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Czesc 1
Wstep

Ciagly postep w dziedzinie medycyny zwicksza Srednig dtugosé zycia i znaczaco po-
prawia jego komfort. Coraz wigksza czes¢ organéw i narzadéw lub ich fragmentéw
moze by¢ z powodzeniem zastgpiona ich sztucznymi odpowiednikami. W tym celu
konieczna jest Scista integracja wprowadzonych obcych elementéw z istniejacymi
strukturami biologicznymi. Biomaterialy, jako klasa materiatow dobrze wspotpracu-
jacych z zywymi tkankami, stanowig substrat do produkcji ztozonych uktadow za-
stepujacych ich naturalne odpowiedniki. Staw jest przyktadem ztozonego potaczenia
zdolnego wydajnie pracowa¢ pod relatywnie duzymi cyklicznymi obcigzeniami przez
dhugi okres czasu. Zaprojektowanie sztucznego odpowiednika stawia konstruktorom
duze wyzwania zaréwno pod wzgledem konstrukcyjnym, jak i doboru biomateriatu,
ktory spetnia¢ musi szereg rygorystycznych kryteriéw mechanicznych. Duzy postep
w tym wzgledzie przyniosta wcigz bardzo obiecujaca klasa materiatow reprezento-
wana przez stopy tytanu.

Celem pracy jest zbadanie biokompatybilnosci stopéw tytanu Ti-6Al-4V, Ti-6Al-
7Nb oraz Ti-6Al-7TNb z powloka nc-TiC/a-C pod katem wykorzystania tych ma-
teriatow do konstrukeji implantéw stawowych w organizmie ludzkim na podstawie
obserwacji liczebnosci komorek fibroblastow ludzkich wzrastajacych na badanych
powierzchniach.

W pierwszej czesci pracy zarysowujemy dotychczasowy rozwdj w dziedzinie mate-
rialéw stosowanych w implantach stawowych, przyblizymy wymagania i czynnosci
konieczne do prowadzenia hodowli komoérkowej in vitro, a takze opiszemy ogromny
postep jaki dokonat sie w dostepnych dla badacza technikach obserwacji. W ko-
lejnej czesci, wprowadzimy podstawowe informacje o probkach wykorzystanych do
badan, zarysujemy metody wykorzystane do pomiaru parametréow charakteryzuja-
cych powierzchnig, a takze przedstawimy wyniki wykonanych badan. Ostatnia czes¢
badawcza poswigcona jest opisowi badan zachowania komoérek wzrastajacych na cha-
rakteryzowanych powierzchniach za pomoca mikroskopii optycznej, Mikroskopii Sit
Atomowych oraz hemocytometrycznego badania liczebnosci. Uzyskane wyniki pod-

sumujemy w czesci ostatniej.



Czesé 11
Wprowadzenie

1. Biomateriaty

1.1. Ogodlna charakterystyka

Biomateriatami nazywamy syntetyczne materiaty (lub ich kombinacje z materia-
tami naturalnymi) zastepujace cze$¢ organizmu lub funkcjonujace w bliskim kon-
takcie z zywymi tkankami[l]. Z samej definicji wynika ich szerokie zastosowanie,
stad trudno wprowadzi¢ jednoznaczng ich klasyfikacje. Uwzgledniajac rodzaj i czas
kontaktu biomateriatu z organizmem, biomateriaty podzieli¢ mozemy na zewnetrzne
i wewnetrzne. W obrebie kazdej z tych kategorii wyrézniamy krétkotrwaty i dtugo-

trwaty kontakt z organizmem.

1.2. Implanty biostatyczne i biomechaniczne

Duzym zainteresowaniem cieszg si¢ implanty wewnetrzne majace dtugotrwaty kon-
takt z organizmem. Do tej klasy naleza implanty zastepujace fragmenty kosci, a takze
TJR (ang. Total Joint Replacement) — implanty catkowicie zastepujace wybrany
staw ludzki. Ostatnie stanowig szczegdlne wyzwanie dla bioinzynierii z uwagi na ko-
niecznosé¢ wspolpracy zaréwno z ludzkimi tkankami (integracji z ko$émi), jak i wy-
dajna mechaniczng prace stawu. Stad materiat taki musi speliac¢ szereg kryteriow:
by¢ wysoce biokompatybilny, wykazywa¢ duza odporno$é na degradacje (korozje)
W zywym organizmie, wytrzymato$é¢ i odpornosé zmeczeniows wystarczajaca do za-
pewnienia wieloletniej pracy stawu pod obciazeniem, niski modut Younga (poréw-
nywalny z wartoscig modutu Younga kosci) w celu réwnomiernego przenoszenia ob-
cigzen. Standardowe materiatly wykorzystywane w roli implantéw ortopedycznych,
takie jak stal nierdzewna, stopy kobaltu i platyny, nie sprawdzity si¢ w konstrukcji
wydajnych TJR. Kandydatem na materiaty spetniajace te rygorystyczne wymogi
byt stop uzywany dotychczas w aeronautyce: Ti-6A1-4V ELI. W latach 90" odkryto
Ti-6Al-7Nb [2] i Ti-5Al-2.5Fe [3], dwa stopy o wtasciwosciach podobnych do Ti64,
lecz nie zawierajacych potencjalnie toksycznego wanadu, uwalnianego w procesach
korozji stopu [1]. Prowadzi sie réwniez badania nad stopami tytanu drugiej generacji,

angazujacymi molibden, cyrkon, tal, selen i pallad.



1.3. Badanie biozgodnosci materiatu

Biozgodno$é¢ jest czynnikiem warunkujacym przydatnosé danego materiatu do im-
plantéw. Zgodnie z ogdlng definicja przyjeta przez Furopean Society for Biomate-
rials, material uwaza si¢ za biokompatybilny, gdy petlni w organizmie przewidziang
dla niego funkcje, nie wywotujac niepozadanych reakcji ze strony organizmu nosi-
ciela. Z uwagi na ztozono$¢ proceséw przebiegajacych we wnetrzu zywego organizmu,
badanie biokompatybilnosci jest procesem niezwykle ztozonym. W pierwszej kolej-
nosci nalezy wzia¢ pod uwage cytotoksycznos$é — zgodnosé z tkankami, z ktorymi
material bedzie si¢ kontaktowal bezposrednio in vivo. Stosujac linie komérek wcho-
dzacych w sktad interesujacych tkanek mozliwe jest pozaustrojowe zbadanie in vitro
biozgodnosci materiatu ze wzgledu na wzrost i przezywalno$¢ komoérek. Kolejnym
etapem sa przedkliniczne uktadowe badania in vitro — symulacja fragmentu zywego
organizmu zawierajaca rézne typy komorek zorganizowane w tkanki. Odzwierciedla
to mozliwos¢ wzajemnego oddziatywania na siebie biomateriatu i réznych typow ko-
morek. Pozytywne przejécie poprzednich etapéw otwiera droge do badan zachowania
materiatu w zywym organizmie zwierzecym i w koncu, jako ostatni etap, przejscie

do badan klinicznych na organizmie ludzkim.

1.3.1. Dobér komérek do badan pozaustrojowych

Badanie biokompatybilnosci wymaga oceny zjawisk zachodzacych w wyniku wza-
jemnego oddziatywania biomateriatu i zywych komoérek. Stad badanie jedynie wiel-
kosci charakteryzujacych wlasciwodci fizyczne i chemiczne probki okazuje sie niewy-
starczajace. Konieczna jest wzglednie wierna symulacja oddziatywan zachodzacych
pomiedzy komorka a powierzchnig materiatu, co umozliwiajg miedzy innymi bada-
nia in vitro. Wykorzystuje sie tam komorki najliczniej reprezentujace tkanke obecna
w miejscu docelowego umieszczenia implantu. Zatem dla tkanki kostnej beda to oste-
oblasty i osteoklasty, dla tkanki tgcznej — fibroblasty, a takze komorki morfologiczne
krwi. Komoérki do badan pochodza zwykle z bankéw linii komoérkowych. Dystry-
buowane komorki sa przebadane pod wzgledem czystosci i braku skazenia obcymi
wirusami, bakteriami czy grzybami. Niesie to jednak ze sobg pewne ograniczenia
zwigzane z osobniczym zréznicowaniem komorek. Obecnie podejmuje sie pomyslne
proby izolowania komérek do badan bezposrednio od dawcy [1]. Technika ta jest
jednak niezwykle trudna z uwagi na tatwos$é kontaminacji komoérkami innego typu,
co utrudnia zaréwno samg hodowle jak i obiektywna ocene biozgodnos$ci materiatu.
Dazy sie wiec do opracowania metod pozwalajacych na wyizolowanie czystych frak-
¢ji komorek pobranych od dawcy np. podczas biopsji srodoperacyjnej.

Wieloptaszczyznowe badania biozgodnosci, uwzgledniajace szeroka game parame-
trow (np. przezywalnos¢, tempo wzrostu, adhezja) wymagaja niezmiennosci feno-

typu linii podczas kolejnych pasazy. Tylko wowczas zapewniona jest mozliwie naj-



wyzsza powtarzalno$é¢ i porownywalnosé uzyskanych wynikéw. Nie zawsze jednak
spetienie tego warunku jest mozliwe. Najlepszym mozliwym rozwigzaniem pozo-
staje wtedy dopilnowanie, by na konkretnym etapie badania, komorki pochodzity

z tego samego pasazu.

2. Fibroblasty

Fibroblasty sa komérkami o zwykle nieregularnym, rozgatezionym ksztatcie z uloko-
wanym posrodku eliptycznym jadrem mogacym zawieraé wiecej niz jedno jaderko.
Charakteryzuja sie obfitym wystepowaniem szorstkiej siateczki srodplazmatycznej
i silnie rozwinigtym aparatem Golgiego. Pod btona zawieraja dobrze rozbudowany
system filamentow aktynowych umozliwiajacy aktywny ruch komoérki poprzez kro-
czenie. Sg szczegoOlnie aktywne w rozwijajacych si¢ tkankach. Przy malym zageszcze-
niu, adherujac do stosunkowo duzej powierzchni, komoérki te rozrastaja sie w gwiez-
dziste ksztatty utworzone przez wypustki cytoplazmy; nie posiadaja one btony pod-
stawnej. Przy zwickszonym zageszczeniu, lokalnie formuja sie one w klastry zawiera-
jace réwnolegle ustawione komorki. W przeciwienstwie jednak do innych typow ko-
moérek (np. tkanki nabtonkowej), nie formuja one monowarstw. W przypadku braku
aktywnosci otaczajacych tkanek, fibroblasty przechodzg w stan spoczynkowy. Ko-

morki sg woéwczas mniejsze i wrzecionowate, stad okreslamy je odrebng nazwa —

fibrocyty.

2.1. Rola i funkcje w organizmie

Fibroblasty sa komoérkami najliczniej reprezentujacymi tkanke taczng w organizmie
zwierzecym (zaliczane sg one do tkanki tacznej zbitej). Podstawowym zadaniem tych
komorek jest produkcja kolagenu i sprezystych witokien istoty miedzykomorkowe;j
(ECM — extracellular matrix):

e Kolagen jest najpowszechniej u ssakow wystepujacym biatkiem. Organizuje
sie w fibryle tworzace dtugie wtokna. Witdkna te charakteryzujg sie duza ela-
stycznoscig (modul Younga 3,2 — 4 GPa) i gietkoscia przy réwnoczesnej wy-

trzymalosci na rozciaganie [5].

e Wilbkna sprezyste zbudowane sg z tworzacej rozgalezione sieci elastyny —
bardzo elastycznego biatka mogacego do 60% sprezyscie zmieniaé swoje liniowe
wymiary, jego modul Younga wynosi ok. 1 M Pa [6]. Dzieki tym wtasciwo-
Sciom, po ustgpieniu dziatania sity, tkanki powracaja do pierwotnych rozmia-
row i ksztaltéw. Dodatkowo sie¢ sprezystych wiokien wykorzystywana jest do

krotkotrwatego magazynowania energii mechanicznej (np. w aorcie).
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Rys. 2.1. Przekréj histologiczny psiego mieénia poprzecznie prazkowanego. Strzatkami

zaznaczono wybarwione komérki fibroblastéw wbudowane w tkanke. [7]

Zgodnie z ogdlng charakterystyka tkanki tacznej, w znacznie rozproszonej, bezpo-
staciowej i wtoknistej substancji miedzykomorkowej zawieszona jest stosunkowo nie-
wielka liczba fibroblastow. Sieé¢ ta stanowi strukturalng podpore dla komorek budu-
jacych wszystkie tkanki organizmu zwierzecego. Przyktadem moga by¢ tutaj fibro-
blasty whudowane w strukture migénia (por. rys. 2.1), ktére produkujac wymienione
sktadniki nadaja mu wytrzymalos¢ i elastycznosé. Fibroblasty posiadajg ponadto
zdolno$é¢ kroczenia dzieki rozbudowanemu systemowi filamentoéw aktynowych. Zja-
wisko to obserwowane jest w procesie gojenia sie rany, w ktorym komorki te biora
aktywny udziat. Ich rola nie ogranicza si¢ jedynie do funkcji strukturalnych — ini-
cjuja one miedzy innymi stan zapalny wydzielajac chemokiny i cytokiny pobudzajace

komérki uktadu odpornosciowego [3].

2.2. Hodowla in vitro

W zwigzku z funkcjami pelnionymi przez fibroblasty w zywym organizmie, meto-
dyka ich hodowli zostata stosunkowo dobrze poznana. Na rynku dostepnych jest
wiele linii komérkowych wyprowadzanych zaréwno od zwierzat (np. linia embrional-
nych fibroblastéw mysich 3T3 —rys. 2.2) jak i ludzi (np. HS5, HDF, HLF). Komoérki
te dystrybuowane sa w stanie zamrozonym. Hodowle prowadzi sie w sposéb cha-
rakterystyczny dla linii adherentnych, inkubujac w lezacych poziomo naczyniach

hodowlanych zapewniajacych wymiane gazowsq z otoczeniem.
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Rys. 2.2. Komdrki linii komérkowej embrionalnych mysich fibroblastéw 3T3 [9]

2.2.1. Krzywa wzrostu komérek w hodowli

Liczebno$¢ komoérek w hodowli zmienia si¢ nieliniowo wraz z czasem. Zaleznosé¢
ta nazywa si¢ krzywg wzrostu. Jest ona charakterystyczna dla danego uktadu typ
komorki-podtoze-srodowisko, jednakze ogdlne zachowanie jest wspélne dla wszyst-
kich tego typu krzywych. Na rysunku 2.3 przedstawiona jest zaleznosé¢ liczebno-
Sci populacji komoérek wzrastajacych na podtozu tytanu technicznego i polistyrenu
od czasu inkubacji. Zauwazmy, ze po poczatkowym powolnym wzroscie liczebnosci
w pierwszych 3 dniach hodowli, liczba komérek gwattownie zwieksza sie miedzy 3 a 9

dobg inkubacji. Obszar ten nazywa sie fazq logarytmicznego wzrostu hodowli.

14500

12000

9500+

# of cells

7000

4500+

2000
6

days in culture

Rys. 2.3. Krzywa wzrostu komérek fibroblastéw na tytanie technicznym (cpTi — ) oraz
polistyrenie (TPS — A) [10, p. 318]
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3. Laboratorium hodowli komérkowych

Prowadzenie hodowli komérkowej wymaga wyposazenia pracowni w specjalistyczny
sprzet oraz stosowne odczynniki. Z uwagi na fakt, ze podczas realizacji tej pracy
petna hodowla komoérkowa w wykorzystywanym laboratorium prowadzona byta po
raz pierwszy, w zataczniku B (strona 76) zamieszczamy doktadny opis wyposazenia

oraz niezbednych do opanowania procesow.

4. Techniki pomiarowe

4.1. Mikroskopia optyczna

Od czasu wynalezienia mikroskopu optycznego przez dunska rodzine optykow Jans-
senow pod koniec XVI wieku i wprowadzenia go do biologii kilka dekad p6zniej przez
Antona van Leeuwenhoeka, w dziedzinie tej dokonal sie ogromny postep. Rozbudowa
konwencjonalnego mikroskopu doprowadzita do powstania mikroskopéw polaryza-
cyjnych i kontrastu fazowego, pozwalajacych zarejestrowaé niesione przez swiatto
informacje nierozréznialne dla ludzkiego oka. Mikroskopia fluorescencyjna pozwo-
lita na selektywna obserwacje struktur wewnatrz ztozonych obiektow biologicznych.
Dalszy jej rozwoj i upowszechnienie laserow zaowocowato powstaniem mikroskopu
dwufotonowego. Z kolei mikroskopia konfokalna otworzyta droge do skaningowej mi-
kroskopii optycznej w trzech wymiarach. W koncu, zdolno$¢ detekcji informacji pola
bliskiego umozliwita obserwacje struktur ze zdolnoscia rozdzielczg ponizej limitu dy-
frakcyjnego. Ponizej opisane zostang krétko wybrane typy mikroskopéw optycznych

wykorzystywane w badaniach biologicznych.

