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Streszczenie

Wzajemne oddziatywanie komdrek miedzy komdrkami, a powierzchniq implantu
jest decydujace dla powodzenia klinicznego. To oddziatywanie i towarzyszace mu
modyfikowane powierzchnie sq niezbedne do osiggniecia szybkiego procesu oste-
ointegracji. Wczesniejsze badania modyfikacji powierzchni zaréwno chemiczne jak
i topograficzne zostaty juz opisane w literaturze.

Topografia powierzchni Biomimetic Advanced Surface (BAS) jest potaczeniem
metody piaskowania z anodacjq. Makroszorstkos¢ i mikroporowatos¢ tlenku ty-
tanu oraz jonéw wapniowo-fosforowych wptywajq na ich zdolnosci do osadzenia
sie. Ludzkie mezenchymalne komdrki macierzyste (hMSCs), ktore odpowiedziaty
w warunkach in vitro na zastosowane dziatanie rozwineto sie i zostato ocenio-
ne. Otrzymane rezultaty pokazujg ulepszong mozliwos¢ przylegania i zwiekszony
wskaznik proliferacji, kiedy hMCSs sgq hodowane na powierzchniach obrabianych.
Ta modyfikacja biomimetyczna powierzchni stopow tytanu zaindukowafa i wzmo-
gta ekspresje markeréow réznicowania osteoblatycznego (RUNX2 i Osteopontin)
pomimo braku zewnetrznych czynnikéw powodujacych rozréznicowanie.Gtéwne
whnioski, jakie wynikajq z naszych badan, prowadzq do stwierdzenia, ze mody-
fikacja naszej biomimetycznej powierzchni prowadzi do znaczgcego ulepszenia
w osteoindukcji implantéw tytanowych.

Manuel Doblare!2?

INFORMACJA WPROWADZAJACA:

Implanty tytanowe s szeroko uzywane w ortopedii i stomatologii
7 powodu ich dobrej bioprzyswajalnosci, wytrzymatosci na ko-
rozje i wiasciwosci mechanicznych [1,2]. Jednym z wazniejszych
aspektow implantu sg jego cechy mechaniczne i biologiczne,
powodujace dobre oddziatywanie z koscia. Stabilne i wystar-
Czajgco mocne i odporne potaczenie pomiedzy powierzchnig
biomateriatu i otaczajaca go tkanka jest warunkiem koniecznym
zaréwno dla implantéw obcigzanych natychmiastowo jak i ich
dtugoterminowego powodzenia. To zjawisko zostato w literatu-
rze [3-6] bardzo szeroko zanalizowane. Pofgczenie osigga sie przez
biologiczny proces (czesciowo regulowany przez mechaniczne
i materialne witasciwosci), zwany inaczej osteointegracja implan-
tu, ktory sie otrzymuje przez bliskie pofagczenie implantu z koscig
za pomoca odpowiedniego i wystarczajagcego wzrostu nowej ko-
$ci na powierzchni implantu [7]. Osiggniecie dobrej osteointegra-
cji zalezy od czynnikéw fiziologicznych takich jak: ilos¢ kosci i jej
jakos¢, szczegdlne wiasciwosci materiatu, z ktérego jest wykonany
implant, jego biokompatybilnos¢, materiatowe wiasciwosci jego
powierzchni [8,9].

W literaturze zostaly opisane rézne modyfikacje powierzch-

Abstract

Interaction between cells and implant surface is crucial for clinical success. This
interaction and the associated surface treatment are essential for achieving a fast
osseointegration process. Several studies of different topographical or chemical
surface modifications have been proposed previously in literature. The Biomimetic
Advanced Surface (BAS) topography is a combination of a shot blasting and ano-
dizing procedure. Macroroughness, microporosity of titanium oxide and Calcium/
Phosphate ion deposition is obtained. Human mesenchymal stem cells (hMCSs)
response in vitro to this treatment has been evaluated. The results obtained show
an improved adhesion capacity and a higher proliferation rate when hMSCs are
cultured on treated surfaces. This biomimetic modification of the titanium surface
induces the expression of osteblastic differentiation markers (RUNX2 and Osteo-
pontin) in the absence of any externally provided differentiation factor. As a main
conclusion, our biomimetic surface modification could lead to a substantial im-
provement in osteoinduction in titanium alloy implants.
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ni implantéw, ktére znaczaco zwiekszajg ich osteointegracje.
Jednym z najczesciej uzywanych proceséw jest wprowadzanie
roznych chemicznych lub/i biochemicznych materiatéw na ich
powierzchnie. Takie zmiany skfadu atomowego doprowadzity do
wyraznych ulepszeri w reakgji komorek na powierzchni materiatu
zarowno In vitro jak i In vivo [10-13].

Impregnacja lub pokrycie hydroksyapatytem, [14-15] lub fosfora-
nem wapnia [16-17]zostato zaproponowane ze wzgledu na podo-
bienistwo biomimetyczne. Jakkolwiek mimo sukcesu osiggnietego
poprzez chemiczne modyfikacje powierzchni we wczesnej inte-
gracji wszczepionego implantu, powszechna jest ogdlna zgoda,
ze modelowanie powierzchni jest waznym i pozadanym czynni-
kiem bez wzgledu na chemiczne podobieristwo implantdw kost-
nych [18-19]. Korzysci z modyfikacji powierzchni topograficzne]
zostaty wczesniej opisane in vitro i in vivo [20-23). Badania in vitro
pokazaty, ze topografia powierzchni ma wplyw na liczne funkcje
komorkowe takie jak: przyczepianie sie komarek, podziat komar-
kowy, rozréznicowanie komadrek i miejscowy czynnik produkdji
[24]. Rowniez wspomaga oddziatywanie implant-komdrka lub
powierzchnia implantu-kos¢ [25-27]. Dla przyktadu, biokompaty-
bilnos¢ implantu zalezy od szczegdlnego oddziatywania implan-
tu (jego powierzchni) na komorki. W szczegdlnosci osteoblasty
tatwiej sie przyjmuja na szorstkich powierzchniach [28,29]. Takze
podziat komadrkowy na szorstkich powierzchniach zalezy od pa-
rametrow takich jak morfologia komdrkowa, produkcja macierzy
pozakomarkowej, rézna aktywnos¢ zasadowosci fosfatow i pro-
dukcja osteokalcyny [29]. Oddziatywanie pomiedzy komdrkami
i macierza pozakomaorkowa (ECM) jest innym waznym czynnikiem
regulujgcym funkcje komorkowe takie jak: ksztaft, taricuch, podziat
iich przezycie.

