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Streszczenie

Oddziatywanie nanotopografii biomateriatow
na biozgodno$¢ z krwig jest nadal stabo poznane.
Wiadomo, ze azotowane warstwy powierzchniowe
z zewnetrzng strefq azotku tytanu (TiN) charakte-
ryzujg sie dobrymi wtasciwo$ciami i biozgodnoscig
zaréwno w kontakcie z krwig, jak i koScig. Dlatego tez
modyfikacje wtasciwo$ci powierzchni dla zastosowan
w kardiologii sq nadal przedmiotem zainteresowania
i byty celem naszych badan. W pracy przedstawiono
wyniki badan wiasciwo$ci warstw azotowanych wytwa-
rzanych w warunkach wytadowania jarzeniowego na
stopie tytanu Ti6Al4V w niskotemperaturowym proce-
sie, na potencjale katody i na potencjale plazmy. Uzy-
skane warstwy miaty r6zng topografie i chropowato$é
powierzchni w skali nano. Zewnetrzna strefa warstwy
typu TiN+Ti,N+aTi(N) wytworzonej na potencjale
katody (TiN-K) charakteryzowata sie wyzszg chro-
powatoscig w poréwnaniu z warstwg wytworzong na
potencjale plazmy (TiN-P) (Ra = 0,177 um dla TiN-K
vs. Ra=0,019 um dla TiN-P). Ponadto przeprowadzo-
ne badania zwilzalnosci wykazaty wysokg zwilzalnos¢
powierzchni TiN-K (38° dla TiN-K vs 89° dla TiN-P).
Badania biologiczne sktadu biofilmu wykazaty nizszg
adsorpcje fibrynogenu oraz adhezje, agregacje i ak-
tywacje ptytek krwi na TiN-K w poréwnaniu do TiN-P.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze adhezja ptytek krwi,
jak i ilos¢ zaadsorbowanego fibrynogenu koreluje
z topografig powierzchni warstwy TiN. Zatem poprzez
zmiane topografii powierzchni mozna wptywac na
oddziatywania ptytek krwi z biomateriatem.

Sfowa kluczowe: powierzchniowe warstwy azotowane,
chropowatosc, zwilzalno$¢, hemozgodno$c

[Inzynieria Biomateriatow 119 (2013) 27-32]

Wprowadzenie

Warstwy azotowane produkowane w warunkach wytadowa-
nia jarzeniowego majg charakter dyfuzyjny i wykazujg dobra bio-
zgodnos¢ z réznymi ludzkimi komérkami[1,2]. Modyfikacje to-
pografii powierzchni, ktére mogg odpowiednio do specyficznych
zastosowan (w tym dla sztucznego serca, stentéw) zwiekszaé
biozgodnos¢ biomateriatéw nie sg nadal dobrze poznane [3].
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Abstract

The effect of different topographies of biomaterials
at the nanoscale on biocompatibility is still poorly
known. It is known that nitrided surface layers with
external titanium nitride (TiN) zone exhibit good
properties and biocompatibility with blood and bone.
However, the surface properties of biomaterials dest-
ined for cardiological applications are still a subject of
interest for further improvement. Thus, the aim of our
investigations was modification of the external zone
of the nitrided surface layers produced under glow
discharge conditions for cardiological applications.
The layers were produced at low temperature using
cathode potential and plasma region. These layers
exhibited different surface topography and roughness.
The external zone of the layer produced on cathode
potential (TiN-K) is characterized by higher roughness
compared to the layer produced in plasma region
(TiN-P) (Ra =0.177 um vs. Ra=0.019 um) and higher
surface wettability (contact angle 38° vs. 89°). Fibri-
nogen showed its lower adsorption followed also by
lower subsequent platelets adhesion, aggregation and
activation on TiN-K compared to TiN-P. These suggest
that the amount of adsorbed fibrinogen and platelets
adhesion correlate with topographical characteristics
of TiN surface. Thus, altering surface topography the
platelets-biomaterial interactions can be reduced.

