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A peri-implantitisz terapiajaban a kontaminalédott fogaszati implantatum-felszin fert6tlenitése és kémiai tisztitasa
alapvetd fontossagu. Fontos azonban az is, hogy a tisztitas ne eredményezzen a titanfelszinen olyan véaltozast, ami az
implantatum biointegraciora valé alkalmassagat hatranyosan befolyasolna. A szerz6k Grade 4-es tisztasagu, esztergalt
felszinii CP titan korongokat (CAMLOG™ Biotechnologies AG, Svéjc) kezeltek 3% H,0,-dal (5 perc), tultelitett citrom-
savval (pH = 1; 1 perc) vagy klorhexidin géllel (5 perc). A korongok felszinét kezelés el6tt és utan atomi er6 mikroszkop-
pal (AFM) és rontgen-fotoelektron spektroszkoppal (XPS) vizsgaltak. A biointegraciora vald alkalmassag mindsitésére
human oralis epithel sejtek 24 dra eltelte utani kitapadasat és 72 dra alatt bekdvetkezd sejtosztdédasat értékelték
a szerz6k dimetiltiazolil-difeniltetrazélium bromid (MTT) teszttel és bicinkoninil sav (BCA) fehérje-meghatarozé maéd-
szerrel. Az AFM mérések nem mutattak szignifikans kilonbséget a felliletek kezelés el6tti és utani érdessége kozott.
Az XPS eredmények alapjan a TiO, réteg (1-25 nm) szerkezete a kezeléseket kbvetéen egyik mintan sem valtozott.
Az MTT és BCA vizsgalatok hasonld mértéki sejtletapadast mutattak mindegyik vizsgalati csoportban, a sejt-prolifera-
ci6 MTT vizsgalatanak eredménye viszont szignifikdnsan magasabb érteki volt a H,O,-dal kezelt korongok esetében,
mint a klérhexidin géllel kezelt korongokon. KoveTkezTETESEK A vizsgalt korongok felszinén a dekontaminalé anyagokkal
valé kezelés nem jart a biointegraciora valé alkalmassagot karosan befolyasol6 hatassal. A H,0,-dal térténd tisztitas

utan némileg névekedett a sejtosztodas mértékének a mutatdja, a klérhexidin gélhez viszonyitva.
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Bevezetés

A titannak és 6tvOzeteinek kedvez§ tulajdonsagaik
miatt, széles kor( orvosi és fogorvosi alkalmazasai is-
mertek [21, 24]. Er6sen reaktiv fém, nanoszekundu-
mok (109 s) alatt 20-100 A vastagsagu oxidréteg ke-
letkezik a felszinén. Ez a réteg atjarhatatlan az oxigén
és mas szennyez8dések szamara, ezaltal korrdzio-
rezisztenssé valik [19]. Kis s(irlisége (4,43 g/cm?; az
acélnal 45%-kal kdnnyebb, de ugyanolyan erds) és ki-
emelkedd biokompatibilitdsa teszi a fogaszati implan-
toldgia illetve az arc-, allcsont- és szajsebészet idealis
anyagava.

Az implantatumok élettartamat az anyaguk, szerke-
zetlk és az adott igénybevétel mellett nagymértékben
befolyasolja a kérnyez6 lagy- és keményszdvetek (az
alveolaris csont, a két6szévet és a hamréteg) allapota.
A fogaszati miigyOkerek behelyezését kdvetd esetle-
gesen kialakulé szév6dményekért altalaban eme sz6-
vetekben kialakuld, gyorsan terjedd gyulladas a felelGs.

Erkezett: 2010. julius 1.
Elfogadva: 2010. augusztus 30.