Jednak mimo tak waznego zjawiska, jakim jest reakcja komadrek
7 powierzchnig implantu, zeby osiggnac szybsza formacje kostng
i lepsze rezultaty kliniczne, istnieje niewiele badan o molekular-
nych mechanizmach odpowiedzialnych za chemicznie uza-
lezniong adhezje biatkowg i jej mechaniczne zmienne takie jak
porowatos¢, topografia powierzchniowa, tarcie, sztywnosc i sita
[30-32].

Uzycie ludzkich  mezenchymalnych komdrek macierzystych
(hMSCs), przyczyniajace sie do szybkiej osteointegracjiimplantow,
jest uwazane za wazny czynnik ich integracji w celu ulepszenia
rekonstrukcji funkcjonalnych kosci [27]. Dzieki ich strategicznemu
potozeniu, MSCs zostaty opisane jako jeden z najwazniejszych
czynnikéw w leczeniu ztamar kostnych i we wszczepieniu im-
plantu, nawet wazniejsze od wczesniej istniejacych osteoblastow.
Wszczepienie implantu wywotuje uzupetnienie MSCs uszkodzo-
nego miejsca, bedac gtdwnymi komdrkami odpowiedzialnymi
za gojenie sie kosci i jej ksztattowanie po wiasciwych komadrkach
osteoprogennych [33]. Jest wiadome, ze komadrki macierzyste ze
szpiku kostnego majg zdolnos¢ do dzielenia sie na rézne typy ko-
morek wliczajac pochodzenie osteogenne [34], dlatego tez, obec-
ne badania zostaty zaprojektowane, Zzeby ocenic reakcje komorko-
wa in vitro, komorek MSCs (komdrek BMH) pobranych ze szpiku
kostnego na biomimetycznie modyfikowanych powierzchniach
tytanowych. Gtownym celem tego badania jest porownanie przy-
czepnosci, proliferacji, rozréznicowania sie hodowliosteoblastéow
hMSCs, ktore zanalizowano w systemie in vitro , oferujgc aplikacje
modelu in vivo
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MATERIALY | METODOLOGIA

Producent dyskéw tytanowych

Zostaty uzyte dyski Tytanu V stopnia ELI Ti (Ti6Al4V) dostarczone
przez Avinent Implant System (Barcelona, Hiszpania). Obrobione
i polerowane dyski o srednicy 10 mm i grubosci 2 mm podzie-
lono na dwie grupy: niecbrabiane polerowane i dyski obrobione
powierzchnig BAS (Biomimetic Advanced Surface). Obrébka po-
wierzchni BAS zostata otrzymana w wyniku pofgczenia dwaoch
procesdw. Pierwszy to piaskowanie przy uzyciu tlenku glinu ze
Srednicg ziarna od 212 do 300 um w czasie 30-40 s pod cisnie-
niem 3-5 bar. Nastepnie dyski byly anodowane przez 40-90 s
poprzez podigczenie ich do pradu statego przy uzyciu roztworu
elektrolitowego bogatego w wapn i fosfor w stosunku 2/1 Ca
i P. Topografie powierzchni BAS charakteryzuje makroszorstkos¢
i mikroporowatos$¢ w tlenku tytanu wzbogaconego o wapn i fos-
for. Nieobrobione dyski byty przygotowane poprzez poczatkowe
polerowanie ich papierem z weglikiem krzemu i pdzniej tlenkiem
glinu o rozmiarze czasteczki 1 umi0,05 um. Tytanowe dyski umyto
w ultradzwiekowej kgpieli, zeby usung¢ pozostatosci po czgstecz-
kach tlenku glinu. Nastepnie wysterylizowano je w autoklawie
i poddano hodowli komarek. Normalna plastykowa powierzchnia
kultury zostata uzyta do kontroli.

Charakterystyka dyskéw tytanowych

Topografie probekiich szorstkos¢ mierzono za pomoca mikrosko-
pu interferencyjnego w swietle biatym (NewView 7100, Zygolot,
Darmstad, Germany). Dwa rézne typy soczewek (x10, x50) zostaty
uzyte do zbadania powierzchni prébek. Mikroporowatos¢ zosta-
ta zbadana mikroskopem elektronowym (Inspect F. FEI, Hillsboro,
Oregon, USA) pod napieciem przyspieszajacym 20 kV. Chemicz-
ne cechy zbadano Rentgenowskg spektrometrig fotoelektrondw
(XPS) (AXIS Ultra DLD, KRATOS, UK) opisang przez Boyda [35].
Hodowla komdérkowa

hMSC z ludzkiego szpiku kostnego (Lonza, Bazylea, Szwajcaria)
zostaty utrzymane w Ralpha-ModifiedEagle’s Medium (Sigma,
Steinheim, Germany) dopetnione 10% (v/v) bydleca surowicg pto-
dowag, 100 U/mL penicyliny and 100 mg/MI streptomycyny (Sig-
ma) i 5 ug/ml FGF-2 (SIGMA) w 37 °C. Komdrki byly kultywowane
7 wykorzystaniem Trypsyn-EDTA (Sigma) i posiane kontrolnie na
obrobionych i nieobrobionych prébkach po 24 sztuki z kazdej,
w celu zbadania ich rozréznicowania, proliferacji i adhezji. Srodki
zmieniano dwa razy w tygodniu. Do wszystkich badar uzyto roz-
twor 10% FBS bez innychrozczynnikow. Wszystkie badania byty
prowadzone z uzyciem komaorek az do 5 cyklu.

