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Wprowadzenie

Nanorurki/nanorogi weglowe sa nowg odmiang wegla
majgca potencjalne zastosowanie w wielu obszarach techniki
i medycyny. Te formy wegla posiadajg interesujgce wtasnosci
elektryczne, mechaniczne oraz chemiczne. Z powodu tych
wiasciwosci nanoformy weglowe (nanorurki, nanowiokna,
nanorogi) sg coraz bardziej poszukiwane w inzynierii biome-
dycznej, chemii medycznej, a takze stosowane do konstrukcji
nowych typow materiatéw implantacyjnych [1-5]. Nanorurki/
nanorogi mogg by¢ wypetiane DNA badz peptydami i mie¢
zastosowanie w terapii genowej, a takze do uwalniania lekow
w terapii molekularnej. Nanorurki weglowe moga by¢ takze
uzywane do produkcji nanorobotoéw, ktore z tatwoscia mozna
wprowadzi¢ do wnetrza komorki w celu leczenia choréb [9].
Ponadto, nanorurki moga znalez¢ réwniez zastosowanie w
miejscowym uwalnianiu lekéw [10,11]. Jest rowniez znane,
ze nanorurki/nanorogi wpltywaja na mechaniczne, elektryczne
wiasnosci osnéw polimerowych, a takze moga by¢ stosowane
jako czynnik modyfikujgcy wtasnosci powierzchniowe takie jak
chropowatos¢ i zwilzalnos¢. Probuje sie rowniez zastosowac
materiaty w skali nano jako skladowe ztozonych biomateriatéw
kompozytowych, zdolnych do pobudzania przylegania komo-
rek, ich rozptaszczania, a takze zastosowania ich w regeneraciji
tkanek twardych. Poprzez kombinacje biozgodnych polimeréw
z réznymi nanododatkami, prébuje skonstruowac sie najbar-
dziej optymalny biomateriat zastepujacy naturalng tkanke.
Celem tych badan byta ocena biozgodnosci w warunkach
in vitro materiatow kompozytowych wykonanych z jednos-
ciennych nanorogéw weglowych (SWNH) oraz polisulfonu
(PSU), a takze oszacowanie ich potencjalnego zastosowa-
nia w inzynierii tkankowe;j.
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Introduction

Carbon nanotubes/nanohorns are a new type carbon

considered as potential material for application in many
areas of Technique and Medicine. Such a form of carbon
has interesting set of properties including mechanical,
electrical, and chemical ones. Due to these properties the
carbon nanoforms (nanotubes, nanofibers, nanohorns)
are more and more explored in biomedical engineering,
medical chemistry, and construction the new type implant
materials [1-5]. Nanotubes/nanohorns can be filled with
DNA or peptide molecules and have high potential in gene or
peptide storage, in delivery system and in molecular therapy
of diseases [7,8]. Carbon nanotubes can also be used to
fabricate nanomotors, which likely enter inside the cell to
treat disease [9]. Moreover, nanotubes are considered to
used in the drugs delivery system [10,11]. It is known that
carbon nanotubes/nanohorns influence the mechanical and
electrical properties of polymer matrix and may be used
as a constituent for modification of the surface properties
like roughness and wettability. Nano-sized materials are
attempted as components of complex composite bioma-
terials able to promote and stabilize cell attachments and
spreading in selective way and for regenerating hard
tissues. By combining the biocompatible polymer matrices
with different nano-sized components, a closer approach
to the optimal artificial materials designed as bioartificial
tissue substitutes.
The aim of this study was in vitro assessment of biocom-
patibility of composite samples made of single wall carbon
nanohorns (SWNH)/polysulfone (PSU) composite and
evaluation of its potential for tissue engineering.
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Materialy i metody

Sktadowymi kompozytéow stosowanych do modyfikacji
polisulfonu byly jednoscienne nanorogi weglowe (SWNH)
zakupione od firmy NanoCraft Inc. Renton (USA). SWNH
naleza do rodziny jednosciennych nanorurek weglowych.
Nanorogi majg srednice rzedu 2-3 nm i dlugos¢ 30 do 50 nm,
o koncach ustawionych pod katem 19° zwanych rogami.
Maija tendencje do grupowania sie w klastery o $rednicach
od 30 do 120nm. Otwarte nanorogi majg rozwiniecie po-
wierzchni rzedu 1600m?/g.

