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Ze wzgledu na rosngcag potrzebe szybkiej i wiarygod-
nej weryfikacji biozgodnosci nowych materiatéw prze-
znaczonych do implantacji, zastosowanie technik biolo-
gii molekularnej w obszarze inzynierii biomateriatéw na-
biera coraz wiekszego znaczenia. Wiadomo, ze wsz-
czepiony biomateriat nie pozostaje obojetny wobec kon-
taktujgcych sie z nim komoérek i moze by¢ postrzega-
ny jako potencjalne zrodto stresu. Efektem mogg by¢
zmiany w ekspresji genéw i biatek, przejawiajgce sie
w zroznicowanej odpowiedzi metabolicznej komérek, co
z kolei moze mie¢ przetozenie na ostateczng akceptacje
implantu przez tkanki i organizm biorcy. Powyzsze obser-
wacje sktaniajg do sformutowania nastepujacej tezy: Za-
réwno sktad chemiczny biomateriatu, jak i struktura jego
powierzchni, wywierajg mierzalny wptyw na metaboliczng
odpowiedz komorek kontaktujgcych sie z tg powierzchnia.

Badaniem aktywnosci genow ulegajacych ekspresji w ko-
morce zajmuje sie transkryptomika, wykorzystujgca rézno-
rodne techniki biologii molekularnej (QRT-PCR, Northern
blotting, mikromacierze cDNA). Celem naszej pracy jest
analiza zmian w ekspresji genéw cyklu komoérkowego w ko-
morkach ludzkich osteoblastéw linii Saos-2 (ATCC, Manas-
sas, USA) hodowanych na polerowanych i piaskowanych
powierzchniach stopoéw tytanu Ti6AI4V (ISO 5832-3) oraz
Ti6AI7Nb (ISO-5832-11), z wykorzystaniem zestawu mikro-
macierzy cDNA (Cell Cycle Oligo GEArray-Human, SABio-
sciences). Pomimo wieloletniej i bardzo szerokiej aplikacji
tytanu i jego stopéw w obszarze implantologii i medycyny,
nadal nie w petni poznano molekularny aspekt interakc;ji ty-
tan/stop tytanu-komérka.

Probki stopéw tytanu o wymiarach 3 mm grubosci
oraz 20 mm $rednicy szlifowano na wodnych papierach
Sciernych o malejgcej gradacji ziaren, a nastepnie polero-
wano zawiesing tlenkowg na bazie koloidalnego roztworu
krzemionki (Struers). Czes$¢ krgzkéw poddano nastepnie
piaskowaniu ziarnem Al,O, o wielkosci 110 um, padaja-
cym pod katem 45° przy ci$nieniu 4,5 Bar. Prébki myto
w myjce ultradzwiekowej w acetonie przez 10 min i w wodzie
dejonizowanej przez kolejne 10 min.

Hodowle osteoblastéw na polerowanych i piaskowanych
powierzchniach Ti6AI4V i Ti6AI7Nb poprzedzono sterylizacjg
parowg badanych krgzkéw. Po sterylizacji probki inkubowa-
no przez 48h z zawiesing osteoblastéw w petnym medium
hodowlanym (McCoy’s 5a Modified Medium z dodatkiem
15% ptodowej surowicy bydlecej (FBS), penicyliny i strep-
tomycyny) w temperaturze 37°C, przy wilgotnosci wzgled-
nej 100%, w obecnosci 5% CO,. Réwnolegle przygotowa-
no proby kontrolne, ktére stanowity komorki nie poddane
kontaktowi z biomateriatem (kontrola) oraz komorki podda-
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Due to the increasing need for rapid and reliable verifica-
tion of biocompatibility of new materials intended for implan-
tation, the application of molecular biology techniques in the
field of biomaterials engineering is becoming extremely im-
portant. It is commonly known that implanted material is not
neutral for cells contacting its surface and can be considered
as the potential source of stress for these cells. As a result
of implant-cell interaction changes in genes and proteins’
expression, manifested in metabolic cell response, can be
observed, and they may be related with the final implant
acceptation by the patient’s tissues. Above observations
have lead to the formulation of the following thesis: Both the
biomaterial composition and its surface topography, have
a measurable impact on the metabolic response of cells
being in contact with the surface of biomaterial.