Obserwacja morfologii komarkowej

Probne powierzchnie zbadano za pomocg mikroskopu elektrono-
wego po posiewie komarek (Inspect F. FEI). Po pierwszym dniu
hodowli dyski z kultywacja umieszczono w 2% aldehydzie gluta-
rowym. Tytanowe dyski umyto w buforze fosforanowym (PBS).
Probki zostaty odwodnione poprzez wzrastajgce serie etanolowe
iwysuszone do krytycznego momentu, pokryte ztotem (10-15nm)
i zaobserwowane pod elektronowg mikroskopig skaningowa
(SEM).

Analiza adhezji komdrkowej

Przyczepnos¢ komdrkowa na kazdym podtozu byta oceniana
poprzez zarejestrowanie numeru komaorek przyczepionych po
inkubacji: 2x10° komaorek/probka byto wszczepionych na mate-
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riatach i inkubowanych przez
6, 12 1 24 godziny. Probki zo-
staty umyte buforem fosfora-
nowym(PBS) w celu eliminadji
nieprzyczepionych  komdrek.
Przyczepione komorki zdjeto
przez  podwdjng  inkubacje
za pomocyg trypsyny 0.25%
w EDTA (Sigma). Pozostate ko-
maorki policzono w komorze
Neubauera (zwanej réwniez
Hemocytometrem). Do badar
wzieto trzy pomiary z kazdej
grupy. Rezultaty wyrazono
jako liczbe catkowitg komdrek
przyczepionych do dysku.
Analiza podziatu komorkowe-
go

Rezultat podziatu  komdrek
hMSCs hodowanych na dys-
kach oceniono mierzac ilos¢
komorek obecnych na materie
po 7, 14 i 28 dniach hodowli.
Poprzednio uzywane stezenie
komadrek spowodowato zaha-
mowanie stycznosci z powodu
braku przestrzeni po 28 dniach
hodowli (dane niewykazane).
Optymalne zageszczenie wy-
noszace 50 000 komdrek na
dysk uzywano w dtugim czasie
kultywacji. Po skoriczeniu tego
okresu komdrki odtaczono za
pomocy tryptynizacji i poli-
czono w komorze Neubauera.
Do badan wzieto trzy pomiary

VR A

tem, Real time-PCRdetention
system).  Analiza polimerazy
e ¥ TagMan na zadanie ekspre-
' sji analizy (GAPDH Nr proby:
Hs00266705_g1; OPN: SPP1
Nr proby: Hs00959010_m1;
RUNX-2:  RPL32 Nr proby:
Hs00851655_g1).
kie probki byly analizowane
w trzech egzemplarzach. Po-
rownawczy cykl wartosci pro-

Wszyst-

gowej zostat uzyty do oblicze-
nia wzgledem jakosci RUNX-2,
OPN i GAPDH. Wzgledny po-
ziom ekspresji kazdego bada-
nego genu znormalizowano
za pomocy genu opiekun-
czego GAPDH i za pomocg
ekspresji  gendéw  badanych
w kontrolnych probkach.
Analiza statystyczna
Wszystkie badania wykonano
trzykrotnie. Jednokierunkowy
test wariangji ANOVA  wraz
7 testem t-studenta stuzyt do
okreslenia réznic w kazdej gru-
pie (oprogramowanie SPSS).
Graniczny poziom istotnosci
p-wartos¢ p<0.05.

| | WYNIKI

| | Charakterystyka powierzchni
Optyczne  pomiary — szorst-
kosci i zdjecia elektronowej
mikroskopii skaningowej réz-

7 kazdej grupy.

Ekspresja genuwczasie rze-
czywistym w Reakgji fancu-
chowej polimerazy RT- PCR /
PCR z odwrotna transkryptaza
PCR z odwrotng transkryptaza
uzyto do oszacowania pozio-
mu ekspresji genu kilku zna-
nych osteogennych markeréw
w komdrkach hMSCs. Komarki

Ryc. 1 Charakterystyka dyskéw tytanowych: Zdjecie SEM (5000x) nieobra-
biany(a) i obrabiany (b); szorstkos¢ 3D mierzona optycznie (x10) pod in-
terferencyjnym mikroskopem w biatym swietle. Model 3D i parametry

szorstko$ci na nieobrabianych dyskach () i biomimetycznie obrabiana
powierzchnia (d); Analiza chemiczna tytanowych dyskéw. Obrobione
prébki reprezentuje kolor zielony, a kontrolne probki czerwony. Konkret-
ne obszary wapnia (e) i fosforu (f) sg pokazane.

Fig. 1 Titanium disc characterization: SEM images (500Qx) of non-treated
(a) and treated discs (b); 3D roughness measured optically (x 10) with a
white light interference microscope. The 3D model and the roughness
parameters of the untreated samples (c) and the biomimetic treated sur-
face (d); Chemical analysis of the titanium discs. Treated samples are re-
presented in green and control samples represented in red. The specific
areas of calcium (e) and phosphorus (f) are shown.

