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I. WPROWADZENIE

Kluczowym etapem w rozwoju prawidtowego funkcjonowania serca cztowieka
jest jego zycie ptodowe. Podczas formowania sie zarodka komorki macierzyste réznicujg
sie, rozpoczynajac rozwo6j wszystkich najwazniejszych struktur tworzacych dojrzaty
organizm. Rozwoj serca i prymitywnych naczyn krwiono$nych przypada na okoto trzeci
tydzien zycia zarodka. Podczas tego wieloetapowego i skomplikowanego procesu
pierwotna cewa sercowa ulega zapetleniu, budujac czterojamowe serce. Jest to jeden
z najistotniejszych okres6w podczas rozwoju serca, poniewaz warunkuje jego
prawidtowe potozenie w obrebie klatki piersiowej, a takze utozenie poszczego6lnych jego
struktur wzgledem siebie. Jednak mozliwe nieprawidtowos$ci wystepujace podczas
kolejnych faz tworzenia sie serca prowadza do pojawienia sie wad wrodzonych.

Wady wrodzone obejmujg zaburzenia rozwoju organizmu, bedace przyczyna
powstania anomalii w budowie réznych czesci ciata. Przyczyny ich wystapienia nie sg
dotychczas w petni poznane. Wada serca jest najcze$ciej wystepujacg wadg wrodzong
u dzieci. Dzieli sie na wiele podjednostek chorobowych, obejmujacych rézne rodzaje
defektow w jego anatomii. Statystycznie najczeSciej wystepuja: ubytek w przegrodzie
miedzykomorowej, miedzyprzedsionkowej i Tetralogia Fallota. Wsp6lnym objawem
tych wad jest wystepowanie otwordw, zlokalizowanych w roéznych miejscach
pompujgcego krew organu. Bezposrednim skutkiem ich wystgpienia sg zaburzenia
prawidtowego przeptywu krwi w sercu. W przypadku duzej liczby lub nasilenia
objawow, mogg doprowadzi¢ nawet do Smierci noworodka.

Nie kazda wada serca wymaga podjecia leczenia. Cze$¢ z nich ulega samoistnemu
zamknieciu w pierwszych latach Zycia dziecka, z innymi mozna funkcjonowa¢ bez
powazniejszych konsekwencji, a czasem stosuje sie farmakoterapie w celu tagodzenia
dokuczliwych objawéw. W przypadku duzych lub skomplikowanych defektow
podejmuje sie operacje na otwartym sercu. Wady izolowane o $rednicy do ok. 40 mm
natomiast mogg by¢ zamykane implantami z wykorzystaniem technik matoinwazyjnych.
Stosowane implanty do uszczelniania ubytkéw w sercu to okludery. Zbudowane s3
najczesciej z nitinolowej siatki, uformowanej w ksztatt dwéch dyskow, pomiedzy
ktérymi rozpieta jest polimerowa tkanina. Ich umieszczenie po obu stronach ubytku

uszczelnia go, zapobiegajac nieprawidtowemu przeptywowi krwi.




Idealnym materialem na implanty wprowadzane do organizmu technikami
matoinwazyjnymi wydaje sie by¢ nitinol, dzieki swojej biokompatybilno$ci
i wykazywaniu zjawiska pseudosprezystosci. Mimo tego, material ten niesie ze soba
ryzyko wystapienia alergii, zakrzepéw czy probleméw wystepujacych podczas
przerastania tkanka. Aby je rozwigza¢, coraz czesSciej proponowane sg rézne metody
modyfikacji powierzchni. Umozliwiaja one ograniczenie wystgpienia efektow
niepozadanych, jednocze$nie pozwalajac na zachowanie efektu zwigzanego z pamiecia
ksztattu. Podjeto wiele préb modyfikacji powierzchni stopu NiTi, takze przez nanoszenie
réznego rodzaju powtok, natomiast nie zaproponowano dotychczas rozwiazania, ktére
skutecznie ograniczytoby uwalnianie niklu, a takze zintensyfikowato procesy proliferacji
komorek wptywajace na przerastanie implantu tkanka. Obiecujace w tym zakresie sg
powltoki na bazie tantalu, ktéry w ostatnich latach zainteresowat naukowcow ze
wzgledu na dobrg biokompatybilnos¢.

W pracy doktorskiej skupiono sie na opracowaniu warunkéw modyfikacji
powierzchni biomateriatu do zastosowania na okludery, ktéra ograniczy przenikanie
jondbw niklu do organizmu, jednocze$nie nie pozbawiajagc wyrobu efektu
pseudosprezystosSci ani nie pogarszajac pozostatych wtasciwosci takich jak odpornos¢
na korozje czy biologiczna odpowiedz komorek. Na podstawie przeprowadzonych badan
dokonano oceny analizowanej powloki do zastosowania w ukladzie sercowo-
naczyniowym. Uzyskane wyniki mogg by¢ podstawa do dalszych badan na wyrobach

medycznych w warunkach in vivo.




II. PRZEGLAD LITERATURY

1. Embriogeneza ukladu sercowo-naczyniowego

Pierwszym funkcjonalnym organem formujagcym sie juz na etapie Zycia
ptodowego u kregowcoéw, w tym ludzi, jest serce [1]. Zaczyna rozwija¢ sie w potowie
trzeciego tygodnia cigzy, w poblizu glowy zarodka, w regionie zwanym obszarem
kardiogennym. Komorki, z ktérych zostanie uformowane réznicujg sie w obszarze pola
sercotworczego, a nastepnie dzielg sie na dwa pola sercowe o rurowym ksztatcie (Rys.
1). Poczatkowo pola sercowe wypeiniajg beleczki mie$niowe, pomiedzy ktérymi
przeptywa krew, a oddychanie i odzywianie wewnatrzkomérkowe zachodzi na drodze
dyfuzji [2]. Pierwsze pole sercowe bierze udziat w tworzeniu przedsionkéw, kanatu
przedsionkowo-komorowego i lewej komory, a drugie jest protoplastg prawej komory
serca, pierwotnej zatoki zylnej, uktadu przewodzacego, tylnej Sciany przedsionkéw, zyt

ptucnych oraz zyt i tetnic wienncowych [3].
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Rys. 1. Etapy rozwoju embrionalnego serca [4]

W dalszym rozwoju zarodka pola sercowe zblizajg sie i tacza ze soba, tworzac
cewe sercowq. To bardzo prymitywna struktura, rozbudowywana w miare migrowania
kolejnych grup komorek w jej kierunku [5]. Szybko tworzy pie¢ odrebnych regionéw:

pien tetniczy, opuszke serca, pierwotng komore, pierwotny przedsionek i zatoke zylna.




W cewie serca mozna wyrézni¢ wspdlny przedsionek, ktéry konczy sie otworem
pierwotnym, zamykajacym sie dopiero podczas uformowania sie zastawek
przedsionkowo-komorowych [6]. Od 21 dnia cigzy rozpoczyna sie wczesna wspotpraca
uktadu nerwowego z mieSniowym, przejawiajgca sie skurczami cewy sercowej, a kilka
dni pdzniej cewa zaczyna pompowac krew [7]. Zewnetrzna $ciana serca zbudowana jest
ze zwartego i luZznego (tzw. gabczastego) miokardium. Utatwia to odzywianie serca
przez krew omywajaca wsierdzie, kiedy nie ma jeszcze naczyn wieticowych [8], [9].

W okolicy czwartego tygodnia cigzy dotychczas prosta cewa sercowa zaczyna
ulega¢ zapetlaniu (Rys. 2). Mechanizm sterujacy tym procesem jest bardzo prosty -
cze$¢ brzuszna wzrasta szybciej w poréwnaniu do grzbietowej. Jest to krytyczny etap
formowania sie serca, decydujacy o prawidtowym potozeniu struktur nie tylko
wzgledem siebie, ale takze w obrebie klatki piersiowej [10]. Nastepnie zaczynaja
uwidaczniac sie regiony serca: pierwotny przedsionek prawy i lewy, komora lewa oraz
opuszka serca. Po zakonczeniu zapetlania serce nabiera 4-jamowego wygladu, cho¢
nadal jest pojedyncza cewa z przewezeniem pomiedzy lewa komorg i lewym

przedsionkiem, zwanym kanatem przedsionkowo-komorowym [11].

" droga odptywu

P prawa komora

B tewa komora

- kanat przedsionkowo-komorowy

. pierwotny przedsionek

. droga naptywu

Rys. 2. Pierwotna cewa sercowa i jej podziat na obszary podczas zapetlania [12]

W 33 dniu cigzy z goérnej czeSci przedsionka wzrasta przegroda, uczestniczaca
w zarastaniu otworu pierwotnego. Kilka dni p6Zniej, w czasie zarastania, w przegrodzie
powstaje nowy otwor, zwany otworem wtoérnym. Réwnocze$nie od strony prawego
przedsionka ros$nie druga przegroda, ktora nie zarasta catkowicie, pozostawiajac
w Srodkowej czeSci otwor, zwany otworem owalnym. Otwér wtérny pozwala na
swobodny przeptyw utlenowanej krwi z tozyska przez prawy przedsionek do
przedsionka lewego, z czeSciowym ominieciem prawej czeSci serca, a po porodzie

zamyka sie samoczynnie, uszczelniajgc przegrode miedzyprzedsionkowa [12].




Podziat przedsionkéw i komoér przez przegrode miedzyprzedsionkows,
przegrode miedzykomorowq i przegrode przedsionkowo-komorowa konczy sie pod
koniec pigtego tygodnia. Zastawki przedsionkowo-komorowe tworzg sie miedzy pigtym
a 6smym, a zastawki potksiezycowate miedzy pigtym a dziewigtym tygodniem cigzy.
Koficowym etapem formowania serca jest przeksztatcenie sie pieciu regionow
pierwotnej cewy sercowej w rozpoznawalne struktury [4].

Tuz po porodzie, po pierwszych kilku wdechach noworodka, dochodzi do
zwiekszenia ci$nienia parcjalnego tlenu, co stymuluje zamkniecie przewodu tetniczego.
Od tego momentu krew z prawej komory ptynie wytgcznie do ptuc, prowadzac do
wytworzenia sie rownolegtych uktadéw: krazenia plucnego i systemowego. W tym
czasie powinno rowniez nastgpi¢ zamkniecie otworu owalnego w przegrodzie
miedzyprzedsionkowej. Zamknieciu takze ulega przewdd zylny, przekierowujac krew

z zyty wrotnej do watroby [13].

2. Budowa i funkcjonowanie zdrowego serca

Serce dorostego cztowieka (Rys. 3) potozone jest w Srddpiersiu, przysrodkowo,
pomiedzy ptucami wjamie osierdzia. Od innych struktur oddziela je twarda btona,
zwang osierdziem lub workiem osierdziowym. Typowe serce jest wielkos$ci pies$ci, ma
ok. 12 cm dtugosci, 8 cm szerokosci i 6 cm grubosci. Biorac pod uwage réznice wielkosci
pomiedzy wiekszoScig przedstawicieli pici, masa kobiecego serca wynosi okoto 250-300
gramow, a meskiego okoto 300-350 gramoéw [14].

Serce sktada sie zczterech komor: po lewej i prawej stronie znajduje sie po
jednym przedsionku i jednej komorze. Przedsionki i komory serca rozdzielaja
przegrody. @ Pomiedzy = dwoma  przedsionkami  znajduje  sie = przegroda
miedzyprzedsionkowa. W zdrowym, dorostym sercu, przegroda miedzyprzedsionkowa
ma owalne zaglebienie, bedace pozostatoScia po otworze owalnym [15]. Przegroda
miedzy przedsionkami i komorami nazywana jest przegroda przedsionkowo-komorowa.
Charakteryzuje sie obecno$cig czterech otwordw, ktére umozliwiaja przeptyw krwi
z przedsionkéw do komér oraz z komoér do pnia ptucnego i aorty. W kazdym z tych
otwor6w miedzy przedsionkami i komorami znajduje sie zastawka, czyli
wyspecjalizowana struktura, zapewniajgca jednokierunkowy przeptyw krwi. Zastawki

pomiedzy przedsionkami i komorami to zastawki przedsionkowo-komorowe. Zastawki




w otworach prowadzacych do pnia ptucnego i aorty, ze wzgledu na ksztatt tworzacych je
ptatow, to zastawki poétksiezycowate. Prawidtowo uformowana zastawka aortalna
sktada sie z trzech ptatkéow: lewego, prawego i tylnego, pozbawionego tetnic
wiencowych. W fazie rozkurczowej napeitniajg sie krwig i dociskajg do siebie,
zapobiegajac odptywowi wstecznemu krwi do lewej komory [16]. Prawa komora serca
pompuje odtlenowang krew do pnia ptucnego, ktéry rozwidla sie na lewa oraz prawa
tetnice ptucna. Te z kolei rozgateziaja sie wielokrotnie, zanim dotra do naczyn ptucnych,
gdzie nastepuje wymiana gazowa. Tetnice pnia ptucnego i ich rozgatezienia sg jedynymi
tetnicami w organizmie, ktdre przenosza wzglednie odtlenowang krew. Wysoko
natlenowana krew powracajaca z naczyn wlosowatych w ptucach przechodzi przez zyty
ptucne. Ptynie do lewego przedsionka, lewej komory serca, aorty i dalej do wielu gatezi
obwodu systemowego. Ostatecznie naczynia te doprowadza ja do naczyn wtosowatych,
gdzie dochodzi do wymiany z ptynem tkankowym i komérkami organizmu. Tlen
i sktadniki odzywcze opuszczaja systemowe naczynia wlosowate, aby wzig¢ udziat
w procesach metabolicznych komoérek, a produkty odpadowe wraz z dwutlenkiem wegla

dostajg sie do krwi [17].

S5t ) pien plucny

ijf{a glowna : _#yly plucne
gorna
przedsionek prawy
przedsionek lewy
zastawka
polksiezycowata zastawka
pnia plucnego : potksiezycowata aorty
A 'zastawka dwudzielna
zastawka trojdzielna (mitralna)
komora prawa
“komora lewa
zyla glowna dolna

przegroda miedzykomorowa

Rys. 3. Anatomia ludzkiego serca [18]
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Kazda z komor serca wyrzuca podczas jednego skurczu okoto 70 ml krwi.
Odpowiada to 5,25 litra ptynu na minute i okoto 14 000 litréw dziennie. W ciggu jednego
roku to 10 milionéw litrow krwi przeptywajacej przez prawie 100 000 km naczyn.
Przyjmujac Srednie tempo skurczéw na poziomie 75 skurczéw na minute, ludzkie serce
kurczy sie okoto 108 000 razy w ciggu jednego dnia, ponad 39 milionéw razy w ciggu

jednego roku i prawie 3 miliardy razy w ciggu 75-letniego zycia [19].

3. Wady wrodzone serca

Serce cztowieka jest niezwykle ztozonym organem, a jego embriogeneza
rozpoczynajgca sie na bardzo wczesnym etapie formowania zarodka naraza je na ryzyko
wystgpienia réznych nieprawidtowosci. Podczas taczenia sie pél sercowych w cewe
sercowg i jej zapetlania powstaja otwory umozliwiajgce swobodny przeptyw krwi.
W zdrowym sercu, po porodzie, otwory te ulegaja zamknieciu samoistnie. Niestety nie
u kazdego zarodka proces ten przebiega bez zaktdcen, a pojawiajace sie btedy moga

skutkowa¢ wystgpieniem wad wrodzonych.

3.1. Etiologia i epidemiologia wrodzonych wad serca

Wady wrodzone serca (Congenital Heart Disease, CHD) obejmuja
nieprawidtowosci w budowie serca powstajgce u ptodu znajdujacego sie w macicy [20].
Ze wszystkich wad wrodzonych, to CHD wystepuja najczeSciej [21], stanowigc ok. 1%
zywych urodzen [22]. Na Swiecie co roku rodzi sie ok. 1,35 mln niemowlat z ré6znymi
rodzajami wad serca [23]. Jedng czwartg z nich okresla sie jako krytyczne wrodzone
wady serca (Critical Congenital Heart Disease, CCHD), ze wzgledu na duza ilo$¢ lub
nasilenie wystepujacych objawoéw [24]. Jezeli nie zostang szybko wykryte, moga
prowadzi¢ do probleméw zdrowotnych, a nawet Smierci [26].

CHD wrciaz pozostaja jedna z gtéwnych przyczyn zgonéw u niemowlat [25].
Prawie potowa z nich jeszcze do niedawna miata miejsce w okresie niemowlecym, ale
dzieki znacznym postepom w zakresie diagnostyki prenatalnej, neonatologii i opieki
dtugoterminowej, znacznie sie zmniejszyta. Obecnie ponad 75% dzieci z CHD, ktére
przezyja pierwszy rok zycia, w tym dzieci ze ztozonymi wadami rozwojowymi, dozyje
dorostosci [26]. Rodzaje chordb zaliczajacych sie do CHD wraz z czestoScig ich

wystepowania przedstawiono w Tab. 1.
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Tab. 1. Czestos¢ wystepowania wrodzonych wad serca wg [27]-[29]

.. Szacowany odsetek CHD

Rodzaj zmiany

[%]
Ubytek w przegrodzie miedzykomorowej 20-40
(Ventricular Septal Defect, VSD)
Ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej 6-10
(Atrial Septal Defect, ASD)
Tetralogia Fallota

5-10
(Tetralogy of Fallot, TOF)
Zwezenie cie$ni aorty 4-10
(Coarctation of the Aorta, CoA)
Przetrwaty przewdd tetniczy 10
(Patent Ductus Arteriosus, PDA)
Transpozycja wielkich naczyn c
(Transposition of the Great Vessels, TGV)
Krytyczna stenoza aortalna c
(Critical Aortic Stenosis, AS)
Zespo6t hipoplastycznego lewego serca 12
(Hypoplastic left heart syndrome, HLHS)
Atrezja zastawki trojdzielnej 1
(Tricuspid Atresia, TA)
Zwezenie zastawki tetnicy ptucnej 1
(Pulmonary Valve Stenosis, PVS)
Anomalia Ebsteina 1
(Ebstein Anomaly, EA)
Przerwanie tuku aorty 1

(Interrupted Aortic Arch, 1AA)

Wiekszos$¢ nieprawidtowosci serca jest wieloczynnikowa, a ich przyczyny nie s3
dotychczas znane. Mozna natomiast wyr6zni¢ czynniki ryzyka, do ktorych zaliczajg sie:
teratogeny S$rodowiskowe (dioksyny, polichlorowane bifenyle, pestycydy) [30],
spozywanie przez kobiete w cigzy alkoholu lub lekéw m. in. przeciwpadaczkowych [31]
czy antyretrowirusowych [32] oraz infekcje, takie jak grypa i rézyczka [33]. Pojawiaja
sie tez doniesienia o negatywnym wplywie otytosci u matki na rozwoj serca ptodu [34],
mogacej prowadzi¢ do cukrzycy [35] czy hipercholesterolemii [36]. Do grupy najczesciej
wystepujacych CHD zalicza sie: ubytek w przegrodzie miedzykomorowej (VSD), ubytek
w przegrodzie miedzyprzedsionkowej (ASD) i tetralogie Fallota (TOF).
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3.2. Ubytek w przegrodzie miedzykomorowej (VSD)

Ubytki w przegrodzie miedzykomorowej stanowia 20-40% wszystkich
wrodzonych wad serca wystepujacych u niemowlat. Statystyki dotyczace stosunku ilo$ci
VSD do innych wad wrodzonych r6znig sie pomiedzy publikacjami i zalezg od tego, czy
autorzy wliczajg urodzenia martwe (wada serca mogta by¢ przyczyna zgonu). Czesto
diagnozowane zlozone anomalie serca wynikajg ze wspétwystepowania VSD z innymi
defektami [37].

Ze wzgledu na miejsce wystepowania, VSD mozna podzieli¢ na: wystepujace

czesSciej ubytki okotobtoniaste, ubytki mieSniowe, naptywowe i podptucne (Rys. 4).

Ventricular Septal Defect
enricu a(';,sf)'; arnete RA - prawy przedsionek

RV - prawa komora

LA - lewy przedsionek
LV - lewa komora

SVC - zyta gtéwna gérna
IVC - zyta gtéwna wewnetrzna
MPA - pieni ptucny

Ao - aorta

TV - zastawka tréjdzielna
MV - zastawka mitralna
PV - zastawka ptucna
AoV - zastawka aortalna

Ubytki:

1 - podptucny

2 - okotobtoniasty
3 - naptywowy

4 - mieSniowy

Rys. 4. Schemat serca z zaznaczonymi miejscami wystepowania ubytkéw (1-4) w VSD [38]

VSD jest rowniez diagnozowany u okoto 0,2% pacjentdéw po zawale serca. Ubytek
w przegrodzie miedzykomorowej, pod wieloma wzgledami, mozna uzna¢ za jedna
z prostszych form CHD. Mozna rozr6zni¢ podziat ubytkow ze wzgledu na ich

wielko$¢ [39]:
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e niewielkie (o powierzchni ponizej 0,5 cm?2) stanowigce wiekszo$¢ przypadkéow,
niepowodujace zaburzen hemodynamiki, zazwyczaj ulegaja samoistnemu
zamknieciu w ciggu kilku miesiecy [40].

e S$rednie (o powierzchni 0,5 - 1,0 cm?) objawiajace sie podwyZszonym ciSnieniem
w pniu ptucnym, co prowadzi do wystepowania dusznosci wysitkowe;j.

e duze (powyzej 1,0 cm?2), najpowazniejsze w skutkach, powodujace znaczny
przeciek lewo-prawy, a w konsekwencji podwyzszone ci$nienie ptucne
i przecigzenie objetosciowe lewej komory. W obrazie klinicznym obserwuje sie
wtedy zastoinowa niewydolnos¢ krazenia [28].

