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1. Wprowadzenie

Wedtug doniesien Swiatowej Organizacji Zdrowia, choroby uktadu sercowo-
naczyniowego s3 najwazniejszg przyczyng zgonoéw na catym $wiecie. Szacowana ilo$¢
zgondw w 2019 roku wynosi 17,9 mln 0s6b, co stanowi 32% wszystkich zgon6w na swiecie,
w tym 85% byto spowodowanych zawatem serca i udarem mézgu. W 2013 roku Swiatowa
Organizacja zdrowia opracowata ,,Globalny plan dziatania na rzecz zapobiegania i kontroli
chorob niezakaznych na lata 2013-2020”, w ktorym zwrdcita szczegdlna uwagg nie tylko na
dziatania prewencyjne, lecz rowniez na potrzebe rozwoju technologii 1 wyrobow

medycznych do leczenia chordb uktadu sercowo-naczyniowego.

Choroby uktadu sercowo naczyniowego obejmuja grupg zaburzen serca i naczyn
krwionosnych z ktorych najwickszym zagrozeniem sg zawaly serca i udary moézgu
spowodowane gldwnie zablokowaniem naczyn krwiono$nych. Najczestszg przyczyna tych
zdarzen jest gromadzenie zlogdéw tluszczu na wewnetrznych $ciankach naczyn
krwiono$nych. Najczgstsza przyczyna udaréw sa zakrzepy oraz krwawienia z naczyn
krwiono$nych w mozgu. Poza wdrozeniem dziatan zwigzanych ze skuteczng prewencja
chorob uktady krazenia, istotne jest skuteczne leczenie 1 zapobieganie powiktaniom po

wdrozeniu leczenia.

Skuteczng metoda leczenia choréb uklady sercowo naczyniowego sa zabiegi
angioplastyki przywracajace drozno$¢ zwe¢zonym naczyniom krwiono$nym. Leczenie
chorob uktadu kragzenia wymaga czesto uzycia implantow naczyniowych, takich jak protezy

naczyn krwiono$nych, stenty i stent-grafty.

Wyroby do implantacji przeznaczone do kontaktu z krwig wymagaja uzycia materiatow
o wysokiej biokompatybilnosci ze wzgledu na kontakt z ptynna tkanka laczng. Z tego
wzgledu materiaty stosowane do implantéw do kontaktu z krwig powinny by¢ przede
wszystkim atrombogenne i hydrofobowe. Istotne jest rowniez zapobieganie typowym

reakcjom odrzucenia oraz powiktaniom, do ktérych nalezy glownie zakrzepica oraz



restenoza, czyli ponowne zwezanie naczyn krwiono$nych po zabiegach wszczepiania

stentow naczyniowych.

Istotng role¢ w poprawie biozgodnosci implantow do kontaktu z krwig odgrywaja
powtoki funkcjonalne. Opracowane do tej pory metody nanoszenia powtok funkcjonalnych
do uktadu sercowo-naczyniowego maja za zadanie zmniejszenie ryzyka wystepowania
typowych powiktan. Na szczegolna uwage zastuguja metody ALD (Atomic Layer
Deposition), ktore dajg mozliwos¢ precyzyjnej kontroli grubosci warstwy w skali
nanometrycznej oraz jednorodne powlekanie podtozy o skomplikowanych ksztattach

z wysoka powtarzalnoscig.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej sg powloki z TiO2 nanoszone metoda ALD na
podioze ze stali 316LVM z przeznaczeniem na implanty do kontaktu z krwig. Szczegdlnym
przypadkiem takiego implantu sg stenty wewnatrznaczyniowe. Trwajgce nadal intensywne
prace dotyczace modyfikacji powierzchni stentoéw, wskazuja na brak satysfakcjonujacych
rozwigzan w tej dziedzinie. Nadal nierozwigzanym problemem jest pdzna zakrzepica w
stencie. Opracowanie idealnej powierzchni stentu wydaje si¢ zadaniem bardzo trudnym,
biorac pod uwage fakt, ze uszkodzony podczas implantacji naturalny srédblonek uczestniczy
aktywnie w procesie przebudowy $cian naczyn, przez co nie jest wylacznie pasywna bariera
odgradzajaca krew od tkanek. Dodatkowo, materiat, z ktérego wykonany jest stent musi
zapewnia¢ odpowiednie podparcie dla $cian naczyn w trakcie leczenia. Pomimo
opracowania wielu strategii dotyczacych modyfikacji powierzchni stentu, w tym rowniez
strategii biomimetycznych, musimy pami¢taé, ze w odniesieniu do dostgpnych obecnie
biomateriatéw 1 modyfikacji powierzchniowych, nadal mamy do czynienia z przyroda
niezywiong, przez co wydaje si¢ niemozliwe nasladowanie naturalnych mechanizméw

zachodzacych w ludzkim organizmie.

Ocena biologiczna biomateriatow wedtug obowigzujacych norm powinna obejmowac
wiele aspektow oddziatywania biomateriatu z ludzkim organizmem. Przed przystapieniem
do badan biologicznych na tkankach, material powinien zosta¢ poddany szczegdtowej
charakterystyce fizykochemicznej, ze wzgledu na konieczno$¢ uwzglednienia wszystkich
czynnikbw biochemicznych, biomechanicznych 1 bioelektronicznych zachodzacych
w ludzkim organizmie. Material moze zosta¢ ostatecznie zakwalifikowany jako odpowiedni
dla wyrobu medycznego po przeprowadzeniu badan biologicznych na komoérkach, tkankach,

a w razie konieczno$ci badan in vivo na zwierzgtach oraz badan klinicznych.
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Niniejsza praca jest w pewnym stopniu zebraniem doswiadczen autorki zwigzanych
z oceng zgodno$ci wyrobow medycznych, ktéra stanowi proces oparty na zarzadzaniu
ryzykiem zwigzanym z zastosowaniem wyrobow medycznych. Istotng rolg w tym procesie
odgrywa kompleksowe podejscie do bezpieczenstwa wyrobéw medycznych oraz ostrozne
podejscie do innowacji w celu rozwazenia korzy$ci oraz ryzyka wynikajacego

z zastosowania nowych materiatow oraz technologii w medycynie.



2. Przeglad piSmiennictwa

2.1. Problematyka chorob ukladu sercowo-
naczyniowego

Choroby uktadu sercowo- naczyniowego obejmuja szeroka grupe schorzen naczyn
krwiono$nych oraz schorzen i wad wrodzonych serca. Do najgrozniejszych zdarzen
zwigzanych z tymi chorobami naleza zawaly serca i udary niedokrwienne moézgu,
spowodowane zazwyczaj zablokowaniem naczyn krwiono$nych doprowadzajacych krew do
serca lub mézgu. Najczestsza przyczyna blokowania naczyn krwiono$nych jest skrzeplina
powstajaca w wyniku peknigcia blaszki miazdzycowej, jej owrzodzenia, wytworzenia
szczeliny lub nadzerki. Jesli proces ten ma miejsce w naczyniu wiencowym skutkuje
zmniejszeniem przeptywu krwi przez migsien sercowy i/lub dystalng embolizacja,
Z nastgpczg martwicg migs$nia sercowego. Podtozem tego zjawiska u chorego najczgsciej jest
zaawansowana choroba wiencowa [1].

Pomimo licznych programéw profilaktycznych oraz postgpow w dziedzinie kardiologii
interwencyjnej, choroby sercowo-naczyniowe (CVDs; Cardiovascular Diseases) nadal sg
gloéwna przyczyna $mierci na catym $wiecie. W 2019 roku z powodu tych choréb zmarto
17,9 mln ludzi, co stanowi 32% wszystkich zgonow na $wiecie. 85% tych zgonow byto
spowodowanych zawalem serca i udarem moézgu [1]. Choroba niedokrwienna serca byta
przyczyna najwigkszej liczby utraconych lat na §wiecie w 2019 roku. Ilo§¢ utraconych lat
zycia wynosita wtedy 176,6 min [2].

Jak pokazano na rycinie 1, choroba przyczyniajaca si¢ do najwigkszej ilosci zgonow
sposrod wszystkich choréb uktadu sercowo-naczyniowego jest choroba niedokrwienna
serca, stanowigca az 49% wszystkich przyczyn zgonow [3]. Ponad 98% przypadkow

choroby niedokrwiennej serca jest spowodowanych miazdzyca [4].
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Ryc. 1 Proporcje przyczyn zgonéw z powodu choréb ukladu sercowo-naczyniowego na §wiecie w 2019 roku

(3]

Réwniez w Europie CVDs stanowig najwazniejsza przyczyne zgondw, gltownie
zwigzanych z zawatami serca i udarami mozgu. W 2016 roku zarejestrowano 1,68 min
zgondéw z powodu choréb ukladu sercowo-naczyniowego, co stanowi 37,1% wszystkich
zgonéw w Europie. Dla poréwnania, ilos¢ zgondéw z powodu nowotworow zto§liwych
stanowila w 2016 roku 25,8%. Najwyzszy odsetek $miertelnosci wsrod krajow Europy
z powodu CVDs, odnotowuje si¢ w Krajach Nadbattyckich (50-60%) 1 w Bulgarii
(65,8%). W ostatnich latach zaobserwowano spadek ilosci $mierci spowodowanych
chorobami ukladu krazenia w kilku krajach cztonkowskich, prawdopodobnie poprzez
wprowadzenie badan przesiewowych, nowych technik chirurgicznych oraz form leczenia, a
takze poprzez zmiang stylu zycia [5].

Przezskérna angioplastyka wiencowa (PTCA; Percutaneus Transluminal Coronary
Angioplasty) byla w latach 2014-2019 w Europie jedng z najczgstszych interwencji
u pacjentdw leczonych z powodu choréb uktadu krazenia. PTCA jest niechirurgicznym
zabiegiem stosowanym Ww leczeniu zwezenia tetnic wiencowych. Polega on na
przezskornym wprowadzeniu cewnika angioplastycznego w miejsce zwg¢zonego naczynia
wiencowego, nastgpnie poprzez inflacje balonu nastepuje poszerzenie zwezenia

1 w konsekwencji przywrocenie przeptywu krwi [5].



W stanach Zjednoczonych jako gltéwng przyczyne $mierci wymienia si¢ chorobe
niedokrwienng serca, ktora w 1990 1 2019 roku spowodowala utrat¢ 8,6 min lat zycia
1550 000 zgonéw w 2019 roku [2].

Jak pokazuje niniejszy wykres (ryc. 2), gldwna przyczyna zgonow w Polsce
w I potroczu 2020 oraz 2021 pozostaja pomimo pandemii COVID-19 choroby uktadu
krazenia [6].

%
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Ryec. 2 Procentowa liczba zgonow wedtug przyczyn w Polsce [6]

Swiatowa Organizacja Zdrowia wspiera rzady panstw cztonkowskich w zapobieganiu,
zarzadzaniu 1 monitorowaniu choréb uktadu sercowo-naczyniowego poprzez rozwdj
globalnych strategii majacych na celu zmniejszenie czgstotliwosci zachorowalnos$ci oraz
smiertelnosci z powodu tych choréb [1].

W 2013 roku Panstwa Cztonkowskie WHO przyjety ,,Globalny plan dziatania na rzecz
zapobiegania i kontroli chordb niezakaznych na lata 2013-2020”. Plan zwraca szczeg6lng
uwage nie tylko na dziatania prewencyjne, lecz rowniez na potrzebe rozwoju technologii
1 wyrobow medycznych do leczenia choréb uktadu sercowo-naczyniowego [1].

Odpowiedzig na apel WHO jest Program Profilaktyki i Leczenia Choréb Uktadu
Sercowo-Naczyniowego POLKARD na lata 2017-2021. Program obejmuje dziatania
prewencyjne, popraw¢ wyposazenia w sprzet leczniczy, poprawe efektywnosci leczenia

udarow moézgu, oceng jakosci 1 skutecznosci leczenia chorob uktadu krazenia [7].
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W ostatnich latach mozemy zaobserwowac znaczny postep w leczeniu kardiologicznym,
zwlaszcza w dziedzinie kardiologii interwencyjnej. Na uwage zastuguje miedzy innymi
wprowadzenie stentow uwalniajacych leki.. Obecnie w stabilnej chorobie wiencowe;j
rewaskularyzacja za pomoca przezskornych interwencji wiencowych PCI (Percutaneous
Coronary Intervention) (lub pomostowania aortalno-wiencowego CABG, Coronary Artery
Bypass Grafting) stanowi skuteczne leczenie niedokrwienia i1 jego niekorzystnych
manifestacji klinicznych. Ponadto celem tych zabiegéw jest zmniejszenie ryzyka duzych
zdarzen sercowo - naczyniowych, wlacznie z zawalem serca 1 zgonem
z tych przyczyn. Wczesniejsze metaanalizy nie wykazywaty korzy$ci ze stosowania PCI
w stabilnej chorobie wiencowej w zakresie réznic w przezyciu i czgstosci zawaldw serca [8]
[9]. Bardziej aktualna metaanaliza [10] wykazala zmniejszenie czestosci zgonow
1 zawalu serca wsrdod pacjentow z chorobg wiencowa poddanych rewaskularyzacji
w pordwnaniu z pacjentami leczonymi wytgcznie farmakologicznie, jesli rewaskularyzacje¢
wykonywano za pomoca CABG lub stentow uwalniajacych lek (DES) nowej generacji,
a nie wylacznie angioplastyki balonowej, niepokrytych stentow metalowych lub DES
wczesnej generacji [11].

Technologie wytwarzania stentow ewaluowaty stopniowo pod wzgledem mechanizmow
uwalniania lekow, rodzaju zastosowanych lekow oraz materialéw, prowadzac stopniowo do
dalszej redukcji powiktan takich jak restenoza oraz po6zna zakrzepica.

Najczestszym powiklaniem sercowym po zabiegach przezskornej angioplastyki
wiencowej jest nagte zamknigcie naczynia w czasie zabiegu lub wkrétce po nim. Dochodzi
do niego zazwyczaj wskutek rozwarstwienia $ciany poszerzanej tetnicy, zakrzepicy
w stencie lub wystgpienia tzw. zjawiska no flow [12].

Podwojna terapia przeciwpltytkowa (DAPT- Dual Antiplatelet Therapy) jest obecnie
standardem w leczeniu pacjentow po przezskornej interwencji wiencowej z implantacjg
stentu. Czas trwania podwojnej terapii przeciwptytkowej oraz korzysci z jej zastosowania
r6znig si¢ w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego stentu. Wytyczne dotyczace czasu trwania
DAPT sg rowniez rozne dla pacjentéw ze stabilng chorobg wiencowg oraz ostrym zespotem
wiencowym oraz pacjentdow po przebytych operacjach kardiochirurgicznych, pacjentow z
chorobami towarzyszacymi oraz zaplanowanymi operacjami niekardiochirurgicznymi.
Szczegbdlng grupe pacjentdw stanowig pacjenci z powiklaniami krwotocznymi, u ktorych
nalezy rozwazy¢ dawkowanie i czas trwania DAPT, w tym réwniez natychmiastowe

zaprzestanie DAPT [13].
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Pomimo znacznych postepéw w kardiologii interwencyjnej, choroby ukladu sercowo-
naczyniowego nadal zajmuja czolowe miejsce w statystyce chordb i zgonéw na catym
swiecie. Istnienie tych probleméw wskazuje na konieczno$¢ doskonalenia obecnych
rozwigzan z zakresu kardiologii interwencyjnej rowniez pod katem zmniejszenia ryzyka

powiktan po zabiegach ze szczeg6lnym uwzglednieniem pacjentow z roznych grup ryzyka.

2.2. Choroby ukladu sercowo-naczyniowego- etiologia

i sposoby leczenia

Podstawowym zadaniem uktadu sercowo- naczyniowego czlowieka jest zaopatrywanie
organizmu w tlen i substancje odzywcze oraz termoregulacja i transport hormonow
1 enzymow. Uktad sercowo naczyniowy sktada si¢ z serca i naczyn krwiono$nych (tetnic,
zyt 1 naczyn wlosowatych). Tetnice to naczynia, w ktorych utlenowana i1 bogata
w sktadniki krew jest transportowana do narzadow i tkanek dzieki pompujacej pracy serca.
W stanie fizjologicznym t¢tnice utrzymuja wytworzone w sercu ci$nienie krwi na stabilnym
poziomie. Tetnice transportujg z reguty krew utlenowang, tylko w tegtnicach krazenia
plucnego znajduje si¢ krew odtlenowana. Zyly odprowadzaja krew z tkanek narzadéw do
serca, a naczynia wlosowate rozprowadzaja krew do tkanek. Uktad krazenia sktada si¢ z
obwodu duzego i malego- tzw. plucnego. W duzym uktadzie krazenia krew utlenowana
wyptywa z lewej komory serca do te¢tnic, a nastepnie przechodzac przez siec naczyn
wlosowatych wraca pozbawiona tlenu do prawego przedsionka serca. W matym uktadzie
krazenia krew ulega natlenowaniu i powraca do lewego przedsionka serca. Praca serca
umozliwia utrzymanie stalego gradientu ci$nieniowego [14]. Schemat uktadu krwiono$nego
przedstawiono na rycinie 2.

Serce sktada si¢ z dwoch przedsionkéw 1 dwoch komor. Przedsionek prawy zbiera krew
z calego organizmu poza ptucami. Z przedsionka prawego prze zastawke trojdzielng krew
przeplywa do komory prawej, a stad przez pien plucny do ptuc. Przedsionek lewy zbiera
krew z ptuc za pomoca czterech zyl. Z przedsionka lewego przez zastawke dwudzielng krew
przepltywa do komory lewej a stad do aorty. Aorta zaopatruje caly organizm w krew

natlenowang [10]. Budowe serca przedstawiono na rycinie 3.
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Ryc. 3 Budowa serca [16]

Fizjologiczna praca serca zapewnia prawidtowy wyrzut krwi do uktadu naczyniowego
dostosowany do aktualnych potrzeb organizmu, zarowno w spoczynku jak i w czasie
obcigzenia wysitkiem. Niewydolno$¢ serca to zespdt objawow hemodynamicznych
1 klinicznych wywotanych nieskuteczng praca serca jako pompy tloczacej krew.
Niewydolno$¢ serca moze by¢ nastepstwem réznych choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
Choroba ta moze wywotywa¢ grozne dla zycia zaburzenia rytmu serca prowadzace do

naglego zgonu sercowego w 50% przypadkach [14].
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Leczenie niewydolnosci serca obejmuje leczenie prewencyjne i1 przyczynowe,
farmakoterapie, leczenie chirurgiczne, urzadzenia wspomagajace prace serca, elektroterapie,
przeszczep serca oraz rehabilitacje [14] . W przypadku ostrej niewydolno$ci serca, przy
braku postepow leczenia nalezy rozwazy¢ metody takie jak mechaniczne wspomaganie
krazenia, respiratoterapi¢ lub dorazne leczenie nerkozastgpcze. W ostatnich latach
opracowano wiele urzadzen do mechanicznego wspomagania serca jak: aparaty do kontra
pulsacji wewnatrzaortalnej, pompy zewngtrzne, niekiedy uzupelniane zewnetrznymi
oksygenatorami (np. ECMO; Extra Corporeal Membrane Oxygenator) oraz implantowalne

sztuczne komory —ryc. 4 [17].

Ryc. 4 Proteza serca opracowana przez Fundacj¢ Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu [18]

Kolejng grupg schorzen uktadu sercowo-naczyniowego sg wady zastawkowe serca.
Sposrdod przyczyn wad zastawkowych serca wymieni¢ nalezy: infekcyjne lub reumatyczne
zapalenie wsierdzia, goraczke reumatyczng, zmiany zwyrodnieniowe zastawki, zmiany
o charakterze wtérnym wynikajace np. z nierownowagi sit zamykajacych i otwierajacych
dziatajacych na zastawke, przecigzenie cisnieniowe lub objetosciowe [19].

Najczestsze wady zastawkowe to [17]:

e Niedomykalno$¢ aortalna- spowodowana dysfunkcja zastawki aortalne;j,
w nastepstwie ktorej krew w rozkurczu cofa si¢ z aorty do lewej komory

e Stenoza mitralna- zmniejszenie pola powierzchni zastawki ponizej 2,5 cm?

e Niedomykalno§¢ mitralna- nieszczelno$¢ lewego wujScia przedsionkowo-
komorowego, polegajaca na zwrotnym przepltywie krwi z lewej komory do
lewego przedsionka podczas kurczu lewej komory

e Wypadanie ptatka zastawki mitralnej- uwypuklanie si¢ w czasie skurczu komory

jednego lub obu ptatkéw zastawki w kierunku lewego przedsionka
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e Zwezenie zastawki trojdzielnej (stenoza trdjdzielna) - zastawkowa wada serca
ograniczajgca przeptyw krwi przez zastawke, co powoduje nieprawidlowe
napetnianie prawej komory

Leczenie wad zastawkowych obejmuje gtownie [17] [20]:

e Leczenie farmakologiczne

e Walwuloplastyke, czyli poszerzanie zastawkowych uj$¢ tetniczych lub zylnych
za pomoca roznej konstrukcji cewnikow z balonem

e Leczenie chirurgiczne polegajace glownie na plastyce zastawki lub wymianie na
protez¢ mechaniczng lub biologiczng

e Zabiegi przezskornej naprawy niedomykalnosci zastawki mitralnej za pomoca
systemow przezskornych (MitraClip -Abott, Watchman — Boston). Zabieg
wykonywany za pomocg specjalnego systemu wprowadzajacego ztozonego
z cewnika oraz systemu wprowadzania implantu

e Zabiegi annuloplastyki mitralnej z wszczepieniem sztucznego pierscienia

Najpowazniejszym problemem spotecznym jest choroba niedokrwienna serca
stanowigca najczestszg przyczyne zachorowalnos$ci i zgondéw [17]. Najczestsza przyczyng
niedokrwienia mig$nia sercowego jest miazdzyca, ktora prowadzi do zwezenia lub
catkowitego zamknigcia §wiatta tetnic wiencowych. Niedokrwienie moze by¢ spowodowane
réwniez wada aortalng, zwezeniem miejsca odejscia tetnic wiencowych, zatorem tetnic
wiencowych, ich stanem zapalnym, nieprawidlowym odej$ciem tetnic wiencowych od
tetnicy plucnej, a takze spazmem naczyn wiencowych [14].

Podstawowg zmiana patomorfologiczng w miazdzycy sg blaszki miazdzycowe w btonie
wewnetrznej tetnic [14]. W poczatkowej fazie choroby dochodzi do akumulacji lipidéw, co
moze ujawnic¢ si¢ pogrubieniem $ciany btony wewngtrznej tetnic. Komorki migsni gladkich
wedruja 1 proliferuja w blonie wewnetrznej, co powoduje gromadzenie lipidow
1 wytworzenie tzw. naciekéw thuszczowych. Nacieczenia tluszczowe przeksztatcaja si¢
w blaszki wldkniste sktadajace si¢ gtownie z tkanki tacznej, migsni gtadkich oraz thuszczow.
Zmiany te moga by¢ jeszcze niewidoczne w badaniu angiograficznym. Zjawisko to mozna
wythumaczy¢ zdolnoscig tetnicy do remodelingu poprzez uwypuklenie bez zmiany wielkosci
swiatta tetnicy. W nastepnej fazie dochodzi do uwypuklenia blaszek miazdzycowych do
wnetrza tetnicy, co powoduje jej stopniowe zwezenie. Zwezenie przekraczajace 60%
srednicy wewnetrznej tetnicy wiencowej jest nazywane zwezeniem krytycznym, ktore
prowadzi do niedokrwienia 1 wystgpienia objawow dusznicy bolesnej. Blaszka
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miazdzycowa moze podlegac erozji lub moze dochodzi¢ do jej peknigcia. Procesy te inicjuja
powstawanie skrzepliny, ktéora powigksza si¢ powodujac jej zwezanie lub catkowite
zamkni¢cie. Mechanizm ten moze powodowal ostre epizody wiencowe jak diawica
niestabilna lub zawal serca [14]. Etapy tworzenia blaszki miazdzycowej zostaty

przedstawione na rycinie 5.

Ryc. 5 Etapy tworzenia blaszki miazdzycowej z tworzeniem skrzepliny [15]

Przebieg choroby niedokrwiennej zalezy w duzej mierze od ksztattu blaszki
miazdzycowej. Blaszki zawierajace duzo kolagenu nazywane sg blaszkami widknistymi
stabilnymi. Blaszki z duza zawartoscig lipidow, makrofagow i limfocytow typu T sg migkkie
1 tatwiej pekaja, czgsto sa przyczyna ostrych zespotow wiencowych. Gtownymi czynnikami
powstawania miazdzycy sa zaburzenia metabolizmu lipidéw, dysfunkcja $rodbtonka,
czynniki zapalne 1 immunologiczne, peknigcie blaszki miazdzycowej i palenie papieroséw
[14].

Leczenie obejmuje [14]:

e Rozpoznanie i leczenie chorob towarzyszacych

e Zwalczanie czynnikdéw ryzyka choroby niedokrwiennej serca

e Zmiang stylu zycia

e Leczenie farmakologiczne

e Rewaskularyzacje¢ za pomocg angioplastyki wiencowej oraz pomostowania

aortalno-wiencowego
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Pomimo rozwoju nowoczesnych metod diagnozowania i leczenia choréb sercowo-
naczyniowych, choroby te s3 nadal jedng z najczestszych przyczyn zgondéw w Polsce i na
calym $wiecie. Leczenie tych chorob jest zazwyczaj wieloptaszczyznowe 1 obejmuje
zardbwno leczenie farmakologiczne, jak 1 zabiegi matoinwazyjne i chirurgiczne. Czgsto

konieczne jest wszczepienie implantow wspomagajacych prace serca i uktadu krazenia.

2.3. Charakterystyka implantow stosowanych
w ukladzie krazenia

Implanty wprowadzane sg do organizmu w obreb tkanek w celu zastapienia, zespolenia,
przyjecia ich funkcji, wywolania procesu regeneracji lub innych proceséw majacych na celu
ratowanie zdrowia, zycia lub poprawe jego komfortu [21]. Biomateriaty wykorzystywane na
implanty musza spetnia¢ rygorystyczne wymagania norm dotyczacych oceny biologicznej
wyrobow medycznych. Uktad krwiono$ny to serce i naczynia krwiono$ne, w ktorym krew
jest w ciagglym ruchu. Z tego powodu materialty wykorzystywane w uktadzie krazenia
powinny by¢ atrombogenne i hydrofobowe. Najczesciej stosowanymi implantami w
uktadzie sercowo-naczyniowym sa stenty. Stentowanie polega na wprowadzeniu do
niedroznego lub zwezonego odcinka tetnicy metalowych protez wewnatrznaczyniowych,
stanowigcych element podporowy zapobiegajacy zapadaniu si¢ $wiatta naczynia po
angioplastyce balonowej. Wskazaniem do stentowania sg istotne zwg¢zenia naczyn lub
rozwarstwienie $ciany w czasie zabiegu. Stentowanie zakltada si¢ takze po udroznieniu
dtugich odcinkéw tetnic oraz w leczeniu restenoz odlegtych po pierwotnym zabiegu [17].

Stenty zostaty po raz pierwszy wprowadzone do kardiologii inwazyjnej w latach 80 XX
wieku. Pierwotnie byly przeznaczone do leczenia rozwarstwia tgtnicy wiencowej poddane;j
plastyce balonowej. Badania wykazaly rowniez ich przydatno§¢ w zmniejszeniu
czestotliwosci restenozy, czyli nawrotu zwezenia tetnicy [22]. Obecnie zaleca si¢ stosowanie
stentow przy angioplastyce natywnych tetnic wiencowych oraz zylnych pomostow aortalno-
wiencowych [22].

