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Wstep

Sterylizacja stanowi ostatni etap poprzedzajacy wszcze-
pienie implantu do organizmu. Z danych literaturowych jest
wiadomo, ze sterylizacja plazmowa powoduje m.in. wzrost
energii powierzchniowej i przyczynia sie¢ do zmniejszenia
grubosci warstwy tlenkowej na powierzchni materiatu [1,2].
Natomiast zastosowanie autoklawu wptywa na wzrost war-
stwy tlenkowej oraz zmiany sktadu chemicznego powierzch-
ni sterylizowanych materiatéw [3,4]. Procesy sterylizacyjne
poprzez zmiane wiasciwosci powierzchni biomateriatow
moga wptywaé na ich oddziatywanie z otaczajgcym $ro-
dowiskiem biologicznym, a przez to decydowac o dobre;j
integracji wszczepu z tkankami. Celem przeprowadzanych
badan byta ocena wptywu sterylizacji na biozgodnos$¢ stopu
tytanu z wytworzong w warunkach wytadowania jarzenio-
wego warstwa, TiN+Ti,N+aTi(N) z ludzkimi fibroblastami w
warunkach in vitro pod katem adhezji komorkowej do probek
oraz aktywnosci biologicznej zaadherowanych komorek.
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Introduction

Sterilization is the final step of implant preparation before
surgery takes place. It is known from literature that plasma
sterilization causes of an increase surface energy and
contribute to the decrease thickness of oxide layer on the
material surface [1,2]. Autoclaving effects the increase of
oxide layer thickness and change in chemical composition of
sterilized material surfaces [3, 4]. Sterilization may optimise
interactions of biomaterial with tissue by mean of change in
its physico-chemical properties. Thus, it may improve the
ability of biomaterial to integrate with a graft. In this study we
investigated the effect of sterilization on biological properties
of titanium alloy with nitrided surface layer TiN+Ti,N+aTi(N)
produced under glow discharge conditions using human
fibroblasts in term cell adhesion and physiological behaviour
of adhered cells.



Materialy i metody

Wytwarzanie warstwy azotowanej

Badaniom poddano prébki ze stopu tytanu Ti6AI4V azo-
towane w warunkach wytadowania jarzeniowego w tempe-
raturze 850°C, w atmosferze azotu, przy ci$nieniu 4 hPa.
Prébki byty ptukane w alkoholu i w wodzie destylowanej, a
nastepnie sterylizowane plazmowo w jednym cyklu (Sterrad
100 - H,0O,, 54°C, 7hPa,1h) lub w autoklawie w dziesieciu
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cyklach (para wodna, 134°C, 1400hPa, 30min.).

Charakterystyka warstwy powierzchniowej

Wytworzone warstwy byly poddane badaniom mikro-
struktury (mikroskop metalograficzny Neophot 21), sktadu
fazowego (dyfraktometr rentgenowski Philips, typ PW 1830)
i chropowatosci powierzchni (profilometr skanujgcy Form
Talysurf Series 2).

Badania biologiczne.

Fibroblasty z ludzkiej skory inkubowano na badanych
prébkach przez 48 godzin wedtug wczesniej opisanej pro-
cedury [5]. Analizowano liczbe zaadherowanych komorek,
ich rozmieszczenie na probkach, ekspresje fibronektyny i jej
receptora a5p1oraz produkcje cytokin prozapalnych TNFa,
IL1B, IL6. W badaniach zastosowano laserowy cytometr
skaningowy (LSC, CompuCyte) i mikroskop konfokalny
(FV-500 system; Olympus).

Wyniki i dyskusja

Analiza mikrostruktury probek azotowanych jarzeniowo
wykazata obecnos¢ warstwy azotowanej o grubosci okoto
40um. W oparciu o badania sktadu fazowego stwierdzo-
no obecnos$¢ powierzchniowej fazy azotku tytanu (TiN)
o grubosci 4um. Badania profilometryczne wykazaty, ze
chropowatos$¢ powierzchni warstw azotowanych nieznacz-
nie zwiekszata sie po sterylizacji plazmowej (RYS.1B),
natomiast ulegata obnizeniu po sterylizacji w autoklawie
(RYS.1C).