4.1.1. Mikroskop optyczny

Konwencjonalny mikroskop optyczny wykorzystuje $wiatto widzialne i dzieki zasto-
sowaniu uktadu optycznego pozwala na uzyskanie powiekszen do 1500x. W kon-
figuracji odbiciowej, zaréwno obserwacja jak i podswietlanie odbywa sie od gory.
W trybie transmisyjnym, obiekt wcigz obserwowany jest od gory, jednakze sSwiatto
pada na badany obiekt od dotu. Wymaga to jednak, by badany obiekt byt potprze-
zroczysty. W przypadku molekut adherujacych do podtoza, bardzo pomocy okazuje
sie mikroskop optyczny o geometrii odwroconej, w ktorym obserwacja moze by¢

prowadzona od dotu.
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4.1.2. Mikroskop fluorescencyjny

Duza czesé probek organicznych i nieorganicznych nie wykazuje w konwencjonalnym
mikroskopie $wietlnym kontrastu wystarczajacego do rozréznienia struktur sktado-
wych. Czesto w takich przypadkach pomocne okazuje sie wykorzystanie zjawiska
fluorescencji. Wowczas o$wietlanie probki zewnetrznym zZrodlem $wiatta o okreslo-
nej dtugosci (dtugosciach), powoduje reemisje swiatta o wiekszej dtugosci fali. Dla
probek, ktére nie wykazuja naturalnej fluorescencji (np. chlorofil), do badanych mo-
lekut dotacza sie markery — fluorofory, fluoryzujace pod wptywem $wiatta o znanej
dtugosci fali. Wystepuja w postaci mikroskopéw epifluorescencyjnych (konfiguracja

odbiciowa) oraz transfluorescencyjnych (geometria transmisyjna).

4.1.3. Mikroskop konfokalny

Probka oswietlana jest skupionym zZrédtem swiatta. Dzieki zastosowaniu niewielkiej
apertury, jedynie $wiatto pochodzace z obszaru ogniskowania trafia do detektora.
Dzieki wyeliminowaniu sygnatu tta spoza ptaszczyzny ogniskowej, obrazy charak-
teryzuja sie wyzsza rozdzielczo$cig i kontrastem w poréwnaniu do konwencjonalnej
mikroskopii fluorescencyjnej. Odciecie promieni pozaosiowych na aperturze wiaze
sie jednak ze znaczgcym spadkiem natezenia Swiatta, wymagaja wiec one dtuzszej
ekspozycji. Dzieki zastosowaniu laserow i komputera, mozliwe stato sie rozwiniecie
skaningowej laserowej mikroskopii optycznej (CLSM — ang. Confocal Laser Scanning
Microscopy). Swiatlo lasera skupione przez uklad optyczny do obszaru zblizonego
do limitu dyfrakcyjnego skanuje probke punkt po punkcie w kierunkach lateralnych
oraz glebokosciowo. Dzieki temu mozliwa jest rekonstrukcja wysokorozdzielczego

tréjwymiarowego obrazu badanej powierzchni.

4.1.4. Mikroskop skaningowy bliskiego pola

Zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopéw optycznych ograniczona jest przez limit dyfrak-
cyjny, zgodnie z kryterium Rayleigha réwny w przyblizeniu potowie dtugosci fali
wykorzystywanego $wiatta. Mikroskop skaningowy bliskiego pola (ang. Near Field
Scanning Optical Microscope — NSOM/SNOM) pozwala zej$é ponizej tego limitu
dzieki detekcji fal zanikajacych obecnych w bliskim polu. Zdolnosé¢ rozdzielcza uzy-
skiwanego obrazu zalezy woéwczas od apertury detektora, ktory znalezé sie musi
w duzej bliskosci badanej powierzchni. Uzyskiwane zdolnosci rozdzielcze dochodza

do 20 nm w kierunkach lateralnych i 3 nm w kierunku prostopadtym do prébki [11].
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4.1.5. Spektroskopia bliskiego pola

Rozwinieciem metod mikroskopowych jest spektroskopia bliskiego pola wykorzystu-
jaca na przyktad efekt Ramana nieelastycznego rozpraszania swiatta. Dzigki efek-
tom wzmocnienia (SERS — Fleischmann' and co. (1974) [13] i TERS — Stockle et
al. (2000) [11]), w technikach tych klopotliwe stosowanie nanometrowej apertury
moze by¢ zastapione ostrzami stosowanymi w mikroskopii STM i AFM. Otwiera to
droge dla metod pozwalajacych na réwnoczesng rejestracje informacji o topografii

i sktadzie chemicznym powierzchni w nanometrowe;j skali.

4.2. Mikroskopia Sit Atomowych

Od roku 1985, gdy G. Binnig, C. F. Quate i Ch. Gerber z IBM Laboratory za-
prezentowali pierwszy Mikroskop Sit Atomowych (AFM, ang. Atomic Force Micro-
scope), technika ta stala sie powszechnie wykorzystywana w wiekszosci liczacych
sie laboratoriéw naukowych. Dzieki swojej precyzji (nanometrowa rozdzielczo$é w 3
wymiarach), mozliwosci obrazowania w powietrzu, prézni i cieczy, znalazt on bardzo
szerokie zastosowanie nie tylko w fizyce, ale rowniez w chemii, biologii i medycynie,
o czym swiadczg tysigce publikacji powstatych w wyniku jego zastosowania. Oprocz
topografii powierzchni, dzieki szerokiemu spektrum trybéw pracy AFM pozwala
uzyskaé informacje o chropowato$ci, tarciu, kontrascie fazowym, elastycznodci, sile
adhezji, wtasciwosciach elektrycznych i magnetycznych, umozliwia réwniez litogra-

fie.

4.2.1. Budowa

Schemat konstrukeji Mikroskopu Sit Atomowych przedstawiony jest na rysunku 4.1.
Badana prébka umieszczona jest na skanerze piezoelektrycznym. Moze on zmieniac
wzgledne potozenie pomiedzy probka i cantileverem w plaszcezyznie z—y réwnolegtej
do probki, umozliwiajac tym samym skanowanie jej powierzchni. Poprzez wydtuzanie
i kurczenie tubki piezoelektrycznej, skaner zmienia potozenie w kierunku z prosto-
padtym do ptaszczyzny z—y. Oddzialtywanie ostrza z powierzchniag probki powoduje
jego wygiecie, ktore rejestrowane jest przez uktad detekcji optycznej. Promien lasera
odbijajac sie od powierzchni dzwigni pada na czteropozycyjna fotodiode. Umozliwi
to nie tylko detekcje ugiecia cantilevera, ale rowniez jego lateralnych skrecen. Sy-
gnat z fotodiody potaczony jest petla ujemnego sprzezenia zwrotnego ze skanerem
piezoelektrycznym, stabilizujac zadang warto$¢ ugiecia cantilevera w zaleznosci od

wybranego trybu pracy.

IM. Flieschmann oprécz odkrycia efektu wzmocnienia powierzchniowego sygnatu ramanow-
skiego, jest rowniez autorem zamieszania zwigzanego z rzekomym odkryciem przez niego tzw.

zimnej fuzji termojadrowej (1989) [12].
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fotodioda
pozycyjnie czuta

skaner
piezoelektryczny

Rys. 4.1. Schemat konstrukcji Mikroskopu Sit Atomowych

4.2.2. Zasada dziatania

Sita wystepujaca pomiedzy atomami ostrza a podtozem ma ztozony charakter. Jest
wypadkowsg szeregu oddzialywan, w tym chemicznych, van der Waalsa, coulombow-
skich oraz napiecia powierzchniowego. Potencjat Lennarda-Jonesa opisuje w sposob

przyblizony zalezno$¢ omawianego oddzialywania od odlegtosci r:

o= () (2)). o

gdzie ¢ jest czynnikiem skali, natomiast o okresla potozenie réwnowagowe pomiedzy

rejonem oddziatywan przyciggajacych i odpychajacych.

V() mod kontaktowy
A mod przerywanego kontaktu

mod bezkontaktowy

odpychanie

> I

przycigganie

Rys. 4.2. Potencjal Lennarda-Jonesa przyblizajacy oddzialywanie pomiedzy ostrzem
i probka. Zaznaczono strefy wykorzystywane przez podstawowe mody pracy

mikroskopu.
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Funkcjonowanie podstawowych trybow pracy mikroskopu oméwimy analizujac

obszary zaznaczone na rys. 4.2 powyzej.

Mod kontaktowy W tym modzie, odlegtos¢ miedzy ostrzem i probka zmniej-
sza sie do momentu wzajemnego kontaktu. Cantilever ugina sie wowczas o x
pod wplywem odpychajacej sity F' dziatajacej na ostrze, rzedu nanonewto-
néw. Jest ona réwnowazona przez site sprezystosci belki, zgodnie z prawem
Hooka: F' = —kx. Stata sprezystosci k wykorzystywanych tutaj cantileverow
waha sie od 0.01 do kilku N/m. W trybie stalej sily, uktad sprzezenia zwrot-
nego dopasowuje potozenie probki w z dazac do zachowania statej wartosci
ugiecia cantilevera. Zatem podczas skanowania, potozenie skanera w kierunku
prostopadlym do powierzchni odzwierciedla jej topografie. Alternatyws dla
gtadkich probek jest tryb stalej wysokosci, w ktorym skaner pozostaje nieru-
chomy w z a informacja o topografii uzyskiwana jest na podstawie ugiecia

cantilevera.

Mod bezkontaktowy Cantilever wprawiany jest w drgania o czestotliwosci zbli-
zonej do rezonansu. Zblizajac sie do probki, doznaje dziatania przyciagajacej
sity (rzedu pikonewtonéw), ktéra powoduje nieznaczng zmiane czestotliwosci
drgan wtasnych, co pociaga za soba zmian¢ amplitudy drgan. Zmiana ampli-
tudy stanowi sygnat wejsciowy dla petli sprzezenia zwrotnego dostosowujace;j
potozenie skanera w z tak, by zachowaé stalg amplitude drgan belki. Topo-
grafie probki odzwierciedla, podobnie jak w przypadku modu kontaktowego

stalej sity, pozycja skanera w z.

Mod przerywanego kontaktu Podobnie jak w modzie bezkontaktowym, canti-
lever oscyluje z czestotliwoscig zblizong do rezonansu w poblizu prébki, lecz na
granicy pomiedzy przyciagajacym a odpychajacym charakterem dziatajacych
sit. Oznacza to, ze ostrze jest w kontakcie z probka jedynie przez bardzo krotka
czes¢ okresu drgan. Dzieki temu, odksztatcenia probki sa mniejsze niz w mo-
dzie kontaktowym, co umozliwia wydajniejsze obrazowania probek miekkich,

w tym biologicznych.

4.2.3. Wykorzystanie w pomiarach biologicznych na wybranych przyktadach

4.2.3.1 Obrazowanie in sitiu zywych struktur

Dzieki mozliwosci obrazowania struktur nieprzewodzacych, AFM pozwala na ba-
dania struktur organicznych w nanoskali. Dodajac do tego prace w komaorce cieczowej
pozwalajacej na zachowanie warunkow fizjologicznych i pomiary w §rodowisku ptyn-
nym, mikroskopia ta otworzyta droge do wydajnej i relatywnie prostej obserwacji zy-

jacych struktur biologicznych w niespotykanej wezesniej skali. W przeciwienstwie do
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wykorzystywanej wcze$niej w podobnych celach mikroskopii elektronowej, w przy-
padku AFMu preparatyka ograniczona jest do minimum. W przypadku obiektéw
wystarczajaco silnie zwigzanych do podtoza, wystarczy umiesci¢ je w komorce cie-
czowej i rozpoczaé pomiar. W przeciwnym wypadku, mozna zwiekszy¢ adhezje przez
naniesienie obiektéw na specjale podtoze, utrwali¢ za pomoca srodkéw chemicznych
(takich jak aldehyd glutarowy) lub wykorzystaé¢ miejsca wiazace znajdujace sie na
powierzchni zywych obiektéw i za pomoca czasteczki posredniczacej zwigzac je nie-
inwazyjnie do podtoza (np. wiazanie za pomoca fibronektyny).

W przypadku badania migkkiej lub stabo zwiazanej materii, czesto alternatywa dla
inwazyjnego w tym przypadku modu kontaktowego jest tryb przerywanego kontaktu,
zwany réowniez modem dziobigcym. Pewna przeszkode stanowi tutaj ptynne $rodo-
wisko w komorce cieczowej, ktére wykazuje znaczaco wyzszy niz w powietrzu opor
i lepkos¢ podczas ruchu oscylacyjnego belki. Na rysunkach 4.3 przedstawiamy krzywe
rezonansowe wykorzystywanych belek i obrazy powierzchni stopu tytanu uzyskane
dla cantileveréow wykorzystywanych do badan w niniejszej pracy: Veeco MLCT oraz
Veeco RTESP. Obraz charakteryzujacy sie najwiekszym kontrastem i ostroscia uzy-
skano dla cantilevera RTESP. Jednakze jego znaczna twardo$¢ (ponad 20 N/m)
sugeruje ograniczone zastosowanie dla probek biologicznych. Dla pozostatych, migk-
szych belek otrzymany obraz charakteryzuje sie mniejsza ostroscia, jednakze wy-
starcza ona do oceny wickszych struktur.
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Krzywa rezonansowa dla cantilevera
: Veeco MLCT ostrze C
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Krzywa rezonansowa dla cantilevera
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Rys. 4.3. Obraz powierzchni tytanu uzyskany w tappingu w cieczy réznymi ostrzami

(kontynuacja na dalszej stronie).
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Krzywa rezonansowa dla cantilevera
Veeco MLCT ostrze E
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Krzywa rezonansowa dla cantilevera
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Rys. 4.3. Obraz powierzchni tytanu uzyskany w tappingu w cieczy réznymi ostrzami

(kontynuacja na dalszej stronie).
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Krzywa rezonansowa dla cantilevera
Veeco RTESP
(k~40 N/m)

f =161 kHz

Amplitude (V)

0,2

0,0 ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ 1
0 50 100 150 200 250

Driving frequency (kHz)

(e) Veeco RTESP

Rys. 4.3. Obraz powierzchni stopu tytanu uzyskany w tappingu w cieczy réznymi

ostrzami (kontynuacja z poprzednich stron).

4.2.3.2 Badanie elastycznosci bton biologicznych

Budowa AFMu umozliwia wyznaczenie krzywej sita-odlegtosé w ustalonym punk-
cie badanej powierzchni. Krzywa ta przedstawia zalezno$é¢ pomiedzy wzglednym po-
lozeniem (w kierunku pionowym z) cantilevera i probki a odgieciem cantilevera,
ktore moze by¢ przeliczone na site przy znajomosci stalej sprezystosci k belki.
W przypadku prébek sztywnych, w wyniku sprezystego odksztatcenia belki otrzymu-
jemy liniowg zalezno$¢ w obszarze kontaktu ostrza z prébka opisywang prawem Ho-
oka. Dla prébek elastycznych, do ktorych naleza btony biologiczne, mamy do czynie-
nia z bardziej ztozonym oddzialywaniem dwoch ciatl odksztatcajacych sie sprezyscie.
Opis takiego uktadu jest nietrywialny, dodatkowo utrudniony przez brak doktad-
nej znajomosci parametréw determinujacych wtasciwosci sprezyste ostrza (ksztaltu,
wymiaréw, modutu Younga FE, Kirchhoffa G oraz wspo6tczynnika Poissona ¢). Po-
wstato wiele teorii opisujacych w sposéb przyblizony zachowanie takiego uktadu,
co pozwala oszacowaé wlasciwosci elastyczne badanej struktury. Jednym z bardziej
popularnych jest, bedacy rozszerzeniem teorii Hertza, model Sneddona zaktadajacy
indentacje sztywnym, gtadkim ostrzem rozciagtej powierzchni przy zaniedbaniu sit
powierzchniowych i adhezji [15]. Zbierajac krzywe sita odlegtosé w wielu miejscach
wewnatrz ustalonego na podstawie topografii obszaru, mozemy dokona¢ mapowania

elastycznosci badanego obiektu.
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4.2.3.3 Badanie adhezji i oddziatywan miedzymolekularnych

Oddzialywania ligand-receptor, przeciwciatlo-antygen sa podstawowymi mecha-
nizmami przekazywania sygnatu inicjujacego ztozone odpowiedzi uktadéw biologicz-
nych. Mozliwe jest oszacowanie prawdopodobienstwa zwigzania i pomiar sity jego
zerwania. W tym celu ostrze pokrywa sie zwiazkiem, ktéry moze by¢ wigzany przez
molekuly znajdujace sie na podtozu. Stosujac (dynamiczna) spektroskopie sit, ba-
zujac na wcigz udoskonalanych modelach mozna wyznaczy¢ wspomniane wczesniej

wielkosci charakteryzujace wiazanie kompleksu [16].