Stenty dzielimy ze wzgledu na [22]:
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Materiat, z ktorego sa wykonane- metalowe (BMS) i niemetalowe- przeglad

materiatow stosowanych na stenty przedstawiono w tabeli 1

Tabela 1

Przeglad materialow stosowanych na stenty [23]

Material na stenty

Stenty  rozprgzane na | Stal nierdzewna 316L Wigkszos$¢ stentow BE
balonie (BE) Tantal Medtronic- Wiktor; BSC-
Stercker; Cordis-
CrossFlex
Martenzytyczny Nitinol PAS- Act One; Vascular
Therapies/US Surgical:
Paragon
Platyna Angiodynamics- Angio
Iryd Stent
Polimery Igaki- Tamai Stent, Tamai
Medical, Biodegradable
PLLA
Stop niobu InFlowDynamics: Lunar
StarFlex
Stenty  samorozpre¢zalne | Superelastyczny stop Wiekszos$¢ stentow SE
(SE) Nickel-Titanium
Stop na osnowie kobaltu BSC- Wallstent; Magic
Wallstent
Pelno-twarda stal Cook Z-Stent
nierdzewna

Sposéb wykonania stentu

o Zwijane (coil- spirala wykonana z jednego drutu)

o Woycinane laserowo w cylindrycznym materiale (slotted tube) - ryc. 6
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Ryec. 6 Stent typu slotted tube [15]

o Spawane z pojedynczych ogniw w ksztalcie pierScieni (tzw. modularne)

Ryc. 7 Stent pierscieniowy modularny spawany laserowo [15]

o Stenty siateczkowe (mesh stents) - ryc. 8
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Ryc. 8 Stent siateczkowy firmy Boston Scientific [24]

Sposéb implantacji -rozprezane balonem i samorozprezalne- ryc. 9,10

Ryc. 9 Stent samorozprezalny Mer firmy Balton Sp. z 0.0. [25]
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—

Ryc. 10 Stent rozpr¢zany na balonie [15]

e Pokrycia lekami modyfikujace sposob gojenia stentu i hamujace nawrét
zwezenia
o Stenty niepokrywane (klasyczne- BMS- bare metal stent)
o Stenty pokrywane lekami (DES- drug eluting stents)

Stenty wiencowe uwalniajace leki zostaly wprowadzone w celu zmniejszenia restenozy
w stencie, ktora jest zwigzana z proliferacjg i migracja komoérek migsni gladkich naczyn.
Stenty uwalniajace leki pokryte sa zazwyczaj polimerem, ktéry uwalnia stopniowo lek
hamujacy przerost neointimy. Wada stentow DES drugiej generacji jest zwigkszone
prawdopodobienstwo pdznego wykrzepiania w porownaniu ze stentami BMS [22].

Stenty biodegradowalne ulegaja rozpuszczeniu w naczyniu krwiono$nym po uptywie
kilkunastu miesiecy od zabiegu. Po wchionieciu stentu $ciana naczynia si¢ regeneruje [22].
Pierwszym stentem bioresorbowalnym implantowanym u ludzi byl stent Igaki-Tamai
(Kyoto Medical, Japonia) wykonany z kwasu poli-L-mlekowego (PLLA- Poly-L-lactic
acid), ktorego S$redni czas degradacji wynosit 18-24 miesigcy. Pierwszym
bioabsorbowalnym stentem uwalniajacym substancje antymiotyczng byt BVS
(Bioabsorbable Vascular Solutions) zbudowany z PLLA jako matrycy z poli-D, L-laktydem
(PDLLA- Poly (D, L-lactide)) wysyconym ewerolimusem [22].

Materialem do budowy biodegradowalnych stentow metalowych okazat si¢ magnez,
bedacy naturalnym mikroelementem. Przyktadem stentu metalowego wykonanego ze stopu
magnezu jest resorbowalny stent magnezowy Magmaris firmy Biotronik (RMS) [26],

przedstawiony na rycinie 11.
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Ryc. 11 Stent magnezowy Magmaris [26]

Po 12 miesigcach po implantacji badania wykazaty prawie catkowita resorpcje magnezu

[26].

Istotnym postepem w rozwoju stentow sg stenty DES trzeciej generacji. Stenty te

posiadaja cienkg rozporke metalowa (zazwyczaj stop kobalt-chrom, platyna-chrom) pokryta

bioabsorbowalnym polimerem [27]. Ewolucja stentow zostala przedstawiona na schemacie

1.

Stenty DES pierwszej
generacji (Cypher,
Taxus)

Stenty DES drugiej

generacji (Endeavor,
Xsience V)

Nowsze generacje
(Axxcess, Nevo)

e Leki-sirolimus, Paclitaxel

ePlatforma-stal nierdzewna, konstrukcja typu slotted tube
ePolimer-trwaty

e Zalety- poréwnaniu z BMS- redukcja nadmiernej proliferacji i restenozy
eWady- pdzna zakrzepica

eLeki- Zotarolomus, Everolimus

ePlatforma- stop Cobalt Chrom, cienka rozpérka

ePolimer-trwaty

eZalety- wyraznie rzadsza zakrzepica w poréwnaiu do stentéw DES pierwszej generacji

eBioabsorbowalny polimer uwalniajacy lek

eStenty uwalniajgce leki bez polimeréw

ecatkowicie bioabsorbowalne stenty uwalniajgce lek

e Leki- Biolimus, Sirolimus, Everolimus

ePlatforma- stop Kobalt-Chrom, Nikiel-Tytan, stal nierdzewna

Schemat 1- Ewolucja stentow [28]

Stenty DES pierwszej generacji wykazaty wyzszo$¢ nad stentami metalowymi i staty sig¢

stentami z wyboru do rewaskularyzacji [28].
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W poréwnaniu ze stentami BMS, stenty uwalniajace lek pierwszej generacji znacznie
zmniejszyly ryzyko restenozy w ciggu pierwszego roku po implantacji. Jednak ta korzys¢
zostala osiggnigeta kosztem czestszych pdznych zdarzen niepozadanych, w tym
rewaskularyzacji docelowej zmiany (TLR- target lesion revascularization) i bardzo p6zne;j
zakrzepicy w stencie (ST- stent trombosis) w ciggu 5 lat obserwacji [29] [30] [31].

Powiktania stentow pierwszej generacji, takie jak zakrzepica w stencie i p6zna restenoza,
doprowadzily do opracowania stentow DES drugiej generacji, ktore wykazaly przewage nad
DES pierwszej generacji [32].

Chociaz DES trzeciej generacji wprowadzono z bioresorbowalnymi polimerami, nie
poprawity one wynikéw klinicznych w pordwnaniu z DES drugiej generacji. W badaniu
CENTURY II biodegradowalny stent uwalniajacy sirolimus trzeciej generacji (Ultimaster)
wykazywal wskazniki zakrzepicy w stencie takie same jak wskazniki trwatego
polimerowego stentu uwalniajacego ewerolimus (Xience) 9 miesi¢cy po zatozeniu (0,9%).
Wskazniki rewaskularyzacji zmian docelowych byly rowniez mniej wigcej takie same dla
obu stentow (odpowiednio 4,5% vs 4,2%) [33].

Ogodlnie rzecz biorgce, wyniki DES drugiej generacji sa dobre, z niskg czestoscig zdarzen,
co stanowi wyzwanie dla zdolno$ci do wykazania dalszej poprawy lub wyzszosci DES
trzeciej generacji. Niemniej jednak trwaja wysitki, aby nadal ulepsza¢ obecne stenty za
pomoca cienszych rozporek 1 bardziej biokompatybilnego polimeru, polimeru
biodegradowalnego lub stentow bez polimerow [28].

Opracowanie nowej generacji stentoéw uwalniajacych lek (DES) miato ogromny wplyw
na liczbe stentéw stosowanych do przezskérnej angioplastyki wiencowej w leczeniu
choroby wiencowej (CAD; Cardiovascular Artery Disease). Jednak nawet DES drugiej
1 trzeciej generacji s3 niewystarczajagce w poroOwnaniu z pomostowaniem aortalno-
wiencowym (CABG) pod wzgledem koniecznosci powtornej rewaskularyzacji [28] .

Wiasciwosci fizyczne i1 chemiczne stentow sg rozne w zaleznosci od doboru materiatu
do produkcji stentdow. Odpornos¢ na korozj¢, zuzycie mechaniczne, zachowanie i cechy
przyczepnosci powierzchni sg waznymi parametrami dla wskaznika sukcesu stentow.
Podczas procesu korozji i zuzycia mechanicznego, wtasciwosci mechaniczne i chemiczne
materiatu stentu ostabiajg si¢ z czasem, co prowadzi do powstawania zanieczyszczen
1 uwalniania jonow alergennych lub toksycznych, takich jak nikiel (Ni), kobalt (Co), chrom
(Cr), Aluminium (Al) lub Wanad (V). Ten proces moze spowodowaé poluzowanie

1 uszkodzenie stentu. Procesy restenozy w stencie zachodza w wyniku przylegania czastek
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adipotycznych, wldknienia lub przylegania komodrek migsni gladkich na powierzchni stentu.
Opisane w literaturze problemy restenozy obejmuja wszystkie rodzaje konstrukcji stentu
wykazujace podobne uszkodzenia [35]. Trwale stenty naczyniowe moga z czasem
przyczyniac si¢ do powiktan z powodu interakcji ptynow ustrojowych z materiatem stentu.
Niedostateczna lub nadmierna ekspansja, peknigcie, nieprawidlowe polozenie
1 niejednolita struktura stentéw moze prowadzi¢ do uszkodzen powierzchni naczyn, ktore
zwiekszaja krzepnigcie 1 reakcje zapalne powodujace proliferacje komoérek migsniowych
1 tworzenie macierzy zewnatrzkomérkowej w uszkodzonym regionie. Proces ten nazywa si¢
rozrostem neointimy, poniewaz procesy te powoduja proliferacj¢ komorek i tkanek. Awaria
techniczna stentu dotyczaca procedury implantacji lub cechy materialu prowadzi do
ponownej okluzji w naczyniu w ciggu tygodni lub miesiecy [35].

Proces wgajania implantu zalezy glownie od miejsca implantacji oraz struktury
1 wlasciwosci fizykochemicznych materiatu, z ktérego jest wykonany.

Implanty dziane, gabczaste i porowate wgajaja si¢ przez przerastanie tkanka laczna,
niezaleznie od tego czy sg nieresorbowalne czy resorbowalne. Implanty lite wgajaja si¢ przez
catkowite lub cze$ciowe otorbienie tkanka tagczng. W bezposrednim sgsiedztwie implantu
mogg znajdowac si¢ komorki zerne. Ich ilo$¢ jest uzalezniona od dzialania draznigcego
wszczepu 1 obecnosci drobin wszczepionego materiatu. Im bardziej implant jest obojgtny
pod wzgledem fizykochemicznym, tym relacja miejscowa organizmu jest mniejsza, a
procesy zapalne mniej nasilone. Faza wysigkowa jest krotka i mato nasilona, przechodzi
szybko w faze proliferacyjng, prowadzac do wytworzenia witoknistej torebki
tacznotkankowej [36].

W przypadku implantéw kontaktujacych si¢ z krwia, istotng role odgrywa réwniez
adsorpcja protein, ktora moze doprowadzi¢ do aktywacji proceséw prowadzacych do
powstawania zakrzepOw oraz inicjacji stanu zapalnego. Schemat oddzialywania krwi

z materialem implantu przedstawia rycina 12.
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ODDZIALYWANIE KREW-MATERIAL

ZAKRZEPICA STAN ZAPALNY

ADSORBCJA PROTEIN [ \

REKRUTACJA, MIGRACIA
e 1 AKTYWACJA KOMOREK

o

S N 1 ZAPALNYCH

A
‘ 5 g ' J

ADHEZJA | AKTYWACIA
AKTYWACJA KASKADY PLYTEK KRWI
KOAGULACJI D
(FORMOWANIE FIBRYNY) Wy *«k L * i~ ’F-_‘ * 4
- [ FUZJA MAKROFAGOW l
4 /
ZAKRZEPICA POWSTANIE OTOCZKI

WEOKNISTE)

o R o W e
N gy o &(ﬁ S

Ryc. 12 Schemat oddziatywania krwi z materialem implantu [37]

Zastosowanie stentow zrewolucjonizowato zabiegi angioplastyki naczyn wiencowych.
Technologie produkcji stentow s3 nadal ulepszane. Podstawowa wadg stentdw pozostaje
nadal brak optymalnej réwnowagi pomigdzy restenoza w stencie a pdzng zakrzepica.
Podczas gdy stenty BMS lepiej zapobiegaja zakrzepicy, stenty DES zapobiegaja restenozie.
Dlatego tez obecnie trwaja nieustane proby modyfikacji powierzchni implantow poprzez
naniesienie powtok hemokomatybilnych poprawiajacych wiasnosci fizykochemiczne

materiatu stentu [28].
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2.4. Problematyka modyfikacji powierzchni
implantow sercowo-naczyniowych

Implanty wprowadzone do organizmu ludzkiego traktowane s3 zawsze jak cialo obce
1 mogg wywotywaé szereg zaro6wno miejscowych jak 1 ogolnoustrojowych reakcji
organizmu. W zaleznos$ci od miejsca implantacji oraz tkanki, z ktérg implant ma kontakt,
wymagania dotyczace implantéw moga si¢ r6zni¢, zasadniczo jednak wobec wszystkich
implantow wymagana jest wysoka biozgodnos¢ oraz mozliwos¢ dtugotrwatego spetniania
swoich funkcji, co pozwala na stworzenie warunkow w sposob optymalny dostosowanych
do naturalnych proceséw zachodzacych w organizmie [36].
Biomaterialy = stanowiag grup¢e materialtbw o réznym  skladzie, budowie
1 wlasciwosciach, ktérych wspolng cechg jest ich akceptowalno$¢ przez organizm ludzki.
Niektore z nich 1acza si¢ trwale z zywa tkanka lub biorg udziat w jej regeneracji [36].
Wyr6zniamy nast¢pujace grupy biomateriatow: metalowe, ceramiczne, polimerowe,
weglowe, kompozytowe [38].
Ze wzgledu na zachowania materiatéw wyrdzniamy [36]:
e Materialy obojetne- niewywolujace zadnej lub prawie zadnej reakcji organizmu
jak np. niektore metale i ceramika
e Materiaty aktywne- wigzace si¢ z otaczajacg tkanka i przyczyniajace si¢ do jej
regeneracji
e Materiaty ulegajace rozktadowi w organizmie ludzkim- po rozpuszczeniu zostaja
wchtonigte przez organizm ludzki
Jeszcze inny podziat implantéw opiera si¢ na czasie ich stosowania [36]:
o Kroétkotrwate- przebywajace w organizmie do dwoch lat (np. niektore implanty
wykonane ze stali austenitycznych)
e Dlugotrwate- czas ich przebywania w srodowisku tkankowym moze przekroczy¢
nawet 20 lat
Czas bezpiecznego uzytkowania implantéw zalezy od wielu czynnikow takich jak [36]:
e Sklad chemiczny biomateriatow i ich biozgodno$¢
e Wiasciwosci mechaniczne i trybologiczne
e  Wiasciwosci fizyczne
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e Odpornos$¢ korozyjna materiatow
e Powierzchnia biomaterialow
Na biozgodnos¢ urzadzen w uktadzie

przedstawione na rycinie 13.

Geometria i
wiasciwosci
mechniczne
urzadzenia

Obecnos¢
bioaktywnych
molekut

Zwilzalnosé
powierzchni

kragzenia wptywajag roéwniez

Dynamika
przeptywu
krwi

Zasada
dziatania

urzadzenia

Wielkos¢
powierzchni

czynniki

Ryc. 13 Czynniki warunkujace hemokompatybilnos$¢ urzadzen w uktadzie sercowo-naczyniowym [35]

Potaczenie wszystkich cech biomateriatlow w uktadzie krazenia moze okazac¢ si¢ trudne,

poniewaz kazdy material posiada pewne ograniczenia zwigzane z jego specyficznymi

wlasciwosciami. Materiatly o dobrych wiasciwosciach mechanicznych moze cechowac

niewystarczajaca biozgodnos$¢ lub odwrotnie- materialy o wysokiej biozgodnosci moga

mie¢ wlasciwosci mechaniczne nieodpowiednie do danego zastosowania.

Rozwigzaniem tego problemu sg nowoczesne techniki inzynierii powierzchni, poniewaz

mozliwosci poprawy wiasciwosci uzytkowych biomateriatow poprzez modyfikacje ich

sktadu chemicznego zostaty prawie catkowicie wyczerpane.

Modyfikowane powierzchnie implantow metalicznych powinny by¢ [39]:

e jednorodne

e o odpowiedniej adhezji dajacej wysoka odpornos¢ na delaminacj¢ warstwy

e wytrzymate i funkcjonalne

e jak najciensze, aby nie zmienialy parametréw geometrycznych oraz

mechanicznych implantu
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e wytrzymale na sterylizacje

W zwiazku z tym strategie modyfikacji powierzchni dotyczacych stentow skupiajg sie
wokol nowoczesnych metod zmiany topografii, skladu chemicznego powierzchni,
chropowato$ci, zwilzalnoéci oraz stworzenia platform uwalniajagcych leki i1 substancje
biologiczne. = Dodatkowo istnieje  konieczno$¢  zachowania  dlugoterminowego
bezpieczenstwa 1 hemokompatybilnosci w odniesieniu do zastosowanych materiatow,
konstrukcji oraz powierzchni. Obecnie stosowane modyfikacje stentow maja za zadanie
zapobieganie korozji i uwalnianiu toksycznych jondéw, poprawe biokompatybilnosci
1 trwalo$ci oraz interakcji materiatu z komorkami. Obecnie duzym zainteresowaniem
naukowcOw cieszy si¢ inzynieria nanopowierzchni z wykorzystaniem materiatoéw
1 technologii w nanoskali, co pozwala na otrzymanie korzystnego stosunku powierzchni do
objetosci, energii powierzchniowej, chropowatosci, reaktywnos$ci 1 zwilzalnoSci.
W przypadku stentow istotne jest rOwniez zachowanie charakterystyki mechanicznej bez
istotnych zmian po procesach modyfikacji. Z punktu widzenia inzynierii materialowej
wlasciwosci fizykochemiczne powierzchni biomaterialdow (topografia, chropowatos¢,
chemia powierzchni, zwilzalno$¢) moga znacznie wplywa¢ na odpowiedz komorkows.
Podobnie, ksztalt i rozmiar struktur moga regulowac funkcje komoérek poprzez modyftikacje
organizacji cytoszkieletu. Nanotopografia moze rowniez w sposob krytyczny kontrolowac
sciezki sygnalizacyjne na poziomie czasteczkowym i subkomodrkowym, warunkujac
odpowiedZ komoérkowa i hemokompatybilnos¢ stentow, w tym adsorpcje protein, adhezje
komorek naczyn krwiono$nych oraz proliferacje. Ostatnie osiggni¢cia dotyczace nano
powlok na stenty skupiaja si¢ na modyfikacjach bezpolimerowych, powtokach do
kontrolowanego uwalniania lekow, podejsciach opartych na nanotopograficznych stentach
bezlekowych oraz powlokach zawierajacych nanoczastki/nanowtokna uwalniajace leki [40].

Rézne strategie modytfikacji powierzchni stentdw zostaly przedstawione na rycinie 14.
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STENT METALOWY
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SYSTEMY NAMNOCZASTEK

* Powdoki z nanoczgstek natadowanych lekami
#* Celowane nanoczgstki do uwalniania lekdw
% Powdoki nanokompozytowe

SYSTEMY NANOWLOKIEN

- Biodegradowalne i
niebiodegradowalne matryce
uwalniajgce lekifsubstancje
* biologiczne

Ryc. 14 Rozne strategie modyfikacji stentow wewnatrznaczyniowych [40]

2.5. Aktualny stan wiedzy dotyczacy modyfikacji
powierzchni stali nierdzewnej stosowanej na

stenty naczyniowe

Dane literaturowe wykazuja, ze obiecujacg strategia stosowang w walce z restenozg oraz
wykrzepianiem  krwi  jest modyfikacja  powierzchni  implantu = powlokami
hemokomatybilnymi. Prowadzone badania maja na celu opracowanie materiatu
zapobiegajacego powstawaniu tym niekorzystnym procesom i jednoczesnie bezpiecznego
dla ludzkiego organizmu.

Przyktadem mogg by¢ badania Navarro [41] dotyczace oceny stentow ze stali 3161
z powtoka ze ztota (Au) oraz stopu kobalt-chrom Co-Cr z powtokami weglowymi wykonane
metoda polaryzacji elektrochemicznej. Stenty ze stali 316L z powloka Au i C, stenty 316L
z niepokrytego metalu i Co-Cr badano za pomocg testow potencjodynamicznych.
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Stwierdzono, ze statystyczny wynik kliniczny stentow koreluje
z wzorcami jonéw uwalnianych z odpowiadajacych im substratdow metalicznych. We
wszystkich przypadkach uwalnianie jonéw byto konsekwencjg proceséw korozji wzerowe;j
stali 316L 1 rozpuszczania si¢ ziaren stopu Co-Cr. Kliniczne niepowodzenia stentow ze stali
316L powlekanych Au i C sg zwigzane z ich niezdolnoscig do hamowania uwalniania jonéw
z podtoza. Badanie wskazuje, ze udoskonalenia materialow i powierzchni musza by¢
ukierunkowane na precyzyjne uksztattowanie wlasciwosci fizykochemicznych warstw
powierzchniowych w  kierunku zahamowania uwalniania toksycznych jonow
z powierzchni stentu.

W literaturze wiele miejsca poswigca si¢ procesom modyfikacji powierzchni majacej na
celu wytworzenie warstwy pasywnej zapobiegajacej korozji 1 uwalnianiu toksycznych
jondéw z powierzchni stentéw. Proces produkcji stentow naczyniowych ze stopu 316LVM
z uwzglednieniem procesow modyfikacji powierzchniowej zostal szczegdétowo opisany
w pracy Ravala i in. [42]. Udowodnili oni przydatno$¢ proceséw obrobki powierzchniowej
takiej jak wytrawianie w kwasie, elektropolerowanie, pasywacja w uzyskaniu gtadkiej
powierzchni stentu typu slotted tube oraz homogenicznej warstwy pasywnej tlenku chromu.
Zakres badan ograniczony jedynie do charakterystyki metalograficznej nie potwierdzit
skuteczno$ci tych procesdéw w poprawie odpornosci korozyjnej stentow wykonanych ze
stopu 316LVM.

Dalsze badania prowadzone przez Sojitra i1 in. [43] wykazuja poprawe jakosSci
powierzchni oraz odpornosci na korozje wzerowa w badaniach potencjodynamiczych
stentéw wykonanych z 316LVM po elektropolerowaniu i pasywacji.

Shahryari 1 in. [44] zbadat w 2010 r. reakcje fibrynogenu, ptytek krwi oraz komoérek
srodbtonka 1 mie$ni gladkich na elektrochemiczne zmodyfikowang powierzchnie¢ stali
nierdzewnej 316L. Badania wykazaty znaczng r6znice pomiedzy drugorzedowsg strukturg
fibrynogenu zaabsorbowanego na niezmodyfikowanej powierzchni i powierzchni po
procesie potencjodynamicznej cyklicznej pasywacji, ktora byta blizsza strukturze pierwotne;j
w przypadku powierzchni modyfikowanej. Postulowano, ze zjawisko to jest wynikiem
mniejszej gestosci ptytek krwi zaadsorbowanych na powierzchni. Konkurencyjna interakcja
z komoérkami srodblonka oraz komoérkami migsni gltadkich
z badanymi powierzchniami, wykazata, ze ggsto$¢ tych komorek jest wyzsza na powierzchni
modyfikowanej po 2-godzinnej ekspozycji, sugerujac szybsza kinetyke poczatkowej fazy

proliferacji. Zaprezentowane wyniki jasno wskazuja na wzrost biokompatybilnosci
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powierzchni modyfikowanej. Badania nie dajg jednak pelnego obrazu hemozgdonosci
powierzchni modyfikowanych skupiajac si¢ jedynie na pojedynczych aspektach
biokompatybilnosci. Brak jest rowniez informacji na temat struktury oraz witasciwosci
fizykochemicznych modyfikowanej powierzchni.

W 2020 r. Aliakseyeu i in. [45] przeprowadzili modyfikacj¢ powierzchni stentow ze stali
316LVM polegajaca na pulsacyjnym polerowaniu elektrolitycznym za pomoca
mikrosekundowych pulsoéw. Wykorzystanie pulsacyjnego pradu pozwolito uzyska¢ znaczng
poprawe wydajnosci procesu. Wyniki badan zawierajg analiz¢ poréwnawczg procesu
elektropoloerowania z wykorzystaniem pradu statego oraz pulsacyjnego. Wykorzystanie
trybu pulsacyjnego pozwolilo na wuzyskanie wysokiej jakosci powierzchni
z wysoka wydajnos$cig, w ktorej intensywnos¢ wygladzania mikro chropowatosci wzrosta
znacznie w poréwnaniu do tradycyjnej metody. Wysoka jako$¢ powierzchni
o chropowatosci 0,12-0,14um zostata uzyskana przy niskiej utracie wymiarow (11-14%)
z lekkim zaokragleniem krawedzi. Badania odpornosci na korozje wzerowa wykazaty
zwiekszenie potencjalu korozyjnego z 770 do 1370 mV w porownaniu do stanu
poczatkowego. Ze wzgledu na waski zakres badan, w tym réwniez brak badan
biologicznych, nie daja one pelnego obrazu mozliwosci zastosowania zaproponowanej
technologii modyfikacji do produkc;ji stentow naczyniowych.

W literaturze naukowej brak jest badan potwierdzajacych wystarczajgce wlasciwosci
barierowe warstw pasywnych powstatych na skutek zabiegéw pasywacji chemicznej lub
elektrochemicznej w odniesieniu do ich zastosowania na implanty w uktadzie krazenia.
Badania kliniczne potwierdzily uwalnianie toksycznych jonéw z implantéw wykonanych
z metali lub stopow. Rowniez degradacja wszczepionych polimeréw powoduje szereg
reakcji zapalnych, takich jak restenoza 1 zwapnienie. Jedna ze strategii modyfikacji
powierzchni to zastosowanie powtok bioinertnych. Badania wykazuja, ze pokrycie materiatu
implantu powtoka, stuzaca jako bariera, moze zmniejszy¢ czgstos¢ powiklan, jesli interakcja
mi¢dzy materialem a systemem biologicznym jest zmniejszona. Opierajac si¢ na tej
hipotezie, wiele znaczacych badan zostato podjetych przez rozne grupy badawcze [46] .

Uwage wielu naukowcoéOw przyciaggnety powtoki DLC (Diamond-like Coatings) znane
réwniez jako amorficzny wegiel uwodorniony (a-C:H). Jest to klasa materialow
o doskonatych wlasciwosciach mechanicznych, tribologicznych i biologicznych. Dzigki
dodaniu innych elementéw do DLC wszystkie te wlasciwosci mogg by¢ zmieniane

w pewnym zakresie. Badania wykazaty, ze mozna wptywac na proporcje roznych biatek
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zaadsorbowanych na powierzchni poprzez dodanie réznych elementéw do filmu DLC.
Bialka te nastgpnie wptywaja na przyleganie komorek, proliferacje¢ i réznicowanie komorek.
Powtoki DLC  wykazuja dobrg hemokompatybilno$¢, ktéra wyraza  si¢
w obnizonym tworzeniu skrzepliny. Po ekspozycji na krew obserwuje si¢ zwigkszony
stosunek adsorpcji albuminy do adsorpcji fibrynogenu, a takze zmniejszong liczbe plytek
krwi na powierzchniach powlekanych. Implanty sercowo-naczyniowe powlekane DLC,
takie jak sztuczne zastawki serca 1 stenty sg dostgpne w sprzedazy [47].