Jako osnowe do produkcji kompozytéw zastosowano
polisulfon (PSU) o gestosci 1,24g/cm?®. Roztwér polimeru
otrzymano poprzez rozpuszczenie 5g PSU na 50ml di-
chlorometanu. Roztwor polimeru nastepnie byt mieszany z
SWNH za pomocg ultradzwigkéw przez 10 min. Tg drogg
otrzymano cztery rodzaje probek:

e PR1 — polisulfon (PSU) bez modyfikacij;

¢ PR2 — kompozyt SWNH/PSU zawierajacy 0,5% SWNH;
¢ PR3 — kompozyt SWNH/PSU zawierajacy 1% SWNH,;

¢ PR4 — kompozyt SWNH/PSU zawierajacy 2% SWNH.
Wszystkie rodzaje roztworéw umieszczone zostaty w na-
czynkach Petriego i pozostawione do momentu odparo-
wania rozpuszczalnika.

Badanie okreslajace charakter powierzchni przeprowadzone
zostato za pomoca kata zwilzania, urzgdzeniem DSA 10
Kruss. Pomiar topografii powierzchni kompozytéw zostat wy-
konany za pomocg mikroskopu optycznego (Nicon EPIPHOT
300, Japan). Wszystkie rodzaje probek badane zostaty
w warunkach in vitro. Zanim poddano prébki badaniom in
vitro byly one sterylizowane metodg plazmowa (Sterrad 120,
ASP, Johnson & Johnson). Na przygotowanych kompozy-
tach przeprowadzono badania adhezji i proliferacji ludzkich
osteoblastow z linit MG63 (European Collection of Cell Cul-
tures, Salisbury, UK). Prébki umieszczono w 24 dotkowych
ptytkach hodowlanych, o $rednicy 15mm i zasiedlono komor-
kami. Kazdy dotek hodowlany zawierat 17000komoérek/cm?,
inkubacja przeprowadzona zostata w 2ml medium Eagle
(Sigma, USA, Cat. No D5648) z dodatkiem 10% ptodowej
surowicy bydlecej (Sebak GmbH, Aldenbach, Germany)
w inkubatorze o wilgotnosci powietrza atmosferycznego i
dodatkiem 5% CO,. Komorki byty hodowane odpowiednio
przez 1, 3 i 7 dni, a nastepnie poddane fiksacji za pomocg
70% etanolu oraz barwione jodkiem propidyny (5ug/ml).
llo§¢ komérek oraz ich morfologia okre$lone zostaty za
pomocg mikroskopu fluorescencyjnego (Olympus, Japan).
Po uptywie 1, 3 oraz 7 dniu komoérki poddano trypsynizacji
i zliczaniu w komorze Burkera.

Statystyke btedoéw przeprowadzono stosujgc test t-Stu-
denta.

Oznaczanie cytokin pro-zapalnych

Krew obwodowa pochodzita od zdrowych dawcéw ze
Stacji Krwiodawstwa IV Wojskowego Szpitala Klinicznego
z Poliklinikg SP ZOS we Wroctawiu.
Leukocyty do badan uzyskiwano z krwi heparynizowanej
przez wirowanie w gradiencie Dekstran-Uropolina (Gradisol
G, o gestosci 1,115g/ml). Krew w ilo$ci 5ml nawarstwiano na
3ml preparatu. Nastepnie wirowano przez 30min z przyspie-
szeniem 400g i zbierano leukocyty osadzone na granicy faz.
Po dwukrotnym ptukaniu komérek ptynem Dulbecco z 2%
zawartoscig surowicy cielecej, przygotowywano zawiesine
komoérek o wymaganej dla doswiadczen gestosci — 2x108
komorek/ml.

