BIOZGODNOSC

W WARUNKACH IN VITRO
DYFUZYJNEJ WARSTWY
TYPU Ti,P WYTWORZO-
NEJ NA STOPIE TYTANU

ZasAczkowskA A.*, SowiNska A*, SikorskAa E.**,
Cukrowska B.*, WierzcHoN T.**, CzarNowska E.*

*Zakkap PatoLoall,

INSTYTUT - PomNik CENTRUM ZDROWIA DZIECKA,
04- 730 WaRrszawa, AL. Dzieci PoLskicH 20
** \Wypziak. INANIERI MATERIALOWE,
POLITECHNIKA WARSZAWSKA,

02-507 Warszawa, Wotoska 141,

[Inzynieria Biomateriatow, 38-43, (2004), 139-141]

Wstep

Dazenie do optymalizacji wkasciwosci stopow tytanu sto-

sowanych na implanty kostne jest przyczyng poszukiwania
nowych metod inzynierii powierzchni. Z naszych wstepnych
badan wynika, ze warstwa typu Ti,P+(Ti,Ni) wytworzona na
stopach tytanu poprawia odpornos¢ materiatu na zuzycie
zachowujgc dobrg odpornos¢ korozyjng stopu tytanu [1].
Badanie tego typu warstwy nie majg odniesienia w literatu-
rze. Biomateriaty kontaktujgce sie z komorkami i tkankami
aktywujg procesy biologiczne, ktdre sg odpowiedzialne za
biozgodnos$¢ implantu. Szczegdlnie wazne dla oceny bio-
zgodnosci warstw powierzchniowych sg badania pozwala-
jace oceni¢ wptyw topografii i sktadu chemicznego po-
wierzchni na wytworzenie biatek adhezyjnych, adhezje i
proliferacje komorek.
Celem badan byta ocena wtasciwosci biologicznych kom-
pozytowej warstwy powierzchniowej typu Ti,P+(Ti,Ni) wy-
tworzonej na stopie tytanu w aspekcie zastosowania jej na
implanty kostne.

Materialy i metody

Przygotowanie prébek

Warstwe typu Ti,P+(Ti,Ni) wytworzono na stopie tytanu
Ti-6Al-4V poprzez autokatalityczne nanoszenie warstwy
niklowo-fosforowej w roztworze zawierajgcym fosforan (1)
sodu (NaH,PO,xH,0), chlorek niklu (NiCl,x6H,0) oraz octan
sodu (CH,COONax2H,0) w temperaturze 95°C przez 1
godzine. Tak przygotowane prébki poddano nastepnie ob-
rébce jarzeniowej w atmosferze argonu, w temperaturze
700°C przez 4 godziny. Prébki ptukano etanolem i wodg
destylowang, a nastepnie sterylizowano plazmowo w apa-
racie Sterrad 100 w atmosferze H,O, w temperaturze 54°C
i ci$nieniu 7 hPa przez 1 godzine.
Charakterystyka warstwy

Wytworzone warstwy byty poddane badaniom: metalo-
graficznym na mikroskopie Neophot 2, topografii powierzch-
ni na mikroskopie skaningowym Hitachi S-3500N, chropo-
watosci powierzchni na profilometrze skanujgcym Form
Talysurf Series 2 firmy Taylor Hobson, sktadu fazowego na
dyfraktometrze rentgenowskim Philips PW 1830 stosujgc
promieniowanie CoKa.
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Introduction

Looking for a new surface layer that improve titanium
alloy properties for bone implants are still in progress. Com-
posite layers Ti,P+(Ti,Ni) type produced on titanium alloys
endow materials with new features. In our preliminary stud-
ies it was shown that this surface layer improves wear re-
sistance simultaneously preserving high corrosion resist-
ance of titanium alloy [1]. These surface layers have not
been studied by other scientists, yet. Biomaterials activate
different biological processes in the contact with cells and
tissues, which are responsible for implant biocompatibility,
therefore production of a new surface layer requires stud-
ies in this term. Itis particulary important for biocompatibility
to study the effect of surface topography and chemical com-
position on synthesis of adhesive proteins and cell behav-
iour. Our study was aimed to estimate the biological fea-
tures of Ti,P+(Ti,Ni) surface layer produced on titanium al-
loy in term of application in bone surgery.

