Streszczenie

Wprowadzenie. Ztotym standardem ortopedii, jak rowniez chirurgii szczekowo-twarzowej
jest rekonstrukcja z zastosowaniem tytanowych implantow. Uwaza si¢, iz tytan jest
materialem biokompatybilnym, ale czy jest materiatem doskonatym? Mimo wielu zalet,
tytan posiada réwniez wady, z ktorych najwigksza jest staba odporno$¢ na tarcie, w wyniku
ktorego dochodzi do uszkodzenia/utraty warstwy pasywnej na jego powierzchni. Warstwe
pasywna tworzg tlenki tytanu (gtoéwnie TiO3), a jej powstanie jest spontaniczne, w kontakcie
z otaczajacym tytan $rodowiskiem. W produkcji implantéw medycznych, wzmocnienie
wlasciwosci  ochronnych warstwy pasywnej uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie
elektrochemicznego utleniania, tzw. anodowania. Wyniki badah wskazuja, ze warstwa ta,
mimo procesu anodowania, ulega uszkodzeniu, co zapoczatkowuje korozje na powierzchni
implantu. Zaré6wno starcie warstwy pasywnej, jak i korozja przyczyniaja si¢ do powstania
zjawiska zwanego metaloza. Metaloza jest to odktadanie czastek metalicznych w tkankach
otaczajacych implant. Czastki te pobudzaja uklad odpornosciowy organizmu, ulegaja
fagocytozie czego efektem jest uwalnianie cytokin oraz wolnych rodnikow tlenowych
(RFT). Zapoczatkowuje to stan =zapalny wokot implantu. RFT odpowiedzialne
sg za oksydacyjne uszkodzenia bialek, lipidow oraz kwasow nukleinowych. Wptywaja
na struktur¢ oraz aktywno$¢ komorek. Ponadto, wplywajac na remodeling koSci

przyczyniaja si¢ do zaburzenia procesOw gojenia.

Cele pracy. Przeprowadzone przeze mnie badania i ich analizy miaty na celu:

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

2. Oceng wplywu tytanowych krazkéw z warstwg pasywng z II typem anodowania
na calkowity 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 fibroblastoéw eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej

1z warstwg anodowang standardowo.



3. Porownanie oksydacyjnych uszkodzen i zaburzenia réwnowagi redox mierzonych
stezeniem produktéw oksydacyjnych modyfikacji bialek i lipidéw, a takze catkowitym
potencjatem 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 komodrkach w/w fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej 1 z warstwa anodowang standardowo.

4. Oceng czynnikow prooksydacyjnych, tj. aktywnosci oksydazy NADPH i stezenia
nadtlenoazotynu w komorkach ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna z 11
typem anodowania poprzez poroéwnanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi
w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej
1 z warstwg anodowang standardowo.

5. Porownanie funkcjonowania enzyméw lancucha oddechowego i aktywnos$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 1 z warstwa anodowang standardowo.

6. Oceng stezenia czynnikow wzrostu FGF-2 i VEGF-A w medium pobranym znad
komoérek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-
PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywng 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
1 z warstwg anodowang standardowo.

7. Oceng uwalniania jonow tytanu, glinu i wanadu do medium hodowlanego z powierzchni
tytanowych krazkow z warstwa pasywna z II typem anodowania poprzez pordéwnanie
uzyskanych wynikow z wynikami uzyskanymi w medium pobranym znad krazkow
tytanowych z warstwg anodowang standardowo 1 znad krazkow 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 do$wiadczeniu zastosowano krazki tytanowe

(Ti6Al4V) wykonane na indywidualne zamowienie przez firm¢ ChM, rdznigce si¢ rodzajem



powtoki: anodowang na twardo, anodowang standardowo oraz krazki nie poddane
anodowaniu (bez powloki). Grupe¢ kontrolng stanowity krazki z polistyrenu o takiej samej
srednicy i grubosci co krazki tytanowe.