Pierwszymi komercyjne dostgpnymi stentami z powtoka DLC byty stenty BioDiamond
wykonane ze stali 316L. Badania wykazaly redukcj¢ uwalniania toksycznych jonéw do
osocza, niska adsorpcje protein, zredukowang aktywacje plytek krwi oraz poprawiong
adhezje 1 wzrost komorek $rodblonka [48]. Zdolno$¢ cienkich warstw weglowych do
poprawy hemokompatybilno$ci stali nierdzewnej byla rowniez prezentowana w dalszych
badaniach. Wyniki badan klinicznych byly jednak niejednoznaczne. Airoldi i in. [49]
poréwnali stenty pokryte powtoka DLC (Diamond Flex AS, Phytis Medical Devices)
z niepokrytymi stentami ze stali nierdzewnej. Badania przeprowadzone na 347 pacjentach
nie wykazaty znacznej przewagi stentow pokrywanych z niepokrytymi. Podobne wyniki
uzyskat Miereles i in. [S0] porownujac stent Phytis™ pokryty warstwa DLC ze stentami ze
stali nierdzewnej (Multi-Link Penta™, Abbott Laboratories, Abbot Park). Badania
ponownie potwierdzily brak wyraznej roznicy w wystepowaniu restenozy po 6-miesigcznej
implantacji.

Metod¢ RF PACVD do wytworzenia warstwy pasywno-weglowej na stali 316L
zaproponowal Marciniak [51], uzyskujac warstwy o dobrej adhezji oraz odpornosci
korozyjnej w warunkach in vitro i in vivo. Wytworzona uszlachetniajgca warstwa
kompozytowa na powierzchni implantow z odlewniczego stopu kobaltowo-chromowo-
molibdenowego odznacza si¢ dobrg adhezja 1 prawie dwukrotnie wicksza odpornoscia na
korozje wzerowa w odniesieniu do stanu wyj$ciowego podtoza stopu w srodowisku tkanek
1 ptynéw ustrojowych. Badania nie dostarczajg informacji na temat biokompatybilno$ci
wytworzonych warstw.

Istotne znaczenie w procesie osadzania cienkich warstw ma zachowanie pozadanych
wlasciwos$ci podloza, co pokazujg wyniki badan Czerniak 1 in. [52]. Zbadali oni warstwy
diamentowe wytworzone w plazmie wysokiej czgstotliwosci pod obnizonym ci$nieniem
(RF- PCVD) z przeznaczeniem na stenty naczyniowe. Po naniesieniu warstwy zostaly

przeprowadzone badania wiasciwosci mechanicznych stali 316L. Pozwolity one sprawdzi¢,

32



czy zmieniajg si¢ wlasciwosci tego materialu i czy moze on by¢ po takiej modyfikacji nadal
stosowany na stenty. Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze
wytworzona warstwa nie speinia oczekiwan autorow. Zamiast podnosi¢ wilasciwosci
mechaniczne powoduje ich ostabienie. Gtéwnym problemem podczas nanoszenia warstwy
diamentowej w reaktorze RF PCVD jest wysoka temperatura, ktora niszczy strukture
cienkich drutow. Podczas procesu nanoszenia warstwy nastgpito utwardzenie materiatu.
Spowodowato to obnizenie jego wtasciwosci plastycznych, czego konsekwencja jest spadek
wytrzymalo$¢ na obcigzenia cykliczne. Jest to zjawisko bardzo niekorzystne, poniewaz
material taki nie nadaje si¢ na stenty.

Metoda zol-zel jest popularng metoda nanoszenia cienkich warstw tlenkow
zapewniajaca dobra adhezje pomiedzy substratem a powloka oraz dobre zabezpieczenie
przed korozja. Do mozliwych wad tego typu metody naleza: kontrakcja warstwy podczas jej
nanoszenia, pozostatosci grup hydroksylowych i/lub weglowych, dtugi czas przetwarzania,
obecno$¢ niewielkich porow, mozliwa toksyczno$¢ spowodowana wykorzystaniem
roztworow organicznych [53]. Najczesciej nanoszonymi powlokami tlenkowymi z
przeznaczeniem na implanty w uktadzie krazenia z wykorzystaniem metody zol-zel sg: SiO»,
TiO2, A2Os. Tlenki te osadzane metoda zol-Zel na podloza ze stali nierdzewnej wykazuja
dobra ochrong przed korozja [54] [55] [56].

W 2008 r. Grygier [57] dokonat oceny przydatnosci powlok krzemionkowych
nanoszonych metoda zanurzeniowg zol-zel z przeznaczeniem na stenty z wykorzystaniem
prekursoréw tetraethyl ortosilicate oznaczany jako TEOS (Tetraetoksysilan) oraz
diethoxydimethylsilane oznaczany jako DEMS (Dimetylodietoksysilan). Potaczone one
zostaly w roznych stosunkach objetosciowych z prekursorem  winylowym,
vinylotriethoxysilanem oznaczanym jako VTES. Naniesione w ten sposéb warstwy
wykazaty duzy stopien niejednorodnosci oraz dziatanie cytotoksyczne.

Skuteczno$¢ nanoszenia powlok SiO» oraz TiO> metoda zol-zel (dip coating) na stal
316L w celu poprawy odpornos$ci korozyjnej wykazali réwniez Lima i in. [58]. Zbadali oni
wartosci potencjatu korozyjnego, rezystancje polaryzacji 1 szybkos$¢ korozji dla prébek
pokrytych warstwami ZrO;, SiO2-TiO; oraz SiO2-AlO;. Badania wykonano w 15%
roztworze H>SO4 w temperaturach 25, 40 i 50°C. Badania wykazaty, ze wszystkie powtoki
chronig metaliczny substrat przed korozja w badanym $rodowisku.

Przewage tlenku tytanu nad innymi tlenkami w poprawie adhezji i1 proliferacji komorek

srodbtonka wykazat Chai 1 in. [59]. Przeprowadzili oni badania powlok TiO2, SiO»,
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Si02/Ti02, and Nb2Os naniesionych na komercyjnie czysty tytan (cp Ti) oraz stal 316L za
pomoca metody zol-zel w celu poprawy endotelializacji. Wtasciwosci fizykochemiczne
zmodyfikowanych powierzchni scharakteryzowano za pomocg elipsometrii, mikroskopu sit
atomowych oraz metody kropli siedzacej. Wielko$¢ adhezji/proliferacji komorek,
morfologi¢ adhezji komorek i ekspresje adhezji biatek oceniano na linii komorek ludzkiego
srodbtonka naczyn mikrokrazenia ptuc. Grubo$¢ powtok tlenkowych siggata 100 nm;
znacznie bardziej chropowatg struktur¢ nanoporowatg stwierdzono w powtokach TiO»
1 Nb2Os niz w przypadku cp-Ti. Powtoka SiO> miata najwyzsza energi¢ powierzchniowg
(75,1 mlJ/m?), w porownaniu do cp-Ti (45,7 mJ/m?). Powloka TiO» wykazata znacznie
wyzszy wskaznik adhezji komorek $rodblonka. Powloki TiOz, Nb2Os i TiO2/SiO:
wykazywaly wyzsza proliferacje srodblonka w testach 3-dniowych niz Ti bez powtoki.
Powtoki wykazaly réwniez dobrg hemokompatybilnos¢. Przeanalizowano aspekty
hemokompatybilnosci, takie jak aktywacja plytek krwi, hemoliza, fibrynoliza, tworzenie
fibryny, wytwarzanie trombiny, aktywacja kontaktowa i aktywacja dopetniacza. Testy
potwierdzity, ze wigkszos¢ powlok tlenkowych nie pogarsza hemokompatybilnosci.
Charakterystyki fizykochemiczne wykazaly zréznicowang zwilzalno$¢ powierzchni
1 wyrazne réznice topograficzne réznych powlok tlenkowych. Wyniki badan dowodza, ze
niektore powtoki tlenkowe na bazie tytanu moga znacznie poprawi¢ adhezj¢ i proliferacje
komorek srodbtonka, szczegdlnie we wczesnym okresie, co sprzyja szybkiej regeneracji
[59].

Wawrzynska 1 in [60], zbadali wptyw grubo$ci warstw TiO2 na trombogenno$¢ oraz
proliferacj¢ komorek §rodbtonka. Dwa typy powtok z tlenku tytanu o grubo$ciach 300 nm
1 500 nm zostaly naniesione na podtoze ze stali nierdzewnej 316L-SLS (spickanej laserowo)
metoda zol-zel wykazujac w badaniach in vivo zwigkszong proliferacj¢ srodbtonka oraz
przedtuzony czas rekalcyfikacji osocza w obu probkach. Odpowiedz komorek migsni
gladkich nie ulegta zmianie w porownaniu do probek niepokrytych. Badania in vitro
wykazaly mniejsza ilo$¢ fibrynogenu na powlokach TiO» w poréwnaniu do probek
niepokrytych. Nie wykonano badan wiasciwosci fizykochemicznych wytworzonych
warstw. Badania nie dostarczajg informacji na temat wlasciwosci mechanicznych 1
fizykochemicznych warstw.

Inna grupa badawcza ocenita wptyw grubosci warstwy TiO2 na podtozu ze stali 316L
naniesionej metodg zol-zel (dip-coating) na adhezj¢ ptytek krwi z uzyciem osocza bogato

pltytkowego. Wraz ze wzrostem grubosci warstwy tlenku, liczba przylegajacych plytek
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szybko spadata, osiagajac minimum okoto 150 nm. Wskazuje to, ze grubo$¢ warstwy tlenku
tytanu wplywa na adhezj¢ ptytek [61].

W 2013 r. Foruzanmehr i in. [62] dokonali oceny hemokompatybilnos$ci cienkich warstw
Ti0; naniesionych metoda zol-zel na elektropolerowang stal 316L, uzyskujac 1-5-krotne
nanowarstwy. Morfologia powierzchni i struktura warstw zostata zbadana za pomoca
dyfrakcji promieni X i mikroskopii sit atomowych. Badania dyfraktometryczne wykazaty,
ze pierwotna warstwa wierzchnia jest zbudowana calkowicie z anatazu
z rozmiarem krystalitow 12nm. Zbadano aktywacje 1 adhezj¢ ptytek krwi oraz czas
wykrzepiania. Wyniki wykazaty, ze stal nierdzewna z nanostrukturalnym TiO> poprawita
hemokompatybilno$¢ w odniesieniu do aktywacji ptytek krwi i kaskady koagulacji, co
obnizyto trombogenno$¢ wyrobow kontaktujacych si¢ z krwig wykonanych ze stali
nierdzewnej. Zwigkszenie ilosci cienkich warstw wydluzyto czas wykrzepiania. Mozna
wysnué przypuszczenie, ze zwigkszenie grubosci warstwy powoduje wigksza adsorpcje
protein na powierzchni a w konsekwencji adhezj¢ plytek krwi. Ponadto nadmierne
zwiekszenie chropowatosci moze prowadzi¢ do inicjacji adsorpcji protein. Innym waznym
mechanizmem, ktory moze wptywac na adhezje ptytek krwi jest tadunek powierzchniowy.
Punkt izoelektryczny TiO> wynosi pH 6,2. Kiedy probki zostaja wprowadzone do
srodowiska krwi o pH 7,4, tlenek tytanu zostaje natadowany ujemnie, dlatego trombocyty z
fadunkiem ujemnym nie beda adherowaty do powierzchni. Teoria ta powinna wskazywac
na takie same wyniki adhezji ptytek krwi dla wszystkich pokrywanych probek. Tymczasem
badania wskazuja, ze wraz ze zwigkszeniem grubosci warstwy, TiO> stopniowo przyjmuje
wlasciwosci polprzewodnika, dlatego istotne jest uzyskanie optymalnej grubosci warstwy
dla uzyskania gestosci tadunku ujemnego na powierzchni. Badania wykazaty najmniejsza
adhezje ptytek krwi na poczwoérnej warstwie TiO,. Badania Foruzanmehra 1 in. [62]
pozwolity na ustalenie zwigzku ilosci, grubosci i topografii powierzchni warstw TiO»
naniesionych metoda zol-zel z ich wlasciwosciami trombogennymi, co pozwolito na lepsze
zrozumienie zjawisk powierzchniowych na implantach w kontakcie z krwig. Autorzy nie
zbadali jednak istotnych wtasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych wytworzonych
warstw. Miedzy innymi, nie przeprowadzono badan odpornosci na korozje¢ oraz wtasciwosci
barierowych wytworzonych warstw, co nie pozwala na pelng ocen¢ przydatnosci
wytworzonych warstw na implanty w uktadzie krazenia.

Wiasciwosci mechaniczne 1 fizykochemiczne warstw TiO> nanoszonych na podioze ze

stali 316L metodg zol-zel (dip-coating) zostaty zbadane 2007r. przez Krzak-Ro$ 1 in. [63].
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Jako substratow uzyto Ti(i-PrO)s (TIPO), propanolu oraz acetyl acetonu (AcAc) jako
stabilizatora. Powtoki wygrzewano w temperaturze 500°C uzyskujac strukture anatazu.
Badania wykazaly dobrg adhezj¢ warstw do podloza, ciggtos¢ powierzchni oraz wpltyw
parametréw podtoza na chropowato$¢ warstw. Ograniczony zakres badan, w tym brak badan
odpornosci korozyjnej oraz oceny biologicznej warstw, nie pozwala na jednoznaczne
okreslenie przydatno$ci powtok na implanty.

W 2013 roku Donesz-Sikorska [64] zbadala warstwy SiO2 1 TiO; oraz SiO»/TiO»
naktadane metoda zanurzeniowg zol-zel na implanty ze stali 316L. Otrzymane powtoki
charakteryzowaly si¢ homogenicznoscia struktury, wysoka adhezja do podioza oraz
stymulujagcym wptywem na komorki. Dobrg adhezje powtok potwierdzono podczas préby
jednoosiowego rozciggania, co moze wskazywac na ich swoistg elastyczno$¢. Wyniki testow
biologicznych przeprowadzonych w warunkach in vitro oraz mikroskopowe obserwacje
morfologii, rozmieszczenia oraz adhezji komorek do otrzymanych powtok wskazuja na ich
stymulujacy charakter. Komorki hodowane na powlokach hybrydowych (TiO2/Si03)
charakteryzowaly si¢ najbardziej zrownowazonym wspdlczynnikami proliferacji.
Najwyzsza aktywno$¢ proliferacyjna  zostala zaobserwowana w  pierwszym
1 siodmym dniu hodowli na powtoce TiO,. Badania za pomocg spektroskopii ramanowskie;j
potwierdzity amorficzng forme krzemionki oraz formg krystaliczng (anataz) TiO».

W 2016 r. Walke 1 in. [65] przeprowadzili badania wlasnosci fizykochemicznych po
procesie sterylizacji warstw SiO> naniesionych na stal nierdzewng 316LVM metodg zol-zel
w celu wykazania przydatnos$ci tak przygotowanych warstw do specyfiki uktadu sercowo-
naczyniowego. Wczesniejsze badania autoréw pozwolily na optymalizacje parametrow
nanoszenia warstw. W celu identyfikacji zjawisk zachodzacych na granicy faz oraz oceny
przydatnosci zaproponowanej modyfikacji powierzchni z uwzglednieniem procesu
sterylizacji (ETO 1 sterylizacji parowej), wykonano badania potencjodynamiczne, badania
impedancji EIS, adhezji, morfologii powierzchni oraz badania biologiczne. Niezaleznie od
metody sterylizacji, badania wykazaty redukcje sily krytycznej powodujacej delaminacje
warstwy. Badania odpornosci korozyjnej réwniez wykazaly nieznaczny jej spadek po
procesie sterylizacji w srodowisku sztucznej plazmy. Warstwy SiO> po procesie sterylizacji
nie wykazaly cech cytotoksycznosci i negatywnego wptywu na liczebno$¢ komorek krwi
[65].

Na stenty nanoszono rowniez powtoki z tlenku irydu. Powloki zostaty natozone

bezposrednio na podtoze stentu przez reaktywne napylanie irydu w atmosferze tlenu. Tlenek

36



irydu dziata jako bariera przed jonami metali, jednakze jego zgodno$¢ naczyniowa jest
przypisywana katalitycznemu dziataniu na powierzchnig¢ stentu i sposobowi w jaki zaktdca
proces restenozy. Proces ten zostat jednak potwierdzony tylko w badaniach in-vitro. Brakuje
dostatecznych danych klinicznych potwierdzajacych ten efekt in vivo [66].

Plazmowa immersyjna implantacja jonow (PIII) to technika modyfikacji materiatu
stuzaca do obrobki obszaréw przypowierzchniowych materialdbw poprzez wszczepianie
jondéw energetycznych z plazmy otaczajacej probke. Hung i in. [67] zbadali warstwy tlenku
tytanu TiO> naniesione metodg immersyjnej implantacji jonowej w plazmie tlenowe;j
(tlenowa PIII) na podiloze ze stali 316L. Stan chemiczny powierzchni, strukturg
1 morfologi¢ warstw badano za pomoca rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronowe;j,
dyfrakcji rentgenowskiej, mikroskopii Ramana, mikroskopii sit atomowych oraz
skaningowego mikroskopu elektronowego. Wtasciwosci mechaniczne warstw, takie jak
modul Younga i twardo$¢, zbadano za pomoca testow nanoindentacji. Stwierdzono, ze stan
chemiczny Ti*" wystepuje na powierzchniach poddanych obrébce tlenowej PIII, ktore
sktadaty si¢ z nanokrystalicznego TiO> o strukturze rutylu. Badania czasu krzepnigcia in
vitro wykazaty, ze czas krzepnigcia na powierzchniach wytworzonych za pomoca tlenowe;j-
PIII byt dtuzszy niz substratu Ti, co wigzato si¢ ze zmniejszong adsorpcja fibrynogenu [67].
Warstwy Ti-O naniesione na stal 316L za pomoca immersyjnej plazmowej implantacji
jonowej 1 osadzania (PIII&D) zostaty zbadanie przez Xie 1 in. [68]. Zbadali oni deformacje
1 zachowanie korozyjne tych warstw z przeznaczeniem na stenty naczyniowe. Testy
rozciggania i trzypunktowego zginania wykazaty, ze na folii Ti-O, ktora ulegta stosunkowo
duzemu odksztalceniu plastycznemu (wydtuzenie od 4% do 16%), nie wystapito zluszczanie
1 rozwarstwianie. Testy korozji elektrochemicznej wykazaty, ze odksztatcona warstwa Ti-O
naniesiona metoda PIII&D na stal 316L ulegta korozji
w symulowanym ptynie ustrojowym (SBF) w wigkszym stopniu niz niezdeformowana [68].

Yelkarasi 1 in. [69] zbadal biokompatybilno§¢ oraz stabilno$¢ mechaniczng
nanoporowatych warstw TiO2 z przeznaczeniem na produkcje¢ stentéw wolnych od lekow z
niskim ryzykiem restenozy. Warstwa tytanu o grubosci 1um zostala naniesiona na podtoze
ze stali 316LVM poprzez rozpylanie magnetronowe, a nast¢pnie usuni¢ta za pomocg
ultradzwigkéw do grubosci 500nm. Badania XPS wykazaly obecno$¢ warstwy TiO2 o
grubo$ci Snm ze §ladami fluorowanego tytanu oraz nanostrukturalnej powierzchni. Obrobka
plazmg tlenowa nanowzorowanych powierzchni wytworzyta dodatkowg warstwe tlenku

wolnego od fluoru o grubosci 5 nm. Tak przygotowane warstwy wierzchnie poddano
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badaniom w celu oceny morfologii powierzchni, sktadu chemicznego, probom zginania,
zwilzalno$ci powierzchni, ocenie biologicznej in vitro w interakcji z komérkami srodblonka
tetnic wiencowych oraz komorkami mie$ni gtadkich oraz testy adhezji ptytek krwi. Probki
wykazaty obecno$¢ nanostruktur o pozagdanych wymiarach oraz brak odpryskow podczas
odksztalcenia plastycznego. Badania zywotnosci komorek wykazaly, Zze nanowzorowane
powierzchnie stymulujg proliferacj¢ komorek $rodblonka, jednocze$nie zmniejszajac
proliferacje miesni gladkich. Obrdobka plazmowa dodatkowo przyspieszyta proliferacje
komorek srodbtonka. Aktywacja ptytek krwi nie wystgpowata na powierzchniach
nanostrukturalnych poddanych obrébce plazma tlenowa, pozbawionych fluoru [69].
Pomimo uzyskania pozytywnych wynikow wybranych aspektéw oceny biologicznej, wyniki
badan nie sg rozstrzygajace ze wzgledu na wybidrczy charakter badan. Wybrana metoda
obrobki powierzchniowej jest wieloetapowa, co rodzi watpliwosci dotyczace jej
powtarzalno$ci. Nie wykonano rowniez kompleksowych badan dotyczacych wihasciwosci
fizykochemicznych tak naniesionych warstw, w tym wlasciwosci barierowych
zapewniajacych ochrone¢ przed uwalnianiem jonow Ni.

Mikhalovska 1 in. [70] przeprowadzili badania biokompatybilno$ci in vitro i in vivo
tlenkow TiO, ZrO oraz DLC naniesionych metoda rozpylania magnetronowego
1 porownali z niepokrytymi stentami ze stali nierdzewnej 316L. Badania wykazaty
jednorodnos¢ powtok o grubosci 2,2-2,4 um. Stenty pokryte i niepokryte zostaty poddane
procesowi sterylizacji w temperaturze 165°C 1 poddane obcigzeniom cyklicznym oraz
testom w warunkach symulujacych naturalne warunki implantacji. Badania powtok metoda
SEM/EXD wykazaly niska chropowato$¢, jednorodnos$¢ i1 statos¢ sktadu chemicznego
naniesionych warstw. Badania cytotoksyczno$ci na ekstraktach wykazaty zredukowang
0 40-60% 1los¢ kolonii komorkowych w stosunku do grupy negatywnej. Ocena adsorpcji
fibrynogenu wykazata niskg ilo$¢ zaadsorbowanych protein na TiO, ZrO oraz stali
nierdzewnej oraz wyzszg 1lo$¢ zaadsorbowanego fibrynogenu na powtokach DLC. Adhezja
ptytek krwi byla réwniez wyzsza na powtokach DLC. Oba stenty powlekane tlenkami
wykazaty dowody stabszej odpowiedzi zapalnej 1 pehniejszej  $rddblonka
w pordéwnaniu ze stentem niepowlekanym oraz powlekanym DLC. Na podstawie
uzyskanych danych mozna zasugerowaé, ze znacznie zwickszyta si¢ neointima wokot
stentow pokrytych warstwa DLC [70].

Oceny przyczepnosci warstwy tlenku tytanu TiO 1 TiO2 do powierzchni probek

wytrzymalo§ciowych oraz stentow ze stali 316L naniesionej metoda napylania
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magnetronowego zbadat Wang i1 in. [71]. Wplyw struktury, temperatury osadzania,
miedzywarstwy Ti i grubo$ci na adhezj¢ warstw tlenku tytanu zbadano za pomocg préob
rozciggania. Wyniki wykazaly, ze struktura warstw Ti-O dramatycznie wptywa na ich
przyczepnos¢. Warstwa TiO jest krucha, pozbawiona zdolnosci do deformacji. Dlatego jej
przyczepnos¢ byta gorsza niz w przypadku TiOz. Wyzsza temperatura podloza pomogta
poprawi¢ przyczepno$¢ warstwy. Przyczepnos¢ folii TiO z migdzywarstwa Ti byta lepsza
niz folii bez miedzywarstwy. Wprowadzenie miedzywarstwy Ti wplyngto korzystnie na
przyczepnosc¢ folii. Warstwa Ti0O; osadzona na stentach miata dobrg adhezj¢. Po rozprezeniu
stentu, film nie pekal i nie odklejat si¢ [71].

Powloki na bazie tlenku tytanu (IV) sa jednymi z najbardziej obiecujacych powlok na
stenty naczyniowe. Charakteryzuja si¢ dobrg hemokompatybilno$cig odnoszaca si¢ do ich
energii powierzchniowej oraz wilasciwosci potprzewodnikowych [72]. Dodatek azotu do
powtok TiO: wykazat znaczng poprawe hemokompatybilo$ci ze wzgledu na obecnosé
tlenku azotu na powierzchni. Stenty ,,TINOX” wykonane z niezidentyfikowanej stali
nierdzewnej zostaly pokryte powtoka tlenoazotku tytanu za pomocg reaktywnego
fizycznego osadzania z fazy gazowej w prozni. W zalezno$ci od ilosci stosunku tlenu do
azotu mozliwe byto osadzanie warstw o okreslonym sktadzie i opornosci. Przeprowadzono
badania implantacji in-vivo, oceng¢ histologiczng oraz badania in-vitro adhezji ptytek krwi
oraz wigzania fibrynogenu. Badania nie wykazaty $§ladow restenozy w pokrywanych
1 niepokrywanych fragmentach stentow. Probki z powloka wykazaly mniejsza adhezje
ptytek krwi oraz wigzanie fibrynogenu na stentach z powlokami w poréwnaniu do stentéw
niepokrytych. Badania histologiczne wykazaly mniejsza grubo$¢ neointimy na stentach
pokrytych, przy czym efekt ten byl bardzie; widoczny w przypadku prébki z powloka
ceramiczng o wilasciwosciach potprzewodnikowych niz probki z powloka o charakterze
metalicznym. Wyniki badan sugeruja znaczny wpltyw witasciwosci elektrochemicznych
powtok na ich wlasciwosci antyproliferacyjne [73]. W 2006 r. Karajalinen i in. [74]
poréwnali stenty ze stali nierdzewnej pokryte tlenoazotkiem tytanu ze stentami
uwalniajgcymi paclitaxel. Stenty pokryte tlenkiem tytanu wykazaly biokompatybilno$¢
w badaniach przedklinicznych hamujac odktadanie ptytek krwi i1 fibryny oraz zmniejszajac
wzrost neointimy. W badaniach obserwacyjnych i nierandomizowanych stenty powlekane
azotkiem tytanu wykazaly bezpieczenstwo i skutecznos¢. W randomizowanych badaniach
pacjentow z ostrym zespolem wiencowym, powlekane tlenoazotkiem tytanu stenty

wykazaty poréwnywalng skutecznos¢ [74].
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Superhydrofobowe warstwy TiO; wytworzone na powierzchni stali 316L zbadat Huang
1in. [75]. Wytworzyli oni superhydrofilowe i superhydrofobowe warstwy nanorurek w celu
poprawy odpornosci korozyjnej oraz hemokompatybilnosci stali 316L. Amorficzne
superhydrofilowe nanorurki (TNT) zostaly wytworzone poprzez -elektrochemiczng
anodyzacj¢ warstw Ti naniesionych na stal nierdzewng. Nastepnie przeprowadzono
wygrzewanie w celu wytworzenia fazy anatazu (superhydrofilowej) oraz fluorosilanizacje
w celu zmiany wlasciwos$ci warstwy na superhydrofobowa. Wykonano badania morfologii,
struktury 1 zwilzalno$ci probek, oraz wplywu zwilzalnosci powierzchni na odpornos¢
korozyjng i adhezj¢ ptytek krwi. Wyniki pokazaly, ze faza krystaliczna (anataz vs.
amorficzna) i zwilzalno$¢ silnie wptynety na odpornos¢ na korozje i adhezje ptytek.
Superhydrofilowe amorficzne nanorurki nie chronity stali nierdzewnej przed korozja,
podczas gdy superhydrofobowe amorficzne nanorurki nieznacznie poprawity odpornos$c
stali nierdzewnej na korozje. Zaro6wno superhydrofilowe, jak
1 superhydrofobowe anatazowe nanorurki znacznie poprawity odpornos¢ na korozje stali
316L. Superhydrofilowe amorficzne TNT minimalizowaty adhezj¢ i aktywacje ptytek krwi,
podczas gdy superhydrofilowe anatazowe TNT aktywowaly tworzenie sieci fibrynowe;.
Superhydrofobowe TNT (superhydrofobowe amorficzne TNT
1 superhydrofobowe anatazowe TNT) znacznie zmniejszylty adhezj¢ plytek i poprawity
odpornos¢ na korozje niezaleznie od fazy krystalicznej [75].