The discipline that enables to evaluate the activity of
genes undergoing expression in cells is transcriptomics,
using various techniques of molecular biology (QRT-PCR,
Northern blotting, cDNA microarrays). The aim of our study
is to analyze changes in cell cycle gene expression in human
osteoblasts line Saos-2 (ATCC, Manassas, USA) cultured
on polished and sandblasted surfaces of titanium alloys
Ti6Al4V (ISO 5832-3) and TiBAI7Nb (ISO-5832-11), with the
use of cDNA microarrays (Cell Cycle Oligo GEArray-Human,
SABiosciences). Despite the long and very broad applica-
tions of titanium and its alloys in the field of implantology and
medicine, the molecular aspect of titanium/titanium alloy-cell
interaction is still not well understood.

Disc-shaped samples of titanium alloys, 20 mm in diam-
eter and 3 mm thick, were grinded on abrasive papers of
decreasing grain grit and polished with silica-based paste
(Struers). Additionaly, some samples of each alloy were
sandblasted with Al,O, grains 110 pym in size, hitting the
surface at a 45° angle and a pressure of 4,5 Bar. Then the
samples were cleaned in an ultrasonic bath in acetone for
10 minutes and in deionised water for the next 10 minutes.

The culture of Saos-2 cells on polished and sandblasted
surfaces of Ti6Al4V and Ti6AI7NDb alloys was preceded with
steam sterilization of the samples. After autoclaving the sam-
ples were incubated for 48h with suspension of osteoblastic
cells Saos-2 in full medium (McCoy’s 5a Modified Medium
supplemented with 15% fetal bovine serum (FBS), penicillin
and streptomycin) at 37°C, in the atmosphere of 5% CO,
and relative humidity 100%. Control samples were prepared
as well: cells that were not in contact with any examined
material (control) and cells that were grown on the surface
of polished medical steel AISI 316L (reference sample). Af-
ter 48h the cells on the examined surfaces were lysed with
a solution of phenol and guanidine isothiocyanate (TRIzol
Reagent) and RNA isolation procedure was performed.
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ne kontaktowi z polerowang
powierzchnig stali medycz-
nej AISI 316L (tzw. prébka
referencyjna). Po uptywie
48h komérki na badanych
powierzchniach lizowano
za pomocg roztworu fenolu
i izotiocyjanianu guanidyny
(TRIzol Reagent) i przepro-
wadzano procedure izolacji
RNA. Nastepnie czastecz-
ki RNA amplifikowano i zna-
kowano biotyng przy uzyciu
zestawu MessageAmpTM
II-Biotin Enhanced Kit (Am-
bion). Membrany mikroma-
cierzy poddane wczesniej-
szej prehybrydyzacji inku-
bowano z prob-kami RNA
przez 12h w 60°C, nastep-
nie blokowano wolne miej-
sca buforem blokujgcym i
inkubowano z kompleksem
streptawidyna-fosfataza al-
kaliczna. Dodatek CDP-Star
umozliwiat uzyskanie obra-
zu transkryptomu metodg
chemiluminescencyjng na
filmie rentgenowskim. Do
analizy densytometrycznej
obrazéw mikromacierzy wy-
korzystano program Image-
Quant TL (GE Healthcare).
Przyktadowe obrazy mikro-
macierzy dla polerowanych
stopéw TiBAI4V i Ti6AI7Nb
przedstawia RYS.1.