Wytwarzanie cytokin
Na ptytke 24 dotkowa firmy NUNC nanoszono po 1 mlzawie-
siny leukocytow o gestosci 1x10¢komdrek/ml. Do tak przygo-

Materials and methods

The composite component used to modify the polysulfone
PSU precursor was single wall carbon nanohorns (SWNH)
from NanoCraft Inc. of Renton (USA). The SWNH, belong
to the single wall nanotube family. Nanohorns were 2 to 3
nm in diameter and 30 to 50 nm in length with a 19 degree
closed end called horn. They form into a cluster with a
diameter of about 30 to 120 nm. Opened nanohorns have
up to 1600m?/g. As composite matrix PSU polymer (Aldrich
Chemical Co., USA) with the density of 1,24[g/cm?] has been
used in the experiments. The polymer solution was obtained
by dissolving 5g of PSU per 50ml of dichloromethane. The
polysulfone solution was mixed with Single Walled Carbon
Nanohorns (SWNH) by means of sonicator through 10
minutes. In such a way four kinds of samples based on
polysulfone solution have been prepared:

e PR1 — pure PSU polymer samples;

e PR2 — SWNH/PSU composite containing 0,5% SWNH in
polysulfone solution;

e PR3 — SWNH/PSU composite containing 1% SWNH in
polysulfone solution;

e PR4 — SWNH/PSU composite containing 2% SWNH in
polysulfone solution;

All solutions have been poured onto a Petri’s dish and left
to remove the solvent.

The surface characteristic was studied by contact-angle
measurement (DSA 10 Kruss). The topography of carbon
nanohorns/polysulfone composites was accomplished by
optical microscopy (Nicon EPIPHOT 300, Japan). All types
of nanocomposites were analyzed in vitro conditions. Before
the in vitro study the samples were sterilized by plasma
method (Sterrad 120, ASP, Johnson & Johnson). The ad-
hesion and growth of human osteoblast-like cells of the line
MG63 (European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK)
on carbon nanohorns/polysulfone composites were studied.
A cells line derived from an osteosarcoma rate 13-year-old
boy. The samples inserted into polystyrene multidishes (24
wells, 15mm diameter) and seeded with osteoblast-like cells.
Each dish contained 17000cells/cm?was incubated in 2 ml
of Dulbecco-modified Eagle Minimum Essential Medium
(Sigma, USA, Cat. No D5648) supplemented with 10%
Fetal Bovine Serum (Sebak GmbH, Aldenbach, Germany)
in humidified air atmosphere containing 5% of CO,. Cells
were cultured for 1, 3 and 7 days, and subsequently the cells
were fixed with 70% ethanol, stained with propidium iodide
(5ug/ml), and their number and morphology were evaluated
in the fluorescence microscope (Olympus, Japan). After 1, 3
and 7 days cultured cells harvested by trypsin and counted
in a Burker's haemocytometer.

The pro-inflammatory cytokines from blood human leu-

kocytes after exposure to samples have been determined.
Peripheral vein blood was taken from a group of healthy
volunteers and obtained from Wroctaw Regional Transfu-
sion Center.
Leukocytes were isolated from heparinized peripheral blood
(10 U/ml) by gradient centrifugation in Gradisol G with a
density of 1,115g/ml (Aqua Medica, Poznan, Poland). 5ml
of blood were layered on 3ml of Gradisol and centrifuged
for 30 min. at 400x g. The leukocytes from the interphase
were collected, washed two times with Dulbecco’s modified
Eaglea’s minimum essential medium (DMEM) supplemen-
ted with 2% c. s. and suspended in this medium at a density
of 2x108 cells/ml.

