy komodrkami z grupy kontrolnej
a komorkami narazonymi na stopy V, V(st), V(t). Aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24h nie roznita si¢ istotnie pomiedzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st), V(t) (Tabela 11).

7 dni

Odnotowatam, ze aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdéznila si¢ istotnie pomig¢dzy
komoérkami z grupy kontrolnej a komoérkami narazonymi na stopy V, V(st), V(t).
Zaobserwowalam, ze aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdéznifa si¢ istotnie pomi¢dzy komodrkami

narazonymi na stopy V, V(st), V(t) (Tabela 11).

108



14 dni

Wykazatam, ze aktywno§¢ CAT w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,01, p=0,04, p=0,04). Aktywno$¢ CAT w komoérkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie
nizsza dla stopéow V(st), V(t) w stosunku do V (odpowiednio p=0,03, p=0,04).
Zaobserwowalam, ze aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie roznita si¢ istotnie pomie¢dzy komoérkami

narazonymi na stopy V(st) 1 V(t) (Tabela 11).

21 dni

Wykazatam, ze aktywno§¢ CAT w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (edpowiednio p=0,001, p<0,01, p<0,01). Odnotowatam, ze aktywnos¢
CAT w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopow V(st), V(t) w stosunku do V (edpowiednio p<0,02,
p<0,03). Aktywnos¢ CAT w komodrkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie roznila si¢ istotnie pomiedzy komorkami narazonymi

na stopy V(st) 1 V(t) (Tabela 11).
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Tabela 12. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPx, mU/mg biatka) w komorkach
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 1,61+0,09" | 6,41+0,07 7,39+0,16 6,48+0,16
7 dni 2,04+0,02 | 7,05+0,09 6,91+0,04 6,07+0,15
14 dni 3,14+0,02 3,04+0,40 4,50+0,54 3,81+0,52
21 dni 0,49+0,07 0,51+0,07 0,64+0,15 0,64+0,09

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Zze aktywno$¢ GPx w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji bylta istotnie wyzsza dla stopéw V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,004, p=0,001). Zaobserwowatam,
ze aktywno$¢ GPx w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 24 godzinach ekspozycji nie rdéznita si¢ istotnie pomig¢dzy komdrkami narazonymi na stopy

V, V(st) i V(t) (Tabela 12).

7 dni

Wykazatam, Zze aktywno$¢ GPx w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,006, p=0,01, p=0,001). Aktywnos¢ GPx
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji

nie réznila si¢ istotnie pomig¢dzy komorkami narazonymi na stopy V, V(st) 1 V(t) (Tabela 12).
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14 dni

Dowiodlam, ze aktywno§¢ GPx w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie roznita si¢ istotnie pomiedzy komodrkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywnos¢ GPx w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie

pomiedzy komdrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 12).

21 dni

Zaobserwowalam, ze aktywno$¢ GPx w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie réznila si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywno§¢ GPx w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 12).
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Tabela 13. Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GR, mU/mg biatka) w komorkach
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 0,33+0,03 0,29+0,02 0,30+0,05 0,30+0,02
7 dni 5,91+0,01° 1,1240,16™" | 5,02+0,05 5,36+0,07
14 dni 9,1740,03""" | 1,32+0,05"" | 3,984+0,07"*" | 5,29+0,01
21 dni 10,59+0,55° 2,46+0,05%™ | 10,91+0,95 | 10,17+0,69

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V

z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)
*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Zaobserwowalam, ze aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami narazonymi na stopy V, V(st) 1 V(t). Aktywnos¢ GR w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie r6znila si¢ istotnie

pomiedzy komdrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 13).

7 dni

Wykazatam, ze aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopu V w stosunku
do kontroli (p=0,01). Aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdéznita si¢ istotnie pomigdzy komodrkami
narazonymi na stopy V(st) i V(t) a grupa kontrolng. Odnotowalam, ze aktywno$¢ GR
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji
byla istotnie wyzsza dla stopow V(st), V(t) w stosunku do aktywnosci GR w komorkach
fibroblastow eksponowanych na stop V (odpowiednio p=0,02, p=0,04). Aktywno$¢ GR
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji

nie rdznila si¢ istotnie pomig¢dzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 13).

112



14 dni

Odnotowalam, ze aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopu V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,01, p=0,04). Aktywno$¢ GR w komoérkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie
wyzsza dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do aktywnosci GR w komoérkach fibroblastow
eksponowanych na stop V (odpowiednio p=0,04, p=0,02). Wykazatam, ze aktywno$¢ GR
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach
ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w stosunku do aktywnosci GR w komérkach

fibroblastow eksponowanych na stop V (st) (p=0,04) (Tabela 13).

21 dni

Wykazatam, ze aktywnos$¢ GR w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopu V w stosunku
do kontroli (p=0,001). Aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie roznita si¢ istotnie pomie¢dzy komoérkami
narazonymi na stopy V(st) i V(t) a grupa kontrolng. Zaobserwowatam, ze aktywnos¢ GR
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do aktywnosci GR
w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V (odpowiednio p=0,002, p=0,001).
Wykazatam, ze aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie roznila si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi

na stopy V(st) 1 V(t) (Tabela 13).
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Tabela 14. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH, nmol/mg biatka) w komodrkach
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 1,61+0,19 1,17+0,12 1,19+0,25 1,56+0,24
7 dni 9,07+0,81° 3,71+0,01% | 8,35+0,62"" | 10,99+0,01
14 dni 17,60+0,14"" | 3,11+0,07"" | 6,53+0,08"*" | 9,2140,01
21 dni 22,24+0,42° 4,74+0,03%" | 21,30+0,83 | 20,53+0,33

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V

z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)
*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Ze st¢zenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 14).

7 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze dla stopu V w stosunku
do kontroli (p=0,008). Stezenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roéznilo si¢ istotnie pomiedzy komodrkami
narazonymi na stopy V(st) i V(t) a grupa kontrolng. Stezenie GSH w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze
dla stopow V(st), V(t) w stosunku do stgzenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych
na stop V (odpowiednio p=0,03, p=0,03). Wykazatam, ze st¢zenie GSH w komorkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byto istotnie

wyzsze dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st) (p=0,04) (Tabela 14).
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14 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byto istotnie nizsze dla stopéw V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (edpowiednio p=0,008; p=0,003, p=0,01). Odnotowatam, Ze stezenie
GSH w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach
ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopow V(st), V(t) w stosunku do stezenia GSH
w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V (odpowiednio p=0,03, p=0,03).
Wykazatam, Ze st¢zenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylto istotnie wyzsze dla stopu V(t) w stosunku do stopu

V(st) (p=0,02) (Tabela 14).

21 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak i w stosunku do st¢zenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych
na stopy V(st) i V(t) (odpowiednio p<0,008, p<0,002, p<0,002). St¢zenie GSH w komoérkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie r6znito
si¢ istotnie pomigdzy komorkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) a grupa kontrolna, a takze

nie roznilo si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 14).
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Tabela 15. Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAC, pmol/mg biatka) w komorkach
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 0,83+0,08 0,70+0,05 0,80+0,12 0,94+0,11
7 dni 7,42+0,02"" 0,57+0,08""" | 4,68+0,07"" | 7,99+0,61
14 dni 15,4440,49"" | 1,30+£0,05%™ | 4,07+0,02"*" | 8,47+0,52
21 dni 15,08+0,08° 2,28+0,15%™ | 14,67+0,35 | 15,57+0,13

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie r6znit si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi
na stopy V, V(st) i V(t). TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznit si¢ istotnie pomigdzy komérkami narazonymi

na stopy V, V(st) 1 V(t) a grupa kontrolng (Tabela 15).

7 dni

Wykazatam, ze TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 7 dniach ekspozycji byt istotnie nizszy dla stopu V i V(st) w stosunku do kontroli
(odpowiednio p=0,0001, p=0,03). TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznit si¢ istotnie pomigdzy komodrkami
narazonymi na stop V(t) a grupa kontrolng. TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byl istotnie wyzszy dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V (odpowiednio
p=0,03, p=0,001). Wykazatam, ze TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopu V(t) w stosunku

do stopu V(st) (p=0,03) (Tabela 15).
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14 dni

Wykazatam, ze TAC w komodrkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byt istotnie nizszy dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,001; p=0,007, p=0,01). TAC w komodrkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy
dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do TAC w komorkach fibroblastéw eksponowanych na stop
V (odpowiednio p=0,03, p=0,01). Wykazalam, ze TAC w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy

dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st) (p=0,02) (Tabela 15).

21 dni

Wykazatam, ze TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze dla stopu V w stosunku do kontroli,
jak 1 w stosunku do TAC w komoérkach fibroblastow eksponowanych na stopy V(st) i V(t)
(odpowiednio p<0,003, p<0,002, p<0,002). TAC w komorkach fibroblastéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie rdéznit si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) a grupa kontrolng, a takze nie rdznit si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 15).
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Tabela 16. Catkowita zdolno$¢ oksydacyjna (TOS, nmol/mg biatka) w komorkach fibroblastow
poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A" V(st) V(t)
24h 1,30+0,19° 5,13£0,36%" | 2,1940,42 2,29+0,48
7 dni 1,9340,33 | 10,46+0,19%" | 6,04+0,44" | 3,30+0,64
14 dni 1,5440,44" | 19,924+0,33%" | 7,244+0,44" | 4,27+0,41
21 dni 1,5340,17 | 21,634+0,69"" | 6,99+0,25™ | 4,17+0,18

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 24 godzinach ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopu V w stosunku do kontroli,
jak 1 w stosunku do TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na stopy V(st) i V(t)
(odpowiednio p<0,02, p<0,03, p<0,03). TOS w komodrkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznit si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) a grupa kontrolng, a takze nie rdznit si¢ istotnie

pomiegdzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t) (Tabela 16).

7 dni

Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z
wanadem po 7 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,001; p=0,009, p=0,04). TOS w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byl istotnie nizszy
dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop
V (odpowiednio p=0,03, p=0,001). Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy

dla stopu V(st) w stosunku do stopu V(t) (p=0,03) (Tabela 16).
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14 dni

Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli (edpowiednio p<0,001; p=0,007, p=0,02). TOS w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byt istotnie nizszy
dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop
V (odpowiednio p=0,004, p=0,001). Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy

dla stopu V(st) w stosunku do stopu V(t) (p=0,03) (Tabela 16).

21 dni

Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli (edpowiednio p<0,001; p=0,009, p=0,02). Odnotowatam, ze TOS w komodrkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byt istotnie
nizszy dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do TOS w komoérkach fibroblastow eksponowanych
na stop V (odpowiednio p=0,001, p=0,0001). Wykazatam, ze TOS w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byt istotnie wyzszy

dla stopu V(st) w stosunku do stopu V(t) (p=0,03) (Tabela 16).
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Tabela 17. Aktywno$¢ NADPH oksydazy (NOX, nmol/min/mg biatka) w komorkach
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 5,32+0,86" 83,03+0,61"" |6,61+1,01 |657+0,56
7 dni 34,49+0,29" | 331,23 £2,78""" | 153,27+£2,85 | 148,85 +2,79
14 dni 46,28+0,13" 470,83 + 1,54~ | 69,19+ 19,51 | 50,76 + 5,56
21 dni 68,42 +0,92° 420,39 2,87 | 61,27 +2.29 | 59,18+ 1,19

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze aktywnos$¢ NOX w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak rowniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w komodrkach eksponowanych
na stopy V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,001, p=0,001, p=0,001). Aktywnos¢ NOX
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach
ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t),

jak rowniez pomigdzy stopami V(st) i V(t) a kontrolg (Tabela 17).

7 dni

Wykazatam, ze aktywnos$¢ NOX w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopow V, V(st) 1 V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,001, p=0,001, p=0,001). Odnotowatam,
ze aktywnos$¢ NOX w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 7 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopu V w stosunku do aktywnosci tego enzymu
w komorkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,008, p=0,005).

Aktywnos$¢ NOX w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
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po 7 dniach ekspozycji nie roznita si¢ istotnie pomigdzy komorkami narazonymi na stopy V(st)

1 V(t) (Tabela 17).

14 dni

Wykazatam, ze aktywno$¢ NOX w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak rowniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w komoérkach eksponowanych
na stopy V(st) i V(t) (odpowiednio p<0,001, p<0,001, p<0,001). Wykazatam, ze aktywno$¢
NOX w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach
ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t),

jak rowniez pomigdzy stopami V(st) i V(t) a kontrolg (Tabela 17).

21 dni

Wykazatam, ze aktywnos¢ NOX w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak rowniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w komodrkach eksponowanych
na stopy V(st) i V(t) (odpowiednio p<0,001, p<0,001, p<0,001). Aktywnos¢ NOX
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t),

jak rowniez pomigdzy stopami V(st) i V(t) a kontrolg (Tabela 17).

121



Tabela 18. St¢zenie dialdehydu malonowego (MDA, nmol/mg biatka) w komorkach

fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 0,19 + 0,06 0,19+0,06 |0,20+0,02 |0,17+0,06
7 dni 0,59 £0,01"" 1 6,05+0,26" |581+0,67 |1,97+0,06
14 dni 0,60 = 0,02"" 6,66 £0,07""" | 3,96 £ 0,05 | 0,72 £ 0,06
21 dni 0,49 + 0,03’ 548+0,31%"10,54+0,22 | 0,46+0,35

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie MDA w komorkach fibroblastéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 18).

7 dni

Wykazatam, ze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopéw V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,001, p<0,001, p=0,02). Stezeniec MDA
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji
bylo istotnie wyzsze dla stopéw V 1 V(st) w stosunku do stezenia MDA w komorkach
eksponowanych na stop V(t) (odpowiednio p=0,006, p=0,004). Odnotowatam, ze stezenie
MDA w komérkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach
ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomigdzy komorkami narazonymi na stopy V 1 V(st) (Tabela

18).
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14 dni

Wykazatam, ze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopéw V i V(st)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,001, p=0,01).Stezenie MDA w komorkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie
wyzsze dla stopéw V i V(st) w stosunku do stezenia MDA w komoérkach eksponowanych
na stop V(t) (odpowiednio p=0,006, p=0,01). Wykazatam, ze stezenie MDA w komorkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie
wyzsze dla stopu V w stosunku do stezenia MDA w komorkach eksponowanych na stop V(st)

(p=0,01) (Tabela 18).

21 dni

Wykazatam, ze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopu V w stosunku
do kontroli i stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio p<0,001, p<0,001, p<0,001). Odnotowatam,
ze stezenie MDA w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 21 dniach ekspozycji nie roznilo si¢ istotnie pomigdzy komoédrkami narazonymi na stopy

V(st) i V(t), jak rowniez pomiedzy stopami V(st) i V(t) a kontrola (Tabela 18).
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Tabela 19. Ste¢zenie adduktéw 4-hydroxynonenalu (addukty 4-HNE, nmol/mg bialka)
w komorkach fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 0,15+ 0,07 0,11+0,14 |0,14+022 |0,13+0,08
7 dni 0,52 + 0,09 5,69+0,18" |4,52+0,16"" | 0,68 +0,30
14 dni 0,68 = 0,02"" 8,75+0,01" | 3,49+ 0,07 | 0,94 + 0,11
21 dni 0,85+ 0,08’ 7,17+0,08"" | 0,89 £0,70 | 0,86+0,18

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V

z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)
*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastoéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roéznito si¢ istotnie pomig¢dzy
komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie adduktow 4-HNE w komorkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie
r6znilo si¢ istotnie pomi¢dzy komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupg kontrolng

(Tabela 19).

7 dni

Wykazatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopow V i V(st)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,001, p=0,002). Stezenie adduktow 4-HNE
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji
bylo istotnie wyzsze dla stopéw V i V(st) w stosunku do stgzenia adduktow 4-HNE
w komorkach eksponowanych na stop V(t) (edpowiednio p=0,0001, p=0,004). Wykazatam,
ze stezenie adduktéw 4-HNE w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi

na stopy V 1 V(st) (Tabela 19).
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14 dni

Wykazatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V i V(st)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,001, p=0,009). Odnotowatam, ze stezenie adduktow
4-HNE w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach
ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V 1 V(st) w stosunku do stezenia adduktéw 4-HNE
w komorkach eksponowanych na stop V(t) (odpowiednio p=0,0001, p=0,01). Wykazatam,
ze stezenie adduktéw 4-HNE w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopu V w pordwnaniu do st¢zenia

adduktow 4-HNE w komorkach eksponowanych na stop V(st) (p=0,001 (Tabela 19).

21 dni

Wykazatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastoéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopu V
w stosunku do kontroli (p<0,001). Zaobserwowatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopu V w poréwnaniu do stgzenia adduktow 4-HNE
w komorkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,001, p=0,001).
Odnotowatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastoéw eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie réznito si¢ istotnie pomigdzy
komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t), jak rowniez pomiedzy stopami V(st) i V(t)

a kontrolg (Tabela 19).

125



Tabela 20. St¢zenie zaawansowanych produktow oksydacyjnych modyfikacji biatek (AOPP,
umol/mg biatka) w komorkach fibroblastéw poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka

wanadu.
Kontrola \" V(st) V(t)
24h 0,170,061 0,78+0,02 [0,79+0,04 |0,74 £0,06
7 dni 0,51 0,05 |1,12+0,06 |190=+0,02 |1,16x+0,08
14 dni 096007 |320+001 |329+0,09 |296=+0,06
21 dni 0,62+0,09 1400009 |3,75+0,09 |3,77+0,03

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powtloki, V(st) stop Ti6Al4V

z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powlokg anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)
*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24 h

Wykazatam, ze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,01, p=0,01, p=0,02). Stezenie AOPP w komoérkach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji

nie roznilo si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 20).

7 dni

Wykazatam, ze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopéw V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,02, p=0,01, p=0,02). Odnotowalam, ze stezenie
AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach
ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

(Tabela 20).
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14 dni

Wykazatam, ze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,008, p=0,001, p=0,002). Zaobserwowatam,
ze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 14 dniach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomi¢dzy komorkami narazonymi na stopy V,

V(st) i V(t) (Tabela 20).

21 dni

Wykazatam, ze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,001, p=0,003). Wykazatam, ze stezenie
AOPP w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

(Tabela 20).
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Tabela 21. Stgzenie grup disiarczkowych (tioli) (SS, umol/mg biatka) w komorkach
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(©)
24h 28,80+ 0,15 11,46 £0,91%" | 27,67+ 0,67 | 27,55+0,57
7 dni 32,36 +0,23° 7,38 +0,44>" | 33,53+£0,01 |32,36+0,36
14 dni 45,68 £0,34™" | 741037 | 12,93+0,17 | 12,70 0,62
21 dni 47,58 £ 0,32 | 6,49 +0,71%" | 31,25+ 0,87 | 29,28 +0,62

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowana na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, 7zZe stgzenie grup disiarczkowych w  komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji byto istotnie nizsze
dla stopu V, w stosunku do kontroli i stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,01, p=0,03,
p=0,02). Stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami
narazonymi na stopy V(st) i V(t), jak rowniez pomiedzy stopami V(st) i V(t) a kontrola (Tabela

21).

7 dni

Wykazatam, zZe stgzenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze
dla stopu V, w stosunku do kontroli i stopow V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,002, p=0,003,
p=0,0012). Odnotowatam, ze stezenie grup disiarczkowych w komoérkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznilo si¢ istotnie
pomiedzy komorkami narazonymi na stopy V(st) i V(t), jak rowniez pomiedzy stopami V(st)

1 V(t) a kontrola (Tabela 21).
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14 dni

Wykazatam, zZe stgzenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze
dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,002, p=0,002).
Zauwazytam, ze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze dla stopu V,
w stosunku do stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,03, p=0,04). Wykazatam, ze stezenie
grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 14 dniach ekspozycji nie r6znilo si¢ istotnie pomi¢dzy komodrkami narazonymi na stopy

V(st) 1 V(t) (Tabela 21).

21 dni

Wykazatam, zZe stgzenie grup disiarczkowych w  komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze
dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p=0,04, p=0,03).
Stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byto istotnie nizsze dla stopu V, w stosunku do stopow
V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,003, p=0,001). Wykazatam, ze st¢zenie grup disiarczkowych
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie roéznito si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V(st) i V(t)

(Tabela 21).
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Tabela 22. Stezenie zaawansowanych produktéw koncowej glikacji bialek (AGE, AFU/mg
biatka) w komarkach fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 1,12+ 0,43 1,22+0,16 1,34+ 0,15 1,21 £0,21
7 dni 2,50+ 0,49 2,10+0,86 2,46 £ 0,45 2,24 +0,49
14 dni 4,18 £ 0,07 4,87+ 0,82 4,59 +0,38 3,99 £0,53
21 dni 4,11 +0,09"™ | 7,45+ 0,54 7,15+0,50 6,89 £ 0,30

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowana na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Ze st¢zenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komodrkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 22).

7 dni

Wykazatam, Ze stezenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komorkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznilo si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 22).

14 dni
Wykazatam, Ze st¢zenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie pomie¢dzy komoérkami

narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych
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na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie roéznito si¢ istotnie pomig¢dzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 22).