Keywords: nitrided surface layers, roughness, wet-
tability, haemocompatiblity

[Engineering of Biomaterials 119 (2013) 27-32]

Introduction

Nitrided surface layer produced under glow discharge
conditions form diffusion layers with good biocompatibili-
ties with various human cells [1,2]. Modification of surface
topography is a strategy which can be applied to increase
the biocompatibility of materials destined for specific appli-
cations (among others for artificial hearts and stents) [3].
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Wiadomo, ze warunki procesu majg znaczacy wptyw na
strukture i topografie zewnetrznej strefy wytwarzanej war-
stwy, od ktdrej zalezy oddziatywanie biomateriat - komorka/
tkanka. Badania wskazuja, ze chropowato$¢ powierzchni
wptywa na jej zwilzalno$c, a to z kolei na sktad biatek ad-
sorbowanych na powierzchni biomateriatu w pierwszych se-
kundach kontaktu ze srodowiskiem biologicznym [4]. Biatka
te decyduja o adhezji i agregacji lub proliferacji komorek,
w tym zaadsorbowany fibrynogen jest czynnikiem zwigk-
szajagcym trombogennosé powierzchni biomateriatu [5].
Wyniki badan prezentowane w literaturze wskazujg, ze
obecnos¢ znacznych ilosci fibrynogenu na powierzchni
warstw wytworzonych w warunkach wytadowania jarzenio-
wego prowadzi do adhezji ptytek krwi [6].

Modyfikujac proces azotowania jarzeniowego mozna wy-
tworzy¢ warstwy typu TiN+Ti,N+aTi(N) o r6znych wiasciwos-
ciach powierzchni, w tym strukturze, topografii powierzchni
i zwilzalnosci, ktére beda zmniejszaty adhezje komorek krwi.
Dlatego celem naszych badan byta weryfikacja wtasciwosci
powierzchni warstw azotowanych wytworzonych na stopie
tytanu Ti6Al4V w niskotemperaturowym procesie azotowa-
nia jarzeniowego w celu poprawy ich hemozgodnosci.

Materialy i metody

Prébki stopu tytanu Ti6Al4V o Srednicy 8 mm z po-
wierzchniowg warstwg azotowang typu TiN+Ti,N+aTi(N)
wytwarzano w warunkach wytadowania jarzeniowego
w temperaturze 680°C na potencjale katody lub plazmy.
Materiaty sterylizowano plazmowo (Sterrad 100, atmosfera
H,0,, temp. 54°C, ci$nienie 7 mbar).

Mikrostrukture warstw badano z zastosowaniem ska-
ningowego mikroskopu elektronowego (Hitachi S-3500N)
z EDS. Wtasciwos$ci zewnetrznej powierzchni materiatu
oceniano w zakresie morfologii (SEM Hitachi S-3500N),
chropowatosci (optyczny profilometr skanujacy WYKO
NT9300), mikrostruktury (mikroskop sil atomowych, AFM,
Veeco) oraz zwilzalno$ci wodg dejonizowang (aparat foto-
graficzny Nikon Coolpix 4500, analiza zdje¢ z zastosowa-
niem programu DROP3).

Dla oceny adsorpcji fibrynogenu probki materiatow
inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C z oso-
czem krwi zdrowych dawcéw. Biofilm wytworzony na tych
powierzchniach utrwalano w 4% paraformaldehydzie i 70%
metanolu. Fibrynogen oznaczano przy uzyciu przeciwciata
anty-ludzki fibrynogen znakowanego FITC (1:100, Millipore)
i badano w mikroskopie konfokalnym (Olympus, Japonia).
W badaniach adhezji i aktywac;ji ptytek krwi zastosowano bo-
gatoptytkowe osocze (PRP) otrzymywane z krwi zdrowych
dawcow, ktére nanoszono na prébki biomateriatéw (150 pl/
probke) i inkubowano przez 5i 30 minut. Po zakonczonej in-
kubacji probki ptukano w celu usunigcia niezadherowanych
ptytek. Zadherowane komorki utrwalano w 4% buforowanym
glutaraldehydzie i odwadniano w wodnych roztworach eta-
nolu o rosngcym jego stezeniu, a nastepnie napylano cienkg
warstwa ztota (Fine coater JFC-1200 Jeol) i wizualizowano
w mikroskopie skaningowym (Jeol JSM — 7600F). Adsorpcje
fibrynogenu i adhezje ptytek krwi mierzono morfometrycznie
z zastosowaniem programu Cellse"¢ (Olympus, Japonia).
Wyniki pomiaréw przedstawiono jako srednie arytmetyczne
+ odchylenie standardowe.