Ubytki te moga wystepowaé samodzielnie, by¢ powikiane dodatkowymi
zmianami wewnatrzsercowymi, a moga tez by¢ czesScig bardziej ztozonych kombinacji,
takich jak tetralogia Fallota, podwojne uj$cie prawej komory, transpozycja lub serce
jednokomorowe [41].

W wiekszosci zanotowanych przypadkéw VSD nie obserwuje sie u noworodkow
zadnych objawoéw; dopiero duze ubytki przegrody skutkuja dusznos$cig, ktopotami
z karmieniem, zaburzeniami rozwoju, wzrostu i przyrostu masy ciata, nawracajacymi
infekcjami dr6g oddechowych, niewydolnoscig krazenia. Widoczng oznaka tej ostatniej
jest sinica, pojawiajgca sie podczas ptaczu lub infekcji. Bez podjecia odpowiedniego
leczenia nastepuje wzrost oporu naczyn ptucnych i odwrdcenie przecieku krwi przez
ubytek przegrody, tzw. zesp6t Eisenmengera.

W przypadku tagodnych VSD u 30-50% dzieci dochodzi do samoistnego
zamkniecia ubytku w ciggu pierwszego roku zycia. Jedno z polskich badan podsumowuje
oSmioletnie wyniki echokardiografii wykonanej u 3691 dzieci w wieku S$rednio
5,8 miesigca. NajczeSciej wykrywang wadg byt VSD izolowany (czyli wystepujacy
samodzielnie, bez wykrycia innych defektéw), ktéry wykryto u 132 dzieci w $rednim
wieku 4,2 tygodnia, co stanowito 19,6% wszystkich wrodzonych anomalii serca.
Samoistne zamkniecie matego ubytku, wystepujacego w wiekszosci w czesci
mie$niowej, zaobserwowano u 48 dzieci. U 33 dzieci ubytki wymagaty zabiegu
operacyjnego [42]. Mehta i in. [43] stwierdzili u 34% dzieci z izolowanym VSD
spontaniczne zamkniecie sie VSD w ciggu roku, a u 67% w ciggu 5 lat. Interwencji
chirurgicznej wymagato 25% ubytkéw okotobtoniastych i 4% mie$niowych.
Spontaniczne zamykanie sie ubytkéw mieSniowych wystepowato dwa razy czeSciej niz

ubytkéw typu okotobtoniastego. Przebieg kliniczny miesniowych VSD jest tagodniejszy
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niz VSD typu okotobtoniastego, chociaz 17% mie$niowych VSD pozostato

niezamknietych w ciggu 5 letniej obserwacji.

3.3. Ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej (ASD)

Inng wada wrodzong serca jest ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej,
z czesto$cia wystepowania ok. 5-10% [44]. Obejmuje zaréwno wady dotyczace
przegrody, jak i inne, ktére umozliwiajga przeptyw krwi pomiedzy przedsionkami.
W przypadku braku powiktan w wieku niemowlecym, objawy ASD pojawiajg sie dopiero
u os6b dorostych, pomiedzy 30 a 40 roku Zycia, a czestotliwo$¢ wystepowania
nietolerancji wysitku, tachyarytmii przedsionkowych, dysfunkcji prawej komory
i nadci$nienia ptucnego wzrasta wraz z wiekiem i oczekiwang dtugoscia Zycia [45].
Zmniejszenie wydolno$ci wysitkowej zwigzane jest z wyrdéwnaniem sie ci$nien
w przedsionkach i wiekszg podatnoscig na przeciek utlenowanej krwi z lewej strony na
prawa [46]. Nieleczona wada moze skutkowac zastoinowa niewydolno$cig krazenia,
powiekszeniem i przerostem prawego przedsionka, a takze zaburzeniami rytmu
(migotanie przedsionkow). Mechanike przeptywu krwi w ASD w przedstawiono na Rys.

5.

Atrial Septal Defect
(ASD)

RA - prawy przedsionek

RV - prawa komora

LA - lewy przedsionek

LV - lewa komora

SVC - zyta gtéwna gérna

IVC - zyta gtbwna wewnetrzna
MPA - pieni ptucny

Ao - aorta

TV - zastawka trojdzielna

MV - zastawka mitralna

Rys. 5. Schemat serca z zaznaczonym miejscem wystepowania ASD [38]
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Wyrdznia sie cztery rodzaje ubytkéw w przegrodzie miedzyprzedsionkowej [47]:
e ubytek typu otworu pierwotnego (ostium primum, ASDI),
e ubytek typu otworu wtérnego (ostium secundum, ASDII),
e ubytek typu zatoki zylnej (sinus venosus, ASD-SV),
e ubytek typu zatoki wienncowej (coronary sinus atrial septal defect, ASD-cs).

Mate ubytki w przegrodzie miedzyprzedsionkowej, o wielko$ci ponizej 5 mm,
zwykle zamykajg sie samoistnie w pierwszym roku zycia [48]. Duze ubytki, wieksze niz
1 cm, moga wymagac interwencji przezskornej lub chirurgicznej, aby zapobiec dalszym
powiktaniom, takim jak: czeste infekcje uktadu oddechowego, trudnosci w oddychaniu,
duszno$ci i zmeczenie, szmery w sercu, obrzeki konczyn dolnych, udar moézgu,
dysrytmia inadci$nienie ptucne [49]. Ryzyko rozwoju choroby naczyn ptucnych,
potencjalnie $miertelnego powiktania, jest wyzsze u kobiet i o0séb starszych
z nieleczonym schorzeniem. Chirurgiczne zamkniecie wady jest bezpieczne i skuteczne,
a jesli zostanie wykonane przed 25 r. z., nie wplywa na obnizenie oczekiwanej dtugosci
zycia. Co wiecej, nie okreslono dolnej ani gérnej granicy wieku dla zamkniecia ubytku,
a wielu klinicystow decyduje sie skierowal dzieci bez objawéw na zabieg w wieku
3-5 lat. Zamkniecie ubytku jest bezpieczne i skuteczne w tagodzeniu objaw6w, nawet
u pacjentow w podeszlym wieku, oczywiscie z wyjatkiem wystgpienia
przeciwwskazan [45].

Szczegblnym przypadkiem ASD jest przetrwaly otwér owalny PFO (Patent
Foramen Ovale), wystepujacy nawet u 20-30% populacji. Jest pozostatoScia po otworze
taczacym w zyciu ptodowym prawy i lewy przedsionek serca i ulega zamknieciu
u wiekszosci niemowlat w ciggu pierwszego roku zycia. Jednak u czesci zdrowych oséb
nie zamyka sie catkowicie i w jego miejscu pozostaje nieczynny PFO. WiaZe sie to
z ryzykiem wystgpienia zwiekszonego ci$nienia w prawym przedsionku, co moze
doprowadzi¢ do otwarcia kanatu i wystgpienia przecieku prawolewego [50].

ASD wystepuja tez razem z innymi wrodzonymi wadami serca, takimi jak VSD.
Pacjenci z atrezjg (zaro$nieciem) zastawki trojdzielnej, transpozycja wielkich naczyn,
zespolem hipoplastycznego lewego serca oraz catkowitym anomalnym powrotem zyt
ptucnych potrzebuja naprzemiennego przeptywu krwi jaki zapewnia ASD, aby
przetrwa¢  pierwotng zmiane chorobowa do czasu podjecia leczenia

interwencyjnego [51].
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3.4. Tetralogia Fallota (TOF)

Kolejnag wada wrodzong serca jest tetralogia Fallota, ktéra w Stanach
Zjednoczonych wystepuje czeSciej (1 na 2518 urodzen) niz ASD (1 na 2122), wg
statystyk z lat 2004-2006 [52]. Schemat serca z zaznaczonymi nieprawidtowos$ciami

przedstawiono na Rys. 6.

Tetralogy of Fallot
(%F) RA - prawy przedsionek

RV - prawa komora

LA - lewy przedsionek

LV - lewa komora

SVC - zyta gtéwna goérna

IVC - zyta gtéwna wewnetrzna
MPA - pien ptucny

Ao - aorta

TV - zastawka tréjdzielna

MV - zastawka mitralna

PV - zastawka ptucna

AoV - zastawka aortalna

Rys. 6. Schemat serca z zaznaczonymi nieprawidtowymi przeptywami krwi w TOF [38]

TOF diagnozowane jest na podstawie wystgpienia wszystkich czterech wymienionych
anomalii [53]:

e otwoOr w Scianie pomiedzy dwoma dolnymi komorami serca - ten stan nazywany jest
réwniez ubytkiem w przegrodzie miedzykomorowej,

e zwezZenie zastawki ptucnej i gtéwnej tetnicy ptucnej,

e powiekszenie zastawki aortalnej, ktéra wydaje sie otwiera¢ z obu komoér, a nie tylko z
lewej, jak w zdrowym sercu; zastawka aortalna znajduje sie bezposrednio na szczycie
ubytku w przegrodzie miedzykomorowej,

e Sciana mie$niowa dolnej cze$ci prawej komory serca jest grubsza niz normalnie,
wystepuje tzw. przerost komor.

Wada uznawana jest za krytyczng, poniewaz niemowle ze zdiagnozowana TOF moze
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wymagac operacji lub innych zabiegéw niedtugo po urodzeniu. Tetralogia Fallota moze
spowodowac zmniejszenie ilosci tlenu we krwi, objawiajac sie niebieskawym kolorem skéry
zwanym sinicg - poniewaz krew nie przenosi wystarczajacej iloSci tlenu. Niemowleta z TOF lub
innymi wadami powodujacymi sinice mogg mie¢ powazne problemy zdrowotne, w tym: wyzsze
ryzyko zapalenia wsierdzia, arytmii, zawroty gtowy, omdlenia lub drgawki, op6Zniony wzrost i
rozwoj. Podczas operacji leczenia TOF, lekarze poszerzaja lub wymieniajg zastawke ptucna i
powiekszaja przejScie do tetnicy ptucnej. Umieszczajg réwniez tate na ubytku przegrody
miedzykomorowej, aby zamknaé otwoér miedzy dwiema dolnymi komorami serca. Dziatania te

maja na celu poprawe przeptywu krwi do ptuci reszty ciata [38].

3.5. Metody leczenia

Leczenie wrodzonych wad serca zalezy od wieku pacjenta, ilosci lub nasilenia
objawow, wielko$ci defektu, a takze obecno$ci innych czynnikéw. W przebiegu
wiekszosci z nich (m. in. w VSD, ASD, TOF) pojawiaja sie ubytki, przez ktore krew
w sercu przeptywa w sposéb nieprawidtowy, uposledzajac jego funkcjonowanie. Cze$¢
z nich zamyka sie samoistnie w pierwszych latach zycia dziecka, a przy wystepowaniu
dokuczliwych objawéw mozna zastosowac farmakoterapie. Jednak leki majg za zadanie
jedynie tagodzi¢ symptomy choroby, takie jak nieregularne bicie serca czy wahania
ci$nienia, ale nie ma takich, ktére mogtyby naprawic istniejacy ubytek.

Uszczelnienie otworu moze by¢ wykonane podczas operacji na otwartym
sercu (co jest zalecane w przypadku duzych anomalii) lub z wykorzystaniem technik
matoinwazyjnych. Niektére dotkniete chorobg niemowleta idzieci moga wymagac
jednej lub kilku interwencji przeprowadzanych w celu rekonstrukcji serca. Operacje na
otwartym sercu przeprowadza sie w krazeniu pozaustrojowym, zwykle u dzieci w wieku
przedszkolnym. Ubytki zszywane s3a nieresorbowalnym szwem cigglym, a jezeli jest ich
kilka i majg wieksze rozmiary, do zamkniecia wykorzystuje sie tate z osierdzia dziecka
lub z tworzywa sztucznego [45].

Ubytki, ktéorych morfologia umozliwia uszczelnienie ich przy pomocy implantu,
do Srednicy nawet 40 mm, mozna leczy¢ za pomoca przezskornie wprowadzanych
okluderéw. Okluder to samorozprezajace sie urzadzenie o konstrukcji sktadajgcej sie
z dwoch dyskow wykonanych z cienkiego drutu nitinolowego z wszyta w nie tatka
z tkaniny poliestrowej (Rys. 7). Urzadzenie jest w petni kompatybilne ze wspdtczesnym

obrazowaniem rezonansu magnetycznego, ale moze powodowa¢ artefakty. Okludery na
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rynku dostepne s3 w roéznych rozmiarach, odpowiadajagcym $rednicom ubytkéw

wsercu, a takze ksztattach, dopasowanych do uszczelniania roéznego rodzaju

defektow [54].

Rys. 7. Konstrukcja okludera na przyktadzie urzqdzenia Amplatzer PFO Occluder [55]

Zabieg matoinwazyjny polega na nakluciu zyly lub tetnicy przy znieczuleniu
miejscowym i wprowadzeniu cewnika, zwanego kateterem, przesuwanego w Swietle
naczynia do wtasciwego miejsca w sercu (Rys. 8). NajczeSciej w celu przeprowadzenia
cewnikowania serca nakluwa sie naczynia udowe, rzadziej korzysta sie z dojscia przez
konczyne gérna. W przypadku cewnikowania lewych struktur serca naktuwa sie

naczynia tetnicze, natomiast prawych - naczynia zylne [56].

Kateter

Rys. 8. Schemat przemieszczania sie kateteru przez zyte udowq [56]
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Leczenie przeznaczyniowe jest skuteczng i bezpieczng metoda zamykania
ubytkéw. Dzieki rozwojowi technik matoinwazyjnych mozliwe jest przeprowadzanie ich
w coraz bardziej skomplikowanych przypadkach. Na przyktad, wprowadzenie nowych
rodzajow zatyczek Amplatza pozwolito na wykorzystanie techniki przeznaczyniowej do
zamykania miesniowych, jak i okotobtoniastych ubytkéw przegrody miedzykomorowej
i miedzyprzedsionkowej [57]. Mimo Ze zabiegi te obecnie wykonuje sie gtéwnie u dzieci
w wieku przedszkolnym, zalecane s3 réwniez u oséb dorostych, u ktérych wystepuje
znaczne nasilenie lub zwiekszona ilo$¢ objawow. Podczas procedury wszczepiania
implantu, na koncu kateteru znajduje sie ztozony okluder, ktéry po dotarciu do
wtasciwego miejsca, uwalnia sie z systemu wprowadzajgcego (Rys. 9). Ruchy kateteru w

naczyniach i jamach serca sg kontrolowane na ekranie monitora, poniewaz okresowo

przez ciato badanego przepuszcza sie wigzke promieni rentgenowskich [47].
b)

Rys. 9. Widok okludera po umieszczeniu w sercu pacjenta: a) wizualizacja komputerowa [57]

oraz b) zdjecie fluoroskopowe [58]

WskaZznik powodzenia zabiegéw przezskérnych jest poréwnywalny z tym
dla zabiegdéw chirurgicznych. Powiktania sg rzadkie, a ryzyko mozna zmniejszy¢ za
pomoca odpowiedniego doboru rozmiaru urzadzenia. Zaletami zabiegu
matoinwazyjnego s3: brak torakotomii (otwarcia klatki piersiowej), brak blizny
operacyjnej i krotki czas pobytu w szpitalu. Nie jest wymagana transfuzja krwi, wiec
mozna unikng¢ powiktan z nig zwigzanych [58]. Wedlug przeprowadzonej analizy na
grupie 718 dzieci, przezskdrne zamykanie ASD ma o 7% wyzszy wskaznik reinterwencji,
ale S$miertelno$¢ nie jest wieksza niz wprzypadku konwencjonalnej operacji

chirurgicznej [59]. Dziecko kwalifikowane do zamkniecia ubytku metoda kardiologii
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interwencyjnej powinno mie¢ powyzej 10 kilograméw masy ciata. NajczeSciej ubytek
zamyka sie zapinkg Amplatza, chociaz dostepne sg réwniez zapinki innych firm i wcigz
pojawiajg sie nowe. Kazda z nich rézni sie nieco miedzy sobg budowg i technikg
implantacji. Zapinka jest dobrze widoczna w badaniu echokardiografii
przezprzetykowej, ktorej zastosowanie jako drugiej metody obrazujacej - oprocz
metody angiograficznej - jest niezbedne podczas zabiegu. Dwa oddalone od siebie
ubytki miedzyprzedsionkowe teoretycznie mozna zamkng¢ dwiema zapinkami, ale
w przypadku pacjentow zniska masg ciata zaleca sie kierowa ich na operacje
kardiochirurgiczng. = Zamykanie  ubytkéw w  przedniej czeSci  przegrody
miedzyprzedsionkowej wigze sie z niebezpieczenstwem uszkodzenia wezta
przedsionkowo-komorowego. Pooperacyjne zaburzenia przewodzenia naleza jednak do
rzadkosci, a $miertelnos¢ okotooperacyjna jest znikoma [47]. Wedtug wytycznych ESC
(European Society of Cardiology) z 2020 roku, dotyczacych leczenia oséb dorostych
zwrodzonymi wadami serca, zaleca sie zamkniecie ubytku przezskérnie (metoda
matoinwazyjna), co jest mozliwe u ok. 80% pacjentéw wymagajacych zabiegu [60].

Nie zawsze wada serca moze by¢ w petni naprawiona, ale podjete dziatania mogg
usprawni¢ zaréwno jego prace, jak i przepltyw krwi. Jednak nawet udana operacja
sprawia, ze dla osob z CHD ryzyko zachorowalnos$ci na arytmie, kardiomiopatie czy
infekcje mie$nia sercowego jest wieksze [61]. W przypadku najpowazniejszych wad
serca konieczne jest zastosowanie transplantacji. Decyzja o kwalifikacji do przeszczepu
podejmowana jest przez wielodyscyplinarny zespoét ztozony ze specjalistow zajmujgcych
sie kardiologig transplantacyjng, kardiochirurgig, intensywng terapig kardiologiczna,
pielegniarstwem i psychologia transplantacyjng [62]. Wady wrodzone serca stanowig
najczestsze kryterium diagnostyczne kwalifikujgce do tego rodzaju operacji. Na
podstawie raportu obejmujacego przeszczepy w latach 2009-2016 zauwazono, ze
w przypadku os6b z CHD ryzyko odrzucenia przeszczepu jest nawet dwukrotnie

wieksze niz w przypadku innych choréb [63].

3.6. Implanty dedykowane do zamykania ubytkow w okolicy

serca

Najczesciej stosowanym systemem do zamykania ubytkow w przegrodzie

miedzyprzedsionkowej, zaré6wno w Polsce, jak i na $wiecie, jest produkt firmy Abbot,
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Amplatzer PFO Occluder (Rys. 10). Sktada sie z dwoéch dyskéw potaczonych
przewezeniem, zbudowanych z samorozprezalnego, nitinolowego drutu uformowanego
w siateczke, stanowigca rusztowanie dla tat poliestrowych. W proksymalnej i dystalnej
czeSci implantu umieszczono dobrze widoczne w promieniowaniu Roentgena markery,
utatwiajgce prawidtowe umieszczenie urzadzenia. Potwierdzeniem skutecznosci
implantu w zapobieganiu nawrotom udaru byto badanie [64], w ktérym 980 pacjentow
w przedziale 18-60 lat podzielono na grupe do interwencyjnego zamkniecia PFO (499)
lub leczenia farmakologicznego (481). Podczas obserwacji (przez 4,2 - 8 lat) w grupie
leczonej inwazyjnie ponowny udar mézgu wystgpit u 18, a w grupie leczonej
farmakologicznie u 28 oséb. Oznacza to 45-procentowg redukcje ryzyka udaru w okresie
obserwacji. Dla samego udaru Kkryptogennego, ktéremu moze zapobiec zabieg
zamkniecia PFO, mozna przypisa¢ 72-procentowg redukcje w okresie obserwac;ji.
Kolejnym urzadzeniem do leczenia PFO jest System PFO Nit-Occlud (Rys. 11).
Zbudowany jest z pojedynczego drutu ze stopu NiTi i uszczelniony materiatem
wykonanym z polietylenotereftalanu (PTE). Wklesty ksztatt jednego z dyskéw powinien
utatwi¢ przyleganie do $ciany przedsionka, a jego budowa pokrywanie sie
Srodbtonkiem. Badania na pacjentach potwierdzity skuteczno$¢ systemu poréwnywalna
z zapinka firmy Abbot [65]. U jednego ze 151 badanych stwierdzono zakrzepice
wystepujaca na urzadzeniu, a u 19% po 6 tygodniach wystapit przeciek resztkowy, ktory
po 6 miesigcach od zabiegu wystepowat juz tylko u 1,1% pacjentow [66].