Na podstawie przeprowa-
dzonych badan sformutowa-
no nastepujgce wnioski:

* Analiza transkrypto-
mu osteoblastéw hodowa-
nych na powierzchniach ba-
danych stopéw tytanu oraz
probce referencyjnej wyka-
zata liczne, znaczgce zmia-
ny w ekspresji genéw w sto-
sunku do hodowli kontrolne;j.

» Kontakt osteoblastow
z powierzchnig V pol, Nb
piask i Nb pol spowodo-
wat witgczenie trzech ge-
noéw (100% nadekspresja).
Sg to dwa geny odpowie-
dzialne za punkty kontrolne
i zatrzymanie cyklu komor-
kowego oraz gen odpowie-
dzialny za prawidtowy prze-
bieg fazy G2 i przejscia fazy
G2 w faze M.

* Istotne zmiany w eks-
presji dotyczg od 23 do 40
genow cyklu komoérkowego,

przy czym najwiekszg ilo$¢ zmian zaobserwowano dla po-
lerowanego stopu Ti6AI4V, a najmniejszg - dla referencyj-
nej prébki stalowej (RYS.2.).

* Najczestszym mechanizmem zmian w komoérkach
osteoblastow poddanych kontaktowi z badanymi sto-

RYS. 1. Obrazy mikromacierzy cyklu komérkowego po hybry-
dyzacji z transkryptomem osteoblastéw hodowanych na po-
wierzchniach polerowanych stopéw tytanu, kontroli i probce
referencyjnej: K - kontrola, S - stal AISI 316 L, Nb pol - polero-
wany Ti6AI7NDb, V pol - polerowany Ti6Al4V.

FIG. 1. Images of the cell cycle microarray after hybridiza-
tion with the transcriptome of osteoblasts cultured on poli-
shed titanium alloys, control and reference sample: K - control,
S - stainless steel AISI 316 L, Nb pol - polished Ti6AI7Nb,
V pol - polished Ti6AI4V.
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RYS. 2. Liczba i rodzaj zmian w ekspresji genéw cyklu komor-
kowego w komérkach osteoblastow hodowanych na powierzch-
niach badanych biomateriatléow. Za nadekspresje genéw przyjeto
wartos¢ ilorazu intensywnosci zaczernienia spotu badanego do
spotu kontrolnego wieksza lub rowna 1,25; za supresje — war-
tosc¢ iloraz intensywnosci zaczernienia spotu badanego do spo-
tu kontrolnego mniejsza lub rowng 0,75; zmiany w ekspresji
genow o mniejszej intensywnosci, nieistotne statystycznie wy-
szczegolniono jako + ns (nadekspresja ns) lub - ns (supresja
ns), natomiast brak zmian oznaczono jako bz;

Nb piask — piaskowany Ti6Al7Nb,

V piask — piaskowany Ti6Al4V.

FIG. 2. The number and type of changes in cell cycle gene expres-
sion in osteoblast cells cultured on the surfaces of tested bio-
materials. Genes overexpression is determined for test to con-
trol spot volume ratio greater than or equal to 1.25, the suppres-
sion — for test to control spot volume ratio less than or equal to
0.75, changes in gene expression of a lower intensity, not stati-
stically significant are listed as + ns (ns overexpression) or - ns
(ns suppression), whereas no changes were determined as bz;
Nb piask - sandblasted Ti6AI7Nb,

V piask - sandblasted Ti6AIl4V.

sample (FIG.2).

Then the molecules
of RNA were ampli-
fied and biotin-labeled
with the use of Mes-
sageAmpTM IlI-Biotin
Enhanced Kit (Ambi-
on). Microarray mem-
branes subjected to
a previous hybridization
were incubated with the
RNA samples for 12h at
60°C, then blocked with
blocking buffer and in-
cubated with a complex
of streptavidin-alkaline
phosphatase. Addition
of CDP-Star allowed
to obtain an image of
transcriptome on X-ray
film by the chemilumi-
nescence method. For
densitometric analysis
of microarrays Image-
Quant TL program (GE
Healthcare) was used.
Microarrays images for
polished Ti6Al4V and
Ti6AI7Nb alloys are
shown in FIG.1

Based on our study
the following conclu-
sions are made:

* Analysis of the
transcriptome of oste-
oblasts cultured on pol-
ished and sandblasted
surfaces of titanium
alloys and the refer-
ence sample indicated
numerous, significant
changes in gene ex-
pression compared to
control culture.