Materials and methods

Samples preparation

Specimens of the Ti-6Al-4V alloy were subjected to nickel
electroless chemical deposition in a water solution contain-
ing NiCl,, NaH,PO, and CH,COONa at temperature of 95°C
for 1hour, followed by thermal treatment under glow dis-
charge conditions in an atmosphere of argon at tempera-
ture 700°C for 4 hours. Samples were cleaned with ethanol
and sterilised in plasma - Sterrad 100 apparatus in an at-
mosphere of H,0,at 54°C and 7 hPa for 1h.
Surface layer characteristics

The surface layers were examined as regards their:
- microstructure by etching of the metallographic
microsection of the surface layers in a solution of chemical
composition: 96 cm®H,0+ 2 cm®*HNO; + 2 cm®*HF, using a
Neophot 2 microscope;
- 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
Osteoblast-like human osteosarcoma cells Saos-2 (the
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Aktywnos¢ biologiczna komoérek

Osteoblasty (linia komoérkowa Saos-2, American Type Cul-
ture Colletion) hodowano przez 48 godzin na probkach
wedtug opisanej metody [2]. Hodowle komorkowa analizo-
wano badajac zywotnosc¢ i apoptoze komorek, cykl komor-
kowy oraz produkcje fibronektyny i ekspresje receptora fi-
bronektyny (a5b1) za pomoca skaningowej cytometrii lase-
rowej (LSC, CompuCyte, USA) i mikroskopu konfokalnego
(Olympus, FV-500 System, Niemcy).

Wyniki

Charakterystyka powierzchni

Na stopie tytanu wytworzono kompozytowe warstwy
powierzchniowe typu Ti,P+(Ti,Ni). Warstwa zewnetrzna -
Ti;P o grubosci okoto 4 pm znacznie poprawita odpornosé
na zuzycie przez tarcie stopu tytanu oraz wyeliminowata
zjawisko uwalniania sktadnikow stopu tytanu do Srodowi-
ska. Mikrostrukture i topografie oraz rozktad pierwiastkow
w warstwie kompozytowej przedstawiono na RYS.1.

a \

RYS. 1. Mikrostruktura (a), rozktad pierwiastkow
Ti, Al, Mn, Ni, i P (b) i topografia (c) warstwy
powierzchniowej typu Ti,P+(Ti,Ni) na stopie
tytanu Ti-6Al-4V.

FIG. 1. Microstructure (a), distribution of Ti, Al,
Mn, Nii P (b) and topography (c) of the Ti,P+(Ti,Ni)
type surface layer produced on Ti-6Al-4V alloy.

Biozgodnos¢

Osteoblasty hodowane na Ti,P+(Ti,Ni) analizowane w
mikroskopie konfokalnym byly réwnomiernie roztozone na
catej powierzchni biomateriatu. Najwiecej komoérek w po-
pulacji byto w fazie G1 (45%) oraz G2M (ponad 35%) cyklu
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RYS. 2. Wzrost osteoblastéw na warstwie Ti,P
wytworzonej na stpie tytanu Ti6Al4V analizowany
w mikroskopie konfokalnym. G1,S,G2M-fazy cyklu
komérkowego, A-apoptopza.

FIG. 2. Growth of osteoblast-like cells on samples
with composiye Ti,P surface layer analysed under
confocal microscopy. G1,S,G2M-stages of cell
growth, A-apoptosis.

American Type Culture Collection) were cultured for 48
hours on samples according to previously described meth-
ods [2]. Cell cultures were analysed in terms of cell viability,
apoptosis, cell cycle, fibronectin production and expression
of fibronectin receptor using laser scanning cytometry (LSC,
CompuCyte, USA) and confocal microscopy (Olympus FV-
500 System, Germany).

Results

Surface characteristics

The composite surface layer of the Ti,P+Ti,Ni type was
produced on titanium alloy. The thickness of Ti;P, the outer
layer, was about 4 mm. The produced surface layer exhib-
ited high wear resistance and good corrosion resistance
compatible to Ti-6Al-4V alloy and protected against release
of ions from the titanium alloy. The microstructure and to-
pography of composite layer was shown at FIG. 1.
Biocompatibility

Cells cultured on Ti;P surface and visualised under
confocal microscopy were regularly distributed over the
surface. The most of cells were in G1 (45%) and G2M (over
35%) stage of the cell cycle (FIG. 2).
There were no apoptotic cells in examined population. The
matrix of intact cellular fibronectin was composed mostly of
uniform non-fibrillar network, and only in some areas
fibronectin formed fibrillar aggregates (Fig. 3A). Fibronectin
receptors (a5b1) expression presented diffuse pattern in
most cells, only in aggregated cells this receptor was strongly
distributed on the cell membrane (FIG. 3B).

