212

Vd

BI®MATERIALOW

BIOZGODNOSC WARSTWY
KOMPOZYTOWEJ TYPU Ti P+Ti-Ni
Z POWLOKA HYDROKSYAPATYTU

A. ZaiaczkowskA*, A. SowiNska*, B. CUKROWSKA*,
M.M. GobLewski**, E. Skotek***W. MROZ****,
T. WIERZCHON***, E. CZARNOWSKA*

*ZAKeAD PATOLOGII,

INSTYTUT — PoMNIK CENTRUM ZDROWIA DZIECKA,
04- 730 WaRszawA, AL. Dzieci  PoLskicH 20,
**Wypziat MEDYCYNY WETERYNARYJNEJ,
SzkotA GrOWNA GosPODARSTWA WIEJSKIEGO,
02-787 WARszAWA, UL. NOwOURSYNOWSKA 166
***WyDzIAL INZYNIERII MATERIALOWEJ,
PoLITECHNIKA WARSZAWSKA,

02-507 WaRszAWA, Woroska 141,
****INSTYTUT OPTOELEKTRONIKI WAT,

uL. GEN. S. KALINSKIEGO 2, 00-908 WARSZAWA,
E-MAIL:CZARNOWSKA@CZD.PL

[Inzynieria Biomateriatow, 58-60,(2006),212-214]

Wstep

Wczesdniejsze badania warstwy kompozytowej typu

Ti,P+Ti-Ni na stopie Ti6AI4V wykazaty, ze warstwa ta
poprawia odporno$¢ na zuzycie przez tarcie i eliminuje
uwalnianie sktadnikow stopu do Srodowiska biologiczne-
go [1-3]. Wskazujg one rowniez, ze zewnetrzna warstwa
Ti,P ma odpowiednio rozwinigta powierzchnie dla dobrej
adhezji komérek i zachowania ich wysokiej aktywnosci
biologiczne;j.
Wiadomo, ze biofunkcyjnos¢ powierzchni biomateriatow ty-
tanowych stosowanych na implanty kostne mozna poprawic
poprzez zastosowanie warstwy hydroksypaptytu (HA), o
grubosci okoto 50 um i o okreslonej topografii powierzchni
i zawartosci fazy krystalicznej. Jednak staba adhezja HA
do powierzchni biomateriatu ogranicza korzysci kliniczne
jego zastosowania. Dlatego tez celem niniejszej pracy byto
wytworzenie cienkiej warstwy HA na kompozytowej warstwie
typu Ti,P+Ti-Ni dla poprawy wrastania wszczepu w kosc.

Materiaty i metody

Na dyskach wykonanych ze stopu tytanu Ti6Al4V o sred-
nicy 8 mm i grubosci 0,8 mm wypolerowanych papierem
Sciernym o gradacji 1000, osadzono metodg bezpragdowg
warstwe niklowo-fosforowg. Nastepnie prébki poddano
dziataniom wytadowania jarzeniowego [1-3]. Hydroksyapatyt
nanoszono na powierzchnie Ti,P metodg PLD (ang. Pulsed
Laser Deposition) przez tytanowa siatke z otworami o $red-
nicy ® ~ 1 mm. Morfologie wytworzonej warstwy kompozy-
towej badano w elektronowym mikroskopie skaningowym,
topografie za pomocg mikroskopu sit atomowych (AFM,
Digital Instruments Multi Mode). Biozgodnos$¢ wytworzonej
warstwy z komoérkami linii osteoblastow Saos-2 (ATCC)
badano w 48 godz. hodowli zgodnie z wczesniej opisang
procedurg postepowania [4,5]. Aktywnos$c¢ biologiczna, ad-
hezje i rozmieszczenie komorek oraz produkcje fibronektyny
i ekspresje receptora fibronektyny (a5@31) analizowano tech-
nikami mikroskopii konfokalnej (FV-500 system, Olympus).
Ekspresje badanych biatek mierzono za pomocg programu
morfometrycznego Cell P (Olympus).
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Introduction

In our previous study it was shown, that the composite
surface layers Ti,P+Ti-Ni type produced on Ti6AI4V tita-
nium alloy improves wear resistance of the surface and
eliminates release of titanium alloy elements into biological
environment [1-3]. The human osteoblast-like cells Saos-2
cultured on the Ti,P surface showed high cell viability and
only single dead cells in the cell population adhered to the
material surface were observed.

Actually it is known that thickness (about 50 uym) coatings
of hydroxyapatite (HA) produced on titanium alloy improve
biocompatibility and tissue ingrowth on bone implants.
However, poor adhesion hydroxyapatite to titanium alloy
limits its clinical positive out-come.

The aim of this study was production a thin HA coating on
composite layer Ti,P+Ti-Ni type, for improvement titanium
alloy implant ingrowth with bone.