Peripherial blood leukocytes were plated at 1x10° per well
in 24-well plastic (NUNC)in DMEM supplemented with 5%



towanych komérek dodawano prébki badanych biomateriatow
i inkubowano 24 oraz 72 godziny (37°C, 5%CO,). W ptynach
znad hodowli oznaczano poziom IL-6 metodg ELISA.

Oznaczanie aktywnosci IL-6

Zdolnos$¢ komoérek krwi obwodowej do wytwarza-
nia interleukiny-6 po stymulacji biomateriatami badano
testem immuno-enzymatycznym ELISA. 96 - dotkowg
ptytke firmy Nunc Maxisorp optaszczono monoklinal-
nymi przeciwciatami (MAb IL-6) i inkubowano przez
catg noc w 4°C. Nastepnie plytke ptukano 3-krotnie roz-
tworem PBS/0,05% Tweed 20, dodano Assay Diluent
i inkubowano przez 1h w temperaturze pokojowej, po
czym ponownie ptukano 3-krotnie PBS/0,05% Tweed 20.
Po tym czasie nanoszono na ptytke badane materiaty
oraz rozcienczenia standardowej rHu IL-6. Ptytke inku-
bowano przez 2 godziny i ptukano pie¢ razy PBS/0,05%
Tweed 20, po czym nanoszono biotynylowane przeciw-
ciata anty-IL-6 do kazdego dotka i inkubowano 1 godzine
w temperaturze pokojowe. Po tym czasie ptukano 7-krotnie
PBS/0,05% Tweed 20 i dodano substratu (tetrametyloben-
zydyna i H,0,). Zmiane barwy na kolor niebieski obserwo-
wano po 30 minutowej inkubacji w ciemnosci, a reakcje
zatrzymano dodajac 1M H,PO, i wéwczas nastgpuje zmiana
barwy na zéttg. Pomiar absorbancji wykonano po 30 minu-
tach na czytniku (Multiskan RC and the Genesis Software,
Thermo Labsystems) przy dtugosci fali A=450nm. Wartosci
absorbancji w badanych materiatach odnoszono do stezenia
standardowej rHu IL-6.

Wyniki i dyskusja

Kompozyty SWNH/PSU maja inng topografie po-
wierzchni w poréwnaniu z PSU bez nanododatkéw. Analiza
topografii badanych kompozytéw za pomocg mikroskopu
optycznego wskazuje, ze chropowato$¢ kompozytrow
nanorogi/polisulfon jest wyzsza poréwnujac z czystym
PSU. Zauwazono, ze nanorogi majg duza tendencje do
tworzenia agregatow. Przedstawione rysunki pokazuja, ze
powierzchnia kompozytéw zawierajacych nanorogi weglowe
nie jest jednolita, nanoczastki
majg tendencje do faczenia
sie tworzac klastery dobrze
rozmieszczone w matrycy
polimerowej (RYS.1).
Warto$¢ kata zwilzania za-
réwno dla czystego PSU jak
i nanokompozytow jest po-
dobna. Wyniki te wskazujg na
to, iz nanorogi weglowe nie
wpltywajg na zmiane zwilzal-
nosci powierzchni modyfiko-

fication 10x.

RYS.1. Topografia probek. Orginalne powieksze-
nie 10x.
FIG.1. The samples topography. Original magni-

fetal serum, penicillin (100U/ml), streptomycin (100pg/ml)

and 2mM L-glutamine. The leukocytes were incubated in @ ® @ e @ o o

the presence or absence of the samples. The supernatants
were collected at 24, and 72 h after incubation and stored at
-70°C for enzyme — linked immunosorbent assay (ELISA).