W ostatnim czasie ro$nie zainteresowanie zastosowaniem technologia osadzania warstw
atomowych (ALD) do zastosowan w inzynierii tkankowej i ulepszaniu powierzchni
implantow. Technologia ALD, bedaca odmiang metody CVD pozwala na wytwarzanie
ultracienkich, jednorodnych i powtarzalnych pokry¢ o szerokim zakresie potencjalnego
zastosowania biologicznego dzigki ich cechom biomimetycznym [76]. W typowej reakcji
CVD prekursory gazowe sg wspolnie wprowadzane do komory, aby przejs¢ heterogeniczng
reakcje. Gazowe produkty uboczne reakcji sg usuwane przez usuwanie strumienia gazu. Ta
niejednorodna reakcja czgsto skutkuje niejednolita gruboscig lub niekonformalnym
wzrostem na wigkszosci podtozy. W ALD naprzemienne pulsowanie gazow
prekursorowych 1 reagujacych sg oddzielone etapami oczyszczania, aby uzyskac
samoograniczajace si¢ reakcje powierzchniowe. Reakcja ALD konczy si¢, gdy wszystkie
dostgpne miejsca na powierzchni reaktywnej sa zajete, niezaleznie od temperatury
1 strumienia prekursoréw. Cecha ta jest okreslana jako samoograniczajaca, co umozliwia

ALD osadzanie jednolitych warstw o wysokiej konformacji i doktadnie kontrolowane;j
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grubos$ci na wszystkich rodzajach podlozy. Aby zapewni¢ samoograniczajacy si¢ charakter
ALD, temperatura osadzania powinna by¢ utrzymywana w okre§lonym zakresie. Istnieje
okno temperaturowe, w ktorym tempo wzrostu (wzrost na cykl-GPC) jest state, gdy
prekursory sg catkowicie zaadsorbowane na powierzchni podtoza. To okno temperaturowe
1 konsekwentne GPC sprawiaja, ze ALD jest idealnym narzedziem do osadzania filméw
o odporno$ci na temperatur¢ i kontroli grubosci, podczas gdy w przypadku CVD na
szybko$¢ wzrostu silnie wptywa temperatura. Proces ALD polega na dwoch kolejnych
naprzemiennych impulsach gazowych prekursorow, tworzacych cienkowarstwowy produkt.
Oddzielone sekwencyjne reakcje gaz-powierzchnia nazywane s3 ,reakcjami
potéwkowymi”. Kazda poléwkowa reakcja zazwyczaj sklada si¢ z dwoch etapoéw. Na
przyktad podczas pierwszej reakcji potdéwkowej zachodzi samoograniczajacy si¢ proces
adsorpcji nasyconej. Oczekuje si¢, ze odstoniety prekursor, ktory tworzy nie wigcej niz jedng
mono warstwe na powierzchni, bedzie w pelni reagowat z centrami aktywnymi na podtozu.
Nastepnie do komory wdmuchiwany jest obojetny gaz nosny (zwykle N> lub Ar) w celu
wydmuchania nadmiaru prekursora lub gazowych produktow ubocznych, aby zapewnic
samoograniczenie reakcji. Po tym etapie nastepuje druga analogiczna potdéwkowa reakcja.
Dwie potowkowe reakcje tworza mono warstwe pozadanego materiatu i regenerujg miejsca
aktywne do nastgpnego cyklu reakcji. Caly proces ALD powtarza si¢ cyklicznie, aby

osiggna¢ pozadang grubos$¢ powtoki [77]. Schemat procesu ALD zostal przedstawiony na

rycinie 15.
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Weczesdniej technologia ALD byta wykorzystywana do uzyskania jednolitej powtoki TiO2
o kontrolowanej grubosci, nie przekraczajacej 2 nm [79]. Powloki zostaty zdeponowane na
materiatach porowatych i obiektach tréojwymiarowych, ktére wykazaty ich wysoki potencjat
aplikacyjny w funkcjonalizacji implantow przeznaczonych dla stomatologii i ortopedii [80].
Jednak Liuiin. [81] po raz pierwszy zastosowal technologi¢ ALD do uzyskania nanopowtok
TiO2 o wlasciwos$ciach antybakteryjnych i wysokiej bioaktywnos$¢. Ich badanie wykazato
szeroki zakres skutecznosci przeciwdrobnoustrojowej powlok ALD- TiO> hamujac wzrost
bakterii Gram-dodatnich (S. aureus), Gram-ujemnych (E. coli) oraz bakterii opornych na
antybiotyki (MRSA). Ponadto wykazano, Zze powloki ALD- TiO> maja potencjal
selektywnej funkcji promujacej osteoblasty, jednoczesnie hamujac adhezje¢ i proliferacje
fibroblastow. Ta cecha ma ogromne znaczenie dla implantéw ortopedycznych, ktore sa
zaprojektowane tak, aby zminimalizowa¢ tworzenie tkanki wildknistej, jednoczesnie
maksymalizujac tworzenie funkcjonalnej tkanki kostnej [81] . Ponadto badanie Yanga i in.
[82] wskazato dalsze potencjalne biomedyczne zastosowanie powlok TiO», pokazujac, ze te
nanowarstwy mogg by¢ osadzane na stentach ze stopu Mg-Zn w celu wzmocnienia adhez;ji
1 wzrostu komorek s$rodbtonka tetnicy wiencowej. Badanie wykazalo, ze kontrola
temperatury powtok ALD- TiO> jest niezbgdna w celu uzyskania prawidtowej biologicznej
funkcji biomaterialu. Yang i in. [82] wykazali, ze powtoki osadzone w temperaturze 150°C
maja wiekszy potencjal do promowania proliferacji komorek $rodblonka niz powtoki
osadzone w temperaturze 200°C.

Wykorzystanie metod ALD do nanoszenia powtok ALOs i ZrO2 w celu poprawy
wlasnosci fizykochemicznych stali nierdzewnej opisal w swoich pracach Matero 1 in. [83].
Badania wykazaly niewystarczajace wiasciwosci antykorozyjne powlok Al>Os. Dobre
wlasciwosci antykorozyjne wykazala warstwa taczona ZrO>-Al,O3. Wyniki pozwolity
wysnuc przypuszczenia, ze nie osiggni¢to w badaniach optymalnych parametréw nanoszenia
warstw AlbO3. W 2011 roku Marin i in. [84], Diaz i in. [85] oraz Potts i in. [86] wyraznie
wykazali, ze porowato$¢ resztkowa warstw ALD zmniejsza si¢ ze zwickszeniem grubosci
warstwy, poprawiajac tym samym ochron¢ podtoza. W wigkszosci przypadkow [84] [85]
[86] nanometryczne warstwy ALD wyraznie wykazywaty podobng ochrone korozyjna, jesli
nie lepsza od konwencjonalnych technik.

Powloki z tlenku glinu na stentach byly rowniez badane przez Jugessura i in. [87] pod
katem ich zdolno$ci do nadawania wtasciwosci przeciwzakrzepowych, a takze jako warstwy

inertne, zapobiegajagce uwalnianiu toksycznych jondéw. Stenty pokryte AlO3
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o grubosci ponizej 30 nm przy uzyciu wspomaganego plazma osadzania warstw atomowych
(ALD) wykazywaly lepsza atrombogenno$¢ bez zmiany swoich wlasciwosci
mechanicznych Opisano rdwniez charakterystyke warstw za pomocg réznych technik, takich
jak elipsometria, skaningowa mikroskopia elektronowa ze skupiong wigzka jonoéw. Wyniki
pokazuja zgodnos$¢ i jednolito§¢ warstw wierzchnich. Praca pokazuje rowniez wplyw
powtoki ALD na skuteczng przyczepno$¢ kolejnych powtok organicznych na stencie, ktore
ostatecznie poprawiaja wlasciwosci przeciwzakrzepowe powierzchni [87] .

Staszuk 1 in. [88] zbadali strukture 1 wlasciwosci powtok ZnO otrzymanych metoda
atomowego osadzania warstw (ALD) na podtozu stalowym Cr-Ni-Mo. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze liczba cykli ALD miata istotny wptyw na strukture, morfologi¢ i odpornos¢
korozyjng warstw ZnO. Stwierdzono, ze po zwickszeniu grubosci powloki ZnO na materiale
poprawie ulegly si¢ rowniez jej wlasciwosci elektrochemiczne okreslajace odpornosé
korozyjna. Ponadto, na podstawie badan trybologicznych, stwierdzono istotne obnizenie
wspofczynnika tarcia probek z badanymi powlokami w stosunku do podlozy
niepowlekanych [88].

W literaturze opisane zostaly rowniez powloki gradientowe oraz powtloki
wielowarstwowe mieszane. W 2017 r. Walke i in. [89] zbadali przydatno$¢ powtok
gradientowych TiO2/SiO2 do poprawy hemokompatybilo$ci podiozy ze stali 316LVM.
Powtoki zostaly naniesione metoda ALD z zastosowaniem prekursorow: dla SiOx:
C6H19N3Sii 03; T =340°C, L = 600 cykli; dla TiO>- TiCls i H,O, T =200°C, L = 50 cyKkli.
Charakterystyka morfologiczna warstwy SiO2/Ti02 wykazywatla tendencj¢ do dziedziczenia
parametroOw stereometrycznych utworzonej powierzchni podtoza stalowego przez zabiegi
poprzedzajace jego aplikacje. Wyniki badan odpornosci na korozje wzerowa wykazaty, ze
powtoki TiO2 1 SiO2 zwigkszyly odporno$¢ korozyjng podioza. Badania EIS wykazaty
obecnos¢ warstwy podwdjnej: wewnetrznej kompaktowej oraz zewnetrznej porowate;.
Warstwa pasywna wykonana na podtozu 316 LVM podczas obrébki wstepnej powierzchni
(mechaniczna i elektrochemiczna) i osadzania warstwy gradientowej TiO2/SiO> za pomoca
metody ALD poprawia odpornos¢ na korozj¢. Prawidlowy wybdr parametrow naktadania
warstwy rowniez zaowocowal odpowiednig przyczepnoscig do podtoza, co skutecznie
minimalizuje migracj¢ jonow pierwiastkow Fe, Cr, Ni [89]. Badanie nie obejmowalo oceny
biologicznej (w tym oceny hemokompatybilosci) co daje niepelny obraz zastosowania w/w

warstw na wyroby kontaktujace si¢ z krwig.
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Abbas i in. [90] zbadali biokompatybilno$¢, bioaktywnos$¢ 1 odpornos$¢ na korozje stali
nierdzewnej 316L z nanopowtokg SiO2 i Al2O3 oraz wielowarstwa SiO2/ Al2O3 naniesiong
metoda osadzania warstwy atomowej w temperaturze 250°C. Wyniki pokazuja, ze
odpornos$¢ na korozj¢ mozna skutecznie zwickszy¢ za pomocg cienkich warstw. Wielokrotna
warstwa okazata si¢ skuteczniejsza ochrong przed korozja niz pojedyncze warstwy, a tlenek
glinu wykazal lepszag odporno$¢ na korozje niz tlenek tytanu, natomiast tlenek tytanu
wykazal mniejszg toksycznos¢ [90] .

Spaji¢ iin. [91] zbadali cienkie warstwy Al,O3 1 HfO, osadzone w konfiguracjach jedno-
1 wielowarstwowych metoda ALD na tytanie 1 stali nierdzewnej do zastosowan
biomedycznych. Morfologige, strukture i sktad powlekanych stopéw scharakteryzowano za
pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej z spektroskopig rentgenowska z dyspersja
energii oraz rentgenowska spektroskopig fotoelektronéw. Ponadto do badania grubosci
1 topografii z wlasciwo$ciami potencjatu powierzchniowego wykorzystano elipsometri¢
1 mikroskopig sil atomowych w potaczeniu ze skaningowa mikroskopig sit sondy Kelvina.
Do oceny delaminacji natozonych folii zastosowano improwizowang metode, polegajaca na
tescie twardosci Vickersa. Pokryte probki, a takze odstoniete podtoza, zostaty przetestowane
w temperaturze 37 °C w symulowanym plynie ustrojowym, przy uzyciu
potencjodynamicznej polaryzacji i elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej jako
technik oceny podatno$ci na korozje. Stwierdzono dobre wilasciwosci barierowe warstw
Badanie te wykazaly, ze stopien ochrony korozyjnej zalezy gtownie od grubosci warstwy
1 rodzaju podtoza, w mniejszym stopniu od konfiguracji warstw [91]. W innych badaniach
Spaji¢ i in. [92] badali wptyw przygotowania powierzchni podtoza na wtasciwosci warstw
cienkich warstw AlbO3 1 HfO, nanoszone na cp-Ti metodg osadzania warstw atomowych.
Powierzchnie cp-Ti byly szlifowane i polerowane. Cienkie warstwy Al,Oz 1 HfO, byly
jednolite, jednorodne 1 dopasowane do powierzchni podtoza. W symulowanym roztworze
fizjologicznym uzyskano znaczng dhlugotrwala ochrone przed korozja. Chropowatos¢
podtoza wptywata na wlasciwosci barierowe cienkich warstw tlenku glinu i hafnu [92] .
Badanie nie obejmowaty oceny biologicznej naniesionych warstw.

Replikacja porowatej struktury powierzchni jest waznym sposobem wytwarzania
nanostruktur 1 zostala wykorzystana do funkcjonalizacji powierzchni. Dzigki
samoograniczajacym si¢ reakcjom, ALD jest w stanie w precyzyjnie kontrolowany sposob
wytworzy¢ jednolite i dopasowane filmy na wszystkich powlekanych powierzchniach. Ta

funkcja zapewnia prosty sposob dostrajania wiasciwosci prawie kazdej powierzchni.
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W tym sensie ALD jest poteznym narz¢dziem do syntezy materiatlow nanostrukturalnych

lub funkcjonalizowanych materiatow nanostrukturalnych [77].

3. Podsumowanie przegladu
piSmiennictwa

Wieloletnie obserwacje mechanizméw pracy ukladu krazenia, a takze liczne badania
prowadzone przez lekarzy przy Scistej wspotpracy inzynierow pozwolity na modelowanie
struktur 1 procesOw biologicznych zwigzanych z krgzeniem. Dzigki temu uzyskano szerokie
mozliwosci prowadzenia testOw pracy calego ukladu 1 symulowania sytuacji
patologicznych, na podstawie ktéorych opracowano szereg implantdow oraz metod
zabiegowych przywracajacych stan normalny w organizmie lub maksymalnie do niego
zblizony. Obecnie stosuje si¢ réznorodne metody leczenia dysfunkcji uktadu sercowo-
naczyniowego, m.in. leczenie implantologiczne. Popularng, jesli chodzi o zastosowanie,
grup¢ wyrobow implantowanych stanowig stenty naczyniowe.

Na przestrzeni ostatnich lat mozemy zauwazy¢ znaczny rozwdj technologii produkcji
stentow. Ich uzycie pocigga jednak za sobg dwa zasadnicze problemy zwigzane
z wykrzepianiem 1 restenozg. W celu ograniczenia tych niekorzystnych procesOw istnieje
konieczno$¢ ksztattowania wilasnosci fizykochemicznych warstwy powierzchniowej
implantow [35-38, 50-51, 53, 56, 62-63, 74-75]. Do tej pory nie osiggnicto jednak w tej
dziedzinie w pelni zadowalajacych efektow. Potwierdzeniem tych dzialan sg publikacje
w literaturze §wiatowej, ktore prezentujg najczesciej czastkowe rezultaty badan [35-39, 41,
45,47,52, 54-58, 60, 63, 65]. Wciaz nierozwigzanym problemem pozostaje kompleksowos¢
badan pokazujacych petng charakterystyke ich zachowania w warunkach implantacji oraz
dlugotrwatego kontaktu ze $rodowiskiem tkankowym. W literaturze niewiele miejsca
poswieca si¢ rowniez roli procesu obrobki powierzchniowej biomateriatu metalowego, co
ma zasadniczy wplyw na finalng posta¢ powtoki oraz jej adhezje do metalicznego podtoza.
Dodatkowo brak danych dotyczacych mikrostruktury wytworzonych powltok, odpornosci
korozyjnej identyfikowanej w odniesieniu do r6znych rodzajéw korozji zachodzacych w
organizmie ludzkim, poziomu przenikania jonow metalicznych z podtoza do organizmu czy
adhezji powtoki do podtoza nie pozwala w pelni na ocen¢ przydatnosci wytwarzanych

powtok do zastosowan w uktadzie sercowo-naczyniowym. Zaprezentowane programy
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badawcze skupiajg si¢ na wybranych aspektach oceny fizykochemicznej lub/i oceny
biologicznej, ktéra w przypadku implantéw kontaktujacych si¢ z krwig powinna obejmowac
wiele aspektow hemokompatybilno$ci, w tym rowniez specyfike dziatania implantu [35-39,
41, 45, 47, 52, 54-58, 60, 63, 65].

Ponadto, jak pokazuja dane literaturowe, najczg$ciej stosowanymi technologiami
zapewniajacymi naktadanie warstw powierzchniowych sa metody zol-zel, PVD, CVD,
RFMS [46, 48-59, 62-65]. Niestety najwicksza wada tych metod, oprocz wysokiej
temperatury osadzania, jest nierownomierne pokrywanie ze wszystkich stron zlozonych
geometrycznie powierzchni (np. zminiaturyzowanych implantdw) co jest niezwykle istotne
w przypadku takich implantéw, jak stenty naczyniowe. Dlatego tez zasadne wydaje si¢

zastosowanie metody niskotemperaturowej spetniajgcej to kryterium.
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4. Badania wlasne

4.1. Cel, zalozenia i teza pracy

Na podstawie analizy literaturowej oraz wynikoOw badan wstepnych, dotyczacych
modyfikacji powierzchni biomaterialéw stosowanych na implanty w ukladzie sercowo-
naczyniowym, sformutowano cel pracy:

Ocena wplywu wlasciwosci fizykochemicznych powlok na bazie dwutlenku tytanu na
procesy zachodzgce na powierzchni implantow wykonanych ze stali nierdzewnej po ich
wprowadzeniu do ukladu krwionosnego.

Opracowanie warunkéw wytworzenia powtok na implantach wykonanych ze stali

316LVM i weryfikacja ich przydatnosci do zastosowan klinicznych znajdujg si¢
w obszarze zagadnien inzynierii biomedycznej. Osiggnigcie zatozonego celu realizowano
przez prawidtowe uksztaltowanie struktury, wiasnosci mechanicznych materiatu podtoza
oraz morfologii, wlasnos$ci fizykochemicznych powlok adekwatnych do specyfiki uktadu
krwiono$nego. Na podstawie przeprowadzonego studium literaturowego mozna przyjacé
nastepujaca teze badawczg:
Funkcjonalizacja stali 316LVM powlokq TiO: naniesionqg metodq osadzania warstw
atomowych ALD o wlasnosciach fizykochemicznych adekwatnych do specyfiki uktadu
sercowo-nacgzyniowym zapewnia odpowiedniq biokompatybilnos¢ w odniesieniu do
wybranych badan in vitro dedykowanych dla implantéow kontaktujqcych sie z krwig
i tkankami naczyn krwionosnych.

Weryfikacja przyjetej tezy wymagata zrealizowania odpowiedniego programu
badawczego — Ryc. 16, ktory pozwoli na peing charakterystyke procesow zachodzacych na
powierzchni implantéw wytworzonych z stali 316LVM po ich wprowadzeniu do uktadu

krwiono$nego.
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1. BADANIE MATERIAtU WYJSCIOWEGO

eanaliza sktadu chemicznego,
eocena wtasnosci mechanicznych

2. DOBOR PROCESOW ORAZ WARUNKOW OBROBKI POWIERZCHNI

epolerowanie elektrochemiczne, pasywacja chemiczna,
enanoszenie powtoki TiO, metodq Atomic Layer Deposition (ALD)
e sterylizacja medyczna

3. WSTEPNA OCENA POWLOKI- dla 4 wariantéw temperaturowych

ebadania skfadu chemicznego,
ebadania grubosci

4. OCENA WtASNOSCI ELEKTROCHEMICZNYCH- dla 4 wariantéw temperaturowych

ebadanie odpornosci na korozje wzerowg,

ebadanie odpornosci na korozje szczelinowg,

echarakterystyka powtoki z wykorzystaniem elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS)
ebadanie przenikania jonéw metali do roztworu

5. OCENA WLASNOSCI FIZYCZNYCH- dla 4 wariantéw temperaturowych

ebadania adhezji powtoki do podfozia,
ebadania zwilzalnosci powierzchni,
ebadania topografii powierzchni

6. WYBOR WARIANTU TEMEPRATUROWEGO DO DALSZYCH BADAN

eanaliza wynikéw badan
ewybor wariantu optymalnego

7. OCENA WEASNOSCI ELEKTROCHEMICZNYCH
| MIKROSTRUKTURY- dla wybranego wariantu temperaturowego

ebadania podatnosci powtoki do odksztatcen
ebadanie mikrostruktury

8. OCENA WtASNOSCI BIOLOGICZNYCH-dla wybranego wariantu temperaturowego

ebadania cytotoksycznosci

ebadania proliferacji komaérek

ebadania wtasnosci trombogennych

ebadania oddziatywania biomateriatu na krwinki czerwone
eoznaczanie cytokin prozapalnych

Ryc. 16 Ramowy program badan

Material do badan stanowita stal 316LVM w stanie przesyconym w postaci krazkow

o $rednicy d = 14 mm 1 grubosci g = 3 mm o skladzie chemicznym przedstawionym

w tabeli 2 i wlasno$ciach mechanicznych zamieszczonych w tabeli 3. Sktad chemiczny oraz
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wlasno$ci mechaniczne byly zgodne z wymaganiami normy PN-EN ISO 5832-1:2020-03

[99].
Tabela 2
Sktad chemiczny stali 316LVM
Stezenie masowe pierwiastkow, %
Materiat Rodzai
oceal C Si | Mn | P S c | Mo | Ni
analizy
wg ISO 0,03 1,0 2,0 0,025 | 0,01 17,0+ | 225+ | 13,0+
Stal 5832-1:2020 max. max. max. max. max. 19,0 3,0 15,0
316 LVM .
wg analizy
0,026 | 0,43 1,81 | 0,011 | 0,004 | 18,1 2,25 13,85
kontrolnej
Tabela 3
Wtasnos$ci mechaniczne stali 316LVM w stanie przesyconym
Materiat E [MPa] Rpo. [MPa] R, [MPa] A [%] HV
Stali 316LVM 182 000 285 669 48 188

Modyfikacj¢ powierzchni analizowanego biomateriatu realizowano z wykorzystaniem

takich zabiegéw jak: polerowanie elektrochemiczne, pasywacja, natozenie powtoki TiO»

z wykorzystaniem niskotemperaturowej metody Atomic Layer Deposition (ALD), a takze

sterylizacji medycznej. Dla zapewnienia wymaganych wlasnosci fizykochemicznych

powierzchni stali 316LVM opracowane zostaly warunki jej obrobki powierzchniowe;.

Zaproponowana obrobka powierzchniowa sktadata si¢ z kolejnych, nastepujacych po sobie

zabiegdw — Ryc. 17
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Polerowanie
elektrochemiczne

Pasywacja
chemiczna

Naniesienie
warstwy TiO,
metodg ALD

Sterylizacja
medyczna

Ryec. 17 Ogolny schemat zaproponowanych zabiegéw obrobki powierzchniowej

Pierwszym zabiegiem obrobki powierzchniowej byto polerowanie elektrochemiczne,
ktore prowadzono w kapieli na bazie mieszaniny kwasu ortofosforowego i siarkowego (VI).
Proces ten prowadzono do momentu wuzyskania chropowatosci powierzchni
Ra < 0,16um zalecanej dla implantdw. Nastepnie probki poddano procesowi pasywacji
chemicznej w 40% kwasie HNOs. Sa to podstawowe etapy ksztattowania wilasno$ci
uzytkowych biomateriatow metalowych stosowanych na implanty o zminiaturyzowanych
cechach geometrycznych. Nastepnie na tak przygotowane probki nanoszono warstwe TiO»
z wykorzystaniem metody ALD (Atomic Layer Deposition) o zréznicowanych parametrach
procesu  nanoszenia. Zmiennymi  parametrami  procesu  nanoszenia  warstw
powierzchniowych byta: temperatura (100°C - 400°C) z kolei ilo$¢ cykli byta stata
1 wynosita 500. Wybor ilosci cykli podyktowany zostat wynikami przeprowadzonych badan
wstepnych. Jako prekursor zastosowano TiCly (Titanium (IV) chloride (99, 9999%-Ti)) +
H»0. Na podstawie badan wstepnych dobrano eksperymentalnie istotne warunki
technologiczne, ktoére w tej czgsci eksperymentu pozostaly state — tabela 4. Ostatni etap
zaproponowanej obrobki powierzchniowej obejmowatl sterylizacje medyczng, ktora
realizowana byla z wykorzystaniem metody parowej w autoklawie BAISIC
w temperaturze T=135°C 1 pod ci$nieniem p = 2,1 Bara. Populacja probek dla kazdego

przeprowadzonego badania wynosita po 5 szt. dla kazdego analizowanego wariantu. Etapy
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badan 1-5 (ryc. 16) realizowano dla wszystkich wariantow temperaturowych, nast¢pnie

wybrano optymalny wariant temperaturowy do dalszych badan.

Tabela 4

Warunki technologiczne metody ALD dobrane na podstawie badan wstepnych

TiCl4 Szybkos¢ przeptywu gazu 200
no$nego (Nz) [sccm]
Czas wprowadzania prekursora 0,1
[s]
Czas plukania komory [s] 4,0
H,O Szybkos¢ przeptywu gazu 200
nos$nego (N2) [sccm]
Czas wprowadzania prekursora 0,1
[s]
Czas plukania komory [s] 5,0
Temperatura komory 100+400
Liczba cykli 500

4.2. Metodyka badan

4.2.1. Badania skladu chemicznego warstwy powierzchniowej

Badanie sktadu chemicznego warstwy powierzchniowej przeprowadzono metoda
spektroskopii elektronow Augera (AES) z wykorzystaniem Scanning Nanoprobe System PHI,
modelu 670 firmy Physical Electronics PHI 670. Giebokosciowe profilowanie chemiczne
zrealizowano przy niskiej energii jondw Ar+(500eV). Kat padania jonoéw na probke wynosit
58,6°, natomiast energia  wigzki  elektronowej miala  wartos¢ 10  keV.
W trakcie pomiaréw natezenie pradu elektronow odprowadzanych z probki wynosito 20 nA,
z kolei kat padania elektronow na badang powierzchni¢ przyjat 30°. W celu zwigkszenia

rozdzielczo$ci glgbokosciowej pomiary na odkrytej powierzchni prowadzono naprzemiennie
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z trawieniem. Rozmiar krateru wiazki jonowej wynosit 1000x1000 pm, natomiast

powierzchnia, z ktdrej usredniano sygnal pomiarowy AES, to 50x40 um.

4.2.2. Badania grubosci warstw

Badania grubos$ci naniesionych powtok wykonano z wykorzystaniem reflektometru F10-
RT. Urzadzenie to wykorzystuje odbicie §wiatla od cienkiej warstwy, a nast¢pnie analizuje

to $wiatto w pewnym zakresie dtugosci fal.