nych powierzchni pokazuja,
7e powierzchnia BAS posiada
makro- i mikroskopowa szorst-
kos¢ dzieki dziataniu czaste-
czek tlenku glinu podczas pro-
cesu piaskowania. Zagtebienia
o srednicy 1-2 um sg jednolicie
rozmieszczone na catej po-
wierzchni (Ryc. 1a i b). Obro-
bione i nieobrobione probki

hMSCs byly hodowane na dyskach tytanowych (5x10° 5 komdrek/
ml) podczas 7, 14, 21 i 28 dni). Plastykowa powierzchnia kultury
zostata uzyta do kontroli. W tych przedziatach czasowych komorki
zostaty odtryptyzowane dwa razy i RNA zostat wyizolowany za po-
mocg odczynnika Trizol (Invitrogen, Life Tecnologiesltd, Paiseley,
UK) Pierwsza taricuchowa synteza jedno-taricuchowego cDNA z
RNA do uzycia szablonu PCR zostata wykonana za pomocg Su-
perScript™ First-StrandcDNASynthesis Kit (Invitrogen). Ekspresje
gendw powigzanych osteogennie zawierajaca transkrypcje fakto-
ru-2 (RUNX-2) i Osteopontin (OPN) zwalidowano poprzez reakcje
tar\cuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (Applied Biosys-

pokazaty $rednig wartos¢ chropowatosci powierzchni odpowied-
nio 0.276 um £0.08 i 2.8um £0.36. Znaczace réznice (p<0.05)
w szorstkosci 3D zaobserwowano w obydwu prébkach (Ryc 1c
i d). Analiza chemiczna pokazata obecnos¢ tlenu, wapnia, fosforu
i sodu na prébkach obrabianych powierzchni. Pierwiastki te wpro-
wadzono na powierzchnie podczas procesu anodadji (Ryc.le i f).
Adhezja komoérkowa

Efekty na obrabianych i nieobrabianych powierzchniach tytano-
wych dyskow i zwiekszenie ich przyczepnosci w hMSCs zostaty
ocenione poprzez liczenie komdrkowe. Koncentracja komaorkowa
w ilosci 200 000 komdrek/dysk byta przetestowana. Wyniki poka-
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Ryc. 2 Wykresy pokazujg przyczepnos¢ komorek mierzong w
poczatkowej koncentracji komarek 200.000 komorek na dys-
ku. Zostat uzyty normalny plastykowy podktad do hodowli
komdrek. Dane przedstawiono za pomocg btedu standardo-
wego z przynajmniej trzema niezaleznymi prébami. Roznice
zanalizowano za pomoca jednokierunkowego testu ANOVA,
przyjmujac poziom istotnosci 95%.

Fig. 2 The graphs show cell adhesion measured with an ini-
tial cell concentration of 200,000 cells/disc. A normal plastic
culture surface was used as control (data not shown). Data
are presented as mean=S. . of at least three independent
experiments. Differences were analysed by one-way analysis
of variance, with p < 0. 0 5 being considered statistically si-
gnificant (¥).

zaty (Ryc. 2) znaczacy wzrost przyczepnosci komorkowej na obro-
bionych dyskach w poréwnaniu z niecbrobionymi (n=9;*p<0.05
na 6, 12 i 24 godziny). Zaobserwowano lekki spadek przyczep-
nosci komorek na nieobrabianych dyskach. Minimum osiggnie-
to po 12 godzinach po posiewie komdérkowym. Jednak wieksza
i znacznie liczniejszailos¢ komadrek byta wykrywana na obrabia-

nych  probkach.  Zdjecia 8 ] e 3

podfoza, zrobione elektro-
nowg mikroskopig skanin- |
gowa po 24 godzinach od
posiewu, pokazujg lepsza
przyczepnosc¢
na obrabianych dyskach.
Mozna to zauwazy¢ na
Ryc. 3, gdzie widoczna
jest cienka warstwa ko- |
morek na nieobrabianych

komaorek

powierzchniach i komarki
rozprzestrzeniajace sie na |
réznych warstwach i cat-
kowicie pokrywajace po-
wierzchnie obrabiane.
Proliferacja komdrkowa
Po 28 dniach zauwaza-
my widoczny wazrost ko-
maorek w poréwnaniu do
nieobrobionych — prébek.
Jednak nieznaczny spadek

|00 Y

liczby komdrek zaobser-
wowano po 14 dniach
w  obydwu  grupach
w poréwnaniu z poprzed-

nimi- grupami czasowymi. [RECASEEVEIEIE of cells on non-treated (a, b) and treated (¢, d) titanium surface

at different magnifications after 24 h in culture. Pictures at 700X magnification of
the control (a) and the biomimetic treated samples(c); Pictures at 5000 X magnifi-
SRR S E sl e sl Calion of non-treated and treated samples, respectively (b) and (d).

Proliferacja na powierzchni
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Ryc. 3 Zdjecia SEM komodrek na nieobrabianych (a, b) i obrabianych (c, d) na réz-

kach w poréwnaniu do nieobrobionych w dniu 7 i 28, a znaczacy
wzrost w dniu 14121 (Ryc. 4)

ROZROZNICOWANIE KOMORKOWE

Komorki rosnace na plastykowej powierzchni do ich kultury byty
uzyte jako kontrola do normalizacji wynikéw otrzymanych w ba-
daniu RT-PCR, jak réwniez do oceny osteogennego efektu tyta-
nu. Ekspresja Osteopontyny i Runx-2 w hMSCs zostafa oddzielo-
na od réznych powierzchni i zanalizowana. Obydwie tytanowe
powierzchnie byty w stanie zwiekszy¢ ekspresje osteogennych
rozrézniajgcych markeréw. Jednak probki z powierzchnig BAS
podniosty poziom ekspresji osteopontyny (Ryc. 5a) i Runx-2
(Ryc. 5b) w poréwnaniu z nieobrabiang powierzchnia. Te réznice
byty znaczace w dniu 14 dla OPN i w dniu 7 dla Runx-2. W dniu 28
obydwa geny pokazaty znaczace réznice w poréwnaniu do nie-
obrabianych probek.