Rys. 10. Amplatzer™ PFO Occluder [67] Rys. 11. Nit-Occlud® PFO firmy PFM Medical [68]

Nieco inne rozwigzanie zaproponowata firma Occlutech (Rys. 12). Urzadzenie
sktada sie z dwoch dyskoéw plecionych z cienkiego nitinolowego drutu (40-200 pm).
Catos$¢ pokryta jest azotkiem tytanu, ktéry, oprécz ztotego koloru, zapewnia dodatkowg

odpornos$¢ na korozje. Cienkie taty uszczelniajgce wykonano z politereftalenu etylenu
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(PET). Podobng powtoke zastosowano w urzadzeniu Cera Flex (Rys. 13). Nie
zaobserwowano dotychczas istotnych réznic w poréwnaniu do zapinki Amplatzera,

a przeprowadzone badania potwierdzity bezpieczenstwo i skuteczno$¢ obu urzadzen
[65], [69], [70].
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Rys. 12. Occlutech Flex Il PFO Occluder [71] Rys. 13. CeraFlex™ PFO Occluder [72]

W Stanach Zjednoczonych najczesciej uzywanym systemem do zamykania ASD
jest Amplatzer Septal Ocluder firmy Abbot (Rys. 14) [46], a takze okluder septalny Gore
Cardioform Septal Occluder (Rys. 15). Konstrukcja tych implantéw oparta jest o dwa
dyski z nitinolowej siateczki potaczone zwezeniem, z poliestrowym (Abbot) lub

politetrafluoroetylenowym wypetnieniem (Gore) [46].
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Rys. 14. Amplatzer™ Septal Occluder firmy Rys. 15. GORE® CARDIOFORM Septal
Abbot [67] Occluder [73]

Wykorzystanie pseudosprezystego stopu NiTi pozwala na przezskdérne
wszczepienie zlozonych implantéw i rozlozenie ich dyskéw dopiero w miejscu ze
zmiang chorobowag, szczelnie zamykajac ubytek. Przezskdrne zamkniecie ubytkdw moze
by¢ bezpiecznie wykonane z niskim ryzykiem powiktan okoto- i pooperacyjnych u dzieci
ponizej 3 roku zycia. W trakcie zabiegu i rocznej obserwacji grupy 149 dzieci nie doszto

do zgonu ani embolizacji implantu, natomiast tylko w jednym z badanych przypadkéw
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wystapity powazne powiktania po zabiegu. U wszystkich pacjentéw doszio do
normalizacji $rednicy prawej komory, a u wiekszosci dzieci obserwowano
przyspieszenie rozwoju fizycznego i ustgpienie towarzyszacych zaburzen chorobowych
[74]. W najwiekszej dotychczas opisanej grupie pediatrycznej poréwnano wyniki 4606
zabiegow przezskérnych i 3159 zabiegéw chirurgicznych zamkniecia ASD w 35
szpitalach dzieciecych. Wykazano, Ze przezcewnikowe zamkniecie ASD byto réwnie
korzystne jak zabieg chirurgiczny, a dodatkowo skracato okres hospitalizacji. Efekty
utrzymywaty sie do 18lat po zabiegu. U zadnego z pacjentdw nie zaobserwowano
nadzerki serca, co potwierdza, Ze powiktanie to jest zjawiskiem wyjatkowym. U dzieci o
masie ciata ponizej 15 kg oraz tych z duzymi ubytkami wystepowato jednak wieksze
ryzyko powiktan [75].

W przypadku innej CHD, przetrwatego przewodu tetniczego, zaleca sie
stosowanie zmodyfikowanego ksztattu okludera (Rys. 16), ktérego trzon jest o 2 mm
wiekszy na koncu ptucnym niz na koncu aortalnym w poréwnaniu do standardowego
okludera Amplatzer. Ta cecha zapewnia dodatkowg stabilnos¢ pozycji urzadzenia i moze
zmniejszy¢ ryzyko embolizacji aorty, szczegdlnie w przypadkach, gdy musi zostaé
z jakiego$S powodu usuniete. Charakteryzuje sie tez nizszym profilem, dzieki czemu
nawet najwiekszy rozmiar implantu mozna wszczepi¢ za pomocg systemu
wprowadzajgcego o Srednicy 6Fr (French, jednostka miary stuzgca do pomiaru

wielkosci cewnika, 1Fr = 1/3mm) [76].

Rys. 16. Zdjecie konstrukcji okludera Occlutech® PDA [76]

Kazda konstrukcja siatki okludera wypeiniona jest tkaning, zwykle poliestrowa,
ktéra zamocowana jest luzno na nitinolowym stelazu w celu zapewnienia szczelno$ci
uktadu. Jednak w wiekszosci okluderéw materiat ten nie izoluje rusztowania od
kontaktu zludzka tkanka, dlatego w pracy skupiono sie przede wszystkim na tym

najbardziej newralgicznym elemencie budowy implantu.
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4. Problematyka stosowania implantow ze stopu NiTi

Stop niklu i tytanu jest jednym z materiatow wykorzystywanych do produkc;ji
implantow, zwlaszcza tych o niewielkich rozmiarach ze wzgledu na bardzo dobra
biokompatybilnos¢ i odporno$¢ na zmeczenie [77]. Glownym efektem
wykorzystywanym w implantach ze stopu NiTi jest efekt pseudosprezystosci,
wynikajacy z niedyfuzyjnej transformacji miedzy martenzytem a austenitem
kontrolowanej przez przytozone naprezenie. Efekt ten, razem z dobrg odpornoscia na
zginanie, umozliwia zastosowanie technik matoinwazyjnych do umieszczenia implantu
we wilasciwym miejscu w ciele pacjenta [78]. Do systeméw stosowanych w uktadzie
sercowo-naczyniowym nalezg, oprécz omoéwionych wczes$niej okluderéw, stenty (Rys.
17), stentgrafty (Rys. 18), urzadzenia do trombektomii (usuwania zakrzepéw, Rys. 19)
czy filtry do wytapywania skrzepow krwi (Rys. 20).

Nitinol uwazany jest za najlepszy material pod wzgledem hemokompatybilnosci
z krwig. Dodatkowo, we wszystkich wymienionych implantach wykorzystuje sie jeden
z efektow pamieci ksztattu, pseudosprezystos¢, dzieki ktorej material zapamietuje
nadany mu wczesniej ksztatt. Wprowadzenie implantu do organizmu z wykorzystaniem
technik matoinwazyjnych wymaga S$ci$niecia urzadzenia, a po umieszczeniu
w prawidlowym miejscu, powrotu do zadanego ksztattu. Stop NiTi jako jedyny jest
w tym celu stosowany na tak szeroka skale, cho¢ pojawia sie coraz wiecej doniesien
o probach wykonania implantow biodegradowalnych, polimerowych, o zblizonych do
niego wtasciwosciach, pozbawionych wad materiatu metalowego [79].

Mimo niewatpliwych korzysci ptyngcych ze stosowania implantow, kazde
wprowadzenie ciata obcego do organizmu, a zwtaszcza do uktadu krwionos$nego,
obarczone jest ryzykiem. Do mozliwych powiktan naleza reakcje alergiczne, blok
przedsionkowo-komorowy oraz wystepujace najczesSciej, powiklania zakrzepowo-
zatorowe. Mozna powiedzie¢, ze implant jest hemokompatybilny, jesli nie powoduje
uszkodzenia krwinek, adhezji biatek oraz nie przyczynia sie do agregacji ptytek krwi

(trombocytéw), co moze prowadzi¢ do powstawania zakrzepdéw [80].
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Rys. 17. Stent firmy InSitu Technologies [81] Rys. 18. Stentgraft firmy Cryolife [82]

Rys. 19. Urzqdzenie do trombektomii firmy Rys. 20. Filtr do wytapywania skrzepow krwi
Neurosafe [83] Denali firmy Bard [84]

Biokompatybilno$¢ stopow NiTi poréwnywalna jest zbiokompatybilnoSciag
czystego tytanu, ale zastosowanie tego materiatu do dtugotrwatego implantowania
budzi watpliwosci ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ niklu i ryzyko uwalniania jego
jonéw w wyniku korozji w Srodowisku organizmu. Dane dotyczace stezenia jonow Ni,
mogace powodowac alergie, nie sg jednoznaczne. Nikiel i jego jony nie powoduja
$Smiertelnych zatru¢, ale stosunkowo tatwo sprzyjaja powstawaniu alergii, dermatoz
i zapaleniu skéry. Ponadto moga wykazywaé¢ dziatanie nowotworowe, teratogenne
i mutagenne [85]. Cytotoksycznos$¢ niklu zalezy od jego stezenia w materiale. Nikiel jest
toksyczny dla ludzkich osteoblastéw w stezeniach powyzej 50 ppb. Natomiast ostra
toksycznos$¢ obserwowana jest przy stezeniach przekraczajacych 200 ppb. Bezposredni

wptyw na liczbe uwolnionych jonéw Ni jest wprost proporcjonalny do czasu ekspozycji
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i odwrotnie proporcjonalny do wartosci pH roztworu. Jony niklu jako produkt korozji
implantu gromadza sie w $ledzionie, a nastepnie w ptucach inerkach. Zwiekszone
stezenie niklu obserwuje sie rowniez w tkankach w poblizu implantu [86]. Dlatego
odpornos$¢ korozyjna implantéow NiTi ma tak duze znaczenie, gdyz bezposrednio
wptywa na hemokompatybilnos¢.

Wystgpieniu zakrzepow zapobiega sie obecnie poprzez podawanie pacjentowi
lekow przeciwzakrzepowych, ktére moga jednak wywotywac dziatania niepozadane.
Nawet w przypadku najbardziej zaawansowanych urzadzen wspomagajacych prace
komor serca, wykorzystujgcych najnowsze technologie, odsetek niepowodzen z powodu
zakrzepicy siega 6% [87]. Po wprowadzeniu implantu do uktadu krwionos$nego,
dochodzi do szybkiej adsorpcji bialek na jego powierzchni, inicjujac tworzenie sie
skrzeplin, poniewaz warstwa biatkowa stymuluje kolejne reakcje [88]. Jednym
z pierwszych biatek osocza, ktoére osadzajg sie na sztucznych powierzchniach jest
fibrynogen, posredniczacy w adhezji ptytek krwi [89]. Z kolei ptytki krwi przylegajace
do sztucznych powierzchni ulegaja aktywacji i uwalniaja substancje, ktére poprawiaja
ich adhezje, aktywacje i agregacje. Prowadzi to do powstawania zakrzepéw ptytkowych,
a liczba krazacych w uktadzie krwiono$nym ptytek krwi moze sie zmniejsza¢ przy
dtugotrwatej ekspozycji materiatéw trombogennych na krew [90]. Nagromadzenie sie
zakrzep6w na powierzchni implantu jest niekorzystnie i zaburza proces gojenia. Jest to
jednak rzadkie powiktanie, bo czesto$¢ wystepowania embolizacji okludera uzyciu
nowoczesnych urzadzen wynosi zaledwie 0,5% [91]. Przyktad usunietego z ciata

pacjenta implantu po 7 dniach od wszczepienia przedstawiono na Rys. 21.

Rys. 21. Eksplantowany okluder do zamykania ubytku w przegrodzie miedzyprzedsionkowej (ASD),

w ktérym widoczne jest nieprawidtowe tworzenie sie tkanki i skrzepliny [91]
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Po wszczepieniu okludera zloZony proces gojenia prowadzi do pokrycia go
tkanka nabtonkowag w ciggu kilku miesiecy (Rys. 22). Nieprawidtowosci podczas
procesu endotelizacji zwiekszaja ryzyko powiktan takich jak zakrzepica lub zapalenie
wsierdzia. Do badania procesu gojenia wykorzystuje sie zaré6wno modele zwierzece, jak
i okludery eksplantowane z cial pacjentéw. Poczatkowo obserwuje sie intensywng
reakcje zapalng obejmujaca fibryne, komorki zapalne, czynniki angiogenne, macierz
pozakomoérkowa i skrzepliny. Nastepnie tworzy sie ziarnina, ktéra z czasem ulega
zwtoknieniu. Czas trwania tego procesu jest bardzo zmienny, od 28 do 90 dni

w modelach zwierzecych i od 6 do ponad 18 miesiecy u ludzi [53], [92].

Rys. 22. Makroskopowe zdjecia usunietych okluderéw z modelu swinskiego pokazujqgce postepujqgcy
przerost okluderéw tkankg witéknistq w zaleznosci od czasu implantacji [93]:
po 3 miesigcach (A), po 5 miesiqcach (B), po 8 miesiqgcach (C) i po 15 miesigcach (D)
Pokrycie okludera tkanka po stronie lewego przedsionka zwykle jest catkowite
lub prawie catkowite, podczas gdy pokrycie go po stronie prawego przedsionka bywa
zmienne (Rys. 23). Endotelizacja implantu w tym miejscu moze by¢ utrudniona ze
wzgledu na jego wypuktly z tej strony ksztalt, wystajacy do jamy prawego przedsionka.
Badania Kkliniczne potwierdzaja, Ze najwazniejszym czynnikiem decydujacym

o skutecznym pokryciu tkanek jest catkowite rozwiniecie sie konstrukcji okludera [94].
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Rys. 23. Okludery zaimplantowane w serce owcy, oba usuniete po 3 miesigcach.
Okluder pokryty jednostronnie: A - strona prawa, B - strona lewa

Okluder z petnym pokryciem tkankq: C - strona prawa, D - strona lewa [94]

Nitinol, w poréwnaniu do innych materiatdw metalowych stosowanych na
implanty, charakteryzuje sie niska widzialnoScig fluoroskopows, tj. nie jest dobrze
widoczny w promieniach Roentgena. Nie jest to korzystne, poniewaz zabiegi chirurgii
maloinwazyjnej  przeprowadzane s3 z  wykorzystaniem = promieniowania
rentgenowskiego. Aby poprawi¢ widzialno$¢ fluoroskopowg, wykorzystuje sie
platynowe znaczniki na poczatku i koncu implantu, pomagajace lekarzowi
prawidtowo umiejscowi¢ urzadzenie [95].

Biokompatybilno§¢ materialu poprawiana jest dzieki zachodzacemu na
powierzchni materiatu zjawisku samopasywacji, ktore powoduje powstanie cienkiej
warstwy tlenku tytanu (TiOz). Warstwa pasywna ogranicza przenikanie jondéw niklu do
tkanek i zwieksza odporno$¢ na korozje w srodowisku ptynéw ustrojowych cztowieka.
Literatura naukowa potwierdza, ze biokompatybilno$¢ materiatu poprawia sie poprzez
zastosowanie dodatkowej pasywacji i pogrubienie zewnetrznej warstwy TiO2 [96], co
mozna osiggna¢ réznymi metodami, takimi jak anodowanie, implantacja jonéw czy

nanoszenie réznych powtok [97].
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Aby ograniczy¢ przenikanie jonéw niklu, ryzyko powstawania zakrzepéw,
tworzenia sie stanu zapalnego, poprawi¢ widzialno$¢ fluoroskopowa czy
zintensyfikowa¢ proliferacje komoérek nabtonka, stosuje sie roéznego rodzaju
modyfikacje powierzchni stopu NiTi. Najpowazniejszym z wystepujacych powiktan jest
powstawanie zakrzepow, ktére w obecnej chwili minimalizuje sie przez stosowanie
odpowiednich lekéw. Dlatego tez istnieje duza potrzeba opracowania takiej modyfikacji
materiatu, ktéry wykluczy lub ograniczy konieczno$¢ stosowania $rodkow

farmakologicznych, oddziatywujacych na caty organizm.

5. Modyfikacje powierzchni stopu NiTi do zastosowan

w ukladzie krwionoSnym

W literaturze znajdujg sie opisy réznych metod pasywacji powierzchni nitinolu,
dlatego autorka pracy w ramach badan wstepnych [98] przeprowadzita ocene wptywu
wybranych metod pasywacji stopu NiTi na jego wiasciwosci. Ze wzgledu na niewielkie
rozmiary tego rodzaju implantéw, jako obrébke wstepna zastosowano polerowanie
elektrochemiczne w 3,5-molowym roztworze H2SO4. Nastepnie poréwnano cztery
metody pasywacji: we wrzacej wodzie, we wrzacym H202, w autoklawie oraz
w powietrzu, w temperaturze T = 450 °C. Do oceny powierzchni zastosowano badania
odpornosci na korozje wzerowg, elektrochemiczng spektroskopie impedancyjng (EIS)
oraz pomiary zwilzalnoSci. Wyniki badan odpornosci korozyjnej w $rodowisku
sztucznego osocza wskazujg na brak istotnych réznic pomiedzy réznymi rodzajami
pasywacji w porédwnaniu z polerowaniem elektrochemicznym. Jedynie pasywacja
w perhydrolu zmienita powierzchnie hydrofilowa w hydrofobowa. Mozna stwierdzi¢, ze
juz podczas procesu polerowania elektrochemicznego spontanicznie wytwarza sie
warstwa pasywna o bardzo dobrej biokompatybilnosci, a stosowanie pozostatych
zaproponowanych metod pasywacji nie poprawia, ale tez nie pogarsza badanych
wtasciwosci.

Czesto stosowang procedura modyfikacji powierzchni stopow NiTi (a takze
stopéw tytanu przeznaczonych na implanty) jest anodowanie, w ktorym jednym
z podstawowych celow jest wytworzenie stosunkowo grubej warstwy tlenku
i modyfikacja topografii powierzchni stopu. Niestety, proces ten sprzyja uwalnianiu

jonéw Ni przez pory utworzone na powierzchni. Dlatego tez zaleca sie zastosowanie po
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anodowaniu warstwy zatrzymujgcej uwalnianie jonéw Ni. W trakcie anodowania stopu
NiTi w elektrolicie zawierajgcym HNOs3 i/lub H3POs4, tworzy sie hydrofilowa
powierzchnia, ktéra skutecznie zwieksza wydajno$¢ proliferacji komérek i ich
aktywno$¢ na powierzchni nitinolu. Jednakze nikiel jako sktadnik powierzchni oraz
uwalnianie jego jonéw z wnetrza stopu hamuje przytaczanie i proliferacje komorek, co
z kolei ostabia pozytywny efekt anodowania. W Kkonsekwencji prowadzi to do
pogorszenia odpowiedzi komoérek. Krytyczny problem uwalniania jonéw Ni moze by¢
zniwelowany poprzez znaczace zmiany w procesie anodowania w celu
zminimalizowania wielko$ci powstajagcych poréw. Anodowanie zageszcza rowniez
powierzchniowg warstwe tlenku, ktéra poprawia odpornos$¢ na korozje [99].

Oprécz zwiekszania grubosci warstwy pasywnej roznymi metodami, innym
sposobem na poprawe odpornosci na korozje stopu NiTi jest naniesienie powtoki
dwutlenku tytanu (TiO2). Na przyklad, warstwa TiO2 wytworzona za pomoca
przetapiania tukiem prézniowym (Vacuum Arc Remelting, VAR) poprawia odpornos¢ na
korozje, zwieksza kat zwilzania, adhezje osteoblastéw izmniejsza cytotoksyczno$¢
nitinolu [100]. Stosujac niskotemperaturowa metode osadzania powtoki tlenkowej na
polerowanym mechanicznie stopie NiTi, mozna zwiekszy¢ odpornos¢ stopu na korozje.
Po obrdbce hydrotermicznej w temperaturze T = 140 °C przez czas t = 10 h, skaningowa
mikroskopia elektronowa wykazuje obecnos¢ jednolitej warstwy TiOz o grubosci okoto
200 nm (Rys. 24). Srednia chropowato$¢ powierzchni z powtoka wynosita 7,3 nm i byta
tego samego rzedu co chropowato$¢ powierzchni polerowanej (10,3 nm).
Charakterystyka korozyjna w roztworze Hanka w temperaturze 37 °C przy uzyciu
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) i techniki polaryzacji
potencjodynamicznej wykazata, Ze probki pokryte powtokami miaty znacznie wyzsza
odpornoscig korozyjnag niz préobki przygotowane metoda polerowania mechanicznego
i trawienia chemicznego w roztworze kwaséw HF:HNOs w proporcji 1:10. Stwierdzono,
Ze materiat podioza nie powinien sta¢ sie cze$cia warstwy poddanej obrébce, aby
zminimalizowa¢ zawartos¢ Ni w powierzchni, a temperatura obrobki powinna by¢ niska,
najlepiej nieprzekraczajgca T = 300-400 °C, aby nie zaburza¢ wtasciwosci
termomechanicznych implantéw NiTi. Proces nie powinien by¢ tez procesem liniowym,
aby zapewni¢ rownomiernie zmodyfikowang warstwe wierzchnig dla implantéw

o ztozonej geometrii [101].
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Rys. 24. Zdjecia SEM prébki NiTi pokrytej tlenkiem tytanu: (a) powierzchnia

(b) przekroj poprzeczny [101]

Kolejnym sposobem naniesienia tlenku tytanu jest plazmowo wspomagane
osadzanie warstw atomowych. W celu oceny wtasciwos$ci powtoki TiO2 na powierzchni
podtoza Ni50Ti50, zbadano odporno$¢ na Kkorozje, uwalnianie jonéw niklu
i biokompatybilnos¢ in vitro. Wyniki pokazujg, ze powtoka TiO: jest jednolita i wykazuje
strukture amorficzng. Uzyskano powtoke TiO2 o odpowiedniej przyczepnosci do podtoza
i wykazano, ze charakteryzuje sie wiekszg zwilzalnoScig niz podtoze Ni50Ti50. Moze tez
skutecznie hamowac¢ uwalnianie jonéw niklu. Po zanurzeniu w symulowanym ptynie
ustrojowym na 30 dni, ilo§¢ uwolnionych jonéw niklu zmniejsza sie z 60 ppb dla podtoza
do 20 ppb dla podtoza z powtoka TiOz natozong podczas 200 cykli. Biokompatybilnosc¢ in
vitro wykazata, ze analizowana powloka TiO2 moze zwiekszy¢ przyczepno$¢ komorek,
poprawic ich proliferacje i zmniejszy¢ cytotoksyczno$¢. Po 5 dniach hodowli, powtoka
poprawsita az 2,7 razy proliferacje komorek i zmniejszyta cytotoksycznos$¢ z 48% dla
podtoza do 37% dla podtoza z naniesiong powtoka. Wyniki te wskazujg, Zze powtoka TiO2
osadzona technikg PE-ALD (Plasma-Enhanced Atomic Layer Deposition) moze skutecznie
poprawi¢ biokompatybilno$¢ NiTi SMAs (Smart Materials) [100].