21 dni

Stezenie AGE w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 21 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli
(odpowiednio p=0,02, p=0,02, p=0,03).
Wykazatam, Ze st¢zenie AGE w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi

na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 22).
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Tabela 23. St¢zenie nadtlenoazotynu (ONOO", pmol/mg biatka) w komorkach fibroblastow
poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola \Y V(st) V(t)
24h 2,72 +£0,31 2,64 +0,08 248 +0,28 2,88 +0,35
7 dni 4,04 +0,72 4,05 +0,29 421 +£044 4,07 £0,35
14 dni 304+042 3,62+040 348 £0,54 3,81+0,52
21 dni 3,74 0,53 | 17,81+£0,09 |1550+021 | 16,69=+0,06

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenows, V — stop Ti6Al4V bez powtoki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Ze st¢zenie ONOO™ w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie ONOO  w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznito si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 23).

7 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie ONOO™ w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komodrkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie ONOO w komorkach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 23).

14 dni
Wykazatam, Ze st¢zenie ONOO™ w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie pomi¢dzy komoérkami

narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie ONOO w komorkach fibroblastow
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eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie roéznito si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 23).

21 dni

Stezenie ONOO™ w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopdw V, V(st) 1 V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,002, p=0,001). Wykazatam, ze stgzenie ONOO
w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

(Tabela 23).
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Tabela 24. St¢zenie 3-nitrotyrozyny (3-NT, pmol/mg biatka) w komodrkach fibroblastow

poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 14,87+ 0,75 13,29 + 0,38 16,03 £ 0,26 15,90 + 0,70
7 dni 11,59 + 0,29 13,95+ 0,65 12,52+ 0,11 14,01 + 0,02
14 dni 15,52+ 0,08 | 32,48+0,09 |3504+084 |31,71+0,3
21 dni 13,87 £ 0,06™" 35,13+0,07" | 34,12+0,067" | 14,54+ 0,95

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowana na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Ze st¢zenie 3-NT w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 24).

7 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie 3-NT w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komodrkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznilo si¢ istotnie pomigdzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 24).

14 dni
Stezenie 3-NT w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 14 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli

(odpowiednio p=0,01, p=0,02, p=0,01). Wykazatam, ze stezenie 3-NT w komodrkach
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fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie r6znito

si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 24).

21 dni

Stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopéw V, V(st) w stosunku do kontroli
(odpowiednio p=0,009, p=0,007). Stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V i V(st)
w stosunku do stopu V(t) (edpowiednio p=0,005, p=0,006), przy czym nie rdznito si¢ istotnie

pomiegdzy stopami V i V(st) (Tabela 24).
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Tabela 25. St¢zenie biatka catkowitego (BCA, pg/ml) w mitochondriach komorek fibroblastow
poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola \Y V(st) V(t)
24h 382,95+ 12,00 377,11 + 10,40 394,16 £ 13,76 | 356,58 + 11,30
7 dni 368,97 + 12,21 396,32 + 12,22 339,29+ 12,40 | 336,89 + 14,11
14 dni 1062,50 £ 11,66 609,60 + 8,07 616,5+12,86™" | 1009,89 + 12,29
21 dni 1545,383 £ 10,75 | 421,66 + 11,92 441,24 +14,5™" | 850,70 + 13,48

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, Ze st¢zenie BCA w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie BCA w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie

pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 25).

7 dni

Wykazatam, Ze st¢zenie BCA w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigdzy komorkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie BCA w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie réznilo si¢ istotnie

pomiedzy komdrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 25).
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14 dni

Stezenie BCA w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byto istotnie nizsze dla stopoéw V, V(st) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,002) i stopu V(t) (odpowiednio p=0,008, p=0,004).
Zaobserwowalam, ze st¢zenie BCA w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznito si¢ istotnie pomiedzy komodrkami
narazonymi na stopy V i V(st), jak rowniez nie r6znito si¢ pomiedzy grupa kontrolng a stopem

V(t) (Tabela 25).

21 dni

Stezenie BCA w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie nizsze dla stopéw V, V(st) 1 V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p=0,0001, p=0.002). Stezenie BCA w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji bylo istotnie
nizsze dla stopoéw V, V(st) w stosunku stopu V(t) (odpowiednio p=0,02, p=0,02). Wykazatam,
ze stezenie BCA w mitochondriach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem
po 21 dniach ekspozycji nie roznito si¢ istotnie pomigedzy komoérkami narazonymi na stopy V

1 V(st) (Tabela 25).
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Tabela 26. Aktywno$¢ kompleksu I (mU/mg biatka catkowitego) w mitochondriach komoérek
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(©)
24h 13,47 £ 0,60 0,47 + 0,28 3,77+0,29 | 3,99+0,33
7 dni 13,67 + 0,25 0,50 + 0,46™"" 3,43+0,11 |3,97+0,47
14 dni 14,65 + 0,25~ 0,61 +0,28"" 2,86+0,41 |2.85+024
21 dni 22,59 £ 0,67 0,55+ 0,30"" 3,45+£0,49 |3,98+0,72

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtloka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,00001, p=0,001, p=0,002). Aktywno$¢ kompleksu
I w mitochondriach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach
ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopu V w porownaniu do stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio
p=0,01, p=0,01). Wykazatam, ze aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie rdznilta si¢ istotnie

pomiegdzy komdrkami narazonymi na stopy V(t) i V(st) (Tabela 26).

7 dni

Aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopow V, V(st) 1 V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,0001, p=0,001, p=0,002). Aktywnos¢ kompleksu I
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach
ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopu V w porownaniu do stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio

p=0,01, p=0,01). Wykazatam, ze aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow
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eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie

pomiegdzy komdrkami narazonymi na stopy V(t) i V(st) (Tabela 26).

14 dni

Aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopéw V, V(st) 1 V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p=0,001, p=0,02). Aktywnos$¢ kompleksu I
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach
ekspozycji byla istotnie nizsza dla stopu V w porownaniu do stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio
p=0,03, p=0,04). Zauwazytam, ze aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V(t) i V(st) (Tabela 26).

21 dni

Aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopéw V, V(st) 1 V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,00001, p=0,003, p=0,02). Odnotowatam,
ze aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopu V w poréwnaniu do stopow
V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,03, p=0,02). Odnotowatam, ze aktywnos$¢ kompleksu I
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie roznita si¢ istotnie pomi¢dzy komorkami narazonymi na stopy V

V(t) 1 V(st) (Tabela 26).
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Tabela 27. Aktywno$¢ kompleksu II (mU/mg biatka catkowitego) w mitochondriach komoérek
fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 5,61 +0,95 566+041 |537+037 |5,79+0,49
7 dni 7,93 + 0,34 3,20+ 0,97 |4,93+0,80 | 6,42+0,70
14 dni 9,60 + 0,41 3,15+0,93" |2,79+0,64" | 9,16+ 0,43
21 dni 15,52 £0,94 | 3,50+0,98" |508+1,41"" | 14,17+0,80

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V z
powtloka anodowana standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powtoka anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie
pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) 1 V(t). Aktywnos¢ kompleksu II
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach
ekspozycji nie rdznita si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

a grupg kontrolng (Tabela 27).

7 dni

Aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopdw V 1 V(st) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,01, p=0,008). Aktywnos$¢ kompleksu II w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji byla istotnie
nizsza dla stopu V w poréwnaniu do stopu V(t) (p=0,04) i nie roznila si¢ istotnie w stosunku
do stopu V(st). Wykazatam, ze aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami grupy kontrolnej i narazonej na stop V(t) (Tabela 27).

140



14 dni

Aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,02, p=0,008). Aktywnos$¢ kompleksu II w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie
nizsza dla stopow V i1 V(st) w poréwnaniu do stopu V(t) (odpowiednio p=0,03, p=0,04).
Odnotowatam, ze aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie réznila si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami grupy kontrolnej i narazonej na stop V(t) oraz grupy V w poréwnaniu do V(st)

(Tabela 27).

21 dni

Aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,03, p=0,009). Aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie
nizsza dla stopéw V 1 V(st) w poréwnaniu do stopu V(t) (odpowiednio p=0,04, p=0,009).
Wykazatam, ze aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie réznila si¢ istotnie pomig¢dzy
komoérkami grupy kontrolnej i narazonej na stop V(t) oraz grupy V w poréwnaniu do V(st)

(Tabela 27).
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Tabela 28. Aktywno$¢ oksydazy cytochromu c¢ (COX, mU/mg biatka catkowitego)
w mitochondriach komoérek fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka

wanadu.
Kontrola A% V(st) V(t)
24h 4,99 + 0,56 327+0,89 |4,74+0,86 |4,82+0,14
7 dni 10,79 + 0,09 562+0,02 | 644+0,04 |5,46+0,49
14 dni 13,55 +£ 0,25 4234040 |4,28+0,11 |4,68+0,14
21 dni 27,32+ 0,827 9,65+0,18" | 7,65+£0,56"" | 16,45+0,75

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze aktywno$¢ COX w mitochondriach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomig¢dzy
komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywnos¢ COX w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji
nie roznita si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa

kontrolng (Tabela 28).

7 dni

Aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 7 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli (edpowiednio p=0,03, p=0,01, p=0,01). Aktywnos¢ COX w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznita

si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 28).

14 dni
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Aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli (edpowiednio p=0,02, p=0,02, p=0,01). Aktywnos¢ COX w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie rdznita

si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 28).

21 dni

Aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,002, p=0,003, p=0,03). Aktywnos¢ COX w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach ekspozycji nie rdznita
si¢ istotnie pomig¢dzy komodrkami narazonymi na stopy V, i V(st), przy czym w mitochondriach
obu stopow byla istotnie nizsza w poréwnaniu do aktywnosci COX w mitochondriach

fibroblastow narazanych na stop V(t) (odpowiednio p=0,03, p=0,03) (Tabela 28).
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Tabela 29. Aktywno$¢ syntazy cytrynianowej (CS, mU/mg biatka catkowitego)
w mitochondriach komoérek fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka
wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 13,12+ 0,85 11,96 + 0,65 13,84 +£ 0,29 14,65 + 0,25
7 dni 11,49 + 0,80 11,36 + 1,68 11,98 + 0,77 12,35+0,16
14 dni 3526 +0,10%"" 5,16 0,75 5,31+0,13" 20,53 + 0,04
21 dni 39,53+ 0,76 9,02+ 021" 10,320,157 | 23,63+0,42

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze aktywno$¢ CS w mitochondriach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywnos$¢ CS w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie

pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 29).

7 dni

Wykazatam, ze aktywno$¢ CS w mitochondriach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie pomig¢dzy
komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywnos$¢ CS w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie

pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 29).
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14 dni

Aktywnos¢ CS w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli (edpowiednio p=0,0003, p=0,0001, p=0,001). Aktywnos¢ CS w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach ekspozycji nie rdznita
si¢ istotnie pomig¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V, i V(st), przy czym w mitochondriach
obu stopow byla istotnie nizsza w poréwnaniu do aktywnosci CS w mitochondriach

fibroblastow narazanych na stop V(t) (odpowiednio p=0,001, p=0,001) (Tabela 29).

21 dni

Aktywnos¢ CS w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byta istotnie nizsza dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,008, p=0,006, p=0,01). Odnotowatam, ze aktywnos¢ CS
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie pomi¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V, i V(st), przy
czym w mitochondriach obu stopéw byla istotnie nizsza w pordwnaniu do aktywnosci CS
w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t) (odpowiednio p=0,01, p=0,01)

(Tabela 29).
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Tabela 30. Aktywno$¢ caspazy 3 (CAS-3, umol/min/mg biatka catkowitego) w mitochondriach
komorek fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszkg wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 0,12 + 0,03 0,12+0,02 |0,12+0,02 |0,13+0,01
7 dni 0,76 + 0,52 0,94+0,38 |0,98+0,24 |0,95+0,35
14 dni 0,68 +0,11~" | 1,83+0,13 1,86+0,18 1,74 + 0,09
21 dni 0,89 £0,01"" 2,15+£0,35" |2,35+0,26"" | 0,72+ 0,26

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowana na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Zaobserwowalam, ze aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie rdznila si¢ istotnie
pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywnos¢ CAS-3
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach
ekspozycji nie rdznita si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

a grupa kontrolng (Tabela 30).

7 dni

Odnotowatam, ze aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastow eksponowanych
na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomigdzy
komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach
fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 7 dniach ekspozycji nie rdznita
si¢ istotnie pomigdzy komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela

30).

14 dni
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Aktywnos$¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 14 dniach ekspozycji byta istotnie wyzsza dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,008, p=0,008, p=0,004). Wykazalam, ze aktywnos¢ CAS-3
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 14 dniach
ekspozycji nie réznita si¢ istotnie pomiedzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

(Tabela 30).

21 dni

Aktywnos$¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastéw eksponowanych na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniach ekspozycji byla istotnie wyzsza dla stopow V i1 V(st) w stosunku do
kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,001) i w stosunku do aktywnosci CAS-3
w mitochondriach fibroblastéw eksponowanych na krazki tytanu z wanadem ze stopu V(t)
(odpowiednio  p=0,0005, p=0,0004). Zaobserwowatam, ze aktywnos¢ CAS-3
w mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem po 21 dniach
ekspozycji nie roznita si¢ istotnie pomiedzy komorkami narazonymi na stop V(t) a grupa

kontrolng (Tabela 30).
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Tabela 31. St¢zenie czynnika wzrostu fibroblastow (FGF-2, pg/mg biatka catkowitego)
w medium pobranym znad fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka

wanadu.
Kontrola A% V(st) V(t)
24h 1,1£0,33 1,01 0,09 1,03 +£0,08 1,02+ 0,04
7 dni 41,27 + 0,28 19,51 + 0,69 18,21 £0,49 | 17,89 £ 0,90
14 dni 31,49 £ 0,127 1,73 £ 0,36 1,24 £0,09 1,42 +0,07
21 dni 43,48 + 0,73~ 2,49 £ 0,68 2,84 +0,97 2,44 £ 0,57

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze st¢zenie FGF-2 w medium pobranym po 24 godzinach ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie roznito si¢ istotnie pomig¢dzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stezenie FGF-2 w medium pobranym po 24 godzinach
ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie roznito si¢ istotnie pomiedzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 31).

7 dni

Odnotowalam, ze st¢zenie FGF-2 w medium pobranym po 7 dniach ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem bylo istotnie nizsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,008, p=0,009, p=0,004). Wykazatam, ze stezenie
FGF-2 w medium pobranym po 7 dniach ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem

nie roznito si¢ istotnie pomiedzy komdrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 31).

14 dni
Wykazatam, ze stezenie FGF-2 w medium pobranym po 14 dniach ekspozycji

fibroblastow na krazki tytanu z wanadem bylo istotnie nizsze dla stopow V, V(st) i V(t)
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w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001). Zaobserwowatam,
ze stezenie FGF-2 w medium pobranym po 14 dniach ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu
z wanadem nie rdznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

(Tabela 31).

21 dni

Wykazatam, ze stezenie FGF-2 w medium pobranym po 21 dniach ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem bylo istotnie nizsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001). Odnotowatam,
ze stezenie FGF-2 w medium pobranym po 21 dniach ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu
z wanadem nie rdznito si¢ istotnie pomigdzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t)

(Tabela 31).
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Tabela 32. Stezenie czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VEGF-A, pg/mg biatka
catkowitego) w medium pobranym znad fibroblastéw poddanych ekspozycji na stop tytanu
z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 787,51 + 31,51 815,80 + 51,05 798,49 + 18,31 795,75 + 17,95
7 dni 1454,51 £32,67°"™ | 361,76 £ 11,43","" | 697,34 £23,32"" 1012,11 + 14,57
14dni | 1821,29 + 38,39 | 839,69 + 64,78 862,49 + 17,94 809,75 + 34,53
21dni | 1824,88 +£22,34"" 859,97 £ 25,57 927,04 + 11,22 1796,00 + 21,02

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze st¢zenie VEGF-A w medium pobranym po 24 godzinach ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie roznito si¢ istotnie pomig¢dzy komoérkami
narazonymi na stopy V, V(st) i V(t). Stgzenie VEGF-A w medium pobranym po 24 godzinach
ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie rdznilo si¢ istotnie pomie¢dzy

komorkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) a grupa kontrolng (Tabela 32).

7dni

Stezenie VEGF-A w medium pobranym po 7 dniach ekspozycji fibroblastow na krazki
tytanu z wanadem bylo istotnie nizsze dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli
(odpowiednio p=0,00001, p=0,0001, p=0,01). Wykazatam, ze stezenie VEGF-A w medium
pobranym po 7 dniach ekspozycji fibroblastoéw na krazki tytanu z wanadem bytlo istotnie nizsze
dla stopu V w poréwnaniu do stopéw V(st) i V(t) (edpowiednio p=0,006, p=0,001).
Stezenie VEGF-A w medium pobranym po 7 dniach ekspozycji fibroblastoéw na krazki tytanu
z wanadem byto istotnie nizsze dla stopu V(st) w poréwnaniu do stopu V(t) (p=0,003) (Tabela

32).
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14dni

Odnotowalam, ze st¢zenie VEGF-A w medium pobranym po 14 dniach ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem bylo istotnie nizsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli (edpowiednio p=0,001, p=0,003, p=0,001). Stezenie VEGF-A
w medium pobranym po 14 dniach ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie

roznito si¢ istotnie pomigdzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 32).

21 dni

Wykazatam, ze st¢zenie VEGF-A w medium pobranym po 21 dniach ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byto istotnie nizsze dla stopéw V 1 V(st) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,002, p=0,002). St¢zenie VEGF-A w medium pobranym po 21
dniach ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byto istotnie nizsze dla stopéw V
i V(st) w poréwnaniu do stopu V(t) (odpowiednio p=0,001, p=0,003). St¢zenie VEGF-A
w medium pobranym po 21 dniach ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie
r6znito si¢ istotnie pomigdzy komorkami narazonymi na stop V(t) a grupa kontrolng (Tabela

32).
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Tabela 33. Ocena zawarto$ci tytanu w medium pobranym znad fibroblastow poddanych
ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

\ V(st) V(t)

3 dni 55,45+ 1,35 | 53,45+2.48" | 115,59 +4,30
6 dni 42,74 +0,55""" | 27,97 £ 1,34 | 124,53 + 5,03
15 dni 19,28 £0,28"" | 12,68 £ 0,06™" | 63,53 +2,07
21 dni 18,00+ 0,58 | 10,78 £ 0,44™" | 63,65+ 0,79

(V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6AI4V z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

3 dni

Wykazatam, ze zawarto$¢ tytanu w medium pobranym po 3 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu Vi V(st) (odpowiednio p= 0,002, p=0,003). Zawarto$¢ tytanu w medium pobranym
po 3 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie rdznita si¢ istotnie

pomie¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V i V(st) (Tabela 33).

6 dni

Zawarto$¢ tytanu w medium pobranym po 6 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki
tytanu z wanadem byta istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V i V(st)
(odpowiednio p= 0,002, p=0,001). Zawarto$¢ tytanu w medium pobranym po 6 dniowej
ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V

w stosunku do stopu V (st) (p=0,04) (Tabela 33).

15 dni
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Odnotowalam, ze zawarto§¢ tytanu w medium pobranym po 15 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu V 1 V(st) (odpowiednio p= 0,008, p=0,007). Zawarto$¢ tytanu w medium pobranym
po 15 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza

dla stopu V w stosunku do stopu V (st) (p=0,04) (Tabela 33).

21 dni

Zauwazytam, ze zawarto$¢ tytanu w medium pobranym po 21 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu V 1 V(st) (odpowiednio p= 0,008, p=0,007). Zawarto$¢ tytanu w medium pobranym
po 21 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza

dla stopu V w stosunku do stopu V (st) (p=0,03) (Tabela 33).
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Tabela 34. Ocena zawartosci glinu w medium pobranym znad fibroblastéw poddanych
ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

\ V(st) V(t)

3 dni 12,00 + 0,42" 13,530,557 | 39,87 +2,12
6 dni 10,42+ 0,37, | 4,15+0,10™ | 49,50 +2,44
15dni | 28,61 +0,75" 1,370,037 | 31,04+2,17
21dni | 5,08+0,16™ 0+0 21,40 + 0,99

(V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6AI4V z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

3 dni

Wykazatam, Zze zawarto$¢ glinu w medium pobranym po 3 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu Vi V(st) (odpowiednio p= 0,001, p=0,003). Zawartos¢ glinu w medium pobranym
po 3 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie réznita si¢ istotnie

pomie¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V i V(st) (Tabela 34).

6 dni

Zawartos$¢ glinu w medium pobranym po 6 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki
tytanu z wanadem byta istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V i V(st)
(odpowiednio p= 0,04, p=0,001). Zawartos¢ glinu w medium pobranym po 3 dniowej
ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V

w poréwnaniu do stopu V(st) (p=0,03) (Tabela 34).

15 dni
Odnotowalam, Zze zawarto$¢ glinu w medium pobranym po 15 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu

do stopu V(st) (p=0,001). Zawarto$¢ glinu w medium pobranym po 15 dniowej ekspozycji
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fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byta istotnie wyzsza dla stopu V w pordwnaniu

do stopu V(st) (p=0,04) (Tabela 34).