A peri-implantalis gyulladasok kézll a peri-implanta-
lis mucositis olyan reverzibilis gyulladas, amely az im-
plantatum kor(li 1agyszdveteket érinti, csontpusztulas
nélkll. Ezzel szemben a peri-implantitisz esetén lagy-
és keményszovetekre terjedd gyulladas figyelheté meg,
mely visszafordithatatlan, és csontlebontddassal jar [2,
39]. Harom, klinikailag relevans tanulmanyban Brane-
mark-implantatumok behelyezése utan kdvetéses vizs-
galatokat végeztek, hogy a peri-implantitisz eléfordula-
si gyakorisagat meghatarozzak [11, 28, 29]. Fransson
és mtsai [11] minimum 5 éves kdvetés soran 662 pa-
ciens esetében, 3413 behelyezett implantatumot vizs-
galtak. A paciensek 28%-aban progressziv csontpusz-
tulast (egyéves és tébb mint 6téves vizsgalat kozott
kialakult csontpusztulas) tapasztaltak. Az implantatu-
mok szamara vonatkoztatva, ez a szazalék 12,4% volt.
Renvert és mtsai [28] atlagosan 10,8 éves kdvetéses
vizsgalatukban (213 péaciens, 976 Branemark-implan-
tatummal) azt tapasztaltak, hogy a behelyezett imp-
lantatumok 14,9%-anal volt tébb mint harom csavar-
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menetnyi csontpusztulas. Ez minimum 1,8 mm-nyi
csontveszteségnek felel meg, és ezt tekintették peri-
implantitisznek. Roos-Jansaker és mtsai [29] 9-14
éves kovetéses vizsgalatot végeztek 218 paciens
1057 implantatumanak behelyezését kdvetden. A kli-
nikai és radioldgiai értékelés szerint, kimutattak, hogy
a paciensek 16%-anal (kortdl, nemtél, behelyezés he-
lyétél, dohanyzasi szokasoktdl fliggetlenul) alakult ki
peri-implantitisz, mig az implantatumokra vonatkoz-
tatva 6,6%-nal. A peri-implantitisz meghatarozasanal
szintén a 3 csavarmenetnél nagyobb csontpusztulast
vették figyelembe. Az el6fordulas gyakorisagaban ta-
pasztalhaté kilonbségek tobbféle okra vezethetdk
vissza. Tdbbek kdzdtt a peri-implantitisz diagnosztikai
kritériumainak meghatarozasa, az implantatum behe-
lyezésének konkrét jellemzdi és a paciensek kulon-
b6z6 gyogyulasi hajlama is hozzajarulhat a kilénb-
ség kialakulasahoz. A fert6zés és a mechanikai faktor
(tulterhelés a szuprastruktura elkészitését kovetden)
dontd fontossagu a peri-implantalis gyulladasok etio-
faktor esetében bakteridlis kolonizacio figyelheté meg
az implantatum felszinén [18, 27]. A dentalis implan-
tatum kordli gyulladas kialakulasaért és fennmarada-
saért leginkabb a Gram-negativ anaerob mikroflora
a felel6s [20]. Ha a kornyezeti tényez6k a kdrokozok
szamara optimalisak, akkor a baktériumok és toxinjaik
nagymeértékben felhalmozédnak, és gyorsan progredia-
16, apikalisan terjedd csontpusztulas alakul ki, amely
sulyos esetben az implantatum elvesztéséhez vezet.

A peri-implantitisz terapiajaban az elhalt szévet ma-
radéktalan eltavolitasa és a kontaminaldédott felszin
tisztitasa alapvet6 fontossagu, amelyet sebészi tech-
nikakkal egészithetlink ki. Az implantatum felszinének
tisztitasa torténhet mechanikai uton (homokfuvas), ké-
miai anyagokkal (citromsav, foszforsav, H,0,, kl6rhe-
xidin-digliikonat [CHX], delmopinol, j6d, kiéramin-T, eti-
Iéndiamin-tetraecetsav [EDTA]) vagy kiilonb6z6 1éze-
rek segitségével (CO,, didda, Er:YAG, Nd:YAG). Se-
bészeti beavatkozasként alkalmazhaté az iranyitott
szoveti regeneracio, a csontgraftok és -membranok
kllébnb6z6 tipusai [18, 33]. Sulyos esetben, szisztémas
és lokalis antibiotikum kezeléssel egészithetjlik ki a te-
rapiat [14, 27, 33, 36].

A CHX altalanosan alkalmazott szer a fogorvosi ke-
zelések soran, szajoblogetéként és helyi antimikrobialis
szerként is javasoljak. A peri-implantitisz terapiajaban
a CHX oldatat 6blogetékent, gyakran atéblité oldat-
ként hasznaljak, kiegészitve szisztémas antibiotikum
adassal [1, 14, 30, 33]. Renvert és mtsai [25, 26] a CHX
és a minociklin hatasossagat vizsgaltak. Tapasztala-
taik alapjan a minociklin a periimplantalis tasak szon-
dazasi mélységére és a vérzési index alakulasara is
pozitiv hatassal volt, mig a CHX csak enyhén cs6kken-
tette a vérzési index értékét. A CHX alkalmazasa ha-
tékony kiegészitésnek bizonyult sebészi terapia eseté-
ben is, iranyitott széveti regeneracio soran [12, 35].

Barbour és mtsai [6] vizsgaltak a CHX koét6déseét
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anataz és rutil TiO, kristalyokhoz. Kisérleteik soran a
CHX-et foszfat- és 4-morfolinoetanszulfonil sav (MES)
pufferben vitték fel a TiO, kristalyokra. T6bb CHX ko-
t6dott az anataz TiO, kristalyokhoz mint a rutilhoz,
és gyorsabban valt le (deszorbealddott) az anatazral,
mint a rutilrdl, a puffertipustdl fliggéen. Burchard [8]
tanulmanya alapjan a fibroblasztok szivesebben ta-
padnak ki a CHX-el kezelt fellletre, mint az 6n-fluorid-
dal (SnF,) kezeltre.