Stosunkowo tatwg metoda, ktéra mozna wykorzysta¢ do poprawy wiasnosci
stopu NiTi, jest metoda zol-zel. Proces formowania, morfologie powierzchni i strukture
powtok badano za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej i mikroskopii sit atomowych.
Wyniki wykazaty, Zze czastki TiO2 w byty osadzone w powtoce o grubosci 205 nm.
Elektrochemiczny pomiar korozji wskazat, ze cienka warstwa TiO2, jako warstwa
ochronna, byta skuteczna w poprawie odpornosci na korozje stopu NiTi. Dodatkowo,

w warunkach in vitro oceniono hemokompatybilno$¢ modyfikacji powierzchni istopu
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NiTi poprzez pomiar dynamicznego czas krzepniecia i testy adhezji ptytek krwi (Rys.
25). Wyniki wykazaty, ze stop NiTi pokryty warstwg TiO2 charakteryzowat sie lepsza
kompatybilno$cig z krwig [102].

Rys. 25. Mikrofotografie SEM ptytek krwi przylegajqcych do (a) podtoza ze stopu NiTi i (b) warstwy
TiO; po 1 h inkubacji w osoczu bogatoptytkowym [102]

Dwuetapowy proces anodowania wraz z naniesieniem powtoki zawierajacej
chitozan i heparyne moze sprzyja¢ biokompatybilnosci w stosunku do sktadnikéw
morfotycznych krwi powierzchni nitinolu, co moze by¢ korzystne dla stentéw
wiencowych. Podczas badan elektrochemicznych powtoka chitozanowo-heparynowa
skutecznie powstrzymuje uwalnianie jonéow Ni ze stopu i poprawia jego
hemokompatybilno$¢. Potwierdzono réwniez pozytywny wptyw zastosowanej powtoki
na proliferacje komdrek srodbtonka zyty pepowinowej [103].

Oprécz polimeréw biostabilnych, obecne badania dotyczace implantow
koncentruja sie na polimerach biodegradowalnych. Poniewaz ulegaja one degradacji po
spetnieniu swojej funkgcji, ich zastosowanie moze przyczyni¢ sie do zmniejszenia liczby
zdarzen niepozadanych, takich jak restenoza, po6Zna zakrzepica czy reakcje
nadwrazliwos$ci. Przeglad [104] dotyczyt parametréow funkcji tkanek i komérek krwi,
ktére powinny by¢ brane pod uwage przy ocenie biokompatybilnosci polimeréw w celu
zwiekszenia ich fizjologicznych wtasciwosci. WtasciwoSci podtoza, na ktérym
umieszczane s3 komorki naczyniowe, moga mie¢ duzy wptyw na morfologie,
réznicowanie, ruchliwos¢ i losy komoérek. Przyszte zadania dla rozwoju biomateriatéw

przeznaczonych do zastosowan medycznych to nie tylko dostosowanie konstrukcji
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stentéw i biomateriatéw do potrzeb fizjologicznych, ale takze doskonalenie i rozwijanie
metod in vitro dla ich adekwatnej oceny.

Cienka powtloka poliuretanowa (o grubo$ci do 25 pm) moze zapobiec
uszkodzeniom komoérek $rodbtonka podczas rozszerzania sie stentu nawet o 225%.
Powloka poprawia odporno$¢ na korozje i obniza chropowato$¢ powierzchni.
Dodatkowo, zastosowany material umozliwia wprowadzenie do powtoki lekoéw w celu
przyspieszenia procesu gojenia. W przypadku sterylizacji takich kompozytéw skuteczna
okazuje sie plazma helowa [105]. Modyfikacja ta jednak nie zapobiega szkodliwej
migracji jondéw niklu do organizmu [103].

W celu wytworzenia bioaktywnych powtok dla stentéw wewnatrznaczyniowych
mozna zastosowal proces samoorganizacji warstwa po warstwie dwoch
polisacharydéw, hialuronanu (HA) i chitozanu (CH). Warstwa podktadowa
z polietylenoiminy (PEI) zaadsorbowana na powierzchni metalu jest wymagana, aby
zainicjowac¢ sekwencyjng adsorpcje stabych polielektrolitow. Pokryte wielowarstwowo
probki NiTi wykazywaty zwiekszone wtasciwosci przeciwzakrzepowe w poréwnaniu do
niezmodyfikowanych préobek NiTi, co wykazano poprzez zmniejszenie adhezji ptytek
krwi w teScie in vitro (zmniejszenie o 38%; p = 0,036). Badanie ex vivo na modelu
swinskim wykazato, ze powtoka nie zapobiegata osadzaniu sie neutrofili. Wielowarstwy
z domieszka donoru tlenku azotu dodatkowo zmniejszaja nawet o 40% adhezje plytek
krwi w pordwnaniu do standardowych wielowarstw. Gdy druty NiTi pokryte
wielowarstwag zawierajacg fluorescencyjnie znakowany HA zostaty umieszczone
w bliskim kontakcie ze $ciang naczynia, polisacharyd przemies$cit sie na prébki aorty
wieprzowej. Zwiekszona odporno$¢ na tworzenie sie zakrzepéw samoorganizujacej sie
wielowarstwy wraz z wtasciwo$ciami przeciwzapalnymi i gojenia sie ran hialuronianu
i chitozanu powinny zmniejszy¢ hiperplazje neointimy zwigzang z implantacja
nitinolowego stentu [106].

Na implanty wykonane z NiTi stosowane s3 réwniez powtoki polimerowe
uwalniajgce substancje antyproliferacyjne i przeciwzapalne [107], wykazujace
zmniejszenie restenozy. Jednak stosowane sg tylko w wybranych przypadkach ze
wzgledu na wysokie koszty. Sposob dziatania takich powlok opiera sie na
antyproliferacyjnych lub przeciwzapalnych wtasciwoSciach uwalnianych substancji.
Powtoki polimerowe stuzace jako nos$nik, powinny charakteryzowac sie stabilnoscig

i biokompatybilno$cia, aby zapewni¢ korzystne dziatanie leku. Zastosowany jako
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matryca powtoki poliuretan wykazuje lepsze wyniki w zakresie aktywacji procesu
krzepniecia i zapalenia w poréwnaniu z innymi badanymi materiatami. Jednak
zwiekszona catkowita powierzchnia membrany polimerowej wykazuje znacznag
aktywacje granulocytéw. Aby zbadac¢ te ceche w poréwnaniu z innymi materiatami do
przeszczepéw jak np. politetrafluroetylen (PTFE) konieczne wydaje sie bezposrednie
poréwnanie ich wtasciwosci fizykochemicznych. Polerowanie mechaniczne i pasywacja
nie poprawiaja wlasciwosci powierzchni stentéw, natomiast polerowanie
elektrochemiczne, i piaskowanie zmniejszyty aktywacje. Najnizszy potencjat
trombogenny stwierdzono w grupie stentow pokrytych poliuretanem. [los¢ osadzonych
komorek identyfikowana skaningowa mikroskopig elektronowa dobrze koreluje ze
stopniem aktywacji ptytek krwi iaktywacji procesu krzepniecia, reprezentowanym

przez spadek liczby ptytek krwi po 120 minutach ekspozycji na krew (Rys. 26) [107].

- o

Rys. 26. Pojedyncza adhezja komdrek krwi na powtoce poliuretanowej (A) i powierzchni
piaskowanej (B), geste osadzanie fibryny i ptytek krwi na powierzchni elektropolerowanej (C)
i pasywowanej (D) [107]

Wykorzystanie stentéw ze stopu NiTi zwigzane jest z dwoma glownymi
problemami [108]: restenoza oraz opdznieniem reendotelizacji, ktére wptywaja na
bezpieczenstwo kliniczne izmniejszajg efekty zabiegu. Osadzenie warstwy Al203
o grubosci 10 nm na powierzchni nitinolu oraz zmodyfikowanie sekwencyjne heparyna

iSrodkiem  sprzegajagcym  3-aminopropylotrietoksysilanem  (APS)  poprawia
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hemokompatybilnos¢ materiatu, co zostato potwierdzone przez pomiar kata zwilzania,
zbadanie adsorpcji biatek oraz adhezji ptytek krwi. Wyniki testéw hemolizy, proliferacji
komorek i cytotoksycznosci wykazaty, ze natozenia heparyny na stop NiTi zachowato
pierwotne pozytywne wtasciwo$ci materiatu. Ze wzgledu na skomplikowany i niewielki
ksztatt implantéw stosowanych w uktadzie krwiono$nym, korzystng technologia do
modyfikacji i funkcjonalizacji powierzchni jest metoda osadzania warstw atomowych
ALD (Atomic Layer Deposition). Ma duzy potencjat w produkcji wyrobéw medycznych,
szczegOlnie w zakresie modyfikacji i funkcjonalizacji powierzchni. Daje mozliwos$¢
precyzyjnej kontroli grubos$ci warstwy w skali nanometrycznej oraz jednorodne
powlekanie podtozy, nawet o skomplikowanych ksztattach, z wysoka powtarzalno$cia,
w stosunkowo niskiej temperaturze [108].

W wymaganiach stawianych implantom, oprdécz biokompatybilnosci, szczeg6lnie
podkres$la sie konieczno$¢ ograniczenia kolonizacji bakteryjnej, mogacej wywotywac
infekcje. Dobra biokompatybilno$¢, mozliwos¢ funkcjonalizacji powierzchni i obiecujaca
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wykazuje tlenek grafenu (GO). Po zsyntetyzowaniu
tlenku grafenu funkcjonalizowanego zelatyng (GOGel) do wytworzenia powtok
powierzchniowych na podtozach nitinolowych, badano funkcje mysich komorek
osteoblastycznych (MC3T3-E1), w tym przytaczanie sie komorek, proliferacje
iroznicowanie. Funkcje komorek MC3T3-E1 byty znaczaco zwiekszone zar6wno na
nitinolu pokrytym GO (GO@NiTi) jak i na nitinolu pokrytym GOGel (GOGel@NiTi)
w porownaniu z nitinolem bez powtoki. Powierzchnia funkcjonalizowana zelatynag
wykazywata najlepsze wyniki w zakresie adhezji, proliferacji i réznicowania komoérek.
Dodatkowo, zbadano wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe powtok opartych na GO
w stosunku do Escherichia coli za pomoca zliczania jednostek tworzacych kolonie,
barwienia fluorescencyjnego live/dead oraz skaningowego mikroskopu elektronowego.
Stwierdzono, ze powloka hamowata wzrost E. coli. Obrazy SEM ujawnity, Ze btona
komdrkowa bakterii stracita integralnos¢, a obrazy fluorescencyjne potwierdzity niski
stosunek live/dead E. coli po inkubacji na podtozach. Stwierdzono, Ze powtoki oparte na
tlenku grafenu osadzonym na NiTi tacza w sobie aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
iulepszong biokompatybilnos¢, a =zatem prezentuja niezwykly potencjat
w zastosowaniach na implanty [109].

Poprawe hemokompatybilno$ci implantu mozna osiggna¢ réwniez poprzez

pasywne pokrywanie weglikiem krzemu, ktory dzieki swoim witaSciwoSciom
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potprzewodzacym zmniejsza intensywno$¢ tworzenia sie skrzeplin. Samorozprezalne
stenty z powtoka z weglika krzemu i bez niej poddano badaniom weryfikujacym jej
wptyw na wiasnosci trombogenne. Oceniano liczbe trombocytéw, B-tromboglobuline
(TG), kompleks trombina-antytrombina (TAT) III oraz elastaze polimorficzna.
Uwalnianie niklu oznaczano ilosSciowo w dniach 1, 3 i 223 przy uzyciu spektrometrii
absorpcji atomowej w piecu grafitowym. Aby uwidoczni¢ tworzenie sie skrzeplin na
powierzchni, przeprowadzono skaningowa mikroskopie elektronowa. Badania wykazaty
przewage stentdw powlekanych w zakresie 3-TG oraz tworzenia kompleksu TAT III.
SEM ujawnita prawie nieobecne tworzenie sie skrzeplin na powtoce. Uwalnianie niklu
byto zredukowane o ponad 90% we wszystkich punktach czasowych. W warunkach
invitro powtoka z weglika krzemu zastosowana na samorozprezalnych stentach
obwodowych wykazata przewage w zakresie trombogennoS$ci. Pasywna bariera
spowodowata ograniczone uwalnianie niklu z samego stopu. Cechy te wydajg sie
obiecujace dla zastosowania w naczyniach obwodowych [110].

Pomimo wyzej opisanych propozycji modyfikacji powierzchni stopu NiTi,
naukowcy nie przeprowadzali dotychczas badan pod wzgledem adhezji powtoki do
podioza i jej odpornosci na odksztatcenie. Nie zaproponowano dotychczas powtoki,
ktéra poprawitaby odpowiedz biologiczng komorek, hamowata powstawanie
zakrzepdw, ograniczala przenikanie jonow niklu do organizmu ijednoczes$nie
poprawitaby widzialnos$¢ fluoroskopowa. Speinieniem wszystkich wymienionych funkcji
moze by¢ powtoka na bazie tantalu.

Tantal i zwigzki na bazie tantalu znalazty zastosowanie w wielu dziedzinach,
takich jak implanty biomedyczne i narzedzia chirurgiczne, ze wzgledu na doskonatg
odporno$¢ na korozje i wysoka plastycznos$¢ [111]. Tantal jako pierwiastek jest rowniez
bardzo dobrze widoczny w promieniowaniu rentgenowskim, w przeciwienstwie do
stopu NiTi, dlatego zastosowanie biokompatybilnej powtoki na bazie tantalu moze
poprawi¢ widoczno$¢ fluoroskopowa implantéw. Co wiecej, badania odksztatcalnos$ci
takich powtok sugeruja, ze przygotowanie powierzchni moze mie¢ kluczowy wptyw
odporno$¢ na podatno$¢ na odksztatcenie (Rys. 27), co jest niezwykle istotne

w przypadku stopdw NiTi [112].
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Rys. 27. Obrazy SEM odksztatconych warstw tantalowych [112]

Co wiecej, powtoki z pieciotlenku tantalu (Ta20s5) odparowywane wigzka
elektrondw charakteryzuja sie dobrg cytokompatybilno$cia [113]. Po 5-dniowym
pobycie na podtozu pokrytym Ta20s wzrasta gesto$¢ komdrek fibroblastow [114].
Wprowadzenie Ta20s metodg osadzania elektroforetycznego (Electrophoretic
Deposition, EPD) w strukture powtoki z naturalnego hydroksyapatytu (nHA) na podtozu
NiTi poprawito jego biokompatybilnos$¢. Obecno$¢ Ta20s zmniejszyta wymywanie jonow
NiTi poprzez zmniejszenie porowatosci struktury hydroksyapatytu [115]. Potwierdzono
potencjat tlenku tantalu w zakresie poprawy odpornosci na korozje i odpowiedzi
komérkowych (np. adhezji, proliferacji i réznicowania) podtozy tytanowych w celu
poprawy ich cytokompatybilnosci i odpornosci na korozje. Warstwy tlenku tantalu
osadzone s3 na podtozach tytanowych przy uzyciu techniki osadzania wspomaganego
polimerami (Polymer Assisted Deposition, PAD). Przeprowadzone badania potwierdzity
utworzenie sie warstw tlenku tantalu na powierzchniach podtozy Ti. Powtoka poprawita
odpornos$¢ na korozje, a takze poprawita proliferacje, mineralizacje i ekspresje genoéw
osteogenicznych. Nie uwzgledniono jednak badan wtasnosci fizykochemicznych [116].

Chociaz w nielicznych pracach badano potencjalne zastosowanie powtok na bazie
tantalu na implanty ze stopu NiTi, nie zostaty one jeszcze doktadnie zbadane [117]-
[119]. Wiekszos$¢ dotychczasowych prac koncentrowata sie na wytwarzaniu powtok

Ta20s na stopie NiTi przy uzyciu ré6znych metod w celu poprawy odpornosci na korozje
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[120], [121]. Powtoka tlenku tantalu i jej warstwa pasywna skutecznie chronig podtoze
przed Korozja wzerowa. Poprawa odpornosci korozyjnej wigze sie ze zmniejszeniem
penetracji jonéw niklu do roztworu symulujgcego plyny ustrojowe. Wiekszo$¢ badan
przedstawia wyniki dotyczace jedynie zagadnien materiatowych lub jedynie
biologicznych i nie rozwijajg kwestii przydatnosci wytworzonych powtok, takich jak
podatnos$¢ powtoki do odksztatcen, adhezji do powierzchni podtoza czy odpornosci na
Scieranie. Rzadko tez omawiajg zagadnienia dotyczace wptywu przygotowania
powierzchni na wtasciwos$ci powtoki.

Nie przeprowadzono dotychczas badan, ktére weryfikowatyby w jaki sposob
przygotowanie powierzchni wplywa na wtasciwo$ci materiatu pokrytego Taz0s.
Przedstawia sie gtéwnie ich zastosowanie w réznych gateziach przemystu ze wzgledu na
dobre wtasciwoSci optyczne [122]. Dlatego, w ramach prac wstepnych, skupiono sie na
wptywie przygotowania powierzchni oraz opracowaniu warunkoéw nanoszenia powtoki

Ta20s [123].
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6. Podsumowanie przegladu literatury

Formowanie sie serca podczas embriogenezy jest bardzo ztozonym procesem,
w ktérym czynniki genetyczne i epigenetyczne sterujg rozwojem kolejnych struktur,
a pojawiajace sie btedy moga prowadzi¢ do powstania ubytkéw w tkance tworzacej ten
organ. Wsréd wad wrodzonych serca najczesciej wystepuja: ubytek w przegrodzie
miedzyprzedsionkowej (VSD), ubytek w przegrodzie miedzykomorowej (ASD) oraz
tetralogia Fallota (TOF). Skutki nieleczonych wad obnizajg jako$¢ Zycia pacjenta, a czesto
nasilajg sie dopiero w zyciu dorostym. Leczenie obejmuje farmakologiczne tagodzenie
objawo6w, a w powazniejszych przypadkach konieczne jest zastosowanie interwencji
kardiochirurgicznej. Jednym ze sposobdéw zamykania ubytkéw jest wszczepienie
okludera, ktéry uszczelni przeciek krwi przez otwér w sercu. Dzieki wykorzystaniu
efektu  pseudosprezystosci stopéw NiTi mozliwe jest wykonanie zabiegu
z wykorzystaniem technik matoinwazyjnych, pozwalajagcych na zaimplementowanie
okludera w zlozonej postaci i roztozenie do pozadanego ksztattu dopiero w miejscu
wystepowania przecieku.

Zastosowanie stopu NiTi do wytwarzania okluderéw, pomimo jego dobrej
biokompatybilnosci, nie jest catkowicie pozbawione ryzyka. Do mozliwych powiktan
naleza reakcje alergiczne wywotane przez przenikanie jonéw niklu do organizmu,
zjawisko nadmiernego przerastania implantu Srodbtonkiem oraz ryzyko wytworzenia
sie zakrzepow w kontakcie implantu ze sktadnikami morfotycznymi krwi.

O skutecznosci zastosowania okluderéw Amplatzera wykonanych ze stopoéw NiTi
decydujg wtasciwosci fizykochemiczne powierzchni implantu [124]. Dlatego w obecnie
prowadzonych badaniach najwieksza uwage skupia sie na opracowaniu sposobu
wytwarzania powlok na powierzchni metalu znacznie ograniczajacych proces
krzepniecia krwi i zapewniajgcych ich dobrag biotolerancje w $rodowisku sercowo-
naczyniowym. Dodatkowo, metoda nanoszenia powtoki nie powinna by¢ prowadzona
w zbyt wysokiej temperaturze, aby nie pozbawi¢ wyrobu efektu pseudosprezystosci.

Dotychczas przeprowadzono wiele analiz wptywu modyfikacji powierzchni na
wtasciwosci stopu NiTi do zastosowan w uktadzie krwiono$nym. Brakuje jednak
kompleksowego podejscia, 1aczacego z jednej strony badania wtasnos$ci
fizykochemicznych, a z drugiej biologicznych. Wiekszo$¢ prac opisujacych metodyke

modyfikacji powierzchni stopu NiTi skupia sie albo na analizie wtasnos$ci
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fizykochemicznych albo na wtasno$ciach biologicznych. Czesto nie jest rozpatrywany
wptyw techniki implantacyjnej na wtasciwosci powtoki, co jest istotne dla implantéw ze
stopu NiTi ze wzgledu na efekt pseudosprezystosci, dlatego badania podatnosci do
odksztatcen sg kluczowe. Rzadko bada sie rowniez adhezje powtoki do podtoza, mimo Ze
to jeden z bardziej istotnych parametréw. Nawet gdy prowadzi sie badania uwalniania
jonéw niklu do podtoza, nie uwzglednia sie odpornosci na korozje po odksztatceniu.
W czesci przytoczonych publikacji autorzy skupiaja sie na poprawie odpornosci na
korozje, podczas gdy problemem jest przede wszystkim uwalnianie do organizmu jonow
niklu. Z kolei badania biologiczne powinny by¢ prowadzone zaréwno w kierunku oceny
cytotoksycznosci, jak i proliferacji r6znych linii komérkowych.