21 dni

Wykazatam, ze zawarto$¢ glinu w medium pobranym po 21 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu V (p=0,008). Zawartos¢ glinu w medium pobranym po 21 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem wykonane ze stopu V(st) byla niewykrywalna (Tabela

34).
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Tabela 35. Ocena zawarto$ci wanadu w medium pobranym znad fibroblastow poddanych
ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

\ V(st) V(t)

3 dni 9,09+0,31" | 10,73 £0,42°" 190,40 + 3,30
6 dni 2,09+£0,07" | 1,67+0,017" 97,96 + 0,44
15dni | 0,68 0,02 |027+0,01" 37,79 + 0,77
21dni | 0,87+0,037 |0,79+0,04"" 25,99 + 0,84

(V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6AI4V z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang na twardo)
"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

3 dni

Wykazatam, ze zawarto$¢ wanadu w medium pobranym po 3 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu V i V(st) (odpowiednio p= 0,001, p=0,001). Zawartos¢ wanadu w medium pobranym
po 3 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie réznita si¢ istotnie

pomie¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V i V(st) (Tabela 35).

6 dni

Zaobserwowalam, ze zawarto$¢ wanadu w medium pobranym po 6 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu V i V(st) (odpowiednio p= 0,001, p=0,001). Zawartos¢ wanadu w medium pobranym
po 6 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie rdznita si¢ istotnie

pomie¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V i V(st) (Tabela 35).

15 dni
Wykazatam, ze zawarto§¢ wanadu w medium pobranym po 15 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu

do stopu V i V(st) (odpowiednio p= 0,0001, p=0,0001). Zawartos¢ wanadu w medium
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pobranym po 15 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie

wyzsza dla stopu V w porownaniu do stopu V(st) (odpowiednio p= 0,02) (Tabela 35).

21 dni

Odnotowalam, ze zawarto$¢ wanadu w medium pobranym po 21 dniowej ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem byla istotnie wyzsza dla stopu V(t) w poréwnaniu
do stopu V i V(st) (odpowiednio p= 0,001, p=0,001). Zawartos¢ wanadu w medium pobranym
po 21 dniowej ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie réznita si¢ istotnie

pomie¢dzy komdrkami narazonymi na stopy V i V(st) (Tabela 35).
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Tabela 36. St¢zenie biatka catkowitego (BCA, pg/ml) w medium pobranym znad fibroblastow
poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(©)
24h 4801,05 £ 5,44 4876,54 £ 5,11 | 4813,70 8,77 | 4706,24 + 8,08
7 dni 822,79 £ 76,20 772,48 + 66,24 | 810,55+ 5,40 856,56 + 93,53
14 dni 764,02 + 54,31 799,88 £ 31,42 | 862,38 +29,36 | 800,94 + 74,69
21 dni 1800,26 + 14,11 1751,45£72,98 | 1762,54 + 75,85 | 1849,42 + 53,00

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowana na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h, 7, 14, 21 dni

Wykazatam, Ze stezenie bialka catkowitego w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem nie réznito si¢ istotnie dla stopéw V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli, przez caty czas trwania eksperymentu.
Stezenie biatka catkowitego w medium pobranym znad fibroblastéw eksponowanych na krazki
tytanu z wanadem nie r6znito si¢ istotnie pomigdzy komdrkami narazonymi na stopy V, V(st),

V(t), przez caly czas trwania eksperymentu (Tabela 36).
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Tabela 37. Catkowita pojemno$¢ antyoksydacyjna (TAC, umol/mg) w medium pobranym znad

fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(©)
24h 0,46 £ 0,10 0,45 + 0,04 0,55+ 0,12 0,61 £0,10
7 dni 2,31+0,28 2,76 £ 0,90 2,59 +£0,42 2,67 +0,83
14 dni 2,34+ 0,39 2,79+£0,14 2,91+0,10 2,93+0,53
21 dni 1,48+0,19 1,49 £0,15 1,71 £0,27 1,40 £ 0,22

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtloka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowang na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h, 7, 14, 21 dni

Wykazatam, ze TAC w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu

z wanadem nie r6znit si¢ istotnie dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli, przez caly

czas trwania eksperymentu. TAC w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki

tytanu z wanadem nie rdznit si¢ istotnie pomi¢dzy komodrkami narazonymi na stopy V, V(st),

V(t), przez caly czas trwania eksperymentu (Tabela 37).
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Tabela 38. Catkowita pojemno$¢ oksydacyjna (TOS, nmol/mg) w medium pobranym
znad fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(©)
24h 1,01 £0,12>™" | 3,57+0,15 3,70+ 0,51 3,55+0,37
7 dni 1,04 + 0,46 1,28 + 0,38 0,96 + 0,37 0,98 + 0,30
14 dni 1,43+ 0,21 1,19+ 0,23 1,12+ 0,25 1,47 £0,27
21 dni 1,06 £0,15" | 1554+0,63"" |9,13+0,16™" | 4,44+0,39

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowana na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h

Wykazatam, ze TOS w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu
z wanadem po 24 godzinach ekspozycji byl istotnie wyzszy dla stopéw V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,001, p=0,001). TOS w medium pobranym
po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinach ekspozycji nie roznit

si¢ istotnie pomiedzy komoérkami narazonymi na stopy V, V(st) i V(t) (Tabela 38).

7,14 dni
Odnotowalam, ze TOS w medium pobranym po ekspozycji fibroblastoéw na krazki
tytanu z wanadem nie rdznit si¢ istotnie dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli,

w 71 14 dniu eksperymentu (Tabela 38).

21 dni

Wykazatam, ze TOS w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu
z wanadem po 21 dniowej ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli (odpowiednio p=0,0001, p=0,0001, p=0,0001). TOS w medium pobranym
po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 21 dniowej ekspozycji byt istotnie

wyzszy dla stopu V w poréwnaniu do stopow V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,003, p=0,01).

160



TOS w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem 21 dniowe;j
ekspozycji byt istotnie wyzszy dla stopu V(st) w poréwnaniu do stopu V(t) (p=0,01) (Tabela

38).
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Tabela 39. Stezenie dialdehydu malonowego (MDA, nmol/mg biatka catkowitego) w medium
pobranym znad fibroblastow poddanych ekspozycji na stop tytanu z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 0,29 + 0,19 0,24 + 0,05 0,23 +0,14 0,34 + 0,14
7 dni 1,61 +0,83° 4,47 +034>"  |2,34+0,71 1,95 £ 0,50
14 dni 0,99 + 0,42 | 5,70+ 0,12 | 3,47 + 0,04 3,61 0,10
21 dni 0,66 + 0,14 6,90 0,16~ | 3,02+0,09"" 0,84 + 0,10

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h
Wykazatam, ze stezenie MDA w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinnej ekspozycji nie réznito si¢ istotnie dla stopow V,

V(st), V(t) w stosunku do kontroli, jak i pomigdzy stopami V, V(st), V(t) (Tabela 39).

7 dni

Stezenie MDA w medium pobranym po ekspozycji fibroblastéw na krazki tytanu
z wanadem po 7 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopu V w poréwnaniu do kontroli
(p=0,03) i do stopéw V(st) i V(t) (odpowiednio p=0,04, p=0,03). Wykazalam, ze stezenie
MDA w medium pobranym po ekspozycji fibroblastoéw na krazki tytanu z wanadem po 7
dniowej ekspozycji nie roznilo si¢ istotnie pomiedzy stopami V(st) i V(t), jak i pomiedzy

stopami V(st) i V(t) a kontrolg (Tabela 39).

14 dni

Wykazatam, ze stezenie MDA w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow
na krazki tytanu z wanadem po 14 dniowej ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V, V(st)
i V(t) w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio p=0,004, p=0,01, p=0,01). Odnotowatam,

ze stezenie MDA w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem
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po 14 dniowej ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopu V w poréwnaniu do stopéw V(st)
1 V(t) (odpowiednio p=0,04, p=0,03). Wykazatam, ze stezenie MDA w medium pobranym po
ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 14 dniowej ekspozycji nie roéznito si¢

istotnie pomiedzy stopami V(st) i V(t) (Tabela 39).

21 dni

Wykazatam, ze st¢zenie MDA w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopéw V i1 V(st)
w porownaniu do kontroli (edpowiednio p=0,001, p=0,003) i do stopu V(t) (odpowiednio
p=0,003, p=0,002). Zauwazylam, ze stezenie MDA w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 21 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze

dla stopu V w poréwnaniu do stopu V(st) (p=0,04) (Tabela 39).
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Tabela 40. Stezenie adduktow 4-hydroksynonenalu (addukty 4-HNE, nmol/mg biatka
catkowitego) w medium pobranym znad fibroblastéw poddanych ekspozycji na stop tytanu
z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 0,14 +0,13>™" | 0,33 £ 0,18 0,32+0,19 0,42+0,16
7 dni 0,58 £0,01~""™ | 1,56 £ 0,05 1,66 + 0,09 1,64 + 0,06
14 dni 0,80 £0,02%" | 1,61 £ 0,05 1,72+0,10 1,83 +0,22
21 dni 0,64 £0,53>"" | 1,93 +0,39 1,65 +0,06 1,93 +0,02

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24 h

Wykazatam, ze stezenie adduktéw 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinnej ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla
stopow V, V(st) i V(t) w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio p=0,01, p=0,01, p=0,01).
Stezenie adduktow 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu
z wanadem po 24 godzinnej ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie pomigdzy stopami V, V(st) 1 V(t)

(Tabela 40).

7 dni

Wykazatam, ze stezenie adduktéw 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 7 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze
dla stopow V, V(st) i V(t) w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,001,
p=0,001). Odnotowatam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w medium pobranym po ekspozyc;ji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 7 dniowej ekspozycji nie rdznilo si¢ istotnie

pomiedzy stopami V, V(st) i V(t) (Tabela 40).

14 dni
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Wykazatam, ze stezenie adduktéw 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 14 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze
dla stopow V, V(st) i V(t) w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio p=0,003, p=0,003,
p=0,002). Zauwazylam, ze stezenie adduktéw 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 14 dniowej ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie

pomiedzy stopami V, V(st) i V(t) (Tabela 40).

21 dni

Wykazatam, ze stezenie adduktéw 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 21 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze
dla stopow V, V(st) i V(t) w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio p=0,001, p=0,001,
p=0,001). Zauwazytam, ze st¢zenie adduktow 4-HNE w medium pobranym po ekspozycji
fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 21 dniowej ekspozycji nie rdznito si¢ istotnie

pomiedzy stopami V, V(st) i V(t) (Tabela 40).
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Tabela 41. Stgzenie zaawansowanych produktéw oksydacji biatek (AOPP, pmol/mg biatka
catkowitego) w medium pobranym znad fibroblastéw poddanych ekspozycji na stop tytanu

z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 0,29+0,13 0,28 £0,07 0,28 £ 1,16 0,31 +£0,07
7 dni 0,41 £0,35 0,59 + 0,32 0,68 +0,38 0,67 £0,22
14 dni 0,55+0,36 0,77 + 0,12 0,63 £ 0,30 0,80 £0,14
21 dni 0,82 £0,41 0,91+ 0,30 1,06 £ 0,17 0,75+0,10

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24 h, 7,14,21 dni

Wykazatam, ze stezenie AOPP w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow
na krazki tytanu z wanadem nie roznilo si¢ istotnie dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli, przez caty czas trwania eksperymentu. St¢zenie AOPP w medium pobranym
znad fibroblastow eksponowanych na krazki tytanu z wanadem nie réznilo si¢ istotnie
pomiedzy komorkami narazonymi na stopy V, V(st), V(t), przez caly czas trwania

eksperymentu (Tabela 41).
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Tabela 42. Stezenie koncowych produktow glikacji biatek (AGE, (AFU/AJF) (AJF)/mg biatka
catkowitego) w medium pobranym znad fibroblastéw poddanych ekspozycji na stop tytanu
z domieszka wanadu.

Kontrola A% V(st) V(t)
24h 2,66 £ 0,31 2,64 +0,07 2,51+0,24 2,81+0,13
7 dni 2,970,107 | 7,43 +£0,03 6,82 £ 0,30 6,58 £0,29
14 dni 2,540,417 | 7,74+0,45 6,85+0,38 7,78 £ 0,09
21 dni 2,10+0,98""" | 7,50+0,72 8,62 + 0,64 7,17+ 0,46

(Kontrola- fibroblasty hodowane z ptytka polistyrenowa, V — stop Ti6Al4V bez powloki, V(st) stop Ti6Al4V
z powtoka anodowang standardowo, V(t) stop Ti6Al4V z powloka anodowanag na twardo)

"V do V(st); ™ V do V(t); ™ V(st) do V(t)

*Kdo V; "K do V(st); ™ K do V(t)

24h
Wykazatam, ze stezenie AGE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow
na krazki tytanu z wanadem po 24 godzinnej ekspozycji nie réznito si¢ istotnie dla stopow V,

V(st), V(t) w stosunku do kontroli, jak i pomigdzy stopami V, V(st), V(t) (Tabela 42).

7 dni

Stezenie AGE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu
z wanadem po 7 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopow V, V(st) i V(t)
w poréwnaniu do kontroli (edpowiednio p=0,01, p=0,02, p=0,03). Wykazatam, ze stezenie
AGE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 7

dniowej ekspozycji nie rdéznito si¢ istotnie pomiedzy stopami V, V(st) i V(t) (Tabela 42).

14 dni
Wykazatam, ze stgzenie AGE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastoéw na
krazki tytanu z wanadem po 14 dniowej ekspozycji bylo istotnie wyzsze dla stopdw V, V(st)

i V(t) w porownaniu do kontroli (odpowiednio p=0,02, p=0,01, p=0,03). Stezenic AGE
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w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem po 14 dniowej

ekspozycji nie roznilo si¢ istotnie pomiedzy stopami V, V(st) i V(t) (Tabela 42).

21 dni

Wykazatam, ze stezenie AGE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow
na krazki tytanu z wanadem po 21 dniowej ekspozycji byto istotnie wyzsze dla stopow V, V(st)
i V(t) w porownaniu do kontroli (odpowiednio p=0,01, p=0,02, p=0,03). Odnotowalam,
ze stezenie AGE w medium pobranym po ekspozycji fibroblastow na krazki tytanu z wanadem

po 21 dniowej ekspozycji nie rdznilo si¢ istotnie pomigdzy stopami V, V(st) 1 V(t) (Tabela 42).
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Stezenia grup disiarczkowych, 3-NT, ONOO", w niektorych grupach lub przedziatach

czasowych byly ponizej poziomu detekcji (nieoznaczalne w 56%).

Korelacje

Na podstawie wykonanych analiz korelacji metoda Pearsona wykazatam:

W 14 dniu hodowli:

ujemng wysoka korelacje pomiedzy stgzeniem GSH a aktywnoscig CAS-3
w mitochondriach fibroblastow narazanych na tytanowe krazki bez warstwy
pasywnej (r=-0,6, p=0,001) i na tytanowe krazki z warstwag pasywna anodowang
standardowo (r=-0,58, p-0,002)

ujemng przecietng korelacje pomiedzy stezeniem GSH, a stezeniem 3-NT
w fibroblastach narazanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej (r=-0,46,
p=0,01), na tytanowe krazki z warstwg pasywna anodowang standardowo (r=-0,48,

p-0,02) oraz na tytanowe krazki z Il typem anodowania (r=-0,39, p=0,03).

W 21 dniu hodowli:

ujemng bardzo wysoka korelacje pomiedzy stezeniem nadtlenoazotynu,
a aktywnoscig kompleksu I w mitochondriach fibroblastow narazanych na tytanowe
krazki bez warstwy pasywnej (r=-0,76, p=0,0001), na tytanowe krazki z warstwa
pasywna anodowang standardowo (r=-0,7, p-0,0002) i wysoka korelacje pomiedzy
stezeniem nadtlenoazotynu a aktywnos$cia kompleksu I w mitochondriach
fibroblastéw narazanych na tytanowe krazki z II typem anodowania (r=-0,59,
p=0,003).

dodatnig bardzo wysoka korelacje pomiedzy stezeniem GSH a TAC w fibroblastach
narazanych na tytanowe krazki poddane anodowaniu zaréwno standardowemu

(r=0,82, p=0,00001) , jak i IT typu anodowania (r=0,79, p=0,00002).
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5. Dyskusja

Profile biokompatybilnosci substancji syntetycznych stosowanych do wymiany
lub augmentacji tkanek biologicznych zawsze byty powaznym problemem w dyscyplinach
medycznych. Najbardziej krytyczny aspekt biokompatybilnosci jest oczywiscie zalezny
od podstawowych wlasciwosci objgtosciowych i powierzchniowych biomateriatu. Jego
cechy fizyczne, mechaniczne, chemiczne i elektryczne podstawowych sktadnikow
biomaterialu musza zosta¢ w pelni oszacowane przed kazdorazowym nowym
zastosowaniem klinicznym, poniewaz wtasciwosci te zapewniajg kluczowe dane wejsciowe
do powigzanej analizy i1 funkcji biomechanicznej i biologicznej, jaka biomateriat
ma spetnia¢ w organizmie ludzkim.

Ogolnie rzecz biorac, definicja biokompatybilno$ci zostala podana jako odpowiednia
reakcja na biomaterial w wyrobie medycznym do konkretnego zastosowania klinicznego.
W dziedzinie ortopedii metaliczne i niemetaliczne materialy implantacyjne badane byty pod
katem biokompatybilnosci juz od przetomu XIX i XX wieku. W 1960 roku potozono nacisk
na uczynienie biomaterialéw bardziej oboj¢tnymi i stabilnymi chemicznie w $rodowiskach
biologicznych. Klasycznymi przyktadami trendéow sa ceramika o wysokiej czystosci,
sktadajaca si¢ z tlenku glinu, zwigzkéw wegla i wegla z krzemem oraz stopow o bardzo
niskiej zawarto$ci mig¢dzyprzestrzennej. W latach 70-tych biokompatybilno$¢ zostala
zdefiniowana jako minimalna szkodliwo$¢ dla organizmu lub biomateriatu. Obecnie
opracowuje si¢, wytwarza 1 modyfikuje powierzchni¢ wielu biomateriatéw,
co bezposrednio wptywa na krotko- i dlugoterminowe reakcje tkanek. Bioaktywne powtoki
wigkszosci klas biomaterialow ewoluuja od badan klinicznych na ludziach
do akceptowalnych sposobow przygotowania powierzchni, a badania naukowe skupiajg si¢

na opracowaniu aktywnych implantoéw syntetyczno- biologicznych [148].
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Tak, jak wspomniatam we wcze$niejszych rozdziatach dysertacji, standardem leczenia
urazOw w obrebie czgsci twarzowej czaszki, wad twarzy i nowotwordw jest leczenie
operacyjne, oparte na uzyciu plytek i wkretow wykonanych ze stopéw tytanu. Pomimo
deklarowanej przez producentow biozgodnos$ci tytanu, w tym jego stopdéw, coraz czgstsze
sa doniesienia o konieczno$ci usuwania tytanowych wszczepéw, co wynika
z obserwowanych przez wielu badaczy, odlegltych dziatan niepozadanych zwigzanych
z pozostawieniem tytanowych elementow w miejscu ich wcze$niejszej implantacji
[94,95,123,148-150]. Powierzchnia tytanowych wszczepow pokryta jest warstwg pasywna
dwutlenku tytanu (TiO2), powstala w wyniku procesu zwanego anodowaniem
standardowym. Pomimo, iz warstwa pasywna z zalozenia miata redukowaé potencjat
korozyjny stopu, u wielu pacjentéw obserwuje si¢ tzw. zjawisko metalozy [94,151,152].
Metaloza to proces inkrustacji czastek metalicznych, a sprzyjaja jej tarcie mechaniczne
1 wplywy chemiczne, ktore prowadza do uszkodzenia, czy tylko do ostabienia warstwy TiO,.
Proces ten skutkuje korozja stopu i odkladaniem czastek metalicznych w miejscu
implantacji. Warto podkres$li¢, ze na zjawisko metalozy szczegdlnie narazone sa wszczepy,
na ktore dzialaja duze sily i napr¢zenia, jak to ma miejsce w Zuchwie.

Sama obecno$¢ tytanowego wszczepu, a juz tym bardziej produktow jego zuzycia
zaburza procesy immunologiczne organizmu, jest przyczyng powstania stresu
oksydacyjnego 1 stanu zapalnego, co z jednej strony moze prowadzi¢ do konieczno$ci
przeprowadzenia kolejnych zabiegdw operacyjnych, a z drugiej by¢ przyczyna powiklan
w odleglych narzadach. Produkty zuzycia tytanowych wszczepow odnajdywane byty
w weztach chtonnych [153], mdzgu [154], watrobie 1 nerkach [155]. Ocena stgzenia metali
W surowicy 1 moczu stosowana jest nawet jako biomarker zuzycia implantu [156].

Dlatego tez stale poszukuje si¢ rozwigzan majacych na celu poprawié

biokompatybilno$¢ wszczepdéw tytanowych. Jednym z takich rozwigzan jest opracowanie
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przez firm¢ ChM wszczepow tytanowych o pogrubionej warstwie TiO2, powstatej w wyniku
anodowania II typu. Warstwa ta ma zabezpieczac stop przed skutkami tarcia mechanicznego,
a ponadto minimalizowa¢ ryzyko migracji jonéw ze stopu do otaczajacych tkanek. Mozna
wiec przypuszczaé, ze proces anodowania typu II zmniejszy ryzyko rozwoju stresu
oksydacyjnego i stanéw zapalnych, a w konsekwencji pozwoli na utrzymanie efektow
leczniczych, bez narazania pacjenta na dodatkowe zabiegi chirurgiczne. W piSmiennictwie
swiatowym 1 krajowym brak jest doniesien oceniajacych wpltyw tytanowych wszczepow,
pokrytych warstwg TiO,, powstala na skutek procesu anodowania typu I,
na cytotoksyczno$§¢ i rownowage redox implantowanych tkanek, jak rowniez ich
poréwnania z wszczepami tytanowymi anodowanymi standardowo (typ III) 1 bez warstwy
pasywnej na powierzchni.