A peri-implantitisz sebészi kezelése soran tultelitett
citromsav-oldatot is gyakran hasznalnak a kontamina-
|6dott implantatum tisztitasara [10, 34]. Erdes Ti imp-
lantatumok felszinének (Nobel Biocare™, Géteborg,
Svédorszag) plakkal t6rténé kontaminalédasa utan, a
citromsavas és a 10%-os H,0,-0s kezelés hatasara,
azt tapasztaltak, hogy mindkét anyag esetén ujbdl 6sz-
szeointegralodtak az implantatumok [3]. A 3%-os H,0,
hatasosnak bizonyult a peri-implantitisz sebészi tera-
pidjaban is, membran alkalmazasa esetén [31, 32].

Khoury [14] vizsgalataiban ennek a harom anyagnak
(citromsav, CHX és H,0,) a kombinacidjat alkalmazta a
peri-implantitisz sebészi terapiajaban. Az elhalt széve-
tek eltavolitasa utan a kontaminalddott implantatumfel-
szint tobbszér CHX-el mosta, majd citromsavval kezel-
te 1 percig, amelyet H,O,-dal és fiziol6gias so6oldattal
Oblitett le.

Dennison és mtsai [9] azt tapasztaltak, hogy kény-
nyebb a bevonat nélkili esztergalt felszind implanta-
tumokat dekontaminalni citromsavval vagy CHX-vel,
mintha hidroxi-apatittal lenne boritva a felszin.

A CHX, a citromsav és a H,O, gyakran alkalmazott
kémiai agensek a peri-implantitisz terapiajaban. A szak-
irodalomban nem talaltunk olyan tanulmanyokat, ame-
lyek azt vizsgaltak volna, hogy ezek az anyagok meg-
valtoztatjak-e a titan (Ti) felszin 6sszetételét, fellleti
érdességét, és ezaltal befolyasoljak-e a bioldgiai kor-
nyezet valaszat. Kisérleteink tervezésekor azt tlztik
ki célul, hogy nyomon kévesslk az egyes anyagokkal
torténd kezelést kovetéen a Ti felllet 6sszetételében,
érdességében bekdvetkezett esetleges valtozasokat.
Vizsgaljuk tovabba a human epithél sejtek tapadasi
és proliferacios készségének valtozasat a probatestek
fellletén, és értékeljik a bioldgiai kérnyezet valaszat
a kilénbdz6 dekontaminald anyagokra.

Vizsgalati anyag és moédszer

CP grade 4-es tisztasagu esztergalt felszin Ti koron-
gokat hasznaltunk (atméré: 9 mm, vastagsag: 1,5 mm,
CAMLOG™ Biotechnologies AG, Svajc) a fogaszati
implantatumok nyaki részére jellemz6 érdességgel
(R, < 0,2 um) [7]. A korongokat acetonnal és abszolut
etanollal mostuk ultrahangos furd6ben, 15 percig. Tisz-
titas utan a probatesteket 3%-os H,O,-vel, tultelitett
citromsavval (pH=1) vagy CHX géllel (Corsodyl dental
gel; SmithKline Beecham Consumer Healthcare, Nagy-
Britannia) kezeltlik. A Corsodyl 1% w/w CHX-t tartal-



FOGORVOSI SZEMLE

maz. A kezelés id6tartamat 5 percben hataroztuk meg
a H,0, és a CHX gél esetében, mig 1 percben a cit-
romsavnal. A kezelések utan a prébatesteket harom-
szor mostuk ultratiszta vizzel, majd leveg6n szaritottuk.
A kontroll-csoportot ultratiszta vizzel mostuk 5 percig.

Az AFM vizsgalatot a PSIA XE-100 készilékkel (Dél-
Korea) végeztik. Az AFM moddszer lehet6séget nyuijt
a felszinek érdességének mikronos-nanométeres nagy-
sagrend(i vizsgalatara, mikdzben a szilikon tartokarra
rogzitett AFM td (tipusa: P/N 910M-NSC36 (MikroMasch
Eesti OU, Esztorszag) megkozeliti és eltavolodik a vizs-
galt felszint6l. A vizsgalatokat kontakt médban végez-
tik, a magassagi, deflekcids és a 3D képeket régzitet-
tik. 10x10 pm és 5x5 pm-es felvételeket készitettiink.
Az érdesség (R,) meghatarozasat az AFM software
program segitségével végeztik (legalabb 6 flggetlen
mérés alapjan).

A Ti felszin kémiai 6sszetételét XPS készilék segit-
ségével értékeltik. A fotoelektronok Al Ko primer su-
garzasbdl szarmaztak (hv = 1486,6 eV), melyeket he-
miszférikus elektronenergia-analizator segitségével
értékeltink (PHOIBOS 150 MCD 9; SPECS). A ront-
genagyut 150 W-on muikodtettik (12 kV, 12,5 mA).
A koétési energiat normalizaltuk a bekoétott szén C 1s
csucsahoz viszonyitva (285,1 eV). Az XPS spektrum-
ban mutatkozé valtozasokat 30—60 perc Het* bomba-
zast kovetben detektaltuk. A He* ionokat ionagyuval
(5 kV) generaltuk, és a bees6 ionsugarat 200 nA-nél
mértik. A bombazas kb. 10 nm felszini anyagot tavo-
litott el. Széles illetve nagy felbontasu, keskeny spekt-
rumokat vettiink fel, és a Ti 2p, O 1s és C 1s karakte-
risztikus vonalakat vizsgaltuk.

