skiej na symulatorach stawu biodrowego wynika, iz opory
tarcia w tych parach tracych sg duze. Wyniki pomiarow
wspdlczynnika tarcia na symulatorze ilustruje RYS.5.

Jak to ilustruje RYS.5 najbardziej niekorzystna jest para
tracy typu "metal-metal”.

Whioski

1) Rodzaj zastosowanych materiatow na elementy trace
endoprotez ma istotny wplyw na ich trwalosé.

2) Przy doborze materiatow na pary trace nalezy uwzgled-
nic¢ i analizowa¢ oddziatywanie produktow zuzycia na or-
ganizm ludzki.
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Wstep

Ocena adhezji komorek do podioza jest jednym z para-
metréw umozliwiajacych weryfikacje materiatu pod wzgle-
dem jego zastosowarn w medycynie jako biomateriat. Pro-
ces adhezji komorek na biomateriale jest mozliwy jesli na
jego powierzchni odloza sie biatka substancji pozakomor-
kowej oraz zostang aktywowane na powierzchni komarek
receptory dia bialek adhezyjnych. Jednym z biatek posred-
niczacych w procesie adhezji komorek jest fibronektyna a
gtownym receptorem dla niej jest integryna a5b1. Recep-
tory po polgczeniu z odpowiednimi ligandami skupiajg sie
i tworzg w miejscach najsilniejszej adhezji do substratu tzw.
plytki adhezyjne. Sterylizacja jest waznym czynnikiem wply-
wajacym na interakcje biomateriatéw z tkanka. Zaleznie
od zastosowanej metody moze ona zmieniaé topografie,
energie lub zwilzalnos$c powierzchni co w efekcie wptywa
na adhezje [1], proliferacje i Zywotno$¢ komérek [2].

Przedmiotem naszych badan bylo okreslenie wplywu
roznych rodzajow sterylizacji na adhezje ludzkich fibrobla-
stow do prébek wykonanych ze stopu tytanu Ti-1Al-1Mn
oraz z wytworzonymi warstwami powierzchniowymi typu
TiN i (Ti,Ni),P. Zdolnos¢ adhezyjng komérek badano mie-
rzgc ekspresje fibronektyny oraz jej receptora - integryny
abb1 przy uzyciu cytometrii przeptywowej [3].

Materiaty i metody

W doswiadczeniu uzyto probki o $rednicy 20 mm i gru-
bosci 3mm wykonane ze stopu tytanu Ti-1Al-1Mn oraz z
wytwarzonymi w warunkach wyladowania jarzeniowego
warstwami typu TiN i (Ti,Ni),P. Prébki poddano sterylizacji
w autoklawie (para wodna, temperatura 134°C, cisnienie
1400 hPa, 30 min.) w 10 cyklach lub sterylizacji plazmowej
(nadtlenek wodoru, temperatura 54°C, cisnienie 7 hPa, 1
godz.) w 1 cyklu. Zastosowany rodzaj sterylizacji wybrano
na podstawie wczesniejszych badan wskazujacych, ze wie-
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Introduction

Adhesion of cells to a substrate is one of the prerequi-
sites for assuming the applicability of biomaterials for medi-
cal applications in humans. Adhesion depends on adsorp-
tion of protein on the material's surface and activation of
cell membrane receptors for the adhesion proteins belong-
ing to integrin superfamily. One of the extracellular proteins
adsorbed on the material is a fibronectin, which interacts
with integrin a5b1. When they are link, a cluster of focal
adhesion plaques is formed. Sterilization is an important
factor influencing the interaction between the tissue and
biomaterial by modifying surface topography, energy and
wettability affecting adhesion [1], proliferation and viability
[2] of cells.

In the present study, we evaluated the influence of vari-
ous sterilization processes on adherence of human
fibroblasts to Ti-1Al-1Mn titanium alloy and to surface lay-
ers of the TiN or (Ti,Ni),P type. Cell adhesive ability was
analysed by measuring the expression of fibronectin and
its receptor, integrin a5b1 by flow cytometry [3].