W badaniach poziomu cytokin prozapalnych uwalnianych
do medium inkubacyjnego w hodowlach fibroblastéw — bez
wzgledu na sposéb sterylizacji - nie stwierdzono obecnosci
TNFa, sladowe ilosci IL1p oraz niski poziom IL6, ktéry ob-
nizat sie po 48h inkubacji.

Procesy sterylizacji zmieniajgc wtasciwosci powierzchni
biomateriatdéw wptywaty na rozmieszczenie komérek za-
adherowanych na prébkach. W hodowlach prowadzonych
na probkach sterylizowanych plazmowo 1x komorki byty
rozproszone na catej powierzchni biomateriatu, podczas
gdy na sterylizowanych w autoklawie 10x komérki tworzyty
skupienia. Najwiecej komérek zaadherowato na prébkach
azotowanych jarzeniowo poddanych sterylizacji plazmowej

Materials and methods

Nitrided surface layer preparation

The study was conducted on the Ti6Al4V alloy specimens
nitrided under glow discharge conditions at temperature of
850°C, in atmosphere of nitrogen and under 4 hPa pressure.
Samples were cleaned with ethanol and destilated water
and sterilised in plasma (Sterrad 100; H,O,, 54°C, 7hPa,
1h) for one cycle or in autoclave (steam, 134 °C, 1400hPa,
30min.) for ten cycles.

Surface layer characteristics

The surface layers were examined for their microstructure
(Neophot 2 microscope), phase composition (x-ray diffrac-
tometer Philips PW 1830), surface topography (scanning
profilometer Form Talysurf Series 2).

Cell behaviour

Human skin fibroblasts were cultured for 48 hours on
samples according to previously described methods [5].
Number of adhered cells, cell arrangement, fibronectin and
fibronectin receptor o531 expression, and proinflammatory
cytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6) production were analysed.
These were examined by laser scanning cytometry (LSC,
CompuCyte) and confocal microscopy (FV-500 system;
Olympus).

Results and discussion

Analysis of microstructure showed the nitrided surface
layers were about 40um thickness. Study of phase compo-
sition indicated an external phase of titanium nitride (TiN)
was about 4 um thickness. Profilometric studies showed
that the roughness of nitrided surface layers increased after
plasma sterilization (FIG.1B) and decreased after steam
autoclaving (FIG.1C).

No TNF-q, a traced amount of IL-1B and low level of IL-6
(decreasing after 48h of incubation) were found in culture
medium, regardless of sterilization type.

Sterilization processes changing properties of the bioma-
terial surface affected the cell spreading and activity. In
cultures on plasma sterilized samples, cells were diffused
on entire biomaterial surface, while on autoclave sterilized
formed clusters. The highest number of cells adhered on
plasma sterilized samples (FIG.2).

Adhered cells produced and secreted fibronectin, an impor-
tant protein in cell adhesion, which formed fibrillar biofilm
on a material surface. Fibroblasts cultured on plasma
sterilized samples showed higher expression of fibronectin
(FIG.3A) than those on autoclave sterilized. In contrast, a
fibronectin receptor was higher expressed by cells adhered
on autoclave sterilized samples, than sterilized by plasma
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RYS.1. Chropowatos¢ warstw azotowanych: niesterylizowanych (A), sterylizowanych plazmowo 1x (B), stery-
lizowanych w autoklawie 10x (C); R, — srednia arytmetyczna odchylenia profilu chropowatosci.
FIG.1. The roughness of nitrided surface layers: unsterilized (A), plasma sterilized 1x (B), after steam autoclav-