Sejtkultdra-vizsgalatok

Egészséges paciensekbdl — egyébként is szlikséges
szajsebészeti beavatkozas soran — eltavolitott gyulla-
dasmentes nyalkahartyabdl izolaltunk oralis epithel
sejteket. A donorok életkora 18 és 46 év kdzétt volt.
A vizsgalati protokollt a Szegedi Tudomanyegyetem
Human Orvosbioldgiai Etikai Bizottsaga jovahagyta, a
kutatasetikai mérték mindenben megfelelt a Helsinki
Egyezménynek.

A nyalkahartya-darabokat el6sz6r 2% antibiotikum-
antimikotikum oldattal (Sigma-Aldrich GmbH, Német-
orszag) kiegészitett Salsol A oldatban mostuk (Human
Rt., Godollé, Magyarorszag). Ezutan a mintakat dis-
pase enzimoldatban (Grade Il, Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszag) inkubaltuk egy éjszakan at,
4 °C-on. Masnap elvalasztottuk egymastol a dermiszt
és az epidermiszt [16]. Az izolalt epidermiszt 0,25%-
os trypszin-EDTA oldatban inkubaltuk (Sigma-Aldrich
GmbH, Németorszag) 5 percig, 37 °C-on, igy a sz6-
vetbdl sejteket nyertiink. A sejtszuszpenziét 200 g-n
10 percig 4 °C-on centrifugdltuk, majd a tovabbiakban
az epidermalis sejteket 25 cm?-es flaskakban tenyész-
tettik (Orange Scientific, Belgium).

Az oralis epithel sejteket keratinocita szérummentes
mediumban (Gibco BRL, Eggstein, Németorszag) te-
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nyésztettik. A tapfolyadékot 5 pg/ml rekombinans epi-
dermalis ndvekedési faktorral (Gibco BRL, Eggstein,
Németorszag), 50 mg/ml borju agyalapi mirigy-kivonat-
tal (Gibco), 1% L-glutaminnal és 1% antibiotikum/anti-
mikotikum oldattal egészitettiik ki (1% penicillin G, 1%
streptomycin szulfat és 0,0025% amphotericin B; Sig-
ma-Aldrich GmbH, Németorszag).

A tapfolyadékot hetente haromszor cseréltik le a sejt-
tenyészeteken. A primer epithel sejtkultura 8—16 nap
alatt valt konfluenssé. A konfluens primer kulturakat
PBS-el mostuk (phosphate-buffered saline, pH = 7,4,
Gibco) és 2-4-percig kezeltik 0,25%-0s trypsin-EDTA
oldattal (Sigma-Aldrich GmbH, Németorszag). A sejte-
ket 2—4 egyenl6 részbe passzaltuk. A kulturakat 37 °C-
on, paras kérnyezetben, 5%-os CO, tartalom mellett
tenyésztettik.

1. dbra
Human epithél sejtkultura fénymikroszképos felvételei.
Az (A) felvételen néhany letapadt epithél sejt lathato,
mig a (B) felvételen konfluens tenyészet. 200x-0s nagyitas.

Inverz optikai mikroszkodppal (Nikon TS 100, Japan)
felvételeket készitettlink a tenyésztéoldatban Iévé le-
tapadt sejtekr6l 200x nagyitasban. A primer (1a. dbra)
és konfluens (1b. dbra) tenyészetben lathatéak az
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egészséges sejtek, a tapban fertézésre utalod jel nem
lathato.

Sejtletapadas és proliferacio vizsgalata
A sejttenyésztés el6tt a kontroll és kezelt Ti-korongok
mindkét felszinét UV-C alatt 20 percig sterilizaltuk.

A vizsgalatainkhoz harmadik passzazsban Iévd ora-
lis epithel sejtkulturat hasznaltunk. A sejt letapadast
24 h, a proliferaciét 72 h elteltével vizsgaltuk. Négy
fuggetlen kisérletet végeztliink, minden csoportban 5
korongszammal.