Wyniki i dyskusja

Wiasciwosci powierzchni

Badania sktadu chemicznego i rozmieszczenia pierwiast-
kéw wykazaty, ze obie wytworzone warstwy azotowane
miaty charakter dyfuzyjny i byty typu TiN+Ti,N+aTi(N).

It is known, that conditions of the process influence the
surface structure and topography which further modu-
late interactions between biomaterials and cells/tissues.
Observations show that surface roughness affect surface
wettability, which influences protein adsorption occurring
during the first seconds upon exposure of biomaterial to
biological environment [4]. These proteins influence cell
adhesion, aggregation and proliferation, whereas fibrinogen
increases the thrombogenicity of biomaterial surface [5].
Data presented in literature reveal platelet adhesion due
to fibrinogen adsorption on surface layers produced under
glow discharge conditions [6].

Modifying the glow discharge nitriding process, differ-
ent surface structures, topography and wettability of the
TiN+Ti,N+aTi(N) layer can be produced and these surface
properties might regulate platelet adhesion. Therefore, the
aim of our investigations was to analyze nitrided surface lay-
ers with different nanoscale topographies of the TiN external
zone produced at low temperature plasma process and its
effects on haemocompatibility.

Materials and Methods

Samples of Ti6AI4V alloy with nitrided TiN+Ti,N+aTi(N)
type surface layers of 8 mm diameter were produced un-
der glow discharge conditions at temperature of 680°C on
cathode potential or in plasma region. Samples produced
were sterilized in plasma (Sterrad 100, atmospheric H,O,,
temp. 54°C, pressure 7 mbar).

Microstructure of the layers was analysed using scanning
electron microscope (Hitachi S-3500N) with EDS. Charac-
teristics of the external surface were investigated for mor-
phology (SEM Hitachi S-3500N), roughness (profilometer
WYKO NT9300), microstructure (atomic force microscopy,
AFM, Veeco) and wettability by deionised water (imaging
by Nikon Coolpix 4500 and measurement with the use of
DROP3 program).

For fibrinogen adsorption samples were incubated with
fresh human plasma for 2 hours at 37°C. Biofilm produced
on the surface was fixed in 4% paraformaldehyde and
70% methanol. Fibrinogen was stained with specific anti-
human FITC-conjugated antibody (1:100, Millipore) and
investigated using confocal microscope (Olympus, Japan).
For determination of platelets adhesion and activation
platelets rich plasma (PRP) generated form fresh human
blood was applied on biomaterial samples (150 pl/sample)
and incubated by 5 and 30 min followed by rinsing of the
non-adherent platelets. Adhered platelets were fixed in 4%
buffered glutaraldehyde and dehydrated in ethanol series,
then fine coated with gold (Fine coater JFC-1200 Jeol) and
visualized using scanning microscope (Jeol JSM — 7600F).
Percent of material surface area occupied by fibrinogen and
platelets adhesion were quantified on images with morpho-
metric program Cell**™¢ (Olympus, Japan). Results of all
measurements were expressed as mean + SD.