Ze wzgledow etycznych, obecne badania przeprowadzitam na hodowli komodrkowej
pierwotnych, ludzkich fibroblastow pozyskiwanych z dzigset (Human Primary Gingival
Fibroblasts, ATCC-PCS-201-018). Komorki zakupione zostaly w firmie ATCC (American
Type Culture Collection, USA). Niestety, co nalezy podkresli¢, pozyskane w ten sposob
wyniki, nie moga by¢ przelozone bezposrednio na ludzi. Powszechnie jednak wiadomo,
iz zastosowanie modeli eksperymentalnych pomocne jest w wyjasnieniu zachodzacych
w organizmie Zywym procesOw fizjologicznych i patologicznych i w ostatnich czasach staje
si¢ rutynowym narzedziem wykorzystywanym w biotechnologii, biofarmacji i toksykologii.
Na badania uzyskalam zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, uchwata nr APK.002.280.2021. Warunki hodowli komoérkowej byty zgodne
z instrukcja dostarczong przez firm¢ ATCC, a sam wybor linii komdrkowej poprzedzony
zostat wnikliwym przegladem piSmiennictwa [157-160]. Faktem jest, ze w badaniach
oceniajacych wszczepy tytanowe zastosowanie znajduja glownie dwa typy komorek:

osteoblasty i fibroblasty, jako ze oba te typy wykazuja duza przyczepnos¢ do wszczepow.
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Jak wykazaly badania, osteoblasty preferuja powierzchnie bardziej szorstkie, a fibroblasty
powierzchnie gtadkie [161,162]. Poniewaz uzyte przeze mnie krazki tytanowe mialy gladka,
wypolerowang powierzchnie, do badan uzytam ten ostatni rodzaj komorek.

W oparciu o piSmiennictwo ustalifam réwniez szczegoty dotyczace postepowania
z tytanowymi krazkami, juz w trakcie trwania hodowli komorkowej (stopien konfluencji
monowarstwy w momencie ,,implantacji”, czasy hodowli komérkowej i sposob ulokowania
w dotkach do hodowli komoérkowej tytanowych krazkoéw). Przygotowaniem krazkow
tytanowych (wytworzenie, mycie, sterylizacja) zajmowata si¢ firma ChM. Chciatabym
podkresli¢, ze tytanowe krazki byly uzywane jednokrotnie, a caly proces hodowli
komorkowej przeprowadzony zostat przez jedng osobe¢ (I. Z-S.) w pracowni komodrkowej
Zaktadu Stomatologii Zachowawczej 1 Samodzielnej Pracowni Stomatologii
Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Praca powstata w ramach
projektu pn. ,Krajowe Miedzysektorowe Studia Doktoranckie na Uniwersytecie
Medycznym w Biatymstoku” wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska ze $rodkow
Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja
Rozwdj 2014-2020, nr POWR.03.02.00-00-1050/16.

Do swoich badan uzytam stopu tytanu z wanadem (Ti4Al16V) w trzech konfiguracjach
warstwy powierzchniowej: stop bez warstwy TiO i dwa stopy z warstwa pasywna: jeden
anodowany standardowo, drugi z II typem anodowania na powierzchni wszczepu. Stop
Ti4Al16V charakteryzuje si¢ wysoka wytrzymato$cia mechaniczng oraz stabilng faza f.
Dlatego tez jest wykorzystywany do produkcji implantéw zg¢bowych, mikrosrub
ortodontycznych i elementow do osteointegracji kosci zuchwy i szczgki.

Pierwszym etapem mojego eksperymentu byla ocena aktywnosci metabolicznej
fibroblastow po narazeniu na dziatanie tytanowych wszczepoéw. Po 24 godzinach, 7,14 1 21

dniach hodowli z tytanowymi krazkami przeprowadzono test MTT. Metoda ta pozwala
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na ocen¢ zywotnosci komorek i ich zdolnosci do proliferacji. Test opiera si¢ na reakcji
mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowej. Substancje wykazujace dzialanie
toksyczne, hamuja wspomniany enzym, co widoczne jest jako mniejsza intensywnos¢
barwnego produktu reakcji. Test MTT wykonany po 24 godzinach i 7 dniach eksperymentu,
wykazat podobna zywotno$¢ fibroblastow, bez wzgledu na rodzaj anodowania powierzchni
tytanowego krazka, czy tez jego brak. Po 14121 dniach ekspozycji zaobserwowatam istotnie
zmniejszong aktywno$¢ metaboliczng fibroblastow inkubowanych z  krazkiem
pozbawionym warstwy pasywnej (wynik jest przedstawiany jako % kontroli) w poréwnaniu
do dwodch pozostatych grup badanych. Aktywno$¢ metaboliczna fibroblastow
eksponowanych na krazki z powierzchnig anodowang nie réznita si¢ w zalezno$ci od rodzaju
anodowania (Tabela 8). Podobnie wigksza cytotoksyczno$s¢ wszczepdw pozbawionych
warstwy TiO2 w poréwnaniu do wszczepow anodowanych standardowo wykazali
El-Shenawy N i wspolpr. [82]. Badanie przeprowadzone zostato na szczurach rasy Wistar
z uzyciem testu na aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej. Brak jest badan oceniajacych
aktywno$¢ metaboliczng komorek narazanych na stopy tytanu z warstwg pasywna uzyskana
za pomoca II typu anodowania. Dost¢gpne badania potwierdzaja natomiast obnizong
aktywno$¢ metaboliczng komorek eksponowanych na wszczepy anodowane standardowo w
porownaniu do aktywno$ci metabolicznej komoérek hodowanych na ptytce polistyrenowe;j
[94], co zgadza si¢ z uzyskanymi przeze mnie wynikami. Badania Dai i wspotpr. [163]
sugeruja, ze wlasciwosci cytotksyczne stopow tytanu zaleza od czasu narazania komorek.
Uwaza si¢, ze obnizona aktywno$¢ metaboliczna fibroblastow moze by¢ nastgpstwem
zahamowania wzrostu, apoptozy lub nekrozy. Zdaniem Tsaryk i wspotpr. [94] wszystkie te
procesy wynika¢ moga ze wzrostu niezneutralizowanych wolnych rodnikow tlenowych

1 azotowych w komdrkach poddanych ekspozycji na wszczep anodowany standardowo.
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Tak, jak pisatam powyzej, i sygnalizowatam we wstepie, powierzchnia tytanowych
wszczepow pokryta jest warstwa TiO», ktorg uwaza si¢ za warstwe ochronng i determinujaca
biokompatybilno$¢ tytanowych wszczepdw. Jednak kilka faktow wskazuje na reaktywnos¢
powierzchni tytanowych. Bikondoa i wspotpr. [164] wykazali, ze defekty takie, jak wakanse
tlenowe w modelowej powierzchni tlenku rutylu TiO;, posrednicza w dysocjacji wody.
Dowodem na reaktywnos$¢ stopu tytanu jest réwniez podwyzszone stezenie tytanu
w surowicy i1 odleglych narzadach pacjentow po implantacji, o czym wspominatam
uprzednio. Uwaza si¢, ze uwalnianie tytanu moze by¢ wynikiem procesu korozji anodowe;j,
ktéry zachodzi w miejscach uszkodzenia warstwy TiO>. W katodowej cze$ci procesu korozji
dochodzi do redukcji tlenu w fizjologicznym pH z wytworzeniem RFT i H,O [125]. Lin
1 wspolpr. [165] twierdza, iz pogrubienie warstwy TiO2 w roztworach biologicznych wynika
z ciaglego procesu korozji wszczepow tytanowych w organizmie ludzkim. Czastki
zuzywajace si¢, powstajace na styku kos¢/implant, moga naruszy¢ ochronng warstwe TiO»,
co dodatkowo indukuje korozj¢, prowadzac do synergicznego procesu frettingu-zuzycia.
Poza mozliwym tworzeniem RFT przez sam stop tytanu w wyniku korozji katodowej, tytan
moze by¢ narazony na RFT produkowane przez komorki zapalne majace kontakt z tytanem
bezposrednio po implantacji lub w przypadku hodowli z pobudzonymi komoérkami
fagocytujacymi obecnymi w medium hodowlanym. Zachodzi wowczas zjawisko ,,wybuchu
tlenowego” 1 generowania ogromnych ilosci O2™ i H20:.

Fizjologicznie zywy organizm utrzymuje réwnowage pomiedzy produkcja
a unieszkodliwianiem RFT, co nazywamy rownowaga redox. Generowanie RFT
w komorkach wykorzystujacych tlen jako Zrodlo energii jest sprz¢zone z istnieniem uktadow
zabezpieczajacych przed ich dziataniem, czyli tzw. bariery antyoksydacyjnej ustroju.
Wedtug Lushchak [166] ,,antyoksydanty sg to zwigzki, ktére bedac w niskim st¢zeniu

w stosunku do utlenionego substratu, hamuja/uniemozliwiajg procesy jego oksydacji”.
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Jednym z kluczowych systemow antyoksydacyjnych komorek jest uktad SOD, CAT
1 GPx. GPx, wraz z katalaza neutralizuje H>O> powstajacy w reakcji dysmutacji z udziatem
SOD. Reakcja dysmutacji, jest to reakcja dysmutacji O~ do H,O2 [167-169]. W tym
miejscu nalezy wspomnie¢ o NOX, ktora generuje duze ilosci O, a czasami H>O» [170].

W pierwsze] dobie eksperymentu aktywnos¢ SOD we wszystkich grupach badanych
byta poréwnywalna z aktywno$cia tego enzymu w grupie kontrolnej (Tabela 10). Przez caly
okres trwania doswiadczenia obserwowalam natomiast istotny wzrost aktywnosci NOX
w fibroblastach narazanych na tytanowy wszczep pozbawiony warstwy pasywnej, zarowno
w porownaniu do grupy kontrolnej, jak i obu pozostatych grup badanych (Tabela 17).
Nasilenie reakcji dysmutacji mogtam zaobserwowac od 7 doby eksperymentu, utrzymywata
si¢ ono na wysokim poziomie we wszystkich grupach badanych vs. kontrola az do momentu
zakonczenia hodowli tj. do 21 dnia. By¢ moze przyczyna jest wzrost generowania Oz~
na skutek kontaktu fibroblastéw z powierzchnig wszczepu. W 7 dobie eksperymentu
odnotowatam réwniez wzrost aktywnosci NOX w fibroblastach eksponowanych
na tytanowe krazki z warstwg pasywna anodowang standardowo i typu II vs. grupa
kontrolna. W tym miejscu dodam, ze rodzina enzymoéw NOX nie jest syntetyzowana przez
fagocyty, a wystepuje w wielu innych komorkach, takich jak fibroblasty czy komorki
srodbtonka [171]. Przy czym wart podkreslenia jest, ze wsroéd grup badanych najwyzsza
(istotnie statystyczng) aktywnos¢ SOD i NOX odnotowatam w grupie fibroblastow
narazanych na krazek tytanowy pozbawiony warstwy pasywnej. Aktywnosci SOD i NOX
nie roznily si¢ pomiedzy grupami fibroblastoéw eksponowanymi na tytanowe krazki
z warstwg pasywng anodowang standardowo i typu II. Brak zmian aktywnosci CAT
w dwoch pierwszych pomiarach, tj po 24 godzinach i 7 dniach we wszystkich grupach
fibroblastéw narazanych na wszczepy tytanowe w pordwnaniu do kontroli, przy

jednoczesnym wzroscie aktywnos$ci GPx (we wszystkich grupach fibroblastow narazanych
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na wszczepy tytanowe w poréwnaniu do kontroli) sugeruje niewielki wzrost generowania
H>0, (Tabela 12). Wiadomo bowiem, ze GPx ma o wiele wigksze powinowactwo do H>O»
niz CAT 1 jej aktywno$¢ ros$nie przy nieduzych wzrostach generowania H>O». [172]. Nie
jest jednak wiadomo, jaka wielkos$¢ definiuje okreslenie ,,nieduzy wzrost”. Podkresli¢ nalezy
brak réznic aktywnosci GPx pomigdzy badanymi grupami przez caly okres trwania
eksperymentu. Od 14 dnia eksperymentu we wszystkich grupach badanych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej istotnie wzrastata aktywno§¢ CAT, przy czym podobnie jak
w przypadku GPx byla ona najwyzsza w grupie fibroblastow narazanych na wszczepy
pozbawione warstwy pasywnej 1 nie roznita si¢ pomigdzy grupami fibroblastow
eksponowanymi na tytanowe krazki z warstwa pasywna anodowang standardowo 1 typu II.
Redukcja aktywnosci GPx we wszystkich grupach badanych, poczawszy od 14 dnia
eksperymentu do jego zakonczenia sugeruje duzy wzrost generowania H>O»  przy ktorym
aktywna staje si¢ CAT. Wysokie stgzenia H,O» hamujg aktywno$¢ GPx [173]. Domniemane
wysokie stezenie H2O2 moze mie¢ zard6wno negatywne, jak i pozytywne znaczenie. Lee
1 wspotpr. [174] wykazali, iz zardwno czastki tytanu, jak i warstwa TiO, moze oddziatywac
z H>O, prowadzac do powstania rodnikéw hydroksylowych, ktore sa jednymi
z najgrozniejszych RFT. Z drugiej strony, wiadomo, iz wysokie st¢zenie H>O> moze by¢
pozadane w procesie wgajania tytanowego wszczepu i w ogdle w procesie gojenia ran.
Generowanie duzych ilosci H2O2 w miejscu implantacji/rany i wynikajacy z tego gradient
jego stezenia s3 niezbedne do szybkiej rekrutacji leukocytow i1 tym samym wgajania
wszczepu/gojenia rany [175].

System glutationu jest gldownym komoérkowym uktadem neutralizujacym RFT. W jego
sktad wchodzi m.in. zredukowana forma glutationu (GSH) i enzymy go syntetyzujace:
(ligaza y-glutamylocysteinowa (GCL), syntetaza glutationowa (GSS)). Bardzo waznym

elementem tego uktadu jest enzym reduktaza glutationu (GR), ktora ,,odtwarza” GSH z jego

177



formy utlenionej, tzw. disulfidu glutationu (GSSG) [176]. Zapoczatkowana w 7 dobie
eksperymentu redukcja stezenia GSH, w grupie fibroblastow narazanych na tytanowe krazki
bez warstwy pasywnej vs grupa kontrolna, utrzymuje si¢ przez caly okres trwania
eksperymentu. Wyczerpywanie stezenia GSH w fibroblastach narazanych na tytanowe
krazki z warstwa pasywna anodowang standardowo 1 z anodowaniem II typu
zaobserwowalam jedynie w 14 dobie. W grupie fibroblastow narazanych na tytanowe
wszczepy bez warstwy pasywnej stezenie GSH byto istotnie nizsze w porownaniu do dwoch
pozostalych grup badanych (Tabela 14). Co cieckawe w 7 i 14 dobie eksperymentu
zaobserwowalam istotnie nizsze stezenie GSH w grupie fibroblastow narazanych na krazki
z warstwa pasywng anodowang standardowo w poréwnaniu do krazkow z warstwa pasywna
z II typem anodowania. Biorgc pod uwage, ze nadrzednym zadaniem GSH jest utrzymanie
grup tiolowych biatek w stanie zredukowanym, jego niedobor/zuzycie prowadzi¢ powinno
do nasilonego procesu utleniania grup tiolowych biatek, czego potwierdzenie dostarcza
analiza stezen grup tiolowych (Tabela 21). Nasilone utlenianie grup tiolowych w grupie
fibroblastow narazanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej vs. grupa kontrolna
i dwie pozostate grupy badane, obserwowatam juz od pierwszej doby eksperymentu, az do
jego zakonczenia. Redukcje stezen grup disiarczkowych (vs. kontrola) w fibroblastach
narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna anodowang standardowo
1 z anodowaniem II typu zaobserwowatam w 14 dobie, co wspotistnieje ze wspomnianym
niedoborem GSH w tym okresie hodowli komoérkowej. Podobne obserwacje, odnosnie
do grup disiarczkowych, poczynitam w 21 dobie narazania. W moim odczuciu wynik ten
jest jednak dowodem niewydolnosci uktadu glutationu, gdyz obserwowana przeze mnie w
21 dniu eksperymentu regeneracja puli GSH w fibroblastach narazanych na tytanowe krazki
z warstwa pasywng anodowang standardowo 1 z anodowaniem II typu vs. kontrola wydaje

si¢ niewystarczajaca do ochrony grup tiolowych biatek przed utlenieniem. Utlenienie grup
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disiarczkowych moze mie¢ bardzo negatywne odzwierciedlenie dla wszystkich procesow
zachodzacych w komorce, poniewaz utrzymanie ich w stanie zredukowanym jest
niezb¢dnym czynnikiem dla aktywnosci m.in. enzymow, biatek przekaznikowych czy biatek
transportowych. Wykazano np., ze utlenienie grup disiarczkowych oksydazy lizylowej jest
przyczyna utrudnionego gojenia si¢ ran, na skutek nieprawidlowej syntezy kolagenu [177].
W tym miejscy chcialabym zasygnalizowaé, Ze obnizenie st¢zenia GSH wskazuje
na niedobor najwazniejszej czasteczki antyoksydacyjnej w detoksykacji ONNO-, ktora jest
jednym z najsilniejszych biologicznych utleniaczy [176]. Nie dziwi wigc znaczny wzrost
nitracji 3-tyrozyny biatek obserwowany w 14 dniu eksperymentu we wszystkich grupach
badanych vs. kontrola i ujemna korelacja pomigdzy st¢zeniem GSH a stgzeniem 3-NT
w fibroblastach kazdej z badanych grup.

Z analizy aktywnosci enzymu reduktazy glutationu (GR) (Tabela 13) wnioskuje,
iz niewystarczajaca regeneracja GSH wynikata m.in. z obniZzonej aktywnos$ci tego enzymu.
By¢ moze redukcja aktywnosci GR spowodowana byla oksydacyjnymi modyfikacjami
tancucha polipeptydowego tego enzymu, co obserwowano w §$linie pacjentow z twardzing
uktadowa [178]. Skutkiem oksydacyjnych modyfikacji bialek moze by¢ rozerwanie
tancucha polipeptydowego, modyfikacja istniejacych i tworzenie wigzan krzyzowych
w obrebie tancucha polipeptydowego lub tez modyfikacja samych aminokwasow [179].
Nalezy wspomnie¢, ze GR zawiera liczne aminokwasy aromatyczne, ktore sa szczeg6lnie
podatne na utlenienie [180]. Inng przyczyna zredukowanej aktywnos$ci GR, moze by¢
niedobor NADPH+H", wykorzystywanego w reakcji redukcji GSSG do GSH, katalizowanej
przez GR [176].

W  piSmiennictwie brak jest badan prowadzonych w podobnym modelu
eksperymentalnym. Tsaryk i wspotpr. [94] oceniajac odpowiedz komoérek endotelialnych

na Ti6Al4V, anodowanym standardowo, w drugiej dobie eksperymentu dodawali
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do hodowli 0,25/0,5mM roztwér H,O2, co w duzym stopniu odréznia te dwa modele
badawcze. 24 godziny po dodaniu utleniacza zaobserwowali obnizenie enzymatycznej
(SOD, CAT) i nieenzymatycznej (GSH) odpowiedzi antyoksydacyjnej w pordwnaniu
do komérek grupy kontrolnej. Rozmiar tej redukceji byt oczywiscie tym wigkszy, im wyzsze
bylo stezenie H»O,. W badaniach Borysa i wspotpr. [124] aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych w okostnej pokrywajacej tytanowe wszczepy byla istotnie obnizona
w porownaniu do grupy kontrolnej. Fakt ten spowodowany byt wedtlug autorow zuzyciem
enzymow w procesie neutralizacji RFT; okostna pobierana byta bowiem pomigdzy 12 a 30
miesigcem po implantacji wszczepu, co znacznie wydluzylo mozliwo$¢ procesow
korozyjnych i metalozy. Analiza enzymoéw antyoksydacyjnych komorek narazanych
na nanoczgstki dwutlenku tytanu ujawnita zalezny od stezenia tych nanoczastek spadek
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych (CAT) i stezenia GSH [126]. Model ten zupetnie
nie ma poréwnania do mojego eksperymentu, wigc trudno si¢ do niego odnosic.

Wymienione dwa ukltady antyoksydacyjne sa tylko niewielka czg$cig systemow
antyoksydacyjnych organizméw zywych biorgcych udziat w utrzymaniu réwnowagi
oksyd-redukcyjnej. Ze wzgledow ekonomicznych, technicznych 1 organizacyjnych
niemozliwe jest oznaczenie wszystkich skladnikow tej waznej dla ustroju bariery.
Parametrem, ktory pozwala oszacowaé¢ wydolno$¢ komorki, narzadu, czy tez calego ustroju
w zwalczaniu RFT jest pomiar catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC). TAC
wedtug definicji jest ,,wypadkowa zdolnoscig badanej probki do przeciwdziatania okreslonej
reakcji utlenienia”. Mozna powiedzie¢, ze jest sumg aktywnosci wszystkich
enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantéw, bez wzgledu na ich pochodzenie,
czy mechanizm dziatania [126,181,182].