Materials and methods

The composite surface layers Ti,P+Ti-Ni type on Ti6Al4V
titanium alloy were produced. The method of chemical
electroless nickel-phosphorous deposition combined
with glow discharge enhanced heat treatment were used
[1-3]. Hydroxyapatite coatings were produced by Pulsed
Laser Deposition (PLD) method by applying of titanium
wire-netting with diameter ® ~ 1 mm. On the outer zone
Ti,P hydroxyapatite was applied. Morphology and topog-
raphy of HA composite layer were analysed respectively
in scanning electron microscopy (Hitachi s-350), atomic
force microscopy (AFM Digital Instruments Multi Mode).
The biocompatibility of this surface was examined with the
Saos-2 osteoblast-like cells human osteosarcoma cell line,
ATTC collection. The 48-hour cell incubations on samples
were conducted according to the method described in our
previous studies [4,5]. Cell biological activity, adhesion and
distribution on the surface, as well as fibronectin production
and expression of fibronectin receptor were investigated.
Confocal microscopy (Olympus FV-500 System) was applied
in this study. Expression of analysed protein was measured
by Cell P a morphometric program (Olympus).



4 r_,!—":;n..qzs ¥t o
o, - 4,516 wm

TiFeHd Bo-1d,4d om
Foma- 40N pm

RYS.1. Morfologia (A) i topografia (C) powierzchni
warstwy Ti,P+Ti-Ni wytworzonej na stopie tytanu
Ti-6Al-4V. Wyspy hydroksyapatytu wytworzone na
warstwie Ti,P+Ti-Ni (B). Morfologia (D) i topogra-
fia (E) powtoki hydroksyapatytu wytworzonej na
warstwie Ti,P+Ti-Ni.

FIG.1. Morphology (A) and topography (C) surface
layers Ti,P+Ti-Ni type produced on titanium alloy
Ti-6Al-4V. Islands of HA coating produced on layer
Ti,P+Ti-Ni (B). Morphology (D) and topography (E)
HA coating produced on layer Ti,P+Ti-Ni.

Wyniki

Charakterystyka powierzchni

Wytworzona na stopie tytanu warstwa kompozytowa
typu Ti3P+Ti-Ni poprawiata wtasciwosci mechaniczne
warstwy wierzchniej probek i jej mikrotwardo$¢ wynosi ok.
1200 HV0.05, a stopu Ti6AI4V 500 HV0.05. Hydroksyapatyt
(HA) naniesiony metodg PLD na warstwie kompozytowej
tworzyt wyspy o s$rednicy ok. 1mm i grubosci ok. 1-3um.
Morfologie powierzchni i topografie warstw kompozytowych
przedstawiono na RYS.1.

Badania biologiczne

Osteoblasty linii Saos-2 hodowane na badanych po-
wierzchniach dobrze na nich adherowaty chociaz szybciej
do probek Ti,P. Komorki rosngce na HA lokowaty sie gtownie
w szczelinach i zagtebieniach. Syntetyzowaty one i wydzie-
laty biatko wchodzace w sktad macierzy pozakomérkowej
— fibronektyne, ktéra na powierzchni biomateriatu tworzyta
biofilm o ziarnistej strukturze (RYS.2A). Forme widkienkowg,
fibronektyny obserwowano sporadycznie. Receptory o531
(tj. receptory dla fibronektyny) byty gtéwnie rozmieszczone
na obwodzie komorek zaréwno rosnacych na prébkach z
warstwa HA jak i na Ti,P (RYS.2 B, C). Osteoblasty osied-
lone na warstwie HA miaty ksztatt okragty i tworzyty dtugie
nitkowe wypustki, podczas gdy komorki rosnace na Ti,P byty
wydtuzone i tworzyty krétkie, palczaste wypustki (RYS.2).

Podsumowanie

Osteoblasty linii Saos-2 szybciej adherowaty na warstwie

Ti,P niz na HA. Z wczesniejszych badan wynika, ze hodowane
komorki na Ti,P cechuje wysoka aktywnos¢ cyklu komérko-
wego [6]. By¢ moze inny ksztatt komorek zaadherowanych na
Ti,P swiadczy o ich zréznicowanej aktywnosci biologiczne;.
Meredith [7] w swoich badaniach zaobserwowat, ze komorki
znajduja sie w innych fazach cyklu komérkowego niz faza S
maja ksztait okragty.
Nie wiadomo czy ta aktywnosc¢ byta zwigzana z wlasciwoscia-
mi wytworzonego HA, tj. stopniem krystalizacji i mikrostruktu-
ry. Fakt, ze komorki chetniej zakotwiczyty sie w szczelinach
HA moze wskazywac, ze jego topografia moze wptywac
korzystnie na wytworzenie dobrego kontaktu komérka — po-
wierzchnia biomateriatu.

RYS.2. Rozmieszczenie fibronektyny na po-
wierzchni prébek z hydroksyapatytem wytworzo-
nym na warstwie Ti,P (A) oraz receptora o531 w
btonie komorkowej osteoblastow zadherowanych
na hydroksyapatycie (B) i na powierzchni Ti,P (C)
wytworzonego na stopie tytanu Ti6Al4V analizo-
wane w mikroskopie konfokalnym. Powiekszenie
mikroskopowe 60x.

FIG.2. Distribution of fibronectin on hydroxy-
apatite coating produced on the Ti,P layer (A).
Receptor 0531 for fibronectin adhered on HA (B)
and on surface layer Ti,P (C) produced on titanium
alloy Ti6Al4V analysised by confocal microscopy.
Microscopy magnification 60x.