A dimetiltiazolil-difeniltetrazolium bromid (MTT) vizs-
galat soran az €16 sejtek mitokondrialis enzimjeik segit-
ségével redukaltuk a sarga szinl MTT-t, amely soran
kék szinl formazan kristalyok keletkeznek. A kristalyok
feloldasa utan kapott oldat szinintenzitasa aranyos
a mintaban Iév6 sejtek szamaval [22]. Ezt a modszert
alkalmaztuk el6szér a sejtek letapadasanak és tulélé-
sének vizsgalatanal. A Ti korongokat 48-lyuku sejtte-
nyészt6 edénybe tettiik, majd mindegyikre 10* sejtet
szélesztettlink. A sejteket 24 vagy 72 h id6tartamig te-
nyésztettiik a Ti prébatesteken. Ezutan a felliliszot el-
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tavolitottuk, majd a sejtekre RPMI tapfolyadékban ol-
dott, 0,5 mg/ml koncentracioju MTT (Sigma-Aldrich
GmbH, Németorszag) festéket mértiink, amellyel a sej-
teket 4 6ran at inkubaltuk, 37 °C-on. Ezutan a felll-
Uszot dvatosan eltavolitottuk, majd a kristalyokat 2%-os
sodium dodecyl szulfat oldatban (SDS) és 0,04 mM
sbsavas isopropanolban feloldottuk. Az optikai denzi-
tast (OD) 540 nm-nél mértiik Multiscan Ex spektrofo-
tométer (Thermo Labsystems, Vantaa, Finnorszag) és
Ascent Software (Thermo Labsystems, Vantaa, Finn-
orszag) segitségével.
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A fehérjemennyiség meghatarozasat (élé és elhalt
sejtekbdl) ,micro BCA™ protein assay kit’-tel (Pierce,
Rockford, IL, USA) végeztik. A fehérjemérés standard-
jaként borjuszérum-albumint (Pierce, USA) hasznal-
tunk. A sejteket lizis pufferrel feltartuk (20 mM Tris-HCI,
pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA, 1 mM EGTA,
1% Triton X-100, 2,5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM
B-glycerophosphate, 1 mM Na,VO, és 1 ug/ml leupep-
tin), majd ramértik a zéld szind reagenst. Az oldatot 2
oran at inkubaltuk 37 °C-on. Az oldat lila szindvé valt
a benne lév6 fehérje mennyiségével aranyosan. Az op-
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tikai denzitast (OD) 540 nm-en mértiik Multiscan Ex
spektrofotométer (Thermo Labsystems, Vantaa, Finn-
orszag) és Ascent Software (Thermo Labsystems,
Vantaa, Finnorszag) segitségével.

Adatok feldolgozasa, statisztika

Atlag + atlag szérasa (standard error of the mean —
SEM) értékeket szamoltuk ki az AFM, az MTT és a fe-
hérjetartalom vizsgalat esetében is. Normalitas vizs-
galat utan, egytényez@s varianciaanalizist végeztliink
(ANOVA), majd Tukey és Scheffé post hoc teszteket
alkalmaztunk az értékek paronkénti 6sszehasonlitasa-
ra (SPSS 15.0, SPSS, Chicago, lllinois, USA). A szig-
nifikancia-szintet 0,05-nek vettlk (p < 0,05).

Eredmények

AFM vizsgélat

Az in vitro vizsgéalatok el6tt a Ti-korongok felszinét
AFM és XPS segitségével vizsgaltuk. A 2a és 2b ab-
rakon jol lathatd, hogy parhuzamosan futé barazdak
vannak az esztergalt felszinen, a szin egyre vilago-
sabb a barazda mélyétdl felfelé. Az AFM mérések a
kontroll-csoportban R, = 22 + 3 nm fellleti érdességet
adtak (2a. abra). A citromsavval kezelt mintakon 25 +
7 nm (3a és 4 dbra), mig a 3% H,0, csoportba tarto-

50

40

301

R, (nm)

Kontroll H,0, CHX gél Citromsav

4. abra
A kontroll, a H,0,-vel, a kiérhexidin (CHX) géllel
és a citromsavval kezelt Ti-korongok fellileti érdességének
(R,) abrazolasa oszlopdiagramon, az atlag ertékek
és az atlag szorasanak jelolésével. Az AFM vizsgalat
a kontroll (kezeletlen) csoportban

R, =22 + 3 nm (atlag + SEM) fellileti érdesség érteket adott.

Ez az érték 30 + 5 nm a H,0, (3%) —dal kezelt csoportban,
14 + 4 nm a CHX géllel tértént kezelés esetén, mig 25 + 7 nm

a citromsavval (pH = 1) kezelt prébatesteken.
A statisztikai analizis nem mutatott szignifikans kilénbséget
a csoportok kdzott.

z6 probatesteken 30 + 5 nm volt az érdesség (2b és 4
dbra). A CHX géllel kezelt csoportban 14 + 4 nm volt
(3b és 4 abra). A csdkkenést — amely nem volt szig-

nifikans — valészindleg a gél Ti-felszinhez t6rténd ad-
szorpcidja okozta [6].

XPS vizsgalat

Az XPS vizsgalat soran a kezelt és kezeletlen mintak
felszinén is jelen voltak az altalaban megfigyelhetd ele-
mek: a Ti, O, C és N.

