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Tytan oraz jego stopy sg materiatami szeroko wykorzy-
stywanymi w implantologii. Ostatnio wprowadzony stop
Ti6AI7Nb charakteryzuje sie duzg odpornoscig na korozje
i nie wykazuje reakcji uczuleniowych i toksycznych. Pod-
wyzszenie biokompatybilno$ci oraz osteointegracji stopu
Ti6AI7Nb mozna uzyska¢ wytwarzajac cienkg warstwe
fosforanu wapnia (CAP) na powierzchni implantu. Materiat
ten stanowi mineralne rusztowanie dla tkanki i przyczynia
sie do fatwiejszego i szybszego integrowania sie z koscia.
Niemal wszystkie implanty, w tym implanty kostne, majg
pierwotny, bezposredni kontakt z ptynami biologicznymi,
w szczegolnosci z krwig. Dobre ukrwienie sgsiadujgcych
z implantem tkanek zapewnia optymalne funkcjonowanie
wszczepu. Adhezja ptytek krwi do powierzchni implantu
jest jednym z pierwszych etapéw kontaktu biomateriatu
z krwig. Plytki krwi, w wyniku adhezji przybierajg formy
morfologiczne odpowiadajgce narastajgcej ich aktywacji.
Poczatkowo prezentujg ksztatt dyskoidalny, nastepnie
przyjmujg formy dendrytyczne lub catkowicie rozpostarte.
Kontaktujgce sie z powierzchnig implantu krwinki ptytkowe
ulegajg pobudzeniu i mogg adherowac¢ do powierzchni, ale
tez z réznych powoddéw mogg pozosta¢ w krgzeniu gdzie
wykazujg stan spontanicznej aktywacji i agregacji. Niesie to
ze sobg ryzyko pobudzenia uktadu krzepniecia.

Probki ze stopu Ti6AI7Nb wykonano w formie krazkéw
o wymiarach 3 mm grubosci oraz 8 mm $rednicy. Surowe
probki szlifowano na wodnych papierach $ciernych o ma-
lejacej gradaciji ziaren: 80, 260, 600, 800, 1200, a nastep-
nie polerowano zawiesing na bazie koloidalnego roztworu
krzemionki (Struers). W dalszym etapie wydzielong grupe
krazkéw ze stopu TiBAI7Nb pokryto cienkg warstwa fosfo-
ranu wapnia. Do tego celu wykorzystano metode zmienno-
prgdowego rozpylania magnetronowego (AC-MS). Réw-
nolegle przygotowano prébke referencyjng, ktérg stano-
wit krgzek polerowane;j stali medycznej AlSI 316L o dobrze
scharakteryzowanych wtasciwosciach biologicznych, pet-
nigcy role standardu wewnetrznego w Zaktadzie Biofizy-
ki PL. W badaniach przeprowadzonych z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego dodatkowo wprowadzono jako
kontrole petng krew, ktéra nie zostata poddana kontaktowi
z zadnym z biomateriatow.

W celu oceny stopnia zaadherowania ptytek krwi do po-
wierzchni badanych materiatéw probki poddano inkubacji
przez 1h w petnej krwi cytrynianowej w 37°C, zapewniajgc
rotacyjny ruch probowek zawierajgcych krew i badany ma-
teriat. Nastepnie krgzki ptukano dwukrotnie w buforze fosfo-

THROMBOGENICITY OF THIN
LAYER CALCIUM PHOSPHATE
CREATED ON POLISHED
SURFACE OF Ti6AlI7Nb ALLOY

M. WaLkowiak-PrzyBYto", W. OKROJ?, M. WALCZYNSKA?,
P. SKwierczyNskI®, B. WALKOWIAK?

TecHNICAL UNIVERSITY OF LoDz,

INSTITUTE OF MATERIALS SCIENCE,
STEFANOWSKIEGO STR., 90-924 Lobz, PoLAND:
" DEPARTMENT OF MATERIALS’ RESEARCH,

2 DEPARTMENT OF BioPHYsICS,

3 DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING,
*MAILTO: MMWALKOWIAK@WP.PL

[Engineering of Biomaterials, 109-111, (2011), 37-38]