DYSKUSJA

Wykazano, ze wstepnymi warunkami na udang i szybkaosteoin-
tegracje oraz dtugoterminowg stabilnos¢ jest szybka osteointe-
gracja. W obydwu przypadkach powierzchnia implantu jest naj-
wyzszej wagi. Wiasciwosci powierzchni biomatriatow odgrywaja
kluczowg role w osiggnieciu oddziatywania komdrka-biomate-
riat [28]. Wyniki przedstawione w tym badaniu pokazuja, ze po-
wierzchnie zmodyfikowane biomimetycznie posiadajg korzystny
efekt w procesie osteoindukcji w badaniach In vitro. Te pozytywne

s WyNiki zaobserwowa-

no w zachowaniu sie
mezenchymalnych
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PROLIFERATION

Ryc. 4 Proliferacja komorkowa na dyskach z poczatkowa kon-
centracja komdrkowa 50.000 komadrek/dysk podczas 28 dni.
Normalna plastykowa powierzchnia kultury (dane niewyka-
zane). Dane przedstawiono jako Btad Standardowy z co naj-
mniej trzema niezaleznymi prébami. Réznice zanalizowano
za pomocy jednokierunkowego testu ANOVA przyjmujac
Graniczny poziom istotnosci p-warto$¢ p<0.05

Fig. 4 Cell proliferation on the discs with an initial cellular con-
centration of 50,000 cells/dlisc during

28 days. A normal plastic culture surface was used as control
(data not shown). Data are presentedasmean = S.E.ofa
tleastthreeindependentexperiments. Differences
were analyzed by one- way analysis of variance, with p<0.05
being considered statistically significant (¥).

wzgledu na ich bliskos¢ fizjologicznych warunkdw i odgrywajaca
kluczowsa role w fizjologicznym procesie osteointegracji. Mezen-
chymalne komarki macierzyste sg niezréznicowanymi pluripoten-
cjalnymi komaorkami obecnymi w szpiku kostnym, czyli mogg sie
roznicowac w wiecej niz jeden typ komorek. Na przyktad moga sie
roznicowac lub specjalizowac w komorki chrzastki (chondrocyty),
komorki kosci (osteoblasty) oraz komarki ttuszczowe (adypocyty)
i moga by¢ odpowiednim Zrédtem autogennych komarek dla re-
generadji tkanki. Razem z komdrkami pochodzacymi z krwi MSC s3
komorkami odpowiedzialnymi za pierwszy kontakt z powierzch-
nig tytanowych implantéw [39-41]. Przyczepnos¢ tych komdrek
do powierzchni biomateriatu moze by¢ wazniejszym czynnikiem
dzieki jego biokompatybilnosci. Wysoki stopien przyczepnosci
komorek do powierzchni pozwala na wieksza przyczepnosc ota-
czajacych tkanek do biomateriatu. W naszym badaniu zaobserwo-
walismy, ze hMSCs byly w stanie nie tylko przyczepiac sie o wiele
bardziej na dysku o zmienionej powierzchni jak réwniez w duzym
stopniu zwiekszy¢ ich liczbe w porownaniu do dysku nieobrabia-
nego. Takie polepszenie przyczepnosci komdrkowej w zgodzie
z innymi autorami [42, 43] mogfoby by¢ wyttumaczone zwiekszo-
na zmodyfikowang powierzchnia. Zwiekszona powierzchnia kon-
taktu zmodyfikowanych dyskéw moze by¢ powigzana z wieksza
adsorbcja pochodzaca za posrednictwem surowicy z hodowli ko-
morek. Adsorbcja biatek i remodelacja matrycy na stycznosci ko-
maorkizmateriatem zostata juz wczesniej opisana jako silny induktor
przyczepnosci komorek (44). Inne wczesniejsze prace rowniez sg
w zgodzie z naszymi wynikami przyczepnosci i profileracji (25, 45).
Elektronowa mikroskopia skaningowa pokazata, ze komaorki hodo-
wane na obrobionych powierzchniach tworzyty wielokomaorkowe
warstwy kompletnie pokrywajace catg probke, podczas gdy te ho-
dowane na nieobrobionych mnozyly sie, ale nie tworzyty warstw.
W naszym badaniu moglismy rozrézni¢ ekspresje osteogennych
markerdw ( Runx-2 i osteopontin(OP)) w nieobecnosci zadnego
innego chemicznego inductora. Runx-2 jest wczesnym osteogen-
nym markerem i stuzy jako faktor transkrypcji komarek kosci. Juz
wczesniej zbadano, ze Runx-2 jest niezbedny w réznicowaniu sie

(a) oPH EXP

CELL CULTURE TIEE {DAYS

(b} RUMX-2EX

CELL CULTURE TikEE o5

Ryc. 5 Analiza PCR z odwrotng transkryptaza wybranych ge-
néw wyrazonych przez hMSCs w normalnych warunkach w
kulturze komodrkowej na obrabianych i nieobrabianych po-
wierzchniach. (@) Ekspresja Osteopontinu (OPN) i (b) ekspre-
sjia RUNX-2. Kontrolnie uzyto normalnego podtoza plastyko-
wego (dane nie pokazane). Wartosci zostaty znormalizowane
dla GAPDH. Dane przedstawiono jako Btad Standardowy z co
najmniej trzema niezaleznymi prébami. Rdznice zanalizowa-
no za pomocg jednokierunkowego testu ANOVA, przyjmujac
Graniczny poziom istotnosci p-wartos¢ p<0.05.

Fig. 5 Real - Time - PCR analysis of selected genesexpressed
by hMSCs under normal conditions in cell cultures on treated
and non-treated surfaces. (a) Osteopontin expression (OPN)
and (b) RUNX-2 expression. A normal plastic culture surface
was used as control (data not shown). Values were normali-
zed for GAPDH. Data are presented as mean = S.E. of at least
three independent experiments. Differences were analysed
by one-way analysis of variance, with p<0.05 being conside-
red statistically significant (¥).