Results

Surface characteristics

Acomposite surface layer of the Ti,P+(Ti-Ni) type on tita-
nium alloy Ti6Al4V was produced. This new layer presented
better mechanical properties, than reference titanium alloy
and microhardness was respectively 1200 HV0.05 and 500
HV0.05. HA layer formed on Ti,P “islands” with diameter ~
1mm and high ~ 1-3 um. Morphology and topography of
the composite surface layer and HA are presented on the
FIG.1.

Biocompatibility

The osteoblast cell line Saos-2 well adhered to the both
investigated surfaces, however it higher extend on Ti,P
surface layer at the time. Cells cultured on HA layer were
settled mainly in fissures of HA. They synthesised and
released fibronectin, which formed a granular biofilm on
the material surface (FIG.2A). Fibrillar form of fibronectin
was sporadic. Fibronectin receptors (a531) were localised
mainly at the furthermost points of the cell periphery on HA
coating as well as Ti,P (FIG.2 B, C).
Osteoblasts adhered on the HA coating were round shaped
and formed long, thread-like protrusions, while cells on Ti,P
layer were elongated or triangle shaped with short, finger-
like protrusions.

Summary

Osteoblast line cells Saos-2 cultured on biomaterials
adhered faster on the Ti,P layer than on the HA coating.
Our previous study showed that cells cultured on Ti,P were
characterized by high activity of cell cycle [6]. It can not be
excluded the differences in cell shapes when osteoblasts
were adhered on Ti,P and HA are related to their various
biological activity. Meredith et al. [7] observed that cell shape
was dependent on cell cycle phase.

Itis not known if the cell activity was determined by proper-
ties of HAi.e. cristalization and microstructure. The evidence
that cells anchoraged mainly in HA fissure may suggest
that HA layer expresses adequate topography leading to
acquisition of a proper contact between cell and biomate-
rial surface.

Further studies will allow for better understanding of mecha-
nisms leading to cell adhesion on HA layer.
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Wprowadzenie

Hydroksyapatyty ztozone z fosforanéw wapnia bedacych

naturalnym sktadnikiem konstrukcyjnym kosci, sg obecnie
jednym z lepszych materiatéw implantacyjnych w ortopedii
i stomatologii. Sg one biokompatybilne i po wszczepieniu
nie wywotujg znaczgcej odpowiedzi immunologicznej
[1]. Ze wzgledu na specyfike zabiegdw implantacyjnych,
czestos¢ wystepowania zakazen miejscowych jest bardzo
niska i oscyluje w granicach 1-3%, jednak w obrebie tych
przypadkow, ryzyko utraty konczyny lub $mierci pacjenta
jest bardzo wysokie. Gtéwnymi czynnikami etiologiczny-
mi zakazen sa S. aureus i S. epidermidis. Skutecznym
sposobem profilaktyki zakazen implantu jest stosowanie
antybiotykoterapii ogolnej, jednakze mniej szkodliwa dla
pacjenta jest ochrona miejscowa wszczepionego materiatu.
Pozwala ona na zmniejszenie dawki leku dostarczonej do
organizmu [2]. Hydroksyapatyt dzieki porowatej strukturze
moze by¢ potencjalnym nosnikiem lekow [3;4] i uwalniajac
lek in situ moze zapobiec infekcjom pooperacyjnym i two-
rzeniu biofilmu na powierzchni implantu [5].
Celem prezentowanej pracy byta modyfikacja materiatu
hydroksyapatytowego biatkami a nastepnie immobilizacja
chemiczna gentamycyny w kierunku wytworzenia biomate-
riatu zdolnego do stopniowego uwalniania leku do otacza-
jacego srodowiska.

Metodyka

Granulat hydroksyapatytowy wykonano w Katedrze
Technologii i Ceramiki AGH w Krakowie. Parametry HAP
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Introduction

Hydroxyapatite ceramics based on calcium phosphates,

chemical compounds being natural constructive element
of bones is now regarded to be one of better implantation
materials in orthopedic surgery and stomatology (1) be-
cause it is an unusually biocompatible material and it does
not evoke a significant host response. Due to specifics of
implantation procedures frequency of local infections is very
low, achieving 1-3%. However, among these cases, the risk
of limb amputation or patient’s death is very high. The main
etiological factors of infections are S. epidermidis and S.
aureus. An efficient way of implant infections prophylaxis is
systemic antibiotic therapy (2); however, local drug delivery
is less harmful for organism because it allows for reduction
of drug dose. So, porous structure of hydroxyapatite has
recently been considered as a potential material for drug
delivery system (3,4). This type of drug delivery system can
release a therapeutic agent in situ to avoid infections after
surgical procedures and formation of biofilm on implant
surface (5)
The aim of the present study was modification of hydroxya-
patite material by proteins and next chemical gentamicin im-
mobilization to construct a biomaterial with ability to release
the drug gradually to surrounding environment.

Methods

Hydroxyapatite was made in Chair of Technology and
Ceramics, AGH, Krakow. Hydroxyapatite parameters