1I-6 level in cell-free supernatants were determined by an
enzyme — linked immunoabsorbent assay (ELISA). OptEIA
Human IL-6 Set the commercially available kit containing an
anti-human IL-6 monoclonal anti-body ( PharMingen, San
Diego, CA) was used. The sensitivity of the kit was 4 pg/ml.
For this experiment, 96-well polyvinyl plates were coated
overnight at 4°C with MADb IL-6 in coating buffer. The plates
were washed 3 times with wash buffer (PBS with 0.05%
Tween 20), an Assay Diluent (PharMingen) was added and
plates were incubated for 1h at room temperature (RT), and
washed 3 times again. Twofold serial dilutions in Assay
Diluent of standard recombinant IL-6 (PharMingen) ranging
from 500 to 7.8 pg/ml were incubated for 2 h in addition
to the samples. The plates were washed five times and
Working Detector (detection antibody + enzyme reagent)
was added and plates were incubated for 1 h at RT, then
tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide substrate
(PharMingen’s TMB Substrate Reagent) was added, and
after 30 min incubation in dark, the reaction was stopped
with 1M H,PO,. The absorbance at 450 nm was measured
with a microplate reder (Multiskan RC and the Genesis
Software, Thermo Labsystems). Samples concentrations
were read out from the dose-response curve obtained with
reference recombinant IL6.

Results and discussion

SWNH/PSU composites have a different surface topo-
graphy as compared with pure PSU. The optical microscope
analysis of the topography of carbon nanohorns/polysulfone
composites surface indicates that the roughness of these
surface composites is higher in comparison with pure po-
lysulfone one. Carbon nanohorns have strong tendency to
create the aggregates.

The pictures show that the sur-
face of composites containing
SWNH is non-uniform, partially
in the form of small clusters
between of which well dispersed
carbon nanoforms in the matrix
are present (FIG.1). The water
contact-angles values are similar
both for pure polymer and carbon
nanohorns-based composite
samples. It indicates that the
presence of carbon nanohorns

wanego polimeru (RYS.2).

Po 1 i 3 dniu hodowli ilos¢
komorek na badanych prob-
kach byta rézna. Po 3 dniu
inkubacji najmniejszg licz-
be komoérek zaobserwowa-

in the near surface region does
not change wettability of polymer
surface (FIG.2.)

On day 1 and 3 after seeding the
number of cells on examination
samples were different. 3 days

no na prébce 0,5%SWNH
(27556,67+5563,48komo-
rek/cm?), podczas gdy dla
pozostatych probek ilos¢
komorek jest zblizona do
wynikéw na probcee kontrolnej
(PS) (36715+5020,96komo-
rek/cm2). Jednakze po 7
dniach hodowli najwiekszg
ilos¢ komérek zaobserwo-
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RYS.2. Wyniki katow zwilzania dla czystego PSU
oraz kompozytéw SWNH/PSU.

FIG.2. Results of water contact-angle measure-
ments on pure PSU and nanotubes/PSU compo-

sites.

after seeding the lowest number
of MG63 cells was observed
on the samples 0,5%SWNH
(27556,67+5563,48cells/cm?),
whereas for the rest sam-
ples the number of cells was
similar to that of the control
polystyrene samples (PS)
(36715,56+5020,96cells/cm?).
However, 7 days after seeding
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wano na prébce 0,5% SWNH

the highest number of cells was

(265947,84+14300,93komo-
rek/cm?), podczas gdy najniz-
szg warto$¢ wyznaczono na
powierzchni czystego PSU

el numbersma
g
B

(194561,47+13571,38komo-

observed for 0,5% SWNH sam-
ple (265947,84+14300,93cells/
cm?), whereas the lowest
number of cells was fo-
und on pure PSU surface
(194561,47+13571,38cells/

anoom /
1mom o
rek/cm?). Dla pozostatych saom
0 1 a 7

probek liczba komérek byta a
poréwnywalna (RYS.3.).

Lhi w-bur awuding

cm?). For the rest samples the
number of MG63 cells was

Uzyskane rezultaty wska-
zuja, ze zmiana topogra-

|—Ps—|='su

OAa%TMNH

almost the same (FIG.3.).
These results indicate that the

1R INMH —— 7% |

fii powierzchni na skutek
modyfikacji nanorogami,
a takze ilo$¢ nanoczasteczek
w matrycy polimerowej majg
wptyw na proliferacje oraz
rozptaszczanie komérek. Za-
obserwowano znaczny wzrost
proliferacji na powierzchni

RYS.3. Krzywa wzrostu ilosci osteoblastéw na
ptytce kontrolnej (PS), czystym PSU oraz kom-
pozytach modyfikowanych nanorogami.

