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Wstep

W ostatnich latach poszukuje sie metod poprawienia wta-
Sciwosci materiatow stosowanych do produkcji implantow.
Tytan i jego stopy, ze wzgledu na wyjgtkowe witasciwosci
fizyko-chemiczne oraz sprawdzong biozgodno$¢, znajdujg
szerokie zastosowanie w produkcji implantow na potrzeby
ortopedii i stomatologii, jak rowniez w wytwarzaniu narzedzi
chirurgicznych. Obrébki jarzeniowe, ktére umozliwiajg wy-
twarzanie warstw TiN i TICN na gotowych implantach o do-
wolnym ksztalcie, wydajg sie byé obiecujacymi metodami
poprawienia wtasciwosci materiatéw tytanowych [1, 2]. Mo-
dyfikowanie powierzchni powoduje poprawe wytrzymatosci,
wzrost odporno$ci na korozje, na zuzycie przez tarcie oraz
zapobiega przechodzeniu sktadnikoéw stopow do otaczaja-
cego Srodowiska biologicznego [3-5].

Cel

Celem pracy byto poréwnanie oddziatywania ptytek krwi
z powierzchniami stopu tytanu (Ti6Al4V) i modyfikowanych
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Introduction

New methods capable of ipmroving properties of materi-
als used for implant production are currently being searched.
Due to their unique physico-chemical properties and excel-
lent biocompability, titanium and its alloys are widely used
in a manufacture of implants in orthopaedy and dentistry as
well as in a production of surgical instruments. Surface
processing, such as glow discharge nitriding and
carbonitriding, of titanium based materials, which creates
TiN or TiCN layers on ready implants of whichever shape,
appears to be a very promising method improving their prop-
erties [1,2]. Surface modification enhances their durability,
improves their corrosion resistance, decreases friction wear
and prevents diffusion of alloy componets into a biological
enviroment [3-5].

The aim

The aim of the study was to compare an interaction of
blood platelets with the surface of titanium alloy (Ti6A14V)
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metodg jarzeniowg jego odmian (TiN, TiCN).
Materialy i metody

Probki

Do badan uzyto krgzkéw grubosci 3 mm i Srednicy 8 mm,
wykonanych ze stopu tytanu (Ti6AI4V) i takich samych krgz-
koéw pokrytych azotkiem tytanu (TiN) i wegloazotkiem tyta-
nu (TiCN), o zawartosci wegla 4% lub 16% at. C, w proce-
sie azotowania i wegloazotowania jarzeniowego. Materiat
do badan uzyskano dzigki uprzejmosci prof. Tadeusza
Wierzchonia z Politechniki Warszawskiej.

Kontakt badanych powierzchni z krwia

Przed eksperymentem probki umyto dwukrotnie w wo-
dzie destylowanej, a nastepnie w etanolu w myjce ultra-
dzwiekowej i ponownie w wodzie. Krew pobierano od zdro-
wych ochotnikow, ktorzy nie stosowali Zadnych lekow anty-
ptytkowych w ciggu trzech tygodni przed badaniem. Cata
procedura byta zgodna z Deklaracjg Helsinskg, Jako anty-
koagulantu uzyto 3,8% wodny roztwor cytrynianiu sodu. W
celu uzyskania osocza ubogoptytkowego (PPP) krew odwi-
rowano (1000xg, 10 min, RT). Wszystkie probki (Ti6AI4V,
TiN, TiCN) umieszczono w PPP na kilkanascie godzin przed
eksperymentem i inkubowano w temperaturze 4°C. Nastep-
nie probki ptukano dwukrotnie w 0,1 M buforze fosforano-
wym, pH 7,4, zawierajagcym 140 mM NaCl (PBS). Tak przy-
gotowane prébki poddano kontaktowi z petng krwig cytry-
nianowg przez okres jednej godziny, przy zapewnieniu cig-
gtego ruchu krwi w probéwce. Po zakonczonej inkubac;ji
prébki byty dwukrotnie przemywanE buforem PBS, a na-
stepnie utrwalane w 2,5% aldehydzie glutarowym, przygo-
towanym w 0,1 M buforze fosforanowym, pH 7,4, w ciagu
godziny w temperaturze 4°C. Po kolejnym dwukrotnym prze-
myciu buforem fosforanowym prébki poddano odwodnie-
niu stosujac alkohol etylowy w narastajacym stezeniu. Po
wysuszeniu probki poddano napyleniu 20-30 nm warstwg
ztota (napylarka JEOL JEE-4X). Obserwacji probek doko-
nywano w mikroskopie skaningowym HITACH - 3000 N przy
napieciu 5 kV. Dla kazdej badanej probki wykonano 30
zdje¢ (powiekszenie 1000 i 4000 razy) umozliwiajgcych
opisanie morfologii ptytek obecnych na badanych powierzch-
niach oraz wykonanie statystycznej analizy z uzyciem te-
stow Fishera i t-Studenta.