4.2.3.4 Chemiczna analiza nanostruktur biologicznych

Niedawno podjeto proby taczenia AFMu z technikami pozwalajacymi na wysoko-
rozdzielezy pomiar optyczny (CLSM — Hansma et al. (1995) [17] oraz NSOM — Aka-
mine et al. (1996) [18]), a takze spektroskopie dalekiego i bliskiego pola (patrz czesé
4.1.5 na stronie 15). Relatywnie nieliczne jak do tej pory publikacje poswieconych
zastosowaniom biologicznym omawianych technik przedstawiajg bardzo obiecujace
wyniki. Otwieraja one zupetnie nowe mozliwosci w dziedzinie badan biologicznych.
Umozliwita badanie zewnatrzkomérkowych substancji polimerowych (EPS — ang.
extracellular polymeric substances), ktére najprawdopodobniej odpowiedzialne sa
za nie do konca wyjasnione mechanizmy komunikacji i wiazania niektérych mikroor-
ganizmow stanowigce znaczne utrudnienie w procesie wydajnego oczyszczania wody
[19, 20]. Prowadzone sg intensywne prace nad sekwencjonowaniem DNA i RNA z wy-
korzystaniem tej techniki. Dostepne publikacje identyfikuja w widmach pojedyncze
zasady azotowe wchodzace w sktad nukleotydéw kwaséw nukleinowych dajac jed-
nak przestanki i podwaliny pod techniki umozliwiajace petne sekwencjonowanie [21].
Przedstawiono rowniez prace stwierdzajace mozliwo$¢ badania dynamiki molekular-
nej in sitiu zachodzacej w btonach bakterii na przyktadzie Staphylococcus epidermidis
[22]. Prace obok przewidywan nowych odkryé¢ dzieki potaczeniu AFMu i spektro-
skopii ramanowskiej bliskiego pola, wymieniajg liczne konieczne do przezwyciezenia
problemy. Jedynie 10-20% ostrzy wykazuje wzmocnienie sygnalu, a ponadto juz
niewielkie zabrudzenie ostrza powoduje gwaltowny jego spadek [21]. Konieczne wy-
daje sie opracowanie teorii opisujacej zaleznos¢ wzmocnienia od ksztattu, wymiaréw
i materiatu pokrycia ostrza i dtugosci wykorzystywanej fali $wietlnej. Po opanowa-
niu produkcji ostrzy dostosowanych do warunkow doswiadczalnych, technika ta ma

szanse staé¢ sie rutynowa metoda badawczg o poteznych mozliwosciach.
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4.3. Hemocytometria

Wraz z upowszechnianiem si¢ hodowli komdérkowych, opracowano wiele metod sza-
cowania liczebno$ci populacji komoérek w hodowli. Tradycyjnie, zliczanie komoérek
wykonuje sie pod mikroskopem optycznym w specjalnie przystosowanej komorze,
czasami wykorzystujac dodatkowo barwnik pozwalajacy na odrdznienie komoérek
zywych od martwych. Alternatywne metody wykorzystuja depozycje radioizotopu
jako miare aktywnosci syntezy DNA, hemocytometry automatyczne i techniki en-
zymatyczne takie jak MTT (spektrofotometryczna ocena aktywnosci komérek wy-
korzystujaca aktywno$é dehydrogenazy mitochondrialnej). W sprzedazy dostepne
sg elektroniczne liczniki komoérek — automatyczne hemocytometry. Do szybkiego
oszacowania liczby komoérek wciaz jeszcze najpopularniejsze sa manualne metody
optyczne. W tym celu najczesciej obserwuje sie wybarwione uprzednio komorki
wprowadzone do hemocytometru — komory zawierajacej naniesiong siatke. Zlicza-
jac komorki wystepujace w poszczegdlnych oczkach siatki, mozemy oszacowaé ich

liczebnos$¢ w pierwotnej probcee.

4.3.1. Komora Biirkera

Komora (siatka) Biirkera jest przyktadem hemocytometru stworzonego na potrzeby
zliczania komoérek morfologicznych krwi (leukocytéw i erytrocytéw). Stanowi ja ko-
mora o glebokosci 0.1 mm zawierajaca siatke sktadajaca sie z 9 duzych kwadratéw
o powierzchni 1 mm?, ktére z kolei dzielg sie na 16 kwadratéw grupowych o po-

wierzchni 0, 04 mm?. Kwadraty grupowe rozdziela przerwa o szerokosci 0,05 mm.

4.3.1.1 Przygotowanie roztworu

W celu zliczenia komérek w hodowli, peletke powstata po odwirowaniu zawie-
szamy w 3 cm® DMEM. W zaleznoéci od przewidywanego rzedu stezenia komorek,

wybieramy z ponizszej tabelki odpowiednie stezenie czynnika barwiacego:

Objetos¢ zawiesiny z komérkami | Objeto$¢ biekitu trypanu | Liczba komérek/ml

10 pl 1ml n-zliczen - 10°
10 pul 100 gl n-zliczen - 10°

Stezenie barwnika powinno by¢ tak dobrane, by wewnatrz kwadratu grupowego znaj-
dowalo sie kilkadziesiat komoérek. Zarowno zbyt mata jak i zbyt duza liczba komérek
w komorze znaczgco zmniejsza doktadno$é metody. Blekit trypanu powoduje szyb-
kie obumieranie komorek, stad zmieszania z barwnikiem nalezy dokonac¢ tuz przez

zliczaniem.
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4.3.1.2 Przygotowanie komory

Na umytej uprzednio komorze umieszczamy szkietko nakrywkowe (rys. 4.5). Na-
stepnie za pomocy pipety wprowadzamy ok. 20 pl roztworu zawierajacego rozcien-
czone wczesniej barwnikiem komoérki. W wyniku efektu kapilarnego, wprowadzany
roztwor zostanie wciggniety do wnetrza komory. Nalezy zadba¢ o to, by ciecz we-
wnatrz niej rozlata sie rownomiernie. Tak przygotowang komore umieszczamy pod

mikroskopem odwréconym tak, by widoczna byta siatka.

4.3.1.3 Zliczanie komoérek

Na mikroskopie wybieramy powigkszenie 10x. Ustawiamy siatke tak, by widoczny
byl duzy kwadrat grupowy o polu 1 mm?, taki jak przedstawiony na rysunku 4.4.
W celu utatwienia procesu zliczania i ograniczenia btedéw zwigzanych z wielokrot-
nym zliczeniem tej samej komorki, sugerujemy wprowadzenie nastepujacych kon-

wencji:

e zliczamy komorki od lewej do prawej na zmiane szerszy wiersz matych kwadra-

tow o boku 0,2 mm i wiersz wezszy ograniczony od géry i dotu kwadratami,

e podczas zliczania komoérek w biezacym wydzielonym myslowo obszarze zli-
czamy jedynie komoérki znajdujace sie wewngtrz oraz na gornej i lewej krawe-
dzi. Nie zliczamy komorek znajdujacych sie na dolnej i prawej krawedzi obszaru

(por. rys. 4.4).

Notujemy liczbe komérek zywych i w razie koniecznosci rowniez martwych (blekit
trypanu intensywniej wnika przez pekniete btony martwych komorek i nie jest z nich
wydalany). Nastepnie zliczanie ponawiamy dla kolejnego kwadratu grupowego. Ko-
rzystnie jest uzyskac¢ statystyke z przynajmniej 5 réznych kwadratow. Liczebnosé

komorek jest rowna Sredniej ze zliczonych wartosci.

4.3.1.4 Oszacowanie liczby komérek

Dla ustalenia uwagi zat6zmy, ze zliczyliSmy n komoérek wewnatrz kwadratu gru-
powego. Na poczatek obliczmy jego objetosé. Miat on gltebokosé 0, 1 mm i bok 1 mm,
stad:

Vo=0,1-1-1=0,1mm’

W tej objetosci znajdowato sie n komoérek, stad otrzymujemy stezenie:

co = n - 10" komérek/mm® = n - 10* komérek /ml
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Zwroéémy uwage, ze otrzymana warto$é ¢ jest stezeniem komoérek w rozcienczonym
barwnikiem roztworze. W celu uzyskania stezenie komoérek w roztworze wyjsciowym,

otrzymana wartos¢ nalezy pomnozy¢ przez krotnosé rozcienczenia barwnikiem.
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Rys. 4.4. W komorze Biirkera pod mikroskopem widoczna jest kwadratowa siatka zto-
zona z 9 duzych kwadratéw o powierzchni 1 mm?2, ktoére z kolei dziela si¢ na 16

kwadratéw grupowych o powierzchni 0,04 m?2.
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Rys. 4.5. Komora Biirkera sktada sie z plytki z wydrazona komora o gtebokosci 0,1 mm

z naniesionymi dwoma siatkami.
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Czesé 111
Charakterystyka badanych

powierzchni

1. Pochodzenie i ogolna charakterystyka prébek

Probki materialéw do zbadania biokompatybilnosci zostaty dostarczone przez dok-
tora Tomasza Moskalewicza z Pracowni Mikroskopii Elektronowej i Badan Fizycz-
nych Wydziatu Inzynierii Metali i Informatyki Przemystowej Akademii Gorniczo-
Hutniczej w Krakowie. Otrzymalismy siedem probek stopéow? tytanu w ksztalcie

wycinka kota o powierzchni nie przekraczajacej 1 cm?:

1. 2 probki (polerowana i szlifowana papierem o gradacji 1200) jednorodnego

stopu Ti-6Al-7Nb (Ti67),

2. 2 probki (polerowana i szlifowana papierem o gradacji 1200) jednorodnego
stopu Ti-6Al1-4V (Ti64),

3. 3 probki stopu Ti-6Al-7TNb-Oy z 290 nm powtoka nc-TiC/a-C (2-5 nm nano-

krystaliczny TiC w osnowie amorficznego wegla).

Probki opisane w punkcie 2. zawieraja toksyczny dla organizméw zywych wanad [1],
stad przypuszcza si¢, ze moze wykazywaé¢ mniejsza biokompatybilnos¢ w stosunku

do stopu zawierajacego niob (Ti67).

1.1. Prébka platyny

Dla poréwnania cytotoksycznosci stopoéw tytanu z biomateriatem powszechnie juz
wykorzystywanym, zdecydowalismy sie do badanych probek dodaé¢ krazek platyny.
Otrzymalismy go poprzez wycisniecie w przygotowanej wezesniej formie precika pla-
tynowego na prasie mechanicznej. Powierzchnia otrzymanej probki byta polerowana
pasta diamentowa Mager DC-116 o $rednicy ziarna 1 pum, a nastepnie Mager DC-
106 o srednicy ziarna 0.25 pm. Zdjecia ponizej (rys. 1.1 prezentuja zmiane topogra-
fii probki wraz z polerowaniem. Ostatecznag powierzchnie, uzyskang po polerowaniu
pasta o najmniejszej gradacji, zamieszczamy na rysunku A.12 w Zataczniku A na

stronie 75.

2Liczba przy symbolu atomu w stopie oznacza jego masowa zawarto$é¢ procentowa (wt% ).
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10.00 pm

300.00 nm

0.00 pm V 0.00 nm
(a) Po odci$nigciu na prasie (b) Po polerowaniu pasta o gradacji

1 pum

Rys. 1.1. Topografia prébki platyny uzyskana przy pomocy Mikroskopu Sit Atomowych

w modzie kontaktowym.

2. Whtasciwosci fizyczne stopow tytanu

Stopy tytanu sa klasa materiatéw charakteryzujaca sie relatywnie duza wytrzyma-
toscig na rozciaganie, niskg waga i wyjatkowa odpornoscig na korozje. Tak jak opi-
sywalidmy w czesci 1.2 (str. 8), wlasciwosci fizyczne tych stopéw bardzo dobrze
wpasowuja sie¢ w wymagania stawiane materiatlom na implanty stawowe.

Wprowadzenie tytanu technicznego (tytan bez domieszek, c¢pTi) do zastosowan bio-
medycznych bylo przetomem niwelujacym wady dominujacej w tej dziedzinie stali
nierdzewnej, takie jak korozja (i zwiazane z nig inicjowanie stanéw zapalnych przez
uwalnianie jonoéw z powierzchni metalu) i wysoki modut Younga. Wieloletnie ob-
serwacje pokazaly, ze ograniczone przenoszenie obciazen i naprezen pomiedzy im-
plantem a koscig prowadzi do proceséw jej resorpcji, a co za tym idzie, zmniejszenia
jej wytrzymatosci [23]. Jest to naturalny proces, poddawanie kosci systematycz-
nemu, zwiekszonemu obcigzeniu i dziataniu sit skrecajacych pobudza ja i powoduje
jej wzmocnienie i rozrost. Odwrotna sytuacja natomiast, dtugotrwate zmniejszenie
naprezen i dziatajacych momentéw prowadzi do zredukowania masy kosci, jej grubo-
Sci 1 zmniejszenia wytrzymatosci. Opisany proces, zwany w literaturze biomedycznej
ekranowaniem naprezen, silnie zalezy od elastycznosci wspotpracujacych materiatow
—w tym przypadku kosci i stopu. W tabeli 2.1 zebrano informacje o wtasciwosciach
mechanicznych wybranych substancji. Zauwazmy, ze modut Younga tytanu i jego
stopéw jest blizszy elastycznosci kosci i o potowe mniejszy od modutu Younga stali
nierdzewnej. Stopy tytanu drugiej generacji, takie jak Ti-35Nb-5Ta-7Zr (TNZT)
odzwierciedlaja dazenie do minimalizacji efektu ekranowania naprezen przy zacho-

waniu pozostatych pozadanych dla materialéw na implanty wtasciwosci.
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Tab. 2.1. Wladciwosdci mechaniczne wybranych materiatéw wykorzystywanych w implan-
tach ortopedycznych (E — modul Younga, R, — granica sprezystosci, R, —

wytrzymalo§é na rozciaganie) [23].

Oznaczenie materialu = Mikrostruktura E [GPa] R, [MPa] R,, [MPa]

kosé kompozyt hydroksy- 10-40 — 150-400
apatytu i kolagenu

stal nierdzewna 316L {austenit} 200 170-750 465-950

cpTi {a} 105 692 785

Ti-6Al-4V {a/B} 110 850-900 960-970

Ti-6Al-7TNb {a/B} 105 921 1024

Ti-35Nb-5Ta-7Zr (TNZT) {metastabilna G} 55 530 590

3. Wielkosci opisujgce chropowatos¢ powierzchni

Chropowatos¢ jest miara odchylenia rzeczywistej powierzchni od gtadkiej ptaszczy-
zny. Powierzchnie o duzej chropowatosci nazywamy szorstkimi, natomiast o matej —
gtadkimi. Parametry opisujace chropowatosc¢ sa kluczowe przy ocenie oddziatywania
powierzchni ze sSrodowiskiem, zaréwno podczas badan trybologicznych, wydajnosci
mechanicznej jak i biozgodnosci [21]. W celu oceny chropowatosci, konieczne jest
uzyskanie informacji o topografii powierzchni w mikroskali. Dla ustalenia uwagi, po-
traktujmy wynik badania jako regularng siatke o rozmiarach a x b, a wiec sktadajaca
sie z n = a - b punktéw. Niech y; oznacza wysokosé zmierzong w punkcie . Wowcezas

chropowatos$¢ powierzchni opisa¢ mozemy nastepujacymi parametrami:

R. (Roughness Average)
1 n
R, = - Z i (3.1)
i=1
Jest to érednia arytmetyczna modutéw wysokosci.

R, (Root Mean Square)

(3.2)

Parametr ten jest wyrazony przez srednig kwadratowa wysokosci.
Rsk  (Sko$nosc)

(3.3)
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Skosnosé jest miarg asymetrii rozkltadu wysokosci. Dla rozktadéw o lewostron-
nej asymetrii przyjmuje wartosci ujemne, dla prawostronnych dodatnie, nato-

miast dla rozktadow symetrycznych jest réwny zero.

Ryu (Kurtoza)

Kurtoza okresla sptaszczenie rozktadu wysokosci. Dla rozktadu normalnego
wynosi 3. Jesli rozktad wysokosci jest bardziej skoncentrowany, kurtoza jest

wieksza od tej wartosci, w przeciwnym wypadku jest mniejsza od 3.