RYS. 3. Rozmieszczenie fibronektyny (A) i jej
receptora a5bl(B) w hodowli osteoblastow linii
Saos-2 na warstwie Ti,P wytworzonej na stopie
tytanu Ti-6Al-4V analizowane w mikroskopie
konfokalnym.

FIG. 3. Fibronectin (A) and its receptor a5b1(B)in
population of osteoblast-like cells cultured on Ti,P
surface layer and analysed in confocal
microscopy.

Discussion

Our results showed that osteoblasts (Saos-2 cells) ad-
hered to the composite surface layer Ti;P+(Ti,Ni) type pro-
duced on titanium alloy and demonstrated high biological
activity. Fibronectin, the element of biofilm produced on bio-
material aggregated in some areas of the surface. It can
not be excluded that these areas have a specific topogra-
phy and/or chemical composition which activate osteoblasts
to produce fibronectin. High expression of fibronectin
receptor in cell membrane mainly in some cells is followed
by aggregated fibronectin in biofilm. Surface topography
analyses revealed lower roughness of some areas, what



komorkowego. W badanej populacji nie znaleziono ko-
morek martwych (RYS. 2).

Fibronektyna zlokalizowana zewngtrzkomorkowo tworzyta
jednolitg sie¢. Skupiska wtdkienek obserwowano sporadycz-
nie (RYS. 3A). Ekspresja receptoréw dla fibronektyny w
wigkszosci komdrek byta rozproszona i tylko w komodrkach
tworzgcych agregaty byta wyraznie zaznaczona na ich ob-
wodzie (RYS. 3B).

Dyskusja

Z badan wynika, ze osteoblasty linii komorkowej Saos-2
adherujg do warstwy kompozytowej typu Ti;P+(Ti,Ni) wy-
tworzonej na stopie tytanu i charakteryzuje je wysoka ak-
tywnos¢ biologiczna. Fibronektyna, sktadnik biofilmu wytwo-
rzonego na biomateriale tworzy skupiska w niektérych ob-
szarach powierzchni biomateriatu. Nie mozna wykluczy¢,
ze te miejsca wykazujg specyficzng topografie i/lub sktad
chemiczny powierzchni, ktéry aktywuje osteoblasty do pro-
dukgji fibronektyny. Wysoka ekspresja w btonie komérko-
wej receptorow dla fibronektyny tylko w niektérych komor-
kach odpowiada skupieniom fibronektyny w biofilmie. Ana-
liza topografii powierzchni biomateriatu wykazata mniejszg
chropowatos¢ niektérych obszaréw powierzchni wytworzo-
nej warstwy, co prawdopodobnie wptywa na wydzielanie i
organizacje fibronektyny w biofilmie. Wptyw topografii i skta-
du chemicznego powierzchni biomateriatu na synteze bia-
tek tworzacych biofilm jest znanym zjawiskiem, opisywa-
nym w literaturze [3-5]. Uzyskane wyniki potwierdzajg bio-
zgodnos¢ wytworzonej warstwy powierzchniowej typu
Ti,P+(Ti,Ni), chociaz topografia powierzchni wymaga dal-
szej modyfikacji dla zastosowan na implanty kostne.
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probably effects synthesis and distribution of fibronectin
in biofilm. The influence of surface topography on produc-
tion of proteins that form biofilm is known fact from the
literature [3-5]. Our results confirm biocompatibility of
Ti3P+(Ti,Ni) surface layer produced on Ti-6Al-4V alloy al-
though surface topography requires modification for bone
implants application.
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Powszechnie stosowane na implanty materiaty metalicz-
ne nie zapewniajg dobrego potgczenia pomiedzy implan-
tem a zywag tkankg. Pokrycie implantu cienkg powtokg krze-
mianowg lub fosforanowg moze w wydatny sposéb polep-
szy¢ wtasciwosci biologiczne powierzchni implantu i zapew-
ni¢ wytworzenie bezcementowego wigzania pomiedzy tkan-
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Common used metal materials don’t ensure good con-
nection between an implant and biological neighbourhood.
Covering implants by thin silicate or phosphate layers en-
able to improve biological properties of implants and create
conditions for producing the non-concrete bonding between
the implant and tissue.

The project object is development in the field of implant
layers technology. Phospho-silicate layers were deposited
onto different base materials such as metal (titanium or iron),
ceramic or carbon, using sol-gel methods. Deposited sols
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