4.2.3. Badania wlasnosci elektrochemicznych
Badania odpornosci na korozje wzerowq

Badanie odpornosci na korozj¢ wzerowg przeprowadzono metoda potencjodynamiczng
zgodnie z normg ASTM F2129-19a [100] / PN-EN ISO 10993-15:2009 [101]. Stanowisko
pomiarowe sktadalo si¢ z potencjostatu VoltaLab PGP201, elektrody odniesienia (nasycona
elektroda kalomelowa SCE typu KP-113) / Ag/AgCl 3M KCI, elektrody pomocniczej
w postaci drutu platynowego, anody (badana prébka) oraz komputera PC wraz
z oprogramowaniem VoltaMaster 4. Badania korozyjne rozpoczynano od wyznaczenia
potencjatu otwarcia Eocp w warunkach bezpragdowych, a nast¢pnie rejestrowano krzywe
polaryzacji od wartosci potencjatu poczatkowego Estart =Eocp — 100 mV. Zmiana potencjatu
nastepowata w kierunku anodowym z szybkoscig 3 mV/s. Po uzyskaniu gestosci pradu
anodowego 1 mA/cm? zmieniano kierunek polaryzacji. Na podstawie uzyskanych krzywych
wyznaczono potencjat korozyjny Ecor, potencjal przebicia Ep. Korzystajac z metody Sterna,
wyznaczono z kolei warto$§¢ oporu polaryzacyjnego R,. Badanie odpornosci na korozje
WZEerowg przeprowadzono w temperaturze T = 37£1°C
w roztworze sztucznego osocza (pH = 6.8+£0,2) o nastepujacym skladzie chemicznym

przedstawionym w tabeli 5
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Tabela 5

Sktad chemiczny sztucznego osocza [101]

Sktadniki Stezenie sktadnikéw wodzie destylowanej g/dm?
NaCl 6,800
CaCl, 0,200
KCl 0,400
MgSO4 0,100
Na,HCO; 2,200
NaHPO4 0,126
NaH:PO4 0,026

Badania odpornosci na korozje szczelinowg

Badania odpornosci na korozj¢ szczelinowa przeprowadzono metoda potencjostatyczng
zgodnie z zaleceniami normy ASTM F746-04(2014) [102]. Do zasymulowania szczeliny
zastosowano zmodyfikowany kotnierz wykonany z politetrafluoroetylenu (PTFE). Probki
polaryzowano do wartosci potencjatu +800 mV. Jezeli po 20 sekundach nie stwierdzono
gwattownego przyrostu gestosci pradu, probki poddawano dalszej polaryzacji przy tej same;j
warto$ci przez 900 sekund. Jezeli w tym czasie gesto$¢ pradu uleglta podwyzszeniu,
wowczas wartos¢ potencjatu Enp < Eixs przyjmowano za odpowiadajaca potencjatowi

krytycznemu korozji szczelinowej.

Badania powlok z wykorzystaniem elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej

W celu uzyskania informacji o wlasno$ciach elektrochemicznych powierzchni
analizowanych  probek przeprowadzono réwniez badania z  wykorzystaniem
elektrochemiczne;j spektroskopii  impedancyjnej EIS. Pomiary  wykonano
z zastosowaniem systemu pomiarowego Auto Lab PGSTAT 302N wyposazonego
w modut FRA2. Uzyty uklad pomiarowy umozliwil prowadzenie badan w zakresie
czestotliwosci 10* + 10Hz. Amplituda napiecia sinusoidalnego sygnatu pobudzajacego
wynosita 10 mV. W badaniach wyznaczono impedancyjne widma uktadu i dopasowano
uzyskane dane pomiarowe do uktadu zastgpczego. Na tej podstawie wyznaczono wartosci
liczbowe opornosci R i pojemnosci C analizowanych ukladow. Widma impedancyjne

badanego ukladu przedstawiono w postaci diagraméw Nyquista dla réznych warto$ci
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czestotliwoscei oraz w postaci diagraméw Bode. Otrzymane spektra EIS interpretowano po
dopasowaniu metoda najmniejszych kwadratow do zastgpczego uktadu elektrycznego.
Badania zrealizowano w roztworze sztucznego osocza o temperaturze T = 37£1°C i pH =

6,8 +0,2.

Badania przenikania jonow metali do roztworu

Badania przenikania jonow metali do roztworu sztucznego osocza po
28 dniach ekspozycji przeprowadzono z wykorzystaniem metody emisji spektrometrii
atomowej z plazmg wzbudzong indukcyjnie ICP-AES. W badaniach zastosowano
spektrometr emisyjny z plazma wzbudzong indukcyjnie JY 2000 firmy Yobin-Yvon.
Krzywe wzorcowe opracowano dla materiatow wzorcowych firmy Merck. Dla

analizowanego materiatu okreslono stezenie Fe, Cr, Ni, Mo, Ti.

4.2.4. Badania wlasnosci fizycznych

Badania adhezji powtok do podtoza

Badania adhezji powlok TiO; naniesionych na podiloze ze stali 316LVM
przeprowadzono metodg zarysowania — scratch test — przy uzyciu platformy otwartej
wyposazonej w Micro-Combi-Tester firmy CSM zgodnie z normg PN-EN ISO 20502:2016-
05 [103]. Test polegal na wykonaniu rysy z wykorzystaniem penetratora — stozka
diamentowego Rockwella — przy stopniowym wzroscie sity normalnej obcigzajacej ten
penetrator. Sita krytyczna, bedaca miarg adhezji, to najmniejsza sita normalna powodujaca
utrate adhezji powloki z podtozem. Do oceny wartosci sity krytycznej L. postuzyta sita
tarcia, wspotczynnika tarcia i sygnat akustyczny oraz obserwacje mikroskopowe wykonane
na mikroskopie optycznym, stanowigcym integralng cze$¢ Platformy. Badania wykonano
przy narastajacej sile obcigzajacej od 0,03 do 30 N 1 przy nastepujacych parametrach pracy:

szybkos$¢ obcigzania 10 N/min, predkos¢ przesuwu stolika 1 mm/min, dlugos¢ rysy ~3 mm.

Badania zwilzalnosci powierzchni

Pomiary kata zwilzania oraz swobodnej energii powierzchniowej SFE przeprowadzono
z wykorzystaniem metody Owensa-Wendta. Pomiary wykonano z uzyciem dwoch cieczy:

wody destylowanej (6w) oraz dijodometanu (6d). Pomiary zrealizowano w temperaturze
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pokojowej na stanowisku badawczym skladajagcym si¢ z goniometru SURFTENS
UNIVERSAL firmy OEG oraz komputera z oprogramowaniem Surftens 4.5 do analizy
zarejestrowanego obrazu kropli. Na powierzchni¢ kazdej z probek naniesiono po 5 kropli
wody destylowanej oraz dijodometanu, kazda o pojemnosci 1,5 pl. Pomiar rozpoczynano po
20 sekundach od momentu naniesienia kropli. Czas trwania jednego pomiaru wynosit 60

sekund z czgstotliwosciag probkowania 1 Hz.

Badania topografii powierzchni

Badania topografii powierzchni przeprowadzono za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego Supra 35 firmy ZEISS oraz mikroskopu sit atomowych AFM NTegra Spectra
firmy NT-MDT. W kontaktowym trybie pracy stosowano sondy krzemowe VIT P o
czestotliwosci  rezonansowej 400 kHz. Ponadto ocen¢ topografii powierzchni

przeprowadzono rowniez z wykorzystaniem profilometru optycznego LEICA DCMS.

4.2.5. Wybor wariantu temperaturowego do dalszych badan

Na tym etapie przeanalizowano dotychczasowe wyniki badan i wybrano optymalny
wariant temperaturowy do dalszego etapu. Jako decydujace wybrano czynniki, ktore

w najwiekszym stopniu wptywaty na poprawe wlasciwosci powtoki.

4.2.6. Badania podatnosci powloki do odksztalcen

W celu okreslenia podatnosci do odksztatcen powlok TiO2 naniesionej na stal 316LVM
przeprowadzono probe zginania na probkach o $rednicy 1,5 mm. Uwzgledniajac technike
implantacji stentow wiencowych zastosowano katy giecia 20°, 40° oraz 60°. W tym celu
wykorzystano specjalnie przygotowane urzadzenie, w ktorym zastosowano promien giecia
5 mm. Podatno$¢ do odksztalcenn powloki TiO2 oceniano na podstawie wynikoéw badan
potencjodynamicznych z odniesieniem do stanu wyjsciowego. Badania przeprowadzono
zgodnie z zaleceniami normy ASTM F2129 [100]. Stanowisko pomiarowe sktadalo si¢
z potencjostatu VoltaLab PGP201, elektrody odniesienia (nasycona elektroda kalomelowa
SCE), elektrody pomocniczej (drut platynowy), anody (badana probka) oraz komputera PC

wraz z oprogramowaniem VoltaMaster 4. Badania korozyjne rozpoczynano od wyznaczenia

55



potencjatu otwarcia Eocp w warunkach bezpradowych w czasie t = 2h. Krzywe polaryzacji
rejestrowano od wartosci potencjatu poczatkowego Einii = Eocr — 100 mV. Zmiana
potencjatu nastepowata w kierunku anodowym z szybkoscig 0.167 mV/s. Po osiggnigci
gestoéci pradu 1 mA/cm? odwracano kierunek polaryzacji. Na podstawie uzyskanych
krzywych wyznaczono potencjat korozyjny Ecor, potencjal przebicia Ey oraz korzystajac z

metody Sterna warto$¢ oporu polaryzacyjnego Rp.

4.2.7. Badania mikrostruktury

Charakterystyke = mikrostruktury  warstwy  powierzchniowej  przeprowadzono
z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM. Cienkie folie do analiz
TEM wykonano technikg zogniskowanej wiazki jondéw galu (technika FIB).
Obserwacje przeprowadzono w jasnym polu (TEM BF), czyli przy wykorzystaniu kontrastu
dyfrakcyjnego oraz w trybie skaningowo- transmisyjnym (STEM),
czyli przy wykorzystaniu kontrastu uzaleznionego od liczby atomowej Z. Jako$ciowa
analiz¢ sktadu chemicznego wykonano za pomoca techniki EDS (Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy). Badania wykonano na mikroskopie transmisyjnym THEMIS (200 kV)
(FEG) firmy ThermoFisher Scientific.

4.2.8. Badania wlasnosci biologicznych

Badania cytotoksycznosci

W ramach badan cytotoksycznosci przeprowadzono ocene zywotnosci komorek metoda
bezposrednig oraz analiz¢ uwalniania LDH metoda bezpos$rednia.

Badanie zywotno$ci komorek zostalo przeprowadzone metoda bezposrednia zgodnie
z normg ISO 10993-5:2009 na fibroblastach (L929 ATCC). W celu zapewnienia
wiarygodnos$ci statystycznej dla kazdej probki pomiaru dokonano pigciokrotnie. Jako
medium wykorzystano suplementowany PromoCell Fibroblast Growth Medium
2 wzbogacony antybiotykami (SIGMA ALDRICH Antybiotic Antymicotic Solution).
Zywotno$¢ komorek zostata oceniona po 24-godzinnej inkubacji przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. W barwieniu przezyciowym komorek zastosowano FDA (dwuoctan

fluoresceiny, nazwa handlowa Mitotracker Green) i PI (jodek propidyny). Lipofilowy FDA
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przenika przez nienaruszong blon¢ komodrkowa w zywym i aktywnym metabolicznie
srodowisku. FDA jest rozkladany przez esterazy komodrkowe na fluoresceing - substancje
lipofobowa. Fluoresceina gromadzi si¢ w cytoplazmie zywych komorek i1 ma charakter
substancji fluorescencyjnej. Substancja po o$wietleniu niebieskim $wiattem daje zielony
sygnat. Jodek propidyny przenika do komorki tylko w przypadku naruszenia ciggtosci btony
komorkowej. Po wprowadzeniu do cytoplazmy oznacza on kwasy nukleinowe, a po
wzbudzeniu zielonym $wiattem barwi jadro komorki nekrotycznej na czerwono. Badania
prowadzono przy wykorzystaniu skaningowego mikroskopu konfokalnego Carl Zeiss
Exciter 5. Analiz¢ obrazu i zliczanie komorek przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania
ZEN 2008 i AxioVision 4 Module AutoMeasure.

Uzupethieniem badan cytotoksycznosci bylo badanie poziomu dehydrogenazy
mleczanowej (LDH), substancji uwalnianej z uszkodzonych komorek, metoda bezposrednia.
Do przeprowadzenia badania wykorzystano komorki ludzkie fibroblasty (L929 ATCC), a
jako medium do hodowli wykorzystano Fibroblast Growth Medium 2 (PromoCell)
wzbogacony suplementami oraz antybiotykami. W naczynkach umieszczano probki
badanego materialu, a nastgpnie nakladano 1 ml komorek pochodzacych
z konfluentnej hodowli i inkubowano je w 37 °C, 5 % CO: przez 48 h. Po tym czasie
z nad probki pobrano medium i odwirowywano, a nastgpnie z odwirowanego roztworu
pobrano nadsacz do analizy poziomu LDH za pomocg Cytotoxicity Assay Kit firmy Roche.

Jest to test kolorymetryczny do ilo§ciowego oznaczania $mierci i lizy komorek.

Badanie proliferacji komorek

Badanie proliferacji zostalo wykonane na fibroblastach dermalnych Human Dermal
Fibroblasts w wersji ze skory dorostej (NHDF-Ad). W badaniu oceniono jakosciowo
morfologi¢ komorek, adhezje 1 kierunek proceséw wydtuzania na podstawie wygladu
cytoszkieletu, oraz ilo$¢ 1 rozmieszczenie jader komdrkowych a takze ich zdolno$¢ do
podzialu. Proliferacja komorek zostata oceniona po 24-godzinnej inkubacji przy uzyciu
mikroskopii konfokalne;.

Jako medium komorkowe wykorzystano FGMTM-2 Growth Media firmy Lonza.
Ludzkie fibroblasty skorne firmy Lonza majg gwarancje 15 podwojen populacji przy
zastosowaniu FGMTM-2 Growth Media. Hodowle prowadzono w dedykowanym medium
suplementowanym w inkubatorze w 37°C, 99% wilgotnosci i 5% CO>. Komorki zostaty

utrwalone formaldehydem, blony komdrkowe zostaly otwarte za pomocg TritonX-100.
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Do oceny proliferacji do barwienia jader komodrkowych zastosowano Invitrogen™
DAPI D1306 firmy Termo Fisher pozwalajacy na barwienie kontrastowe jadrowe
1 chromosomowe. DAPI emituje niebieskg fluorescencje po zwigzaniu z regionami AT
DNA.

Do barwienia F-aktyny (aktyny fibrylarnej) zastosowano barwnik Alexa Fluor 488 firmy
Thermo Fisher (drugorzedowe przeciwcialo krolicze IgG) o zielonej fluorescencji. Aktyna
jest elementem cytoszkieletu bioragcym udzial w podziale komorek, utrzymywaniu
1 zmianach ksztaltu oraz w ruchach komorki. Aktyna znakowana fluorescencyjnie jest
waznym narzgdziem do badania dynamiki strukturalnej cytoszkieletu w zywych

1 utrwalonych komorkach.

Badania wlasnosci trombogennych

Celem przeprowadzonego badania byta ocena wtasnosci trombogennych analizowanych
materiatdéw na podstawie oceny aktywacji i agregacji plytek krwi. Badania trombogenno$ci
przeprowadzono na pelnej krwi ludzkiej z zastosowaniem komercyjnie dostgpnego testera
przeplywéw aortalnych Impact-R. Stanowisko do badan trombogennosci przedstawiono na
rycinie 18. Testy prowadzono w warunkach dynamicznych wprowadzajac krew w ruch
wirowy z okreslong predkoscig obrotowa (780 rpm) nad powierzchnig probek badanych.
Czas ekspozycji krwi do naprezen $cinajacych wynosit 2 min. Warunki eksperymentu
symulowaly zjawiska fizjologicznego przeptywu krwi przy S$cianie S$rednich naczyn
tetniczych. Zastosowano markery aktywujace selektyny P 1 miejsce wigzania antygenu
fibrynogenu w ztozeniu GP IIb -Illa (PAC-1). W celu analizy ilo$ci agregatow
przygotowano kontrole pozytywne i negatywne. Kontrol¢ negatywng otrzymano z krwi
ludzkiej pobranej na cytrynian sodu. Pozytywna kontrola zostata przygotowana przez
zmieszanie krwi z adenozyng di-fosforanem (ADP). Aktywacje mierzono jako procent
plytek krwi pozostajacych we krwi po tescie $cinania
w poréwnaniu z odsetkiem ptytek wykazujacych ekspresj¢ P-selektyny i PAC-1 (receptor
Ib/111a).
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Ryec. 18 Stanowisko do badan trombogennosci — Impact R [104]: (1) ekran LCD (2) Podktadka studni (silnik
1) (3) Jednostka mikroskopu (4) Modut kamery USB (5) Klawiatura (6) Mieszanie probowki (silnik 2) (7)
Tacka na probki CMM (8) schemat stozka obrotowego [105]

Ekspresje markerow aktywacji ptytek krwi okreslono za pomocg barwienia pelnej krwi.
Porcje krwi 5 pL delikatnie zmieszano z monoklonalnymi przeciwciatami skoniugowanymi
z fluorochromem: 5 ul FITC-PAC-1, 5 ul PE-CD62P 14 pl PerCP-CD61 (Becton Dickinson,
USA) w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) zawierajacej 0,2% albuminy
surowicy bydlecej 1 2 mM chlorku wapnia (koncowa objetos¢ 35 ul). Po 10 minutach
barwienia w temperaturze pokojowej, erytrocyty poddano lizie przez dodanie 0,5 ml
roztworu do lizy (FLS, Becton Dickinson, USA), a ptytki krwi odwirowano (1000 g, 6 min.)
1 ponownie zawieszono w buforze PBS do dalszej analizy metoda cytometrii przeptywowe;.
Probki analizowano za pomoca cytometru przeptywowego EPICS XL (Beckman Coulter
Inc., Brea, CA, USA). Ekspresje markerow aktywacji ptytek krwi mierzono na obiektach
bramkowanych CD61 przy uzyciu przeciwciala PAC-1 do zmiany konformacyjnej
glikoproteiny IIb/Illa oraz przy uzyciu CD62P dla P-selektyny. Zintegrowang fluorescencj¢
markera aktywacji obliczono jako sum¢ mnozenia $redniej geometrycznej fluorescencji

przez procent obiektow z dodatnim wynikiem markera.

Agregaty ptytek analizowano po lizie erytrocytow przez zmieszanie 25 ul krwi z 0,4 ml
medium roboczego FLS a nastepnie utrwalenie przez dodanie 3,5 ml 1% paraformaldehydu
w PBS. Material komérkowy odzyskano przez odwirowanie i barwiono immunologicznie z
FITC-CD61. Probki z CD61 pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 30 minut,
nastepnie plukano w PBS 1 analizowano metodg cytometrii przeptywowej. Odsetek
agregatow granulocyt-ptytka krwi (leukocyty wybarwione markerem ptytkowym CD61)

obliczono za pomoca bramki rozpraszania przedniego/bocznego granulocytow
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1 dodatkowego monocytu. Bezwzgledna liczbe ptytek krwi obliczono jako liczba obiektow
CD61-dodatnich w odniesieniu do catkowitej liczby granulocytow. Male i duze agregaty
ptytek zliczono przy uzyciu bramek do rozpraszania do przodu/boku dla obiektow dodatnich

pod wzgledem CD61.

Ocena oddziatywania biomateriatu na krwinki czerwone

Celem przeprowadzonych badan in vitro byla ocena wptywu oddziatywania ekstraktow
kontaktowanych z materiatami, na sktadniki krwi pelnej konserwowanej. Badania
przeprowadzono zgodnie z normami PN-EN ISO 10993-4:2018-02 [107] oraz ASTM F
756-00 [108].

Badania przeprowadzono na krwi petnej ludzkiej (KPK) pozyskanej z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa w Katowicach. Krew antykoagulowano ptynem
konserwujacym CPDA. Badania obejmowaty 3 grupy badane:

* Proba $lepa — KPK wolnostojaca w temperaturze pokojowej, niepoddawana
warunkom eksperymentu,

* Kontrola ujemna — KPK bez kontaktu z badanym materiatem, poddawana warunkom
eksperymentu (wolnemu mieszaniu)

* Grupa badana —materialy kontaktowane z KPK w warunkach eksperymentalnych
KPK poddano 3 godzinnemu kontaktowi z badanymi materiatami ekstraktami
w temperaturze 37°C, w uktadzie wolnego mieszania. Oddziatywanie badanych materiatoéw
na parametry czerwonokrwinkowe okreslono poprzez oceng: stopnia hemolizy,

wyznaczonego poprzez obliczanie indeksu hemolizy badanych materiatow.

Oznaczanie cytokin prozapalnych

Badanie to koncentruje si¢ na ilosSciowej analizie reakcji zapalnej. Cytokiny prozapalne
odgrywaja kluczowg role w koordynowaniu komoérkowej odpowiedzi immunologicznej
1 w modulowaniu uktadu odpornosciowego. Cytokiny prozapalne og6lnie reguluja wzrost,
aktywacje komorek, roznicowanie i zasiedlanie komorek odpornosciowych do miejsc

infekcji w celu kontrolowania i eliminowania patogendw wewnatrzkomorkowych.

Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem testow Invitrogen cytokine ELISA Kkits
firmy Thermo Fisher, zawierajacych receptory najistotniejszych cytokin prozapalnych. Do
badan zostal wykorzystany nadsacz z hodowli fibroblastéw 1929, ktére zostaly
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wyhodowane do pelnej konfluencji. Pomiaréw dokonano metoda kolorymetryczng za
pomoca spektrofotometru Elisa firmy Tehrmo Fisher. Podstawa kolorymetrycznych metod
oznaczania jest zalezno$¢ miedzy absorbancja, a stezeniem oznaczanego sktadnika

w badanym roztworze.

4.3. Wyniki badan

4.3.1. Badania skladu chemicznego warstwy powierzchniowej

Wyniki  przeprowadzonego sktadu chemicznego warstwy powierzchniowej
przedstawiono na rycinie 19. Rysunki obrazuja zmierzone zr6zniczkowane spektra AES q
w przedziatach energetycznych dla serii widmowych wszystkich pierwiastkow tworzacych
strukture analizowanych probek z powloka TiO; naniesiong przy roéznych wartosciach
temperatury procesu (sg to serie widmowe O KLL, Ti LMM, Ni LMM, Cr LMM, Fe KLL
Powloka TiO2 na podlozu stali 316LVM zawierala tytan i tlen w potozeniach
charakterystycznych dla wigzania TiO>. Powloka jest wolna od obecnosci Cr 1 Ni. Na
podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie sktadu
chemicznego powtoki TiO2 w zaleznosci od temperatury procesu nanoszenia. Miedzy
widmami nie zaobserwowano réznic w polozeniach i natezeniach pikéw, co $wiadczy
o chemicznej jednorodnosci powloki TiO>, Na powierzchni 1 w obszarze
przypowierzchniowym wszystkich analizowanych probek obecny jest wegiel. Wystepuje on
réwniez w obszarze interfazy TiO/stal 316LVM. Pojawienie si¢ we¢gla zwigzane jest

z obecno$ci naturalnych zanieczyszczen na powierzchni probek.
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Ryc. 19 Ewolucja linii widmowych tytanu, tlenu, chromu, zelaza i niklu dla powtoki TiO; naniesionej na stal
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Ryc. 20 Profile glebokosciowe sktadu chemicznego powtoki TiO; naniesionej na stal 316LVM metodg ALD
przy réznych temperaturach:
a) 100°C, b) 200°C, c) 300°C, d) 400°C

4.3.2. Badania grubosci warstw

Wyniki uzyskanych pomiarow grubosci warstw przedstawiono na rycinie 21. Na

podstawie uzyskanych wynikow nie stwierdzono istotnego wptywu temperatury nanoszenia

na grubo$é powtoki. Srednia warto$é grubosci powtoki TiO2 wynosita 35nm.
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Ryc. 21 Zaleznos¢ grubosci powloki TiO» w funkcji temperatury procesu

4.3.3. Badania wlasnosci elektrochemicznych

Badania odpornosci na korozje wZzerowgq

Wyniki badan potencjodynamicznych odpornosci na korozj¢ wzerowa przedstawiono
w tabeli 6 i na rycinie 22. Na podstawie zarejestrowanych krzywych stwierdzono
zroznicowane wartosci parametrow charakteryzujacych odpornos¢ na korozje wzerowa
w zalezno$ci od temperatury nanoszenia. Stwierdzono, ze jedynie probka z powtoka TiO»
naniesiong w temperaturze 400°C nie poprawila odpornosci na korozje wzerowa
w poréwnaniu z probkami niepokrytymi, o czym $wiadczy mniejsza warto$¢ potencjatu
przebicia oraz oporu polaryzacyjnego — tab. 6. Najkorzystniejsza odpornoscia na korozje

charakteryzowata si¢ probka z powtoka TiO; naniesiong w temperaturze 200°C.
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Tabela 6

Wyniki badan potencjodynamicznych

Temperatura | Ecors Eb, Eep, E, R,,
SD SD SD SD SD
procesu -1 -1 -1 e kQ-cm?
Stan
s =211 +63 | +1198 | 12 +977 +32 - - 211 +44
wyjsciowy
100 °C -174 +20 | +1408 | £15 | +1143 | +66 - - 252 +57
200 °C -214 +60 | +1584 | +48 | +1389 +5 - - 415 +83
300 °C -138 +3 +1608 | £16 | +1363 | *12 - - 276 +20
400 °C -177 +18 | +1168 | £317 | +408 | +647 - - 204 +34
et = c )
1.5 7 g

[y
%

-nmnd

o

=
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| B
IR

'] -
7 - i

Potencjal E,[Vvs.SCE]

o
L
= ¥
~
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'
=]
[3¥]
/
’Jr

Gestosé pradu j [A¥em”-2]
— Stan wyjsciowy 100°C --200°C ---300°C — -400°C

Ryc. 22 Krzywe polaryzacji probek z powloka TiO; naniesiong na stal 316LVM

Badania odpornosci na korozje szczelinowg

Wyniki badan odpornosci na korozje szczelinowa przedstawiono w tabeli 7 i na rycinie
26. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze material w stanie wyjSciowym
po procesie polerowania elektrochemicznego 1 pasywacji nie jest odporny na ten rodzaj
korozji. Z kolei uzyskane wyniki dla probek z naniesiong powltoka TiO> potwierdzity
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odporno$¢ na ten rodzaj korozji niezaleznie od zastosowanej temperatury procesu

nanoszenia.
Tabela 7
Wyniki badan potencjostatycznych
. Odpornoéé na Gestos¢ Gestos¢ Gesto$¢ tadunku
L Modyfikacja . pradu pradu elektrycznego
p. : . korozje
powierzchni szezelinow po20s po 900 s
¢ mA/cm? mA/cm? mC/cm?
1 Stan wyjSciowy NIE 1,3 10,5 452
2 100°C TAK 0,2 0,01 1,1
3 200°C TAK 0,08 0,01 0,6
4 300°C TAK 0,5 0,3 2,1
5 400°C TAK 0,3 0,09 1,8
10
Icor, 8
mA/
T = 100°C
m— 200°C
4 300°C
400°C
== Stan wyjsciowy
2
0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Czas. s
Ryc. 23 Krzywe zmiany gestosci pradu w funkcji czasu dla stali 316LVM zmodyfikowanej powierzchniowo

Badania powlok z wykorzystaniem elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej

W  kolejnym etapie pracy w celu okreslenia wilasnosci elektrochemicznych
przeprowadzono badania impedancyjne (EIS). W wyniku zrealizowanych pomiarow
czestotliwosciowych wyznaczono charakterystyki: amplitudowo-fazowa Z°°(Z’) oraz
amplitudowa |Z(f)| i fazowa O(f) badanego procesu korozyjnego, ktére przedstawiono na
ryc. 24, 25. Wyznaczone widma impedancyjne wskazuja na zréznicowang kinetyke
procesow korozyjnych zachodzacych w ukladzie stal 316LVM- powloka TiO; - sztuczne

osocze. Do optymalizacji struktury obwodu odzwierciedlajgcego proces korozyjny
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w badanym ukladzie zastosowano procedure optymalizacyjng wykorzystujaca metoda
Levenberga-Marquardta, ktdra opiera si¢ na numerycznym algorytmie minimalizacji btgdu
sredniokwadratowego. Zaproponowano zastosowanie dwoch elementow stato fazowych
w elektrycznym obwodzie zastgpczym, co korzystnie wplyngto na jakos¢ dopasowania
krzywych wyznaczonych eksperymentalnie, gdzie Rs oznacza opor elektrolitu (sztuczne
osocze), CPE, — pojemnos$¢ powierzchniowej strefy materiatlu o duzym stopniu rozwinigcia
powierzchni, a R, — odzwierciedlajacy opor elektrolitu w tej strefie materiatu, z kolei Rt 1

CPEa — op6r 1 pojemno$¢ warstwy podwdjnej — ryc. 26.

a) b)
5575 ‘
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50 R T
i 155 T
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200K 4.5 50
) +
c 40 . 3
150K o) o 40
5 N 35 RSN g
N E g
100K 3.0 &
T
¢ 25
50K
20
0+ ; 15 :
0 50K 100K 150K 200K 250K 3 2 10
Z'lohm log(f)
Ryc. 24 Widma impedancyjne wyznaczone dla stali 316LVM:
a) Nyquist diagram, b) Bode diagram
90
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Ryc. 25 Widma impedancyjne wyznaczone dla powloki TiO; naniesionej na stal 316LVM: a) Nyquist
diagram, b) Bode diagram
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Ryc. 26 Model elektryczny obwodu zastepczego dla 316L VM -powtoka TiO, — sztuczne osocze.
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Matematyczny model impedancji powyzszego uktadu przedstawia rowniez rownanie (1):
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Na podstawie schematow zastepczych wyznaczono charakterystyczne wielkosci opisujace
odpornos$¢ na korozje przy roznych wartosciach potencjatu utleniania anodowego — tab. 8.