Powyzsze parametry zostaty wybrane jako optymalne do opisu chropowatosci pod

katem biokompatybilnosci [10, 24, 25].

4. Przygotowanie prébek

Oczyszczenie i przygotowanie probek do badan jest czynnoscig warunkujaca popraw-
nos¢ i powtarzalno$é¢ uzyskiwanych wynikoéw pomiarowych. Probki dostarczone do
badan pochodzity z fragmentéw wykorzystywanych weze$niej do badan wytrzyma-
tosciowych ( takich jak pomiary twardosci, wytrzymatosci na Scieranie). Niestety
w zwiazku z powyzszym, otrzymalismy prébki niewielkich rozmiaréw charakteryzu-
jace sie sporym zabrudzeniem. Poczgtkowo wykorzystaliSmy metode polegajaca na
oczyszczeniu probki wacikiem i przelewaniu jej etanolem oraz woda destylowang na-
przemiennie z bocznym osuszaniem strumieniem sprezonego azotu. Jednakze w wy-
niku takiego procesu nie udato sie usunaé¢ wszystkich zanieczyszczen. W konsekwen-
¢ji do oczyszezenia zdecydowalismy sie wykorzysta¢ myjke ultradzwickowa. Ponizej
prezentujemy metode czyszczenia wg. protokotu Branemark [20] prébek przeznaczo-
nych do badan wykorzystujacych hodowle komérkowe. Procedura sktada sie z kilku

etapow:
1. czyszczenie w myjce ultradzwiekowej w butanolu przez 10 min,
2. dwukrotne przeptukiwanie 99% etanolem,
3. czyszczenie w myjce ultradzwickowej w 99% etanolu przez 10 min,
4. dwukrotne przeptukanie wodg destylowana,

5. czyszczenie w myjce ultradzwiekowej w wodzie destylowaniej przez 10 min

w sterylnym szklanym naczyniu

6. sterylizacja pod lampa UV w komorze laminarnej przez 1h.
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Wszystkie powyzsze czynnosci powinne by¢ przeprowadzone w dygestorium, a probki

przenoszone autoklawowanymi pesetami.

5. Jakosciowa ocena pod mikroskopem optycznym

W pierwszej kolejnosci powierzchnia zostata oceniona pod mikroskopem optycznym.
Pozwolito to na ocene jej czystosci oraz jednorodnosci struktury w obrebie pojedyn-

czej probki.

NTEGRA platform: NTEGRA Therma

Rys. 5.1. Mikroskop NTEGRA SPECTRA [27]

5.1. Wykorzystane przyrzady

W pierwszej cze$ci badania wykorzystaliémy mikroskop optyczny bedacy czescia
zestawu NTEGRA Spectra (rys. 5.1). Dysponowal on obiektywami o powiekszeniu
10x i 100x sprzezonymi z matryca CCD o rozdzielczodci 768 x 576 px?.

Rys. 5.2. Mikroskop Park XE-120 [25]
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W drugiej czesci postuzylisémy sie mikroskopem optycznym wbudowanym w sys-
tem Park XE-120 (rys. 5.2). Wykorzystuje on kamere CCD Marlin F-080C o roz-
dzielczoéci 1032 x 778 px? zamocowana nad obiektywem o 10 krotnym powiekszeniu.
Widziany obszar wynosi 480 x 360 um?. Obraz zostat dodatkowo wyskalowany przy
pomocy komory Biirkera, dla ktorej wymiary siatki znane sa z doktadnoscia mikro-

metryczng.

5.2. Analiza uzyskanych obrazéw

Rysunki 5.3-5.5 przedstawiaja zdjecia powierzchni, wyczyszczonych uprzednio zgod-
nie z procedurg opisana w 4. Analizujac obrazy mozemy zauwazy¢, ze mikrostruk-
tura powierzchni polerowanych i szlifowanych jest podobna, niezalezna od stopu.
Po catosciowych ogledzinach stwierdzamy, ze wczesniejsze zabrudzenia zostaty usu-
niete, procedura czyszczenia probek jest skuteczna. Na wszystkich powierzchniach
widoczne rowniez byty poprzeczne bruzdy, wystepujace nieregularnie w réznych cze-
Sciach probek. Prawdopodobnie sa to slady proceséow technologicznych, ktorym pod-
dane byty probki podczas wezesniejszych badan, przed ich przekazaniem do badan
biokompatybilnosci. Na powierzchniach szlifowanych widoczny jest uktad podtuz-
nych, réwnolegtych bruzd bedacych wynikiem chropowacenia papierem Sciernym
o gradacji 1200. Prébka nc-TiC/n-C charakteryzowala sie duza niejednorodnoscia.
ZaobserwowaliSmy obszary znaczaco rozniace sie faktura powierzchni, co zilustro-
wane zostato na rysunku 5.5. Przypuszczamy, ze zostalo to spowodowane mecha-
nicznym uszkodzeniem prébki podczas wezesniejszych badan (ocena twardosci, od-
pornosci na $cieranie itp.). Utrudnia to badanie zaleznosci wzrostu komorek od chro-

powatosci dla tej powierzchni.

6. Kat zwilzania

6.1. Podstawy fizyczne

Zwilzanie jest procesem zachodzacym przy kontakcie z ciatem statym fazy ciektej
i gazowej. Po ustaleniu sie rownowagi, granica faz ciecz-gaz ustala sie pod katem 6
do poziomu (por. rys. 6.1).
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zliczanie:komora_burkera

Ti64, polerowana, p = 10 Ti64, szlifowana, p = 10

AR AN X

Ti64, polerowana, p = 100 Ti64, szlifowana, p = 100

Rys. 5.3. Zestawienie obrazéw dla Ti64 przy pomocy mikroskopu optycznego NTGRA
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Ti67, polerowana, p = 10 Ti67, szlifowana, p = 10

Ti67, polerowana, p = 100 Ti67, szlifowana, p = 100

Rys. 5.4. Zestawienie obrazéw dla Ti67 przy pomocy mikroskopu optycznego NTGRA
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Ti64, polerowana Ti64, szlifowana

Ti67, polerowana Ti67, szlifowana

nc-TiC/a-C

Rys. 5.5. Zestawienie obrazéw dla badanych probek przy pomocy mikroskopu optycznego

systemu Park.
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Rys. 6.1. Ilustracja zjawiska zwilzania na przyktadzie kropli cieczy na plaskiej po-
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wierzchni.

W stanie réwnowagi termodynamicznej, napiecia powierzchniowe v na granicach
faz ciecz-gaz (LG), ciecz-cialo state (SL) i gaz-cialo state (SG) réwnowaza sie:

OZ’YSG_’YSL—’}/LGcOSQ. (61)

Powyzsze rownanie (zwane rownaniem Younga), determinuje wartosé kata zwilzania:

YsG — VSL
VLG

6 = arc cos

(6.2)

Kat zwilzania jest miara hydrofobowosci powierzchni. W przypadku powierzchni
silnie hydrofilowych, kat zwilzania bedzie zblizat sie do 0 — ciecz bedzie rozlewata sie
rownomiernie po powierzchni. Dla hydrofobowych substancji, oddziatywania ciecz-
cialo state sa stabsze, stad kat zwilzania rosnie. Za umowna granice hydrofobowosci
przyjmuje si¢ kat 90°.

6.2. Metoda pomiaru

Rys. 6.2. Goniometr Ramé-Hart Model 200 wraz z wykonanym podczas pomiaréw zdje-

ciem kropli wody na powierzchni Ti64.

Do pomiaru kata zwilzania wykorzystaliSmy goniometr Ramé-Hart Model 200.

Kat mierzyliSmy metoda statyczna wykorzystujac ultraczysta wode oraz DPBS.
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Woda stanowi standardowg referencje, natomiast druga z wykorzystanych substancji
jest buforem fizjologicznym zapewniajacym optymalne dla zywych komoérek warunki
srodowiskowe. Wszystkie probki zostaly wczesniej oczyszczone zgodnie z opisem
w czesci 4. W modzie statycznym, krople o ustalonej objetosci umieszczamy na ba-
danej powierzchni za pomoca precyzyjnej strzykawki. Nastepnie ustawiajac ustalong
krople w centrum pola widzenia, wykonujemy zdjecie kamerg CCD bedaca czescia
goniometru. Dla kazdej powierzchni wykonalismy 6 powtérzen. Otrzymane fotogra-
fie zostaly poddane obrébce w programie SPIP, ktérego réwniez uzyto do ustalenia

wartosci katéw zwilzania.

6.3. Wyniki

Pomiary przeprowadziliSmy dla 8 powierzchni: badanych probek tytanu, a takze
szkla oraz polistyrenu (bedacego materiatem, z ktérego wykonane sa naczynia do
prowadzenia hodowli komérkowych). Wyniki wraz z niepewnosciami zebrano na wy-

kresie przedstawionym na rysunku 6.3.
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Rys. 6.3. Zestawienie wynikéw pomiaréw kata zwilzania badanych powierzchni dla dwéch

cieczy odniesienia (ultraczystej wody i bufora fizjologicznego DPBS).

Zauwazmy, ze wszystkie badane powierzchnie wykazuja wtasciwosci hydrofilowe.
Nie obserwujemy zmiany kata zwilzania dla powierzchni tego samego typu roéznia-

cych si¢ jedynie chropowatoscia. Obserwujemy mniejsze katy zwilzania dla DPBSu
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niz dla wody. Wnioskujemy stad, ze oddziatywanie DPBSu z powierzchnia jest sil-
niejsze niz oddzialywanie wody. Najwieksza roznice (ok. 16°) obserwujemy dla Ti64.
Stwierdzamy, ze katy zwilzania wszystkich powierzchni stopéw tytanu oraz platyny
leza w podobnym zakresie. Szkto wykazuje wtasciwosci silnie hydrofilowe w przeci-

wienstwie do polistyrenu, dla ktorego zmierzony kat zwilzania przekraczal 80°.

7. Badanie topografii przy uzyciu AFM

7.1. Metoda pomiarowa

Estymujgc rozmiary nieréwnosci powierzchni i $redni rozmiar komorek fibroblastéw
(710 pm), zdecydowalismy si¢ na wykonanie skandéw o polu 50 x 50 ym?. W drugiej
czedci eksperymentu, pomiary powtérzyliSmy dla fragmentéw powierzchni o polu
5 x 5 pum?. Prébki byly badane na mikroskopie DI Veeco Multimode w modzie
kontaktowym. Wykorzystaliémy cantilevery Veeco MLCT FE i F. 7 uwagi na wiel-
kosé skanu, pracowaliémy przy niskiej czestotliwosci skanowania 0.2 Hz (optymalne
wzmocnienia: Iy oportional = 0-3, Linternar = 0.5) zbierajac 512 punktéow w kierunku
szybkiego i 256 w kierunku wolnego skanu w przypadku skanéw duzych oraz 512x512
punktéw w przypadku skanéw matego pola.

Wszystkie powierzchnie zostaly wczedniej oczyszczone zgodnie z opisem w czesci 4.
Dla kazdej prébki zebraliémy dwa obrazy (trace i retrace) w 10 losowo wybranych
punktach. Otrzymalismy wiec 20 obrazéw, ktore nastepnie poddawaliémy analizie.
Wykorzystaliémy software WSXM. Obrobka danych ograniczyta sie do odjecia ptasz-
czyzny, co zniwelowato pochytos¢ prébki. Pomiary nie byty wygladzane, poniewaz

zaktocitoby to informacje o chropowatosci.

7.2. Skala 50 x 50 pum?

Wymniki otrzymane na podstawie analizy skanéw zebrane zostaty w tabeli 7.1. W ko-
lejnej tabeli (7.2), przedstawiamy wartosci otrzymane dla powierzchni ne-TiC/n-C
— zostana one omowione osobno. Obrazy otrzymane na podstawie skandéw zamiesz-
czamy w zataczniku A.

Analizujac otrzymane dane liczbowe zauwazamy, ze otrzymalismy RMS rzedu 20 —
120 nm. Oszacujmy odlegto$¢ miedzy punktami siatki, z ktérej uzyskaliSmy infor-
macje o chropowatosci. W kierunku szybkiego skanu, na dtugosci 50 pum zbierali-
$Smy informacje o wysokosci w 512 punktach. Zatem odlegto$¢ miedzy nimi wynosi
d = 50/512 ~ 100 nm, co jest poréwnywalne z uzyskiwanym RMS. Dlatego zde-
cydowalismy sie¢ powtérzy¢ pomiary chropowatosci wykonujac badanie w mniejszej

skali 5 x 5 um w celu uzyskania informacji z siatki punktéw o wyzszej gestosci.
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Tab. 7.1. Wyniki otrzymane w wyniku analizy skanéw 50x50 um? badanych powierzchni.

Ti64 Ti67 Pt
polerowana szlifowana polerowana szlifowana
R, [nm)] 14.8 £0.5 116.2 = 8.6 422+14 116.2+86 122+1.3
RMS [nm]  20.9+0.6 150.6 £+ 10 50.0+1.9 151.0+10 18.3£2.3
Ry —1.44+0.3 —0.14+0.1 0.2+0.2 —0.14+£0.1 03+£09
Ry, 13.0£ 1.8 5.1+04 2.5+0.2 51+04 234+7.1

Odrebnej analizy wymaga informacja o topografii uzyskana dla pojedynczej probki
ne —TiC/n — C. Juz obserwacja pod mikroskopem optycznym (por. rys. 5.5) poka-
zata, ze probka jest niejednorodna. Poréwnujac obrazy z rysunkéow A.5 i A.6 znaj-
dujace si¢ w zalaczniku A na stronie 69, zauwazamy wyrazna réznice pomiedzy
obszarami gtadkim i chropowatym. Potwierdzaja to wyniki liczbowe zebrane w ta-
beli 7.2 ponizej, gdzie wszystkie parametry charakteryzujace chropowatos¢ roéznia
sie kilkukrotnie. Chropowata czes¢ zawiera wezowate struktury, pod ktérymi wi-
doczny jest zarys gtadkiej powierzchni. Mozemy przypuszczac, ze struktura ta jest
utworzona przez powtoke nc—TiC/n— C o grubosci wynoszacej wedtug otrzymane;
specyfikacji 290 nm, a gtadka cze$¢ to obserwowane podtoze Ti67 — Oy. Za powyzsza
hipoteza przemawia glteboko$é¢ rowéw obserwowanych na chropowatym fragmencie,

ktora zawiera sie w przedziale 150 = 300 nm.

Tab. 7.2. Wyniki otrzymane na podstawie analizy skanéw 50 x 50 pum? powierzchni probki

nc-TiC/a-C.
Ti64
obszar gladki obszar chropowaty
R, [nm)] 13.4+1.0 67.8 +4.2
RMS [nm] 7.6+ 0.6 52.4 + 3.7
Ry 4.440.3 —1.0£0.1
Ry, 63.3+£94 5.0+0.3

7.3. Skala 5 x 5 um?

Opracowane wyniki zebraliémy w tabeli 7.3. ZrezygnowaliSmy z pomiarow dla probki
z powtoka ne-TiC/a-C z uwagi na informacje o niejednorodnosci opisane w poprzed-

nim podpunkcie.
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Tab. 7.3. Wyniki otrzymane na podstawie analizy skanéw 5 x 5 um? powierzchni tytanu.