A Ti**-nak megfeleld Ti 2p 3/2 elektronok kbtési ener-
gidja 458,6 = 0,1 eV-nal volt mérheté minden mintan
(5. abra). A kett6s Ti csucsok (Ti 2p, 458,6 és 464 eV-
nal) és az O 1s jel (530 eV) bizonyitja a TiO, réteg je-

Ti2p
K1 H1 Gl C1
Kotési energia (eV)
A B C D
5. adbra

A kontroll (A; K1), a H,0,-vel (B; H1), a kiérhexidin géllel (C; G1)
és a citromsavval (D; C1) kezelt Ti korongok Ti 2p jele
az XPS spektrumban. A TiO, minden felszinen jelen van

lenlétét [4,15]. A kilonféle oldatokkal térténd kezelés
nem valtoztatta meg a korongok felszinein a Ti 2p je-
let (5. abra).

Valtozast tapasztaltunk azonban az O 1s csucsnal,
amelyet harom csucsra lehet felbontani (6a. €s 6b. ab-
rak). A legintenzivebb, ~ 530,1 eV-nal mérhetd, amely
a TiO,-ban lévé O-t jelzi, mig a ~ 531,7 eV-nal mért
csucs a felszini OH csoportoknak kdszénhetd. Az
532,9-533,0 eV kozott mérheté harmadik csucs a C-
O és/vagy C=0 kétésekben jelenlévd O-t6l szarmazik.
Ez utdbbi jel a CHX géllel kezelt mintak esetében volt
a legintenzivebb (6b. abra), amely valdszin(ileg a CHX
felszinbe t6rténd adszorpcidjabdl szarmazik [6]. Ezt a
C 1s jel felbontasa is alatamasztja (nem k6zd6lt abra),
melyet minden mintanal 4 csucsra lehetett bontani.
A géllel kezelt mintaknal a 287 eV —nal mért csucs in-
tenzivebb volt, mint a tébbi csoport esetében.

A kezeletlen mintakon a C 1s jel gyengulése tapasz-
talhato (7. abra), 30—60 perc He* bombazas utan. Ez
azoknak a szénszennyez8déseknek koszonhetd, ame-
lyek a tisztitds utan maradtak a felszinen, vagy a leve-
g6bdl adszorbealodtak a tarolas soran. Ezek az elemek
altalaban jelen vannak a Ti implantatum felszinén [23].



MTT- és fehérjemennyiség-meghatdrozas
A titdnkorongokon 24 és 72 6ran at novesztett sejtek-
kel végzett MTT mérés eredményeit a 8. dbrdn lathatod
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rés eredménye 72 6ra utan hasonldé volt mind a négy
csoportban: ODg,g onior = 0,185 = 0,011, ODgy4 1100 =
0,199 + 0,016, ODyy oy g¢ = 0,194 £ 0,014, OD;5

diagrammon abrazoltuk. A 24 o6ra utan vegzett MTT | =0,209 +0,017.
mérés nem mutatott szignifikans kilbnbséget az egyes
O 1s C IS
K1 Gl M
t,. (min) j'r \) Nagyitas mértéke

T T T T T T 1 T T T T T T ]
538 538 534 532 530 528 526 524 538 536 534 532 530 528 520 529

Kotési energia (eV)
A

6. abra
Az XPS spektrum O 1s jelei a kontroll (A)
és a klérhexidin (CHX) géllel kezelt (B) korongok esetében.
A jel harom csucsra oszlik: a legintenzivebb (530.1 eV)
a TiO,-ban lévs O-t jelzi, mig az ~ 531,7 eV-nal mért csucs
a felszini OH csoportoknak kdszénhetd.
A harmadik, 532.9-533.0 eV koz6tti csucs a C-O és/vagy C=0
kotésekben jelenlévé O-t6l szarmazik.
Az utébbi jel a CHX géllel kezelt korongok esetében
a legintenzivebb (B), ami a CHX felszinbe torténé
kétédésével magyarazhato

csoportokban mért abszorbanciak kéz6tt. (OD
= 0,059 + 0,006, ODy, o0, = 0,081 = 0,009,
OD540,CHX gél = 0’067 * 0’006’ ODS40,citromsav = 0’077 x
0,009). Nagyobb értéket kaptunk a H,0O,-dal és a cit-
romsavval kezelt korongok esetében, mint a kontroll
és a CHX géllel kezelt probatesteken, azonban a ku-
[6nbség nem volt szignifikdns. A 72 d6ra utan végzett
MTT teszt enyhe sejtmennyiség ndvekedést muta-
tott a H,0,-dal és a citromsavval kezelt korongokon.
A H,O,-dal kezelt korongokon lévé sejt proliferacio
mértéke szignifikansan magasabbnak (p = 0,011) bi-
zonyult a CHX géllel kezelt csoporthoz viszonyitva
(ODg 40 kontron = 0,087 + 0,006, ODy 4 100, = 0,101
0’009’ OD540,CHX gél = 0’067 * 0’006’ OD540,citromsav =
0,092 + 0,009). A tébbi csoport kéz6tt nem talaltunk
szignifikans eltérést.