Tabela 8
Wyniki badan EIS
CPE, CPE
R, R, 5 Eocps
Temperatura s : D : Y,. ot , Y,. ocP
5 - n 4 = - n
procesu Qcm kQcm Qem s MQcm Qem s mV
Stan wyjsciowy 17 0,2 0,2621E-4 0,87 2,5 0,1887E-4 0,87 -198
100°C 26 55 0,9716E-5 0,97 15,20 0,3749E-5 0,88 -288
200°C 26 15 0,8268E-5 0,81 43,50 0,2002E-4 0,81 -268
300°C 25 65 0,2328E-4 0,98 6,75 0,4322E-5 0,85 -227
400°C 27 26 0,1626E-4 0,98 2,07 0,3923E-4 0,81 -280
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Badania przenikania jonow metali do roztworu

Wyniki przeprowadzonych badan przenikania jonéw metalicznych do roztworu
przedstawiono w tabeli 9. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono wplyw
temperatury procesu nanoszenia powloki TiO> na liczbe jonow metalicznych w roztworze
fizjologicznym. Najlepszg barier¢ zabezpieczajaca przed przenikaniem jondw metalicznych
do roztworu stanowila powloka naniesiona w temperaturze 100°C i 200°C. Ponadto
stwierdzono, ze im wigksza temperatura procesu nanoszenia tym wigksze jest przenikanie

jonéw metalicznych do roztworu.

Tabela 9
Wyniki przenikania jonoéw metalicznych do roztworu
Stezenie jonow metalicznych, ppm (warto$¢ srednia)
Temperatura
procesu
Fe SD Cr SD Ni SD Mo SD Ti SD
Stan
0,201 | £0,01 | 0,055 | 0,002 | 0,078 | +0,002 | 0,105 | =+0,01 - -
wyjsciowy
100°C 0,099 | +0,002 - - - - 0,099 | +0,001 |0,105 [+0,001
200°C 0,104 | +0,01 - - - - 0,105 [ +0,002 |0,112 [+0,002
300°C 0,111 | +0,01 [ 0,022 | +0,001 | 0,089 | +0,001 | 0,110 [ +0,001 ]0,120 [+0,001
400°C 0,121 | 0,01 [ 0,029 | +0,001 | 0,095 | +£0,001 | 0,121 [ +0,001 ]0,134 [+0,001

4.3.4. Badania wlasnosci fizycznych

Badania adhezji powtok do podtoza

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono wplyw temperatury procesu
nanoszenia warstwy TiO; na warto$¢ silty krytycznej Lc bedacej miarg adhezji — tab. 10.
Najlepsza przyczepnoscia do podtoza ze stali 316LVM charakteryzowaly si¢ probki
z powloka TiO; naniesiong w temperaturach T = 200°C 1 T = 300°C. Dla tych przypadkow

wartos¢ sity krytycznej, ktéra spowodowata delaminacje powtoki, rozwarstwienia na

69



zewnatrz 1 wewnatrz wynosita odpowiednio Lc; = 7220 mN (dla T = 200°C) oraz

Lc, = 8020 mN (dla T = 300°C) — ryc. 32.

Tabela 10
Wyniki adhezji warstw TiO> naniesionych na stal 316 LVM
Temperatura Uszkodzenia Wartos¢ sity Fn, mN
rocesu, °C g .
? powloki Pomiar 1 Pomiar 2 Pomiar 3 Srednia SD
Odprysk Le, 780 1200 1250 1070 +210
100 Calkowite 5960 4640 5390 5330 +540
zerwanie Lc,
Odprysk Le, 3390 3810 3290 3490 +225
200 Catkowite 8160 6610 6890 7220 1674
zerwanie Lc,
Odprysk L, 3350 4220 4010 3860 +370
300 Calkowite 8790 7580 7710 8020 4542
zerwanie Lc,
Odprysk L, 280 520 360 380 +99
400 Calkowite 1350 4930 3160 3140 +461
zerwanie Lc,

Ryc. 27 Przyktadowe zarysowania powloki TiO; naniesionej na stal 316LVM przy temperaturze procesu:
a) 100°C, b) 200°C, c) 300°C, d) 400°C

Badania zwilzalnosci powierzchni

Wyniki badania zwilzalno$ci 1 energii powierzchniowej oraz przyktadowe krople
naniesione na powierzchni¢ probek zmodyfikowanej powierzchniowo stali 316LVM

przedstawiono na rycinach 28, 29.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze powtoka TiO> niezaleznie od
temperatury procesu jej nanoszenia zwigkszyta warto$¢ kata zwilzania 6. Probki w stanie
wyjsciowym charakteryzowaty si¢ powierzchnig hydrofilowa (05=81.63°) z kolei powtoka
TiO2 miata charakter hydrofobowy. Nie zaobserwowano znaczacych réznic w wartosciach

energii powierzchniowej dla wszystkich analizowanych powierzchni probek.

B Kat zwiliania wodg Kat zwiliania dijodometanem ° Wolna energia  mI'm"2

powierzchniowa
120 104,93
* 101.88 97.3
20,01 =
3.41
2 9.4
01 065
o Ta=
20.76 31,82 35,71 A0
QEHWP""ETGWEWE 100°C 200°C 300°C 400°C
i pasywacja

Ryc. 28 Wyniki zwilzalnosci powierzchni zmodyfikowanej powierzchniowo
stali 316LVM

Ryc. 29 Przyktadowe krople otrzymane podczas badania dla:

a) stali 316LVM-stan wyjsciowy, b) TiO, przy 100°C, c) TiO, przy 200°C, d) TiO; przy 300°C, ¢) TiO»
przy 400°C

Badania topografii powierzchni

Wyniki badan topografii powierzchni z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych
AFM oraz z wykorzystaniem elektronowego mikroskopu skaningowego SEM nie wykazaty
r6znic w morfologii powierzchni w zalezno$ci od zastosowanej temperatury procesu ALD
—ryc. 30. We wszystkich przypadkach chropowato$¢ powierzchni nie przekracza wartosci
zalecanej Ra = 160 nm dla implantéw stosowanych w uktadzie sercowo-naczyniowym- ryc.
31.
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d)

nm
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Signal A = InLens
WD= 5mm Mag = 70.00 KX

Signal A= InLens
WD= §mm Mag = 70.00 K X

Ryc. 30 Morfologia powierzchni probek z warstwa TiO naniesiong metoda ALD w temperaturach, AFM,
SEM: a) 316 PLV stan wyjsciowy b) 100°C, ¢) 200°C, d) 300°C,
e) 400°C

7z

Chropowatos$¢ powierzchni Ra, nm

O B N W D 1 O N
1

100C 200C 300C 400C
Temperatura procesu, °C

Ryc. 31 Zaleznos$ci parametru R, w funkcji temperatury procesu ALD
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4.3.5. Wybor wariantu temperaturowego do dalszych badan

Na podstawie analizy dotychczasowych wynikoéw badan, do dalszego etapu badan
wytypowano powloke TiO2 nanoszong przy temperaturze 200°C. Jest to powtoka
charakteryzujaca si¢ najkorzystniejszym zespotem wiasciwosci fizykochemicznych,

gtoéwnie w odniesieniu do badan elektrochemicznych.

4.3.6. Badania podatnosci powloki do odksztalcen

Badania podatnosci do odksztatcen przeprowadzono dla powtoki TiO> nanoszone;j
przy temperaturze 200°C. Uzyskane wyniki potencjodynamiczne oceniajace podatnosc
powtoki przedstawiono w tabeli 11 oraz na ryc. 32. Zarejestrowane dla probek w stanie
wyjsciowym wartosci potencjatu korozyjnego Ecorr miescity si¢ w zakresie od -60 mV dla
probek nie odksztatconych do wartosci okoto -120 mV dla prébek odksztatconych o kat 60°.
Nie stwierdzono natomiast wyraznych zmian wartosci potencjatu przebicia oraz wartosci
oporu polaryzacyjnego w zaleznos$ci od stopnia wygiecia probek — tab. 11. Uzyskane wyniki
stanowity warto$ci referencyjne dla probek z naniesiong powloka TiO, Stwierdzono, Ze
naniesienie powtoki TiO» powoduje obnizenie wartosci potencjatéw korozyjnych w
stosunku do stanu wyjsciowego i jednoczes$nie tendencja ta utrzymuje si¢ niezaleznie od kata
wygigcia probek. W przypadku wartosci potencjalu przebicia Ep niezaleznie od kata
wygigcia naniesienie warstwy tlenkowej w procesie ALD spowodowato jego wzrost w
stosunku do stanu wyjsciowego o okoto 100 mV- tab. 11.

Analiza warto$ci oporu polaryzacyjnego R, dla probek z warstwa tlenkowa wykazata
wyrazny ich wzrost w stosunku do stanu wyj$ciowego, swiadczacy o korzystnym obnizeniu
aktywnosci powierzchni badanego biomaterialu w $rodowisku korozyjnym. Ponadto
zauwazono stalg tendencje do obnizania jego wartosci wraz ze wzrostem kata wygiecia —
ryc. 33. Stwierdzono, ze dopiero dla kata wygigcia 60° osigga on wartosci zblizone do stanu

wyjéciowego okoto R, = 1600 kQcm?.
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Tabela 11

Wyniki badan potencjodynamicznych zginania probek w stanie wyjSciowym i z powloka

TiO;
Powierzchnia No Kat zgiecia, ° Ecorr, mV Ep, mV Ry, kQcm?
1 0 ~60(16) +1295(10) | 1573(=110)
Stan widc 2 20 _86(18) +1290(4) 1641(=169)
an wyjsciowy 3 40 _121(8) +1290(3) 1663(180)
4 60 -119(1) +1282(1) 1707(£117)
5 0 ~140(6) +1397(8) | 4408(117)
. 6 20 _149(11) +1390(6) 3371(+84)
Powtoka T
owloka TiO, 7 40 -182(13) +1382(11) | 1871(+84)
8 60 ~198(5) +1376(4) 1550(£127)
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Ryec. 32 Krzywe polaryzacji dla probek w stanie wyjsciowym i z powtoka TiO, po réznym ugieciu

Cipar polaryzac) B, kCem?

1506
1000
300
]
0 20 40 60
Kat odgiecia, °

Stan

®oocatkowy ® 200 cykli 200°

Ryc. 33 Poréwnanie oporu polaryzacyjnego Rp po zgieciu dla probek w stanie wyj$ciowym i po modyfikacji
powierzchni z powloka TiO».
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4.3.7. Badania mikrostruktury

Wyniki przeprowadzonych badan mikrostruktury przedstawiono na rycinie 34-36.
Badania z wykorzystaniem kontrastu dyfrakcyjnego wykazaty na przekroju poprzecznym
prawidtowy dla techniki ALD wzrost warstwy atomowe] po warstwie atomowej
w odlegtosci okoto 5 nm od podtoza — ryc. 34. W dalszej odleglosci struktura byta
amorficzna (ryc.36). Ponadto zauwazono rowniez niepozadane pecherze, co moze
swiadczy¢ o slabszej jakosci przylegania powtoki do podtoza — ryc. 35. Amorficzny
charakter powltoki potwierdzony zostat réwniez za pomoca skaningowej transmisyjnej

mikroskopii elektronowej STEM oraz obrazow wysokorozdzielczych HRTEM —ryc. 35, 36.

powfoka
M

wiasciwy dla ALD wzrost warst
atomowa po warstwie atomowej

TEM BF
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STEM + EDS

Ryc. 35 Analiza mikrostrukturalna na granicy podtoze — powtoka TiO2,
a) STEM, b) STEM+EDS

HRTEM

Ryc. 36 Analiza mikrostrukturalna na granicy podtoze — powtoka TiO,, HRTEM

4.3.8. Badania wlasnosci biologicznych

Badania cytotoksycznosci

Wyniki przeprowadzonych badan przezywalnosci komorek przedstawiono na ryc. 37-
39. Analizujac zdjecia z mikroskopii konfokalnej mozna zauwazy¢ mniejszg ilos¢ komorek
o aktywnych mitochondriach oraz wigksza ilos¢ komorek nekrotycznych na podiozu
316LVM. Z kolei modyfikacja powierzchni poprzez naniesienie powtoki TiO poprawila
wlasciwosci  biologiczne. Zaobserwowano spadek cytotoksycznosci. Komorki na
powierzchni powloki majg wydtuzony ksztatt oraz stwierdzono zmniejszong ilo$¢ komorek

nekrotycznych. Komorki fibroblasty nalezg do grupy komoérek adherentnych. W przypadku
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prawidlowego, z punktu widzenia biologii podloza dochodzi do polaryzacji blony
1 aktywacji cytoszkieletu aktyny. Komoérki wypuszczaja tzw. filo- i lamelipodia co jest
zjawiskiem korzystnym. Na podstawie badan stwierdzono przezywalno$¢ na poziomie 95%
1 100% odpowiednio dla probek 316LVM oraz 316LVM z TiO». Zgodnie z zapisami normy
ISO 10993: Zmniejszenie zywotno$ci komoérek o ponad 30% uwaza si¢ za efekt

cytotoksyczny, co jednak nie zostalo zaobserwowane w przypadku analizowanych probek.

b)

Ryc. 37 Pogladowe zdjgcia badan cytotoksyczno$ci bezposredniej wykonane za pomoca skaningowego
mikroskopu laserowego probki w stanie wyjsciowym 316LVM.

a) zdjecie LSM- analiza przezyciowa komorek na powierzchni, b) rozdzielenie poszczegdlnych
kanatow obserwacji, ¢) modut kolokalizacji
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©)
Ryc. 38 Pogladowe zdjecia badan cytotoksycznosci bezposredniej wykonane za pomoca skaningowego

mikroskopu laserowego probki 316LVM z powloka TiO;.

a) zdjecie LSM, b) rozdzielenie poszczegdlnych kanalow, ¢) modut kolokalizacji

14000 ] 316LVM+TiO2 ,9@71"“’\‘

£12000 | o
o0®

4000 316 ﬂ"

_

2000 l

0 5000 10000 15000 20000
Wszystkie komorki

Ryc. 39 Liczba pikseli komorek zywych wzgledem wszystkich komorek.
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Na rycinie 39 przedstawiono wykres poziomu dehydrogenazy mleczanowej LDH. Im
nizsza warto$¢ dla badanej probki tym mniejsza ilos¢ wydzielonego izoenzymu, co oznacza
mniejsza cytotoksycznos¢. Dla badanych materiatow wszystkie warto$ci znajdujg si¢ w tym
samym zakresie co warto§¢ LDH dla materialu kontrolnego, ktéry w tym badaniu stanowit
PS. Kontrole pozytywna zostata przedstawiona jako warto$¢ krytyczna 0,6 co §wiadczy o

50% prawdopodobienstwie uszkodzenia bton komérkowych.

Cytotoksycznos¢ w kontakcie bezposrednim
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

LDH [0.D.]

0,2

" ] ]
0

316LVM 316LVM+TiO2 PS (Kontrola Kontrola dodatnia
negatywna)

Ryc. 40 Poziom LDH dla badanych probek w kontakcie bezposrednim.

Badania proliferacji komorek

Wyniki przeprowadzonych badan proliferacji komoérek przedstawiono na rycinach 40-
41. Analizujac zdjecia z mikroskopii konfokalnej, zaréwno w przypadku podtoza
referencyjnego 316LVM jak i powloki TiO>, mozna zaobserwowaé typowy prawidtowy
wyglad fibroblastow z wrzecionowatym, wydtuzonym ksztattem, pewng ogniskowa adhezja
(jasne miejsca) oraz zréznicowanym kierunkiem wydtuzania. W obu przypadkach mozna
zaobserwowac liczne okragle lub owalne jadra komorkowe, niektére w fazie podziatu
(zblizone do siebie lub czgsciowo nakladajagce si¢ niebieskie  punkty).
W przypadku powloki mozna zauwazy¢ wigksze zrdznicowanie cytoszkieletu oraz
zroéznicowang gesto$¢ 1 dlugosé filamentow aktynowych. Widoczne sa rowniez miejsca

o zwigkszonym zageszczeniu jader komorkowych.
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Ryc. 41 Przykladowe zdjecia badan proliferacji wykonane za pomoca skaningowego mikroskopu laserowego
probki 316LVM
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Ryc. 42 Przyktadowe zdj¢cia badan proliferacji wykonane za pomocg skaningowego mikroskopu laserowego
probki 316LVM z powloka TiO,
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Badania trombogennosci

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono na rycinach 43-45. W przypadku
analizy aktywacyjnej selektyny-P (ryc. 43), powtoka TiO, miata niewielki wplyw na procesy
aktywacji, bez zuzywania ptytek krwi, ktore pozostalty we krwi. Z kolei drugi analizowany
receptor PAC-1 (ryc.44) zostat podobnie zaktywowany. Powtoka TiO; nie wptyneta rowniez
znaczaco na agregacje ptytek krwi (Ryc.45)

P-sel

ekspresja P-selectin

10,00 316LVMHTIOZ & 316LYM
0,00 |- & bas
10 E.E_D,I}E' 20,00 40,00 &0,00 20,00 100,00 120,00
PLT % liczhy wyjsciowej

Ryc. 43 Analiza aktywacji na podstawie receptora P-selektyny
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70,00 % ADP

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00
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ekspresja P-selectin

Ryc. 44 Analiza aktywacji na podstawie receptora PAC-1
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Agregaty
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0,00 ® bas
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

PLT-AGR % wszystkich obiektow CD61+

% wartosci wyjsc

Ryc. 45 Agregacja ptytek wywotana bezpos$rednim kontaktem z badanym materialem w warunkach
wysokich sit §cinajacych.

Ocena oddziatywania biomateriatu na krwinki czerwone

Wyniki Indeksu Hemolitycznego (IH) badanych materiatow przedstawiono w tabeli 12.
Obliczenia przeprowadzono zgodnie z wytycznymi normy ASTM F 756-00 [108]. Norma
ta definiuje trzy przedziaty stopnia hemolizy:

* IH 0-2% - stopien hemolizy: niehemolizujacy
» IH 2-5% - stopien hemolizy: nieznacznie hemolizujacy,
* IH> 5% - stopien hemolizy: hemolizujacy

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono zréznicowane wartosci Indeksu
hemolitycznego. Stwierdzono obnizenie si¢ wartosci indeksu hemolizy dla probek
z powloka TiO2 w poréwnaniu dla probek w stanie wyjsciowym. Uzyskane wartosci IH dla

badanych grup ksztattowaty si¢ ponizej wartosci 2%, co oznacza, ze badane materialy mozna

zakwalifikowa¢ jako niehemolizujace.
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Tabela 12

Wyniki badan hemolizy
Material Indeks hemolityczny Hemoliza
316 LVM 0,20 Niehemolizujgcy
316 LVM + TiO2 0,09 Niehemolizujacy

Oznaczanie cytokin prozapalnych

Poziomy wszystkich badanych cytokin prozapalnych dla prébki z powtoka TiO; byty
w wigkszosci nizsze niz w przypadku kontroli negatywnej- ryc. 46 1 47. W przypadku probki
referencyjnej 316LVM zaobserwowano zréznicowany wpltyw materialu na poszczeg6lne
poziomy cytokin. Podwyzszony poziom cytokin w badaniach in vitro jest predykatorem
toksyczno$ci ostrej. Naniesienie powtoki TiO» spowodowalo zmniejszenie poziomoéw
wszystkich badanych cytokin prozapalnych w poréwnaniu do materiatu wyjsciowego, co

jest zjawiskiem korzystnym.
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Ryc. 46 Wykresy wartosci cytokin prozapalnych dla badanych materiatow (U/1)
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Ryc. 47 Wykresy wartosci cytokin prozapalnych dla badanych materiatow (U/1)
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5. Omowienie wynikow badan

Zagadnienie ochrony zdrowia w Europie stanowi obecnie gtéwny problem spoteczny
z uwagi na dgzenie do poprawy jakosci zycia. Analiza danych statystycznych wskazuje, iz
podstawowg przyczyne zgonOw 1 schorzen stanowity i nadal stanowig choroby uktadu
krwiono$nego. Podobnie sytuacja przedstawia si¢ w Polsce, aczkolwiek prezentowane dane
statystyczne (warto$ci wskaznikow umieralnosci 1 hospitalizacji) sg jeszcze bardziej
niekorzystne. Jednakze w ostatnich kilkunastu latach obserwuje znaczny spadek
umieralno$ci wywotanej schorzeniami uktadu krwiono$nego. Stanowi to efekt postepu
zarbwno w  obszarze  diagnostyki, jak 1 metodach leczenia. Jednym
z najwazniejszych osiagni¢¢ lat dziewigédziesiatych ubieglego stulecia byto migdzy innymi
wprowadzenie do praktyki klinicznej implantéw naczyniowych. Pomimo korzysci
wynikajacych ze stosowania tej postaci wyrobow metalowych obserwuje si¢ rowniez pewne
niekorzystne procesy, ktore ograniczaja skuteczno$¢ leczenia tego rodzaju schorzen.
Wymienia si¢ przede wszystkim wykrzepianie krwi na ich powierzchni oraz restenozg. Jako
podstawowy sposob ograniczenia tych niekorzystnych procesow wskazuje si¢ ksztattowanie
wlasnosci fizykochemicznych warstwy powierzchniowej implantow. Wlasnosci te w
zasadniczy sposob decyduja o reaktywnos$ci powierzchni implantu ze $srodowiskiem uktadu
krwiono$nego. Do tej pory nie osiggnigto jednak w tej dziedzinie
w pemli zadowalajacych efektow. Wcigz nierozwigzanym problemem pozostaje
kompleksowos$¢ badan pokazujacych petng charakterystyke ich zachowania w warunkach
implantacji oraz dlugotrwatego kontaktu ze $rodowiskiem tkankowym. W literaturze
niewiele miejsca poswieca si¢ rowniez roli procesu obrobki powierzchniowej biomateriatu
metalowego, co ma zasadniczy wplyw na finalng posta¢ powloki oraz jej adhezj¢ do
metalicznego podtoza. Dodatkowo brak danych dotyczacych mikrostruktury wytworzonych
powtok, odpornosci korozyjnej identyfikowanej w odniesieniu do roznych rodzajow korozji
zachodzacych w organizmie ludzkim, poziomu przenikania jonéw metalicznych z podloza
do organizmu czy adhezji powloki do podtoza nie pozwala
w pelni na oceng przydatnosci wytwarzanych powtok do zastosowan w uktadzie sercowo-
naczyniowym. Wychodzac naprzeciw nierozwigzanym problemom, zaproponowano
program badan, ktory moze przyczyni¢ si¢ do rozwigzania wymienionych zagadnien — ryc.

16. Przedstawiony w rozprawie doktorskiej program badawczy obejmuje kompleksowe
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metody umozliwiajace petng ocen¢ wiasnosci zaréwno fizykochemicznych, jak
1 biologicznych uwzgledniajacych specyfike uktadu sercowo-naczyniowego. Celem pracy
byta ocena wplywu wtasciwosci fizykochemicznych powlok na bazie dwutlenku tytanu na
procesy zachodzace na powierzchni implantow wykonanych ze stali nierdzewnej po ich
wprowadzeniu do uktadu krwionos$nego.

W pracy jako material wyjsciowy przyjeto powszechnie stosowang stal chromowo-
niklowo-molibdenowg (316LVM), z ktdrej wytwarza si¢ najwieksza liczbe zréznicowanych
pod wzgledem konstrukcyjnym implantéw w uktadzie sercowo-naczyniowym. Dla poprawy
wlasnos$ci fizykochemicznych stali 316LVM, a tym samym ograniczenia niekorzystnego
zjawiska, jakim jest restenoza oraz wykrzepianie, zaproponowano jej modyfikacj¢ przez
naniesienie powloki TiO, metoda ALD. Dla zapewnienia wymaganych wlasnosci
fizykochemicznych powierzchni stali 316LVM opracowane zostaty warunki jej obrdobki
powierzchniowej. Zaproponowana obrobka powierzchniowa sktadala si¢ z kolejnych,
nastepujacych po sobie zabiegéw. Pierwszymi zabiegami obrobki powierzchniowej bylo
polerowanie elektrochemiczne 1 pasywacja. Sg to podstawowe etapy ksztattowania
wlasnosci  uzytkowych biomateriatow metalowych stosowanych na implanty o
zminiaturyzowanych cechach geometrycznych. Nastgpnie na tak przygotowane probki
nanoszono warstw¢ TiO2 z wykorzystaniem metody ALD (Atomic Layer Deposition) o
zréznicowanych parametrach procesu nanoszenia - tabela 4. Ostatni etap zaproponowanej
obrobki powierzchniowej obejmowat sterylizacje medyczna.

W pierwszej kolejnosci, ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia reakcji alergicznych
1 immunologicznych w ukladzie implant-tkanka przeprowadzono oceng sktadu chemicznego
warstwy powierzchniowej z wykorzystaniem spektroskopii elektronow Augera (AES).
Powtoka TiO>» na podlozu stali 316LVM  zawierata tytan 1 tlen
w polozeniach charakterystycznych dla wigzania TiO>—ryc. 19 1 20. Powtoka jest wolna od
obecnosci Cr i1 Ni, co zostato réwniez potwierdzone w badaniach STEM-EDS — ryc. 35b.
Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie
sktadu chemicznego powtoki TiO, w zaleznos$ci od temperatury procesu nanoszenia. Migdzy
widmami nie zaobserwowano rdznic w potozeniach i natezeniach pikow, co §wiadczy o
chemicznej jednorodnosci powtoki TiOs.