Wyniki

Jednogodzinny kontakt stopu tytanu (Ti6AI4V) z petng
krwig powoduje, ze na powierzchni prébek pojawiajg sie
liczne plytki krwi oraz pojedyncze leukocyty. Zaadherowa-
ne plytki posiadaty dtugie pseudopodia i przylegaty do probki
pojedynczo lub tworzgc rozlegte agregaty rozmieszczone
regularnie na catej powierzchni materiatu (RYS. 1a). Po-
dobnie przylegajagce ptytki krwi zaobserwowano na po-

as well as with its modified forms, obtained with the help of
glow discharge nitriding (TiN) and carbonitriding (TiCN).

Materials and methods

Samples

Titanium discs (3 mm thick and 8mm in diameter), made
of titanium alloy (Ti6A14V), and identical discs coated with
titanium nitride (TiN) and titanium carbonitride (TiCN con-
taining either 4% or 16% at.C) were used. The samples
were acquired thanks to the courtesy of Professor Tadeusz
Wierzchon of the Warsaw University of Technology.

Contact of examined surfaces with blood

Before each experiment, samples were washed in a su-
personic washer, twice with distilled water then with ethanol
and again with water. Blood was collected from healthy vol-
unteers, who had not been using any antiplatelet drugs for
three weeks before the experiment. All the procedures were
curried out according to Helsinki Declaration. Blood was an-
ticoagulated with 3.8% water solution of sodium citrate. Plate-
let poor plasma (PPP) was obtained by blood centrifugation
(1000xg, 10 min, RT). All the samples (Ti6A14V, TiN, TiCN)
were placed in PPP for several hours before the experiment
and were incubated at 4°C. Subsequently, the samples were
washed twice with 0.1M phosphate buffer pH 7.4, containing
140 mM NaCl (PBS). The specimens prepared in this way
were allowed for one hour contact with citrated whole blood.
Blood was constantly kept in motion by end to end mixing.
The incubation was finished by a double washing of each
sample with PBS and subsequent fixing it with 2,5% glutaral-
dehyde prepared in 0.1M phosphate buffer. The fixing pro-
cedure was carried out for one hour at 4°C, and was fol-
lowed by a double washing with PBS. Subsequently, sam-
ples were dehydrated using ethanol of an increasing con-
centration. After air drying the samples were coated with 20-
30 mm layer of gold (JEOL JEE-4X vacuum evaporator), and
they were examined using scanning microscope HITACH-
3000 N (voltage of 5 kV). Thirty photographs of every sam-
ple were taken (magnification of 1000x and 4000x), enabling
description of a morphology of blood platelets present at ex-
amined surfaces as well as statistic evaluation of data (Fisher
test and t-Student's tests).

wierzchni azotku tytanu (TiN), gdzie ptytki krwi pokrywaty
badane materiaty pojedynczo lub tworzyly agregaty skta-
dajace sie z roznej ich liczby (RYS. 1b). Na probkach TiCN
(4% at.C) i TiCN (16% at.C) stwierdzono obecno$¢ ptytek
krwi kulistego ksztattu z nielicznymi i bardzo krotkimi wy-
pustkami. Uktadaty sie one zwykle pojedynczo na catej po-
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stopien agregaciji ptytek na poszczegolnych powierzchniach.
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Ti6AI4V

TiN

TiCN 16% |3663

TiICN4% |1599

TABELA 1. Stopien agregacji ptytek na badanych powierzchniach.
TABLE 1. Extent of platelet aggregation at observed surfaces.

O Ti6AI4V
0,014 aTiN
ETICN 16%
ETICN 4%

0,012

0,01
0,008
0,006
o 0,004
0,002

0,008848
0,0118424

mean number of blood platelets
per square micrometer

FIG. 2. Srednia liczba ptytek krwi przypadajaca na
1 ym? powierzchni badanych materiatow.

FIG. 2. Mean number of blood platelets adhered
to 1 ym? of investigated surfaces.

W przypadku powierzchni stopu tytanu i azotku tytanu ob-
serwowano duzg liczbe ptytek krwi w powstatych agrega-
tach podczas gdy na powierzchniach wegloazotku tytanu
brak byto agregatow (TAB. 1).

Dyskusja

Jednym z pierwszych proceséw zachodzacych podczas
kontaktu implantu z krwig jest odktadanie sie biatek oso-
cza na jego powierzchni. Niektore biatka osocza obecne na
powierzchni implantu, np. fibrynogen i VWF, posredniczg w
adhezji ptytek krwi. Natomiast inne biatka, jak albuminy i
gamma-globuliny, nie uczestniczg w tym procesie [6, 7].
Aktywacja ptytek krwi prowadzi do zmiany ich ksztattu, two-
rzenia pseudopodiéw, uwalniania zawartosci wewnagtrzptyt-
kowych ziarnisto$ci oraz inicjowania agregacji [8]. Niekto-
rzy autorzy uwazajg ze biatka pokrywajace wszczep mogg
determinowaé biozgodnos¢ implantu [9]. Materiatom prze-
znaczonym do kontaktu z krwig stawia sie bardzo wysokie
wymagania. Miedzy innymi oczekuje sie, Zze ich powierzch-
nia nie bedzie wywotywata krzepniecia krwi oraz bedzie
wolna od zaadsorbowanych elementéow morfotycznych,
szczegolnie ptytek krwi [6,10]. Wykonane badania pozwoli-
ty ustali¢, ze ptytki krwi przylegajg do wszystkich badanych
powierzchni, jednak w rézny sposéb i z rézng intensywno-
Scig tego procesu. Na powierzchni stopu tytanu Ti6AI4V i
azotku tytanu (TiN) zaadherowane ptytki krwi majg ksztatt
dendrytyczny z licznymi dtugimi pseudopodiami i tworzg