W celu ograniczania ilo$ci uwalnianych jonéw niklu, poprawy odpowiedzi
biologicznej komorek i ograniczeniu ryzyka powstawania zakrzepow, stosuje sie rézne
modyfikacje powierzchni stopéw NiTi. Dotychczas zaproponowano nastepujace
warstwy wierzchnie: ceramiczne (TiOz, TiN, itp.), metalowe (Pa, Zn, Zr, itp.), polimerowe
(polilaktyd PLA, poliamidy PA, PTFE itp.), polisacharydowe (chitozan, heparyna) czy
weglowe (GO). Do ich wytworzenia najcze$ciej stosowane s3: metoda zol-Zel, osadzanie
elektrochemiczne, metody natryskiwania plazmowego, CVD, PVD, natryskiwanie
termiczne lub plazmowe, napylanie jonowe lub magnetronowe, anodowanie, osadzanie
jarzeniowe oraz metody laserowe [125]. Niestety najwieksza wadga tych metod, oprécz
wysokiej temperatury osadzania, jest nierdwnomierne pokrywanie ze wszystkich stron
ztozonych geometrycznie powierzchni (np. zminiaturyzowanych implantéw) co jest
niezwykle istotne w przypadku okluderéw. Dlatego tez skutecznym rozwigzaniem moze

by¢ zastosowanie metody niskotemperaturowej ALD, spetniajacej to kryterium.
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I11. BADANIA WLEASNE

1. Cel, zalozenia i teza pracy

Najnowsze publikacje naukowe w obszarze biomateriatéw skupiaja sie na
modyfikacjach powierzchni, realizowanych miedzy innymi poprzez nanoszenie cienkich
warstw réznymi metodami. Takie podejScie pozwala na poprawe czesci wtasciwosci
materialu, nie zmieniajgc znacznie jego podstawowej funkcji. Implanty stosowane
w chirurgii matoinwazyjnej, wykonane ze stopu NiTi, charakteryzuja sie przede
wszystkim efektem pseudosprezystosci, a zaproponowana powtoka powinna poprawié
wilasnos$ci stopu, nie wplywajac znaczaco na zmiane Kksztattu. Na podstawie
przeanalizowanych danych literaturowych dotyczacych modyfikacji powierzchni stopu
NiTi oraz wynikéw badan wstepnych, ktérych cze$¢ autorka opublikowata w [98], [123],

sformutowano cel pracy:

Opracowanie warunkéw wytwarzania wielofunkcyjnej powtoki na bazie
tantalu na powierzchni stopu NiTi o wtasnosciach fizykochemicznych adekwatnych

do specyfiki uktadu sercowo-naczyniowego.

Do dyscypliny inzynieria biomedyczna naleza, miedzy innymi, zagadnienia
zwigzane z opracowywaniem warunkéw wytwarzania powlok na biomateriatach
i weryfikacja ich przydatnosci do zastosowan klinicznych. Aby osiagna¢ zatoZony cel,
zrealizowano szereg dziatan, od prawidtowego uksztattowania struktury, wtasnos$ci
mechanicznych materiatu podtoza do morfologii, wtasnosci fizykochemicznych powtok
mogacych mieé¢ zastosowanie w uktadzie krwiono$nym. Na podstawie przegladu

literatury przyjeto nastepujaca teze badawcza:

Mozliwe jest wytworzenie wielofunkcyjnej powtoki na bazie tantalu metodq
osadzania warstw atomowych na podtozu ze stopu NiTi o wtasnosciach
fizykochemicznych adekwatnych do specyfiki uktadu sercowo-naczyniowego,

zapewniajqcych ograniczenie uwalnianie jonéw Ni oraz tworzenia sie zakrzepow.
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W celu weryfikacji postawionej tezy zrealizowano plan badawczy, ktérego
schemat blokowy przedstawiono na Rys. 28. Zawarty w nim szereg badan in vitro
pozwolit na opisanie proceséw zachodzacych na powierzchni implantéw wytworzonych
ze stopu NiTi pokrytego powtoka na bazie tantalu, przeznaczonych do stosowania

w uktadzie krwiono$nym.

l Badanie materiatu analiza skiadu chemicznego
wyjsciowego ocena wlasnosci mechanicznych

polerowanie elektrochemiczne
‘ Dobdr warunkow obroébki

S naniesienie powtoki Ta,0s metoda Atomic Layer Deposition (ALD)

sterylizacja

badania sktadu chemicznego, struktury

f Charakterystyka powloki i mikrostruktury
pomiary grubosci powloki

badania adhezji powloki do podioza

badania tribologiczne

l Ocena wiasnosci fizycznych badania zwilzalnosci i swobodnej energii powierzchniowej

badania topografii powierzchni

badania odpornosci na korozje wzerowa podczas odksztalcania
Ocena wlasnosci

elektrochemicznych

[
1

badania odpornosci na korozje szczelinowa

- =

badania przenikania jonéw

badania adhezji bakterii do podtoza
badania cytotoksycznosci
A Ocena wiasnosci badania proliferacji komérek
biologicznych badania wlasnosci trombogennych
ocena oddzialywania biomateriatu na krwinki czerwone

oznaczanie cytokin prozapalnych

Rys. 28. Schemat zrealizowanego planu badawczego
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2. Material do badan

Do przeprowadzenia badan wykorzystano trzy postacie préobek stopu NiTi
(55,6% Ni): drut o dtugosci 90 mm i grubosci 0,178 mm firmy Fort Wayne Metals oraz
arkusze blachy w stanie pseudosprezystym firmy Wolften, Sp. z o. o, z ktorych laserowo
wycieto paski o wymiarach 90 x 5 mm i grubo$ci 0,3 mm oraz krazki o $rednicy 14 mm
igrubosci 0,8 mm. Sktad chemiczny oraz wtasnosci mechaniczne analizowanych
materialéw speiniaty wymagania normy ASTM F2063-18 [126]. Temperatura koncowa
austenitu Af wynosita T=34°C x5 °C.

3. Modyfikacja powierzchni

W celu przygotowania powierzchni stopu NiTi do natozenia powtoki, probki
poddano procesowi polerowania elektrochemicznego w roztworze metanolu i H2S504
[127] w firmie Balton sp. z o. o. (doktadny sktad chemiczny roztworu zastrzezony przez
firme), zajmujacej sie produkcjag wyrobéw medycznych, w tym stentéw ze stopu NiTi. Ze
wzgledu na rodzaj zastosowanego roztworu, podczas polerowania elektrochemicznego
nastgpita pasywacja powierzchni stopu. Nastepnie wszystkie probki byly czyszczone
przez t = 10 min w kapieli ultradzwiekowej, w temperaturze T = 20 °C w 96% roztworze
alkoholu etylowego.

W kolejnym etapie natozono cienka warstwe Ta20s metoda Atomic Layer
Deposition (ALD), stosujac wybrane prekursory: podgrzewany Tantalum Ethoxide
Ta(OCzHs)s oraz wode (Hz20). Wiekszo$¢ technik naktadania powtok wymaga
zastosowania podwyzZszonej temperatury, ktéra w przypadku stopu NiTi moze
spowodowac przeksztatcenie fazy macierzystej B2 w fazy r6wnowagowe, takie jak NisTi
i Tiz2Ni, lub nier6wnowazne, nie biorace udziatu w zjawiskach pamieci ksztattu. Ich
obecno$¢ wptywa niekorzystnie na odzyskiwanie ksztattu i zjawisko pseudosprezystosci
w stopie. Dlatego w przypadku stopow NiTi nalezy zwroci¢ szczeg6lng uwage na
stosowanie niskotemperaturowych metod modyfikacji powierzchni. ALD charakteryzuje
sie duza szybkoScig i powtarzalnoscig procesu, homogenicznos$cia powtoki, a takze
umozliwia modyfikacje powierzchni obiektéw o ztozonych ksztaltach i zr6znicowanej
morfologii. Metoda ta opiera sie na cyklicznym powtarzaniu pulséw i przedmuchow

prekursoréw tak, aby kazda kolejna warstwa byta jednoatomowej grubosci [128].
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Oznacza to, ze w danej chwili w komorze roboczej znajduje sie tylko jeden prekursor,
ktory jest Zrodtem przynajmniej jednego ze sktadnikdw osadzanego materiatu. ALD jest
jedyna metoda technologiczng, ktéra pozwala na rownomierne pokrycie ze wszystkich
stron skomplikowanych geometrycznie powierzchni [129].

Proces prowadzono w temperaturze T = 300°C [130], a czasy trwania
poszczeg6lnych cykli pulséw iptukania przedstawiono w Tab. 2. Jako gaz nos$ny
i ptuczacy stosowano wysokiej czystosci azot 5.0 (N2) dostarczony przez firme SIAD
Poland Sp. z o0.0. Szybko$¢ przeptywu gazu no$nego dla prekursora i wody wynosita 200
cm3/min. Populacje probek podzielono na dwie grupy: wariant bez powtoki oraz
z powtoka naniesiong podczas 400 cykli. Wybor ilosci cykli oraz parametréw procesu

wynika z przeprowadzonych badan wstepnych.

Tab. 2. Parametry procesu ALD

Czas [s]
Tantalum Ethoxide Ta(OCzHs)s Ptukanie 0,1
250°C Puls )
Ptukanie 0,1
H20
Puls 3

Przygotowanie powierzchni za pomocg polerowania elektrochemicznego miato
na celu wytworzenie miedzywarstwy pomiedzy stopem NiTi a powtoka Ta20s — Rys. 29.
Ostatnim etapem przygotowania probek byta sterylizacja w autoklawie BAISIC
w temperaturze T = 135 °C i pod cisnieniem p = 2,1 bar w celu usuniecia

drobnoustrojéw z powierzchni prébek do dalszych badan.

bakterie i sktadniki morfotyczne krwi

powtoka Ta, O;

warstwa pasywna

podtoze - stop NiTi

Rys. 29. Schemat utozenia warstw na podtozu NiTi
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W celu ujednolicenia przedstawienia wynikéw badan dla prébek wykonane
zgodnie z powyzej opisang metodyka zastosowano nastepujgce oznaczenia:
e NiTi - probki wykonane ze stopu NiTij,
e NiTi + Taz20s - préobki z natozong powtoka Taz0s na stop NiTi.

4. Metodyka badan

4.1. Charakterystyka powloki

4.1.1. Badania skladu chemicznego

Sktad chemiczny powloki potwierdzono wykorzystujac rentgenowska
spektroskopie fotoelektronéw (XPS), w ultrawysokiej préozni (ci$nienie podstawowe 8,5
do 10,9 Pa) z wykorzystaniem potsferycznego analizatora energii elektronéw PREVAC
EA15 wyposazonego w detektor 2D-MCP. Do wzbudzenia prébki wykorzystano
monochromatyczne Zrédto promieniowania rentgenowskiego (dwuanodowe Zrédto
PREVAC XR-40B, monochromator RMC50; linia wzbudzenia Al-Ka o energii 1486.60 eV).
Dla widm przegladowych energia przejscia kolekcji (PE) zostata ustawiona na 200 eV
(krok skanowania 0.8 eV) oraz na 100 eV dla poszczegdlnych regionéw energetycznych
(krok skanowania 0.06 eV). Dla uzyskania najwyzszej rozdzielczosci energetycznej
wszystkie pomiary byly wykonywane przy normalnym kacie startu i wyborze
zakrzywionej szczeliny wyjSciowej analizatora (0.8x25 mm). Skala energii wigzania
analizatora byta kalibrowana Au 4f rejonu 7/2 (84.0 eV) prébki pokrytej ztotem
umieszczonej na tym samym etapie probkowania [131]. Widma dopasowywano za
pomocg oprogramowania CASA XPS® (wersja 2.3.25) z wykorzystaniem wbudowanych
algorytmow. Je$li nie zostaty one okres$lone, skladowe dopasowywano za pomoca
iloczynu funkcji Gaussa (30%) i Lorenza (70%). Do odejmowania tta zastosowano

funkcje Shirley'a.

4.1.2. Badania struktury chemicznej i krystalograficznej

W celu zidentyfikowania charakterystycznych zwigzkéw chemicznych
wystepujacych na powierzchni probki przeprowadzono badania z wykorzystaniem

spektroskopii Ramana. Spektroskopia ramanowska umozliwia pomiar aktywnych
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fononéw Ramana (w materiatach krystalicznych) oraz aktywnych oscylacyjnych trybéw
Ramana (w czagsteczkach). Dzieki temu mozliwe jest uzyskanie unikalnego spektralnego
odcisku palca réznych krystalicznych materiatéw polimorficznych oraz informacji
spektralnej od czasteczek znajdujacych sie w miejscu pomiaru. Probki badano przy
uzyciu spektrometru Ramana inVia Reflex firmy Renishaw, wyposazonego w laser
wzbudzajacy o dlugosci fali 514,5 nm ($wiatlo zielone). Widma rejestrowano

w szerokim zakresie przesuniecia ramanowskiego od 50 do 3100 cm-1.

4.1.3. Badania mikrostruktury

Charakterystyke mikrostruktury warstwy powierzchniowej przeprowadzono
z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM. Cienkie folie do analiz
wykonano technikg zogniskowanej wigzki 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$ciowg analize
sktadu chemicznego wykonano za pomocag techniki EDS (Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy). Badania wykonano na mikroskopie transmisyjnym THEMIS (200 kV),
(FEG) firmy ThermoFisher Scientific.

4.1.4. Pomiary grubosci powloki

Ze wzgledu na nanometryczny rzad wielkoSci powtoki, do pomiaru jej grubosci
zastosowano elipsometrie spektralng. Technika ta polega na pomiarze zmiany stanu
polaryzacji Swiatta po odbiciu od powierzchni badanej préobki w celu precyzyjnego
i bezinwazyjnego okre$lenia parametréw optycznych materiatu w szerokim zakresie
spektralnym. Metoda charakteryzuje sie wysoka czutoscia, gdyz nawet pojedyncza
powierzchniowa warstwa atoméw w sposéb mierzalny zmienia stan polaryzacji §wiatta
odbitego. Pomiary wykonano za pomocg spektroskopowego elipsometru matrycowego
Muellera RC2-DI Woollam Co. Zakres spektralny elipsometru wynosi od 190 nm do
1700 nm. Prébki mierzono dla katéw padania od 50 do 70 stopni z krokiem co 5 stopni.
Analize elipsometryczng przeprowadzono w dwoéch etapach - najpierw
scharakteryzowano polerowane mechanicznie podtoze NiTi i uzyskano jego odpowiedzZ

optyczng. Nastepnie dokonano pomiaréw prébki z warstwa Taz0s i dopasowano
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parametry warstwy. Zmierzone w funkcji dtugosci fali katy elipsometryczne, ¥ i A,
zostaty nastepnie dopasowane do przygotowanego modelu ukiadu i na tej podstawie

wyznaczono grubos¢ powtoki.

4.2. Badania wilasnosci fizycznych

4.2.1. Badania adhezji powloki do podloza

Przyczepno$¢ powtoki Ta20s do podtoza zbadano metoda testu zarysowania
z wykorzystaniem platformy otwartej wyposazonej w Micro-Combi-Tester firmy CSM
zgodnie z zaleceniami normy PN-EN ISO 20502:2016-05 [132]. Za pomoca
diamentowego stozka Rockwella wykonano ryse o dtugos$ci 1 = 3 mm, stopniowo
zwiekszajgc obcigzenie wgtebnika z szybko$cig fadowania vs = 10 N/min i predkoscia
stotu ve = 10 mm/min, przy wzrastajgcej sile obcigzajacej Fc w zakresie 0,03-30 N. Jako
site krytyczng wyznaczono minimalng site normalng powodujgcg utrate przyczepnosci
badanej powtoki do podtoza. Do oceny sity krytycznej L. wykorzystano zmiany emisji

akustycznej, sity tarcia i wspotczynnika tarcia oraz obserwacje mikroskopowe.

4.2.2. Badania tribologiczne

Podczas badan tribologicznych wyznaczono wspotczynnik tarcia oraz zbadano
makroskopowo nieciggtosci sladu wytarcia. Badania przeprowadzono metoda ball-on-
disc w celu wyznaczenia wspoétczynnika tarcia. Wykonano je przy uzyciu tribometru
TRB firmy Anton Paar przyktadajac obcigzenie 1 N. Jako przeciwprdébke zastosowano
kulke stalowg o $rednicy 6 mm, a stolik z badanym materiatem obracat sie z predkoscia
v =0,5 cm/s. Pomiary prowadzono zadajac dtugos$¢ przebytej przez kulke drogi tarcia
s=17 m. Podczas kazdego pomiaru wyznaczono wspotczynnik tarcia, jego $rednig
warto$¢ oraz dokonano oceny topografii $ladu wytarcia wykorzystujac mikroskop 3D
LEICA DCM8 z oprogramowaniem LeicaMap przy powiekszeniu 20x. Wykonano réwniez
mapy topografii powierzchni przed i po natozeniu powtoki. Pojedynczy pomiar

obejmowat powierzchnie o wymiarach 840 x 630 pm.
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4.2.3. Badania zwilzalnos$ci i swobodnej energii powierzchniowej

Zwilzalno$¢ powierzchni zbadano mierzac katy zwilzania metoda siedzacej
kropli, natomiast swobodng energie powierzchniowa (SEP) wyznaczono metodag
Owensa-Wendta. Pomiary katow zwilzania wykonano przy uzyciu wody destylowanej
(Bw) i dijodometanu (04) w temperaturze pokojowej T = 23 + 1 °C na stanowisku
badawczym sktadajacym sie z goniometru SURFTENS UNIVERSAL firmy OEG GmbH oraz
komputera z oprogramowaniem Surftens 4.5. Na powierzchnie kazdej prébki nanoszono
po pie¢ kropli o objetosci V=1 mm3 wody destylowanej i dijodometanu. Pomiar katéw
zwilZzania rozpoczynano 15 s po ich osadzeniu na prébce. Czas trwania jednego pomiaru
wynosit 60 s przy czestotliwos$ci probkowania 1 Hz. Na podstawie przeprowadzonych
badan wyznaczono S$rednie wartoSci kata zwilzania O« oraz swobodnej energii
powierzchniowej ys. Przyjete do obliczen wartosci swobodnej energii
powierzchniowych (SEP) oraz ich skladowe: polarng i dyspersyjng wynosity
odpowiednio: dla wody destylowanej: ysp = 51.0 m]J/m?2 i ysa = 21.8 m]/m?2 oraz dla

dijodometanu: ysp = 6.7 mJ/mZ2 i ysd = 44.1 m]/m?,

4.2.4. Badania topografii powierzchni

Badania topografii powierzchni przeprowadzono za pomocg 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 czestotliwos$ci rezonansowej 400 kHz. Na podstawie uzyskanych map

powierzchni wyznaczono $rednie warto$ci parametru Ra wg normy ISO 25178 [133].

4.3. Badania wlasnosci elektrochemicznych

4.3.1. Badania podatnosci powloki do odksztalcen

Ze wzgledu na konstrukcje i sposéb umieszczania okluderéw w ciele pacjenta
(z wykorzystaniem technik matoinwazyjnych), materiat implantu jest narazony na duze
odksztatcenia. Natozona powtoka odksztatci sie wraz z podtozem, co moze mie¢ wptyw
na jej odpornos$¢ na korozje. Dlatego zbadano wptyw podatnosci powtoki do odksztatcen
na odporno$¢ na korozje metoda potencjodynamiczng, rejestrujac krzywe polaryzacji

anodowej. Pomiary przeprowadzono dla drutu o grubosci 0,178 mm, z powtoka i bez,
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zginanych w pieciu wariantach na precie o $rednicy 10 mm. Odksztatcenie
przeprowadzono w zakresie: 0% (Rys. 30a), 12,5% (Rys. 30b), 25% (Rys. 30c), 37,5%
(Rys. 30d) oraz 50% (Rys. 30e).

a)
0%
b) J
12,5% 257
d) e)

50%

37,5%

Rys. 30. Zestawienie pieciu wariantéw zginania drutéw do badan korozyjnych

Badania wykonano metoda potencjodynamiczng, zgodnie z zaleceniami normy
PN-EN ISO 10993-15 [134]. Wykorzystano potencjostat Autolab PGSTAT302N
z oprogramowaniem Nova 2.1, elektrode odniesienia, ktérg stanowita nasycona
elektroda kalomelowa SCE typu KP-113/Ag/AgCl 3M KCl, elektrode pomocnicza
w postaci drutu platynowego oraz anody, ktérg byta badana prébka. Badania kazdego
wariantu rozpoczeto od wyznaczenia potencjatu otwartego obwodu Eocr w czasie
t = 120 min. Krzywe oporu polaryzacyjnego rejestrowano od warto$ci potencjatu

poczatkowego Einit=Eoce - 100 mV przy szybkosci skanowania v = 0,3 mV/s. Po
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uzyskaniu gestosci pragdu anodowego ikor = 1 mA/cm? lub wartosci potencjatu E = 4V,
zmieniano kierunek polaryzacji. Zuzyskanych krzywych wyznaczano potencjat
korozyjny Ekor iopdr polaryzacyjny Rp. Do wyznaczenia oporu polaryzacyjnego
zastosowano metode Sterna. Badania odpornosci na korozje wzerowa przeprowadzono
w roztworze PBS (Phosphate Buffered Saline) o sktadzie: 0,14 M NaCl, 0,0027 M KCl,
0,010 M PO43-ipH =7 + 0,2, w temperaturze T =37 + 1 °C.

4.3.1. Badania odpornosci na korozje szczelinowa

Ksztatt okluder6w sprawia, ze istnieje ryzyko pojawienia sie Kkorozji
w szczelinach elementéw implantu. Badania odpornosci na korozje szczelinowa
przeprowadzono metoda potencjostatyczng zgodnie z zaleceniami normy ASTM F746-
04 (2021) [135], w roztworze PBS. Do zasymulowania szczeliny zastosowano
zmodyfikowany kolnierz wykonany z politetrafluoroetylenu (PTFE). Probki
polaryzowano do wartosci potencjatlu E = 800 mV. Jezeli po 20 sekundach nie
stwierdzono gwattownego przyrostu gestosci pradu, probki poddawano dalszej
polaryzacji przy tej samej wartos$ci przez 900 sekund. Jezeli w tym czasie gesto$¢ pradu
ulegta podwyzszeniu, wdéwczas warto$¢ potencjalu Enp < Eks przyjmowano za

odpowiadajaca potencjatowi krytycznemu korozji szczelinowej [136].