Komoérki hodowano w 12-dotkowych ptytkach w §rodowisku rekomendowanym przez
producenta. Po osiggnigciu odpowiedniej konfluencyjnosci, 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 komorek 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 komorkami, w ktorym metodami: kolorymetrycznymi oznaczono
stezenia: biatka catkowitego (BCA), malonylodialdehydu (MDA), grup disiarczkowych
(SS), nadtlenoazotynu (ONOOQO"), 3-Nitrotyrozyny (3-NT) oraz oceniono catkowity status
utleniajacy (TOS) 1 catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng (TAC); metodami
fluorymetrycznymi: zawarto§¢ koncowych produktéw utleniania bialek (AOPP)
1 koncowych produktow zaawansowanej glikacji bialek (AGE); metodami ELISA: stezenie
czynnika wzrostu fibroblastow-2 (FGF-2), czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego
(VEGF-A) oraz adduktéw 4-hydroksynonenalu z biatkami (addukty 4-HNE).

4) w lizacie komorkowym metodami kolorymetrycznymi oznaczono stgzenia: biatka
catkowitego (BCA), malonylodialdehydu (MDA), grup disiarczkowych (SS),
nadtlenoazotynu (ONOO"), 3-Nitrotyrozyny (3-NT), zredukowanego glutationu (GSH),
aktywno$¢ katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy glutationowej
(GPx), reduktazy glutationowej (GR), oksydazy NADPH (NOX) oraz oceniono catkowity
status utleniajacy (TOS) i calkowita zdolnos¢ antyoksydacyjng (TAC): metodami
fluorymetrycznymi: zawartos¢ koncowych produktow utleniania biatek (AOPP)
1 koncowych produktow zaawansowanej glikacji bialek (AGE); metoda ELISA: steZenie
adduktow 4-hydroksynonenalu z biatkami (addukty 4-HNE).

Zawarto$¢ metali w medium oceniono po 3, 6, 15,1 21 dniach, metodg ICP-MS.

Analizg statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica
12.0, przy uzyciu nastgpujacych testow: ANOVA wraz z testem post-hoc HSD Tukey’a.

Analize korelacji wykonano metoda Pearsona.Za poziom istotno$ci przyjeto p<0,05.



Wyniki. Ze wzgledu na ilo$¢ uzyskanych wynikoéw przedstawiam jedynie wyniki istotne
statystycznie.

Po 24h wykazatam:

- istotnie wyzszg aktywno$¢ GPx w komodrkach 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 wyzszg aktywnos$¢ NOX w komorkach dla stopu V w stosunku do kontroli, jak
rowniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w komorkach eksponowanych na stopy
V(st) i V().

- istotnie wyzsze stezenie AOPP w komorkach dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach dla stopu V, w stosunku
do kontroli i stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu [ w mitochondriach fibroblastow dla stopoéw V, V(st)
i 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 stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stgzenie adduktéw 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i V(t)
w porownaniu do kontroli.

Po 7 dniach wykazatam:

- istotnie nizsze stezenie bialtka catkowitego w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st),
V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopéw V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do V.

- istotnie wyzsza aktywno$¢ GPx w komorkach dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizsza 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 aktywnosci GR

w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.



- istotnie wyzsze stezenie GSH w komorkach dla stopow V(st), V(t) w stosunku do stezenia
GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzsze stezenie GSH dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st).

- istotnie nizszy TAC dla stopu V i1 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 wyzszg aktywno$¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) 1 V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszg aktywnos¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do aktywnosci tego enzymu w komodrkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze stezenie MDA dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie MDA dla stopow V 1 V(st) w stosunku do st¢zenia MDA
w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastow dla stopow V i V(st)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktéw 4-HNE w komorkach dla stopow V i V(st) w stosunku
do stezenia adduktow 4-HNE w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze stezenie AOPP dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla stopu V,
w stosunku do kontroli 1 stopow V(st) i V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastéw dla stopow V, V(st)
i 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 aktywno$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopow V
i V(st) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza 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 st¢zenie FGF-2 w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.
- istotnie nizsze st¢zenie VEGF-A w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do

kontroli.



- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopoéw V(st)
1 V(t).

- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopu V(st) w poréwnaniu do stopu V(t).
- istotnie wyzsze stezenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do kontroli
1 do stopow V(st) 1 V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktéw 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i V(t)
w poréwnaniu do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie AGE w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w pordwnaniu
do kontroli.
Po 14 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zywotno$¢ komorek dla stopu V(t) w stosunku do stopu V.