24 godziny po ekspozycji nie obserwowatam istotnych zmian obrony antyoksydacyjnej,

w zadnej z badanych grup. Poczawszy od 7 doby narazania fibroblastow na tytanowe
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wszczepy zmiany odpowiedzi antyoksydacyjnej pokrywaja si¢ ze zmianami odnotowanymi
w przypadku GSH. Redukcja TAC w grupie fibroblastoéw narazanych na tytanowe wszczepy
bez warstwy pasywnej vs. kontrola utrzymywata si¢ od 7 do 21 dnia i byla ona istotnie nizsza
w poréwnaniu do pozostatych grup badanych (Tabela 15). W 14 dniu eksperymentu
obserwowalam rowniez istotne obnizenie potencjatu antyoksydacyjnego fibroblastow
eksponowanych na tytanowe krazki poddane anodowaniu zaréwno standardowemu, jak 1 II
typu. Potencjat antyoksydacyjny fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki poddane
anodowaniu standardowemu w 7 i 14 dniu narazania byt istotnie nizszy vs. grupa narazana
na krazki poddane anodowaniu typu II. W 21 dobie eksperymentu obserwowalam wzrost
catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej w fibroblastach narazanych na krazki poddane
anodowaniu zar6wno standardowemu, jak i II typu, co moze by¢ pewnego rodzaju
mechanizmem przystosowawczym komorek na wzrastajacg liczbe RFT. Co wigcej
w odnotowana w 21 dobie eksperymentu dodatnia korelacja pomig¢dzy stezeniem GSH
a TAC w fibroblastach narazanych na krazki poddane anodowaniu zar6wno standardowemu,
jak i Il typu, sugeruje, ze w tych dwoch przypadkach potencjat antyoksydacyjny jest w duzej
mierze warunkowany stezeniem GSH.

W podsumowaniu mozna zauwazy¢, ze zachowanie obrony antyoksydacyjnej
fibroblastow narazanych na krazki tytanowe pozbawione warstwy pasywnej odbiega
znaczaco od zmian obrony antyoksydacyjnej fibroblastoéw narazanych na krazki tytanowe
poddane anodowaniu, przy czym bardziej niekorzystne zmiany widoczne sg w fibroblastach
narazanych na krazki anodowane standardowo. Suzuki i wspotpr. [183] uwazaja, ze gtéwna
przyczyna roznej odpowiedzi antyoksydacyjnej komorek narazanych na wszczepy bez
warstwy pasywnej, a wszczepy z warstwg TiO» jest zdolno$¢ TiO do hamowania

generowania RFT. Dokladnego mechanizmu tej inhibicji nie ttumacza.
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Zmiany aktywno$ci enzymoéw neutralizujagcych RFT, czy tez zmiany stezen
antyoksydantow drobnoczasteczkowych obserwowane przeze mnie w komodrkach
fibroblastow nie s3 dowodem na obecnos¢ stresu oksydacyjnego, a jedynie moga sugerowac
jego istnienie. Sg na pewno odpowiedzig na wzrost generowania RFT, czyli maja charakter
odpowiedzi adaptacyjne;.

Tak, jak w przypadku uktadu antyoksydacyjnego, oznaczanie kazdego z RFT oddzielnie
jest kosztochtonne, pracochtonne, a niekiedy wrecz niemozliwe, ze wzgledu na krotki okres
pottrwania rodnikoéw. Dlatego tez wprowadzono pojecie catkowitej zdolnosci oksydacyjnej,
ktora jest sumg wszystkich wolnych rodnikéw 1 czastek niebedacych wolnym rodnikiem
w badanej probce. Od 1 do 21 doby eksperymentu obserwowatam wzrost generowania RFT
w komorkach fibroblastow narazanych na krazki tytanowe bez warstwy pasywnej vs. grupa
kontrolna i vs. obie grupy badane, co zgadza si¢ z wynikami badan Tsaryk i wspolpr. [94];
przy czym w tych badaniach nie pordwnywano stopow z warstwa pasywng z II typem
anodowania. Co wigcej wytwarzanie RFT bylo réwniez zwigkszone w obu grupach
fibroblastow narazanych na krazki poddane anodowaniu, przy czym bytlo istotnie wyzsze
w grupie fibroblastow narazonych na krazki anodowane standardowo. Te r6znice mozna
proébowac tlumaczy¢ wspomniang hipotezg badawcza Suzuki i wspotpr. [183] dotyczaca
»antywolnorodnikowego” oddzialywania warstwy pasywnej TiO,. By¢ moze nie bez
znaczenia ma sposob anodowania, co moga sugerowac¢ moje badania. Hipoteza ta wymaga
jednak sprawdzenia.

Najnizsze wartosci TOS w grupie fibroblastow poddanych dziataniu krazkoéw z warstwa
pasywna powstata w wyniku II typu anodowania moga mie¢ niebagatelne znaczenie
kliniczne. RFT odgrywaja bowiem istotng rol¢ w indukowaniu aktywnos$ci resorbpcyjnej
osteoklastow zwigkszajac ekspresj¢ liganda aktywatora receptora jadrowego czynnika xB

(RANKL) i czynnika martwicy nowotwordOw 7y poprzez aktywacje kinazy biatkowe;j
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aktywowanej mitogenem (MAPK) i czynnika jadrowego-kB [183,184]. Suplementacja
N-acetyl-cysteing (egzogenny antyoksydant, a ponadto donor grup disiarczkowych
do budowy GSH) hamuje osteoklastogeneze [185].

RFT sg zdolne do utlenienia kazdego ze sktadnikéw komorek: bialek, lipidow, DNA,
RNA czy cukrowcow, przy czym pojedynczy biomarker oksydacyjnego uszkodzenia nie ma
duzej wartos$ci klinicznej w aspekcie diagnostycznym, czy prognostycznym. Jest rowniez
niewystarczajacy do oszacowania réznorodno$ci i rozmiaru oksydacyjnego uszkodzenia
badanej proby biologicznej. Do najczesciej oznaczanych wskaznikow oksydacyjnych
modyfikacji zalicza si¢: MDA, addukty 4-HNE z bialkami, AOPP i AGE, ktorych
charakterystyke podatam we wstepie, teraz tylko kilka krotkich zdan celem wprowadzenia.
AOPP i AGEs s3a markerami utleniania biatek. AOPP sa nie tylko markerami
oksydacyjnymi, ale takze mediatorami prozapalnymi, poniewaz sa w stanie aktywowac
neutrofile [186,187]. Z kolei AGEs, ktore sg zwigzkami weglowodanowymi powstajacymi
nieenzymatycznie, sg markerami glikacji bialek [188,189]. AGEs sa zdolne do aktywacji
szlaku NF-kB poprzez wigzanie si¢ z jego receptorem, prowadzac do zespotu zapalnego
indukowanego przez monocyty [188,189].

Pierwszym produktem procesu utleniania lipidow sa wodoronadtlenki. Sa to zwiazki
wysoce reaktywne, ktore w bardzo krotkim czasie po wytworzeniu przechodza
transformacje do rodnikéw peroksylowych lub alkoksylowych i do drugorzgdowych
produktow oksydacyjnych modyfikacji [66,190], m.in. dialdehydu malonowego (MDA),
4-hydroksynonealu (4-HNE) [191]. 4-HNE jest wynikiem reakcji utlenienia
wielonienasyconych ~ kwasow  tluszczowych, glownie kwasu  arachidonowego
oraz linolenowego [192,193]. 4-HNE jest zaliczany do drugorzedowych inicjatorow
oksydacyjnych modyfikacji [193,194]. Jest zwiazkiem wysoce reaktywnym [195],

w krotkim czasie od wytworzenia reaguje z kwasami nukleinowymi i biatkami tworzac
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addukty. Addukty 4-HNE sa proste do oznaczenia, a ich st¢zenie jest wprost proporcjonalne
do stopnia uszkodzenia bton komorkowych [193,196]. MDA jest od wielu lat czesto
stosowany jako standardowy biomarker peroksydacji lipidow in vivo ze wzgledu na prostote
1 niski koszt oznaczania. Oznaczanie TBARS polega na reakcji MDA z kwasem
tiobarbiturowym w warunkach silnego zakwaszenia i ogrzewania, co prowadzi do powstania
r6zowo zabarwionych produktow. Wykazano, iz MDA uniemozliwia zachodzace na drodze
dyfuzji oddzialywania pomig¢dzy receptorami aktywowanymi bodZcami a biatkiem G [197].
Oddzialywanie to jest niezbedne w ztozonym procesie prowadzacym do sekrecji $liny
[198,199]. MDA ulega interakcji z biatkami bton komérkowych, co skutkuje zaburzeniem
dwuwarstwy lipidowej, zmianami jej przepuszczalnosci dla jonow wodorowych i wielu
substancji polarnych [66].

Uwaza si¢, ze biatka sg najbardziej prawdopodobnym pierwotnym obiektem ,,ataku”
RFT, co oznacza, ze ulegaja oksydacyjnym modyfikacjom w pierwszej kolejnosci. Badania
Reinheckel i wspotpr. [200] wykazaly, ze utlenianie kwasow thuszczowych zachodzi
w poznej fazie ostrych reakcji zapalnych, a biatka zwigzane z DNA bardzo skutecznie
chronig organizm przed mutacjami, ktorych czynnikiem sg utleniacze. Analiza uzyskanych
przeze mnie wynikOw w petni potwierdza zatozenie, ze powstawanie RFT, w pierwszej
kolejnosci prowadzi do utlenienia biatek. Wzrost stezenia AOPP we wszystkich grupach
fibroblastow narazanych na tytanowe krazki vs. grupa kontrolna obserwowatam
od pierwszej do ostatniej doby eksperymentu (Tabela 20). Stezenie AOPP nie réznito
si¢ pomiedzy fibroblastami trzech grup badanych, aczkolwiek wykazywato tendencje
wzrostowa wraz z uplywem czasu. Obserwowany ciagly wzrost stezenia AOPP
w fibroblastach narazanych na tytanowe wszczepy moze mie¢ niekorzystne implikacje
kliniczne. Borys i wspotpr. [124] uwazaja, ze AOPP moga zaburza¢ metabolizm organicznej

czesci tkanki kostnej i powodowaé powstawanie szczelin w gojacych si¢ ztamaniach zuchwy
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obserwowanych na zdjeciach RTG po 14-18 miesigcach od implantacji. Wzrost stezenia
AGE we wszystkich grupach fibroblastow narazanych na tytanowe krazki vs. grupa
kontrolna obserwowatam w koncowym etapie eksperymentu, tj. w 21 dobie narazania
(Tabela 22). Ze wzgledu na fakt, iz AGE moga aktywowac¢ szereg reakcji zapalnych
prowadzacych  do  przyspieszonego  uszkodzenia  naczyn 1  zmniejszenia
ich przepuszczalno$ci [201], wzrost ich stezenia moze by¢ przyczyng zaburzen angiogenezy
W rejonie gojenia si¢ rany, co jest jednym z gldéwnych proceséw decydujacych o powodzeniu
integracji biomaterialu w warunkach klinicznych [202]. Badania Quintero i wspolpr. [203]
wskazuja na zwigzek miedzy AGE a hamowaniem obrotu kostnego, sugerujac, ze nadmierne
tworzenie AGE, moze przyczynia¢ si¢ do wolniejszego tempa osteointegracji,
co negatywnie wplywa na stabilno$¢ implantu.

Nasilenie procesow peroksydacji lipidow obserwowalam od 7 dnia eksperymentu
pod postacig istotnego wzrostu stezenia MDA we wszystkich grupach badanych vs. kontrola,
jak 1 adduktow 4-HNE w grupie fibroblastow narazanych na tytanowe krazki pozbawione
warstwy pasywnej, i krazki z warstwg anodowang standardowo (vs. grupa kontrolna) (Tabela
19). Stezenia MDA, jak i adduktéw 4-HNE nie rdéznito si¢ pomigdzy grupa narazang
na tytanowe krazki pozbawione warstwy pasywnej, a narazang na krazki z warstwa
anodowang standardowo, przy czym w obu grupach byty one istotnie wyzsze w poréwnaniu
do grupy fibroblastéw narazanych na krazki z warstwa pasywna z Il typem anodowania.
W 14 dniu eksperymentu istotne podwyzszenie stezen MDA i adduktow 4-HNE (vs. grupa
kontrolna) odnotowatam jedynie w grupach fibroblastow narazanych na tytanowe krazki
pozbawione warstwy pasywnej, jak i krazki z warstwa anodowang standardowo. Podobnie,
jak w 7 dniu, w obu grupach byly one istotnie wyzsze w pordwnaniu do grupy fibroblastow
narazanych na krazki z warstwa pasywng z Il typem anodowania. W grupie fibroblastow

narazanych na tytanowe krazki pozbawione warstwy pasywnej stezenia produktow
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peroksydacji lipidow byly istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy fibroblastow narazanych
na krazki z warstwa anodowang standardowo. W 21 dniu podwyZszone st¢zenie obu
badanych markeroéw peroksydacji (MDA i adduktéw 4-HNE) vs. kontrola utrzymywato si¢
jedynie w grupie fibroblastow narazanych na tytanowe krazki pozbawione warstwy
pasywnej. Bylo ono istotnie wyzsze w poréwnaniu do stgzen uzyskanych w dwoch
pozostalych grupach badanych. Podsumowujac podwyzszone stezenie produktow
peroksydacji lipidow przez caty okres eksperymentu utrzymywalo si¢ jedynie w grupie
fibroblastéw narazanych na krazki pozbawione warstwy pasywnej. Uwage zwraca fakt
niewielkiego, istotnego wzrostu stezenia MDA jedynie w 7 dobie eksperymentu, jak rowniez
brak jakichkolwiek zmian stezenia adduktow 4-HNE w grupie fibroblastow narazanych
na krazki z warstwa pasywng z Il typem anodowania vs. kontrola. Wynik ten wskazuje
na tzw. odwracalnos¢ procesu peroksydacji lipidow w sytuacji narazenia na tytanowe krazki
z warstwg pasywng z II typem anodowania, co zostalo opisane w przypadku gruczolow
slinowych szczuréw narazanych na diet¢ bogatoweglowodanowa [204]. Co wiecej Lushchak
takg sytuacje okresla mianem ,stresu oksydacyjnego o niewielkim nasileniu”,
co w przypadku biomaterialu ma duze znaczenie kliniczne [166,205]. Niewielkie nasilenie
stresu oksydacyjnego moze mie¢ bardzo korzystne dziatanie, poniewaz zwigksza
przezywalno$¢ komorek. Efekt ten zwigzany jest z aktywacja wielu procesow komérkowych
ukierunkowanych na zwigkszenie odpornosci komoérek na stres oksydacyjny [206].
Odwracalno$¢ procesu peroksydacji lipiddow ma bardzo duze znaczenie kliniczne. MDA
uwazany jest za marker aktywnos$ci osteoklastow, uwaza si¢ nawet, ze jego stezenie jest
wprost proporcjonalne do aktywnos$ci osteoklastow wokot tytanowych wszczepow 1 $rub
[207].

Nasilenie stresu oksydacyjnego w postaci zwickszonych stezen produktow

oksydacyjnych modyfikacji po zastosowaniu tytanowych zespolen wykonanych ze stopu
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Ti6A14V, z warstwa pasywng anodowang standardowo, obserwowano rowniez w okostne;j
w sasiedztwie zespolenia, 12-30 miesigcy po zabiegu chirurgicznym [124]. Na podstawie
tych wynikow autorzy wnioskujg obecno$¢ przetrwatego stresu oksydacyjnego w obszarze
unieruchomienia ko$ci zuchwy, niezaleznie od czasu, ktory uplynal od operacji [124].
Rozwazaja réwniez wlaczenie endogennej profilaktyki antyoksydacyjnej majacej na celu
minimalizacj¢ oksydacyjnych uszkodzen w miejscu zespolenia. Bioragc pod uwage opisany
powyzej deficyt uktadu glutationu w procesie utrzymania grup tiolowych biatek w stanie
zredukowanym taka endogenna suplementacja bytaby jak najbardziej wskazana. Pomyst ten
wynika z faktu, iz bezposrednia suplementacja GSH nie jest rekomendowana, poniewaz
GSH nie jest transportowany do wnetrza komorek, jest w nich syntetyzowany ze swoich
prekursorow [172,208,209].

Jednym z najwazniejszych proceséw zachodzacych w mitochondriach jest fosforylacja
oksydacyjna, podczas ktorej elektrony sa usuwane z substratow energetycznych
i transportowane do tlenu. Procesowi temu towarzyszy wytwarzanie energii magazynowanej
w postaci ATP przez uktad kompleksow mitochondrialnych (I-IV). Okoto 0,1-1% tlenu
zuzytego w mitochondriach jest przeksztalcane w O™, ktory ulega reakcji dysmutacji,
katalizowanej przez SOD. W warunkach fizjologicznych za redukcj¢ tlenu do anionu
ponadtlenkowego odpowiadaja kompleksy I i III [183]. Dostepne dane wskazuja,
ze potencjalne miejsca powstawania mitochondrialnych ROS  zlokalizowane
sg w kompleksie I [210] 1 kompleksie II [211], a najbardziej intensywna ich produkcja
wynika z przeptywu elektronéw z kompleksu I do kompleksu I [211].

Przez caly okres trwania eksperymentu obserwowalam obnizong (vs. kontrola)
aktywnos$¢ kompleksu mitochondrialnego I w mitochondriach fibroblastow narazanych
na tytanowe krazki bez wzgledu na rodzaj anodowania, czy tez jego brak. Najnizszg, wsrod

grup badanych, aktywno$§¢ odnotowatam w grupie fibroblastow eksponowanych
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na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej (Tabela 26). Aktywnos$¢ dehydrogenazy NADH
(kompleks I) nie réznita si¢ pomigdzy fibroblastami narazanymi na tytanowe krazki
z warstwg pasywna, bez wzgledu na rodzaj anodowania. Parametry stresu nitrozacyjnego
nie byly oznaczane we frakcji mitochondrialnej, lecz w lizacie komoérkowym, jednak
obserwowana w 21 dobie ujemna korelacja pomiedzy stezeniem nadtlenoazotynu
a aktywnos$cia kompleksu I w mitochondriach fibroblastow wszystkich trzech grup
badanych moze wskazywaé na wzrost procesu nitracji 3-tyrozyny i inaktywacje
podjednostek kompleksu I. Wykazano bowiem, ze nadtlenoazotyn moze tatwo reagowac
z klastrami Zelazo-siarkowymi w kompleksach enzymatycznych mitochondrialnego
tancucha transportu elektronéw [212]. Dodatkowo enzymy mitochondrialnego kompleksu I
posiadaja w swojej budowie kilka grup tiolowych [213], ktére w warunkach niewydolnosci
uktadu glutationu mogty ulec utlenieniu.

Wykazano, ze zredukowana aktywnos$¢ kompleksu I przyczynia si¢ do wzrostu
generowania RFT i zaburzen syntezy zwigzkéw wysokoenergetycznych. Jesli do tego
dodamy zredukowang aktywno$¢ kompleksu IV, czyli oksydazy cytochromu c, $cisle
powiazanej z metabolizmem energetycznym, mozemy spodziewacé si¢ drastycznego spadku
syntezy ATP, co ma negatywne znaczenie w aspekcie biosyntezy np. biatek, w tym
kolagenu, elastyny i proteoglikanoéw wykorzystywanych w procesie gojenia tkanek [214].
Redukcje aktywnosci oksydazy cytochromu ¢ obserwowatam od 7 do 21 dnia eksperymentu
w mitochondriach wszystkich grup badanych vs. kontrola (Tabela 28). Nalezy podkresli¢,
ze transport elektrondw i fosforylacja oksydacyjna sg ze sobg $cisle powigzane. Zaburzenia
funkcjonowania tancucha oddechowego skutkuja wstrzymaniem fosforylacji oksydacyjne;j
w mitochondrium. Energia uwalniana przez transport elektronow nie zostaje zgormadzona
w postaci ATP, ulega rozproszeniu w postaci ciepta [214]. Deficyt energetyczny

w przebiegu narazania na tytanowe wszczepy moze rozwingé si¢ réwniez z innych
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powoddéw. CS jest kluczowym enzymem zwigzanym z funkcjonowaniem cyklu kwasu
trojkarboksylowego 1 jego obnizona aktywno$¢, odnotowana przeze mnie w 14 1 21 dobie
we wszystkich grupach badanych vs. kontrola, moze odzwierciedla¢ zahamowanie
aktywacji tego cyklu, a tym samym wskazywaé¢ na dalszy spadek produkcji ATP,
jak réwniez obnizong aktywno$¢ metaboliczng komorek [215]. Warto wspomnie¢,
ze nadtlenki kwasow tluszczowych, jak rowniez aldehydowe produkty peroksydacji
powoduja rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach i znoszg gradient stezen
protonéw po obu stronach blony mitochondrialnej, zaburzajac wytwarzanie ATP [197].
Jak wykazaly badania redukcja potencjatu transbtonowego mitochondriow jest uznanym
wczesnym markerem apoptozy [216]. Niedobor energii zgromadzonej w postaci ATP moze
by¢ przyczyna nasilenia procesu apoptozy obserwowanej od 14 dnia eksperymentu, kiedy
to aktywno$¢ kaspazy 3 w mitochondriach fibroblastow wszystkich grup badanych byta
istotnie podwyzszona vs. grupa kontrolna. Wcze$niejsze badania wykazaty, iz obnizone
stezenie ATP prowadzi do nasilenia apoptozy hepatocytow [126]. Wzmozenie procesu
apoptozy obserwowatam w 21 dobie eksperymentu w grupie fibroblastow narazanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej 1 krazki anodowane standardowo.
W mitochondriach fibroblastow eksponowanych na krazki z II typem anodowania proces
apoptozy wyhamowal, a aktywnos$¢ kaspazy 3 byta na poziomie tego enzymu w grupie
kontrolnej. Co ciekawe, zgodnie z obserwacjami, niedobér GSH wigze si¢ z aktywacja
kaskady kaspaz [217] i pobudzeniem szlaku apoptozy, co potwierdza ujemna korelacja
pomigdzy aktywnos$cig CAS-3 a stezeniem GSH w 14 dniu eksperymentu w mitochondriach
fibroblastow narazanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i anodowane

standardowo.
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Nalezy podkresli¢, ze najmniejszy stopien redukcji (wsrod grup badanych) CS
obserwowalam w mitochondriach fibroblastow narazanych na tytanowe krazki z II typem
anodowania na powierzchni.