4.3.2. Badania przenikania jonéw metali do roztworu

Kazdy materiat wprowadzony do organizmu jest narazony na degradacje, a jej
produkty moga przenikac¢ do organow i tkanek. Szczegolnie niebezpieczne sg jony niklu,
poniewaz moga powodowac alergie, dlatego wykonano badania przenikania jonéw
metali do roztworu. Prébki o powierzchni s = 0,5 cm? zanurzono na t = 28 dni
w objetosci V=100 cm3 roztworu PBS. Po tym czasie ekspozycji przeprowadzono
analize wykorzystujagc metode emisji spektrometrii atomowej z plazma wzbudzong
indukcyjnie ICP-AES. W badaniach wykorzystano spektrometr emisyjny plazma
wzbudzong indukcyjnie JY 2000 firmy Yobin-Yvon. Krzywe wzorcowe opracowano dla
materialéw wzorcowych firmy Merck. Dla analizowanego materiatu okreslono stezenie

jonow Ni, Tii Ta.
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4.4. Badania wlasnosci biologicznych

4.4.1. Badania adhezji bakterii

Badania adhezji bakterii przeprowadzono z wykorzystaniem referencyjnego
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Przed badaniem inokulat bakterii inkubowano
przez t = 18 h w temperaturze T = 37 °C w V = 15 cm?3 Tryptic Soy Broth (TSB).
Nastepnie badane probki umieszczano w ptytkach 24-dotkowych. Na badane
powierzchnie dodawano V = 1 mL zawiesiny bakteryjnej (~1-108 CFU-cm-3), a probki
inkubowano w T = 37 °C przez t = 4 h z wytrzasaniem przy 80 rpm. Probki przemywano
roztworem buforu fosforanowego (PBS, VWR, Polska). W celu usuniecia
zaadsorbowanych bakterii prébki umieszczano w nowych ptytkach 24-dotkowych
i intensywnie traktowano V = 1 mL 0,25% trypsyny. Nastepnie po V = 100 pL bakterii
i roztworu trypsyny pobierano i mieszano z 0,9% NaCl w stezeniach 1:1000, 1:10 000
i1:100 000 lub wiekszych. Objetos¢ V = 100 upL przygotowanych roztworéow
rozprowadzono na ptytkach agarowych. Ptytki agarowe inkubowano w temperaturze
T = 37°C przez t=18h. Ilos¢ kolonii bakterii okreslono przez zliczenie ich na tak

przygotowanych ptytkach agarowych.

4.4.2. Badania cytotoksycznosci

W ramach badan cytotoksyczno$ci przeprowadzono ocene zywotno$ci komérek
metodg bezposrednig oraz analize uwalniania LDH (dehydrogenazy mleczanowej),
substancji uwalnianej z uszkodzonych komoérek, rowniez metoda bezposrednia. Badanie
zywotnos$ci komorek zostato przeprowadzone zgodnie z zaleceniami normy ISO 10993-
5:2009 [137] na fibroblastach (L929 ATCC). W celu zapewnienia wiarygodnoSci
statystycznej dla kazdej prébki pomiaru dokonano pieciokrotnie. Jako medium
wykorzystano suplementowany PromoCell Fibroblast Growth Medium 2 wzbogacony
antybiotykami (SIGMA ALDRICH Antybiotic Antymicotic Solution). Zywotno$¢ komérek
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 przenika przez
nienaruszong btone komorkowa w zywym i aktywnym metabolicznie srodowisku. FDA

jest rozktadany przez esterazy komodrkowe na fluoresceine - substancje lipofobowa.
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Fluoresceina gromadzi sie w cytoplazmie Zywych komdrek i ma charakter substancji
fluorescencyjnej — po osSwietleniu niebieskim Swiattem daje zielony sygnat. Jodek
propidyny przenika do komdrki tylko w przypadku naruszenia ciggtosci btony
komoérkowej. Po wprowadzeniu do cytoplazmy oznacza on kwasy nukleinowe, a po
wzbudzeniu zielonym $wiattem barwi jadro komérki nekrotycznej na czerwono.
Badania prowadzono przy wykorzystaniu skaningowego mikroskopu konfokalnego Carl
Zeiss Exciter 5. Analize obrazu i zliczanie komoérek przeprowadzono przy uzyciu
oprogramowania ZEN 2008 i AxioVision 4 Module AutoMeasure. Uzupetnieniem badan
cytotoksyczno$ci  byto badanie poziomu LDH metoda bezposrednia. Do
przeprowadzenia badania wykorzystano ludzkie fibroblasty (L929 ATCC), a jako
medium do hodowli wykorzystano Fibroblast Growth Medium 2 (PromoCell)
wzbogacony suplementami oraz antybiotykami. W naczynkach umieszczano proébki
badanego materiatu, a nastepnie naktadano 1 ml komoérek pochodzacych z konfluentnej
hodowli i inkubowano je w T = 37 °C, 5% CO2 przez t = 48 h. Po tym czasie znad probki
pobrano medium i odwirowywano, a nastepnie z odwirowanego roztworu pobrano

nadsacz do analizy poziomu LDH za pomocg Cytotoxicity Assay Kit firmy Roche.

4.4.3. Badania proliferacji komoérek

Badanie proliferacji zostato wykonane na fibroblastach dermalnych Human
Dermal Fibroblasts w wersji ze skory dorostej (NHDF-Ad). W badaniu oceniono
jakosciowo morfologie komorek, adhezje i kierunek proceséw wydtuzania na podstawie
wygladu cytoszkieletu, oraz ilo$¢ i rozmieszczenie jader komoérkowych a takze ich
zdolnos$¢ do podziatu. Proliferacja komdrek zostata oceniona po 24-godzinnej inkubacji
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Jako medium komérkowe wykorzystano FGMTM-2
Growth Media firmy Lonza. Ludzkie fibroblasty skdérne firmy Lonza majq gwarancje
15 podwojen populacji przy =zastosowaniu FGMTM-2 Growth Media. Hodowle
prowadzono w dedykowanym medium suplementowanym w inkubatorze w T = 37°C,
99% wilgotnosci i 5% CO2. Komorki zostaly utrwalone formaldehydem, btony
komorkowe zostaty otwarte za pomocg TritonX-100. Do oceny proliferacji do barwienia
jader komorkowych zastosowano Invitrogen™ DAPI D1306 firmy Termo Fisher
pozwalajacy na barwienie kontrastowe jadrowe i chromosomowe. DAPI emituje
niebieska fluorescencje po zwigzaniu z regionami AT DNA. Do barwienia F-aktyny

(aktyny fibrylarnej) zastosowano barwnik Alexa Fluor 488 firmy Thermo Fisher
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(drugorzedowe przeciwciato krolicze IgG) o zielonej fluorescencji. Aktyna jest
elementem cytoszkieletu biorgcym udziat w podziale komoérek, utrzymywaniu
i zmianach ksztattu oraz w ruchach komoérki. Aktyna znakowana fluorescencyjnie jest
waznym narzedziem do badania dynamiki strukturalnej cytoszkieletu w zywych

i utrwalonych komoérkach.

4.4.4. Badania wlasnosci trombogennych

Celem przeprowadzonych badan byta ocena witasnosci trombogennych
analizowanych materialéw na podstawie oceny aktywacji i agregacji plytek krwi.
Badania trombogenno$ci przeprowadzono na pelnej krwi ludzkiej z zastosowaniem
komercyjnie dostepnego testera przeptywdw aortalnych Impact-R. Testy prowadzono
w warunkach dynamicznych wprowadzajgc krew w ruch wirowy z okreslong predkoscia
obrotowa (780 rpm) nad powierzchnig prébek badanych. Czas ekspozycji krwi do
naprezen Scinajacych wynosit 2 min. Warunki eksperymentu symulowaty zjawiska
fizjologicznego przeptywu krwi przy Scianie $rednich naczyn tetniczych. Zastosowano
markery aktywujace selektyny P i miejsce wigzania antygenu fibrynogenu w ztozeniu GP
[Ib -Illa (PAC-1). W celu analizy iloSci agregatéw przygotowano kontrole pozytywne
i negatywne. Kontrole negatywna otrzymano z krwi ludzkiej pobranej na cytrynian sodu.
Pozytywna kontrola zostata przygotowana przez zmieszanie krwi z difosforanem
adenozyny (ADP). Aktywacje mierzono jako procent ptytek krwi pozostajacych we krwi
po teScie Scinania w poréwnaniu z odsetkiem plytek wykazujacych ekspresje P-
selektyny i PAC-1 (receptor IlIb/Illa). Ekspresje markerow aktywacji ptytek krwi
okreslono za pomocg barwienia petnej krwi. Porcje krwi V = 5 pL delikatnie zmieszano
z monoklonalnymi przeciwciatami skoniugowanymi z fluorochromem: 5 pl FITC-PAC-1,
V =5 ul PE-CD62P i V = 4 pul PerCP-CD61 (Becton Dickinson, USA) w soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami (PBS) zawierajacej 0,2% albuminy surowicy bydlecej i 2 mM
chlorku wapnia (konicowa objetos¢ 35 pl). Po 10 minutach barwienia w temperaturze
pokojowej, erytrocyty poddano lizie przez dodanie V = 0,5 ml roztworu do lizy (FLS,
Becton Dickinson, USA), a ptytki krwi odwirowano (1000 g 6 min.) i ponownie
zawieszono w buforze PBS do dalszej analizy metoda cytometrii przeptywowej. 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 przeciwciata PAC-1 do zmiany konformacyjnej
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glikoproteiny Ilb/Illa oraz przy wuzyciu CD62P dla P-selektyny. Zintegrowang
fluorescencje markera aktywacji obliczono jako sume mnozenia $redniej geometrycznej
fluorescencji przez procent obiektéw z dodatnim wynikiem markera. Agregaty ptytek
analizowano po lizie erytrocytoéw przez zmieszanie V = 25 pl krwi z V = 0,4 cm3 medium
roboczego FLS a nastepnie utrwalenie przez dodanie V = 3,5 ml 1% paraformaldehydu
w PBS. Materiat komoérkowy odzyskano przez odwirowanie i barwiono
immunologicznie z FITC-CD61. Probki z CD61 pozostawiono w temperaturze pokojowej
przez t = 30 minut, nastepnie ptukano w PBS ianalizowano metoda cytometrii
przeptywowej. Odsetek agregatow granulocyt-ptytka krwi (leukocyty wybarwione
markerem plytkowym CD61) obliczono za pomoca bramki rozpraszania
przedniego/bocznego granulocytow (8) 60 i dodatkowego monocytu. Bezwzglednag
liczbe ptytek krwi obliczono jako liczba obiektow CD61-dodatnich w odniesieniu do
catkowitej liczby granulocytéow. Mate i duze agregaty ptytek zliczono przy uzyciu

bramek do rozpraszania do przodu/boku dla obiektéw dodatnich pod wzgledem CD61.

4.4.5. Ocena oddzialywania na krwinki czerwone

Celem przeprowadzonych badan in vitro byta ocena wptywu oddzialywania
ekstraktow kontaktowanych z materiatami, na sktadniki krwi pelnej konserwowanej
(KPK). Badania przeprowadzono zgodnie z normami PN-EN ISO 10993-4:2018-02 [138]
oraz ASTM F 756-00 [139]. Badania przeprowadzono na krwi petnej ludzkiej pozyskanej
z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Katowicach. Krew
antykoagulowano ptynem konserwujgcym CPDA. Badania obejmowaty 3 grupy badane:

e proba Slepa - KPK wolnostojaca w temperaturze pokojowej, niepoddawana
warunkom eksperymentu,

e kontrola ujemna - KPK bez kontaktu z badanym materiatem, poddawana
warunkom eksperymentu (wolnemu mieszaniu)

e grupa badana - materialy kontaktowane z KPK w warunkach
eksperymentalnych.

KPK poddano 3-godzinnemu kontaktowi z badanymi materiatami ekstraktami
w temperaturze T = 37°C, w uktadzie wolnego mieszania. Oddziatywanie badanych
materialdw na parametry czerwonokrwinkowe okreSlono poprzez ocene stopnia

hemolizy, wyznaczonego poprzez obliczanie indeksu hemolizy badanych materiatéw.
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4.4.6. Oznaczanie cytokin prozapalnych

Badanie to koncentruje sie na iloSciowej analizie reakcji zapalnej. Badanie
przeprowadzono z wykorzystaniem testow Invitrogen cytokine ELISA kits firmy Thermo
Fisher, zawierajgcych receptory najistotniejszych cytokin prozapalnych. Do badan zostat
wykorzystany nadsgcz z hodowli fibroblastow L929, ktére zostaly wyhodowane do
pelnej Kkonfluencji. Pomiaréw dokonano metodg Kkolorymetryczng za pomoca
spektrofotometru Elisa firmy Tehrmo Fisher. Podstawg kolorymetrycznych metod
oznaczania jest zalezno$¢ miedzy absorbancja, a stezeniem oznaczanego sktadnika

w badanym roztworze.

4.5. Widzialnos¢ fluoroskopowa

W celu weryfikacji widzialno$ci fluoroskopowej analizowanych prébek
wykonano zdjecia aparatem rentgenograficznym PXR casp system przy nastepujacych
parametrach: moc 120keV, czas naswietlania 0,5 s. Wszystkie uzyte probki miaty postac
krazkéw o grubosci 0,8 mm. Uzyskane zdjecia poddano analizie kontrastu w stosunku

do tta na podstawie odcieni szaros$ci poszczeg6lnych pikseli.
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5. Wyniki badan

5.1. Charakterystyka powloKki

5.1.1. Badania skiadu chemicznego

Widma przeprowadzonego sktadu chemicznego warstwy powierzchniowej
przedstawiono na Rys. 31a. Wszystkie oczekiwane poziomy energetyczne zwigzane
z tantalem i tlenem sg dobrze widoczne. Umiarkowane zanieczyszczenie weglem,
reprezentowane przez linie C 1s, jest rOwniez oczekiwane, poniewaz probka byta
transportowana w warunkach otoczenia do zestawu XPS, powodujgc naturalng
absorpcje przypadkowego wegla. Na podstawie uzyskanych wynikéw ogdélny sktad
powierzchni (w odniesieniu do wspo6tczynnikéw wzglednej czutoSci uniwersalnej
funkcji transmisji) wynosit 21,9% Ta, 50,5% O i 27,6% C. Po wykluczeniu wegla, sktad
powierzchni wynosit 30,2% Ta i 69,8% O.

W celu szczegétowej analizy zarejestrowano dwa gtéwne regiony energetyczne
zwigzane z warstwg tlenku tantalu. Pierwszy, O 1s, pokazany na Rys. 31b, przedstawia
sktad trzech komponentow, z ktorych pierwszy (przy ~530,2 eV) nalezy przypisac¢ do
sieciowego tlenku tantalu, a pozostate do weglowej i resztkowej grupy -OH [140].
Obszar zaznaczony na Rys. 31c przedstawia region C 1s jako potwierdzenie skitadu
powierzchniowego wegla przygodnego ujawnionego przez trzy sktadowe, tj. C-C, C-O /
C-0-C i resztkowy COOH odpowiednio przy 284,6 eV, ~286,2 eV i 288,7 eV [141].
Analiza przeprowadzona na obszarze Ta 4f ujawnita jeden sktadnik z rozszczepieniem
spin-orbita 7/2 - 5/2 (Rys. 31d). PotozZenie gtéwnego sktadnika 7/2 (26,26 eV), wysoka
symetrycznos$¢ i niska szerokos$¢ potéwkowa (<1 eV) wskazuja, Ze warstwa sktada sie
zwysoce stechiometrycznego tlenku Ta20s. Stwierdzenie to jest réwniez poparte
obliczeniami sktadu, ktére wskazujg, ze stosunek Ta/O wynosi ~ 0,434 (w odniesieniu
do teoretycznego 0,4 oczekiwanego dla Ta20s) [142]. W zakresie detekcji nie wykryto
znaczacego udziatu form podtlenkowych. Nalezy tutaj zaznaczy¢, Ze do obliczen
stechiometrycznych wykorzystano tylko sktadnik O-Ta jako reprezentujacy tlen

zwigzany z tantalem. Z tego wzgledu z analizy wykluczono zwigzki wegla.
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Rys. 31 Widma przeglgdowe (a), z zaznaczonymi gtdwnymi poziomami energetycznymi rdzenia
i wyrdéznionymi obszarami energetycznymi zainteresowania po rozktadzie:

0 1s(b), C1s(c)iTa4f(d).

5.1.2. Badania struktury chemicznej i krystalograficznej

Wszystkie zarejestrowane widma Ramana nie wykazywaty wiekszych roéznic,
wskazujac na charakterystyczne pasma potwierdzajgce obecno$¢ Taz20s. Przyktadowe
widmo Ramana przygotowanej prébki pokazano na Rys. 32. Dla osadzonej warstwy
zarejestrowano pasma pomiedzy 450 a 100 cm-! odpowiadajace drganiom zginajagcym
0-Ta-0, a takze pasma w zakresie 900 - 450 cm'! mogace by¢ zwigzane ze sprzezonym
rozcigganiem wigzan Ta-0. Drgania rozciggajace Ta-0O-Ta zarejestrowano miedzy 900

a 700 cm, a drgania zginajgce Ta-0-Ta zarejestrowano przy 265 i 820 cm-1.
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Rys. 32. Przyktadowe widmo Ramana dla powtoki Ta;0s

5.1.3. Badania mikrostruktury

Obraz uzyskany na przekroju poprzecznym przy wykorzystaniu kontrastu
dyfrakcyjnego, czyli obraz w jasnym polu obserwacji (TEM BF) przedstawiono na Rys.
33. Wyrézniono dwa obszary w powtoce. Bezposrednio pierwszy od podtoza (Obszar 1)
charakteryzowat sie utozeniem warstw atomowych charakterystycznych dla naktadania
technika ALD. Nastepnie zaobserwowano obszar przejSciowy i Obszar 2, gdzie nie

wyrdzniono juz utozenia warstw atomowych.

Obszar 2

y Ot;szar 1

podtoze

Rys. 33. Zdjecie TEM BF przekroju probki z powtokq
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Wyniki wykonanej jako$ciowej analizy sktadu chemicznego EDS przedstawiono
za pomoc3 map rozkladu intensywnosci wybranych pierwiastkéw oraz w postaci

wykresu przedstawionego na Rys. 34.
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Rys. 34. Rozktad intensywnosci wybranych pierwiastkéw w przekroju prébki

Obszar 1, czyli cze$¢, ktéra charakteryzowata sie warstwowym utozeniem
struktur atomowych zawiera zaréwno tytan jak i tantal. Obszar 2, czyli czes$¢

o strukturze jednolitej zawierat w gtdwnej mierze tantal.

5.1.4. Pomiary grubosci powloki

Ze wzgledu na to, ze nitinol samoczynnie pasywuje (w powietrzu pokrywa sie
cienkag warstwg TiOz o regularnej grubosci), na polerowanej powierzchni probki
zamodelowano jej tabelaryczna odpowiedZ optyczng, a chropowato$¢ powierzchni
zamodelowano za pomocg przyblizenia efektywnego oSrodka Brudgemanna (B-EMA).
Grubo$¢ warstwy TiO2 i EMA wynosita odpowiednio 5,3 nm i 7,3 nm. Nastepnie
osadzona warstwa Ta20s ijej chropowato$¢ powierzchni zostata zamodelowana za
pomoca EMA (Effective Medium Approximation). Poréwnano zmierzone katy
elipsometryczne i odpowiedZ pseudo-dielektryczng z modelem z pierwszej czeSci tego
badania. Warstwa Ta20s zostala zamodelowana przy uzyciu parametryzacji Tauc-

Lorentza. Grubo$ci warstw TiOz, Ta20s wyniosty odpowiednio 2,7 nmi 13,8 nm.
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5.2. Badania wlasnosci fizycznych

5.2.1. Badania adhezji powloki do podtoza

Analizowana powtoka charakteryzowata sie bardzo dobra przyczepnoscig do
podtoza. W przyktadowym pomiarze przedstawionym na Rys. 35, odprysk powtoki
zaobserwowano dopiero przy wartosci Lcz= 5,6 + 0,3 N, a caltkowite przerwanie jej
ciggtosci przy wartosci Lcs = 11,2 + 0,4 N. Na podstawie oceny makroskopowej rysy

stwierdzono nieciggtg perforacje powtoki.

Rys. 35. Przyktadowe zarysowanie powtoki Taz0s

5.2.2. Badania tribologiczne

Wyniki pomiaréw warto$ci wspotczynnika tarcia przedstawiono na Rys. 36, wraz
ze zdjeciami makroskopowymi powierzchni. Na podstawie uzyskanych wartosci
stwierdzono zwiekszenie wartoSci wspdiczynnika tarcia wzgledem stalowej
przeciwproébki dla wariantu NiTi+Ta20s w poréwnaniu do wariantu bez powtoki NiTi.
Srednie wartoéci wynosity odpowiednio dla NiTi: p = 0,64 * 0,08, a z kolei dla
NiTi + Ta20s: p = 0,24 + 0,06.
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Rys. 36. Przedstawienie wynikéw pomiaru wspétczynnika tarcia dla podtoza NiTi i powtoki Taz0s

5.2.3. Badania zwilzalnosci i energii powierzchniowej

Wyniki pomiaréw zwilzalno$ci i energii powierzchniowej oraz przykitadowe
krople naniesione na powierzchnie prébek bez i z powtoka przedstawiono na Rys. 37
i Rys. 38. Powierzchnia probek ze stopu NiTi, zaréwno przed jak i po naniesieniu
powtoki wykazuje charakter hydrofilowy. Powloka Ta20s wptyneta na zmniejszenie sie
wartosci kata zwilzania zaré6wno wody, jak i dijodometanu oraz na zwiekszenie energii

powierzchniowe;j.
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Rys. 37. Przyktadowe zdjecia ksztattow kropli podczas pomiaréw z wykorzystaniem wody
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Rys. 38. Zestawienie wynikéw pomiardéw kqtow zwilzania dla wody i dijodometanu oraz

wyznaczonej energii powierzchniowej
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5.2.4. Badania topografii powierzchni

Wyniki badan topografii powierzchni z wykorzystaniem mikroskopu sit
atomowych AFM oraz z wykorzystaniem elektronowego mikroskopu skaningowego
SEM nie wykazaty znaczacych réznic w morfologii powierzchni pomiedzy podiozem a
podtozem z powtoka (Rys. 39 i Tab. 3). Zdjecia SEM przedstawiono na Rys. 40.