Results and Discussions

Surface characteristics

Investigations of the chemical composition and distribu-
tion demonstrated that nitrided surface layers produced on
cathode potential and in plasma region were both diffusion
and TiN+Ti,N+aTi(N) type. Investigations of the sample sur-
face using optical profilometer revealed higher roughness of
TiN in the external zone of the layers produced on cathode
potential (TiN-K) compared to those produced in plasma re-
gion (TiN-P) (Ra=0.177 pm, Rq = 0.229 pym, Rt = 3.244 ym
vs.Ra=0.019 um, Rq=0.025 ym, Rt=0.913 uym) (FIG. 1).
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RYS. 1. Topografia powierzchni warstw azotowanych wytworzonych w procesie azotowania jarzeniowego na
potencjale plazmy (A) i katody (B). Parametry chropowatosci powierzchni probek uzyskane przy pomocy pro-
filometru optycznego; Ra - srednie odchylenie profilu od linii Sredniej, Rq - srednie kwadratowe odchylenie
profilu od linii Sredniej wzdluz odcinka pomiarowego lub elementarnego, Rt - odlegtos¢ najwyzszego punktu
profilu do najnizszego na odcinku elementarnym Rt = Rp + Rv.

FIG. 1. Surface topography of nitrided layers produced under glow discharge conditions on plasma (A) and
cathode (B) potential. Roughness parameters of surface layers (optical profilometer); Ra - average arithmetic
deviation of the roughness profile, Rq - average square deviation of the roughness profile, Rt - distance between

the highest and lowest point of the profile Rt = Rp + Rv.

Wyniki badan powierzchni prébek przy pomocy profilometru
optycznego pokazaty, ze zewnetrzna strefa TiN warstwy
wytworzonej na potencjale katody (TiN-K) charakteryzowata
sie wyzszg chropowatoscig (Ra = 0,177 ym, Rq = 0,229 um,
Rt = 3,244 ym) w poréwnaniu do warstwy wytworzonej na
potencjale plazmy (TiN-P) (Ra = 0,019 ym, Rq = 0,025 pm,
Rt = 0,913 um) (RYS. 1). Jak wskazywaty wyniki badanh
morfologii powierzchni uzyskane za pomocg AFM, war-
stwe wytworzong na potencjale katody charakteryzowata
bardziej rozwinieta powierzchnia w skali nano niz warstwe
wytworzong na potencjale plazmy. Warstwa TiN-K miata
takze wiekszg zwilzalnos¢ (kat zwilzalnosci wodg dejonizo-
wang = 38°) niz warstwa TiN-P (kat zwilzania woda = 89°).
A zatem, powierzchnia TiN warstwy wytworzonej na po-
tencjale katody wykazywata wtasciwosci hydrofilowe, a na
potencjale plazmy hydrofobowe. Wiele badan prezentowa-
nych w literaturze wskazuje, ze hydrofobowos¢ powierzchni
zwieksza interakcje biomateriatu ze Srodowiskiem, co moze
prowadzi¢ do wiekszej adhezji komdrek, podczas gdy
hydrofilowo$¢ powierzchni jest korzystna dla materiatow
kontaktujacych sie z krwig [7].

Adsorpcja fibrynogenu

Wizualizacja fibrynogenu w mikroskopie konfokalnym
pokazata, ze biatko to tworzy drobne agregaty jednorodnie
rozmieszczone na TiN-K i wieksze agregaty nieregularnie
rozmieszczone na powierzchni TiN-P. Pomiary obszaréw
zajetych przez fibrynogen wykazaty mniej biatka na po-
wierzchni TiN-K w poréwnaniu z TiN-P (RYS. 2). Z badan
prezentowanych w literaturze wynika, ze ze wzrostem
stopnia rozwiniecia powierzchni oraz jej hydrofobowo-
Sci rosnie adsorpcja fibrynogenu [8]. Innymi czynnikami
charakteryzujgcymi biomateriat, ktére odgrywajg wazng
role w zwigkszonej adsorpcji biatek sa wysoka energia
powierzchniowa materiatu, elektrostatyczne oddziatywanie
miedzy czasteczkami biatek i powierzchnig [8]. Biorac pod
uwage wszystkie badane przez nas wtasciwosci TiN — strefy
zewnetrznej wytworzonych warstw, to warstwa wytworzona
na potencjale katody prezentowata duzy potencjat biozgod-
nosci z krwig.
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RYS. 2. Adsorpcja fibrynogenu na powierzchni
1 mm? probek z warstwa azotowang na potencjale
katody (TiN-K) i plazmy (TiN-P).