Materials and methods

Specimens in the shape of discs, 20 mm in diameter -

and 3 mm thick prepared from titanium alloy with TiN or
(Ti,Ni);P surface layers produced under glow discharge
conditions were exposed to sterilization in a steam auto-
clave (steam,134°C, 1400 hPa, 30 min) in one cycle or in
plasma-sterrad 100 (hydrogen superoxide, 54°C, 7 hPa, 1h)
in ten cycles. These types of sterilization were chosen based
on the results of our previous investigations showing that
multiple sterilization in steam intensively affects TiN sur-
face topography resulting in decreased proliferation and
viability of fibroblasts, while plasma sterilization increased
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RYS.1. llosé fibroblastow zliczona w komorze Burckera
FIG.1. Total number of fibroblasts counted in Burcker's
camera

lokrotna sterylizacja w parze wodnej zmieniajac topografie
powierzchni TiN wplywata negatywnie na proliferacje i zy-
wotnosc fibroblastow, podczas gdy sterylizacja plazmowa
podwyzszajac energie powierzchniowa stwarzata korzyst-
ne warunki dla wzrostu komadrek [2,4,5]. Ludzkie fibrobla-
sty otrzymane ze skory przedramienia i hodowane w pty-
nie inkubacyjnym Dulbecco z dodatkiem cielecej surowicy
plodowe] oraz antybiotykow, w wilgotnej atmosferze 95%
powietrza i 5% CO, nanoszono na probki w ilosci 5x105/ml
i inkubowano 48 godzin. Fibroblasty odzyskiwano za po-
moca nieenzymatycznego odczynnika Cell Dissociation So-
lution (Sigma). Po przemyciu komorek okreslono ich zy-
wothosé metodg chionigcia biekitu trypanu. Po policzeniu
komarek w komorze Burckera znakowano je przeciwciata-
mi anty-ludzka fibronektyna - fikoerytryna (PE) i anty-re-
ceptor fibronektyny-PE (CD49e-PE). Ekspresje receptorow
mierzono po podaniu jodku propidyny z wykorzystaniem
cytometru przeptywowego firmy Becton Dickinson [3].

Wyniki i dyskusja

Analiza ilogci fibroblastow i ich Zywotnosci wykazata, ze
liczba komorek odzyskanych z probek (Ti,Ni).P (RYS.1) i
ich zywotnosé (RYS.2) byty mniejsze niz z prébek Ti-1Al-
IMn i TiN. llosc i zywotnosc fibroblastow odzyskanych z
probek Ti-1AlI-1Mn i TiN byly porownywalne. Wyniki anali-
zy w cytometrze przeplywowym potwierdzajg badania w
komorze Burckera (RYS.3). Badania w cytometrze prze-
ptywowym fibroblastow inkubowanych na probkach ze sto-
pu tytanu oraz pokrytych warstwami TiN lub (Ti,Ni).P, za-
rowno po sterylizacji w plazmie, jak i w autoklawie nie wy-
kazaly obecnosci fibronektyny na powierzchni komorek.
Biatko to prawdopodobnie pozostato na powierzchni bada-
nych materiatéw. Ponadto dane uzyskane z analizy eks-
presji receptora fibronektyny nie wykazaly statystycznych
roznic, zarowno pod wzgledem rodzaju probek, jak i stery-
lizacji.

W swietle uzyskanych wynikow mozna przypuszczac,
ze fibroblasty wykazujace najsilniejsza adhezje pozostaty
na powierzchni materiatu a analizie poddano komérki, kto-
re tatwiej odklejaly sie. Jesli tak, to powierzchnia typu
(Ti,Ni),P bez wzgledu na zastosowang metode sterylizacji
stwarza najkorzystniejsze warunki dla adhezji komorek.
Kontynuowane w tym zakresie badania z zastosowaniem
mikroskopu fluorescencyjnego wykorzystujgcego swiatto
odbite umozliwig bezposrednie zbadanie biatek na po-
wierzchni materiatu i ekspresje receptorow na powierzchni
komorek. Nalezy ponadto podkreslic, ze warstwy po-
wierzchniowe typu (Ti,Ni);P charakteryzuja sie dobrg od-
pornoscig korozyjng oraz znacznie lepsza niz stopy tytanu
odpornoscia na zuzycie przez tarcie [4,5], co stwarza pod-
stawe do ich zastosowania w medycynie.
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RYS.2. Komérki martwe w populacji fibroblastow
liczonej w komorze Burckera
FIG.2. Dead cells in the population of fibroblasts
counted in Burcker's camera
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RYS.3. Zywe fibroblasty w populacji badanej w
cytometrze przeptywowym