Titanium and its alloys are among the most wide-spread
materials used in implantology. Recently introduced
Ti6AI7Nb alloy has a high resistance to corrosion and it does
not show any allergic and toxic reactions. Increase of its
biocompatibility and osseointegration can be achieved by
production of thin layer of calcium phosphate (CAP) on the
implant’s surface. This material acts as mineral scaffolding
for tissues and it contributes to easier and faster integration
with bone. Almost all implants, including bone’s implants,
have primeval direct contact with biological fluids, especially
with blood. Appropriate blood supply to implant surrounding
tissues ensures optimal functioning of this implant. Adhe-
sion of blood platelets to the implant’s surface is one of
the first step of biomaterial-blood interaction. As a result of
adhesion, platelets form a differential morphological shapes
corresponding to the level of their activation. Initially, they
represent discoidal shape, then they reach dendritic forms
or become completely spread. Platelets that had a contact
with implant’s surface can easily become stimulated and
may adhere to the surface, but, for some reasons, they can
also stay in circulation system, where they indicate the state
of spontaneous activation and aggregation. This increases
the risk of activation of the coagulation system.

Samples made of Ti6AI7Nb alloy were discs-shaped,
8 mm in diameter and 3 mm thick. They were grinded on
abrasive papers of decreasing grain grit: 80, 260, 600, 800,
1200, then polished with silica-based paste (Struers). Then,
some samples were covered with thin layer of calcium phos-
phate (CAP). To achieve this aim AC Magnetron Sputtering
(AC — MS) method was used. At the same time a reference
sample, which was a polished medical steel AISI 316L, was
prepared. Medical steel has well-defined biological properties
and serves as the inter-laboratory standard in Department
of Biophysics, Technical University of Lodz. Additionally, for
the flow cytometry experiments, among material contacting
blood samples, the whole blood free from any contact with
examined materials was used as a control sample.

In order to evaluate the rate of blood platelets’ adhesion
to the biomaterials’ surfaces, the materials were incubated
with the whole citrated blood for one hour at 37°C, ensuring
end-to-end move of tubes containing blood and examined
biomaterials. Then, the samples were washed twice with
phosphate buffer and fixed in 2,5% glutaraldehyde solution
for 1 hour at 4°C. The next step was dehydration of examined
surfaces in gradually increasing concentration of ethanol
(50%, 70%, 80%, 90%, ABS) Surfaces of air-dried samples
were observed with the use of fluorescence microscope
Olympus GX-71.
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tworze glutaraldehydu przez 1hw
4°C. Kolejnym etapem byto od-
wodnienie badanych powierzch-
ni w etanolu o wzrastajgcym ste- §

ranowym i utrwalono w 2,5% roz- [EllNE ‘ d
: S TicAlI7Nb
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zeniu (50%, 70%, 80%, 90%, e

ABS), nastepnie probki suszono [

i poddano obserwacji w mikro-
skopie fluorescencyjnym Olym-
pus GX-71 (FIG.1)

Do zliczenia ptytek krwi za-
adherowanych do poszczegol-
nych powierzchni wykorzysta-
no program Image J. Otrzyma-
ne wyniki zestawiono w
TABELI1.

Do oceny aktywacji
oraz agregacji krwinek
ptytkowych we krwi pod-
danej kontaktowi z ba-

45 \ 7 - &
RYS. 1. Agregaty ptytkowe zaadherowane do po-
wierzchni badanych materiatéw, mikroskop fluore-
scencyjny, pow. 500x.

FIG. 1. Aggregates of blood platelets adhered to the
surface of examined biomaterials observed in fluore-
scence microscope, magnification 500x.

&

TABELA 1. Liczba plytek przypadajaca na 100 um2 powierzchni dla sto-
pow tytanu z niobem, stopu pokrytego warstwg fosforanu wapnia oraz sta-
li medycznej AISI 316 L.
TABLE 1. Number of blood platelets adhered to surfaces of Ti6AI7Nb alloy
and its modified surface covered with thin layer of calcium phosphate pre-
sented as a percent of reference sample made of medical steel AlSI 316 L.