Ti64 Ti67 Pt
gtadka szorstka gtadka szorstka
R, [nm)] 134+12 30150 70407 228434 514+0.3

RMS [nm] 193+14 40.7+72 101+11 358+6.1 7.0+05
Avgy, [nm] 152 £ 7 161 + 33 178 + 86 144+21 —-1.0£0.1
Ry, -19+01 —-14+£07 02£06 -—-01+£02 53=£06
Ry, 9.0£09 19.7£109 100+£1.7 6.9£3.1

8. Zestawienie wynikéw pomiaréw ilosciowych

Dla ulatwienia poréwnania, uzyskane informacje o chropowatosci probek zebrali-
$my na wykresach ponizej (rys. 8.1-8.4). Parametry chropowatosci wyznaczone na
podstawie skanow w mniejszej skali, a wiec efektywnie obliczenia na gestszej siatce
punktow, ulegly zmniejszeniu w stosunku do pomiaréw w wiekszej skali. Zauwazmy,
ze probki szlifowane nie tylko charakteryzuja sie wiekszg chropowatoscia od polero-
wanych, ale réwniez wartosci parametrow R, i RM S sa zblizone, co jest wynikiem
szlifowania papierem Sciernym o tej samej gradacji. Wyzsze niepewno$ci pomiarowe
dla tych powierzchni swiadczg o tym, ze szlifowanie doprowadzito rowniez do wiek-
szego rozrzutu parametrow w réznych czesciach probki. Roznica w chropowatosci
probek gladkich i chropowatych przekracza 20 nm, co powinno by¢ wystarczajace
do otrzymania mierzalnej réznicy w liczebnosci wzrastajacych komorek, jesli chro-
powatos¢ istotnie ma na nia wptyw. Skosnoé¢ rozktadow wykazywala duze wahania
pomiedzy kolejnymi skanami, co objawilto sie w relatywnie duzych niepewnosciach.
Kurtoza dla mniejszych skanéw wykazuje podwyzszone wahania, co swiadczy o po-
wstaniu podczas polerowania niewielkich obszarow nieznacznie réznigcych sie jed-

norodno$cig struktury powierzchni.
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Rys. 8.1. Zestawienie wartosci parametru R, dla badanych powierzchni.
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Rys. 8.2. Zestawienie wartosci parametru RM S dla badanych powierzchni.
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Rys. 8.4. Zestawienie wartosci parametru Ry, dla badanych powierzchni.
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Czes¢ IV
Hodowla fibroblastéw na badanych

powierzchniach

1. Zalezno$¢ liczebnosci komorek od czasu inkubaciji

1.1. Metodyka pracy

Czynno$ci opisane ponizej maja na celu zapewnienie powtarzalnych warunkéw do
wzrostu komoérek na badanych powierzchniach oraz oceny ich liczebnosci przy wyko-
rzystaniu komory Biirkera. W tej cze$ci badan, do préobek analizowanych wczesniej
zdecydowalidémy sie doda¢ powierzchnie kontrolng — polistyren. Probke ta stanowit

fragment sterylnego naczynia, w ktérym hodowano komorki.

1.2. Badanie liczebnosci komoérek na powierzchni

Naszym celem bylo okreslenie liczebnosci komoérek dla réznych czaséw inkubacji.
Wszystkie opisane nizej czynnosci wykonywaliSmy w sterylnych warunkach pod ko-
mora laminarna (wytaczajac zliczanie komorek, ktére odbywato sie pod mikrosko-

pem optycznym w powietrzu). PrzyjeliSmy nastepujaca procedure:

1. Przygotowanie powierzchni Kazdorazowo wszystkie probki bylty czysz-
czone zgodnie z procedura opisang w czesci 4 na stronie 29. Nastepnie probki
umieszczaliémy w naczyniach 12 dotkowych (pole powierzchni dotka: 3.8 cm?,

pojemnosé dotka: 6 ml), po jednej probce w dotku.

2. Przygotowanie komérek w stezeniu 10° komoérek na dotek Rozpoczy-
nalismy od zliczenia komoérek w zawiesinie powstatej po rozpuszczeniu peletki
uzyskanej po odwirowaniu komoérek trypsynowanych z naczynia hodowlanego
inkubowanego przez kilka déb. Pozadana liczbe komoérek (réwna liczbie wyko-
rzystanych dotkéw -10°) zawieszali$my w pozywce zawierajacej 20% surowicy,
80% DMEM oraz chemioterapeutyk cyprofloxacyne w stezeniu 50 pl/100 ml.
Nastepnie kazdy dotek wypekialiSmy objetoscia 3 ml przygotowanego roz-

tworu.

3. Inkubacja Naczynie dotkowe z probkami umieszczaliSmy w inkubatorze. Po-
zostawato tam ono w warunkach ustalonej temperatury, wilgotnosci i stezenia
COq przez ustalony czas inkubacji, podczas ktérego komoérki mogty swobodnie

adherowad i wzrasta¢ na powierzchniach. W razie koniecznosci (zmiana barwy
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pozywki w wyniku wydzielonych produktéw przemiany materii), wymieniano
pozywke w dotkach na $wieza o takim samym sktadzie jak pierwotnie, w ob-

jetosci 3 ml na dotek.

4. Przygotowanie komoérek do zliczania Po uptynieciu pozadanego czasu
inkubacji, za pomoca pesety probki przenoszono z dotkéw hodowlanych do
sterylnych probéwek, gdzie zalewano je 1.5 ml trypsyny i pozostawiano w in-
kubatorze na 4 min. Naste¢pnie kazda prob6éwke umieszczano na mieszadle typu
vortex w celu oderwania komoérek od powierzchni. Probki usuwano z probowek,
a trypsyne z zawieszonymi komoérkami przenoszono do probéwek Eppendorfa
i wirowano przez 6 minut przy predkosci 1200 obrotéw na minute. Nastep-
nie odciggano supernatant i rozpuszczano peletke w zadanej objetosci DMEM
(0.1 — 1 ml w zalezno$ci od prognozowanej na podstawie rozmiaru peletki

liczby komérek).

5. Zliczanie komorek Zawiesine znajdujaca sie w probowce Eppendorfa umiesz-
czano tuz przed zliczaniem na 30 s w mieszadle typu vortex. Nastepnie, mie-
szajac dodatkowo poprzez kilkukrotne pipetowanie w doét i w gére (ang. tri-
turation), dwukrotnie pobierano 20 ul zawiesiny i umieszczano ja w komorze
Biirkera na obu siatkach. Zliczano komérki w 6 duzych kwadratach kazdej z sia-
tek. Otrzymywano stad 12 wynikéw liczbowych ktore nastepnie usredniano, za
niepewnos¢ uznajac odchylenie standardowe sredniej. Pomiar powtarzano dla

kazdej probowki Eppendorfa.

Opisane wyzej kroki powtarzane byty dla kazdego czasu inkubacji.

1.3. Wyznaczenie pola powierzchni prébek

Badane probki réznity sie polem powierzchni dostepnym dla wzrastajacych komorek.
W zwigzku z tym, w celu poréwnania uzyskanych wynikéw pomiaréw liczebnosci,

otrzymane wyniki nalezy odnies¢ do jednostki powierzchni.

1.3.1. Metoda wyznaczania pola powierzchni

W celu precyzyjnego wyznaczenia pola powierzchni zdecydowalismy sie na metode

optyczna:

e Probki uktadamy na papierze milimetrowym i oswietlamy rownomiernie roz-
proszonym $wiattem. Nastepnie wykonujemy zdjecie ze statywu umieszczonego
pionowo nad proébkami w odlegtosci metra w celu zminimalizowania znieksztat-

cen wprowadzanych przez optyke aparatu.
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[ERR R R R R s

..................................

Rys. 1.1. Prébki rozmieszczone na papierze milimetrowym przed wykonaniem fotografii

stuzacej do wyznaczenia pola ich powierzchni.

e 7 otrzymanego zdjecia przy uzyciu programu do obrébki graficznej ( Corel Pho-

10

11

12

toPaint X/ ) wyodrebniamy do osobnego pliku kazda z prébek w postaci bit-
mapy czarno-biatej. Reprezentuje ona kwadratows tablice pikseli, w ktorej 1
odpowiada biatemu thu, natomiast 0 odpowiada pikselowi znajdujacemu sie
w miejscu probki. Dodatkowo do kalibracji przygotowujemy pliki zawierajace
kwadrat zaczernionych pikseli odpowiadajacy polu 5 x 5 mm na papierze mili-
metrowym oraz obraz zawierajacy jedynie obwodke tego kwadratu o szerokosci

linii siatki.

Wykorzystujac srodowisko Wolfram Mathematica 6.0 napisaliSmy skrypt zli-
czajacy piksele znajdujace sie w obszarze probki (piksele zaczernione).

IlePixeli [nazwapliku_]:= Module[{ obrazek ,rozmiary ,
poleObrazka , zliczone },

(¥ Wezytuje obrazek i konwertuje go: 0 — czarny, 1 —
bialy *)

obrazek=Binarize [Import[nazwapliku || ;

(# Obliczam pole obrazka = wysokoséxszerokoscéx)

rozmiary = ImageDimensions|[obrazek |;

poleObrazka=rozmiary [[1]]* rozmiary [[2]];

zliczone = Total[Total [ImageData[obrazek |]];

poleObrazka—zliczone

I;

IlePixeli [”kratkabx5bmm . bmp” |
6480

Posiadajac informacje o liczbie pikseli P, zajmowanych przez kazda z probek
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i znajac liczbe pikseli Py kwadratu Py = 5x 5 mm? mozemy dokonaé konwersji

i wyrazi¢ pole powierzchni probek w milimetrach kwadratowych:

Bos . (1.1)

pP—
Ps

1.3.2. Szacowanie niepewnoSci

W celu oszacowania niepewnosci wyznaczenia pola powierzchni probek wykorzy-
stamy informacje o polu kwadratu siatki oraz o liczbie pikseli zajmowanych przez
linie wyznaczajace ten kwadrat. Dla ustalenia uwagi, przyjmijmy oznaczenia jak na

rysunku 1.3. Wéwcezas pole Ps [pz] kwadratu 5 x 5 mm? mozemy zapisac:
Ps =a® (1.2)

Pole P, [px| zajmowane przez otoczke powstajaca z linii ograniczajacych kwadrat

wyniesie wowczas:
P, = b* — a®.
Niepewnosé pomiaru dlugosei boku kwadratu wynosi da = 2(b — a), stad:

oP
P=—)a. 1.
J 5 da (1.3)

Sktadajac powyzsze wzory, obliczmy:

le=b—

P =0 —a?=0—a)2a+0—a)] = evVP e (1.4)

Rozwiazujac powyzsze rownanie kwadratowe ze wzgledu na &, otrzymujemy:

€: \/a2+Pe7"r_a7

a stad niepewnos¢ pomiaru dtugosci:

Sa = 26 = 2 (\/a2 Y P — a) . (1.5)

Obliczajac na tej podstawie niepewnosé wyznaczenia pola Ps z (1.2) i (1.3) dosta-

5P5:a55a5:2 P5<\/P5+PE7»T—\/F5>, (16)

niemy:

zliczanie

pixeli kalibracja

l 22864 pixeli l 88 mm’

Rys. 1.2. Schemat postepowania przy wyznaczaniu pola powierzchni badanej prébki.

45



co po podstawieniu wartosci Ps [pz| i Pe,. [pz] daje:

0P
— =5,8
Py 8%

Pozostaje jeszcze wyznaczy¢ niepewnos¢ zliczenia pikseli 0 P,, zajmowanych przez
duza probke. Zaktadamy, ze wykrywajac krawedz mozemy popehié¢ btad r, + 1 pzx,
gdzie r,, to promien wodzacy. Stad niepewno$¢ mozemy oszacowaé poprzez obwod
okregu o polu réwnym B,,. Stad:

oP 2VPW’.

pxr — \/g

Wowczas niepewnosé wartosci po konwersji pola (1.1) na jednostki metryczne mo-

5 ﬁ(i 7) +(Lon) wn

zemy wyrazic:

1.3.3. Wyniki

Pola probek wraz z niepewno$ciami wyrazone w jednostkach metrycznych zebrano
w tabeli 1.1. Zauwazmy, ze probki stopéw tytanu majg w granicach niepewnosci
pomiarowej takie same pola, natomiast probka platyny i probka kontrolna wykonana

z polistyrenu maja pola mniejsze.

41 N

}-- ol s of r-r--'?-

Bt

I—'—dl—[-

bbb b

-

o oF .

Rys. 1.3. Kwadrat 5 x 5 mm? stuzacy do kalibracji i wyznaczenia niepewnosci. Ozna-

czenia: a — dlugosé boku kwadratu (wewnetrzna) [px], b — zewnetrzna dlugos$é

boku [px].

Tab. 1.1. Pola powierzchni badanych prébek.
Prébka Pole powierzchni [mm?|

Ti64 polerowana 88 + 3,1

Ti64 szlifowana 88 £+ 3.1

Ti67 polerowana 85 + 2.9

Ti67 szlifowana 86 + 3,0

platyna 39+14

polistyren 63 + 2,2
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1.4. Wyniki

Zbadalismy liczebnos$¢ komorek na wszystkich powierzchniach dla 3 wybranych cza-
sow inkubacji: 55h, 88h i 114h. Opracowane wyniki zestawiliSmy na wykresie znaj-

dujacym si¢ na rysunku 1.4 ponizej.

] [C—5s0hn

Rys. 1.4. Zestawienie liczebnosci komérek na jednostke powierzchni prébki dla 3 czaséw

inkubacji.

1.5. Obserwacje

Zauwazmy, ze liczebnos¢ komoérek rosnie wraz z czasem inkubacji. Odnoszac otrzy-
mane wyniki do krzywej wzrostu fibroblastéw na rysunku 2.3 (str. 12) mozemy
stwierdzi¢, ze pomiedzy drugim (88h) a trzecim (114h) punktem hodowla powinna
wejs¢ w faze logarytmicznego wzrostu, co objawito sie znacznie wiekszym przyro-
stem liczby komérek niz pomiedzy punktem pierwszym (50h) a drugim. Wskazuje
sie jednak, ze wzrastajaca liczba komoérek prowadzi do zmniejszenia ich zwigzania
do podtoza [10]. Badania Derhami et al. pokazuja, ze podczas testu centryfugalnego
polegajacego na wirowaniu probek zawierajacych wzrastajace komorki przez okre-
slony czas z zadanym przys$pieszeniem stycznym do powierzchni, spada przyczepnosé
komérek. Po jednym dniu hodowli jedynie 15% komorek zostaje odczepionych, po
3 dniach liczba ta wzrasta do 75%, by po 5 dniach wzrosnaé¢ do 90% (przy czym

zjawisko to zaobserwowano jedynie dla fibroblastow wzrastajacych na powierzchni
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tytanu technicznego, na polistyrenie procent odczepianych komoérek byt wzglednie

staly niezaleznie od czasu hodowli, przynajmniej dla pierwszych 5 dni.

2. Obserwacja pod mikroskopem optycznym

Hodowla dotkowa zostata przygotowana identycznie jak do badania liczebnosci (opis
w czedei 1.2 na stronie 42). Po 72 godzinach inkubacji probki zostaly umieszczone

pod mikroskopem optycznym (skala na rysunkach).

F AR Y e R —w o
s et T - ~ e % D <

(a) Polerowana préobka Ti64 (b) Szlifowana probka Ti64

Rys. 2.1. Fibroblasty wzrastajace na powierzchni Ti64 polerowanej i szlifowanej (obrazy

z mikroskopu optycznego).

Powyzsze obrazy (rys. 2.1) przedstawiaja komoérki wzrastajace na powierzchni
Ti64 polerowanej oraz szlifowanej. Posrod stabo zwiagzanych, okraglych komorek,
mozemy zauwazy¢ zwigzane fibroblasty o wydtuzonym, wrzecionowatym ksztalcie.
Powierzchnia o wiekszej chropowatosci wykazuje gorszy kontrast do obserwacji ko-

morek.
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(a) Polerowana prébka Ti67 (b) Polerowana prébka Ti67

Rys. 2.2. Fibroblasty wzrastajace na powierzchni Ti67 polerowanej i szlifowanej (obrazy

z mikroskopu optycznego).

Na obrazach powierzchni Ti67 (rys. 2.2) mozemy zauwazy¢ charakterystyczne
dla fibroblastow grupowanie si¢ komorek. Poréwnujac zdjecia na rysunku 2.3 po-
nizej i biorac pod uwage poprzednie obrazy stwierdzamy, ze na powierzchni Ti67
obecnych jest wiecej fibroblastow o wrzecionowatym ksztatcie. Ponadto sg one sil-
niej wydtuzone i bardziej rozgalezione. Swiadczy to o lepszym zwigzaniu komoérek

do powierzchni Ti67.

(a) Polerowana prébka Ti64 — wysychajaca (b) Polerowana prébka Ti67

powierzchnia

Rys. 2.3. Fibroblasty wzrastajace na polerowanych powierzchniach Ti64 i Ti67 (obrazy

z mikroskopu optycznego).

Zdjecie na rysunku 2.3a zostalo otrzymane nieumys$lnie podczas zbyt dtugiego

przebywania probki pod mikroskopem. W wyniku osuszenia powierzchni, kontrast

49



obrazu zwigkszyl si¢ wyraznie. Chwile pdzniej komorki obumierajac zupeknie zmie-

nity swoj ksztatt.

3. Obrazowanie Mikroskopem Sit Atomowych

3.1. Metoda badawcza

Prébki przygotowano do obrazowania identycznie jak do badania liczebnosci (opis
w czedei 1.2 na stronie 42) i inkubowano przez 3 doby. Nastepnie prébke umocowy-
wano na skanerze i prowadzono pomiar w kropli buforu DPBS w komoérce cieczowej.
W wyniku zbyt stabego zwiazania komoérek, mimo wielokrotnych préb nie udato sie
zobrazowa¢ fibroblastow w modzie dziobiacym w cieczy. Cantilever RTESP okazat

sie za twardy, sukcesu nie udato sie osiggna¢ z wykorzystaniem ostrzy cantilevera
MLCT.