FIG. 2. Fibrinogen adsorption on 1 mm?of surface
layers nitrided on cathode (TiN-K; C) and plasma
(TiN-P; D) potential.

The AFM surface analyses showed more developed nano
- scale TiN layer produced on cathode potential than in
plasma region. The TiN-K exhibited higher wettability (con-
tact angle with deionized water = 38°) compared to TiN-P
layer (contact angle = 89°). Thus, the TiN surface produced
on cathode potential was hydrophilic, while the TiN surface
produced in plasma region was hydrophobic. Numerous pa-
pers have presented that surface hydrophobicity increases
interactions at biomaterial - environment interface leading
to increased cell adhesion, while surface hydrophilic feature
was advantageous for biomaterials in contact with blood [7].

Fibrinogen adsorption

Fibrinogen visualization demonstrated that this protein
forms fine aggregates homogenously spread on TiN-K and
significant aggregates irregularly spread on TiN-P. Meas-
urements of areas occupied by fibrinogen revealed lower
covered surface area on TiN-K than on TiN-P (FIG. 2).
Some of literature data have documented increased fi-
brinogen adsorption with surface development and hydro-
phobicity [8]. Others factors which play a significant role in
protein adsorption are high surface energy and electrostatic
interaction between proteins and biomaterial surface [8].
All properties of the TiN layers analysed in our study suggest
that the layer produced on cathode potential might exhibit
increased potential as blood biocompatible surface.
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RYS. 3. Liczba ptytek krwi (A) i agregatéw plytkowych (B) w mikroobszarach 1,42 mm?warstw azotowanych na

potencjale katody (TiN-K) i plazmy (TiN-P).

Morfologia ptytek krwi zadherowanych na warstwach azotowanych na potencjale katody (C) i plazmy (D).
FIG. 3. Number of blood platelets (A) and platelet aggregates (B) in microregions 1.42 mm? of layers nitrided on

cathode (TiN-K) and plasma (TiN-P) potential.

Morphology of blood platelets adhered on surface layers nitrided on cathode (TiN-K; C) and plasma (TiN-P; D)

potential.

Adhezja ptytek krwi

Analizy morfometryczne wskazywaty na mniejszg adhe-
zje i agregacje ptytek krwi na powierzchni TiN-K w porow-
naniu z TiN-P (RYS. 3A, B). Wynik ten pozostaje w zgodzie
z mniejszg adsorpcja fibrynogenu na warstwie TiN-K oraz jej
wiasciwosciami hydrofilowymi. Wiadomo, ze fibrynogen jest
jednym z gtéwnych biatek posredniczacych w adhezji i akty-
wacji ptytek krwi [6]. Nie mozna jednak wykluczy¢ znaczenia
dla adhezji komorek krwi obecnosci innych rodzajéw biatek
na powierzchni biomateriatu, m.in. albuminy, ktéra hamuje
adhezje ptytek [9]. Jednak na tym etapie prowadzonych
przez nas badan nie analizowali$my adsorpcji albuminy.
Ponadto, badania innych autoréw wskazuja, ze wzrost
chropowatosci powierzchni w skali nano moze przyczyniaé
sie do zmian konformacyjnych w strukturze biatek, co takze
moze modyfikowac stopien adhezji komdrek [10,11]. Takiego
zjawiska nie mozna wykluczy¢ w odniesieniu do prezento-
wanych przez nas warstw azotowanych.

