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siedlenia przez komérki, a takze poréw o rozmiarach ok. 1
mm, odpowiednich do odprowadzanie produktéw degrada-
cji polilaktydu. Opisang metodg uzyskano catkowitg poro-
watos¢ przekraczajgcg 80%. Testy przydatnosci takich pod-
tozy do hodowli osteoblastow in vitro sg w toku.
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Wstep

Struktura i wkasciwosci warstw azotowanych na stopach
tytanu zalezg od zastosowanej metody i jej parametrow
wytwarzania. Warstwy azotowane typu TiN+Ti,N+aTi(N)
uzyskane w warunkach wytadowania jarzeniowego popra-
wiajg odpornos¢ na zuzycie i korozje stopow tytanu oraz
wykazujg dobrg biozgodnos¢, co zostato stwierdzone w
naszych badaniach [1, 2]. Wydaje sie, ze warstwy azoto-
wane jarzeniowo wytworzone na implantach tytanowych,
biozgodne z koscig, pozwolityby na dtugotrwate przebywa-
nie tych implantéw w organizmie. Celem obecnie przepro-
wadzanych badan byta ocena biozgodnos$¢ TiN z ludzkimi
fibroblastami w warunkach in vitro pod katem rozmieszcze-
nia biofilmu i adhezji komérkowej do probek oraz aktywno-
Sci biologicznej zaadherowanych komorek.

Materiaty i metody

Wytwarzanie warstwy azotowanej
Probki ze stopu tytanu Ti6AI4V zostaty poddane proce-

ence of big pores appropriate for settlement of cultured cells
and small pores across walls facilitating removal of prod-
ucts of degradation of polymeric material from walls. Pro-
posed procedure allowed preparation of scaffolds with total
porosity above 80%. In vitro tests of culturing osteoblast
cells on these scaffolds are in progress.
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Introduction

The method of producing nitrided surface layer, along
with the process parameters used have a marked effect on
surface properties and characteristic. Nitrided surface lay-
ers produced under glow discharge conditions improved
wear and corrosion resistance of titanium alloys and exhibit
good biocompatibility as have been shown in our studies
[1, 2]. This layer might be a candidate for application in long
term bone implants. In this study to create a requirement
for these applications, we investigated the biocompatibility
of TiN using human fibroblasts in term of biofilm morphol-
ogy, cell arrangement and physiological behavior.

Materials and methods

Nitrided surface layer preparation

Specimens of the Ti6Al4V alloy were subjected to a
nitriding process under glow discharge conditions at a tem-
perature of 850°C in an atmosphere of nitrogen and under
4 hPa pressure. Samples were cleaned with ethanol and
destilated water and sterilised for one cycle in a plasma -
Sterrad 100 apparatus in an atmosphere of H,0, at 54°C
for 1 h.
Surface layer characteristics

The surface layers were examined as regards their:



sowi azotowania jarzeniowego w temperaturze 850°C, w
atmosferze azotu, przy cisnieniu 4 hPa. Prébki byty ptuka-
ne w alkoholu i w wodzie destylowanej, a nastepnie steryli-
zowane plazmowo w jednym cyklu, w aparacie Sterrad 100,
w atmosferze H,0,, w 54°C, przez 1 godzine.
Charakterystyka warstwy powierzchniowej
Wytworzone warstwy byty poddane badaniom metalogra-
ficznym w mikroskopie optycznym Neophot 2. Zgtad meta-
lograficzny byt trawiony odczynnikiem o skitadzie: 96 cm?
H,O + 2 cm®HNO, + 2 cm®HF. Topografie warstw badano
w mikroskopie skaningowym Hitachi S-3500N, a chropo-
watosc¢ na profilometrze skanujgcym Form Talysurf Series
2 firmy Taylor Hobson. Sktad fazy okreslano na dyfrakto-
metrze rentgenowskim Philips PW1830 stosujgc promie-
niowanie CoKa. Morfologie powierzchni analizowano w mi-
kroskopie elektronowym skaningowym JSM 35C.
Charakterystyka komoérek

Fibroblasty z ludzkiej skéry inkubowano na prébkach bio-
materiatow przez 48 godzin wedtug wczesniej opisanej pro-
cedury [3]. W badanych hodowlach komdérkowych socenia-
no zywotnos$¢ komorek, zdolnos¢ proliferacyjng, wystepo-
wanie apoptozy, ekspresje receptora fibronektyny i roz-
mieszczenie fibronektyny w wytworzonym biofilmie. W ba-
daniach zastosowano laserowy cytometr skaningowy (LSC,
CompuCyte, Boston, MA) i mikroskop konfokalny (FV-500
system; Olympus, Hamburg, Germany).