The total number of platelets
adhered to examined surfaces

~#| was counted with the use of

Image J program. The data are
collected in TABLE 1.
In order to evaluate activa-

| tion and aggregation of blood

platelets in blood that had a con-
tact with examined biomaterials,
the flow cytometry with fluo-
rescence labeled antibodies:
CD-61, CD-62 and PAC-1 was
used. Samples of blood were
fixed in Cell-fix and incubated
for12 hat4°C. The
expression of ac-
tive fibrinogen re-
ceptor on the blood
platelets’ surfaces
was studied using

danymi biomateriatami
zastosowano cytome-

PAC-1 antibody
labeled with FITC,

trie przeptywowa wraz z

Liczba ptytek krwi na 100 pm?
% stali medycznej

fluorescencyjnie znako-
wanymi przeciwciatami:
CD-61, CD-62 i PAC-1.
Probki krwi utrwalono

Percent of reference sample [%)] [BUUURSCERS

AISI 316 L | TiBAI7Nb | Ti6AI7ZNb+CAP || @nd the expres-
sion of selectin P
was evaluated us-

99,2+239| 91,9+90,0

ing CD62 antibody
labeled with PE.

w Cell-fix i pozostawio-

no na 12h w 4°C. Ekspresje ak-
tywnego receptora fibrynogenu
na powierzchni ptytek krwi ba-
dano z uzyciem znakowanych
FITC przeciwciat PAC-natomiast
ekspresje selektyny P oceniano
przy uzyciu znakowanych PE

TABELA 2. Aktywacja ptytek krwi. Wyniki przedstawiono
jako % kontroli.
TABLE 2. Activation of blood platelets. Results are pre-
sented as % of control.

The results of this
experiment are presented in
TABLE 2.

Aggregation of blood plate-
lets was evaluated by re-

WA ISSEI cording the light, which was

przeciwciat CD62. Wyniki zesta- || 1. kontrola \ control

100,0

168,2

99,1

wiono w TABELI 2. 2. AISI| 316
Agregacje ptytek w petnej 3 TiIGAI7ND
krwi badano rejestrujgc w cyto- |—
4.Ti6Al7Nb+CAP

metrze Swiatto rozproszone do

2474

Mediana / Median forward, and side scattered
(% of control) in cytometer. In the obtained
100,0 dot-gaphs (data not shown)
1226 the areas with single platelets
(area R1) and with platelets
140,8 .
forming aggregates (area R2)
188,3 were separated The results

przodu i w bok. Na uzyskanych

wykresach kropkowych wyodreb-
niono obszar zajmowany przez po-
jedyncze ptytki (obszar R1) oraz
przez ptytki tworzace agregaty (ob-

TABELA 3. Agregacja ptytek krwi — wyniki przedsta-
wiono jako % populacji ptytek krwi.

TABLE 3. Aggregation of blood platelets — results
shown as a % of blood platelets’ population.

are shown in TABLE 3.

On the grounds of obtained
results the following conclusions
were made:

* The surfaces of Ti6AI7Nb

szar R2). Wyniki te zestawiono w ontrola |- »
TABELI 3. ontro

Na podstawie uzyskanych wy- |LR1 84,5 84,0
nikéw sformutowano nastepujg- || R2 12,3 12,8

6AI7ND OAI7ND and Ti6AI7Nb with calcium

AP phosphate layer seem to be
75,6 82,2 highly thrombogenic (the huge
13,0 13,3 platelets’ aggregates were

ce wnioski:

» Powierzchnie Ti6AI7Nb oraz Ti6Al7Nb pokryta fosfora-
nem wapnia wykazujg znaczng trombogennos¢ (widocz-
ne masywne agregaty ptytkowe).

* Nie zaobserwowano zmian w ekspresji aktywnego recep-
tora dla fibrynogenu w prébkach krwi poddanych kontak-
towi ze stopem Ti6AI7Nb. Natomiast ekspresja selekty-
ny P byta w tym przypadku znaczgco wyzsza niz w prob-
kach kontrolnych.

» Probka Ti6AI7Nb+HPA powodowata bardzo znaczgcy
wzrost ekspresji zaréwno aktywnego receptora fibryno-
genu, jak i selektyny P.

» Badane materiaty majg nieznaczny wptyw na spontanicz-
ng agregacje ptytek krwi

Podziekowania
Badania finansowane w ramach projektu ,DIAHAP: New

carbon-hydroxyapatite nanocomposites on metallic bases
applied in medicine” .

easily noticed), although the
number of adhered does not differentiate the examined
samples.

The changes in expression of active fibrinogen’s receptor
in the blood samples that had a contact with Ti6AI7Nb
alloy were not observed, whereas the expression of
selectin P was, in that case, significantly higher than in
control samples.

Ti6AI7Nb+CAP caused significant increase in the expres-
sion of both active fibrinogen receptor and selectin P.
Examined materials have insignificant influence on spon-
taneous aggregation of blood platelets.
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