3.1.1. Unieruchomienie komérek

W wyniku niepowodzenia w pracy w modzie dziobigcym, ostatecznie zdecydowa-
liSmy sie zobrazowa¢ komorki po wceze$niejszym unieruchomieniu na powierzchni
wykorzystujac popularnie uzywany w tym celu aldehyd glutarowy. Zwigzanie komo-
rek odbywalo sie poprzez naniesienie na powierzchnie prébek (po ich wezesniejszym
przemyciu buforem DPBS) kilku kropel aldehydu glutarowego 0.5% na okres 2 min.
Po tym czasie probki zostaly ponownie przemyte DPBSem. Tak spreparowane probki

byty obrazowane w modzie kontaktowym wykorzystujac cantilever MLCT-C.

3.2. Obrazy fibroblastéw

Skany zbierano z najwigkszego dostepnego dla wykorzystanego skanera zakresu 53 x
53 pm. Obserwacje i komentarze do uzyskanych obrazéw znajduja sie pod rysunkami
3.1-3.6
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(a) (b) Trace (c) Retrace (d) Sygnal bledu

Rys. 3.1. Pojedynczy fibroblast na powierzchni polerowanej Ti64. Zwroéémy uwage na
ruch zwigzanego do podtoza fibroblastu ukazujacy sie jako réznica pomiedzy
obrazami trace i retrace. Wyrazny kontur komorki i struktura powierzchni wi-

doczne sa na obrazie powstatym w wyniku rejestracji sygnatu bledu.

982 um 1000 pm

0.00 um 0.00 pm

(a) (b)

Rys. 3.2. Okragla,pierwotnie niezwiazana komoérka, zwigzana do powierzchni w wyniku

aplikacji aldehydu glutarowego obserwowana na prébce polerowanego Ti64.
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9.00 pm
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(a) Topografia (b) Przekrdj wzdluz linii zaznaczo-

nych na 3.3a

Rys. 3.3. Obraz i przekrdj pojedynczej komérki zaobserwowanej na powierzchni polero-

wanego Ti64.
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Rys. 3.4. Obraz i przekrdj warstwy komorek zwiazanej do powierzchni szlifowanego Ti64.
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10.00 pm

0.00

Rys. 3.5. Wielowarstwowa struktura wzrastajacych komérek fibroblastéw na powierzchni

szlifowanego Ti67.
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(c) Obraz topografii powierzchni po (d) Profil.

chwili skanowania.

Rys. 3.6. Podczas obrazowania komorek nagromadzonych warstwami, mogliSmy zauwa-
zy¢ ich przemieszczanie sie pod wplywem skanujacego w modzie kontaktowym
ostrza. Réznica ta zademonstrowana jest na powyzszych rysunkach, gdzie czeéé
komorek z dolnych warstw przy przejsciu do mniejszego pola skanowania zostaje

rozsunieta (powierzchnia szlifowanego Ti67).

3.3. Obserwacje

Na powierzchni wszystkich badanych préobek obserwujemy fibroblasty o wydtuzo-
nym ksztatcie, co Swiadczy o ich zwigzaniu z powierzchnig. Komorki maja tendencje
do gromadzenia si¢ w klastrach o duzym zageszczeniu i wielowarstwowej strukturze.
Z uwagi na duze rozmiary komorek: szerokos¢ dochodzaca do 10 pum i dhugosé prze-
kraczajaca czesto 25 pum, niestety nie jesteSmy w stanie obiektywnie oceni¢ gestosci
pokrycia przy uzyciu wykorzystywanego mikroskopu sit atomowych.

Analizujac wszystkie uzyskane obrazy i obserwacje pokrycia w kontrolnym mikro-

skopie optycznym bedacym cze$cia mikroskopu sit atomowych stwierdzamy, ze:

e probki ze stopu Ti67 zawieraja wiecej komorek zwigzanych niz probki Ti64,
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komorki tworza kilkuwarstwowe skupiska,

obserwujemy obszary zawierajace dobrze rozwiniete komorki — charakteryzu-
jace sie znacznie wydhuzonym ksztattem, taczace sie miedzy sobg za posred-

nictwem dtugich wypustek,

na powierzchni tytanu wokét dobrze zwigzanych komoérek obserwujemy znaczna
ilos¢ substancji miedzykomoérkowej o wysokosci dochodzacej do 1.5 pum wydzie-

lonej szczegblnie wokot zgrubienia zawierajacego jadro (por. rys. 3.3),

komérki maja wysoko$é¢ ok. 6 um w zgrubieniu zawierajacym jadra oraz ok.

4 pm poza nim.
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Czes¢ V
Podsumowanie

1. Interpretacja wynikéw i wnioski

1.1. Analiza niepewnosci

Przyjeta metoda zliczania komoérek (manualna w komorze Biirkera) i fakt, ze dys-
ponowalismy jedynie po jednej sztuce probki danej powierzchni, niedopasowane;j
dodatkowo do rozmiaréw dotka, ma wptyw na zwickszong niepewnos¢ pomiarowa.
Kazdorazowe zliczenie komoérek wigzato si¢ z koniecznoscig ponownego czyszcze-
nia powierzchni i rozpoczecia hodowli na powierzchniach od poczatku. Stad ko-
morki dla kolejnych czasow inkubacji pochodza z réznych pasazy (ale z tego samego
dla ustalonego czasu inkubacji). Dodatkowa niepewnosé wprowadzata koniecznosé
odmierzania stalego stezenia poczatkowego komoérek (10° komoérek na dotek) dla
wszystkich pomiarow zliczania. obiektywne odniesienie wynikéw otrzymanych dla
probki Ti6705 z powtoka ne-TiC/a-C do typu podloza czy jego chropowatosci jest

niemozliwe z uwagi na niejednorodnos¢ probki wykryta i opisang w czesci 7.2.

1.2. Analiza statystyczna

W celu okreslenia zwigzkow pomiedzy zbadanymi parametrami powierzchni a liczeb-
noscig, konieczne jest zastosowanie odpowiedniej analizy statystycznej. Podobnie jak
w [25], wykorzystaliémy dwuczynnikowa analize wariancji (ANOVA) do ustalenia
statystycznej zaleznosci pomiedzy zmienng zalezng — liczebnoscig a zmiennymi kon-
trolowanymi: czasem inkubacji, materiatem podtoza, chropowatoscia i katem zwil-
zania. Do obliczenn wykorzystano pakiet skryptéw Java Statlets (1997, NWP Asso-
ciates, Inc., www.mrs.umn. edu/~sungurea/statlets/statlets.htm). Przyktadowa
tabele analizy wariancji przedstawia tab. 1.1. Zaktadajac poziom istotnosci p =

0.05, na podstawie testow otrzymujemy:

Czas inkubacji ma statystycznie znaczacy wptyw na liczebno$é¢ komorek.

Rodzaj podloza (bezrozrézniania chropowatosci) ma statystycznie znaczacy wpltyw

na liczebnos$é komoérek.

Interakcja miedzy czasem inkubacji a rodzajem podloza ma statystycznie
znaczacy wplyw na liczebnosé komorek. Wskazuje to na fakt, ze wptyw rodzaju

podtoza na liczebnosé komoérek zalezy od czasu inkubacji.
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Tab. 1.1. Dwuczynnikowa analiza wariancji. Zmienna zalezna: liczebno$é¢, zmienne kon-
trolowane: czas inkubacji i material podloza. Przyjmujac poziom istotnosci
p = 0,05 otrzymujemy potwierdzenie, ze zmienne kontrolowane maja staty-

styczny wplyw na zmienna zalezna.

Suma kwa- Liczba Wariancja Statystyka  Graniczny
dratow stopni F poziom
swobody istotnosci
Materiat pod- 20.9831 4 5.24576 6.56 0.0222
toza
Czas inkubacji ~ 245.778 2 122.889 153.60 0.0004
Interakcja 57.0472 8 7.13091 8.91 0.0078
Rezydua 4.80025 6 0.800042
Caltkowita 328.608
(corr.)

Chropowatos$é podloza nie ma statystycznie znaczacego wpltywu na liczebnosé

komorek.

Kat zwilzania nie ma statystycznie znaczacego wptywu na liczebnos¢ komorek.

1.3. Whioski

Analiza statystyczna wptywu mierzonych parametréw na liczebno$é komorek fibro-
blastow pokazala szereg interesujacych zaleznosci. Zgodnie z intuicjg, wraz z wy-
dhuzeniem czasu inkubacji rosnie liczebno$é komoérek na powierzchni, co potwierdza
opisana krzywa wzrostu (patrz cze$é 2.2.1 na stronie 12). Liczebno$¢ nie wykazuje
korelacji z wyznaczong w dwéch skalach chropowato$cia powierzchni. Wyniki te po-
twierdzaja badania J. Martin et al., S. Affrossman et al. i M. J. Dalbs et al., w kt6-
rych autorzy pokazuja, ze chropowato$¢ wplywa na proliferacje i adhezje komodrek
w znacznie mniejszym stopniu niz budowa i sktad chemiczny powierzchni [29-31].
Podobnie kat zwilzania nie wykazuje znaczacego statystycznie wptywu na liczebnosc.
Obserwujac znaczng réznice miedzy katem zwilzania dla polistyrenu i powierzchni
tytanu oraz badania nad adhezja fibroblastéw do wymienionych powierzchni [10]
wydaje si¢, ze parametr ten jest raczej skorelowany z sita adhezji komoérek do po-
wierzchni. Zaleznos¢ od rodzaju podtoza wykazalta statystyczny wplyw na liczeb-
nosé¢. Analizujac zaleznosci uzyskane w czesci 1.3.3 (str. 46) oraz obrazy optyczne
i AFM obrazéw na powierzchniach, zaobserwowaé¢ mozemy pewne prawidtowosci.
Komorki wzrastajace na platynie wykazuja znaczacy skok w liczebnosci pomiedzy

88 a 114 godzinami hodowli. Pokrywa sie to z obserwacjami poczynionymi przez
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Kallmes et al. [32], jednakze tam gwaltowny wzrost liczebnosci obserwowany byt
na wezesniejszym etapie hodowli. Roznica moze jednak by¢ wyttumaczona innymi
warunkami hodowli. Hodowla na prébee Ti6705 w powtoce ne-TiC/a-C przedsta-
wia obiecujace rezultaty. Jednakze z uwagi na niejednorodnos¢ powierzchni i przy-
puszczalng degradacje powtoki, wynikéw tych nie mozna przypisaé jednoznacznie do
podtoza lub wierzchniej warstwy. Ti64 i Ti67 wykazuja podobne warunki do wzrostu
komorek. Przypuszczamy, ze w skali czasowej eksperymentu migracja toksycznych
jonow wanadu z Ti64 poprzez zjawiska korozji powierzchni nie byta obserwowana.
Obrazy z mikroskopu optycznego wykazujg nieznaczne réznice w sposobie adhezji ko-
morek na korzys$é Ti67 — fibroblasty wykazuja wieksza asymetrie ksztaltu i bardziej
rozbudowane wypustki. W celu potwierdzenia przypuszczenia, konieczne sg dalsze

badania i pomiar adhezji komoérek do powierzchni w zaleznosci od czasu inkubagcji.
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2. Streszczenie pracy

Poszukiwanie materiatéw mogacych by¢ z powodzeniem stosowanych w implantach
stawowych jest zagadnieniem ztozonym. Oprécz kryteriow zwigzanych z ich me-
chaniczng praca, takich jak wytrzymalo$¢ na zerwanie, zmeczeniowa, odpornosé na
Scieranie i degradacje (korozje), musza one wykazywaé wysoka kompatybilnosé z ota-
czajacymi zywymi tkankami. Badania biokompatybilnosci na duza skale staty sie
mozliwe dzieki umozliwieniu hodowli zZywych komérek in vitro. Dzieki temu uzy-
skano wydajne narzedzie otwierajace droge do weryfikacji cytotoksycznosci, krzy-
wych wzrostu i adhezji komoérek stanowiacych bezposrednie otoczenie badanego bio-
materiatu w docelowej lokalizacji w organizmie zywym.

Stopy tytanu stanowia obiecujgca klase materialéw do omawianych zastosowan.
W pracy wykorzystaliSmy stop stosowany wcze$niej w przemysle aeronautycznym
Ti-6Al-4V, a takze material odkryty pézniej w wyniku podejrzewanego toksycz-
nego wplywu wanadau, Ti-6Al-7TNb oraz jego modyfikacje Ti-6A1-7Nb-Oq z 290 nm
powtoka amorficznego wegla z 2 — 5 nm nanokrystalitami TiC. Parzyste prébki
Ti64 i Ti67 zostaly zréznicowane ze wzgledu na teksture podtoza przez szlifowanie
papierem $ciernym o gradacji 1200. Dla poréwnania przyjeliSmy polerowana pasta
o ziarnie 0.25um platyne oraz polistyren, stosowany powszechnie do produkcji na-
czyn przeznaczonych do hodowli komorkowe;j.

Badane probki zostaly scharakteryzowane pod wzgledem optycznej oceny zanie-
czyszczen, chropowatosci oraz kata zwilzania. Zanieczyszczenia obserwowane pod
mikroskopem optycznym pokazaty koniecznosé opracowania wydajnej metody czysz-
czenia. Ostatecznie przyjelisSmy procedure Branemark przygotowania probek prze-
znaczonych do badan z udziatem zywych komorek. Pomiary kata zwilzania prze-
prowadzono dla ultraczystej wody oraz buforu soli fizjologicznych DPBS. Wykazaty
one staba zaleznos¢ od chropowatosci powierzchni. Ponadto, dla pomiaréw z uzy-
ciem wody, dla wszystkich probek metalicznych uzyskano kat zwilzania z przedziatu
50 — 60°, w odréznieniu od polistyrenu, dla ktoérego uzyskano kat zblizony do pro-
stego, oraz szkta, gdzie kat byl wyraznie mniejszy od 40°. Chropowatos¢ zostata
wyznaczona na podstawie badan topografii Mikroskopem Sit Atomowych w modzie
kontaktowym w skali 50 x 50 um? oraz 5 x 5 um?. Pokazaly one zblizong chropowa-
tos¢ dla prébek szlifowanych. W mniejszej skali, dla probek polerowanych i polisty-
renu otrzymaliSmy RMS ponizej 20 nm. Obserwacja probki nc-TiC/a-CQTi6704
pokazala znaczna niejednorodnosé, prawdopodobnie zwigzang z degradacja czesci
powtoki.

Badania z udziatem zywych komoérek rozpoczeliSmy od praktycznego opanowania
metodyki hodowli komoérkowej. Komorki fibroblastéw ludzkich linii HSS hodowane
byty na badanych powierzchniach w ptytkach 12 dotkowych w 3 ml podtoza za-
wierajacego 80% pozywki DMEM, 20% surowicy FBS oraz 0.5%ochemioterapeutyku
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ciprofloxaciny chronigcym przed zakazeniem mykoplazmami. W kazdym dotku znaj-
dowala si¢ jedna prébka z poczatkows liczbg 1-10° komorek. Powierzchnie z wzrasta-
jacymi komérkami zostaly zbadane pod mikroskopem optycznym oraz, po utrwale-
niu aldehydem glutarowym, w komoérce cieczowej Mikroskopu Sit Atomowych w mo-
dzie kontaktowym. Liczebnos$¢ komorek szacowana byta przy pomocy manualnego
hemocytometru (komora Biirkera) po 55, 88 i 114 godzinach inkubacji w 37°C przy
6% CO, i stalej wilgotnosci.