Results

One hour contact of titanium alloy (Ti6A14V) with citrated
whole blood resulted in an appearance of numerous plate-
lets and single leukocytes on the sample surfaces. The plate-
lets adhered were equipped with long pseudopodia. They
were present either as isolated species or in aggregates
scattered regularly through the whole surface (FIG. 1a).
Blood platelets with long pseudopodia could also be ob-
served adhered to the titanium nitride surface (TiN). They,
again, covered the material either as isolated species or
created aggregates consisting of different number of plate-
lets (FIG.1b). TiCN (4% at.C) and TiCN (16% at.C) sample
surfaces exhibited isolated platelets having spherical shape
and equipped with a few very short pseudopodia (FIGs.1c
and 1d, respectively). A higher number of adhered platelets
was found on the surface of titanium nitride - on average
there was 0.011 of a platelet per 1 um? of area. A lower
number of blood platelets, 0.0042 of a platelet per um? only
(see FIG.2), adhered to titanium carbonitride layer conatining
4% atomic C. Statistical analysis of the results enabled a
description of the extent of platelet aggregation on different
surfaces. Titanium alloy and titanium nitride surfaces ex-
hibited aggregates containing numerous platelets, whereas
titanium carbonitride surfaces were free from the aggregates
(TAB.1).

Discussion

One of the first processes, taking place during the con-
tact of an implant with blood, is a deposition of plasma pro-
teins on the implant surface. Some plasma proteins, such
as fibrinogen and vVWF, present on the surface of an im-
plant, mediate blood platelets adhesion. Other proteins, like
albumins and gamma-globulins, do not take part in this proc-
ess [6, 7]. Activation of blood platelets comprises a change
of their shape, with the pseudopodia being created, a re-
lease of platelet granules content and an initiation of the
aggregation process [8]. Some authors claim that proteins
covering the implant can determine its biocompatibility [9].
Very strict requirements have to be fulfilled by materials
remaining in contact with blood. It is expected that a mate-
rial surface will not initiate coagulation and will be free from
adsorbed blood cells, especially from platelets [6,10]. Our
study indicates that platelets do adhere to every surface,
but they adhere in a different manner and at different inten-
sity. The platelets adhered to the surfaces of titanium alloy
Ti6A14V and titanium nitride (TiN) have a dendrite-like shape
with long pseudopodia and create aggregates of a different
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agregaty ptytkowe o réznej wielkosci (2-8 ptytkowe na-
Ti6AI4V i 8-12 ptytkowe na TiN). W przypadku wegloazot-
kow (TiCN) krwinki ptytkowe sg zaktywowane tylko nie-
znacznie, co manifestuje sie zmiang ksztattu, brakiem wy-
raznych pseudopodiéw i brakiem agregatéw. Do prébki
TiCN (16% at.C) zaadherowato dwukrotnie wigcej ptytek
krwi niz do TiCN (4% at.C). Reasumujgc, mozna wskazac
wegloazotek tytanu o zawartosci wegla 4% jako najbardziej
trombozgodny materiat sposréd badanych.
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Streszczenie

Adsorpcja i odktadanie sie biatek osoczowych na
sztucznych powierzchniach implantow medycznych,

size (2-8 platelets on Ti6A14V and 8-12 platelets on TiN).
For a contrast, the platelets adhered to carbonitride (TiCN)
surfaces are only slightly activated - with a shape change,
lack of pseudopodia and lack of aggregation. It is worth to
note, that twice as many platelets adhered to the TiCN (16%
at.C) surface than to the TiCN (4% at.C) surface. In a con-
clusion it can be stated that, among the examined materi-
als, titanium carbonitride with 4% of carbon exhibit the low-
est activating properties.
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Abstract

Adsorption and deposition of plasma proteins at
artificial surfaces of medical implants promote cell
adhesion process. SPR-biosensors, working in the
BiaCore system, enable studies in a real time of the
phenomenon of protein deposition onto surfaces of
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Y

wspomaga proces adhezji komorek. Zjawisko to sta-
nowi powazny problem w implantologii. UZycie bio-
sensorow SPR, pracujgcych w systemie BiaCore,

titanium and NCD (nanocrystalline diamond) . It was
shown, that sensors covered with very thin layers (less
then 30 nm) of both, titanium and NCD, exhibit simi-
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