- istotnie wyzsza zywotno$¢ 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 wyzszg aktywnos¢ 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 nizszg aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V, V(st), V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsza aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do aktywnos$ci GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzszg aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V(t) w stosunku
do aktywnosci GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V (st).

- istotnie nizsze stgzenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopéw V, V(st), V(1)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(1)
w stosunku do stezenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie wyzsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopu V(t) w stosunku
do stopu V(st).



- istotnie nizszy TAC w komorkach fibroblastow dla stopow 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 fibroblastéw 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 stopéw V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopéw 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 aktywnos¢ 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 stezenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopéw V i V(st) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do stezenia MDA w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do stezenia MDA w komorkach eksponowanych na stop V(st).

- istotnie wyzsze stezenie adduktoéw 4-HNE w komoérkach fibroblastow dla stopéw V i V(st)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastow dla stopow V 1 V(st)
w stosunku do stezenia adduktéw 4-HNE w komorkach eksponowanych na stop V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastow dla stopu V
w porownaniu do stezenia adduktéw 4-HNE w komorkach eksponowanych na stop V(st).

- istotnie wyzsze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow dla stopéw V, V(st) 1 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 stopow V(st) 1 V(t).

- byto istotnie wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) 1 V(t)

w stosunku do kontroli.



- istotnie nizsze stezenie 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)
i 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
i V(st) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla stopow V
1 V(st) w poréwnaniu do stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow dla stopéw V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywnos$¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, 1 V(st),
W poréwnaniu do aktywnosci CS w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t).
- istotnie wyzsza aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
i V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze st¢zenie FGF-2 w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.
- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie MDA w medium dla stopéw V, V(st) 1 V(t) w porownaniu
do kontroli.

- istotnie wyzsze stgzenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopow V(st)
i V().

- istotnie wyzsze stezenie 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) 1 V(t) w porownaniu
do kontroli.

- istotnie wyzsze stgzenie AGE w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w pordwnaniu
do kontroli.

Po 21 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zywotno$¢ komorek oceniana po 21 dniach dla stopu V(t) w stosunku
do stopu V.

- istotnie wyzszg zywotno$¢ komorek dla stopu V(st) w stosunku do stopu V.



- istotnie nizsze stezenie bialtka 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 aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopoéw 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 stopéw 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$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t)
w stosunku do aktywnos$ci GR w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V.

- istotnie nizsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak 1 w stosunku do stezenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych
na stopy V(st) i V(t).

- istotnie nizsze TAC w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku do kontroli, jak
i w stosunku do TAC w komorkach fibroblastoéw eksponowanych na stopy V(st) i V(t).

- istotnie wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopéw V, V(st), V(t) w stosunku
do kontroli.

-istotnie nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopéw 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 wyzsza aktywno$¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli, jak roéwniez w stosunku do aktywno$ci tego enzymu w komorkach
eksponowanych na stopy V(st) i V().

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku
do kontroli i stopow V(st) 1 V(t).

- istotnie wyzsze stgzenie AOPP w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla stopow V,

V(st) i V(t) w stosunku do kontroli.



- istotnie nizsze stgzenie grup disiarczkowych w komoérkach fibroblastow dla stopu V,
w stosunku do stopow V(st) i V(t).

- istotnie wyzsze stgzenie AGE w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie ONOO™ w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) 1 V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastéw dla stopow V, V(st) w stosunku
do kontroli.

- istotnie wyzsze stg¢zenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopoéw V 1 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 stezeniec BCA w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, V(st)
w stosunku stopu V(t).

- istotnie nizszg aktywnos$¢ kompleksu [ w mitochondriach fibroblastow dla stopoéw V, V(st)
i V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie nizsza aktywnos$¢ 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 stopow V i 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) 1 V(t)
w stosunku do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ COX w mitochondriach dla stopow V, 1 V(st), w pordwnaniu
do aktywnosci COX w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t).

- istotnie nizszg aktywno$¢ CS w mitochondriach dla stopéw V, V(st) 1 V(t) w stosunku
do kontroli.

- istotnie nizszg aktywno$¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, i V(st),
w poréwnaniu do aktywnosci CS w mitochondriach fibroblastow narazanych na stop V(t).
- istotnie wyzszg aktywnos¢ CAS-3 w mitochondriach dla stopéw V 1 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.



- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopow V i V(st) w stosunku do kontroli.
- istotnie nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopéw V i1 V(st) w poréwnaniu do stopu
V(t).

- istotnie wyzszy TOS w medium dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli.

- istotnie wyzszy TOS w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopow V(st) i V(t).

- byt istotnie wyzszy TOS w medium dla stopu V(st) w porownaniu do stopu V(t).

- istotnie wyzsze st¢zenie MDA w medium dla stopéw V i V(st) w porownaniu do kontroli
i do stopu V(t).

- istotnie wyzsze stezenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopu V(st).

- istotnie wyzsze st¢zenie adduktéw 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i V(t)
w poréwnaniu do kontroli.

- istotnie wyzsze stgzenie AGE w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w pordwnaniu
do kontroli.

Ponadto po 3 dniach wykazatam:

- istotnie wyzszg zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
i V(st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V i1 V(st).
- istotnie wyzszg zawarto$¢ wanadu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
1 V(st).

Po 6 dniach wykazatam:

- istotnie wyzsza zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
i V(st).

- istotnie wyzszg zawartos$¢ tytanu w medium dla stopu V w stosunku do stopu V (st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V(t) w porownaniu do stopu V 1 V(st).
- istotnie wyzsza zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V w pordwnaniu do stopu V(st).

- istotnie wyzszg zawartos¢ wanadu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
i V(st).

Po 15 dniach wykazatam:

- istotnie wyzsza zawarto$¢ tytanu w medium dla stopu V(t) w poréwnaniu do stopu V
i 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(st).

- wyzszg zawarto$¢ glinu w medium dla stopu V w poroéwnaniu do stopu V(st).



- 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 poréwnaniu do stopu V
i V(st).

- istotnie wyzszg zawarto$¢ 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
i V(st).

Na podstawie uzyskanych wynikéw i dokonanych analiz wyciggnetam nastepujace wnioski:
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 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
i 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 st¢zen adduktow 4-HNE z biatkami vs. grupa kontrolna
dowodzi odwracalno$ci procesu peroksydacji lipidow 1 niewielkie nasilenie stresu
oksydacyjnego. Oksydacyjne modyfikacje elementow komorkowych byly najbardziej
nasilone w grupie w/w fibroblastéw eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy
pasywnej.

Wytwarzanie RFT byto zwigkszone we wszystkich grupach ludzkich, niemodyfikowanych
genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018, przy czym proces ten



w grupach fibroblastéw 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 pasywnej, a II typ anodowania
zmniejszal stopien produkcji RFT w poréwnaniu do anodowania standardowego.

4. Wzrost aktywnosci 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. Stezenie
ONOQO- istotnie wzrastato w ostatniej dobie eksperymentu (vs. kontrola). Wzrost ten wydaje
si¢ by¢ niezalezny od obecnosci warstwy pasywnej, czy tez rodzaju anodowania.

5. Aktywnos$¢ kompleksu I przez caty czas trwania eksperymentu we wszystkich grupach
badanych byta istotnie obnizona (vs. kontrola), przy czym obecnos¢ warstwy pasywnej zdaje
si¢ mie¢ dziatanie ochronne. Rodzaj anodowania nie wplywa na aktywnos$¢ tego enzymu.
Typ II anodowania zapobiega natomiast zmianom aktywno$ci kompleksu II (vs. kontrola).
Zmiany aktywnos$ci CS zalezg od czasu trwania hodowli, redukcj¢ aktywnos$ci 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).

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 stopief 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 i1 utrzymuje si¢ na istotnie nizszym poziomie vs. kontrola do konca
eksperymentu. Warto$¢ tej redukcji nie byta uwarunkowana obecnoscig warstwy pasywne;j,

czy tez rodzajem anodowania.



Zmiany st¢zen VEGF-A zalezg 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 jonéw tytanu, glinu i wanadu
z tytanowych kragzkéw z warstwg pasywng anodowang na twardo bylo wyzsze niz
z pozostatych krazkéw tytanowych. Stopien uwalniania jonéw z powierzchni wszystkich

badanych krazkow tytanowych zmniejszat si¢ wraz z uptywem czasu.