Populacje ptytek zadherowanych na warstwie TiN-K
charakteryzowat ksztatt dendrytyczny (RYS. 3C), podczas
gdy na TiN-P wiekszos$¢ komérek byta silnie rozptaszczona
i zaokraglona (RYS. 3D). Jednoczesnie, liczba agregatow
ptytkowych, skladajacych sie z 2-4 komorek, byta wieksza na
TiN-P (RYS. 3B). Na podstawie wielu badan poréwnawczych
wyroznia sie 5 kategorii morfologicznych ptytek krwi od
dysko-podobnych przez dendrytyczne do rozptaszczonych,
odzwierciedlajgcych rosngcy stopien ich aktywacji [12].

Platelets adhesion

Morphometric analyses showed significantly lower
platelet adhesion and aggregation on TiN-K compared
with TiN-P (FIG. 3A, B). Since it is known that fibrinogen is
one of the major proteins mediating platelet adhesion and
activation [6], these results are in agreements with lower
fibrinogen adsorption and wettability of TiN-K. It cannot be
excluded that other proteins present on biomaterial sur-
face, e.g. albumin, might also inhibits platelet adhesion [9].
However, the relative adsorption of albumin and fibrinogen
has not been analysed in this stage of our investigations.
Further, increased surface nano-roughness can lead to
conformational changes of proteins, which can modify cell
adhesion [10,11].

In our study platelets adherent on TiN-K displayed
spread-dendritic morphology as shown in FIG. 3C, while
spread or fully spread on TiN-P (FIG. 3D). Simultaneously,
platelets aggregates consisting of 2-4 cells were more
numerous on TiN-P (FIG. 3B). Morphology of activated
platelets is classified into 5 categories from disc-like via
dendritic to spread platelets, reflecting increasing cell
activation [12]. The morphology of platelets on TiN-K sug-
gests low activation state, while platelets on TiN-P were
highly activated. These results are in agreement with
lower expression of fibrinogen on TiN-K surface [6]. It is
suggested that platelets are fully spread only when fibrino-
gen concentration reaches a proper threshold value [13].
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Prezentowane w naszych badaniach komorki na warstwach
TiN-K odpowiadaty kategorii morfologicznej ptytek stabo
aktywowanych, a na TiN-P silnie aktywowanych. Wynik
ten pozostaje w zgodzie z mniejsza ekspresja fibrynogenu
na powierzchni TiN-K, ktory jak wiadomo réwniez posred-
niczy w aktywacji ptytek [6]. Sugeruje sie, ze do silnego
rozptaszczenia ptytek na powierzchni implantu dochodzi
gdy stezenie fibrynogenu osigga odpowiednig wartos¢ [13].
Nasze badania wykazaty, ze warstwa azotowana TiN
o wigkszej chropowatosci wytworzona na potencjale ka-
tody jest bardziej hemozgodna niz warstwa o mniejszej
chropowatosci wytworzona na potencjale plazmy, bowiem
adsorbuje mniej fibrynogenu, a towarzyszy temu mniejsza
adhezja i aktywacja ptytek krwi. Efekt biologiczny kontaktu
powierzchni TiN-K z osoczem i ptytkami krwi jest zgodny ze
zwilzalnoscia tej powierzchni. Chociaz nie mozna wykluczyc,
ze wysoka chropowatos$¢ powierzchni TiN-K moze zmieniaé
konformacje zaadsorbowanych biatek, przez co receptory
komoérek krwi nie moga potaczy¢ sie z odpowiednimi ele-
mentami sktadnikéw macierzy biofilmu.

Zjawisko mniejszej adhezji i aktywacji ptytek na po-
wierzchni TiN-K o wiekszej chropowatosci niz na gtad-
szej stwierdzony w naszych doswiadczeniach pozostaje
w zgodzie z obserwacjami hemozgodnosci azotku tytanu
przez innych badaczy [14-16]. Podkreslali oni znaczenie
rozwiniecia powierzchni warstwy w skali nano dla ha-
mowania odpowiedzi ptytek krwi. Wystepuje zgodno$¢
wynikow badan uzyskanych przez Karagkiozaki i wsp.
dla nad-stechiometrycznego TiN z naszymi wynikami dla
TiN-K, ktory jest niestechiometryczny [14]. Nalezy ponadto
podkresli¢, ze badania innych badaczy dotyczyty warstw
wytwarzanych metodami PVD i CVD, podczas gdy nasze
warstwy zostaty wytworzone w warunkach wytadowania
jarzeniowego. Warstwy prezentowane przez nasza grupeg sg
dyfuzyjne, a wiec o mniejszych naprezeniach wtasnych niz
warstwy adhezyjne. Skoro kliniczne obserwacje wskazuja,
ze stenty z gtadszg powierzchnig moga sprzyja¢ tworzeniu
skrzepow krwi [17,18], to tym samym warstwy wytworzone
w warunkach wytadowania jarzeniowego moga byc¢ bardziej
perspektywiczne dla protez naczyniowych.