FIG.3. Growth curves of osteoblast-like cells on
polystyrene culture dish (PS) and pure PSU and
nanohorns- modified composites.

topography of nanohorns- mo-
dified composites surface and
amount of carbon nanohorns in
polymer matrix has an impact
on the cells proliferation and
spreading. The cells prolifera-
tion was better on the samples
containing single walls carbon

nanokompozytéw, gdzie chro-

nanohorns, where the sur-

powatos¢ powierzchni byta

. . .s 1410
znacznie wyzsza niz dla czy-

£ 1m0
stego PSU. Reasumujac mo- E 1mo
zemy stwierdzi¢, ze istnieje % =@o
zalezno$¢ pomiedzy iloscig oo
SWNH w matrycy polimerowej, E o

odpowiedzig komodrkowa, a o
powierzchnig prébek.
Do badan komoérkowych za-

Mool s Fall
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face roughness was higher
than those for the pure PSU
samples. We may assume
that there exists a relationship
between the amount of SWNH
in polymer matrix and the cells
response to such a surface.

The pro-inflammatory cytokines
from blood human leukocytes

stosowano réwniez pro- za-

after exposure to samples have

palne cytokiny pochodzace z
lekocytow krwi obwodowej. Po
24 h hodowli leukocytéw na ba-
danych prébkach poziom LI-6
(interleukina—6) byt nastepuja-
Cy: najnizszy poziom IL-6 zaob-
serwowano dla czystego PSU,
podczas gdy dla kompozytéw
SWNH/PSU poziom ten wzrastat wraz z ilosciag SWNH w
matrycy polimerowej. Jednakze po 72h inkubacji najwyzszy
poziom IL-6 zaobserwowano dla czystego PSU, w przypad-
ku nanokompozytéw produkcja cytokin pro-zapalnych nie
zostata zaobserwowana (RYS.4.) Polisulfon indukuje wysoki
poziom IL-6 w poréwnaniu z nanokompozytami. Poziom IL-6
na kompozytach z nanorogami weglowymi byt nieznaczny w
poréwnaniu z ich poziomem na prébce kontrolnej (leukocyty
krwi obwodowej).

24h i 72h po inkubac.

WhiosKki

Badania wstepne in vitro wskazujg, ze kompozyty
nanorogi weglowe/polisulfon sg biozgodne w kontakcie z
osteoblastami. Proliferacja komorek na powierzchni kompo-
zytow modyfikowanych nanoweglowymi czastkami jest po-
dobna badz wyzsza w poréwnaniu z probka kontrolna (PS),
a wyzsza w poréwnaniu z czystym polisulfonem. Wstepne
badania ukazujg, ze nowoutworzone kompozyty SWNH/
PSU nie wywotujg produkcji IL-6 pochodzacej z krwi ob-
wodowej. Uzyskane wyniki sugerujg takze, ze nanorogi
weglowe moga by¢ rozwazane jako sktadowe do modyfikacji
wiasnosci powierzchni implantéw np. matryc polimerowych.
Kompozyty SWNH/PSU moga by¢ rozwazane jako podtoza
w inzynierii tkankowej jednakze wymagane sg dalsze ba-
dania majace na celu lepsze zrozumienie przebiegajacych
proceséw pomiedzy nanoczgstkami i materiatem modyfiko-
wanym, a komoérkami.