Niezmiernie waznym, w aspekcie protekcyjnych wiasciwosci warstwy pasywnej TiO:
powstatej w wyniku II typu anodowania, jest odnotowany brak zaburzen aktywnosci
kompleksu II w mitochondriach fibroblastéw narazanych na dziatanie krazka pokrytego
ta warstwa vs. grupa kontrolna. Dehydrogenaza bursztynianowa (kompleks II) petni rowniez
inng rolg, niezwigzang z rola kompleksu w fosforylacji oksydacyjnej, jako sktadnik
strukturalny i regulatorowy mitochondrialnego kanatlu K* wrazliwego na ATP (mitoKATP)
[218]. Wykazano, ze zwigkszony przeptyw jondéw potasu do macierzy mitochondrialnej
przez kanat potasowy wrazliwy na ATP zapewnia ochron¢ przed uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym. Uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne wytwarza
si¢ po przywrdceniu, chwilowo zatrzymanego krazenia krwi w tkance, w tym rowniez
w tkance kostnej. Moze on skutkowaé uszkodzeniem komorek lub nawet ich $§miercia,
co zalezy od czasu i ciezkosci zaburzen przeptywu krwi [219].

W przypadku obu pozostatych grup badanych aktywno$¢ kompleksu II byla istotnie
nizsza w porownaniu do aktywnosci odnotowanej w mitochondriach fibroblastow grupy
kontrolnej i nie r6znita si¢ pomigdzy omawianymi grupami.

Naprawa kosci to wieloetapowy proces obejmujacy migracje, proliferacje,
réznicowanie 1 aktywacje kilku typow komorek [220]. Tworzenie ko$ci moze zachodzi¢
w dwoch odrebnych procesach. Jesli segmenty kos$ci sg ustabilizowane lub podczas rozwoju
niektorych kosci czaszki i czg$ci twarzowej czaszki, mezenchymalne komorki prekursorowe
roéznicuja si¢ bezposrednio w osteoblasty tworzace kosci, w procesie zwanym kostnieniem
srodbtoniastym. Alternatywnie, w niestabilnym biomechanicznie §rodowisku lub w rozwoju

kos$ci dhugich i kregdéw, tworzenie kosci nastgpuje poprzez chrzastke posrednig w procesie
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zwanym kostnieniem $rodchrzegstnym [221]. Ekspresja okreslonych czynnikéw wzrostu,
takich jak czynniki wzrostu fibroblastow (FGF), plytkopochodne czynniki wzrostu (PDGF),
transformujace czynniki wzrostu beta (TGF-s), czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego
(VEGF) i biatka morfogenetyczne kosci (BMP) w fibroblastach, osteoblastach, komadrkach
srédblonka, w trakcie gojenia potwierdza kluczowa rolg tych wydzielanych czynnikéw
w procesie naprawy kosci [221,222]. Czynniki z rodziny VEGF sg jednymi z najsilniej
dzialajacych induktoréw angiogenezy i waskulogenezy, czyli proceséw, bez ktoérych
niemozliwe jest gojenie rany. VEGF stymuluje agregacje trombocytow i stworzenie skrzepu,
zabezpieczajgcego mikrosrodowisko rany. W dalszych etapach gojenia, VEGF jest istotnym
czynnikiem stymulujacym proliferacj¢ komorek $rodblonka oraz ich progenitoréw, ktore
buduja nowo powstate naczynia krwiono$ne na rusztowaniu utworzonym z kolagenu
oraz innych biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej. Stwierdzono roéwniez, ze VEGF-A
odgrywa bezpos$rednia role w réznicowaniu i dojrzewaniu osteoblastow [223].

W 71 14 dobie eksperymentu wykazatam istotnie nizsze ste¢zenie VEGF-A w medium
pobranym znad fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanowe bez wzgledu na obecnos¢
lub brak warstwy pasywnej (Tabela 32). W 14 dobie istotnie nizsze st¢zenie tego czynnika
wzrostowego odnotowatam w grupie fibroblastéw narazanych na krazki tytanowe bez
powloki pasywnej vs. obie grupy narazane na krazki z powloka pasywna. Przy czym
najwyzsze wartoSci VEGF-A stwierdzitam w grupie eksponowanej na krazki z powtoka
anodowang na twardo (II typ anodowania). 21 dnia eksperymentu stezenie VEGF-A
w grupie kontrolnej i z II typem anodowania nie r6znito si¢, przy czym w obu tych grupach
bylo istotnie wyzsze niz w grupie fibroblastow narazanych na tytanowe krazki bez powtoki
1 w grupie narazanej na krazki tytanowe z powtoka anodowang standardowo. Biorac pod
uwage scharakteryzowany pokrétce powyzej udziat VEGF-A w procesie gojenia, to wyniki

uzyskane w 21 dobie sugeruja, iz tytanowe krazki z II typem anodowania na powierzchni
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W najmniejszym stopniu zaburzaja procesy angiogenezy i regeneracji tkanki kostnej,
co wydaje si¢ obiecujace z punktu widzenia klinicznego. Ta hipoteza wymaga oczywiscie
doktadnych badan.

FGF-2, znany rowniez jako bFGF, nalezy do rodziny czynnikow fibroblastow i jest
szeroko rozpowszechniony w organizmie. Jako promotor mitotyczny moze indukowaé
mitoze 1 przyspiesza¢ proliferacje komorek, tworzenie i przebudowe ECM, co sprzyja
szybszemu gojeniu rany [224]. W przeprowadzonym doswiadczeniu poczawszy od 7 doby,
az do momentu jego zakonczenia st¢zenie FGF-2 w ptynie znad fibroblastow narazanych na
tytanowe krazki byto istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej, przy czym warto$¢ tego
stezenia nie zalezata od rodzaju anodowania, czy tez jego braku (Tabela 31). Jest to malo
obiecujacy wynik w aspekcie klinicznego gojenia wszczepu. Wykazano bowiem,
ze niedobor FGF-2 skutkowat zwolnieniem tempa mineralizacji 1 mostkowania kos$ci
w ubytku zlamania [225], jak réwnieZ zmniejszong liczbg osteocytdw w gojacej si¢ po urazie
kosci [226].

Wedtug mnie, analiza stezen produktéw oksydacji w medium pobranym znad komorek
moze by¢ pomocna w ocenie funkcjonowania blony komorkowej fibroblastow. Niektore
z parametréw np., ONNO", 3-NT byly mierzalne tylko w matym odsetku prob. Taki wynik
moze oznacza¢ dysfunkcje blonowych systemow transportujacych i by¢ moze
dezorganizacj¢ blony komorkowej fibroblastéw narazanych na tytanowe krazki.
Obserwowane przeze mnie zmiany st¢zen produktéw peroksydacji lipidow czy oksydacji
biatek moga by¢ spowodowane utlenianiem fosfolipidow i bialek zewnetrznej warstwy
btony komoérkowej. Tym bardziej, ze przeprowadzona analiza korelacji Pearsona, nie
wykazala zadnych zalezno$ci pomigdzy parametrami wewnatrz komorek, jak i w medium.

W 7, 14 i 21 dobie eksperymentu obserwowatam istotny wzrost stgzenia MDA

w medium pobranym znad fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy
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pasywnej vs. grupa kontrolna i dwie pozostate grupy badane (Tabela 39). W 14 dobie
wzrastaly stezenia MDA w medium pobranym znad fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki z warstwa anodowang standardowo i z II typem anodowania vs. grupa
kontrolna. W ostatnim dniu eksperymentu stgzenie MDA w medium pobranym znad
fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna powstata na skutek II
typu anodowania normalizowalo si¢, przyjmujac wartosci grupy kontrolnej; byto réwniez
nizsze w poréwnaniu do grupy fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki z warstwa
anodowang standardowo. Wynik ten jest korzystny, bo $wiadczy o odwracalnosci procesu
peroksydacji lipidow blonowych. Niestety stezenie adduktoéw 4-HNE w medium pobranym
znad fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez wzgledu na obecnos¢ lub brak
warstwy pasywnej przez caly okres eksperymentu bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Wydaje sie¢, ze bez wptywu byta obecnos¢ warstwy pasywnej i sposob
jej anodowania, gdyz nie byto réznic pomigdzy grupami badanymi (Tabela 40).

Stezenia AOPP i TOS (Tabela 41, Tabela 38 ) w medium pobranym znad komorek nie
r6znily si¢ pomigdzy badanymi grupami i grupg kontrolng, natomiast st¢zenie AGE od 7 do
21 doby w medium pobranym znad fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez
wzgledu na obecno$¢ lub brak warstwy pasywnej przez caty okres eksperymentu byto
istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co zgadza si¢ z wynikami El-Shenawy
1 wspolpr. [82]. Biorgc pod uwage wyniki uzyskane przy oznaczeniu TOS (w 1 1 21 dobie
w medium pobranym znad fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki bez wzgledu
na obecno$¢ lub brak warstwy pasywnej przez caly okres eksperymentu bylo istotnie wyzsze
w pordwnaniu do grupy kontrolnej) i zestawiajac je z brakiem zmian potencjalu
antyoksydacyjnego podtrzymuj¢ przypuszczenia, ze zachowanie tych dwoch parametrow

jest wynikiem dezintegracji bton komorkowych i zaburzen jej przepuszczalnosci.
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Analize zawartosci metali wykonatam we wspotpracy z Zakladem Chemii Uniwersytetu
w Biatymstoku, w zmineralizowanych probkach medium za pomoca metody ICP-MS
z zastosowaniem zewngetrznej metody kalibracji. Zastosowane przeze mnie czasy, odmienne
od czasow pozostatych oznaczen wynikaja z przyczyn proceduralnych. Medium do analizy
zawarto$ci metali pobierane byto w czasie zgodnym z wymiang medium, co 3 dni. Chce
podkresli¢, ze uwalnianie jonéw nie zostalo oznaczone w lizacie komoérkowym,
ze wzgledow technicznych. Nie znany jest zatem odsetek tych jondow, ktéry moglby
przenikna¢ do komorek, dlatego tez trudno szukaé zwigzkéw przyczynowo-skutkowych
pomiegdzy stezeniem jonéw w medium a badanymi parametrami. Przez caty okres trwania
eksperymentu stezenie jonow tytanu bylo najwyzsze w medium pobranym
znad fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki z warstwa pasywng anodowang
na twardo. Od 6 do 21 dnia wzrastalo uwalnianie tytanu z krazkéow anodowanych
standardowo i w tym przedziale czasowym bylo ono istotnie wyzsze w pordwnaniu
do krazkow bez warstwy pasywnej (Tabela 33). Uwalnianie jonéw glinu i wanadu przez caty
okres trwania pomiar6w byto rowniez najwyzsze z krazkéw z warstwg pasywng anodowang
na twardo (Tabela 34, Tabela 35). Uwalnianie jonow glinu z krazkéw tytanowych bez
warstwy pasywnej zwigkszyto si¢ w 6 1 21 dobie eksperymentu i bylo istotnie wyzsze
w porownaniu do uwalniania tego jonu z krazkéw anodowanych standardowo.
To co chcialabym zauwazy¢, to fakt, ze uwalnianie jonéw z krazkéw tytanowych byto
najwigksze na poczatku do§wiadczenia i malalo z czasem jego trwania.

Nalezy podkresli¢ stabe strony obecnego eksperymentu. Po pierwsze badania byty
przeprowadzone w modelu komodrkowym, ktory nie oddaje ztozonych zaleznosci
1 oddziatywan na granicy wszczep - ko$¢. Fizjologicznie sity wywierane na material
implantu skladaja si¢ z elementow rozciagajacych, $ciskajacych i $cinajacych, a takich

warunkéw nie uda si¢ odtworzy¢ w zastosowanym modelu badawczym.
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Po drugie postuzyliSmy si¢ jednym tylko rodzajem komorek, co nie pozwala
na odtworzenie procesOw biologicznych zachodzacych w tkance kostne;.

Analizujac przedstawione wyniki nalezy wzig¢ pod uwagg, ze ocenili$my rowniez tylko
niektore markery modyfikacji oksydacyjnych i elementy bariery antyoksydacyjnej. Ocena
innych markerow stresu oksydacyjnego moze calkowicie lub czg¢éciowo zmieni¢ nasze

obserwacje i zalozenia.

Podsumowujac uzyskane wyniki moge stwierdzi¢, ze zastosowany II sposob
anodowania powierzchni tytanowych krazkéw wykazuje najmniej, sposrod badanych grup,
negatywny wplyw na réwnowage redox ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastéw ATCC-PCS-201-018. Moje wyniki wskazujg jednak na istnienie
stresu oksydacyjnego, pod postacig oksydacyjnie zmodyfikowanych bioczastek, wzrostu
RFT, zaburzen funkcjonowania tancucha oddechowego i nasilenia apoptozy, jak rowniez
niewydolnos$¢ uktadu glutationu. Dlatego tez w warunkach klinicznych wskazana bylaby
suplementacja egzogennymi antyoksydantami, ktére nie tylko moglyby mie¢ korzystny
wplyw na procesy oksydo-redukcyjne, ale rowniez sprzyja¢ procesom gojenia po zabiegach

z wykorzystaniem tytanowych wszczepow.
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6. Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow i dokonanych analiz wyciagnelam nastepujace
whnioski:
1. Stopien cytotoksycznosci tytanowych krazkow z II typem anodowania zalezy od czasu
trwania hodowli komorkowej ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018. Od 14 dnia eksperymentu, do czasu jego zakonczenia jest
nizszy w porownaniu do tytanowych krazkow bez warstwy pasywnej, przy czym rodzaj
anodowania pozostaje bez wptywu na stopien cytotoksycznos$ci stopu tytanu Ti6Al4V.
2. Zmiany obrony antyoksydacyjnej ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na krazki tytanowe pozbawione
warstwy pasywnej odbiegaja znaczaco od zmian obrony antyoksydacyjnej w/w fibroblastow
narazanych na krazki tytanowe poddane anodowaniu, przy czym bardziej niekorzystne zmiany
widoczne s3 w w/w fibroblastach narazanych na krazki anodowane standardowo.
3. Oksydacyjne modyfikacje biatek zachodza we wszystkich grupach ludzkich,
niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych
na tytanowe krazki, przy czym proces ten jest najmniej nasilony w w/w fibroblastach
eksponowanych na tytanowe krazki z II typem anodowania. Niewielki i ograniczony do 7 dnia
hodowli  ludzkich, niemodyfikowanych  genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 wzrost jednego tylko markera peroksydacji lipidow (MDA) i1 brak
jakichkolwiek zmian stezen adduktéow 4-HNE z biatkami vs. grupa kontrolna dowodzi
odwracalnosci procesu peroksydacji lipidow i niewielkie nasilenie stresu oksydacyjnego.
Oksydacyjne modyfikacje elementow komorkowych byty najbardziej nasilone w grupie
w/w fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej.
Wytwarzanie RFT bylo zwigkszone we wszystkich grupach ludzkich, niemodyfikowanych

genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018, przy czym proces ten w grupach
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fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna rozpoczynat si¢ dopiero
od 7 dnia eksperymentu. Generowanie RFT bylo na najwyzszym poziomie w grupie
w/w fibroblastow narazanych na krazki bez warstwy pasywne;j, a II typ anodowania zmniejszat
stopien produkcji RFT w porownaniu do anodowania standardowego.

4. Wazrost aktywno$ci oksydazy NADPH (NOX) byt zalezny od czasu trwania hodowli
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018,
byta najnizsza w w/w fibroblastach narazanych na tytanowe krazki poddane anodowaniu
(vs. fibroblasty narazone na krazki tytanowe bez warstwy pasywnej), przy czym rodzaj
anodowania pozostawat bez wptywu na aktywno$¢ tego enzymu. Stgzenie ONOO- istotnie
wzrastato w ostatniej dobie eksperymentu (vs. kontrola). Wzrost ten wydaje si¢ by¢ niezalezny
od obecnosci warstwy pasywnej, czy tez rodzaju anodowania.

5. Aktywnos¢ kompleksu I przez caty czas trwania eksperymentu we wszystkich grupach
badanych byla istotnie obnizona (vs. kontrola), przy czym obecno$¢ warstwy pasywnej zdaje
si¢ mie¢ dzialanie ochronne. Rodzaj anodowania nie wplywa na aktywnos¢ tego enzymu. Typ
IT anodowania zapobiega natomiast zmianom aktywno$ci kompleksu II (vs. kontrola).

Zmiany aktywnosci CS zaleza od czasu trwania hodowli, redukcje¢ aktywnosci tego enzymu
zaobserwowa¢ mozna od 14 dnia hodowli we wszystkich grupach badanych (vs. kontrola).
Najmniejszy stopien inhibicji tego enzymu wystepuje w mitochondriach ludzkich,
niemodyfikowanych  genetycznie, pierwotnych  fibroblastow  ATCC-PCS-201-018
eksponowanych na tytanowe krazki z II typem anodowania (w poréwnaniu do dwoch
pozostatych grup badanych).

Aktywno$¢ COX od 7 do ostatniego dnia hodowli byta istotnie obnizona w mitochondriach
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018
narazanych na tytanowe krazki (vs. kontrola). W ostatniej fazie hodowli obecno$¢ II typu

anodowania zmniejsza stopien inhibicji tego enzymu w poréwnaniu do pozostalych grup
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badanych.

Stopien apoptozy w mitochondriach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018 zalezy od czasu trwania hodowli. W ostatniej fazie hodowli
obecnos¢ II typu anodowania zapobiega apoptozie w mitochondriach w/w fibroblastow.

6. Stezenie FGF-2 w medium pochodzacym ze wszystkich badanych grup ulega redukcji
od 7 dnia hodowli i utrzymuje si¢ na istotnie nizszym poziomie vs. kontrola do konca
eksperymentu. Warto$¢ tej redukcji nie byta uwarunkowana obecno$cig warstwy pasywnej,
czy tez rodzajem anodowania.

Zmiany stezen VEGF-A zaleza od czasu trwania hodowli i rodzaju tytanowych krazkow,
przy czym w 21 dobie obecno$¢ warstwy pasywnej z II typem anodowania zapobiega
zaburzeniom sekrecji tego czynnika przez fibroblasty (vs. kontrola).

7. Przez caly okres trwania eksperymentu uwalnianie jonow tytanu, glinu i wanadu
z tytanowych krazkoéw z warstwa pasywng anodowang na twardo byto wyzsze niz z pozostatych
krazkow tytanowych. Stopien uwalniania jonow z powierzchni wszystkich badanych krazkow

tytanowych zmniejszat si¢ wraz z upltywem czasu.
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8. Streszczenie

Wprowadzenie. Ztotym standardem ortopedii, jak réwniez chirurgii szczegkowo-twarzowej
jest rekonstrukcja z zastosowaniem tytanowych implantow. Uwaza si¢, iz tytan jest
materiatem biokompatybilnym, ale czy jest materiatem doskonatym? Mimo wielu zalet,
tytan posiada rowniez wady, z ktorych najwigkszg jest staba odpornos¢ na tarcie, w wyniku
ktérego dochodzi do uszkodzenia/utraty warstwy pasywnej na jego powierzchni. Warstwe
pasywna tworzg tlenki tytanu (gtéwnie TiOz), a jej powstanie jest spontaniczne, w kontakcie
z otaczajacym tytan $rodowiskiem. W produkcji implantow medycznych, wzmocnienie
wlasciwos$ci ochronnych warstwy pasywnej uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie
elektrochemicznego utleniania, tzw. anodowania. Wyniki badan wskazuja, ze warstwa ta,
mimo procesu anodowania, ulega uszkodzeniu, co zapoczatkowuje korozje na powierzchni
implantu. Zaréwno starcie warstwy pasywnej, jak i1 korozja przyczyniaja si¢ do powstania
zjawiska zwanego metaloza. Metaloza jest to odktadanie czastek metalicznych w tkankach
otaczajagcych implant. Czastki te pobudzaja uklad odpornosciowy organizmu, ulegaja
fagocytozie czego efektem jest uwalnianie cytokin oraz wolnych rodnikow tlenowych
(RFT). Zapoczatkowuje to stan =zapalny wokot implantu. RFT odpowiedzialne
sg za oksydacyjne uszkodzenia bialek, lipidow oraz kwasow nukleinowych. Wptywaja
na strukture oraz aktywno$¢ komorek. Ponadto, wplywajac na remodeling kosci

przyczyniaja si¢ do zaburzenia proceséw gojenia.