osteoblastéw, w ekspresji genetycznej matrycy biatkowej kosci,
formacji kostnej, rozwoju zebdw i determinuje pochodzenie oste-
oblastéw z mezenchymalnych komorek, ktdre rdwniez odnoszg
sie do gendw kosci i zebdw (46,47). Wyzsza ekspresje tych gendw
mozna powigza¢ z wyzszg mineralizacja. OP jest pdZnym oste-
ogennym markerem i jego obecnos¢ wzrasta pdzniej, podczas
gdy Runx-2 rosnie we wczesnym etapie réznicowania. Stwierdzo-
no, ze OP petni nie tylko wazng role w matrycy zwapnienia tka-
nek twardych ale réwniez w przyczepnosci, rozprzestrzenianiu sie
imigracji komorkowej (48, 51). Jednak mechanizm regulujacy jego
Czynnosci pozostaje niejasny (52-57). Na Ryc. 5 mozemy zaobser-
wowac, ze czasowe rozmieszczenie zréznicowanych markerdw
jest zgodne z opisem w literaturze (46). Wczesny wzrost Runx-2
w 7 dni jest(zastepowany wyzszym wskaznikierm OP mRNA
w 14 dni. Oba rozrézniajace markery zostaty opisane jako wazne
elementy w mineralizacji matrycy (46, 47). To mégtby by¢ po-
wad, dlaczego obydwa markery sg przekroczone w 28 dniu. Ta
sekwencja molekularna zostata osiggnieta w naszym badaniu
przy niecbecnosci innych srodkéw z wyjgtkiem biomimetycznie
zmodyfikowanej powierzchni. Zbierajac razerm wszystkie wyniki In
vitro mozna wywnioskowac, ze uzywanie implantéw tytanowych
o powierzchni BAS do ortopedycznych i protetycznych protez
polepsza ostecintegracje i osteokondukdje, stymulujac prolifera-
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cje mezenchymalnych komaorek szpiku kostnego, ich przyczep-
nos$¢ i podziat na przeznaczenie osteoprogenne w nieobecnosci
zadnych innych czastek. Te rezultaty pokazuja, ze modyfikacja po-
wierzchni jest waznym parametrem modyfikujgcym zachowanie
komorkowe, ktdre powinno byc¢ wziete pod uwage przy projekto-
waniu ksztattu implantu.

PODZIEKOWANIA

To badanie powstato przy wspdtpracy Instituto de Salut (Instytut
Zdrowia) Carlos Il (ISCII) dzieki inicjatywie CIBER. Tytanowe dys-
ki zostaty podarowane przez AVINENT (Barcelona,Spain). Autorzy
dziekujg firmie Lot-Oriel za wsparcie w topograficznej charak-
teryzadji, jak réwniez Gillermu Antorrena i Carolinie Prozzi za ich
wsparcie techniczne.

INTRODUCTION

Titanium implants are widely used in orthopaedics and dentistry because of their good
biocompatibility, resistance to corrosion and mechanical properties'?). One essential
aspect in the performance of an implant is the mechanical and biological behaviour of
its interface with bone. A stable and sufficiently stiff and resistant interface between the
biomaterial surface and the surrounding tissue is a vital prerequisite both for immediate
implant loading and for the long-term success of such implants. This phenomenon has
been extensively analyzed in the literature™). The interface is usually achieved by the
biological process (partially regulated by mechanical and material properties) known
as osseointegration of the implant, which is obtaining an intimate connection of the
implant within the bone by means of an appropriate and sufficient growth of new bone
on the surface of the implant’). Achieving a good osseointegration depends on phy-
siological variables such as bone quantity and quality, on the particular properties of
the implant material, on the biocompatibility of the implant, and on the material and
implant surface properties &9).

Various surface modifications of titanium implants that greatly improve the osseointe-
gration process have been described in the literature. One of the most widely used pro-
cesses js introducing different chemical and/or biochemical substances on the surface.
Such modifications of the atomic composition of the surface have led to significant
improvements in the cell response on the surface material both in vitro and in vivo10-
13). Impregnation or coating with hydroxyapatite'*") or calcium phosphate'®’) have
been proposed as biomimetic approaches. However, despite the success achieved
through surface chemistry modifications in the early host-implant integration, there is
a general consensus that the modulation of surface texturing is also an important and
desirable variable, regardless of the surface chemistry approach followed in endosseous
implants'®’®). The benefits of topographical surface modifications have been previously
described in vitro and in vivo’?). In vitro studies have shown that surface topography
affects different cellular functions such as cell adhesion, proliferation, differentiation and
local factor production®), but that it also favours appropriate implant-cell interactions
on the bone-implant interface’”’). For example, implant biocompatibility largely de-
pends on the particular effect of the implant (especially its surface) on cells. In particular,

osteoblastic cells tend to adhere quickly on rough surfaces?®*). Also, cell differentiation
on rough surfaces is conditioned by parameters such as cell morphology, extracellular
matrix production, the specific activity of alkaline phosphatase, and osteocalcin pro-
duction®). The interaction between cells and the extracellular matrix (ECM) is another
critical factor for regulating cell functions such as cell shape, migration, proliferation,

and survival.

However, despite the widely accepted crucial role of the initial interaction between cells
and implant surface in achieving a faster initial bone formation and therefore in the final
clinical success, little is known about the specific molecular mechanisms involved in
the surface chemistry-dependent protein adhesion and its interaction with mechani-
cal variables such as roughness, surface topography, friction, stiffness and strength®*%).

The use of human mesenchymal stem cells (hMSCs) in promoting rapid osseointegra-
tion of implants has been proved to be highly relevant in terms of their potential to in-
tegrate with and promote functional restoration of bone”). Due to their strategic loca-
tion, MSCs have been described as one of the most important players in bone fracture
healing and implant incorporation, even more important than pre-existing osteoblast.

Implant collocation induces MSCs recruitment into the damaged zone being those
cells the main responsible cells of the bone healing and bone formation after beco-
ming osteoprogenitor cells®). It is also well known that bone marrow mesenchymal
stem cells have the ability to differenciate into various cell types including osteogenic
lineage™).

Therefore, the present study was designed to evaluate the cellular response in vitro of
human bone marrow derived MSCs cells (BMH cells) on biomimetic modified titanium
surfaces. The main purpose of this study was to compare the adhesion, proliferation and
osteoblastic differentiation potential of hMSCs culture that have been analyzed in an In
vitro system that offers a tandem model to in vivo applications.