NiTi

um 230522Topography003

075, |

63

80582 3

0.5

0.25

NiTi + Taz0s

nm 230522Topography003

500 -
400 -

300

100

Rys. 39. Przyktadowa morfologia powierzchni 2D i 3D badanych probek

64



Tab. 3. Wyniki Sredniej chropowatosci badanych prébek

Probka Ra [nm]
NiTi 149,75 + 41,57
NiTi + Taz0s 84,80 + 16,70

NiTi

1 um EHT =15.00 kV Signal A = SE2
| WD =13.8 mm Mag = 20.00 KX

NiTi + Taz0s

1 pm  EHT=15.00 kV Signal A = SE2
WD =122 mm Mag = 20.00 K X

Rys. 40. Poréwnanie zdje¢ SEM powierzchni przy powiekszeniu 20000x
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5.3. Badania wlasnosci elektrochemicznych

5.3.1. Badania podatnosci powloki do odksztatcen

Niemal dwukrotnie wyZsze warto$ci oporu polaryzacyjnego wskazujg, ze
powtoka Ta20s poprawita odporno$¢ na korozje badanego stopu NiTi, co Swiadczy
o korzystnym obnizeniu aktywnos$ci powierzchni badanego biomateriatu w srodowisku
korozyjnym. Ponadto wraz ze wzrostem odksztatcenia zaobserwowano wzrost wartosci
oporu polaryzacyjnego, korzystnie wptywajac na odksztatcenie zmodyfikowanego stopu
NiTi. Wpyniki badan potencjodynamicznych oceniajgce podatno$s¢ powtoki do
odksztatcen przedstawiono w Tab. 4. Krzywe polaryzacji anodowej, na ktdérych

wyznaczono petle histerezy dla przyktadowych prébek przedstawiono na Rys. 41.

Tab. 4. Zestawienie wynikéw odpornosci na korozje wzerowq

Probka Odksztalcenie [%] Ekor[mV] jkor [NA/cm?] Rp [kQ]
NiTi 0 -458 + 61 269,0 £ 68,0 573 £ 102
NiTi + Ta20s 0 -125 £33 76,6 11,7 2012 +301
NiTi 12,5 -6+16 125,0 + 47,0 1231190
NiTi + Taz20s 12,5 -138 £ 45 39,7+ 8,6 3877 + 365
NiTi 25 -6+22 109,0 + 40,0 1416 +105
NiTi + Taz20s 25 -162 = 30 38,1+8,2 4 046 + 280
NiTi 37,5 -64 + 28 52,2+10,1 2956 + 206
NiTi + Taz20s 37,5 -120 + 29 28,7+8,5 5372 +307
NiTi 50 -32+12 60,8+9,9 2535+ 180
NiTi + Ta20s 50 -200 £ 53 27,7+83 5560 + 354
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Rys. 41. Wyniki badarn polaryzacji anodowej podczas zginania prébek w rézZnym stopniu

odksztatcenia

67




5.3.2. Badania odpornosci na korozje szczelinowa

Wyniki badan odpornosci na korozje szczelinowg przedstawiono w Tab. 5 i na

Rys. 42. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze materiat w stanie

wyjsciowym po procesie polerowania elektrochemicznego NiTi nie jest odporny na ten

rodzaj korozji. Z Kkolei uzyskane wyniki dla prébek z naniesiong powtokg Taz0s

potwierdzity odporno$¢ na ten rodzaj koroz;ji.

Tab. 5. Zestawienie wynikéw odpornosci na korozje szczelinowq

Odpornosc¢ na ?‘ta::sco ?_intssco Gestosc¢ tadunku
Probka korozje P % 0 Sp P ;!0 0 ;) elektrycznego
szczelinow mC/cm?
T [A/em?] | [pA/om’] ptiyiem,
NiTi Nie 7,270 377,28 53,614
NiTi+Taz0s Tak 0,253 0 0,042
NiTi NiTi +Taz0s
400
350 300
300 250
= 250 . 200
51 200 éci\ 150
.—i 150 i 100
100 50
50 0
0 200 400 600 800
0 200 400 600 800 czas [s]

5.3.3. Badania przenikania jonéw metali do roztworu

czas [s]

Rys. 42. Krzywe zmiany gestosci prqdu w funkcji czasu

Wyniki przeprowadzonych badan przenikania jonéw metalicznych do roztworu

przedstawiono w Tab. 7. Wyniki potwierdzity, Ze zastosowana powtoka ograniczyta

przenikanie jonéw niklu, a takze tytanu do roztworu. Pojawity sie natomiast jony
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tantalu, uwolnione z powtoki, w ilo$ci dwukrotnie mniejszej od ilo$ci jonéw tytanu o az

14-krotnie mniejszej niz ilos¢ jonéw niklu.

Tab. 6. Wyniki badania przenikania jonéw niklu do roztworu PBS

Ni [pg/cm?] Ti [pg/cm?] Ta [png/cm?]
NiTi 180,1 + 0,2 31,7+ 0,2 0
NiTi + Ta20s 140,0+ 0,2 22,0+ 0,2 10,8+ 0,2

5.4. Badania wlasnosci biologicznych

5.4.1. Badania adhezji bakterii

Kolonie bakterii zostaty zliczone, a wyniki przedstawiono w Tab. 7. Na podstawie
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze catkowita liczba kolonii bakteryjnych zadherowanych do
podtoza zmniejszyta sie po natozeniu powtoki Ta20s. Kontrolna liczba bakterii wynosita

3,09 - 107 CFU (Colony-Forming Unit - jednostka tworzaca kolonie).

Tab. 7. Srednia liczba bakterii S. Aureus zadherowanych do podtoza

Probka Srednia liczba kolonii [CFU]
NiTi 2,40-104+£8,00-103
NiTi + Taz20s 1,65-104+7,50- 103
kontrola 3,09-107 £ 4,44 - 100

5.4.2. Badania cytotoksycznosci

Ocenie cytotoksycznos$ci zostaty poddane probki dwdch réznych modyfikacji
powierzchniowych. Na Rys. 43 przedstawiono zestawienie zdje¢ ze skaningowego

mikroskopu konfokalnego Carl Zeiss Exciter 5.
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NiTi NiTi+Ta205

Rys. 43. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego, kolorem zielonym oznaczono komdrki zywe, kolorem

czerwonym oznaczono komérki martwe

Analizujgc zdjecia z mikroskopii konfokalnej mozna zauwazy¢ nieznacznie
mniejszg ilo§¢ komérek o aktywnych mitochondriach oraz nieznacznie wiekszg ilo$¢
komorek nekrotycznych na podtozu NiTi. Zgodnie z zapisem normy ISO 10933-5 [137]
stopien toksycznos$ci mozna okresli¢ jako 0, brak dziatania cytotoksycznego (Tab. 8)

zaréwno dla materiatu referencyjnego, jak i z powtoka.

Tab. 8. Stopien cytotoksycznosci zgodnie z normq 1SO 10933-5 [137]

Stopien Toksyczno$s¢ | Opis zmian w hodowlach
0 Brak pojedyncze, wewnatrz cytoplazmatyczne ziarnistosci, nie
stwierdza sie lizy komorek, brak zahamowania wzrostu
komorek
1 Staba nie wiecej niz 20% komorek zaokraglonych, obkurczonych,

odklejajacych sie od podioza, bez zageszczen cytoplazmy,
pojedyncze komoérki rozerwane

2 Umiarkowana | nie wiecej niz 50% komorek zaokraglonych, bez ziarnistosci,
rozlegta liza komdrek i puste przestrzenie miedzy
komoérkami

3 Srednia nie wiecej niz 70% komorek zaokraglonych, komérki ulegty
lizie

4 Silna

prawie catkowicie lub catkowicie zniszczona hodowla
komoérkowa
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Na Rys. 44, Rys. 45 i Rys. 46 przedstawiono wyniki uzyskane z mikroskopu
konfokalnego przy uzyciu funkcji kolokalizacji. Przezywalno$¢ okreslona jest zgodnie
znormg i oznacza ona stosunek zywych komérek do wszystkich komérek na prébce.
Zgodnie z norma, jesli warto$¢ zywych komoérek przekracza 70% wskazuje na brak

dziatania cytotoksycznego.
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Rys. 44. Przezywalnos¢ komérek na badanych materiatach
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Rys. 45. Liczba pikseli odpowiadajqca komdrkom zywym i martwym
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Rys. 46. Liczba pikseli komérek zZywych wzgledem wszystkich komdrek

Na Rys. 47 przedstawiono wykres poziomu dehydrogenazy mleczanowej LDH. Im
nizsza warto$¢ dla badanej probki tym mniejsza ilo§¢ wydzielonego izoenzymu, co
oznacza mniejszg cytotoksyczno$¢. Mniejsza warto$¢ zaobserwowano w przypadku

powtoki Ta20s w poréwnaniu do materiatu referencyjnego.

Cytotoksycznos¢ w kontakcie bezposrednim
0,7
0,6
— 0,5
=
o 04
= 0,3
a
=02

0,1
, 1N O] ]

NiTi NiTi+Ta,0. PS (Kontrola  Kontrola dodatnia
negatywna)

Rys. 47. Poziom LDH dla badanych prébek w kontakcie bezpoSrednim
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5.4.3. Badania proliferacji komorek

Wyniki przeprowadzonych badan proliferacji komoérek przedstawiono na Rys. 48.
Analizujgc zdjecia z mikroskopii konfokalnej, zaréwno w przypadku podtoza
referencyjnego w postaci stopu NiTi, jak i stopu z powtoka Ta20s, mozna zaobserwowacé
typowy prawidtowy wyglad fibroblastow z wrzecionowatym, wydtuzonym ksztattem,
pewna ogniskowa adhezja (jasne miejsca) oraz zréznicowanym kierunkiem wydtuzania.
W obu przypadkach mozna zaobserwowac liczne okragte lub owalne jadra komérkowe,
niektére w fazie podziatu (zbliZzone do siebie lub czesciowo naktadajace sie niebieskie
punkty). W przypadku powtoki mozna zauwazy¢ wieksze zroznicowanie cytoszkieletu
oraz zroznicowang gesto$¢ i dtugos¢ filamentéw aktynowych. Widoczne sg réwniez

miejsca o zwiekszonym zageszczeniu jader komoérkowych.

NiTi NiTi + Tazos

“has
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Rys. 48. Przyktadowe zdjecia badarn proliferacji wykonane za pomocq skaningowego mikroskopu

laserowego
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5.4.4. Badania wlasnos$ci trombogennych

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono na ponizszych wykresach.
W przypadku analizy aktywacyjnej selektyny-P (Rys. 49), powtoka Ta20s miata niewielki
wplyw na procesy aktywacji, bez zuzywania ptytek krwi, ktére w niej pozostaty. Z kolei
drugi analizowany receptor PAC-1 (Rys. 50) zostat zaktywowany nieco silniej. Powtoka
poprawita rowniez agregacje ptytek krwi w poréwnaniu do podtoza (Rys. 51). ADP to

kontrola pozytywna, bas to kontrola negatywna.

P-sel
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80 T
70 ! ADP
60
50
40
30
20
10 ' NiTi+Ta,0, '} NiTi
0 { I _bas

10 0 20 40 60 80 100 120
PLT % liczby wyjSciowej

ekspresja P-selectin

Rys. 49. Analiza aktywacji na podstawie receptora P-selektyny
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Rys. 51. Agregacja ptytek wywotana bezposrednim kontaktem z badanym materiatem
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Rys. 50. Analiza aktywacji na podstawie receptora PAC-1
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5.4.5. Ocena oddzialywania na krwinki czerwone

Wyniki Indeksu Hemolitycznego (IH) badanych materiatéw przedstawiono
w Tab. 9. Obliczenia przeprowadzono zgodnie z wytycznymi normy ASTM F756-00

[143]. Norma ta definiuje trzy przedzialy stopnia hemolizy:

. [H 0-2% - stopien hemolizy: niehemolizujacy
. [H 2-5% - stopien hemolizy: nieznacznie hemolizujacy,
. [H > 5% - stopient hemolizy: hemolizujacy

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono zréznicowane wartosci
Indeksu hemolitycznego. Stwierdzono obnizenie sie wartosci indeksu hemolizy dla
probek z powtoka Ta20s w poréwnaniu dla prébek w stanie wyjsciowym. Uzyskane
wartosci [H dla badanych grup ksztattowaty sie ponizej wartosci 2%, co oznacza, ze

badane materiaty mozna zakwalifikowac jako niehemolizujgce.

Tab. 9. Wyniki oceny oddziatywania materiatu i powtoki na krwinki czerwone

Material Indeks hemolityczny Hemoliza
NiTi 0,18 Niehemolizujacy
NiTi + Taz20s 0,12 Niehemolizujacy

5.4.6. 0Oznaczanie cytokin prozapalnych

Poziomy wszystkich badanych cytokin prozapalnych dla probki z powtoka Ta20s
byty nizsze niz w przypadku kontroli negatywnej oraz materiatu bez powtoki (Rys. 52).
W przypadku prébki referencyjnej NiTi zaobserwowano zréznicowany wptyw materiatu
na poszczegblne poziomy cytokin. Podwyzszony poziom cytokin w badaniach in vitro
jest predykatorem toksyczno$ci ostrej. Naniesienie powtoki Ta20s spowodowato
zmniejszenie poziomoéw wszystkich badanych cytokin prozapalnych w poréwnaniu do

materiatu wyjsciowego, co jest zjawiskiem korzystnym.
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Rys. 53. Wykresy wartosci cytokin prozapalnych dla badanych materiatow

5.5. Widzialnosc¢ fluoroskopowa

Wyniki widzialno$ci fluoroskopowej przedstawiono jako zdjecia z tomografu
oraz wykres pokazujacy kontrast préobki w stosunku do tta. Nie zarejestrowano

widocznych réznic w kontrascie w stosunku do tta po natozeniu powtoki Rys. 54.
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Rys. 54. Zdjecia fluoroskopowe wybranych prébek wraz z wykresem kontrastu w stosunku do tta
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6. Omowienie wynikow

Najnowsze metody leczenia ubytkéw serca obejmuja wszczepianie okludera
podczas zabiegu matoinwazyjnego, nawet juz u dzieci w wieku przedszkolnym.
Urzadzenia te zbudowane s3 z nitinolowej siateczki uformowanej najczesciej w ksztatt
dwéch dyskéw, pomiedzy ktérymi umieszcza sie material pelnigcy funkcje
uszczelniajgca. Dzieki swoim wtasciwosciom pseudosprezystym, stop NiTi jest idealny
do tego typu zastosowan, poniewaz odzyskuje wcze$niej zaprogramowany ksztatt od
razu po uwolnieniu implantu z systemu wprowadzajgcego. Mimo dobrej
biokompatybilnosci, ktérej zastugg jest cienka warstwa pasywna samoistnie tworzgca
sie na powierzchni stopu, materiat ten nie jest pozbawiony wad. Czes¢ z nich wynika
z wlasciwosci samego materiatu, a cze$¢ z postaci konstrukcyjnej implantu.
Potencjalnymi powiklaniami stosowania okluderéw s3: mozliwo$¢ powstawania
zakrzepow, niedostateczne lub nadmierne przerastanie tkankg, czy wywotywanie alergii
przez uwalnianie jon6w niklu do organizmu. Dodatkowo, nitinol jest stabo widzialny
w $Swietle fluoroskopii, co moze utrudnia¢ prawidtowy przebieg zabiegow
wykonywanych technikami matoinwazyjnymi. Dlatego, aby poprawi¢ wiasciwosci
materiatu, stosuje sie réznego rodzaju modyfikacje powierzchni, takie jak na przyktad
naktadanie powtok. Wysoki potencjat do zastosowan biomedycznych wykazuja powtoki
na bazie tantalu. Potwierdzono ich potencjal w zakresie poprawy odpornosci na korozje
i odpowiedzi komorkowych. Dotychczasowe badania potwierdzaja ich
cytokompatybilno§¢ oraz poprawe proliferacji, mineralizacji i ekspresji gendw
osteogenicznych.

Znanych jest wiele metod modyfikacji powierzchni stopéw do zastosowan
medycznych. W przypadku stopéw NiTi najczeSciej stosowane s3: metoda zol-zZel,
osadzanie elektroforetyczne (EPD) Ilub elektrochemiczne, metody napylania
plazmowego, CVD, PVD, ALD, natryskiwanie termiczne lub plazmowe, rozpylanie jonowe
lub magnetronowe, anodyzacja, osadzanie jarzeniowe, metody laserowe. Metody
modyfikacji powierzchni powinny réwniez cechowal sie prostota, powtarzalno$cia
i szybkoScia przeprowadzania procesu. Istotne s3 réwniez aspekty ekonomiczne
zwigzane z zakupem i uzytkowaniem, bardzo czesto kosztownej, aparatury. Wiekszo$¢
z wymienionych technik wymaga rdéwniez stosowania podwyzszonej temperatury,

co w przypadku stopu NiTi, moze spowodowac rozktad fazy macierzystej B2 na fazy
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réwnowagowe, takie jak Ni3Ti i Ti2Ni lub nier6wnowagowe, nie biorgce udziatu
w zjawiskach pamieci ksztattu. Ich obecno$¢ moze wptyna¢ niekorzystnie na zjawisko
pseudosprezystosci w stopie. Dlatego w przypadku stopéw NiTi na szczegdlng uwage
zastuguja niskotemperaturowe metody modyfikacji powierzchni.

Do tej pory nie osiggnieto jednak w tej dziedzinie w petni zadowalajacych
efektow, co potwierdza niezbyt duza liczba publikacji wyczerpujacych zagadnienie
w literaturze Swiatowej. Nie ma opracowan syntetyzujacych kompleksowo zagadnienia
fizykochemiczne oraz biologiczne dotyczgce implantow w odniesieniu do specyfiki
uktadu  krwiono$nego.  Brakuje  danych  dotyczacych  struktury  warstw
powierzchniowych, adhezji do metalowego podioza, poziomu stezenia jonéw niklu
przenikajacych z powierzchni do organizmu ludzkiego czy podatnosSci powtoki do
odksztatcenr, co uniemozliwia wielostronng ocene wynikéw uzyskanych przez
poszczeg6lnych autoréw. Wrcigz nierozwigzanym problemem pozostaje kompletny
zestaw badan Dbiologicznych pokazujacych peing charakterystyke warstw
powierzchniowych w warunkach dtugotrwatego kontaktu ze Srodowiskiem tkankowym.
Wychodzac naprzeciw nierozwigzanym problemom, zaproponowano program badan,
ktéry moze przyczyni¢ sie do rozwigzania wymienionych zagadnien (Rys. 28).
Przedstawiony program badawczy obejmuje szereg badan umozliwiajacych syntetycznag
ocene wtasnoSci zaréwno fizykochemicznych, jak ibiologicznych, dla materiatu
moggcego mieC zastosowanie w uktadzie sercowo-naczyniowym. Celem pracy byto
opracowanie warunkéw wytwarzania wielofunkcyjnej powloki na bazie tantalu na
powierzchni stopu NiTi o wiasnosciach fizykochemicznych adekwatnych do specyfiki
uktadu sercowo-naczyniowego.

W pracy jako material wyjSciowy wykorzystano stop niklu i tytanu w trzech
réznych postaciach, odpowiednich do wybranych metod badawczych. Ze wzgledu na
niewielkie rozmiary implantéw do okluzji serca i w celu zapewnienia powtarzalnosci
rezultatow, powierzchnie przygotowano stosujac polerowanie elektrochemiczne. Dla
poprawy wiasnosci fizykochemicznych nitinolu, a tym samym ograniczenia
wykrzepiania i uwalniania jonéw niklu, zaproponowano jej modyfikacje przez
naniesienie powtoki Ta20s metodg ALD. Ostatni etap przygotowania powierzchni
obejmowat sterylizacje parowa.

Pierwszym etapem przeprowadzonych badan bylo scharakteryzowanie

naniesionej powloki. Aby potwierdzic¢ jej prawidlowy skitad chemiczny, zastosowano
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pomiary z wykorzystaniem XPS. Na podstawie uzyskanych wynikéw ogélny skiad
powierzchni (po wykluczeniu wegla) zgadzat sie z zalozonym i wynosit 30,2% Ta
i69,8% 0. Nie zarejestrowano ani pierwiastkéw Ni, ani Ti, co $wiadczy o catkowitym
pokryciu stopu wybrang powtoka (Rys. 31). Dla osadzonej warstwy podczas analizy
widm ramanowskich zarejestrowano drgania zginajace i rozciggajace wigzan 0-Ta-0
i Ta-0-Ta (Rys. 32). Analiza mikrostruktury przekroju prébki ujawnita wystepujace dwa
obszary w powtoce. W pierwszym, od strony podtoza, zidentyfikowano pierwiastki
tytanu oraz tantalu, a dodatkowo charakteryzowal sie on warstwowym ulozeniem
struktur atomowych. Drugi obszar zawierat przede wszystkim tantal, a struktura zostata
zidentyfikowana jako jednolita (Rys. 34). Taki uktad dobrze obrazuje efekt zastosowanej
metody naktadania powtoki, poniewaz z zalozenia proces ALD ma nabudowywac
kolejne warstwy o grubosciach jednoatomowych. Co wiecej, brak obecnosci niklu
w analizowanych obszarach dodatkowo potwierdza skuteczno$¢ zastosowania
polerowania elektrochemicznego jako metode pasywacji powierzchni - tworzac
skuteczng warstwe pasywna. Ze wzgledu na niewielka grubos$¢ analizowanej powtoki,
do pomiaru jej grubosci wykorzystano elipsometrie. Po por6wnaniu zmierzonych katow
elipsometrycznych i odpowiedzi pseudo-dielektrycznych z zatozonym modelem,
okreslono grubos$¢ warstwy pasywnej na poziomie 2,7 nm, a powtoki Ta20s na poziomie
13,8 nm.