Analiza statystyczna parametréw wpltywajacych na liczebnosé komorek pokazata jej
zaleznos¢ od czasu inkubacji i rodzaju podtoza oraz statystyczny brak wptywu chro-
powatosci powierzchni oraz kata zwilzania, co znalazto potwierdzenie w wynikach
podobnych badan przedstawianych w literaturze. Nie zaobserwowano cytotoksycz-
nego dziatania wanadu zawartego w stopie Ti64, prawdopodobnie wskutek zbyt ma-
tej skali czasowej obserwacji, w ktorej procesy korozji uwalniajacej toksycznej jony
miaty zaniedbywalny wptyw. Obserwacja optyczna pokazala, ze fibroblasty wzrasta-
jace na powierzchni Ti67 sa bardziej wydtuzone, a ich wypustki lepiej rozbudowane.
Pozwala to wysuna¢ przypuszczenie, ze adhezja fibroblastow do powierzchni Ti67
jest lepsza niz do Ti64, jednakze potwierdzenie tego faktu wymaga dalszych badan.
Znaczna degradacja powierzchni probki ne-TiC/a-CQTi6705 uniemozliwia interpre-

tacje obiecujacych wynikéw hodowli.
Stowa kluczowe: biomateriaty, implanty stawowe, stopy tytanu Ti 64 i Ti67,

analiza chropowatosci, AFM, warunki hodowli komoérek, zliczanie komorek, fibro-
blasty
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Zaltaczniki



A. Topografia badanych powierzchni

Ponizej przedstawimy topografie badanych powierzchni na podstawie skanéw z Mi-
kroskopu Sit Atomowych. Opis techniki i dyskusja uzyskanych wynikow znajduje sie

w czesci 7.
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Rys. A.1. Topografia prébki polerowanej Ti64, skan o polu 50 x 50 pm?2.
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Rys. A.3. Topografia probki polerowanej Ti67, skan o polu 50 x 50 um?.
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Rys. A.5. Topografia wybranego gltadkiego obszaru probki ne-TiC/a-C, skan o polu 50 x
50 pum?.
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B. Laboratorium hodowli komdérkowych

W niniejszym zataczniku pragniemy zestawi¢ podstawowe informacje i procedury
konieczne do prowadzenia hodowli komérkowych. Podane stezenia i wielko$ci zop-
tymalizowane sg dla linii HS5 komorek fibroblastéow ludzkich, jednakze metodyka
stosuje sie do niemalze wszystkich typow komoérek adherentnych. Pokrotce przedsta-
wiamy wyposazenie pracowni oraz odczynniki wykorzystywane w hodowli, w dalszej
czesci opisujac rutynowe czynnodci, ktore zwigzane sg z kolejnymi etapami prowa-

dzenia hodowli.

B.1. Wyposazenie pracowni hodowli komérek

Podczas kolejnych etapow hodowli, utrzymanie komérek in vitro wymaga zapew-
nienia warunkéw umozliwiajacych ich rozrost i przezycie, przy réwnoczesnym unik-
nieciu zakazenia. W tym celu stosuje sie wyspecjalizowane naczynia i urzadzenia
zapewniajace optymalne do wzrostu srodowisko, wyposazenie umozliwiajace wyko-
nanie procesoOw niezbednych podczas komorkowej praktyki laboratoryjnej oraz sze-
roka game srodkéw chemicznych i biochemicznych wywotujacych okreslone reakcje
komorek. Ponizej opiszemy pokrétce sprzet i narzedzia przydatne do hodowli komo-
rek bedace na wyposazeniu Pracowni Zaktadu Fizyki Nanostruktur i Nanotechnolo-
gii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie oraz odczynniki wykorzystywane przy

hodowli fibroblastéw z linii komoérkowej HS-5.

B.1.1. Sprzet

B.1.1.1 Komora laminarna

Do podstawowego wyposazenia laboratorium hodowli nalezy komora laminarna. Za-
pewnia ona sterylne warunki pracy dzigki statemu przeptywowi strumienia powie-
trza. Dostep do jej wnetrza mozliwy jest jedynie przez szczeling u dotu. Wertykalny
strumien filtrowanego powietrza wewnatrz komory ogranicza zagrozenie zwigzane
z zakazeniem bakteriami i grzybami zawartymi w niefiltrowanym powietrzu znajdu-
jacym sie w pomieszczeniu. W laboratorium dysponujemy komora NuAire A2-425
300F Biological Safety Cabinet Class 11.

B.1.1.2 Inkubator CO,

Rolg inkubatora jest zapewnienie hodowanym komérkom odpowiednich warunkéw
umozliwiajacych przezycie i wzrost. Zwigzana z tym jest konieczno$é kontroli pod-
stawowych parametréw $rodowiskowych o znaczeniu fizjologicznym: temperatury,

wilgotnosci i stezenia C'Os.
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W przypadku wiekszosci linii komoérkowych wywodzacych sie ze statocieplnych orga-
nizméw (a wiec i HS5), optymalne warunki hodowli zapewnia temperatura 37°i 5%
stezenie dwutlenku wegla.

W laboratorium dysponujemy inkubatorem NuAire DH Autoflow COy Air-jacketed

Incubator.

B.1.1.3 Wirdwka

Wiréwka centryfugalna pozwala na rozdzielenie faz r6znigcych si¢ gestoscia, w szcze-
g6lnosci moze by¢ wykorzystana do oddzielenia fazy statej (komorek) znajdujacej
sie w zawiesinie od sktadnikéw plynnych (podtoze, trypsyna).

W laboratorium dysponujemy wiréwka Heraeus MegaFuge 16R. W przypadku fibro-
blastéw, komoérki wydzielaja sie w postaci peletki® na dnie probéwki przy wirowaniu

przez 4 minuty z szybkoscia 1200 obr /min.

B.1.1.4 Mikroskop

Do optycznej kontroli stopnia wzrostu hodowli konieczny jest mikroskop optyczny
w geometrii odwrdconej. Pozwala on na wygodny podglad komorek adherujacych
do dna naczynia hodowlanego. Mikroskop taki jest takze bardzo pomocny do prze-
prowadzenia manualnego zliczenia komoérek znajdujacych sie w zadanej objetosci
metodag hemocytometryczng (np. w komorze Biirkera). Zastosowanie mikroskopii
optycznej w ocenie struktur biologicznych zostato szerzej opisane w czesci 4.1 na

stronie 13.

B.1.1.5 Chtodziarka i zamrazarka

7, uwagi na koniecznos¢ przechowywania w obnizonej temperaturze sporej liczby
odczynnikéw i substancji wykorzystywanych w hodowli, chtodziarka i zamrazarka
stanowia niezbedne wyposazenie. Oprocz zwyklej chtodziarki, w ktorej panuje tem-
peratura ok. 4°C, cze$¢ sktadnikow (np. surowica) powinna byé przechowywana
w temperaturze -20°C. Dtuzsze przechowywanie komoérek wiaze si¢ z koniecznoscig
zapewnienia tzw. temperatury glebokiego mrozenia -85°C. Komoérki mozna réwniez
przechowywacé przez wiele lat umieszczajac je w naczyniach Dewara wypetnionych

ciektym azotem.

3Peletka to frakcja stala wydzielajaca sie z wirowanego roztworu na dnie w postaci zbitego
osadu.
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B.1.1.6 Mieszadto magnetyczne, vortex

W procesie przygotowywania roztworéw z substancji bedacych w stanie statym
a takze przy rozcienczaniu, wazne jest zapewnienie jednorodnosci koncowego pro-
duktu. Stad po przygotowaniu mieszaniny, wskazane jest uzycie mieszadta automa-
tycznego.

Mieszadto typu wortex jest pomocne do rozdzielenia agregatow komoérek znajdu-
jacych sie w roztworze. Powinno by¢ w szczegdlnosci stosowane przed manualnym
zliczaniem komoérek — dla zapewnienia poprawnosci wyniku konieczne jest bowiem,
by pobrana z zadanej objetosci niewielka prébka (zwykle utamek mililitra) byta

reprezentatywna dla catej zawiesiny.

B.1.1.7 Myjka ultradzwiekowa

Laboratoryjna myjka ultradZzwickowa jest bardzo pomocna do czyszczenia (jako je-
den z etapéw dezynfekcji) metalowych i szklanych narzedzi laboratoryjnych. Dzieki
wystepujacemu podczas pracy myjki zjawiska kawitacji, zarowno wewnetrzna jak
i zewnetrzna powierzchnia przedmiotéw jest czyszczona szybko i doktadnie. Czysz-
czenie w myjce z wykorzystaniem réznych substancji stanowi rowniez podstawowy
element standardowej procedury Branemark — procesu przygotowania elementéw
i podlozy, ktore majag by¢ zbadane ze wzgledu na biokompatybilnosé.

Podczas dlugotrwalego korzystania z myjki nalezy wzia¢ pod uwage efekt podno-
szenia sie temperatury roztworu myjacego (wskutek dyssypujacej energii drgan).
W skrajnych przypadkach moze on doprowadzi¢ do modyfikacji czyszczonej po-
wierzchni poprzez zwickszenie podatnosci na chemiczng reakcje z wykorzystanym

do mycia rozpuszczalnikiem.

B.1.1.8 taznia wodna

LaZnia wodna sktada sie z naczynia wypelionego woda wraz z uktadem termostatu.
Pozwala na réwnomierne dostarczanie lub odprowadzanie ciepta z umieszczonego
w niej naczynia laboratoryjnego az do temperatury wrzenia wody. Jest wykorzysty-
wana jako jeden z etapow sterylizacji naczyn i przyrzadéw laboratoryjnych. Moze

by¢ rowniez uzyta do inaktywacji surowicy przeznaczonej do hodowli komérkowych.

B.1.1.9 Lampa UV

Swiatto ultrafioletowe jest powszechnie wykorzystywanym srodkiem bakteriobdj-
czym stuzgcym do dezynfekcji pomieszczen i powierzchni pracowni biologicznych
i medycznych.

Ze wzgledu na szkodliwe oddziatywanie na organizm ludzki (w szczegdlnosei skére
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i oczy), podczas uzytkowania lampy UV nalezy zachowaé szczegdlng ostroznosé i sto-

sowac sie do instrukcji postepowania BHP.

B.1.2. Odczynniki i roztwory

Ponizej opisane zostana odczynniki i roztwory niezbedne do rutynowych dziatan
zwigzanych z hodowla komorkows. Dla poszczegdlnych pozycji zamieszczamy krotki
opis srodka i jego dystrybutora w Polsce, jego zastosowanie do hodowli i sposdb prze-
chowywania oraz dodatkowe, szczegodlne informacje dotyczace na przyktad czynnosci

preparacyjnych koniecznych do wykonania przed pierwszym uzyciem.

B.1.2.1 Pozywka DMEM

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) jest zmodyfikowanym standardowym
medium wzbogaconym dodatkowymi aminokwasami i witaminami. Standardowymi
sktadnikami pozywki o okreslonym sktadzie chemicznym sg zbuforowane ptyny fizjo-
logiczne ztozone z soli nieorganicznych (zapewniaja state ciSnienie osmotyczne i pH)

oraz jony bedace kofaktorami w reakcjach enzymatycznych.

Zastosowanie Pozywka (w polskiej literaturze zwana tez czesto podlozem) do-
starcza komorkom sktadnikéw odzywcezych niezbednych do przezywania, wzrostu
i réznicowania: materialéw budulcowych, substratéw dla metabolizmu, witamin,
mikroelementow i jonéw. Z definicji, pozywka (medium hodowlane) musi zapew-

ni¢ przezycie komérek przez przynajmniej 24 godziny [33].

Przechowywanie Butelke przechowujemy w temperaturze 4°C w chtodziarce.

Dystrybutor Cytogen oferuje DMEM 500 ml (4,59/1) plynny z r-r pirogronianu
sodu, z L-glutaming (nr katalogowy: CE5-843)

B.1.2.2 Surowica

Stanowi ja mieszanina réznorodnych makro i mikroczasteczek w stezeniach fi-
zjologicznych. Roztwor ten pobudza przezywalnosé i wzrost hodowanych komodrek
dzieki zawartosci czynnikéw i hormonow stymulujacych wzrost i funkcjonowanie ko-
morek, czynnikéw adhezyjnych poprawiajacych przyleganie komoérek do substratu
i miedzy soba. Mimo, ze wyodrebniono i zidentyfikowano juz wiekszo$¢ sktadnikéw
wchodzacych w sktad surowicy, to wciaz jeszcze nie udato sie opracowac sztucznie
syntezowanego uniwersalnego medium zapewniajacego zadowalajacy poziom wzro-

stu i przezywalno$é¢ komorek w hodowli in wvitro.
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Sktad Do najwazniejszych sktadnikéw surowicy zaliczy¢ mozna:

e bialka no$nikowe hormonow,
e czynniki wzrostu,

e albuminy,

e transferyny,

e czynniki adhezyjne,

e antyproteazy — stanowia ja dwie grupy inhibitoréw proteaz (enzymy hydro-
lizujace wiazania peptydowe), poza tym surowica moze zawiera¢ inhibitory
proliferacji. Te ostatnie moga powsta¢ w procesie obrobki surowicy. Czynniki
te potencjalnie moga hamowaé¢ hodowle, np. poprzez reakcje krzyzowe miedzy
sktadnikami hodowli a przeciwciatami pochodzacymi z frakecji gammaglobulin.

Stad do znacznej czesci hodowli wykorzystuje sie inaktywowang surowice.

Zastosowanie Surowica jest cennym uzupetnieniem pozywek o okreslonym skta-
dzie chemicznym — w zaleznosci od typu hodowanych komérek dodaje sie 5-20%

surowicy.

Przechowywanie W procesie przygotowania przez producenta, tuz po prze-
puszczeniu przez filtry bakteryjne, surowica zostaje zamrozona do temperatury -

20°C. W takim stanie moze by¢ przechowywana do 2 lat.

Inaktywacja W celu unikniecia niepozadanego dziatania na hodowle, w wiek-
szosci przypadkéw wykorzystujemy surowice inaktywowang. Proces ten przeprowa-
dzamy umieszczajac butelke rozmrozonej wezesniej surowicy w tazni wodnej o usta-
lonej temperaturze 56°C tak, by cata butelka byta zanurzona. Po uptywie 40-45 min
surowice usuwamy z tazni i pozostawiamy do osiagniecia temperatury pokojowe;j.
Nastepnie odmierzamy zadana ilo$¢ surowicy do biezacego uzycia (bedzie przecho-

wywana w chlodziarce), a pozostala czesé ponownie zamrazamy.

Przygotowanie Surowice nalezy szybko rozmrozi¢, np. w tazni rotacyjnej w tem-
peraturze 37°C. Po rozmrozeniu niezwlocznie usuwamy butelke z tazni w celu unik-
niecia ogrzania. Po rozmrozeniu surowice mozemy przechowywac¢ w chtodziarce w tem-

peraturze 4°C przez okres 2-3 tygodni.
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Dystrybucja W hodowli najczesciej wykorzystuje sie surowice ptodowe z krwi
plodéw cielat, bydlat i ludzi, rzadziej $winska, krélicza, jagnieca, owcza, kozia czy
kurczecia. Cytogen oferuje surowice plodowq cielecg ”GOLD”500 ml (nr katalogowy:
CA5-151)

B.1.2.3 Podfoze do zamrazania (I i Il)

Zastosowanie Mieszanka podtoza I i II jest wykorzystywana przy mrozeniu

komorek celem dtugotrwatego przechowywania i ochrony przed zakazeniem.

Przygotowanie

Podtoze I DMEM + 10% surowicy
Podloze II DMEM + 20% surowicy + 20% DMSO

Przechowywanie Podtoze I i II przechowywaé¢ nalezy w chlodziarce w osob-
nych, szczelnie zamknietych probowkach.

W zaleznosci od pozadanego czasu przechowywania zamrozone komorki przechowy-

waé¢ mozna w temperaturze:

e -20°C do kilkunastu tygodni,
e -85°C przez kilka miesiecy,

e -196°C przez wiele lat.

B.1.2.4 Ciprofloksacyna

Zastosowanie Jest chemioterapeutykiem przeciwko zakazeniu mykoplazmami.

Przygotowanie 200 mg srodka rozpuszczamy w 100 ml wody destylowane;.
Kropla po kropli dodajemy stezony HCI kazdorazowo mieszajac, az do catkowitego
rozpuszczenia sie proszku. Tak powstaty roztwor przesgczamy przez saczek filtra-

cyjny 0.25

Stezenie uzywane w hodowli Dodajemy antybiotyku w stezeniu 50 ul na
10 ml

Przechowywanie Ciprofloxacina w proszku szczelnie zamknieta w opakowaniu
moze pozostawaé w temperaturze pokojowej. Przygotowany 0.2% roztwoér przecho-

wuje sie w chlodziarce.
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Dystrybutor Sigma-Aldrich oferuje Ciproflozacin (nr katalogowy: 17850-5G-F)

B.1.2.5 DPBS

Zastosowanie Jest to zbalansowany roztwoér soli fizjologicznej w modyfikacji
Dulbecco wykorzystywany w hodowli komérkowej. Pelni role medium zapewniaja-
cego zewnatrz i wewnatrzkomérkwa rownowage osmotyczna i pH (7.2 - 7.6), dostar-

cza réwniez wode i jony niezbedne do normalnego metabolizmu.[36]

Przygotowanie 1 | roztworu

NaCl8.9 g
NGQHPO4 X 12H203 g
NaH, PO, x Hy0255 mg

B.1.2.6 Trypsyna z EDTA

Trypsyna nalezy do enzyméw trawiennych. W hodowli wykorzystywana jest do

odklejania komorek tworzacych warstwe na dnie naczynia hodowlanego.