Kolejnym waznym kryterium determinujagcym przydatno$¢ zaproponowanej
modyfikacji powierzchni jest odporno$¢ na korozje wzerowa, ktora przeprowadzono

z wykorzystaniem metody potencjodynamicznej w temperaturze T = 37+1°C w roztworze
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sztucznego osocza. Na podstawie zarejestrowanych krzywych stwierdzono zréznicowane
warto$ci parametrow charakteryzujacych odporno$¢ na korozje wzerowa w zaleznosci od
temperatury nanoszenia — ryc. 22. Stwierdzono, ze jedynie probka z powtokg TiO»
naniesiona w temperaturze 400°C nie poprawila odpornosci na korozje wzerowa
w poréwnaniu z probkami niepokrytymi, o czym $wiadczy mniejsza warto$¢ potencjatu
przebicia oraz oporu polaryzacyjnego — tab. 6. Najkorzystniejsza odpornosciag na korozje
charakteryzowata si¢ probka z powtoka TiO; naniesiong w temperaturze 200°C.

W celu uzyskania dodatkowych informacji o wtasciwosciach elektrochemicznych
warstwy powierzchniowej przeprowadzono badania z wykorzystaniem elektrochemicznej
spektroskopii impedancyjnej (EIS). Wyznaczone widma impedancyjne wskazuja na
zréznicowang kinetyke procesow korozyjnych zachodzacych w ukladzie stal 316LVM-
powtoka TiO; - sztuczne osocze - ryc. 24, 25. Przeprowadzone badania potwierdzity wyniki
uzyskane z wykorzystaniem metody potencjodynamicznej i jednoznacznie wykazaty, ze
temperatura procesu T = 200°C wplywa korzystnie na zwigkszenie oporu przeniesienia
tadunku, powodujac tym samym najkorzystniejsze wlasnosci ochronne dla stali 316LVM w
kontakcie z roztworem sztucznego osocza — tab. 8. Zostalo to rowniez potwierdzone w
badaniach przenikania jonéw metalicznych do roztworu, ktére wykazaty, ze powtoka TiO»
naniesiona przy temperaturze 200°C zdecydowanie ograniczyta przenikanie szkodliwych
jonow tj. Cr**, Ni%*, ktore w potaczeniu z biatkami, takimi jak te dostepne w krwi, indukuja
reakcje immunologiczne 1 powoduja mozliwo$¢ wystapienia reakcji alergicznych. Ponadto
stwierdzono, ze im wigksza temperatura procesu nanoszenia tym wigksze jest przenikanie
jondéw metalicznych do roztworu.

Implanty wykonane ze stali 316LVM niejednokrotnie ulegaja degradacji na skutek
obecnosci szczelin. Dlatego tez przeprowadzono badania odporno$ci na korozj¢ szczelinowa
metoda potencjostatyczng. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze materiat
w stanie wyj§ciowym po procesie polerowania elektrochemicznego i pasywacji nie jest
odporny na ten rodzaj korozji. Z kolei uzyskane wyniki dla probek z naniesiong powtoka
Ti10; potwierdzity odporno$¢ na ten rodzaj korozji niezaleznie od zastosowanej temperatury
procesu nanoszenia — tab. 7 i ryc. 23.

Topografia powierzchni jest istotng wlasciwoscia wplywajaca na oddzialywanie
implantu z otaczajagcymi tkankami. W mikroskali waznymi czynnikami beda odchylenia od
ksztaltu, falisto$¢, obecnos¢ rys. W nanoskali istotne znaczenie bedzie miata chropowato$¢

ze wzgledu na mikrostruktur¢ oraz organizacj¢ atoméw (np. struktury siateczkowe).
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Podczas, gdy osteoblasty i makrofagi preferuja powierzchnie chropowate, fibroblasty
1 komorki epitelialne preferuja powierzchnie gladkie. Przeprowadzone badan topografii
powierzchni z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych AFM oraz z wykorzystaniem
elektronowego mikroskopu skaningowego SEM nie wykazaly réznic w topografii
powierzchni w zalezno$ci od zastosowanej temperatury procesu ALD — ryc. 35. We
wszystkich przypadkach chropowato$¢ powierzchni nie przekracza wartosci zalecanej
Ra = 160 nm dla implantéw stosowanych w ukltadzie sercowo-naczyniowym - ryc. 31.
Zwilzalno$¢ powierzchni, ktora jest zalezna od topografii powierzchni, moze dodatkowo
wplywa¢ na adsorpcj¢ biatek, a tym samym na przyczepianie si¢ komoérek do podtoza,
a zatem jest jednym z kluczowych czynnikéw badania aktywno$ci komorek na implancie.
Wyniki pokazaty, ze modyfikacja powierzchni poprzez naniesienie powtoki TiO> metoda
ALD spowodowata zwigkszenie si¢ kata zwilzania, a tym samym wyzsza hydrofobowos¢,
co jest zjawiskiem korzystnym w przypadku takich zastosowan, jak np. stenty naczyniowe.

Zjawisko zapobiegania zakrzepom w przypadku hydrofobowych powierzchni stentow
przypisuje si¢ odmiennej orientacji monomerow fibryny na powierzchniach hydrofilowych
1 hydrofobowych, ktéra z kolei wpltywa na adhezj¢ ptytek krwi oraz komoérek §rédbtonka.
Powierzchnie hydrofilowe beda sprzyjaly adhezji ptytek krwi, blokujac zasiedlanie komorek
srodbtonka. Na powierzchniach hydrofobowych bedzie zachodzit proces odwrotny [110].

Ponadto przeprowadzono réwniez ocen¢ wtasnosci mechanicznych, w ramach ktorej
wykonano badania adhezji powloki do podtoza. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono zréznicowang adhezj¢ naniesionej powtoki TiO2 do podtoza ze stali 316LVM
w zaleznosci od temperatury procesu nanoszenia. Najkorzystniejsza adhezja
charakteryzowata si¢ powtoka naniesiona w temperaturze 200°C 1 300°C — tab. 10 i rys.27.
W kazdym przypadku zaobserwowano ciagly plastyczng perforacje powtoki.

Po tym etapie badan wybrano najbardziej korzystng pod wzgledem wtasciwosci
fizykochemicznych i mechanicznych wersj¢ temperaturowa, ktora byta powtoka naniesiona
w temperaturze 200°C. Dalsze badania prowadzono wylacznie dla tej wersji.

W dalszej kolejnosci w celu oceny mikrostruktury naniesionej powloki
przeprowadzono badania z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM.
Przeprowadzone badania wykazaty prawidtowy dla techniki ALD wzrost warstwy atomowej
po warstwie atomowej — ryc. 34. Ponadto zauwazono pecherze, ktorych pojawienie si¢

spowodowane bylo najprawdopodobniej procesem pasywacji chemicznej. Amorficzny
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charakter powtoki potwierdzony zostal roOwniez za pomoca skaningowej transmisyjnej
mikroskopii elektronowej STEM oraz obrazéw wysokorozdzielczych HRTEM — ryc. 35,36.

Dla implantow stosowanych w kardiologii zabiegowe] proces opracowania
warunkow wytwarzania powlok powinien by¢ rowniez realizowany z uwzglednieniem
odksztalcen wynikajacych z techniki implantacji. Dlatego tez w dalszej kolejnosci
przeprowadzono badania podatnosci powtoki do odksztatcen. Badania zrealizowano dla
probek o najkorzystniejszym zespole wiasnosci fizykochemicznych wytypowanych ze
wczesniejszych badan. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze mozliwe
jest bezpieczne odksztatcenie wytworzonej powtoki do wartosci kata 40° o czym $wiadcza
wartosci oporu polaryzacyjnego — tab. 11 i rys.32. Ponadto zauwazono stalg tendencje do
obnizania jego warto$ci wraz ze wzrostem kata wygigcia. Stwierdzono, ze dopiero dla kata
wygiecia 60° osigga on wartosci zblizone do stanu wyjsciowego okoto Rp = 1600 kQcm?.
Przekroczenie zalecanego kata moze doprowadzi¢ do ostabienia powtoki,
a w konsekwencji odstonigcia warstwy wierzchniej biomateriatu metalowego, ktora jednak
w dalszym ciggu bedzie zapewniata odpowiednie zabezpieczenie przed dziataniem
srodowiska korozyjnego.

Ocena cytotoksycznosci jest podstawowym badaniem dla wszystkich wyrobow
medycznych majacych kontakt z tkanka 1 moze obejmowacé rézne aspekty odpowiedzi
komorkowej w zaleznosci od oczekiwanego rodzaju kontaktu. Cytotoksyczno$¢ mozna
okresli¢ przez ocen¢ morfologii komoérek, uszkodzenia komorek, wzrostu komorek lub
aktywnosci komorkowej. Dlatego tez w koncowym etapie przeprowadzono badania
cytotoksycznosci metoda bezposrednig. Uzyskane wyniki badan w odniesieniu do
odpowiedzi komorkowej pokazujg poprawe biokompatybilno$ci z punktu widzenia
zywotno$ci komorek dla probek z naniesiong powtoka TiOz — rys. 37-39. Zgodnie ze skalg
oceny cytotoksycznosci wg normy ISO 10993-5 przypisano: stopien cytotoksycznosci — 0.
Z kolei w przypadku stanu wyjsciowego — stal 316LVM zaobserwowano stabsze narastanie
komorek oraz wigkszg ilos¢ komodrek nekrotycznych. Zgodnie ze skalg oceny
cytotoksycznosci wg normy ISO 10993-5 przypisano: stopien cytotoksycznosci — 1. Zostato
to potwierdzone w badaniach okreslajacych poziom dehydrogenazy mleczanowej (LDH),
substancji uwalnianej z uszkodzonych komorek, metoda bezposrednig. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, nizszg wartos¢ poziomu LDH dla probek z powtoka

Ti0, w poroéwnaniu do stanu wyjsciowego, co oznacza mniejszg cytotoksycznos¢ — ryc.40.
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Wyniki przeprowadzonych badan proliferacji komoérek wykazaly typowy prawidtowy
wyglad fibroblastow z wrzecionowatym, wydtuzonym ksztattem, pewng ogniskowa adhezja
, 0 zroznicowanym kierunku wydluzania si¢ komoérek 1 procesow — rys. 41 1 42.
W obu przypadkach mozna zaobserwowac liczne okragte lub owalne jadra komoérkowe,
niektore w fazie podzialu (zblizone do siebie lub czeSciowo nakladajace si¢ niebieskie
punkty). W przypadku powloki mozna zauwazy¢ wigksze zroznicowanie cytoszkieletu oraz
zroznicowang gestos$¢ 1 dlugosé filamentow aktynowych. Widoczne sg rowniez miejsca o
zwiekszonym zageszcezeniu jader komorkowych.

Adhezja komoérek odgrywa wazna role w fizjologicznych funkcjach komérkowych (np.
wzrostu, réznicowania i ruchliwos$ci komorek) oraz integracji wszczepialnych urzadzen
biomedycznych z komoérkami i tkankami. Pelne zrozumienie adhezji komorek do materiatoéw
o réznych teksturach i sktadzie chemicznym ma zasadnicze znaczenie dla promowania
integracji implantu z otaczajagcymi tkankami. Komorki maja zdolno$¢ do rozpoznawania
korzystnej pod wzgledem chemicznym powierzchni ze wzgledu na obecno$¢
transbtonowych receptoréw zapewniajacych adhezj¢ do podtoza oraz komunikacje miedzy
komorkami.

Ocena odpowiedzi cytokinowej jest wazna dla zrozumienia interakcji biomateriatu
z ludzkimi tkankami. Cytokiny stanowig szeroka game¢ bialek regulatorowych
o zrdznicowane]j strukturze chemicznej. Biorg udziat w szeregu procesow takich jak wzrost
komorek, aktywacja i regulacja immunologicznej odpowiedzi tkankowej 1 humoralne;,
w procesie zapalnym oraz w procesach naprawczych i1 zwldknieniowych. Wyniki
prowadzonych badan wskazuja, ze nie tylko sktad chemiczny, lecz rowniez wihasnosci
fizykochemiczne biomateriatow moga wplyna¢ na dziatania niepozadane zwigzane
z obecno$cig implantu [112]. Dlatego tez w ramach badan wiasnosci biologicznych
przeprowadzono ocen¢ poziomu cytokin prozapalnych. Wyniki przeprowadzonych badan
poziomu cytokin, wykazaly, ze powloka TiO> korzystnie wplywa na hamowanie
niepozadanych reakcji zapalnych, z kolei podtoze 316LVM wykazato potencjat prozapalny.
Nalezy pamigtac, ze proces zapalny oraz proces koagulacji sg $ciste ze sobg powigzane -
stan zapalny wywotany czynnikiem tkankowym inicjuje wytwarzanie trombiny, a tym
samym stanu zakrzepowego [115], stad materiat o wtasciwosciach przeciwzapalnych moze
obniza¢ ryzyko zakrzepdéw indukowanych przez stan zapalny. Przeprowadzone badania nie
wykazaty wtasnosci trombogennych w odniesieniu do aktywacji i agregacji ptytek krwi.

Analiza wybranych receptoréw komorkowych w zakresie aktywacji krwi po testach Impact-
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R dla prébek z powloka TiO; ksztattowata si¢ na podobnym poziomie aktywacji w stosunku
do materiatu wyjsciowego — stal 316LVM — ryc. 46-47.

W ramach badan wlasno$ci biologicznych przeprowadzono rowniez oceng
oddzialywania biomateriatu na krwinki czerwone. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono zroéznicowane wartosci indeksu hemolitycznego. Stwierdzono obnizenie si¢
warto$ci indeksu hemolizy dla prébek z powtoka TiO2 w poréwnaniu do probek w stanie
wyjsciowym. Uzyskane wartosci IH dla badanych grup ksztattowaty si¢ ponizej warto$ci
2%, co oznacza, ze badane materialy mozna zakwalifikowac¢ jako niehemolizujace — tab. 12.

Zaproponowany zakres badan umozliwit w sposéb kompleksowy ocene wpltywu
wlasciwosci fizykochemicznych powtok na bazie dwutlenku tytanu na procesy zachodzace
na powierzchni implantéw wykonanych ze stali nierdzewnej po ich wprowadzeniu do uktadu
krwionosnego. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do opracowania bardziej
szczegotowych kryteriow oceny finalnej jako$ci wyrobéw medycznych stosowanych
w uktadzie sercowo-naczyniowym, co zapewni wymagang hemokomatybilno$¢ implantow
1 przyczyni si¢ do minimalizacji ryzyka powiktan pooperacyjnych. W efekcie przyczyni si¢
do wzrostu skutecznosci leczenia, zmniejszenia wskaznika powiktan oraz poprawy jakosci
zycia pacjentow. Reasumujac, przeprowadzone badania potwierdzity stusznos¢ przyjetej
tezy. Funkcjonalizacja stali 316LVM powloka TiO; naniesiong metoda osadzania warstw
atomowych ALD o wtasnosciach fizykochemicznych adekwatnych do specyfiki uktadu
sercowo-naczyniowym zapewnia odpowiednig biokompatybilno§¢ w odniesieniu do
wybranych badan in vitro dedykowanych dla implantow kontaktujacych si¢ z krwig
1 tkankami naczyn krwiono$nych.

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe rozszerzenia programu badan w kontekscie
gotowego wyrobu. W odniesieniu do stentow, konieczna bedzie ocena wptywu modyfikacji
na proliferacj¢ komorek srodbtonka oraz komorek miesni gltadkich. W tym przypadku nalezy
pamigtaé, ze efektem pozadanym bedzie szybkie odtworzenie uszkodzonych komorek
srodbtonka, co zapobiegnie powstawaniu zakrzepow oraz nadmiernej proliferacji komoérek
miegs$ni gladkich, co mogloby doprowadzi¢ do ponownego zwezenia $wiatta naczynia.
Dodatkowo nalezy wzig¢ pod uwage specyficzne wymagania dla stentow okreslone migedzy
innymi w normie ISO 25539 oraz ASTM F2743-11. Ze wzgledu na réznice w strukturze
stentow oraz niedawny rozwdj niektorych z tych implantéw, nie zawsze sa dostgpne
znormalizowane badania in vitro i wyniki kliniczne. Nalezy pamigtac, ze powloki stosowane

na stenty powinny by¢ odporne na zniszczenie spowodowane technikami implantacyjnymi,
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cyklicznym obciazeniem, dyslokacja oraz stosowanymi metodami $ledzenia. Produkty

zuzycia powinny by¢ rowniez zbadane pod katem ich toksycznosci.

Przeprowadzone badania in vitro bazuja na wykorzystaniu komorek wzorcowych, ktore
mozemy fatwo obserwowac¢ dostepnymi metodami badawczymi. Dostarczajg one waznych
informacji w ocenie biologicznej, natomiast w przypadku gotowych wyroboéw nalezy
rozwazy¢ konieczno$¢ przeprowadzenia dodatkowych badan, w tym badan in vivo na

zwierzetach oraz badan klinicznych potwierdzajacych ostatecznie ich bezpieczenstwo.
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6. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych w rozprawie badan mozna wysnu¢ nastgpujgce

wnioski o charakterze poznawczym i aplikacyjnym:

Temperatura nanoszenia warstw atomowych TiO, w zakresie 100-400°C nie wptywa

istotnie na sktad chemiczny, jednorodno$¢ chemiczng powtoki oraz jej grubosé

Najlepsza odporno$¢ na korozje wzerowa wykazuje powloka nanoszona
w temperaturze 200°C, co zostato potwierdzone w badaniach potencjodynamicznych
oraz EIS. Zostalo to réwniez potwierdzone w badaniach przenikania jonow
metalicznych do roztworu sztucznego osocza, poniewaz powloka TiO;
zdecydowanie ograniczyla przenikanie szkodliwych jonéw tj. Cr**, Ni**, stanowita
zatem skuteczng barier¢ ochronng. Wszystkie powloki, niezaleznie od temperatury

nanoszenia, zabezpieczaja podtoze przed korozja szczelinowa.

Modyfikacja powierzchni poprzez naniesienie powloki TiO>, metodg ALD
spowodowata zwigkszenie si¢ kata zwilzania, a tym samym wyzsza hydrofobowos¢,

niezaleznie od temperatury nanoszenia

Niezaleznie od temperatury, naniesienie powtoki TiO, metodg ALD nie wptywa

istotnie na chropowato$¢ powierzchni.

Najkorzystniejsza ~ adhezjg  charakteryzowata si¢  powloka  naniesiona
w temperaturze 200°C 1 300°C

Powtoka naniesiona w temperaturze 200°C moze by¢ bezpiecznie odksztatcona do
wartos$ci kata 40° Przekroczenie zalecanego kata moze doprowadzi¢ do oslabienia
powloki, a w konsekwencji odstonigcia warstwy wierzchniej biomateriatu
metalowego, powloka jednak w dalszym ciggu bedzie zapewniata odpowiednie

zabezpieczenie przed dziataniem srodowiska korozyjnego.

Powloka naniesiona w temperaturze 200°C poprawia biokompatybilno$¢ podtoza
w odniesieniu do zywotnos$ci komoérek w warunkach in vitro. Komoérki majg réwniez

zdolnos$¢ do proliferacji w warunkach in vitro

Powtoka naniesiona w temperaturze 200°C nie powoduje tromgogennosci oraz
hemolizy, wykazuje dzialanie przeciwzapalne w poréwnaniu do podloza, ktére ma

potencjat zapalny, co zostalo potwierdzone w odpowiednich badaniach in vitro

Przedstawiona w rozprawie metodologia umozliwia wybor parametrOw nanoszenia

powtoki TiO> metoda ALD prowadzacych do optymalizacji witasciwosci
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fizykochemicznych dostosowanych do specyfiki uktadu krwiono$nego, co zostato

potwierdzone badaniami biologicznymi in vitro

Uzyskane wyniki wskazujg na potrzebe¢ rozszerzenia programu badan w kontekscie
gotowego wyrobu. Obiecujace wyniki badan biologicznych dajg podstawe do badan
nad mozliwoscig zastosowania zaproponowanej modyfikacji powierzchni na stenty
naczyniowe. Z punktu widzenia aplikacyjnego, najbardziej obiecujace sa wyniki
sugerujace przeciwzapalne wlasciwosci powtoki oraz znaczna poprawa odpornosci

korozyjnej dla wariantu temperatury nanoszenia 200°C.
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7. Streszczenie

W rozprawie doktorskiej zaproponowano proces osadzania warstw atomowych (ALD;
Atomic Layer Deposition) TiO2 do modyfikacji powierzchni stali nierdzewnej 316LVM
przeznaczonej na implanty majace kontakt z krwig. Podloze ze stali nierdzewnej poddano

elektropolerowaniu, pasywacji chemicznej, procesowi ALD oraz sterylizacji parowe;.

Wiasciwosci mechaniczne 1 fizykochemiczne cienkich warstw sprawdzono dla probek

przygotowanych w 500 cyklach ALD w temperaturach 100, 200, 300 i 400°C.

Zbadano nastepujace wilasciwosci cienkich warstw: sklad chemiczny, przyczepnosé
powtok, zwilzalno$¢ powierzchni, topografi¢ powierzchni, odporno$¢ na korozje wzerowa i
szczelinowa, penetracj¢ jondw metali do sztucznej plazmy, grubo$¢ warstwy. Najlepszy
zestaw wilasciwosci fizykochemicznych 1 mechanicznych uzyskano dla temperatury

osadzania 200°C.

Probki o najlepszych wlasciwosciach fizykochemicznych poddano badaniom podatnos$ci
na odksztalcenia, badaniom mikrostruktury oraz testom biologicznym, takim jak: test
cytotoksycznosci w kontakcie bezposrednim, badania proliferacji komorek, trombogennos¢
w warunkach dynamicznych, badania hemolizy w warunkach dynamicznych, badanie

poziomu cytokin prozapalnych.

Zaproponowana modyfikacja powierzchni poprawita odpornos¢ korozyjna podtoza,
zmniejszyta penetracje¢ jondw metali do sztucznego osocza, zmienita zwilzalnos¢
powierzchni na hydrofobowg (preferowang dla powierzchni majacych kontakt z krwig),
w badaniach in vitro poprawila zywotno$¢ komoérek, nie powodowata trombogennosci,
hemolizy, stanu zapalnego. Wyniki badan potwierdzaja teze¢ przedstawiong w niniejszej
pracy, a tym samym dowodza pozytywnego wplywu proponowanej modyfikacji
powierzchni na jej wtasciwos$ci biologiczne. Poniewaz pelna biokompatybilno$¢ implantow
sercowo-naczyniowych zalezy od charakterystyki urzadzenia, w zalezno$ci od zastosowania

nalezy opracowac plan dalszych badan.
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Summary

In the PhD Thesis, the Atomic Layer Deposition (ALD) process of TiO» was proposed
for surface modification of 316LVM steel intended for blood contacting implants. The
stainless-steel substrate was subjected to electropolishing, chemical passivation, ALD

process and steam sterilization.

The mechanical and physicochemical properties of the thin films were checked for

specimens prepared in 500 ALD cycles in temperatures 100, 200, 300 and 400°C.

The following properties of the thin films were investigated: chemical composition,
coating adhesion, surface wettability, surface topography, pitting and crevice corrosion
resistance, penetration of metal ions into the artificial plasma, layer thickness. The best set
of physicochemical and mechanical properties were obtained for deposition temperature

200°C.

The samples with the best set of physicochemical properties were subject to deformation
susceptibility tests, microstructure examination and biological tests, such as: cytotoxicity
assay in direct contact, cell proliferation assay, thrombogenicity in dynamic conditions,

hemolysis assay in dynamic conditions, testing the level of pro-inflammatory cytokines.

The proposed surface modification improved the corrosion resistance of the substrate,
reduced the penetration of metal ions into the artificial plasma, changed the surface
wettability into hydrophobic one (preferable for blood contacting surfaces), in in vitro tests:
improved cell viability, did not cause thrombogenicity, hemolysis, inflammatory response.
The research results confirm the thesis presented in this work and thus prove the positive
influence of the proposed surface modification on its biological properties. As the
biocompatibility of cardiovascular implants depends on the device characteristics, further

research plan must be developed, depending on the application.

98



8. Bibliografia

[1] Swiatowa Organizacja Zdrowia, ,, World Health Organization/Fact
sheets/Cardiovascular Diseases (CVDs),” 11 Czerwiec 2021. [Online].
Available: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cardiovascular-
diseases-(cvds).

[2] C. W. Tsao, A. W. Aday, Z. I. Almarzooq, A. Alonso i A. Z. Beaton, ,,Heart
Disease and Stroke Statistics—2022 Update: A Report From the American
Heart Association,” Circulation, tom 145, nr 8, pp. 153-639, 22 Luty 2022.

[3] A. G. Roth, G. A. Mensah, C. O. Johnson, G. Addolorato i E. Ammirati,
,,Global Burden of Cardiovascular Diseases and Risk Factors, 1990-2019:
Update From the GBD 2019 Study,” Journal of the American College of
Cardiology, tom 76, nr 25, pp. 982-3021, 2020.

[4] B. Wieckowska, Proces leczenia w Polsce- analizy 1 modele Tom II
Kardiologia, Warszawa: Ministerstwo zdrowia, 2015.

[5] ,»Oficjalna strona Komisji Europejskiej, Eurostat Statistics Explained,
Cardiovascular Diseases Statistics,” 11 Marzec 2022. [Online]. Available:
https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-
explained/index.php?title=Cardiovascular diseases_statistics#Deaths from c¢
ardiovascular diseases.

[6] Departament Badan Demograficznych GUS, Dyrektor Dorota Szattys,
,Umieralno$¢ w [ potroczu 2021 roku 31.01.2022 r.,” Gtoéwny Urzad
Statystyczny, Warszawa, 2022.

[7] M. Zdrowia, Program Profilaktyki i Leczenia Chorob Uktadu Sercowo-
Naczyniowego POLKARD na lata 2017-2021, Warszawa: Ministerstwo
Zdrowia, 2017.

[8] T. A. Trikalinos, A. A. Alsheikh-Ali, A. Tatsioni, B. K. Nallamothu i D. M.
Kent, ,,Percutaneous coronary interventions for non-acute coronary artery
disease: a quantitative 20-year synopsis and a network meta-analysis.,”
Lancet, tom 373, pp. 911-918, 2009.

[9] K. Stergiopoulos i D. L. Brown, ,,Initial coronary stent implantation with
medical therapy vs medical therapy alone for stable coronary artery disease:
meta-analysis of randomized controlled trials.,” Arch Intern Med., tom 172,
pp. 312-319, 2012.

99



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]
[16]
[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

S. Windecker, S. Stortecky, G. G. Stefanini, B. R. da Costa i A. W. Rutjes,
,Revascularisation versus medical treatment in patients with stable coronary
artery disease: network meta-analysis.,” BMJ, tom 348, p. g3859, 2014.

J. Knuuti, W. Wijns, A. Saraste, D. Capodanno i E. Barbato, ,,Wytyczne ESC
dotyczace rozpoznawania i leczenia przewlektych zespolow wiencowych
(2019),” Zeszyty edukacyjne. kardiologia polska 1/2020, 2020.

M. Lesiak, ,,Powiktania w leczeniu interwencyjnym choroby wiencowej,”
Choroba niedokrwienna serca, tom 11, nr 1, pp. 10-5, 2012.