FIG.3. Percent of living fibroblasts in the cell population
based on flow cytometry

surface energy, improving the surface affinity for cells [2,4,5].
Human skin fibroblasts cultured in Dulbecco medium
(Sigma) supplemented with 15% foetal bovine serum, anti-
biotics and antifungal agents, in ‘atmosphere 95% air and
5% CO,were plated on samples in an amount of 5x105/m|
and incubated for 48 hours. The cells were harvested from
the culture by nonenzymatic chemical Cell Dissociation
Solution (Sigma). Their viability was analysed with trypan
blue staining and counted using a Burcker's camera. The
cells were then marked with anti-human fibronectin -
phycoerythrin (PE) and anti-fibronectin receptor -PE
(CD49e-PE) antibodies and analysed using a Becton
Dickinson flow cytometr after addition of propidium iodide
[3].

Results and discussion

Data show that the number of fibroblasts (FIG.1) and
their viability (FIG.2) was lower on samples with a (Ti,Ni),P
type layer than on titanium alloy or samples with a TiN layer.
The number and viability of cells retrieved from a Ti-1Al-
1Mn alloy and from samples with a TiN layer were compa-
rable. Flow cytometry analysis was in agreement with re-
sults obtained using Burcker's camera (FIG.3). Fibroblasts
incubated on titanium alloy samples or with TiN or (Ti,Ni),P
layer sterilised either in plasma or in a steam autoclave did
not present fibronectin on the cell surface. This protein prob-
ably remained on the surface of the material. Analysis of
fibronectin receptor expression showed lack of significant
differences in relation to sample type and sterilisation.

It can be assumed that fibroblasts characterised by high
strength of cell-material adhesion remained on the material
surface and that we actually analysed the cells with weak
adherence to the material. If so, this means that the (Ti,Ni),P
surface layer presents high surface affinity for cell adhe-
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Wprowadzenie

Tytan i jego stopy charakteryzujg sie bardzo dobra od-
pornoscig korozyjna, biozgodnoscia, dobra wytrzymatoscia
zmeczeniowa oraz niska gestoscia, co kwalifikuje ten ma-
teriat do grupy najbardziej perspektywicznych biomateria-
tow metalicznych. Wymaga on jednak dodatkowej obrébki
powierzchniowej ze wzgledu na niska odpornosé na zuzy-
cie przez tarcie, a takze zjawisko przechodzenia tytanu do
otaczajgcych tkanek [1,2,3].

W artykule przedstawiono wyniki badai metalograficz-
nych, mikrotwardosci, skladu fazowego, odpornosei na
zuzycie przez tarcie i korozje oraz badania bioclogiczne in
vitro prowadzone na ludzkich fibroblastach warstw kompo-
zytowych typu (Ti,Ni),P+Ti,P+(Ti,Ni) wytworzonych na sto--
pie tytanu Ti-1Al-1Mn poprzez potaczenie chemicznego ni-
klowania bezpradowego z obrobka jarzeniowa [3,4].

Metodyka badawcza

Probki ze stopu tytanu Ti-1Al-1Mn o nastepujacym skia-
dzie chemicznym (1.0%Al, 0.9%Mn, 0.3%Cr, 0.3%Fe,
0.12%Si, reszta Ti) zostaly pokryte warstwa niklowo-fosfo-

0............l.......0.0..................

sion independent of sterilization. Taking into consideration
that (Ti,Ni);P surface layers are characterised by good cor-
rosion resistance and significantly better wear resistance
than titanium alloy [4,5] it can be assumed that these layers
produced on titanium alloy could find applications in medi-
cine.
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Introduction

Titanium and its alloys are characterised by a very good
corrosion resistance, good biocompatibility, high fatigue
strength and low density, properties which qualify these
materials to be included in the group of the most prospec-
tive metallic biomaterials. Because, however of their low
frictional wear resistance and the release of elements of
titanium alloys into the surrounding human tissues, they
require an additional surface treatment [1,2,3].

The paper presents the results of examination of the prop-
erties of composite layers of the (Ti,Ni),P+Ti,P+(NiTi) type
produced on Ti-1Al-1Mn titanium alloy by a combination of
electroless chemical nickel plating and a glow-discharge
assisted treatment. The properties examined included:
metallographical features, microhardness, phase composi-
tion, resistance to frictional wear and corrosion, and in vitro
biological properties[3,4].

Materials and methods

Titanium samples with chemical composition (1.0%Al,
0.9%Mn, 0.3%Cr, 0.3%Fe, 0.12%Si, Ti-balance) were
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