Wyniki i dyskusja

Wytworzona powierzchniowa warstwa azotowana typu
TiN+Ti,N+aTi(N) charakteryzowata sie gruboscig okoto 50
mm, w ktérej zewnetrzna strefa TiN miata grubo$¢ okoto 4
mm (Rys.1a). Twardo$¢ wytworzonej warstwy wynosita 1900
HVO0,05, a jej odpornos¢ na korozje byta poréwnywalna z
wysokg odpornoscig stopu tytanu [2]. Morfologie i topografie
powierzchni probek po sterylizacji plazmowej przedstawio-
no na Rys. 1b, c. Parametry chropowatci byty nastepujace:
Ra (srednia arytmetyczna odchylenia profilu chropowatosci)
- 0,426 mm, Rv (maksymalna gtebokos$¢ wgtebienia profilu
chropowatosci) - 2,56 mm, Rp (maksymalna wysokos$¢ wznie-
sienia profilu chropowatosci) - 3,86 mm, Rt (maksymalna
wysokos$¢ chropowatosci ; Rt=Rp+Rv) - 6,42 mm.

Biatkowy biofilm wytworzony na powierzchni TiN i stopie
tytanu w warunkach hodowli fibroblastow charakteryzowa-
ta obecnos¢ delikatnej, wiokienkowej sieci fibronektyny, biat-
ka odgrywajgcego istotng role w adhezji komérkowej (RYS.
2a, b). Badania metodg LSC wykazaty, ze ilos¢ fibronekty-
ny wytworzonej na TiN byta mniejsza niz na stopie tytanu.
Komorki, ktére zaadherowaty na powierzchni prébek ze sto-
pu tytanu i na warstwie azotowanej charakteryzowata po-
dobna ekspresja receptora fibronektyny. Analiza cyklu ko-
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- microstructure by etching of the metallographic
microsection of the surface layers in a solution of chemical
composition: 96cm*H,O + 2 cm®HNO, + 2cm?®HF, using a
Neophot 2 microscope;
- Vickers microhardness using a Neophot microscope
equipped with a Hanemann unit;
- phase composition using Philips PW 1830 x-ray
diffractometer with CoKa radiaton source;
- surface topography in a Taylor Hobson scanning
profilometer Form Talysurf series 2, and scanning
microscopy Hitachi S-3500N type.
Cell behaviour

Human skin fibroblasts were cultured for 48 hours on
samples according to previously described methods [3]. Cell
cultures were analysed in terms of cell viability, apoptosis,
adhesion, fibronectin production and biofilm morphology.
These were examined by laser scanning cytometry (LSC,
CompuCyte, Boston, MA) and confocal microscopy (FV-
500 system; Olympus, Hamburg, Germany).

Results and discussion

The produced nitrided surface layer was of the
TiN+Ti,N+aTi(N) type of 50 mm thickness with a TiN about
4 mm (FIG. 1a) and hardness of 1900 HV0.05. The corro-
sion resistance of this layer was similar to titanium alloy [2].
The morphology and layer topography after samples steri-
lization is shown in FIG.1b,c. The roughness parameters
were: Ra (arithmetic mean deviation) -0.426 mm, Rv (maxi-
mal depth of the peak) - 2.56 mm, Rp (maximal heigh of the
peak) - 3.86 mm, Rt (maximum height of the roughness:
Rt=Rp+Rv) - 6.42 mm.

Human fibroblasts cultured on TiN and titanium alloy substrate
exhibited a fine fibre network with abundant fibronectin, a pro-
tein plying role in cell adhesion (FIG. 2a, b). Investigations by
LSC revealed lower number of fibronectin on TiN substrate
than on titanium alloy.

Cells adhered to the substrate exhibited similar expression of
fibronectin receptor on the membrane of cells growing on TiN
and on titanium alloy (not shown). Analysis of the cell growth
shown that among the cell growing on TiN the highest number
of cells was in G1 phase while about 3% cells were apoptotic
(FIG. 3). Apoptosis was higher in cell population cultured on
titanium alloy in comparison to TiN. Immunohistochemical in-
vestigations with antibody anti-Ki67 of fibroblasts cultured on
samples confirmed their high proliferation potential.

From the literature it is well known that surface layer prop-
erties as microstructure, roughness and chemical compo-
sition are crucial for bone implants biocompatibility [4,5].
Our earlier study demonstrated that nitrided surface layer
can be produced on parts with sophisticated shapes and
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RYS. 1. Mikrostruktura, morfologia i topografia powierzchni warstwy wytwotrzonej w warunkach wytadowania
jarzeniowego w 850°C i sterylizowanej plazmowo (Sterrad 100).