A titdnkorongokon 24 és 72 6ran at nOvesztett sej-
tekkel végzett fehérjevizsgalat eredményeit a 9. dabrdn
I[év6 diagrammon lathatjuk. A 24 6rat kévetd fehérje-
tartalom-mérés hasonlé értékeket adott mind a 4 cso-
portban: ODg,q  onyron = 0,162 £ 0,009, ODgyp 1150, =
0,170 + 0,007, ODg,4 cyix g = 0,168 + 0,007, ODgyy .
= 0,168 + 0,008. A fehérjekoncentracio-mé-

540,kontroll

citromsav

i \H

ke o el A \\4 '-
s AT T
1l A "y
i
% | X5
0

L M L] v L]
200 285 280

Koétési Energia (eV)

7. abra
Kontroll-mintak XPS spektrumanak C 1s jele,
novekvd idétartamu He* bombazast kdvetden.
A legalsé gorbe 0 perc bombazast, a k6zépsé goérbe 30 perc,
mig a legfelsé gorbe 60 perc Het* bombazast jelent.
A bombéazas ~ 10 nm anyagot tavolit el a felszinrél.
A C 1s jel fokozatos gyengllése igazolja a szén szennyez6dések
jelenlétét.

Megbeszélés

Az epithel sejtek kilonb6z6 érdességl felszineken
torténd letapadasat, tulélését tébb tanulmanyban vizs-
galték mar. Kimutattak, hogy az epithel sejtek nem ta-
padnak olyan er6sen a savmaratott vagy homokfuvott
felszinhez, mint a simahoz (polirozott, R, < 0,5 um)
[17]. A sima felszinek el6segitik az epithel sejtek no-
vekedését, osztdédasat és kapcsolddasat a Ti-felszin-
hez [5]. Mivel az AFM vizsgalat soran kapott R, érdes-
ség értékek hasonldéak voltak mind a négy csoportban
és egyedil csak a CHX géllel kezelt csoport esetében
tapasztaltunk enyhe csokkenést a kontroll korongok-
hoz képest, megallapithatd, hogy a felszinek simak
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voltak, és egyforman alkalmasak a sejtek letapadasa-
ra, proliferaciojara. A sejt-proliferacio vizsgalatanal ka-
pott kiildnbségeket nem eredményezhette a felszinek
érdességei kozott mutatkozé kildénbség, mert vizsga-
latunkban az esztergalt felszinl korongok érdessége
mind 0,014 és 0,030 um kozoétt valtozott, az alkalma-
zott szert6l fuggben. Klinge szerint az ilyen felszinek
simanak tekintheték, és nem valdszind, hogy az epit-
hel sejtek érzékelik az ilyen kis érdességbeli valtoza-
sokat [17]. Stdjer vizsgalataban azt tapasztalta, hogy
savas pH és nagy fluoridkoncentracio jelenléte egyit-
tesen okozhatja a titan felszin korréziojat, mely nega-
tivan befolyasolja az epithel sejtek letapadasat, proli-
feraciojat [37]. A hazai irodalomban tébbek k6zétt Joob-
Fancsaly és mtsai [13] vizsgaltak mar korabban fibro-
blaszt és oszteoblaszt sejtek proliferacios készségét
kilénb6z6 fizikai beavatkozasokkal mdédositott titan

MTT 24 és 72 ora
0.15
OMTT 24 dra *
BEMTT 72 6ra | I
0.10
g
a
o
0.05 1
0.00
Kontroll H,0, CHX gél  Citromsav
8. abra

MTT vizsgalat eredményei 24 (letapadas)
és 72 ora (proliferacio) elteltével.

EIS sejtmennyiségek atlagai és az atlagok szérasa lathatd

a kontroll, a H,0,-vel, a kiérhexidin (CHX) géllel

és a citromsavval kezelt Ti korongok esetében.

A H,O,-vel kezelt korongokon mért él6 sejt mennyiség
72 6ra utan szignifikdnsan nagyobb volt, mint a CHX géllel
kezelt korongokon. A t6bbi csoport esetében nem tapasztaltunk
statisztikailag szignifikéns kilonbséget

felszineken, igy ez a kutatasi terlilet Magyarorszagon
is eredményes multra tekint vissza.

Az XPS vizsgalat a kezeletlen és kezelt korongok
esetében is intakt TiO, réteget mutatott ki. Valtozast
a CHX géllel kezelt korongok esetében tapasztaltunk,
mivel az O 1s jelben intenziv csucs jelent meg a C-O
és/vagy C=0 kotésben lévé O-nek kdszdnhetben. Ez
az eredmény a CHX gél felszinbe térténé adszorpcio-
jat bizonyitja, melyet mas szerz6k munkai is alatama-
sztanak [6].

A korongokon 24 éran at tenyésztett sejteken vég-
zett MTT vizsgalat nem mutatott szignifikans eltérést
a kllénb6z6 kémiai anyagokkal kezelt csoportok ko-

z6tt. A fehérjekoncentracio mérése sem mutatott szig-
nifikans eltérést az egyes csoportok kozott.