Cele pracy. Przeprowadzone przeze mnie badania i ich analizy miaty na celu:

8. Pordownanie cytotoksyczno$ci tytanowych krazkéw z warstwa pasywng z I typem
anodowania do cytotoksycznosci tytanowych krazkow bez warstwy pasywnej 1 z warstwa
anodowang standardowo, w hodowli ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018.

9. Oceng wplywu tytanowych krazkéw z warstwa pasywng z II typem anodowania
na catkowity potencjal antyoksydacyjny oraz enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy
antyoksydacyjne ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 poprzez porownanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi
w hodowli w/w fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej

1 z warstwg anodowang standardowo.
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10. Poréwnanie oksydacyjnych uszkodzen i zaburzenia réwnowagi redox mierzonych
stezeniem produktéw oksydacyjnych modyfikacji biatek i lipidow, a takze catkowitym
potencjalem oksydacyjnym w komoérkach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa
pasywng z II typem anodowania i w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i z warstwa anodowang standardowo.

11. Oceng czynnikow prooksydacyjnych, tj. aktywnosci oksydazy NADPH i stezenia
nadtlenoazotynu w komorkach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastéw ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna z 11
typem anodowania poprzez poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi
w komoérkach w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywne;j
1 z warstwg anodowang standardowo.

12. Poréwnanie funkcjonowania enzyméw tancucha oddechowego i aktywnosci markera
apoptozy- kaspazy-3 w mitochondriach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa
pasywng z II typem anodowania i w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i z warstwa anodowang standardowo.

13. Oceng stgzenia czynnikéw wzrostu FGF-2 i VEGF-A w medium pobranym znad
komorek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-
PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywng z Il typem anodowania
poprzez poréwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi w medium pobranym
znad w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej
1 z warstwg anodowang standardowo.

14. Oceng uwalniania jonow tytanu, glinu i wanadu do medium hodowlanego z powierzchni
tytanowych krazkoéw z warstwa pasywng z Il typem anodowania poprzez pordéwnanie
uzyskanych wynikdw z wynikami uzyskanymi w medium pobranym znad krazkow
tytanowych z warstwg anodowang standardowo i znad krazkéw bez warstwy pasywnej
w czasie prowadzonej hodowli komorek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,

pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018.

Materialy i Metody. Badania przeprowadzono na hodowli ludzkich, niemodyfikowanych
genetycznie, pierwotnych fibroblastow (Human Primary Gingival Fibroblasts, ATCC-PCS-
201-018) zakupionych w firmie ATCC. W doswiadczeniu zastosowano krazki tytanowe

(Ti6Al14V) wykonane na indywidualne zamdwienie przez firm¢ ChM, réznigce si¢ rodzajem
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powloki: anodowang na twardo, anodowang standardowo oraz krazki nie poddane
anodowaniu (bez powloki). Grupe kontrolng stanowily krazki z polistyrenu o takiej same;j
Srednicy i grubosci co krazki tytanowe.

Komoérki hodowano w 12-dotkowych ptytkach w srodowisku rekomendowanym przez
producenta. Po osiagnigciu odpowiedniej konfluencyjnos$ci, na ptytki naniesiono tytanowe
krazki, kazdy w 6 powtdrzeniach. Po natozeniu tytanowych krazkow, komorki hodowano
przez okres 24h, 7, 14 oraz 21 dni. We wskazanych przedziatach czasowych:

1) dokonano oceny zywotno$ci komoérek za pomocg testu MTT.

2) izolowano mitochondria i metodami kolorymetrycznymi oznaczono st¢zenie biatka
catkowitego, aktywnos$¢ kaspazy-3 (CAS-3) oraz funkcjonowanie tancucha oddechowego:
aktywno$¢ kompleksu I i II, oksydazy cytochromu ¢ (COX) oraz syntazy cytrynianowej
(CS).

3) pobrano ptyn nad komodrkami, w ktérym metodami: kolorymetrycznymi oznaczono
stezenia: biatka catkowitego (BCA), malonylodialdehydu (MDA), grup disiarczkowych
(SS), nadtlenoazotynu (ONOO"), 3-Nitrotyrozyny (3-NT) oraz oceniono catkowity status
utleniajacy (TOS) 1 catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAC); metodami
fluorymetrycznymi: zawarto$¢ koncowych produktow utleniania biatek (AOPP)
1 koncowych produktéw zaawansowanej glikacji biatek (AGE); metodami ELISA: steZenie
czynnika wzrostu fibroblastow-2 (FGF-2), czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego
(VEGF-A) oraz adduktow 4-hydroksynonenalu z biatkami (addukty 4-HNE).

4) w lizacie komorkowym metodami kolorymetrycznymi oznaczono st¢zenia: biatka
catkowitego (BCA), malonylodialdehydu (MDA), grup disiarczkowych (SS),
nadtlenoazotynu (ONOO"), 3-Nitrotyrozyny (3-NT), zredukowanego glutationu (GSH),
aktywno$¢ katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy glutationowe;j
(GPx), reduktazy glutationowej (GR), oksydazy NADPH (NOX) oraz oceniono catkowity
status utleniajacy (TOS) i1 calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng (TAC): metodami
fluorymetrycznymi: zawartos¢ koncowych produktow utleniania biatek (AOPP)
1 koncowych produktow zaawansowanej glikacji biatlek (AGE); metoda ELISA: steZenie
adduktow 4-hydroksynonenalu z biatkami (addukty 4-HNE).

Zawarto$¢ metali w medium oceniono po 3, 6, 15,121 dniach, metodg ICP-MS.

Analizg statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica
12.0, przy uzyciu nast¢pujacych testow: ANOVA wraz z testem post-hoc HSD Tukey’a.

Analize korelacji wykonano metoda Pearsona.Za poziom istotno$ci przyjeto p<0,05.

216



Wyniki. Ze wzgledu na ilo§¢ uzyskanych wynikoéw przedstawiam jedynie wyniki istotne
statystycznie.

Po 24h wykazatam:

- istotnie wyzsza aktywno$¢ GPx w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszy TOS dla stopu V w stosunku do kontroli, jak i w stosunku do TOS
w komorkach fibroblastow eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzsza aktywno§¢ NOX w komorkach dla stopu V w stosunku do kontroli, jak
rowniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w komoérkach eksponowanych na stopy
V(st) 1 V().

- istotnie wyzsze st¢zenie AOPP w komorkach dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach dla stopu V, w stosunku
do kontroli 1 stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
1 V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopu V
w poréwnaniu do stopow V(st) i V(t),

- istotnie wyzszy TOS w medium dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i V(t)
w poréwnaniu do kontroli.

Po 7 dniach wykazatam:

- istotnie nizsze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st),
V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsza aktywno$§¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do V.

- istotnie wyzsza aktywno$¢ GPx w komoérkach dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsza aktywno$¢ GR dla stopow V(st), V(t) w stosunku do aktywnos$ci GR

w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.
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- istotnie wyzsze stezenie GSH w komorkach dla stopéw V(st), V(t) w stosunku do stezenia
GSH w komorkach fibroblastéw eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzsze st¢zenie GSH dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st).

- istotnie nizszy TAC dla stopu V i V(st) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszy TOS w komorkach dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w stosunku do TOS
w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzsza aktywno$s¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do aktywnosci tego enzymu w komorkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze stezenie MDA dla stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA dla stopéw V 1 V(st) w stosunku do st¢zenia MDA
w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktéw 4-HNE w komoérkach fibroblastow dla stopéw V i V(st)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie adduktéw 4-HNE w komorkach dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do stezenia adduktéw 4-HNE w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie AOPP dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastéw dla stopu V,
w stosunku do kontroli i stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
1 V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopu V
w poréwnaniu do stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopow V
1 V(st) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopu V
w poréwnaniu do stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze stezenie FGF-2 w medium dla stopéw V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli.
- istotnie nizsze stgzenie VEGF-A w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do

kontroli.
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- istotnie nizsze stgzenie VEGF-A w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopéw V(st)
1 V(t).

- istotnie nizsze st¢zenie VEGF-A w medium dla stopu V(st) w poréwnaniu do stopu V(t).
- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w medium dla stopu V w pordwnaniu do kontroli
i do stopow V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i V(t)
w poréwnaniu do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie AGE w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w poréwnaniu
do kontroli.
Po 14 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zywotnos¢ komorek dla stopu V(t) w stosunku do stopu V.

- istotnie wyzszg zywotnos¢ komorek dla stopu V(st) w stosunku do stopu V.

- istotnie nizsze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st),
- istotnie wyzszg aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsza aktywno$§¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do V.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do V.

- istotnie nizsza aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do aktywno$ci GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzsza aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastoéw dla stopu V(t) w stosunku
do aktywnos$ci GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V (st).

- istotnie nizsze stgzenie GSH w komoérkach fibroblastow dla stopéw V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do stezenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzsze stgzenie GSH w komoérkach fibroblastoéw dla stopu V(t) w stosunku

do stopu V(st).
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- istotnie nizszy TAC w komorkach fibroblastow dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzszy TAC w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w stosunku
do TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzszy TAC w komorkach fibroblastow dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st).
- istotnie wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w stosunku do TOS
w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopu V(st) w stosunku do stopu V(t).
- istotnie wyzszg aktywno$¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak rowniez w stosunku do aktywno$ci tego enzymu w komorkach
eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastéw dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie MDA w komorkach fibroblastéw dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do stgzenia MDA w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze stezenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do stgzenia MDA w komorkach eksponowanych na stop V(st).

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktoéw 4-HNE w komoérkach fibroblastow dla stopéw V i V(st)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktoéw 4-HNE w komoérkach fibroblastow dla stopéw V i V(st)
w stosunku do stezenia adduktow 4-HNE w komoérkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastow dla stopu V
w porownaniu do st¢zenia adduktéw 4-HNE w komorkach eksponowanych na stop V(st).

- istotnie wyzsze stgzenie AOPP w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla stopow V,
V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastéw dla stopu V,
w stosunku do stopoéw V(st) 1 V(t).

- bylo istotnie wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)

w stosunku do kontroli.
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- istotnie nizsze st¢zenie BCA w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
w stosunku do kontroli i stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
1 V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopu V
w poréwnaniu do stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopow V
1 V(st) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopow V
1 V(st) w porownaniu do stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ CS w mitochondriach fibroblastéw dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywnos$¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopéw V, i V(st),
w poréwnaniu do aktywnosci CS w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t).
- istotnie wyzsza aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastow dla stopéw V, V(st)
1 V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze stezenie FGF-2 w medium dla stopéw V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli.
- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie MDA w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w poréwnaniu
do kontroli.

- istotnie wyzsze stgzenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopow V(st)
1 V(t).

- istotnie wyzsze stezenie 4-HNE w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w poréwnaniu
do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie AGE w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w poréwnaniu
do kontroli.

Po 21 dniach wykazatam:

- istotnie wyzsza zywotno$¢ komodrek oceniana po 21 dniach dla stopu V(t) w stosunku
do stopu V.

- istotnie wyzszg zywotnos¢ komorek dla stopu V(st) w stosunku do stopu V.
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- istotnie nizsze st¢zenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st),
V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsza aktywno$§¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do V.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do V.

- istotnie nizsza aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do aktywno$ci GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie nizsze st¢zenie GSH w komorkach fibroblastéw dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak i w stosunku do stezenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych
na stopy V(st) 1 V(t).

- istotnie nizsze TAC w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku do kontroli, jak
i w stosunku do TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

-istotnie nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w stosunku do TOS
w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopu V(st) w stosunku do stopu V(t).
- istotnie wyzszg aktywno$¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak roéwniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w komodrkach
eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze stezenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli i stopow V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze stgzenie AOPP w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla stopow V,

V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.
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- istotnie nizsze st¢zenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastéw dla stopu V,
w stosunku do stopoéw V(st) 1 V(t).

- istotnie wyzsze stezenie AGE w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie ONOO™ w komorkach fibroblastow dla stopéw V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stgzenie 3-NT w komoérkach fibroblastow dla stopéw V, V(st) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopéw V i V(st) w stosunku
do stopu V(t).

- istotnie nizsze st¢zenie BCA w mitochondriach fibroblastow dla stopéw V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie BCA w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
w stosunku stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
1 V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla stopu V
w poréwnaniu do stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu II w mitochondriach dla stopéw V i1 V(st) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopow V
1 V(st) w porownaniu do stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$§¢ COX w mitochondriach dla stopow V, i V(st), w poréwnaniu
do aktywnosci COX w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t).

- istotnie nizsza aktywno$¢ CS w mitochondriach dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizsza aktywno$¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopéw V, i V(st),
w poréwnaniu do aktywnosci CS w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t).
- istotnie wyzsza aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach dla stopow V i1 V(st) w stosunku
do kontroli i w stosunku do aktywnosci CAS-3 w mitochondriach fibroblastow
eksponowanych na krazki tytanu z wanadem ze stopu V(t).

- istotnie nizsze stezenie FGF-2 w medium dla stopéw V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli.
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- istotnie nizsze st¢zenie VEGF-A w medium dla stopow V 1 V(st) w stosunku do kontroli.
- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopéw V i V(st) w porownaniu do stopu
V(t).

- istotnie wyzszy TOS w medium dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszy TOS w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopéw V(st) i V(t).

- byt istotnie wyzszy TOS w medium dla stopu V(st) w poréwnaniu do stopu V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w medium dla stopéw V 1 V(st) w pordwnaniu do kontroli
i do stopu V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopu V(st).

- istotnie wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i V(t)
w poréwnaniu do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie AGE w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w poréwnaniu
do kontroli.

Ponadto po 3 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poroéwnaniu do stopu V
1 V(st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V i1 V(st).
- istotnie wyzszg zawartos¢ wanadu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
1 V(st).

Po 6 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poroéwnaniu do stopu V
1 V(st).

- istotnie wyzszg zawartos$¢ tytanu w medium dla stopu V w stosunku do stopu V (st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V i V(st).
- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopu V(st).

- istotnie wyzszg zawartos¢ wanadu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
1 V(st).

Po 15 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poroéwnaniu do stopu V
1 V(st).

- istotnie wyzszg zawartos$¢ tytanu w medium dla stopu V w stosunku do stopu V (st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V(t) w porownaniu do stopu V(st).

- wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V w poroéwnaniu do stopu V(st).
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- istotnie wyzszg zawartos¢ wanadu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
1 V(st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ wanadu w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopu V(st).
Po 21 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poroéwnaniu do stopu V
1 V(st).

- istotnie wyzszg zawartos$¢ tytanu w medium dla stopu V w stosunku do stopu V (st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V.

- istotnie wyzszg zawartos¢ wanadu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
1 V(st).

Na podstawie uzyskanych wynikow i dokonanych analiz wyciggnetam nastepujace wnioski:
1. Stopien cytotoksycznos$ci tytanowych krazkow z II typem anodowania zalezy od czasu
trwania hodowli komorkowej ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastéw ATCC-PCS-201-018. Od 14 dnia eksperymentu, do czasu jego zakonczenia
jest nizszy w porownaniu do tytanowych krazkoéw bez warstwy pasywnej, przy czym rodzaj
anodowania pozostaje bez wplywu na stopien cytotoksycznos$ci stopu tytanu Ti6Al4V.

2. Zmiany obrony antyoksydacyjnej ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na krazki tytanowe pozbawione
warstwy pasywnej odbiegaja znaczaco od zmian obrony antyoksydacyjnej w/w fibroblastow
narazanych na krazki tytanowe poddane anodowaniu, przy czym bardziej niekorzystne
zmiany widoczne sg w w/w fibroblastach narazanych na krazki anodowane standardowo.

3. Oksydacyjne modyfikacje bialek zachodza we wszystkich grupach ludzkich,
niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018
narazanych na tytanowe krazki, przy czym proces ten jest najmniej nasilony
w w/w fibroblastach eksponowanych na tytanowe krazki z II typem anodowania. Niewielki
1 ograniczony do 7 dnia hodowli ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018 wzrost jednego tylko markera peroksydacji lipidow
(MDA) i brak jakichkolwiek zmian stezen adduktow 4-HNE z biatkami vs. grupa kontrolna
dowodzi odwracalno$ci procesu peroksydacji lipidéw 1 niewielkie nasilenie stresu
oksydacyjnego. Oksydacyjne modyfikacje elementéw komorkowych byly najbardziej
nasilone w grupie w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy
pasywnej.

Wytwarzanie RFT bylo zwigkszone we wszystkich grupach ludzkich, niemodyfikowanych
genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018, przy czym proces ten
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w grupach fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna rozpoczynat
si¢ dopiero od 7 dnia eksperymentu. Generowanie RFT bylo na najwyzszym poziomie
w grupie w/w fibroblastoéw narazanych na krazki bez warstwy pasywnej, a II typ anodowania
zmniejszat stopien produkcji RFT w poréwnaniu do anodowania standardowego.

4. Wzrost aktywnos$ci oksydazy NADPH (NOX) byt zalezny od czasu trwania hodowli
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018, byta najnizsza w w/w fibroblastach narazanych na tytanowe krazki
poddane anodowaniu (vs. fibroblasty narazone na krazki tytanowe bez warstwy pasywnej),
przy czym rodzaj anodowania pozostawat bez wptywu na aktywno$¢ tego enzymu. St¢zenie
ONOO- istotnie wzrastato w ostatniej dobie eksperymentu (vs. kontrola). Wzrost ten wydaje
si¢ by¢ niezalezny od obecnos$ci warstwy pasywnej, czy tez rodzaju anodowania.

5. Aktywnos¢ kompleksu I przez caty czas trwania eksperymentu we wszystkich grupach
badanych byta istotnie obnizona (vs. kontrola), przy czym obecno$¢ warstwy pasywnej zdaje
si¢ mie¢ dzialanie ochronne. Rodzaj anodowania nie wplywa na aktywnos$¢ tego enzymu.
Typ II anodowania zapobiega natomiast zmianom aktywnosci kompleksu II (vs. kontrola).
Zmiany aktywnosci CS zalezg od czasu trwania hodowli, redukcje aktywnosci tego enzymu
zaobserwowa¢ mozna od 14 dnia hodowli we wszystkich grupach badanych (vs. kontrola).
Najmniejszy stopien inhibicji tego enzymu wystepuje w mitochondriach ludzkich,
niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018
eksponowanych na tytanowe krazki z II typem anodowania (w poréwnaniu do dwodch
pozostatych grup badanych).

Aktywnos¢ COX od 7 do ostatniego dnia hodowli byta istotnie obnizona w mitochondriach
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018
narazanych na tytanowe krazki (vs. kontrola). W ostatniej fazie hodowli obecnos¢ II typu
anodowania zmniejsza stopien inhibicji tego enzymu w poréwnaniu do pozostatych grup
badanych.

Stopien apoptozy w mitochondriach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie,
pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 zalezy od czasu trwania hodowli.
W ostatniej fazie hodowli obecno$¢ II typu anodowania zapobiega apoptozie
w mitochondriach w/w fibroblastow.

6. Stezenie FGF-2 w medium pochodzacym ze wszystkich badanych grup ulega redukcji
od 7 dnia hodowli i utrzymuje si¢ na istotnie nizszym poziomie vs. kontrola do konca
eksperymentu. Wartos¢ tej redukcji nie byta uwarunkowana obecnoscig warstwy pasywnej,

czy tez rodzajem anodowania.
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Zmiany stezen VEGF-A zaleza od czasu trwania hodowli i rodzaju tytanowych krazkow,
przy czym w 21 dobie obecno$¢ warstwy pasywnej z II typem anodowania zapobiega
zaburzeniom sekrecji tego czynnika przez fibroblasty (vs. kontrola).

7. Przez caly okres trwania eksperymentu uwalnianie jonow tytanu, glinu i wanadu
z tytanowych krazkéw z warstwg pasywna anodowang na twardo bylo wyzsze niz
z pozostatych krazkow tytanowych. Stopien uwalniania jonéw z powierzchni wszystkich

badanych krazkow tytanowych zmniejszat si¢ wraz z uptywem czasu.
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9. Summary

Introduction.The gold standard of orthopedics as well as maxillofacial surgery
is reconstruction with the use of titanium implants. Titanium is believed to be
a biocompatible material, but is it an ideal material? Despite its many advantages, titanium
also has disadvantages, the greatest of which is poor friction resistance, which results
in damage / loss of the passive layer on its surface. The passive layer is formed by titanium
oxides (mainly TiO2), and its formation is spontaneous, in contact with the surrounding
environment of titanium. In the production of medical implants, the enhancement of the
protective properties of the passive layer is achieved through the use of electrochemical
oxidation, the so-called anodizing. The test results show that this layer, despite the anodizing
process, is damaged, which initiates corrosion on the implant surface.,and corrosion
contribute to a phenomenon known as metallosis. Metallosis is the deposition of metallic
particles in the tissues surrounding the implant. These particles stimulate the body's immune
system, undergo phagocytosis, which results in the release of cytokines and free oxygen
radicals (ROS). This causes inflammation around the implant. ROS are responsible for the
oxidative damage of proteins, lipids and nucleic acids. They affect the structure and activity
of cells. Moreover, by influencing bone remodeling, they contribute to disturbing healing

Processces.