ing 10x (C); R, — arithmetic mean deviation.
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tyne — biatko odgrywajace znaczaca role w adhezji komor-
kowej - ktdra tworzyta widkienkowy biofilm na powierzchni
materiatu. Wieksza ekspresja fibronektyny charakteryzowaty
sie fibroblasty hodowane na préobkach sterylizowanych
plazmowo (RYS.3A). Natomiast komorki zaadherowane na
prébkach sterylizowanych w autoklawie wykazywaty naj-
wieksza ekspresje receptora dla fibronektyny (RYS.3B).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze sposdéb sterylizacji
wptywa na wiasciwosci warstwy azotowanej, a przez to
oddziatuje na adhezje i aktywnos$¢ biologiczng zaadhero-
wanych na niej komoérek. Nierownomierne rozmieszczenie
fibroblastow na powierzchni TiN po sterylizacji w autoklawie
10x prawdopodobnie byto spowodowane wystepowaniem
na niej osadéw pochodzgcych z atmosfery sterylizatora,
przyczyniajacych sie do wygtadzenia powierzchni probek.
Jednoczesnie na tak sterylizowanych materiatach obserwo-
wano mniejszg liczbe komérek, ktére charakteryzowaty sie
nizsza ekspresja fibronektyny. Obserwowana w tych popula-
cjach ekspresja receptora dla fibronektyny prawdopodobnie
wigzata sie z rozng aktywnoscia proliferacyjng komorek.
Wysoka ekspresja fibronektyny w hodowlach prowadzonych
na prébkach TiN sterylizowanych plazmowo mogta by¢ wy-
nikiem podwyzszenia energii i zwilzalnosci ich powierzchni.
Jest to zgodne z obserwacjami innych badaczy [6, 7]. Fibro-
blasty inkubowane na probkach TiN po sterylizacji plazmo-
wej, cho¢ charakteryzowaly sie nizsza ekspresjg receptora
a5B1, wykazywatly wiekszg aktywnos$¢ proliferacyjna.

W Swietle uzyskanych wynikow wydaje sie, iz sterylizacja
plazmowa jest najbardziej optymalnym sposobem steryli-
zacji biomateriatow tytanowych z warstwg TiN.
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RYS.3. Poziom ekspresji fibronektyny (A) i jej
receptora o581 (B) w fibroblastach hodowanych
na prébkach azotowanych jarzeniowo (TiN) po
sterylizacji plazmowej 1x (P1x) lub w autoklawie
10x (A10x)

FIG.3. Expression of fibronectin (A) and fibronec-
tin receptor o531 (B) in fibroblasts cultured on
plasma sterilized 1x (P1x) or autoclave sterilized
10x (A10x) samples.
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RYS.2. Histogram liczby komérek zaadherowa-
nych na prébkach TiN sterylizowanych plazmowo
1x (P1x) lub w autoklawie (A10x). Pole powierzchni
krazka 50,24 mm?.

FIG.2. Number of adhered cells on plasma ste-
rilized 1x (P1x) or in autoclave 10x (A10x) TiN
samples. The surface disc 50,24 mm?2.

(FIG.3B).

Sterilization processes influenced cells adhesion and
behaviour by changing properties of the nitrided surface
layer. Irregular spreading fibroblasts on autoclave sterilized
samples with TiN surface layer probably was caused by
precipitates, which arised from atmosphere of sterilizator.
Presence of precipitates led to smoothing of the sample
surface. Summarising these observations, it can not be
excluded that high expression of fibronectin receptor caused
lower cell proliferation and activity in range of fibronectin
synthesis and release.

Contradictionaly, cells in population cultured on plasma
sterilized samples were characterized by high expression
of fibronectin. This could be a result of high energy and
wettability of biomaterial surface, which is in line with ob-
servations of other investigators [6, 7]. However expression
of an integrin receptor o581 on cells incubated on plasma
sterilized samples was low, the cells exhibited a high pro-
liferation activity.

In conclusion, our results showed that plasma sterilization is
the most optimal type of sterilization of titanium biomaterial
with TiN — outer zone of the produced surface layer.
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