Sktad 0.05% trypsyny + 0.02% EDTA w DPBS.

Przyktad: przygotowanie 100 ml roztworu Mieszamy 100 ml DPBS + 20 mg
EDTA + 50 mg trypsyny.

Przechowywanie Chtodziarka

Dystrybutor: gotowa mieszanka Cytogen oferuje gotowa mieszanke Trypsyna
EDTA (1z) (numer katalogowy: CL1-004).

B.1.2.7 GlutaMAX

Przygotowanie Do uzytku w hodowli wykorzystujemy roztwér 5 ml GlutaMAX
na 500 ml podtoza.

Przechowywanie Zamrozony do temperatury -20°C.

Dystrybutor ALAB oferuje GlutaMAX 100 ml (nr katalogowy: 3505-0038)
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B.1.2.8 Btekit trypanu

Zastosowanie Barwnik stosowany podczas manualnego zliczania komorek w he-
mocytometrze. Poprzez wybarwienie utatwia ich obserwacje i pozwala na rozroznie-
nie komoérek martwych i zywych. Poniewaz komoérki martwe traca zdolnos$é do jego

wydalania, obserwujemy w nich zageszczenie barwnika.

Przygotowanie

substrat w postaci proszku 50 mg proszku ubijamy i rozcieramy w mozdzierzu,
rozpuszczamy w 100 ml DPBS, na koniec przesaczamy przez bibulowy saczek.
Podczas dozowania roztworu do badan wskazane jest pobieranie pipeta za-
danej objetosci z gornych warstw roztworu w celu unikniecia pobrania osadu

w postaci krystalizujacych drobin, ktore znajduja si¢ na dnie.

substrat w postaci ptynu biekit trypanu dostarczony w postaci ptynnej moze
zostaé rozcienczony w DPBS do uzyskania stezenia 0.4%-0.5%, ktére w wiek-

szosci przypadkow wystarcza do wybarwienia komorek.

Przechowywanie Rozcienczony w DPBS biekit trypanu przechowujemy w chto-
dziarce. Proszek lub stezony srodek moze by¢ przechowywany w temperaturze po-

kojowej przez czas wskazany przez producenta.

Dystrybutor Bilekit trypanu dystrybuowany jest przez Sigma-Aldrich w 20 ml
butelkach (nr katalogowy: 8154-20ML)

B.2. Rutynowe czynnos$ci w hodowli komérek

Przebieg opisanych ponizej etapéw hodowli i czynnosci zwiazanych z badaniami
angazujacymi zywe komoérkami opisany zostanie na podstawie hodowli fibroblastow
ludzkich z linii HS-5. Nie mniej jednak metodyka pracy pozostaje niezmieniona dla
wigkszosci hodowli komoérkowych linii adherentnych — zmianie ulegaja jednie stezenia

uzywanych srodkow.

B.2.1. Rozmrazanie

Komoérki, zwykle rozmnozone podczas kilkukrotnego przesiewania poprzedniej ho-
dowli, moga by¢ przez dtuzszy czas przechowywane w postaci zamrozonej. Ponizej
opisujemy w punktach kroki konieczne do zatozenia hodowli z komoérek znajdujacych

sie w postaci zamrozonej.
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. Przygotowujemy medium hodowlane W probéwce przystosowanej do sto-
sowania w posiadanej wiréwce (np. Falcon 10 ml) umieszczamy kolejno 15% su-
rowicy (1.5ml) i uzupetlniamy podtozem. Surowica zawarta w roztworze zwiaze
dimetylosulfotlenek — krioprotektant uzywany podczas zamrazania komoérek
(por. B.2.3 na stronie 86).

3

. Dodajemy 1 ¢m” rozmrozonych komoérek

. Wirowanie Wirujemy w wiréwce (pamietajac o zrownowazeniu wirnika po-
przez odpowiednie umocowanie przeciwwagi — identyczne probowki wypel-
nione woda powinny znajdowac si¢ po przeciwnej stronie osi obrotu. Wirowanie

powinno odbywaé sie przy 1200 obrotach na minute w czasie 3-5 minut.

. Przeptukiwanie peletki Po wirowaniu odciggamy nadsacz tak, by w pro-
béwee na dnie pozostala jedynie peletka (uwazamy, by podczas odciggania nie
zostala ona zaburzona). Do probéwki przenosimy medium: 1 ¢m? surowicy
i 9 cem® DMEM pilnujac, by peletka ulegta rozpuszczeniu. Ponownie wirujemy

przy 1200 obr/min przez 3-5 minut.

. Umieszczenie komérek w naczyniu hodowlanym Po wirowaniu i od-
ciggnieciu nadsgczu, przygotowujemy medium w naczyniu hodowlanym. Dla
przyktadu rozwazmy butelke do hodowli lezgcej o pojemnosci 55 em?. Umiesz-
czamy w niej 25 cm? podtoza (DMEM z surowica). Podczas wykorzystywa-
nia butelek hodowlanych o innej pojemnosci nalezy skontrolowa¢ przed wpro-
wadzeniem medium czy wybrana objetos¢ nie bedzie powodowalta zamocze-
nia korka po potozeniu butelki w pozycji poziomej, w ktorej przechowuje sie
naczynia w inkubatorze. Dodatkowo do roztworu dodajemy ciprofoksacine -
chemioterapeutyk zabezpieczajacy przed bakteryjna infekcja mykoplazmami.
Cirpofoksaciny dodajemy w niewielkim stezeniu 50um na 10 ml hodowli. Tak
przygotowanym podtozem uwaznie wyptukujemy peletke, zawarto$¢ probowki
przenosimy do naczynia hodowlanego. Nastepnie, pamictajac o odkreceniu
korkow w celu zapewnienia dostepu wlasciwego stezenia C'O, i temperatury,
umieszczamy naczynie hodowlane w inkubatorze. Dla fibroblastéw linii HS-5,

temperatura inkubacji wynosi 37°C przy 5% stezeniu COs.

B.2.2. Przesiewanie (pasazowanie)

Pasazowanie jest procesem pozwalajacy na rozrost hodowli w wiekszej liczbie naczyn

hodowlanych.

Co dobe kontrolujemy pod mikroskopem odwréconym pokrycie dna naczynia

mnozacymi sie i adherujacymi komérkami. Po zaobserwowaniu zmiany koloru me-

dium na zéttawy (zwykle po okoto 3 dobach hodowli w inkubatorze) i przy braku
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monowarstwowego pokrycia, nalezy wymienié¢é medium hodowlane. Zéttawe zabar-
wienie jest skutkiem aktywnosci metabolicznej i Swiadczy o zuzyciu sktadnikéw od-
zywezych znajdujacych sie w roztworze. W procesie zmiany medium hodowlanego
odciggamy zuzyta pozywke uwazajac, by nie naruszy¢ komorek wzrastajacych na
dnie naczynia. Nastepnie naczynie uzupetlniamy do zadanej objetosci roztworem
sktadajacym si¢ z DMEM, surowicy i ciprofloxaciny w zadanych proporcjach. Po-
wyzszy proces powtarzamy az do uzyskania monowarstwowego pokrycia, tj. gdy
dno naczynia hodowlanego bedzie réwnomiernie pokryte przylegajacymi do siebie
komoérkami. Wéwezas mozemy przystapi¢ do przesiewania (pasazowania) hodowli.
Zbyt dhugie przetrzymanie hodowli skutkuje odklejaniem sie agregatéow komoérek od
dna, co prowadzi do ich apoptozy. Proces ten ma na celu rozdzielenie namnozonych

komorek pomiedzy kolejne naczynia hodowlane i sktada sie z kilku etapéw:

1. Odklejanie komoérek

e Rozpoczynamy od odciggniecia medium hodowlanego z naczynia. Pozo-

stang w nim wowczas jedynie komoérki zwiazane do dna naczynia.

e Trypsynowanie Nastepnie do naczynia wprowadzamy 3 — 4 cm? tryp-
syny z EDTA. Rozprowadzamy ja po powierzchni dna unikajac kontaktu

z korkiem.
e Naczynie wstawiamy do inkubatora na 3-4 minuty.

e Po wyciggnieciu z inkubatora, trzymajac ptasko naczynie w jednej rece,
strzepujemy intensywnie uderzajac nim kilkukrotnie o wnetrze drugiej
dtoni w celu oderwania jeszcze zwigzanych komoérek. Proces powtarzamy
zmieniajac rece. Po zakonczeniu, odwracajac naczynie powinnismy zaob-

serwowac sptywajace komoérki tworzace metny osad.

o W razie watpliwosci zwiazanych z odklejeniem komérek, kontrolujemy po-
wierzchni¢ naczynia pod mikroskopem odwréconym. Jesli obserwowane
komorki beda ptaskie, wrzecionowate — wciaz sa zwiazane; komoérki od-

czepione, unoszace si¢ swobodnie w roztworze przyjmujg ksztalt okragty.

2. Przeptukiwanie — ma na celu pozbycie sie trypsyny uzytej w celu odkleje-
nia komorek od naczynia; zwykle juz dwukrotne przeptukanie z odwirowaniem
w roztworze DMEM i surowicy wystarcza. Obecno$¢ surowicy jest niezbedna
— wiaze ona enzym trawienny (trypsyne), ktora chcemy wyeliminowaé¢ z pod-
toza do podzZniejszej hodowli. W razie zaobserwowania niepozadanych zjawisk

podczas hodowli, zaleca si¢ zwigkszy¢ liczbe phukan.

e Komorki zawieszone w trypsynie przenosimy pipeta z naczynia hodowla-

nego do probdéwki.

e Uzupelniamy do 10 ml podtozem zwierajacym 20% surowicy.
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Wirujemy 3-5 minut przy 1200 obr/min.

Odciggamy supernatant?*pozostawiajac nienaruszona peletke.

Uzupelniamy do 10 ml podlozem zwierajacym 20% surowicy.

Wirujemy 3-5 minut przy 1200 obr/min.

Odciggamy supernatant pozostawiajac nienaruszong peletke.
3. Rozdzielnie do nowych naczyn hodowlanych

e Peletke powstalg po optukiwaniu rozpuszczamy w 3 em?® podloza.

e Gdy przed odklejeniem cate dno byto réwnomiernie poroéniete, powstaty
roztwor zawierajacy komorki rozdzielamy pomiedzy 3 naczynia hodow-
lane. W razie jedynie czesciowego porosniecia lub pozadanego wyzszego

poczatkowego stezenia komorek, rozdzielamy jedynie na 2 naczynia.

e Po rozdzieleniu komérek, zawartos¢ naczyn uzupetiamy podtozem DMEM
zawierajacym 15% surowicy (w przypadku fibroblastow) — dla naczynia
55 em? uzupetniamy do 15 — 20 em?, po czym dodajemy ciprofloxacyne

(chemioterapeutyk przeciwko mykoplazmom).

e Naczynia hodowlane umieszczamy w inkubatorze (37°C przy 5% stezeniu
CO, dla fibroblastéw) pamietajac o rozszezelnieniu korka w celu zapew-

nienia dostepu powietrza.

Linie komorkowe ze wzgledu na mozliwa liczbe pasazy dzieli si¢ na potciggtle i ciggte.
Linie pétciagte (finite line cells) sktadaja sie z prawidtowych, diploidalych komdrek
wykazujacych naturalny poziom zroznicowania. Wiaze sie to z ich limitowanym cza-
sem zycia zdeterminowanym przez dostepna (przed zaprogramowana Smiercig ko-
morki) liczbe podziatéw komoérkowych. W zaleznosei od typu komorek, linia potcia-
glta zamiera zwykle po 20-80 pasazach. Ciagle linie komoérkowe sg pozbawione tego
ograniczenia. Izoluje sie je z tkanek zmienionych nowotworowo badz tez transformuje
przez indukcje w hodowli in vitro. W praktyce okazuje sie, ze nie wszystkie typy ko-
morek poddaja sie takiej transformacji. Przyktadem sg wykorzystywane przez nas
w badaniach linie fibroblastow ludzkich, ktére praktycznie nigdy nie transformuja
sie w linie ciggla. Stad podczas badan dba¢ nalezy o to, by komorki uzyte do serii

badan pochodzily z tego samego pasazu.

B.2.3. Zamrazanie

Zamrozenie komoérek pozwala zatrzymac¢ procesy metaboliczne i przechowywaé ko-

morki przez okres od kilku tygodni do nawet kilku lat (w zaleznosci od temperatury

4Supernatant jest gérng, plynna warstwa wyodrebniajaca sie podczas wirowania lub stracania.
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przechowywania). Krioprezerwacja w zaleznosci od temperatury, pozwala na spowol-
nienie proceséw komérkowych (ponizej -20°), zatrzymanie proceséw biochemicznych
(ponizej -130°) oraz zatrzymanie wszelkich proceséw metabolicznych (ponizej -196°).
Mozliwosé zamrazania i przechowywania komorek tworzac tzw. banki komorek niesie

ze soba szereg korzysci:

e redukuje zagrozenie kontaminacja obcymi mikroorganizmami,

e w wyniku zatrzymania proceséw podziatéw komoérkowych, ogranicza muta-

cyjna modyfikacje kolejnych generacji komérek (zmiany fenotypowe),

e zmniejsza koszty i czas zwigzany z utrzymaniem cigglej hodowli.

W procesie zamrazania komorek, stosuje sie krioprotektanty. Sa to substancje
ochronne majace utatwi¢ dehydratacje komorki podczas jej powolnego zamarza-
nia i rownoczesnie zabezpieczy¢ przed niekorzystnymi zjawiskami towarzyszacymi
odwodnieniu: tworzeniu sie¢ ostrych krystalitow wody, wytracaniu sie ztogéw za-
geszczonego cytozolu, ucieczce jonéw, wysalaniu biatek czy destabilizacji pH [38].
W roli krioprotektantéw najczedciej wykorzystuje sie glicerol i dimetylosulfotlenek
(DMSO). Glicerol jest mniej toksyczny od DMSO, jednakze ten drugi charaktery-
zuje sie wieksza szybkoscig przenikania przez btone do wnetrza komorki, przez co

zapewnia lepsza ochrone. Proces zamrazania jest realizowany w kilku krokach:

1. T i IT podtoze do zamrazania tuz przed rozpoczeciem procesu umieszczamy
w chtodziarce niedopuszczajac do zamarznigcia. Procedura jest zalecana, po-
niewaz podczas taczenia I i II podtoza zachodzi egzoenergetyczna reakcja po-
wodujaca podniesienie temperatury roztworu, co potencjalnie moze zagrozié¢

komorkom.

2. Podobnie jak w przypadku pasazowania, komérki hodowane w naczyniu tryp-

synujemy, a nastepnie ptuczemy.

3. Powstalg peletke rozdzielamy pomiedzy probowki do zamrazania rozpuszcza-
jac ja w I i II podtozu w proporcjach 1:1. Liczba fiolek zalezy od Zzadanego
stezenia komorek. Zaleca sie, by stezenie mrozonych komorek zawierato sie
w przedziale 10 — 20 - 10 komoérek/ml. Stad w przypadku réwnomiernie po-
ro$nietego dna, powstaty peletke nalezy rozdzieli¢ pomiedzy 2-3 fiolki. Zwykle
maja one pojemnos$¢ 1 em?®. Wowcezas, gdy chcemy przygotowaé do zamroze-
nia dwie fiolki, do probéwki zawierajacej peletke dodajemy 1 em?® I podloza
rozpuszczajac peletke, a nastepnie 1 ecm? II podtoza. Po tym, zawiesine zawie-

rajacg komorki przenosimy do probéwek przystosowanych do zamrazania.
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B.2.4. Hodowla na ptytkach

Do badan angazujacych hodowle komoérkowe czesto stosuje si¢ ptytki z okreslona
liczba dotkéw (standardowo: 6, 12, 16, 24, 48). Zaleta ich wykorzystania sa zbli-
zone dla wszystkich dotkéw warunki wzrostu i srodowiska dla hodowanych komérek.
Warunki takie pozwalaja wzrasta¢ komoérkom przez wiele tygodni. Warunkiem jest
jednak zapewnienie cigglosci dostepu do sktadnikow odzywezych, co uzyskujemy po-
przez wymian¢ medium hodowlanego po zaobserwowaniu zmiany jego zabarwienia

(Srednio co kilka dni).

Poczatkowa zawarto$¢ komoérek Poczatkowa liczba komorek w kazdym z dot-
kéw zalezy od planowanego czasu eksperymentu. Przy hodowli dlugiej (2-3 tygodnie)
poczatkowa liczba komérek powinna wynosi¢ ok. 2 - 10* komoérek/ml, natomiast
w przypadku hodowli krétkiej (3-5 dni) poczatkowe stezenie powinno byé wieksze
~1-10° komoérek/ml.
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