MATERIALS AND METHODS

Titanium disc fabrication

Grade 5 ELI Ti (Ti6AI4V) titanium discs supplied by Avinent Implant System (Barcelona,
Spain) were used. The machined and polished discs of 10 mm diameter and 2 mm thick
were divided in two groups: non-treated polished discs and discs treated with BAS (Bio-
mimetic Advanced Surface). The BAS surface treatment was obtained by a combination
of two processes. First, a shot blasting procedure was carried out using aluminium oxide
as a blast media with a particle size between 212 and 300 um for 30-40 s at 3-5 bars.
Afterwards, the discs were anodized for 40-90 s by connecting them to a Direct Current
power supply and using an electrolyte solution rich in Ca and P results in a ratio 2/1 of a
Caand P. The BAS surface topography is characterized by the presence of macrorough-
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ness and microporosity in the titanium oxide with a calcium and phosphorus deposit.
The non-treated discs were prepared through initial polishing with silicon carbide paper
and then with aluminium oxide with a particle size of 1 um and 0.05um. The titanium
discs were washed in an ultrasound bath to remove traces of aluminum oxide particles
that may remain during treatment and autoclaved before being used in cell cultures.
Standard tissue culture plastic was used as control.

Titanium disc characterization

Sample topography and roughness were measured optically with a white light interfe-
rence microscope (NewView 7100, ZygolLot, Darmstadit, Germany). Two different objec-
tive lenses (X 10, X 50) were used to characterize the sample surface. The microporosity
of the samples was examined by scanning electron microscopy (Inspect F, FEI, Hillsboro,
Oregon, USA) at an accelerating voltage of 20 kV. The chemical characterization was
carried out with X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) (AXIS Ultra DLD, KRATOS, UK)
as described by Boyd et al.35).

Cell culture

hMSCs from human bone-marrow (Lonza, Basel, Switzerland) were maintained as sub-
confluent monolayers in alpha-Modified Eagle’s Medium (Sigma, Steinheim, Germany)
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL
streptomycin (Sigma) and 5 ug/mL FGF-2 (SIGMA) at 37°C. The cells were harvested using
trypsin-EDTA (Sigma) and seeded on control, treated and non-treated samples in 24-well
plates for differentiation, proliferation and adhesion tests. The medium was changed
twice a week. For all the experiments, 10% FBS normal medium was used without any
differentiation factors. All the experiments were conducted using cells up to passage 5.

Cell morphology observation

The sample surfaces were also examined by scanning electron microscopy after cell
seeding (Inspect F, FEI). After 1 day in culture, the seeded discs were fixed with 2% glu-
taraldehyde. Following fixing, the titanium discs were washed in phosphate buffered
saline (PBS). The samples were then dehydrated through the ascending ethanol series,
dried to critical point, gold coated (10-15 nm) and viewed through a scanning electron
microscope (SEM) as previously described.

Cell adhesion assay

Cell attachment on each substrate was evaluated by recording the number of cells at-
tached after incubation:

2X105 cells/sample were seeded on the materials and incubated for 6, 12 and 24 h.
The specimens were then washed with PBS to eliminate unattached cells. The adhe-
rent cells were removed from the substrate by incubation twice with trypsin 0.25% in
EDTA (Sigma). The resulting cell suspension was counted with a Neubauer chamber.
Three measurements on each group were performed per experiment. The results were
expressed as the number of total adherent cells per disc.

Proliteration assay

The proliferation of hMSCs cells cultured on the discs was evaluated by measuring the
cell number present on the material after 7, 14, 21 and 28 days of culture. The previously
used cell concentration induced contact inhibition due to lack of space after 28 days in
culture (data not shown). An optimal concentration of 50,000 cells per disc was used
for long culture periods. Once the culture period was over, the cells were detached by
trypsinization and counted with a Neubauer chamber. Three measurements on each
group were performed per experiment.

Gene expression by real time—polymerase chain reaction Semi-quantitative RT-PCR was
used to assess the gene expression level of several well known osteogenic markers in
hMSCs cells. The hMSCs cells were cultured on titanium discs (5X 105 cells/mL) over a
time period of 7, 14, 21 and 28 days. Plastic tissue culture was used as control. At these
times intervals, the cells were trypsinised twice and RNA extracted using a Trizol reagent
(Invitrogen, Life Technologies Ltd, Paisley, UK). The first-strand synthesis of single-strand
CcDNA from RNA for use as a PCR template was carried out with a SuperScriptTM First-
-Strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Expression of osteogenesis-related genes inc-
luding runt-related transcription factor-2 (RUNX-2) and Osteoponin (OPN) were quanti-
fied using Real time-PCR (Applied Biosystem, Real time-PCR detection system) TagMan
Assay on demand expression Assays (GAPDH Assay ID: Hs00266705_g1; OPN: SPP1
Assay ID: Hs00959010_m1; RUNX-2: RPL32 Assay ID: Hs00851655_g1). All the samples
were analyzed in triplicate. The comparative cycle threshold-value method was used to
calculate the relative quality of RUNX-2, OPN, and GAPDH. The relative expression levels
for each gene of interest were normalized with the expression of the housekeeping
gene GAPDH and with the expression of the genes of interest in the control sample.

Statistical analyses

All cell culture experiments were carried out in triplicate at least three times. Analysis of
variance (ANOVA) and pairwise multiple comparison tests (t student test) were used to
determine differences within each group (SPSS software package). A statistical signifi-
cance was obtained for p<0.05.