Goals of the work. The research I conducted and their analyzes were aimed at:

15. Comparison of the cytotoxicity of titanium discs with the passive layer with type II
anodizing to the cytotoxicity of titanium discs without the passive layer and with the standard
anodized layer in the culture of human, non-genetically modified, primary fibroblasts
ATCC-PCS-201-018.

16. Assessment of the effect of titanium discs with a passive layer with type II anodizing on
the total antioxidant potential as well as enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems
of human, genetically unmodified primary fibroblasts ATCC-PCS-201-018 by comparing
the obtained results with the results obtained in the culture of the above-mentioned
fibroblasts exposed to titanium discs without a passive layer and with an anodized layer
as standard.

17. Comparison of oxidative damage and redox imbalance measured by the concentration

of oxidative products of protein and lipid modification, as well as the total oxidative potential
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in cellshuman, non-genetically modified, primary fibroblasts ATCC-PCS-201-018exposed
totitanium discs with a passive layer with type II anodizingand in the above-mentioned
cellsfibroblasts exposed to titanium discs without a passive layer and with a standard
anodized layer.

18. Assessment of pro-oxidative factors, i.e. NADPH oxidase activity and peroxynitrite
concentrationin  cellshuman,  non-genetically = modified, primary  fibroblasts
ATCC-PCS-201-018 exposed totitanium discs with a passive layer with type II anodizing
by comparing the obtained results with the results obtained inthe above-mentioned
cellsfibroblasts exposed to titanium discs without a passive layer and with a standard
anodized layer.

19. Comparison of the functioning of the respiratory chain enzymes and the activity of the
apoptosis marker - caspase-3 in human mitochondria, non-genetically modified primary
fibroblasts ATCC-PCS-201-018exposed totitanium discs with a passive layer with type 11
anodizingand in the above-mentioned cellsfibroblasts exposed to titanium discs without
a passive layer and with a standard anodized layer.

20. Assessment of the concentration of growth factors FGF-2 and VEGF-Ain a medium
taken from above the cellshuman, non-genetically modified, primary fibroblasts
ATCC-PCS-201-018exposed totitanium discs with a passive layer with type Il anodizing
by comparing the obtained results with the results obtained in the collected mediumabove
the abovefibroblasts exposed to titanium discs without a passive layer and with a standard
anodized layer.

21. Evaluation of the release of titanium, aluminum and vanadium ions to the culture
medium from the surface of titanium discs with a passive layer with type II anodizing
by comparing the obtained results with those obtained in the medium collected from above
the titanium discs with the standard anodized layerand abovediscs without a passive layer
during the cultivation processcellshuman, non-genetically modified, primary fibroblasts

ATCC-PCS-201-018.

Materials and methods. The research was carried out on breedinghuman, non-genetically
modified, primary fibroblasts(Human Primary Gingival Fibroblasts, ATCC-PCS-201-018)
purchased from ATCC. In the experiment, titanium discs (Ti6Al4V) made to individual
order by ChM were used, differing in the type of coating: hard anodized, standard anodized
and non-anodized discs (without coating). The control group consisted of polystyrene discs

of the same diameter and thickness as the titanium discs.
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Cells were grown in 12-well plates in the manufacturer's recommended environment. After
reaching the appropriate confluence, Titanium disks, each in 6 replications, were applied
to the plates. After application of titanium disks, cells were cultured for 24 h, 7, 14 and 21
days. At the indicated time intervals:

5) the viability of the cells was assessed by means of the MTT test.

6) mitochondria were isolated and the concentration of total protein, caspase-3 (CAS-3)
activity and the functioning of the respiratory chain: activity of complex I and II, cytochrome
¢ oxidase (COX) and citrate synthase (CS) were determined by colorimetric methods.

7) the fluid above the cells was collected, in which the concentrations were determined by:
colorimetric methods:total protein (BCA), malonyldialdehyde (MDA), disulfide groups
(SS), peroxynitrite (ONOO-),3-Nitrotyrosine (3-NT) and total oxidative status (TOS) and
total antioxidant capacity (TAC) were assessed; by fluorimetric methods: content of end
products of protein oxidation (AOPP) and end products of advanced glycation of proteins
(AGE); by ELISA methods: concentration of fibroblast growth factor-2 (FGF-2), vascular
endothelial growth factor (VEGF-A) and 4-hydroxynonenal adducts with proteins (4-HNE
adducts).

8) in the cell lysate, the concentrations of total protein (BCA), malonyldialdehyde (MDA),
disulfide groups (SS), peroxynitrite (ONOO-) were determined by colorimetric methods,3-
Nitrotyrosine (3-NT), reduced glutathione (GSH), activity of catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), NADPH
oxidase (NOX) and total oxidation status (TOS) and total antioxidant capacity (TAC): by
fluorimetric methods: content of protein oxidation end products (AOPP) and advanced
glycation end products (AGE); ELISA method: concentration of 4-hydroxynonenal adducts
with proteins (4-HNE adducts).

The metal content in the medium was assessed after 3, 6, 15, and 21 days using the ICP-MS
method.

The statistical analysis of the obtained results was performed with the use of the Statistica
12.0 program, using the following tests: ANOVA with the HSD Tukey post-hoc test.The
correlation analysis was performed using the Pearson method with p <0.05 as the level of

significance.

Results. Due to the number of obtained results, I present only statistically significant results.

After 24h I showed:
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- significantly higher activity of GPx in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly higher TOS for alloy V as compared to the control and in relation to TOS
in fibroblast cells exposed to V (st) and V (t) feet.

- significantly higher NOX activity in cells for alloy V as compared to the control, as well
as in relation to the activity of this enzyme in cells exposed to rates V (st) and V (t).

- significantly higher concentration of AOPP in cells for alloys V, V (st) and V (t) compared
to the control.

- significantly lower concentration of disulfide groups in cells for alloy V, compared
to the control and alloys V (st) and V (t).

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st)
and V (t) compared to the control.

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloy V compared
to alloys V (st) and V (t),

- significantly higher TOS in the medium for alloys V, V (st), V (t) compared to the control.
- significantly higheradduct concentration 4-HNE in medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to control.

After 7 days, I showed:

- significantly lower concentration of total protein in fibroblast cells for alloys V, V (st), V
(t) compared to the control.

- significantly higher SOD activity in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly higher SOD activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to V.
- significantly higher activity of GPx in cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly lower GR activity in fibroblast cells for alloy V compared to the control.

- significantly higher GR activity for alloys V (st), V (t) compared to the activity of GR
in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher GSH concentration in cells for alloys V (st), V (t) in relation to GSH
concentration in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher GSH concentration for alloy V (t) as compared to alloy V (st).

- significantly lower TAC for alloys V and V (st) compared to the control.

- significantly higher TOS in cells for alloys V, V (st), V (t) compared to the control.
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- significantly lower TOS in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to TOS
in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher NOX activity in fibroblast cells for alloys V, V (st) and V (t) compared
to the control.

- significantly higher NOX activity in fibroblast cells for alloy V compared to the activity
of this enzyme in cells exposed to V (st) and V (t) feet.

- significantly higher MDA concentration for alloys V, V (st) and V (t) compared
to the control.

- significantly higher concentration of MDA for alloys V and V (st) in relation
to the concentration of MDA in cellsexposed to alloy V (t).

- significantly higher concentration of 4-HNE adducts in fibroblast cells for alloys V and V
(st) compared to the control.

- significantly higher concentration of 4-HNE adducts in cells for alloys V and V (st)
compared to the concentration of 4-HNE adducts in cellsexposed to alloy V (t).

- significantly higher AOPP concentration for alloys V, V (st) and V (t) compared
to the control.

- significantly lower concentration of disulfide groups in fibroblast cells for alloy V,
compared to the control and alloys V (st) and V (t).

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st)
and V (t) compared to the control.

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloy V compared
to alloys V (st) and V (t).

- significantly lower activity of complex II in fibroblast mitochondria for alloys V and V (st)
compared to the control.

- significantly lower activity of complex II in fibroblast mitochondria for alloy V compared
to alloy V (t).

- significantly lower COX activity in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of FGF-2 in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of VEGF-A in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of VEGF-A in the medium for alloy V compared to alloys

V (st)and V ().
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- significantly lower concentration of VEGF-A in the medium for alloy V (st) compared
to alloy V (t).

- significantly higher MDA concentration in the medium for alloy V compared to the control
and for alloys V (st) and V (t).

- significantly higher concentration of 4-HNE adducts in the medium for alloys V, V (st) and
V (t) compared to the control.

- significantly higher concentration of AGE in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

After 14 days, I showed:

- significantly higher cell viability for alloy V (t) as compared to alloy V.

- significantly higher cell viability for alloy V (st) as compared to alloy V.

- significantly lower concentration of total protein in fibroblast cells for alloys V, V (st),

- significantly higher SOD activity in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly higher SOD activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to V.
- significantly higher CAT activity in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly lower CAT activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to V.
- significantly lower GR activity in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly higher GR activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared
to the activity of GR in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher GR activity in fibroblast cells for alloy V (t) as compared to the GR
activity in fibroblast cells exposed to alloy V (st).

- significantly lower concentration of GSH in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t)
compared to the control.

- significantly higher GSH concentration in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared
to the concentration of GSH in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher GSH concentration in fibroblast cells for alloy V (t) as compared
to alloy V (st).

- significantly lower TAC in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly higher TAC in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to TAC
in fibroblast cells exposed to alloy V.
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- significantly higher TAC in fibroblast cells for alloy V (t) compared to alloy V (st).

- significantly higher TOS in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

- significantly lower TOS in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to TOS
in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher TOS in fibroblast cells for alloy V (st) compared to alloy V (t).

- significantly higher NOX activity in fibroblast cells for alloy V compared to the control,
as well as in relation to the activity of this enzyme in cells exposed to feet V (st) and V (t).
- significantly higher MDA concentration in fibroblast cells for alloys V and V (st) compared
to the control.

- significantly higher MDA concentration in fibroblast cells for alloys V and V (st) in relation
to the concentration of MDA in cells exposed to alloy V (t).

- significantly higher concentration of MDA in fibroblast cells for alloy V in relation
to the concentration of MDA wecells exposed to alloy V (st).

- significantly higher concentration of 4-HNE adducts in fibroblast cells for alloys V and V
(st) compared to the control.

- significantly higher concentration of 4-HNE adducts in fibroblast cells for alloys V and V
(st) as compared to the concentration of 4-HNE adducts in cells exposed to alloy V (t).

- significantly higher concentration of 4-HNE adducts in fibroblast cells for alloy V
compared to the concentration of 4-HNE adducts in cells exposed to alloy V (st).

- significantly higher concentration of AOPP in cellsfibroblasts for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of disulfide groups in fibroblast cells for alloys V, V (st)
and V (t) compared to the control.

- significantly lower concentration of disulfide groups in fibroblast cells for alloy V,
compared to alloys V (st) and V (t).

- there was a significantly higher concentration of 3-NT in fibroblast cells for alloys V, V
(st) and V (t) compared to the control.

- significantly lower concentration of BCA in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st)
compared to control and alloy V (t).

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and
V (t) compared to the control.

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloy V compared

to alloys V (st) and V (t).
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- significantly lower activity of complex II in fibroblast mitochondria for alloys V and V (st)
compared to the control.

- significantly lower activity of complex II in fibroblast mitochondria for alloys V and V (st)
compared to alloy V (t).

- significantly lower COX activity in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower CS activity in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower CS activity in fibroblast mitochondria for alloys V and V (st) compared
to the activity of CS in mitochondria of fibroblasts exposed to alloy V (t).

- significantly higher activity of CAS-3 in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and V
(t) compared to the control.

- significantly lower concentration of FGF-2 in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of VEGF-A in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly higher MDA concentration in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly higher MDA concentration in the medium for alloy V compared to alloys V
(st)and V (t).

- significantly higher concentration of 4-HNE in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly higher concentration of AGE in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

After 21 days, I showed:

- significantly higher cell viability assessed after 21 days for alloy V (t) as compared to alloy
V.

- significantly higher cell viability for alloy V (st) as compared to alloy V.

- significantly lower concentration of total protein in fibroblast cells for alloys V, V (st), V
(t) compared to the control.

- significantly higher SOD activity in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared to
the control.

- significantly higher SOD activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to V.
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- significantly higher CAT activity in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared to
the control.

- significantly lower CAT activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to V.
- significantly lower GR activity in fibroblast cells for alloy V compared to the control.

- significantly higher GR activity in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared
to the activity of GR in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly lower concentration of GSH in fibroblast cells for alloy V compared
to the control and in relation to the concentration of GSH in fibroblast cells exposed to feet
V (st) and V (t).

- significantly lower TAC in fibroblast cells for alloy V compared to the control,
and in relation to TAC in fibroblast cells exposed to feet V (st) and V (t).

-significantly higher TOS in fibroblast cells for alloys V, V (st), V (t) compared
to the control.

-significantly lower TOS in fibroblast cells for alloys V (st), V (t) compared to TOS
in fibroblast cells exposed to alloy V.

- significantly higher TOS in fibroblast cells for alloy V (st) compared to alloy V (t).

- significantly higher NOX activity in fibroblast cells for alloy V compared to the control,
as well as in relation to the activity of this enzyme in cells exposed to feet V (st) and V (t).
-significantly higher MDA concentration in fibroblast cells for alloy V compared to control
and alloys V (st) and V (t).

- significantly higher concentration of AOPP in fibroblast cells for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of disulfide groups in fibroblast cells for alloys V, V (st)
and V (t) compared to the control.

- significantly lower concentration of disulfide groups in fibroblast cells for alloy V,
compared to alloys V (st) and V (t).

- significantly higher AGE concentration in fibroblast cells for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly higher concentration of ONOO- in fibroblast cells for alloys V, V (st) and V
(t) compared to the control.

- significantly higher concentration of 3-NT in fibroblast cells for V, V (st) alloys compared
to the control.

- significantly higher concentration of 3-NT in fibroblast cells for alloys V and V (st)
compared to alloy V (t).
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- significantly lower concentration of BCA in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st)
and V (t) compared to the control.

- significantly lower concentration of BCA in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st)
compared to alloy V (t).

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and
V (t) compared to the control.

- significantly lower activity of complex I in fibroblast mitochondria for alloy V compared
to alloys V (st) and V (t).

- significantly lower activity of complex II in mitochondria for alloys V and V (st) compared
to the control.

- significantly lower activity of complex II in fibroblast mitochondria for alloys V and V (st)
compared to alloy V (t).

- significantly lower COX activity in fibroblast mitochondria for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower activity of COX in mitochondria for alloys V and V (st) compared to
activity of COX in mitochondria of fibroblasts exposed to alloy V (t).

- significantly lower mitochondrial CS activity for alloys V, V (st) and V (t) compared to the
control.

- significantly lower CS activity in fibroblast mitochondria for alloys V and V (st) compared
to the activity of CS in mitochondria of fibroblasts exposed to alloy V (t).

- significantly higher activity of CAS-3 in mitochondria for alloys V and V (st) compared to
the control and in relation to the activity of CAS-3 in mitochondria of fibroblasts exposed to
titanium discs with vanadium from alloy V (t).

- significantly lower concentration of FGF-2 in the medium for alloys V, V (st) and V (t)
compared to the control.

- significantly lower concentration of VEGF-A in the medium for alloys V and V (st)
compared to the control.

- significantly lower concentration of VEGF-A in the medium for alloys V and V (st)
compared to alloy V (t).

- significantly higher TOS in the medium for alloys V, V (st), V (t) compared to the control.
- significantly higher TOS in the medium for alloy V compared to alloys V (st) and V (t).

- was significantly higher TOS in the medium for alloy V (st) compared to alloy V (t).

- significantly higher MDA concentration in the medium for alloys V and V (st) compared
to the control and alloy V (t).
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- significantly higher MDA concentration in the medium for alloy V compared to alloy V
(st).

- significantly higher concentration4-HNE adducts in the medium for alloys V, V (st) and V
(t) compared to the control.

- significantly higher AGE concentration inmedium for alloys V, V (st) and V (t) compared
to the control.

In addition, after 3 days, I showed:

- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher aluminum content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher vanadium content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

After 6 days, I showed:

- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V compared to alloy V (st).
- significantly higher aluminum content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher aluminum content in the medium for alloy V compared to alloy V (st).
- significantly higher vanadium content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

After 15 days, I showed:

- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V compared to alloy V (st).
- significantly higher aluminum content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
(st).

- higher aluminum content in the medium for alloy V compared to alloy V (st).

- significantly higher vanadium content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher vanadium content in the medium for alloy V compared to alloy V (st).

After 21 days, I showed:

238



- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V (t) compared to alloy V
and V (st).

- significantly higher content of titanium in the medium for alloy V compared to alloy V (st).
- significantly higher aluminum content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V.
- significantly higher vanadium content in the medium for alloy V (t) compared to alloy V

and V (st).

Based on the results obtained and the analyzes performed, I have drawn the following
conclusions:

1. The degree of cytotoxicity of the titanium discs with type II anodizing depends on the
duration of cell culture of human, non-genetically modified, primary fibroblasts ATCC-
PCS-201-018. From the 14th day of the experiment, until its completion, it is lower
compared to titanium discs without a passive layer, while the type of anodizing does not
affect the cytotoxicity degree of the Ti6Al4V titanium alloy.

2. Changes in the antioxidant defense of human, genetically unmodified primary
fibroblasts ATCC-PCS-201-018 exposed to titanium discs without a passive layer
significantly differ from the changes in the antioxidant defense of the above-mentioned
fibroblasts exposed to anodized titanium discs, with the above-mentioned unfavorable
changes being visible in fibroblasts exposed to standard anodized discs.

3. Oxidative modifications of proteins occur in all groups of human, non-genetically
modified, primary ATCC-PCS-201-018 fibroblasts exposed to titanium discs, and this
process is the least intense in the above-mentioned fibroblasts exposed to titanium discs with
type II anodizing. Slight and limited to day 7 of culture of human, non-genetically modified,
primary ATCC-PCS-201-018 fibroblasts increase of only one lipid peroxidation marker
(MDA) and no changes in concentration4-HNE adducts with proteins vs. The control group
proves the reversibility of the lipid peroxidation process and a slight increase in oxidative
stress. Oxidative modifications of cellular elements were most pronounced in the group of
the above-mentioned fibroblasts exposed to titanium discs without a passive layer.

The production of ROS was increased in all groups of human, non-genetically modified,
primary ATCC-PCS-201-018 fibroblasts, but the process in the groups of fibroblasts
exposed to titanium discs with a passive layer did not start until the 7th day of the experiment.
ROS generation was the highest in the group of the above-mentioned fibroblasts exposed to
discs without a passive layer, and the second type of anodizing decreased the degree of ROS

production compared to standard anodizing.
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4. The increase in NADPH oxidase (NOX) activity was dependent on the duration of the
culture of non-genetically modified human primary fibroblasts ATCC-PCS-201-018, it was
the lowest in the above-mentioned fibroblasts exposed to anodized titanium discs (vs.
fibroblasts exposed to titanium discs without a layer passive), the type of anodizing had no
effect on the activity of this enzyme. ONOO- concentration increased significantly in the
last day of the experiment (vs.control). This increase seems to be independent of the presence
of the passive layer or the type of anodizing.

5. The activity of complex I throughout the experiment in all study groups was
significantly reduced (vs.control), with the presence of a passive layer appearing to have a
protective effect. The type of anodizing does not affect the activity of this enzyme. Type II
anodizing, on the other hand, prevents changes in the activity of complex II (vs. control).
Changes in CS activity depend on the duration of the culture, the reduction in the activity of
this enzyme can be observed from the 14th day of culture in all test groups (vs. control). The
lowest degree of inhibition of this enzyme occurs in the mitochondria of human, non-
genetically modified primary fibroblasts ATCC-PCS-201-018 exposed to titanium discs
with type Il anodizing (compared to the other two studied groups).

COX activity from day 7 to the last day of culture was significantly decreased in the
mitochondria of human, non-genetically modified, primary ATCC-PCS-201-018 fibroblasts
exposed to titanium discs (vs. control). In the last phase of cultivation, the presence of type
IT anodizing reduces the degree of inhibition of this enzyme as compared to the other test
groups.

The degree of apoptosis in the mitochondria of human, non-genetically modified, primary
fibroblasts ATCC-PCS-201-018 depends on the duration of the culture. In the last phase of
cultivation, the presence of type II anodizing prevents apoptosis in the mitochondria of the
above-mentioned fibroblasts.

6. The concentration of FGF-2 in the medium from all studied groups decreases from the
7th day of cultivation and remains at a significantly lower levelvs.control until the end of the
experiment. The value of this reduction was not determined by the presence of a passive
layer or the type of anodizing.

Changes in VEGF-A concentrations depend on the duration of the culture and the type of
titanium discs, and on day 21, the presence of a passive layer with type II anodizing prevents

disturbances in the secretion of this factor by fibroblasts (vs. control).
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7. Throughout the experiment, the release of titanium, aluminum and vanadium ions from
titanium discs with a hard-anodized passive layer was higher than from other titanium discs.

The degree of ion release from the surfaces of all tested titanium discs decreased with time.
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