Przyczepnos¢ powtoki do podtoza jest kolejng istotng kwestig z punktu widzenia
oceny potencjalnego zastosowania. Badania przeprowadzono metodg scratch-test.
Odprysk powtoki zaobserwowano dopiero przy sile Lc2 = 5,6 N, a catkowite przerwanie
jej ciagtosci przy sile Lcs = 11,2N. Na podstawie oceny makroskopowej rysy
stwierdzono nieciaggla perforacje powtoki (Rys. 35). Tak wysokie wartosci podanych
parametréw Swiadcza o bardzo dobrej adhezji powtoki do podtoza [144]-[146]. Jest to
zastuga wybranej metody naniesienia powtoki, poniewaz podczas procesu ALD kolejne
cienkie warstwy przylegaja rownolegle do siebie na catej geometrii powierzchni,
znacznie ograniczajac mozliwo$¢ powstawania lokalnych nieciggto$ci. W ramach oceny
wtasnosci fizycznych wykazano rowniez, ze powtoka Ta20s poprawita wspotczynnik
tarcia powtoki w stosunku do materiatu podtoza (Rys. 36).

Wazng funkcje w przypadku badan biologicznych, w tym adhezji bakterii do
podioza, cytotoksycznos$ci, trombogennosci, hemolizy petnia wiasnosci fizyczne

powierzchni, sposrod ktorych najistotniejsze sa zwilzalnos$¢, topografia (morfologia)
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powierzchni oraz swobodna energia powierzchniowa. Na podstawie uzyskanych
wynikéw zwilzalnoSci i energii powierzchniowej mozna stwierdzi¢, ze powierzchnia
probek ze stopu NiTi, zaré6wno przed jak i po naniesieniu powtoki ma charakter
hydrofilowy (Rys. 37, Rys. 38). Powloka Ta20s wptyneta na zmniejszenie sie wartosci
kata zwilzania zar6wno wody, jak i dijodometanu oraz na zwiekszenie energii
powierzchniowej. Moze to z jednej strony wptywa¢ korzystnie na endotelizacje, ale
z drugiej zwieksza¢ zdolno$¢ do tworzenia zakrzepéw [147], [148]. Wyniki badan
topografii powierzchni z wykorzystaniem zaréwno mikroskopu sit atomowych AFM
oraz elektronowego mikroskopu skaningowego SEM wykazaty, Zze naniesienie powtoki
spowodowato zmniejszenie parametru Ra (Tab. 3). Na zdjeciach AFM (Rys. 39) mozna
zauwazy¢, ze powtoka wykazywata podobng skondensowang i zwartg mikrostrukture,
nawet jesli chropowato$¢ powierzchni byta inna. Mimo Ze zazwyczaj proces ALD dobrze
odwzorowuje powierzchnie, moze obnizy¢ chropowato$¢ ze wzgledu na sktonnos$¢ do
wypelniania niewielkich ubytkéow i defektow [149]. We wszystkich przypadkach
chropowato$¢ powierzchni nie przekracza wartos$ci zalecanej Ra = 160 nm dla
implantow stosowanych w uktadzie sercowo-naczyniowym [150], [151].

[stotnym kryterium determinujgcym przydatnos$¢ zaproponowanej modyfikacji
powierzchni jest podatno$¢ powloki do odksztatcen, ze wzgledu na technike
implantacyjng. Zmiana ksztattu moze mie¢ wptyw na odporno$¢ korozyjng, dlatego
przeprowadzono badania potencjodynamiczne dla probek o réznym stopniu
odksztatcenia. Niemal dwukrotnie wyzsze wartosci oporu polaryzacyjnego wskazuja, ze
powtoka Ta20s poprawita odpornos$¢ na korozje badanego stopu NiTi, co $wiadczy
o korzystnym obnizeniu aktywno$ci powierzchni badanego biomateriatu w srodowisku
korozyjnym. Ponadto, wraz ze wzrostem odksztatcenia (0%-50%) zaobserwowano
wzrost wartoSci oporu polaryzacyjnego, wykazujagc tym samym bezpieczne
odksztatcenie zmodyfikowanego stopu NiTi - Tab. 4 i Rys. 41. Zmierzone warto$ci
parametréw korozji podtoza NiTi przed odksztalceniem odpowiadaty wynikom
uzyskanym przez innych autoréow [130], [152].

Ksztatt okluderéw wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem pojawienia sie korozji
w szczelinach elementéow implantu. Dlatego w dalszej kolejnosci przeprowadzono
badania odpornosci na korozje szczelinowa metoda potencjostatyczng. Na podstawie
przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze materiat w stanie wyj$Sciowym po procesie

polerowania elektrochemicznego NiTi nie jest odporny na ten rodzaj korozji. Z kolei
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uzyskane wyniki dla prébek z naniesiong powtoka Ta20s potwierdzity odpornos$¢ na
korozje szczelinowa (Tab. 5, Rys. 42).

Umieszczenie implantu wykonanego ze stopu NiTi w organizmie niezmiennie
wigze sie z ryzykiem wystgpienia odczynow alergicznych wywotanych uwalnianiem
jonéw niklu. Dlatego wykonano analize spektrometryczng probek zanurzonych przez
28 dni w roztworze PBS. Wyniki wykazaty, ze zastosowana powtoka ograniczyta
przenikanie zaréwno jon6éw nikluy, jak i tytanu do badanego roztworu (Tab. 6). Z powtoki
uwolnily sie réwniez jony tantalu, ktére sg jednak nieszkodliwe dla organizmu
cztowieka [153], a dodatkowo w ilo$ci wielokrotnie mniejsze;j.

Badania biologiczne rozpoczeto od oceny adhezji bakterii S. Aureus do podtoza.
Niebezpieczenstwo choroby wywotanej przez S. aureus jest potegowane przez
powszechne wystepowanie na catym $wiecie wielu szczepoéw opornych na antybiotyki,
takich jak S. aureus oporny na metycyline i wankomycyne (odpowiednio MRSA i VRSA),
co jest zjawiskiem bezposrednio przypisywanym dtugotrwatemu stosowaniu
antybiotykéw. Po przedostaniu sie do krwiobiegu moze wywota¢ miejscowe zakazenie,
takie jak infekcyjne zapalenie wsierdzia lub uogdlnione zakazenie, takie jak posocznica
[154], [155]. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze catkowita liczba
kolonii bakteryjnych zadherowanych do podtoza nieznacznie zmniejszyta sie po
natozeniu powtoki Ta20s (Tab. 7). Najwiekszy wptyw na ograniczenie adhezji bakterii
ma obnizenie chropowatosci powierzchni [156]. W dalszej kolejnosci przeprowadzono
badania cytotoksycznos$ci. Analizujgc zdjecia z mikroskopii konfokalnej mozna zauwazy¢
nieznacznie mniejszg ilo§¢ komdrek o aktywnych mitochondriach oraz nieznacznie
wiekszg ilo§¢ komoérek nekrotycznych na podtozu NiTi (Rys. 43). Stopien toksyczno$ci
okreslono jako 0, brak dziatania cytotoksycznego zaré6wno dla materiatu referencyjnego,
jak i z powtoka. Zgodnie z zapisami normy ISO 10993 [137] dotyczacej biologicznej
oceny wyrob6w medycznych, zmniejszenie zywotno$ci komérek o ponad 30% uwaza sie
za efekt cytotoksyczny. Na podstawie przeprowadzonych badan cytotoksycznos$ci
widoczna jest przezywalnos$¢ komorkowa na poziomie 97-99% dla wszystkich probek,
zaroOwno bez, jak i z powtoka (Rys. 44). Przezywalno$¢ okreslona jako stosunek zywych
komorek do wszystkich komdrek na prébce przekracza 70%, co wskazuje na brak
dziatania cytotoksycznego (Rys. 45, Rys. 46). Dla badanych materiatow wszystkie

wartosci LDH znajdujg sie w tym samym zakresie co wartosci LDH dla materiatu

84



kontrolnego. Ani nitinol, ani powtoka Taz0s, naniesiona w opisanych warunkach, nie
wykazuja dziatania cytotoksycznego (Rys. 47).

Okludery po umieszczeniu w organizmie powinny zosta¢ obros$niete tkanka,
amateriat z jakiego s3 wykonane nie powinien zaktéca¢ tego procesu. Wyniki
przeprowadzonych badan proliferacji komoérek wykazaty typowy prawidtowy wyglad
fibroblastow z wrzecionowatym, wydtuzonym ksztattem (Rys. 48). W przypadku
powtoki mozna zauwazy¢ wieksze zréznicowanie cytoszkieletu oraz zréznicowang
gestosc i dtugos¢ filamentow aktynowych. Widoczne sg rowniez miejsca o zwiekszonym
zageszczeniu jader komorkowych, co potwierdza korzystny wptyw powtoki na badane
wiasciwosci. Poréwnywalny efekt osiggnieto miedzy innymi dla powtoki TiN [147].

Duzym zagrozeniem w przypadku implantow stosowanych w uktadzie
krwiono$nym jest ryzyko powstawania zakrzepoéw, mogacych prowadzi¢ nawet do
$mierci pacjenta. Przeprowadzone badania nie wykazaly wilasnosSci trombogennych
w odniesieniu do aktywacji i agregacji ptytek krwi (Rys. 49, Rys. 50, Rys. 51).
Dodatkowo, na podstawie przeprowadzonych badan, stwierdzono réwniez
zréznicowane wartosci Indeksu hemolitycznego. Zaobserwowano réwniez obnizenie sie
wartosci indeksu hemolizy dla probek z powtoka Ta20s w poréwnaniu dla probek
w stanie wyjSciowym. Uzyskane wartosci IH dla badanych grup ksztattowaty sie ponizej
wartosci 2%, co oznacza, zZe badane materiaty mozna zakwalifikowac¢ jako
niehemolizujagce (Tab. 9). Cytokiny prozapalne odgrywaja kluczowa role
w koordynowaniu komdrkowej odpowiedzi immunologicznej i w modulowaniu uktadu
odpornos$ciowego. Poziomy wszystkich badanych cytokin prozapalnych dla prébki
z powtoka Ta20s byty nizsze niz w przypadku kontroli negatywnej oraz materiatu bez
powtoki, co jest zjawiskiem korzystnym, gdyz reguluja one wzrost, aktywacje komorek,
réznicowanie i zasiedlanie komoérek odpornosciowych do miejsc infekcji w celu
kontrolowania i eliminowania patogenéw wewnatrzkomoérkowych (Rys. 52 i Rys. 53).
Adhezja i aktywacja ptytek krwi na powierzchni biomateriatéw, ktére zostaty powigzane
Z powstawaniem trombogennoS$ci, s3a najwazniejszymi cechami okreslajacymi
hemokompatybilno$¢ [157]. Poréwnujac uzyskane wyniki z publikacjami, kompozytowa
nanowarstwa TiOz/Ta20s utworzona na stopie NiTi z pamiecig ksztattu poprzez
implantacje Ta rowniez ostabita adhezje i aktywacje ptytek krwi, a szybko$¢ hemolizy
zmniejszyla sie o co najmniej 46% ze wzgledu na zmniejszong energie powierzchniowa

ilepsza odpornos$¢ na korozje. Nie zbadano jednak wptywu powloki na indeks
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hemolityczny ani nie przeprowadzono oznaczenia ilo$ci cytokin prozapalnych.
Obnizenie energii powierzchniowej poprawito hemokompatybilno$¢ materiatu [158], co
potwierdzaja wyniki uzyskane dla wariantu z natozong powtoka Taz20s.

Ze wzgledu na to, ze okludery sg umieszczane w ciele pacjenta z wykorzystaniem
technik matoinwazyjnych, przeprowadzono badania widzialnoSci fluoroskopowe;j
z wykorzystaniem aparatu rentgenograficznego. Na podstawie obserwacji nie
stwierdzono zmiany warto$ci wspoétczynnika pochtaniania pomiedzy prébkami
zpowtoka NiTi+Taz0s, jak i bez powtoki NiTi (Rys. 54). Swiadczy to
najprawdopodobniej o niewystarczajacej grubo$ci wytworzonej powtoki, poniewaz
poprawe widzialnosci fluoroskopowej zaobserwowano dla powlok na bazie tantalu
o grubosci 200 um [159].

Reasumujgc, przeprowadzone badania potwierdzily stuszno$¢ przyjetej tezy.
Mozliwe jest wytworzenie wielofunkcyjnej powtoki na bazie tantalu metoda osadzania
warstw atomowych na podtozu ze stopu NiTi o wtasnoS$ciach fizykochemicznych
adekwatnych do specyfiki uktadu sercowo-naczyniowego, zapewniajgcych ograniczenie
uwalniania jonéw Ni oraz tworzenia sie zakrzepéw. Na podstawie wynikéw
przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze analizowana powtoka Ta20s, naniesiona
na stop NiTi w opisanych warunkach, stanowi obiecujgcy kierunek do poprawy
wilasnosci implantow stosowanych w uktadzie krwiono$nym. Uzyskano zadowalajace
rezultaty w zakresie poprawy odpornosci na korozje czy ograniczenia uwalniania jonow
niklu do $rodowiska symulujacego ptyny fizjologiczne. Wyniki badan biologicznych
wskazujg na przydatnos¢ powtoki tlenku tantalu w zakresie ograniczania adhezji
bakterii, cytotoksyczno$ci czy poprawy proliferacji komorek. Zaréwno materiat podtoza,
jak i powtoka, majg poré6wnywalny charakter niehemolizujacy, a powtoka nieco obnizyta
ilos¢ oddziatywujacych z nig cytokin prozapalnych w poréwnaniu do podtoza i analizy
kontrolne;j. Niestety powtoka jest zbyt cienka, Zeby mogta znaczaco wptyna¢ na poprawe
widzialnosci fluoroskopowej. Uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan wskazuja na
potrzebe rozwigzania nastepujacych zagadnien:

e wytworzenie powtoki o wiekszej grubosci przy jednoczesnym zachowaniu

podatnosci do odksztatcen w celu poprawy widzialnosci fluoroskopowej,

e wytworzenie powtoki na implantach oraz ich ocene w warunkach klinicznych,

e przeprowadzenie badan ilosciowych dotyczacych proliferacji komoérek.
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7. Wnioski

1. Zaproponowane warunki procesu nanoszenia z wykorzystaniem metody ALD
pozwolity na uzyskanie powtoki Ta20s o bardzo dobrej adhezji do podtoza, co
przetozyto sie na jej podatno$¢ do odksztatcen. Wraz ze wzrostem odksztatcenia
(az do 50%) zaobserwowano wzrost warto$ci oporu polaryzacyjnego podczas
badan potencjodynamicznych.

2. Wytworzona powtloka Ta20s stanowita skuteczng bariere przed oddziatywaniem
Srodowiska zewnetrznego, czego dowodem jest ograniczenie iloSci jonéw Ni
przenikajagcych do roztworu PBS. Wltasciwos$ci barierowe zostaly réwniez
potwierdzone w badaniach potencjostatycznych i potencjodynamicznych -
nastgpita poprawa odpornosci na korozje wzerowg i szczelinowa.

3. Powtoka Taz0s poprawita zwilzalno$¢ powierzchni w stosunku do podtoza, a jej
charakter pozostat hydrofilowy. Przetozyto sie to na korzystniejsze wyniki badan
proliferacji, gdzie powtoka zintensyfikowata réznicowanie i wzrost komoérek.

4. Wytworzona powtoka Ta20s, w poréwnaniu do podioza, ograniczyta adhezje
bakterii, miata niewielki wplyw na procesy aktywacji ptytek krwi oraz wykazuje
dziatanie niehemolizujace i przeciwzapalne, co zostalo potwierdzone podczas
badan biologicznych.

5. Na zmodyfikowanej powierzchni znajduja sie jedynie pierwiastki tantalu i tlenu,
bez niklu i tytanu z podtoza, dlatego wytworzona powtoka Ta20s charakteryzuje

sie dobrg biokompatybilnoScia i nie wywotuje dziatania cytotoksycznego.

Podsumowujac, potwierdzono teze pracy, mozliwe jest wytworzenie
wielofunkcyjnej powtoki na bazie tantalu metodg osadzania warstw atomowych na
podiozu ze stopu NiTi o wilasnosciach fizykochemicznych adekwatnych do specyfiki
uktadu sercowo-naczyniowego, zapewniajacych ograniczenie uwalnianie jonéw Ni oraz

tworzenia sie zakrzepow.
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Struktura i wlasnosci fizykochemiczne warstw powierzchniowych

stopu NiTi stosowanego na implanty w ukladzie krwiono$nym

Streszczenie

W rozprawie doktorskiej podjeto tematyke modyfikacji powierzchni stopu NiTi
do zastosowan w ukiadzie krwiono$snym na przyktadzie okluderéw, implantow
stuzacych do zamykania ubytkéw serca. Stosowanie tego stopu, mimo jego dobrej
biokompatybilnosci i wystepujagcym efekcie pseudosprezystosci, zwigzane jest
zryzykiem wystapienia alergii, zakrzepéw czy probleméw wystepujacych podczas
przerastania tkankg. W celu ograniczenia tych negatywnych skutkéw, zaproponowano
modyfikacje powierzchni polegajaca na natozeniu powtoki tlenku tantalu metodg ALD
na podtoze poddane procesowi polerowania elektrochemicznego.

Sktad chemiczny uzyskanej powtoki wynosit 30,2% Ta i 69,8% O. Analiza
mikrostruktury przekroju probki ujawnita dwa obszary w powtoce: od strony podtoza
zidentyfikowano warstwowe utozZenie struktur sktadajacych sie z tytanu oraz tantalu.
Drugi obszar zawierat jednolitg strukture zawierajaca przede wszystkim tantal. Pomiary
grubos$ci powtoki zrealizowano z wykorzystaniem elipsometrii, grubo$¢ warstwy
pasywnej wynosita 2,7 nm, a powtoki Ta20s 13,8 nm. Wytworzona powloka
charakteryzowala sie takze bardzo dobrg adhezja do podtoza, a takze poprawita
wspotczynnik tarcia nitinolu. Mimo zmniejszenia chropowatosci powierzchni, powtoka
miata wptyw na obnizenie sie wartosci kata zwilzania, zwiekszajac jej hydrofilowos¢. Co
wiecej, powtoka skutecznie ograniczyta przenikanie jondéw niklu do roztworu PBS oraz
poprawita odpornos$¢ na korozje szczelinowg i wzerowg, nawet po odksztatceniu.

W celu uzupeinienia badan fizykochemicznych, wykonano badania biologiczne,
obejmujace adhezje bakterii do podioza, cytotoksycznos$é, proliferacje komorek,
trombogenno$¢, hemolize oraz badania poziomu cytokin prozapalnych. Wyniki
wymienionych badan wykazaty korzystny wplyw powloki na wtasnosci badanego
materiatu - ograniczyta adhezje bakterii, cytotoksyczno$é, trombogenno$¢ i poziom
cytokin, a zintensyfikowata proliferacje komérek. Dla podtoza oraz podtoza z powtoka

potwierdzono wtasnosci niehemolizujace.
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Structure and physicochemical properties of surface layers of NiTi

alloys used for implants in the cardiovascular system

Abstract

The dissertation is concerned with the surface modification of NiTi alloy for
applications in the blood system using occluders dedicated to closing heart defects. The
use of this alloy, despite its good biocompatibility and the pseudo-elasticity effect, is
associated with the risk of allergies, blood clots or problems occurring during tissue
overgrowth. To reduce these negative effects, a surface modification was proposed to
modify the surface by applying a tantalum oxide coating by the ALD method to
a substrate treated by electrochemical polishing.

The chemical composition of the resulting coating was 30.2% Ta and 69.8% O.
Microstructure analysis of the sample cross-section revealed two areas in the coating: on
the substrate side, a layered arrangement of structures consisting of titanium and
tantalum was identified. The other region contained an uniform structure containing
mainly tantalum. The thickness measurements of the coating were made using
ellipsometry; the thickness of the passive layer was 2.7 nm and the Taz20s coating was
13.8 nm. The formed coating also showed great adhesion to the substrate and improved
the friction coefficient of nitinol. Moreover, the coating effectively reduced the
penetration of nickel ions into the PBS solution and improved resistance to crevice and
pitting corrosion, even after deformation.

To complement physicochemical studies, biological tests were performed,
including bacterial adhesion to the substrate, cytotoxicity, cell proliferation,
thrombogenicity, hemolysis, and pro-inflammatory cytokine levels studies. The results
of the mentioned studies showed a beneficial effect of the coating on the properties of
the test material; bacterial adhesion, cytotoxicity, thrombogenicity, and cytokine levels
were reduced, while proliferation was promoted. Nonhemolyzing properties were

confirmed for the substrate and the coated substrate.
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