A 72 orat kdvetd6 MTT vizsgalat kilénbségeket mu-
tatott ki a csoportok kézoétt a sejt proliferaciéban. Szig-
nifikansan magasabb értéket kaptunk a H,O,-dal ke-
zelt csoportban a CHX géllel kezelt mintakhoz képest,
mig a protein koncentracié mérésénél nem kaptunk
statisztikailag értékelhet6 kilénbséget. Az eredmeé-
nyek kozotti eltérést a modszerek kildnbdzdségével
magyarazhatjuk: mig az MTT vizsgalat csak az él6
sejteket méri, addig a fehérje koncentracié vizsgalata-

Fehérje mérés 24 és 72 éra
0.3
O Fehérje 24 éra
@ Fehérje 72 dra
0.2 -
3
a
o
0.1 -
0.0 -
Kontroll H,O, CHX gél Citromsav
9. dbra

A fehérjemérés eredményei 24 és 72 6ra elteltével.

A fehérjemennyiség atlagai és atlagainak szérasai lathatéak
a kontroll, a H,0,-vel, a CHX géllel és a citromsavval
kezelt Ti korongok esetében.

A statisztikai analizis soran nem talaltunk szignifikans
klildnbséget a kiildnb6zd csoportok kdzott

nal az €l és elhalt sejtekbdl szarmazo fehérjét is le-
mérjik. Mivel az érdességek nem voltak szignifikan-
san kulénboz6ek, ezért a CHX géllel kezelt korongok
esetében mért kisebb sejtmennyiséget a felszini 6sz-
szetételben bekdvetkezett valtozasnak tulajdonitjuk.
A citromsavval kezelt mintak esetében is magasabb
volt a proliferacié mértéke a kontroll mintakhoz viszo-
nyitva, azonban ez a kilénbség nem bizonyult szigni-
fikdnsnak.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a CHX
gél alkalmazasa soran a felszinen anyagbeéplilés (ad-
szorpcio) torténhet a titanfelszinbe. A TiO, felszin tisz-
titasa H,O,-val vagy citromsavval hasonlé vagy jobb
hatassal volt a sejtek tulélésére és szaporodasara, a
kontrollhoz képest. In vitro kisérleteink bizonyitottak,
hogy az el6bb emlitett két dekontaminalé anyag haté-
konyan alkalmazhato a peri-implantitisz terapiajaban,
mivel nemhogy nem csdkkentette, hanem még nével-
te is a sejtek proliferacidjat. Ez igazan figyelemre mél-
td, hiszen valdjaban toxikus anyagokrdl van szé.

Hosszu tavu terveink k6zott szerepel, oszteoblaszt



sejtekkel is elvégezni ezeket a kisérleteket, hogy a ke-
ményszéveti sejtek reakciojat is értékelhessik ezen
kémiai tisztitd anyagokra. A jov6ben szeretnénk a titan
felszint is valtoztatni, hogy ne csak esztergalt, hanem
mas, példaul polirozott vagy homokfujt-savmaratott
felszinen is vizsgalhassuk a sejtek letapadasat. Végul,
de nem utolsésorban a fellletre vitt anyagokat is val-
toztatjuk majd, hogy minél szélesebb kérl informaciot
gy(jthesslink és adhassunk at a gyakorlé fogorvosok-
nak (implantolégusoknak) a kilénb6z§ tisztitd anya-
gok és a titan kdlcsdnhatasara vonatkozéan.
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Impact of decontaminating solutions on titanium surface:
an epithelial cell culture study

INTRODUCTION The effects of three different decontaminating solutions in clinical use for peri-implantitis therapy on the
chemical structure and surface roughness of commercially pure (CP) Ti were investigated. A further aim was to survey
the response of the biological environment to these changes, by examining the attachment and proliferation of human
epithelial cells after treatment of the Ti surfaces with these solutions. MATERIALS AND METHODS CP (grade 4) machined ti-
tanium discs (CAMLOG™ Biotechnologies AG, Switzerland) were treated with 3% H,O, (5 min), saturated citric acid
(pH = 1; 1 min) or chlorhexidine gel (CHX, 5 min). The surface properties were followed through the use of X-ray pho-
toelectron spectroscopy (XPS) and atomic force microscopy (AFM). The epithelial cell attachment and proliferation was
examined by means of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and bicinchoninic acid (BCA)
protein-content assays. ResuLts XPS showed an intact TiO, layer on each sample and CHX was adsorbed by the sur-
face, as C-O and/or C=0 bond formation was revealed. AFM results gave no significant changes in the roughness af-
ter treating the surfaces with the cleaning solutions. While MTT and BCA assays did not show significant differences in
epithelial cell attachments, the cell proliferation was significantly increased after H,O, treatment as compared to CHX
(not shown by BCA assays). ConcLusions The applied decontaminating agents do not damage the Ti surface. H,O, can
be used effectively in decontaminating the implants affected by peri-implantitis, as the human epithelial cell growth was
improved, in contrast with CHX.

Key words: peri-implantitis, implant surface, decontamination, epithelial cell culture
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