RESULTS

Surface characterization

The optical roughness measurements and the scanning electron microscopy pictures of
the different surfaces show that the BAS surface samples have macro and microscopic
roughness due to the impact of aluminium oxide particles during the shot blasting pro-
cess, and pores with a diameter of 1-2 um uniformly distributed throughout the surface
(Figs. 1aand b). Polished and treated samples showed a Ra mean value of 0.276 1/ m=0.08
Lmand 2.8 m=0.36 1 m respectively. Significant differences (p<0.05) in 3D roughness
were observed between both samples (Figs. 1¢c and d). Chemical analysis showed the
presence of oxygen, calcium, phosphorous and sodium on the surface of the treated sam-
ples, elements introduced on the surface during the anodization process (Figs. Te and f).
Cell adhesion

The effects of treated and non-treated superficial Ti discs on enhancing human MSC
adhesion were evaluated by cellular counting. A cellular concentration of 200,000 cells/
disc was tested. The results showed (Fig. 2) a significant increase in the cellular adhe-
sion on the treated surface during 24 h when compared to the non-treated one (n=9;
*0<0.05 for 6, 12 and 24 h). A clear decrease in the attached cells to the non-treated tita-

nium discs was observed. The minimum was achieved 12 h after cell seeding. However,
an almost constant and significantly higher number of cells were detected in the treated
samples. Scanning electron micrographs of the cells on the substrates after 24 h of se-
eding showed a better adherence of the cells on the treated titanium surface than on
the non-treated surface. This can be observed in Fig. 3 which shows a thin layer of cells
appearing on the non-treated surface and cells spreading in different layers completely
covering the treated surface of the discs.

Cell proliferation

Over 28 days, the treated surface samples showed an increased number of cells when
compared to the non- treated samples. However, a non-significant decrease in cell num-
bers was observed after 14 days in both groups in comparison with previous time points.
Proliferation on the BAS treated surfaces was observed when compared to the non-tre-
ated surfaces on day 7 and 28, this increase being significant on day 14 and 21 (Fig. 4).

Cell differentiation

Cells growing on common plastic culture surfaces were used as a control to normalize
the results obtained in the RT-PCR analysis to also evaluate the osteogenic effect of the
titanium. The expression of Osteopontin and Runx-2 in hMSCs isolated from the diffe-
rent surfaces was analyzed. Both titanium surfaces were able to increase the expression
of the osteogenic differentiation markers. However, the BAS surface samples were able
to enhance the expression levels of osteopontin (Fig. 5a) and Runx-2 (Fig. 5b) in compa-
rison with the non-treated surface samples. These differences were significant on day 14
for OPN and on day 7 for RUNX-2. On day 28, both genes showed significant differences
when compared with the non-treated surface samples.

DISCUSSION

It has been shown that a prerequisite for a successful implant is rapid osseointegration
and long-term stability. In both cases, the implant surface is of paramount importance.
Surface properties of biomaterials play a critical role in the establishment of the cell-bio-
material interface’). The results presented in this study demonstrate that a biomimetic
modified surface has beneficial effects on these osteoinduction- related processes in
vitro. These positive effects observed in the mesenchymal cell behaviour are due to a
combination of factors involving topography, microstructure and surface chemistry. It
has been widely reported that surface roughness by itself has a great effect on oste-
oblast attachment, proliferation and differentiation?'323>%), Most studies comparing the
influence of surface modifications on titanium implants to determine adhesion, prolife-
ration or differentiation properties have used osteoblast cell lines. However, in this study
we have decided to use human mesenchymal stem cells because they are closer to the
actual physiological conditions and play a key role in the osseointegration physiologi-
cal process. Mesenchymal stem cells are undifferentiated pluripotential cells present in
bone marrow, capable of differentiating into many cell types (chondrogenic, adipogenic,
or osteogenic lineages) and may be a suitable autogenous cell source for tissue regene-
ration. Together with cells coming from the blood, the MSCs are the cells responsible for
the first contact with the surface of titanium implants**#). The adhesion of these cells to
a biomaterial surface can be a major factor mediating its biocompatibility. A high degree
of cell adhesion to the surface allows a strong attachment of the surrounding tissue to
the biomaterial. In our studly, we have observed that hMSCs were able not only to attach
significantly better to treated surface titanium discs than to untreated ones, but also to
significantly increase their number. This improvement in cell adhesion is in accordance
with other authors*#) and could be explained due to the greater surface area obtained
in our surface modification. This increased area in the surface modified titanium discs co-
uld be coupled to a higher protein adsorption coming from the serum of the cell culture
medium. Protein adsorption and matrix remodelling at the cell-material interface has
been previously described as a potent cell adhesion inductor®). Other previous works
are also in concordance with our adhesion and proliferation results’#). SEM observation
showed that cells cultured on the treated surfaces formed multicellular layers comple-
tely covering the whole sample while those cultured on the untreated ones proliferated
but did not form layers. In our study we have also been able to induce the expression
of osteogenic differentiation markers (Runx-2 and osteopontin (OP)) in the absence of
any chemical differentiation inducer. Runx-2 is an early osteogenic marker and serves as
a critical bone cell transcription factor. It has been previously demonstrated that Runx-2
is essential for osteoblast differentiation, gene expression of bone matrix proteins, bone
formation, and tooth development and that it determines the lineage of osteoblasts
from mesenchymal cells as well as regulating many bone and tooth related genes®+). A
higher expression of this gene seems to be related with higher mineralization. However,
OP is a late osteogenic marker and its expression is increased as a late event meanwhile
Runx-2 increases as an early event on differentiation. It has been proposed that OP plays
animportant functional role not only in matrix calcification of hard tissues, but also in the
adhesion, spreading, and migration of cells**'). However, the mechanism regulating its
activity remains unclear®”*). In Fig. 5, it could be observed that the temporal distribution
of the differentiation markers are in accordance with the previously described in litera-
ture®). An early increase of Runx-2 in day 7 is followed by a higher OP mRNA expression
in day 14. Both differentiation markers have been also described as important players in
matrix mineralization*#). These could be the reason why both differentiation markers
are overexpressed in day 28. This molecular sequence has been achieved, in our study,
in the absence of any differentiation media but in contact with a biomimetic modified
surface. Consequently, taking all these in vitro results together, it can be concluded that
using Ti- implants with BAS treated surfaces for orthopaedic or dental prostheses could
improve the osseointegration and osteoconduction processes in humans, stimulating
the bone-marrow mesenchymal stem cell proliferation, adhesion and differentiation
to osteoprogenitor fates in the absence of any differentiation molecule. These results
demonstrate that surface modification is an important parameter able to modify cell be-
haviour that should be taken into consideration for the improvement of implant design.
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