M. Valgimig, H. Bueno, R. A. Byrne, J. P. Collet i F. Costa, ,,Uaktualnione
stanowisko ESC dotyczace stosowania podwdjnej terapii przeciwptytkowej w

chorobie wiencowej w 2017 roku przygotowane we wspotpracy z EACTS,”
Kardiologia Polska , tom 75, nr 12, p. 1217-1299, 2017.

A. Cieslinski, J. S. Dubiel, L. Giec, W. Kargul, K. Kawecka Jaszcz, J.
Kocemba, J. Kuch, T. Mandecki, L. Polonski, M. Sosnowski, A. Szulc, M.
Tendera, J. Wodniecki, S. Wo$ i T. Z¢bik, Kardiologia, Warszawa:
Wydawnictwo Lekarsie PZWL, 2005.

»Adobe Stock, licencja,” [Online].
M. Zuk, ,,Serce, przekroj czotowy,” Wydawnictwo Naukowe PWN.

P. Pruszczyk i T. Hryniewiecki, Kardiologia z elementami angiologii,
Warszawa: Medical Tribune Polska, 2018.

Interia.pl, ,,Sztuczne Serce Made in Poland,” 29 Maj 2013. [Online].
Available: https://geekweek.interia.pl/raporty/raport-medycyna-
przyszlosci/medycyna/news-sztuczne-serce-made-in-
poland,nld,973688#napisz-do-nas. [Data uzyskania dostepu: 15 czerwiec
2022].

A. Vahanian, F. Praz, M. Milojevic, S. Baldus, J. Bauersachs i D. Capodanno,
,Wytyczne ESC/EACTS 2021 dotyczace leczenia wad zastawkowych serca,”
Kardiologia Polska (Polish Heart Journal), Tomy %1 z %279, Suppl. 4, nr
4/2021, 2021.

A. Sukiennik, ,,Zabieg przezskornej naprawy niedomykalnej zastawki
mitralnej za pomocg systemu MitraClip (Abott),” Folia Cardiologica
Excerpta, tom 5, nr 5, pp. 274-282, 2010.

M. Olszéwka 1 K. Maciag, Przeglgd nowoczesnych technik i metod leczenia
pacjenta, Lublin: Fundacja na rzecz promocji nauki i rozwoju Tygiel, 2015,
pp- 105-120.

100



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

J. Biatkowski i i. in., Kardiologia Interwencyjna, Warszawa: Wydawnictwo
Lekarskie PZWN, 20009.

A. F. Beyi, A. E. Ismail, I. Taib i M. N. Ibrahim, ,,Stent Classifications and
Effect of Geometries on Stent Behaviour Using Finite Element Method,”

International Journal of Mechanical Engineering and Robotics Research, tom
9, nr 3, 2020.

Boston Scientific Corporation, ,,Wallflex Duodenal Stents,” Boston Scientific
Corporation, 21 04 2022. [Online]. Available:
https://www.bostonscientific.com/en-US/products/stents--
gastrointestinal/wallflex-duodenal-stents.html. [Data uzyskania dostepu: 21 04
2022].

Balton Sp. z 0. 0., ,,Mer-stent samorozpr¢zalny do tetnic szyjnych,” Balton
Sp. z 0.0., 21 04 2022. [Online]. Available:
https://balton.pl/pl/produkty/kardiologia-i-radiologia/radiologia/stenty-do-
tetnic-szyjnych/mer-stent-samorozprezalny-do-tetnic-szyjnych. [Data
uzyskania dostepu: 21 04 2022].

Biotronik, ,,Vascular Intervention // CoronaryResorbable Magnesium Scaffold
(RMS),” Biotronik, 22 04 2022. [Online]. Available:

https://www .biotronik.com/en-de/products/coronary/magmaris. [ Data
uzyskania dostepu: 22 04 2022].

S. B. Baptista, ,,The third generation of drug-eluting stents: Reassuring data
while we wait for the next one,” Revista Portuguesa de Cardiologia, tom 40,
nr 2, pp. 77-80, 2021.

R. Wkasman, ,,A new generation of drug-eluting stents: Indications and
outcomes of bioresorbable vascular scaffolds,” Cleveland Clinic Journal of
Medicine , tom 84, nr 12, pp. 20-14, 2017.

M. C. Morice, P. W. Serruys, C. Bode, G. A. Van Es i H. P. Stoll, ,,Long-
Term Clinical Outcomes With Sirolimus-Eluting Coronary Stents: Five-Year
Results of the RAVEL Trial,” Journal of the American College of Cardiology,
tom 50, nr 14, p. 1299-1304, 2007.

G. Weisz, M. B. Leon, D. R. Holmes, D. J. Kereiakes i J. J. Popma, ,,Five-year
follow-up after sirolimus-eluting stent implantation results of the SIRIUS
(Sirolimus-Eluting Stent in De-Novo Native Coronary Lesions) Trial,”
Journal of Americal College of Cardiology, tom 53, nr 17, pp. 1488-1497,
2009.

G. W. Stone, S. G. Ellis, A. Colombo, E. Grube i J. J. Popma, ,,Long-Term
Safety and Efficacy of Paclitaxel-Eluting Stents: Final 5-Year Analysis From

101



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

the TAXUS Clinical Trial Program,” JACC: Cardiovascular Interventions,
tom 4, nr 5, pp. 530-542, 2011.

E. Kedhi, K. S. Joesoefi E. McFadden, ,,Second-generation everolimus-
eluting and paclitaxel-eluting stents in real-life practice (COMPARE): a
randomised trial,” Lancet, tom 375, nr 9710, pp. 201-209, 2010.

S. Shigeru, Valdes-Chavarri, G. Richardt, R. Moreno i A. I. Romo, ,,A
randomized, prospective, intercontinental evaluation of a bioresorbable
polymer sirolimus-eluting coronary stent system: the CENTURY II,”
European Herat Journal, tom 35, nr 30, pp. 2021-2031, 2014.

D. J. Kereiakes, I. T. Meredith, S. Windecker, R. L. Jobe 1 S. R. Metha,
,Efficacy and Safety of a Novel Bioabsorbable Polymer-Coated, Everolimus-

Eluting Coronary Stent,” Circulation: Cardiovascular Interventions, tom 8, nr
4, p. 002372, 2015.

O. B. Istambullu 1 G. Akdogan, ,,Influences of Stent Influences of Stent
Design on In-Stent Restenosis and Major Cardiac Outcomes; A Scoping

Review and Meta-Analysis,” Cardiovascular Engineering and Technology,
tom 13, pp. 147-169, 2022.

B. Swieczko-Zurek, Biomateriaty, Gdansk: Wydawnictwo Politechniki
Gdanskiej, 2009.

S. Movafaghi, W. Wang, D. L. Bark, L. P. Dasi i K. C. Popat,
,Hemocompatibility of super-repellent surfaces: current and future,”
Materials Horizons, tom 6, pp. 1596-1610, 2019.

J. Marciniak, Biomateriaty, Gliwice: Wydawnictwo Politechniki Slaskiej,
2013.

L. Przybyszewska-Doro$, W. Okr¢j i B. Walkowiak, ,,Modyfikacje
powierzchni implantéw metalicznych,” InZynieria Biomateriatow, tom R.8, nr
43-44, pp. 52-62, 2005.

A. M. Cherian, S. V. Nair, V. Maniyal i D. Menon, ,,Surface engineering at
the nanoscale: A way forward to improve coronary stent efficacy,” APL
Bioingeneering, tom 5, nr 2, 2021.

L. Navarro, G. Duffo, D. Vetcher, V. P. Moles i J. A. Luna, ,,Coating induced
corrosion of coronary stents - A comparative study with clinical
consequences,” Trends Med 20, 2020.

A. Raval, A. Choubey, C. Engineer i D. Kothwala, ,,Development and
assessment of 316LVM cardiovascular stents,” Materials Science &
Engineering A, tom 386, pp. 331-343, 2004.

102



[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

P. Sojitra, D. M. Kothwala, C. Engineer i A. Raval, ,,Electropolishing of
316LVM Stainless Steel Cardiovascular Stents: An Investigation of Material
Removal, Surface Roughness and Corrosion Behaviour,” Trends in
Biomaterials and Artificial Organs, tom 23, nr 3, pp. 115-121, 2010.

A. Shahryari, F. Azari, H. Vali i S. Omanovic, ,,The response of fibrinogen,
platelets, endothelial and smooth muscle cells to an electrochemically
modified SS316LS surface: Towards the enhanced biocompatibility of
coronary stents,” Acta Biomaterialia, tom 6, nr 2, pp. 695-701, 2010.

Y. G. Aliakseyeu, A. Y. Korolyov, V. S. Niss i A. S. Budnitzky,
,,Electrochemical polishing of matrix stents of the 316LVM steel using

microsecond pulses,” Proceedings of the National Academy of Sciences of
Belarus Physical-Technical Series , tom 66, nr 2, pp. 161-168, 2021.

P. Qi, M. F. Maitz i N. Huang, ,,Surface modification of cardiovascular
materials and implants,” Surface & Coatings Technology, tom 233, pp. 80-90,
2013.

R. Hauert, ,,A review of modified DLC coatings for biological applications,”
Diamond and related materials, tom 12, nr 3-7, pp. 583-589, 2003.

P. Barragan, F. Herbst, A. Kalachev i W. F. Nader, ,,The BioDiamond and
BioDiamond F Stents,” w Handbook of Coronary Stents, 3rd edition, London,
Martin DUnitz Publisher Ltd., 2000, pp. 29-39.

F. Airoldi, A. Colombo, D. Tavano, A. Ferrari 1 F. Sgura, ,,Comparison of
diamond-like carbon-coated stents versus uncoated stainless steel stents in
coronary artery disease,” American Journal of Cardiology, tom 93, nr 4, pp.
474-477, 2004.

G. C. X. Miereles, L. M. de Abreu, A. A. da Cruz Forte, M. K. SumitailJ. H.
Sumita, ,,Randomized comparative study of diamond-like carbon coated
stainless steel stent versus uncoated stent implantation in patients with
coronary artery disease,” Arquivos Brasileiros de Cardiologia, tom 88, nr 4,

pp. 390-395, 2007.

J. Marciniak, Z. Paszenda, S. Mitura i P. Niedzielski, ,,Sposéb wytwarzania
warstw kompozytowych pasywno-weglowych na powierzchni wyrobow,

zwlaszcza implantéw z odlewniczego stopu kobaltowo-chromowo-
molibdenowego”. Polska Patent 318122, 24 01 1977.

M. Czerniak, A. Sysa, J. Grabarczyk, A. Petka, P. Niedzielski i T. Wezyk,
,Modyfikacja powierzchni materialu stosowanego na stenty,” Inzynieria
Biomateriatow, tom 7, nr 35-36, pp. 9-12, 2004.

103



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

E. M. Modan i A. G. Plaiasu, ,,Advantages and disadvantages of chemical
methods in the elaboration of nanomaterials,” The Annals of "Dunarea de
Jos"University of Galati, tom 1, 2020.

J. Masalski, J. Gluszek, J. Zabrzeski, K. Nitsch i P. Gluszek, ,,Improvement in
corrosion resistance of the 3161 stainless steel by means of A1203 coatings
deposited by the sol-gel method,” Thin Solid Films, tom 349, nr 1-2, pp. 186-
190, 1999.

I. Stambolowa, S. Yordanov, L. Lakov i S. Vassilev, ,,Preparation of sol-gel
Si02 coatings on steel and their corrosion resistance,” w MATEC Web of
Conferences, 145, 05011, 2018.

L. Curkovié, H. Otmaci¢-Curkovic, S. Salopek i M. Maji¢ Renjo,
,,Enhancement of corrosion protection of AISI 304 stainless steel by
nanostructured sol-gel TiO2 films,” Corrosion Science, tom 77, pp. 176-184,
2013.

D. Grygier, Wplyw wybranych witasnosci krzemionkowych warstw wierzchnich
na mozliwosci ich zastosowania jako pokrycia na stenty wiencowe, Wroctaw:
Politechnika Wroctawska, 2008.

P. De Lima, M. Atik, L. A. Avacai M. A. Aegerter, ,,Sol-Gel Coatings for
Chemical Protection of Stainless Steel,” Journal of Sol-Gel Science and
Technology, tom 2, pp. 529-534, 1994.

F. Chai, A. Ochsenbein, M. Traisnel, R. Bausch i J. Breme, ,,Improving
endothelial cell adhesion and proliferation on titanium by sol—gel derived
oxide coating,” Journal of Biomedical Materials, tom 92A, nr 2, pp. 754-765,
2009.

M. Wawrzynska, M. Kopaczynska, B. Sobieszczanska , A. Ulatowska-Jarza 1
I. Hotowacz, Intracoronary Application of TiO2-Coated Cardiovascular
Stents, Imperial College Press, 2016.

K. Tsuru, S. Takemoto, T. Yamamoto, S. Hayakawa i1 A. Osaka, ,,Blood
compatibility of metal oxide layers on stainless-steel,” Materials Research
Society Symposium - Proceedings, tom 734, pp. 327-332, 2003.

M. Foruzanmehr, M. S. Hosainalipour, S. M. Tehrani i M. Aghaeipour,
,Nano-structure TiO2 film coating on 316L stainless steel via sol-gel
technique for blood compatibility improvement,” Nanomedicine Journal, tom
1, nr 3, pp. 128-136, 2013.

J. Krzak-Ros, D. Grygier, A. Banaszczuk i R. Bedzinski, ,,Mechanical and
physicochemical properties of titanium dioxide thin films,” Engineering of
Biomaterials, tom R.10, nr 67-68, pp. 35-37, 2007.

104



[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

A. Donesz-Sikorska, K. Marycz, A. Smieszek, J. Grzesiak, K. Kalinski i J.
Krzak-Ros, ,,Biologicznie aktywne powtoki otrzymywane metodg zol-zel na

mataliczych materiatach implantacyjnych,” Przemyst Chemiczny, tom 92, nr 6,
p. 1110, 2013.

W. Walke, Z. Paszenda, T. Pustelny, Z. Opilski, S. Drewniak, M. Koscielniak-
Ziemniak i M. Basiaga, ,,Evaluation of physicochemical properties of SiO2-

coated stainless steel after sterilization,” Materila Science& Engineereing:C,
tom 63, pp. 155-163, 2016.

B. O'Brien 1 W. Caroll, ,,The evolution of cardiovascular stent materials and
surfaces in response to clinical drivers: A review,” Acta Biomaterialia, tom 5,
pp. 945-958, 2009.

W. C. Hung, F. M. Chang, T. S. Yang i K. L. Ou, ,,Oxygen-implanted induced
formation of oxide layer enhances blood compatibility on titanium for
biomedical applications,” Materials Science and Engineering: C, tom 68, nr 1,
pp. 523-529, 2016.

D. Xie, G. Wan, M. F. Maitz i H. Sun, ,,Deformation and corrosion behaviors
of Ti—O film deposited 316L stainless steel by plasma immersion ion
implantation and deposition,” Surface and Coatings Technology, tom 214, pp.
117-123,2013.

C. Yelcarasi, N. Recek, K. Kazmanli, J. Kovac, M. Urgen i L. Junkar,
,,Biocompatibility and Mechanical Stability of Nanopatterned Titanium Films
on Stainless Steel Vascular Stents,” International Journal of Molecular
Sciences, tom 23, pp. 1-19, 2022.

L. Mikhalowska, N. Horna, N. Lazarenko i P. Haworth, ,,Inorganic coatings
for cardiovascular stents In vitro and in vivo studies,” Journal of Biomedical
Materials Research Part B: Applied Biomaterials, tom 96B, nr 2, pp. 333-341,
2010.

Z. Wang, Y. Leng, N. Huang i M. Zhu, ,,Adhesion Evaluation of Titanium
Oxides Films on 316L Stainless Steel,” Key Engineering Materials, Tomy %1
z %2 353-358, pp. 2127-2130, 2007.

N. Huang, P. Yang, Y. X. Leng, J. Y. Chen, H. Sun, J. Wang i G. J. Wang,
,2Hemocompatibility of titanium oxide films,” Biomaterials, tom 24, nr 13, p.
21772187, 2003.

S. Windecker, I. Mayer, G. De Pasquale, W. Maier i O. Dirsch, ,,Stent coating
with titanium-nitride-oxide for reduction of neointimal hyperplasia,”
Cirlulation, tom 104, nr 8, pp. 928-933, 2001.

105



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

P. P. Karjalainen, A. P. Annala, A. Vahlberg i T. Airaksinen, ,,Long-term
clinical outcome with titanium-nitride-oxide-coated stents and paclitaxel-
eluting stents for coronary revascularization in an unselected population,”
International Journal of Cardiology, tom 144, nr 4, p. 42—46, 2017.

Q. Huang, Y. Yang, R. Hu i C. Lin, ,,Reduced platelet adhesion and improved
corrosion resistance of superhydrophobic TiO2-nanotube-coated 316L
stainless steel,” Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, tom 125, pp. 134-141,
2015.

P. O. Oviroh, R. Akbarzadeh, D. Pan, R. Coetze i T. C. Jen, ,,New
development of atomic layer deposition: Processes, methods and

applications,” Science and Technology of Advanced Materials, tom 20, p.
465-496, 2019.

L. Hu, W. Qi1Y. Li, ,,Coating strategies for atomic layer deposition,”
Nanotechnology Reviews, tom 6, nr 6, pp. 527-547, 2017.

Coating Technologies, S.L., ,,What is atomic layer deposition,” 21 06 2022.
[Online]. Available: https://ctechnano.com/coating-technologies/what-is-
atomic-layer-deposition-ald/. [Data uzyskania dostgpu: 21 06 2022].

A. M. Cherian, S. V. Nair, V. Maniyal 1 D. Menon, ,,Surface engineering at
the nanoscale: A way forward to improve coronary stent efficiency,” APL
Bioingineering, tom 5, nr 021508, 2021.

L. A. Dobrzanski, A. D. Dobrzanska-Danikiewicz, M. Szindler i A. Achtelik-
Franczak, ,,Atomic layer deposition of TiO2 onto porous biomaterials,”
Archives of Material Science & Engineering, tom 75, nr 1, pp. 5-11, 2015.

L. Liu, R. Bhatia i T. J. Webster, ,,Atomic layer deposition of nano-TiO2 thin
films with enhanced biocompatibility,” International Journal of
Nanomedicine, tom 12, pp. Atomic layer deposition of nano-TiO2 thin films
with enhanced biocompatibility, 2017.

F. Yang, R. Chang i T. Webster, ,,Atomic Layer Deposition Coating of TiO2
Nano-Thin Films on Magnesium-Zinc Alloys to Enhance Cytocompatibility
for Bioresorbable Vascular Stents,” International Journa of Nanomedicine,
tom 14, p. 9955-9970, 2019.

R. Matero, Atomic Layer Deposition of Oxide Films — Growth,
Characterisation and Reaction Mechanism Studies, Helsinki: University of
Helsinki-Finland, 2004.

E. Marin, A. Lanzutti, L. Guzman i L. Fedrizzi, ,,Corrosion protection of AISI
316 stainless steel by ALD alumina/titania nanometric coatings.,” Journal of
Coatings Technology and Research, tom 8, nr 655, 2011.

106



[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

B. Diaz, J. Swiatowska, V. Maurice i A. Seyeux, ,,Electrochemical and time-
of-flight secondary ion mass spectrometry analysis of ultra-thin metal oxide
(A1203 and Ta205) coatings deposited by atomic layer deposition on stainless
steel,” Electrochimica Acta, tom 56, nr 28, pp. 10516-10523, 2011.

S. E. Potts, L. Schmalz, B. Diaz, V. Maurice, A. Seyeux, P. Marcus, G.
Radnoczi i L. Loth, ,,Ultra-Thin Aluminium Oxide Films Deposited by
Plasma-Enhanced Atomic Layer Deposition for Corrosion Protection,”
Journal of The Electrochemical Society, tom 158, nr 5, 2011.

A. S. Jugessur, A. Textor i C. Grierson, ,,Nanometer scale coating using
atomic layer deposition technique to enhance performance of bio-medical
devices,” w Proceedings of the 12th IEEE International Conference on
Nano/Molecular Medicine and Engineering, 2018.

M. Staszuk, D. Pakuta, £.. Raimann, M. Kro6l, M. Basiaga i D. Mystek,
,»Structure and Properties of ZnO Coatings Obtained by Atomic Layer
Deposition (ALD) Method on a Cr-Ni-Mo Steel Substrate Type,” Materials,
tom 13, nr 19, p. 4223, 2020.

W. Walke, M. Basiaga, M. Antonowicz i Z. Paszenda, ,,Sutability of gradient
coatings of Ti02/S102 in improving haemocompatibility of AISI316LVM
base,” Engineering of Biomaterials, tom 143, p. 81, 2017.

M. K. Abbas, S. A. Ajeel 1 H. M. Wafdullach, ,,Biocompatibility, Bioactivity
and Corrosion Resistance of Stainless Steel 316L Nanocoated with TiO2 and
Al203 by Atomic Layer Deposition Method,” w The Sixth Scientific
Conference "Renewable Energy and its Applications" 21-22 February 2018,
Karbala, Iraq, Karbala, 2018.

I. Spaji¢, E. Rahimi, M. Lekka, R. Offoiach i L. Fedrizzi, ,,A1203 and HfO2
Atomic Layers Deposited in Single and Multilayer Configurations on
Titanium and on Stainless Steel for Biomedical Applications,” Journal of the
Electrochemical Society, tom 168, nr 7, p. 071510, 2021.

L. Spaji¢, P. Rodic, G. Sekularac, M. Lekka i L. Fedrizzi, ,,The effect of
surface preparation on the protective properties of A1203 and HfO2 thin films
deposited on cp-titanium by atomic layer deposition,” Electrochimica Acta,
tom 366, nr 137431, 2021.

V. Yelamachili i S. Hajouli, Coronary Artery Stents, Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing, 2021.

C. X. Shan, X. Hou i K.-L. Choy, ,,Corrosion resistance of TiO2 films grown
on stainless steel by atomic layer deposition,” Surface and Coatings
Tehchnology, tom 202, nr 11, pp. 2399-2402, 2008.

107



[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]
[105]

D. Xie, H. Wang, R. Ganesan , Y. Leng i H. Sun, ,,Fatigue durability and
corrosion resistance of TiO2 films on CoCrMo alloy under cyclic
deformation,” Surface and Coatings Technology, tom 275, pp. 252-259, 2015.

C.C.Kei, Y. S. Yu, J. Racek, D. Vokoun i P. Sittner, ,,Atomic Layer-
Deposited Al1203 Coatings on NiTi Alloy,” Journal of Materials Engineering
and Performance, tom 23, p. 2641-2649, 2014.

M. 1. Hamil, N. H. Siyah i M. K. Khalaf, ,,Electrophoretic deposition of Thin
film TiO2 on Ti6AL4V alloy surface for biomedical applications,” Egiptian
Journal of Chemistry, tom 63, nr 8, pp. 2959-2964, 2020.

W. Cai 1J. H. Siu, ,,Effect of working pressure on the structure and the
electrochemical corrosion behavior of diamond-like carbon (DLC) coatings on
the NiTi alloys,” Surface and Coatings Technology, tom 201, nr 9-11, pp.
5194-5197, 2007.

Polski Komitet Organizacyjny, Sektor Zdrowia, Srodowiska i Medycyny, PN-
EN ISO 5832-1:2020-03 Implanty dla chirurgii -- Materialy metalowe --
Czesé 1: Stal nierdzewna do obrobki plastycznej, Warszawa: Polski Komitet
Organizacyjny, 2020.

ASTM international, Standard Test Method for Conducting Cyclic
Potentiodynamic Polarization Measurements to Determine the Corrosion
Susceptibility of Small Implant Devices, West Conshohocken, PA: ASTM
International, 2019.

Polski Komitet Normalizacyjny, Sektor Zdrowia, Srodowiska i Medycyny,
PN-EN ISO 10993-15:2009 Biologiczna ocena wyrobow medycznych -- Czes¢
15: Identyfikacja i oznaczanie ilosciowe produktow degradacji metali i
stopow, Warszawa: Polski Komitet Normalizacyjny, 2009.

ASTM International, Standard Test Method for Pitting or Crevice Corrosion
of Metallic Surgical Implant Materials, West Conshohocken, PA: ASTM
International, 2014.

Polski Komitet Normalizacyjny, Sektor Chemii, PN-EN ISO 20502:2016-05
Ceramika wysokiej jakosci (ceramika zaawansowana, techniczna ceramika
zaawansowana) -- Oznaczanie adhezji powtok ceramicznych w probie
zarysowania, Warszawa: Polski Komitet Normalizacyjny, 2016.

DiaMed AG, Impact-R User Manual, 2005.

R. Major, G. Wilczek, J. Wiecek, M. Gawlikowski i H. Plutecka,
,2Hemocompatibile Thin Films Assessed under Blood Flow,” Molecules, tom
5696, nr 27, pp. 1-25, 2022.

108



[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

Polski Komitet Normalizacyjny, Sektor Zdrowia, Srodowiska i Medycyny,
PN-EN ISO 10993-5:2009 Biologiczna ocena wyrobow medycznych -- Czes¢
5: Badania cytotoksycznosci in vitro, Warszawa: Polski Komitet
Normalizacyjny, 2009.

Polski Komitet Normalizacyjny, Sektor Zdrowia, Srodowiska i Medycyny,
PN-EN ISO 10993-4:2018-02 Biologiczna ocena wyrobow medycznych --
Czesc 4: Wybor badan dla interakcji z krwig, Warszawa: Polski Komitet
Normalizacyjny, 2018.

ASTM International, Standard Practice for Assessment of Hemolytic
Properties of Materials, West Conshohocken, PA: ASTM International, 2010.

L. A. Dobrzanski, A. D. Dobrzanska-Danikiewicz, M. Szindler, A. Achtelik-
Franczak i W. Pakieta, ,,Atomic layer deposition of TiO2 onto porous
biomaterials,” Archives of Material Science and Engineering, tom 75, nr 1, pp.
5-11, 2015.

M. Motola, J. Capek, R. Zazpe, J. Bacova i L. Hromadko, ,,Thin TiO2
Coatings by ALD Enhance the Cell Growth on TiO2 Nanotubular and Flat
Substrates,” ACS Appl. Bio Mater., tom 3, nr 9, p. 6447-6456, 2020.

L. Feller, Y. Yadvat, R. A. G. Khammissa, R. Meyerov i I. Schechter,
,,Cellular Responses Evoked by Different Surface Characteristics of
Intraosseous Titanium Implants,” Biomed Research International, tom 2015,
nr 171945, pp. 1-8, 2015.

P. Wilczek 1 R. Major, Nanostructural materials for implants and
cardiovascular biomedical devices, Krakow: M-Studio, 2011.

B. Alberts, D. Bray, A. Johnson, J. Lewis 1 M. Raff, Podstawy biologii
komorki, Warszawa: PWN, 1999,

E. Noam, ,,Corrosion of Metallic Biomaterials: A Review,” Materials, tom 12,
nr 3, p. 407, 2019.

C. A. Labarrere, A. E. Dabiri i G. S. Kassab, ,,Thrombogenic and
Inflammatory Reactions to Biomaterials in Medical Devices,” Front. Bioeng.
Biotechnol., tom §, nr 123, pp. 1-18, 2020.

E. L. Fosbol, Y. Zhao, D. M. Shahian, F. L. Grover i F. H. Edwards, ,,Repeat
Coronary Revascularization After Coronary Artery; The Society of Thoracic
Surgeons' National Experience, 1991-20,” Circulation, tom 127, pp. 1656-
1663, 2013.

C. Chew, M. Hendrickson, H. Yang, G. A. Stouffer i J. Rossi, ,,Abstract
11557: Rates of Early Target Vessel Revascularization and Target Lesion

109



Revascularization Amongst Third Generation Drug-Eluting Stents,”
Circulation, tom 144, nr 1, p. 11557, 2021.

110