Whioski

W prezentowanych badaniach wykazano, ze adhezja
i aktywacja ptytek krwi zalezy od wtasciwosci powierzchni,
w skali nanometrycznej, warstwy azotku tytanu wytworzone-
go w niskotemperaturowym procesie azotowania jarzeniowe-
go. Chociaz nasze poprzednie badania wykazaty, ze dyfuzyj-
ne warstwy azotku tytanu charakteryzuje mate wykrzepianie
krwi, mniejsze niz na stopie tytanu Ti6AI4V [2], to odpowied-
nio modyfikujac proces azotowania jarzeniowego mozna w
wigkszym stopniu zmniejszy¢ adhezje i agregacje ptytek krwi.
Wytworzona warstwa typu TiN+Ti,N+aTi(N) w procesie
niskotemperaturowego azotowania jarzeniowego stopu
tytanu na potencjale katody ma duzy potencjat zastosowania
praktycznego dla modyfikacji biomateriatéw stosowanych
w kardiologii. Wiasciwosci powierzchni tak otrzymanych
warstw sg przedmiotem dalszych badan.

Podziekowania

Projekt zostat sfinansowany ze Srodkéw Narodowego
Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer
DEC — 2011/01/D/ST8/02931.

Our investigations showed that nitride surface layer with
higher roughness produced on cathode potential is more
haemocompatible because its expressed less fibrinogen
and therefore less platelet adhesion and activation. These
biological effects are consistent with the surface wettability.
However, it cannot be excluded, that the roughness of TiN-K
can cause protein conformational changes so that the recep-
tors of blood cells cannot adhere to such biofilm matrix.

Decreased platelets adhesion and activation on TiN-K
surfaces with higher nanoroughness in our experiments
are in agreement with observations of other investigators
of titanium nitride haemocompatibility [14-16]. Those inves-
tigators have underlined significance of surface roughness
in nano-scale on inhibition of platelets response. There is
convergance of Karagkiozaki et al. data obtained for over-
stoichiometric TiN with our data for TiN-K, which is non-stoi-
chiometric [14]. It should be pointed however that investiga-
tions presented in literature by others authors have related
to surface layers produced with PVD and CVD methods
while our to the layers produced in the process under glow
discharge conditions. Thus nitride surface layers presented
by our group are diffusion layers with lower residual stresses
than adhesive layers. Since clinical observations suggest
that stents with smoother surfaces may promote thrombo-
sis [17,18] thus the layers produced under glow discharge
conditions seem to be more perspective for application in
medical vascular prosthesis.

Conclusions

In this study it is shown that platelets adhesion and
activation are influenced by nano - properties of titanium
nitrided surface layer of TiN+Ti,N+aTi(N) type. Our previ-
ous investigations have shown that nitrided surface layers
produced under glow discharge conditions are less throm-
bogenic than Ti6Al4V titanium alloy surfaces [2], but proper
modification of the process conditions allows production
of surface layers with properties which decrease platelet
adhesion and activation. Thus, topographical manipulation
is a significant approach for reduction of thrombogenicity
of nitride surface layers. The layer of TiN+Ti,N+aTi(N) pro-
duced under glow discharge conditions at low temperature
on cathode potential might have significance for practical
application in cardiology. The surface properties of nitrided
surface layers produced on cathode potential or in plasma
region are a subject of further research.
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