FIG. 1. Microstructure, morphology and topography of the nitrided surface layer produced under glow discharge
conditions at 850°C and sterylized in plasma (Sterrad 100).
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RYS. 2. Rozmieszczenie fibronektyny w biofilmie
wytworzonym przez ludzkie fibroblasty na
préobkach z powierzchniowa warstwa azotowana
wywtorzong w warubkach wytadowania
jarzeniowego (a) i na stopie tytanu Ti6Al4V (b)
sterylizowanych plazmowo.

FIG. 2. Fibronectin network in biofilm produced
by human fibroblast on samples with nitreded
surface layer produced under glow discharge
conditions (a) and on Ti6Al4V (b) and then
sterylized in plasma.

morkowego fibroblastow wykazata, ze w populacjach ro-
sngcych na TiN najwiecej komorek byto w fazie G1, a tylko
okoto 3% stanowity komorki apoptotyczne (RYS. 3). Wiek-
szg apoptoze obserwowano w hodowlach na stopie tytanu
niz na TiN. Badania immunohistochemiczne z zastosowa-
niem przeciwciata anty-Ki67 fibroblastéw hodowanych na
badanych materiatach potwierdzity ich wysoki potencjat pro-
liferacyjny.

Dane literaturowe wskazujg, ze wtasciwosci warstwy po-
wierzchniowej wytworzonej na biomateriale takie, jak mikro-
struktura, chropowato$¢ i sktad chemiczny majg podstawo-
wy wptyw na biozgodno$¢ implantéw kostnych [4,5]. Nasze
wczesniejsze badania wykazaty, ze powierzchniowa warstwa
azotowana moze by¢ wytwarzana na implantach o skompli-
kowanych ksztattach i zabezpiecza je przed uwalnianiem
sktadnikow stopu tytanu do srodowiska biologicznego [2].
Hodowle komorkowe, m.in. fibroblastéw i osteoblastow sg
powszechnie stosowanym modelem w badaniach biozgod-
nosci materiatdw przeznaczonych na implanty, a wyniki
badan TiN w warunkach in vitro potwierdzity dobrg biozgod-
nosc tej warstwy [1, 6]. Obecnie badane wyktadniki aktyw-
nosci biologicznej komorek, jak: zywotnos¢ komorkowa,
apoptoza, adhezja i wytwarzanie biofilmu sugerujg, ze im-
planty tytanowe azotowane w warunkach wytadowania ja-
rzeniowego mogg wykazywac lepszg integracje z ludzkimi
tkankami niz implanty tytanowe. Badania kliniczne implan-
téw kostnych z wytworzong warstwg TiN sg nieliczne i do-
tycza przede wszystkim warstw otrzymanych metodg PVD,
ktére w czasie przebywania w organizmie ulegajg uszko-
dzeniu [7, 8]. Tylko badania implantéw kostnych z warstwg
TiN wytworzong metodg PIRAC, przeprowadzone przez
Sovaka i wsp. (2000) wykazaty ich bardzo dobrg osteointe-
gracje, poréwnywalng ze stopem tytanu [9]. Nalezy zazna-
czy¢, ze warstwa azotowana typu TiN+Ti,N+aTi(N) wytwo-
rzona w warunkach wytadowania jarzeniowego, badana w
naszych doswiadczeniach z ludzkimi komérkami ma cha-
rakter dyfuzyjny o kontrolowanej mikrostrukturze, topogra-
fii powierzchni, sktadzie chemicznym i fazowym.
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RYS. 3. Fazy cyklu komérkowego populacji
ludzkich fibroblastéw hodowanych 48 godzin na
prébkach z zewnetrzng warstwa TiN i na stopie
Ti6Al4V sterylizowanych plazmowo (Sterrad 100).
(G1,S5,G2M - fazy cyklu komérkowego, A-
apoptoza).

FIG. 3. Phase of growth of human fibroblasts
population cultured 48h on samples with TiN
outer layer and Ti6Al4V alloy sterylized in plasma
(Sterrad 100). (G1,S,G2M-phase of cell growth, A-
apoptosis).

protect against ion release from titanium alloy [2].

Cultures of fibroblasts and osteoblasts are widely used as
a model to study biocompatibility of material for bone im-
plant and in vitro TiN investigations confirmed good
biocompatibility of this surface layer [1, 6]. Recent analysis
of cell viability, apoptosis, adhesion and distribution of biofilm
were promising in term of better in-growth of implant in hu-
man tissue in comparison to titanium alloy. Clinical experi-
ence with TiN-coated bone implants are limited and con-
cern of surface layers produced in PVD method, and they
have been shown the layer delamination in time of use [7,
8]. While study of TiN produced in bone implant by PIRAC
method revealed its good osseintegration, similar to tita-
nium alloy [9]. Should be pointed that nitrided surface layer
produced under glow discharge conditions, tested in our
study is a diffusion layer, with controlled microstructure, to-
pography, chemical and phase composition.
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