RYS.4. Poziom IL-6 na probkach badanych po

FIG.4. The level of IL-6 on examination samples
24h and 72h after incubation.

been determined. On 24 hours
after leukocyte cells culture
on the examination samples
the level of IL-6 (interleukin-
6) was following: the lowest
level of IL-6 was observed on
the pure PSU samples, while
for the SWNH/polysulfone
composites the level of IL-6 increased with amount of
SWNH in polymer matrix. However, after 72h incubation
there was observed the highest growth of the IL-6 on the
pure PSU samples; in the case of nanohorns composites
the production of the pro-inflammatory cytokines was not
observed (Fig.4.). Polysulfone induces high level of IL-6 as
compared to nanohorns - based composites. The level of
IL-6 on nanohorns- based composites was insignificant in
comparison with the level of IL-6 on control sample (perip-
heral blood human leukocytes).

Conclusions

The preliminary in vitro study indicates that carbon
nanohorns/polysulfone composites are biocompatible with
osteoblast-like cells. The cells proliferation on nanocar-
bon- modified surface of composites was similar or higher
in comparison with control samples (PS), and higher as
compared with pure polysulfone samples. This preliminary
study shows that a new form of carbon nanohorns - modified
polymer composites do not evoke production of IL-6 from
blood human leukocytes. The obtained results also suggest
that carbon nanohorns may be considered as a component
for modification of the implant surface properties e.g. a po-
lymeric matrix. The SWNH/polysulfone composites can be
considered as a scaffold for tissue engineering but further
study is required for better understanding the processes
between carbon nanohorns-modified material and cells.
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Wstep

Stopy NiTi wykazujace efekt pamieci ksztattu, o sktadzie
zblizonym do réwnoatomowego, sg znane z licznych zasto-
sowan na implanty zarébwno w medycynie jak i ortodoncji.
Pomimo wzglednie wysokiej zawartosci niklu implanty wy-
twarzane ze stopow NiTi nie powodujg reakcji alergicznych,
toksycznych czy tez nie sg przyczyng wad genetycznych
[1-3]. Jednakze ich czas pozostawania w organizmie zywym
moze by¢ ograniczony przez korozje [4]. W celu poprawy
odpornosci na korozje, powierzchnia stopow NiTi pokrywana
jest warstwami ochronnymi. Okazato sie ze azotek tytanu
jest jednym z kandydatow na warstwy skutecznie chronigce
powierzchnie NiTi [5]. Jednakze metoda nanoszenia war-
stwy wywiera decydujacy wplyw na wiasciwosci warstwy.
W obecnej pracy przedstawiono wyniki badan stopu NiTi
pokrytego warstwg azotku tytanu metodg azotowania
jarzeniowego w roznych temperaturach.

Czes¢ eksperymentalna

Pret o $rednicy 8 mm komercyjnego stopu NiTi (50.6
at%Ni) walcowano na gorgco uzyskujac tasme o grubosci 1
mm. Powierzchnie prébek, wycietych w ksztalcie prostokgta
o wymiarach 12x15 mm, polerowano w zawiesinach SiO, 0
granulacji od 15 do 0.1 um. Cienkie warstwy naktadano sto-
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Introduction

The NiTi shape memory alloy, with its chemical compo-
sition close to the equiatomic one, has been know from
its numerous applications as a implants in medicine and
orthodontic. In spite of relatively high content of Ni, the
implants formed from NiTi alloy do not cause allergic re-
action, toxic or genetic effects [1-3]. However, its functional
period inside a living creature can be limited by a corrosion
[4]. In aim to improve the resistance, surface of NiTi alloy
has been covered by protective layers. Titanium nitride has
been found as a good candidate for layers, which sufficiently
protect surface of NiTi alloy [5]. However, a method of the
surface covering is a crucial and strongly influences its
properties. In the presented work the nearly-equiatomic
NiTi alloy was covered by nitriding under glow discharge at
various temperatures.

Experimental

Commercial NiTi (50.6 at%Ni) rod, 8 mm of diameter, was
hot-rolled to strip 1 mm of thickness. Surface of rectangular
samples, (12x15 mm) were polished using SiO, suspension
from 15to 0.1 ym. The thin layers were obtained by nitriding
under glow discharge. In aim to get significant difference be-
tween thickness of the layer process was carried out at two
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