* Contact of osteob-
lasts with the surface
of V pol, Nb pol and
Nb piask resulted in
the turning on of three
genes (100% overex-
pression). These are
two genes responsi-
ble for the cell cycle
checkpoints and cell
cycle arrest and one
gene responsible for
G2 phase and G2/M
phase transition.

« Significant chang-
es in gene expression
include 23 to 40 genes
of the cell cycle, with
the largest number of
changes observed for

polished Ti6AI4V alloy, and the lowest - for the reference

» The most common mechanism of changes in osteoblas-

tic cells cultured in the presence of examined titanium alloys,
regardless of their surface modification, is overexpression
(the increase of gene expression).
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pami tytanu, niezaleznie od ich modyfikacji powierzch-
niowej, jest nadekspresja (wzrost ekspresji genéw).
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Streszczenie

W artykule przedstawiono wptyw metody wytwarza-
nia kompozytu metaliczno — ceramicznego Ti+HAp na
Jjego wiasnosci strukturalne. Badania zostaty wykona-
ne na prébkach o osnowie tytanu zawierajgcych od 20
do 50% HAp uzyskanych metodg metalurgii proszkow,
spiekanych w prézni o warto$ci 10~ Pa oraz atmos-
ferze argonu. Podczas badan dokonano analizy mi-
krostrukturalnej otrzymanych probek, okreslono sktad
fazowy wystepujgcy w badanym materiale, oznaczo-
no gesto$¢ pozorng kompozytéw przed i po spieka-
niu. Dodatkowo wyznaczono zmiane liniowg i objeto-
Sciowg, jaka towarzyszyta kompozytom.

Stowa kluczowe: kompozyty, tytan, hydroksyapa-
tyt, metalurgia proszkéw

[Inzynieria Biomateriatow, 116-117, (2012), 48-51]

Wprowadzenie

Tytan posiadajgc dobre wiasnosci mechanicznych,
wysokg odpornosc¢ korozyjng oraz najlepszg wsrdd bioma-
teriatéw obojetnosc¢ biologiczng, jest stosowany w réznych
dziedzinach medycyny [1,2]. Stosowanie tytanu ogranicza
jednak zjawisko metalozy, jak rowniez niska odpornosc¢ na
Scieranie [3,4]. Pomocne w tym przypadku moze by¢ wy-
tworzenie kompozytéw Ti+HAp, tgczacych zalety materiatow
metalicznych, uzupetnianych unikalnymi wtasnosciami ma-
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Abstract

The paper presents the effect of a method of ob-
taining a metallic-ceramic composite Ti+HAp on its
structural properties. The examinations were carried
out on the samples with titanium matrix which con-
tained from 20 to 50% of Hap obtained by means of
powder metallurgy, sintered in vacuum with pressure
of 10 Pa and in argon atmosphere. The microstruc-
tural analysis of the obtained samples was carried out
and phase composition was determined for the ma-
terials studied. Furthermore, the authors determined
bulk density of composites before and after sintering
as well as linear and volumetric changes observed
for the composites.

Keywords: composites, titanium, hydroxyapatite,
powder metallurgy

[Engineering of Biomaterials, 116-117, (2012), 48-51]

Introduction

Titanium, famous for its excellent mechanical properties,
high resistance to corrosion and best biological compatibility
among biomaterials, has been used in different areas of
medical applications [1,2]. The use of titanium, however, is
limited by the phenomenon of metallosis and exhibits low
resistance to wear [3, 4]. In such cases, obtaining compos-
ites of Ti+HAp that combine the advantages of metallic ma-
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