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WYKAZ WAZNIEJSZYCH SKROTOW I OZNACZEN

AFM - mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy)
ALD - metoda osadzania atomowego (ang. Atomic Layer Deposition)

ASTM - Amerykanskie Stowarzyszenie Badan i Materiatow (ang. American Society for

Testing and Materials)
EDS - spektroskopia dyspersji energii (ang. Energy Disperssive X-ray Spectroscopy)

EIS - elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (ang. Electrochemical Impedance

Spectroskopy)

EPS - pozakomoérkowa substancja polisacharydowa (ang. Extracellular Polymeric

Substance)
EPD - osadzanie elektroforetyczne (ang. Electrophoretic Deposition)

FTIR - spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier Transform

Infrared Spectroscopy)

ICP - OES- spektrometria atomowa emisyjna z indukcyjnie sprzezong plazma (ang.

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy)

ISO - Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (ang. International Organization for

Standardization)

LDH - dehydrogenaza mleczanowa (ang. actate dehydrogenase)

PBS - s¢l fizjologiczna buforowana fosforanem (ang. Phosphate Buffered Saline)
PDP - polaryzacja potencjodynamiczna (ang. Potentio-Dynamic Polarization)
RMA - wspoétczynnik nieréwnos$ci powierzchni (ang. Rough Mean Square)

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscope)
SFE - swobodna energia powierzchniowa (ang. Surface Free Energy)

STEM - skaningowa transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Transmission

Electron Microscope )

TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy)



. ~ WPROWADZENIE

Biofilm stanowi jedno z najwiekszych wyzwan wspotczesnej implantologii, bedacy
ztozong, odporng na antybiotyki i odpowiedZ immunologiczng strukturg bakteryjna
tworzacg sie na powierzchniach zaréwno biotycznych i abiotycznych. Adhezja bakterii do
m.in. powierzchni implantéw i formowanie biofilmu zalezg w duzej mierze od wtasnosci
powierzchni biomaterialu, w tym jego chropowatosci, zwilzalno$ci oraz sktadu
chemicznego. Ograniczona skuteczno$¢ konwencjonalnych metod leczenia, opartych na
antybiotykach i antyseptykach, spowodowata poszukiwanie alternatywnych oraz
prewencyjnych strategii, w tym modyfikacji powierzchni implantéw w celu ograniczenia
adhezji bakterii.

W implantologii , zwtaszcza w przypadku implantéw kostnych tytan i jego stopy
naleza do najczeSciej stosowanych biomateriatéw, gtéwnie ze wzgledu na ich korzystne
wtasnosci, takie jak wysoka odpornos¢ korozyjna czy odpornos¢ na $Scieranie. Mimo to,
nawet kolejne generacje stopéw tytanu wzbogacone w pierwiastki witalne, m.in. cyrkon,
tantal i zelazo, wykazujg ograniczong odporno$¢ na kolonizacje bakteryjna. W odpowiedzi
na to wyzwanie rozwijano liczne metody modyfikacji powierzchni, jednak w przypadku
stopu Ti-13Nb-13Zr czesto napotykano problemy zwigzane z trudno$cia w uzyskaniu
jednorodnych powlok na implantach o ztozonej geometrii oraz ryzykiem
cytotoksycznosci w przypadku powtok bazujacych na metalach. Obiecujgcym
rozwigzaniem w tym kontek$cie wydaje sie tlenek cyny (SnO,), ktéry wykazuje silne
dziatanie przeciwbakteryjne z niska toksycznoscia.

W celu precyzyjnego nanoszenia powlok o kontrolowanych wtasciwosciach
kluczowe znaczenie ma zastosowanie technologii atomowego nanoszenia warstw
atomowych (ang. Atomic Layer Deposition (ALD). Metoda ta umozliwia wytworzenie
cienkich, jednorodnych warstw o grubosci nanometrycznej, zapewniajac peine pokrycie
nawet najbardziej skomplikowanych powierzchni, co jest szczegélnie istotne
w przypadku matych implantéw kostnych i stomatologicznych. Powtoki uzyskiwane
technologia ALD nie tylko wykazuja witasciwosci antybakteryjne, ale takze chronig
implant przed inicjacja korozji i ograniczaja reakcje zapalne.

Mimo obiecujacych wynikéw, w literaturze dostepnych jest jedynie niewiele badan
dotyczacych modyfikacji powierzchni biomateriatéw na bazie stopu Ti-13Nb-13Zr.

Brakuje w szczegélnos$ci kompleksowych analiz, ktére jednoczes$nie oceniatyby zar6wno



wilasnosci fizykochemiczne (strukture warstw, adhezje, uwalnianie jonéw), jak
i wlasnosci biologiczne (adhezje bakterii) modyfikowanej powierzchni. Ta luka badawcza
uniemozliwia cato$ciowg ocene przydatnosci takich implantéw w warunkach kontaktu
z tkankami.

W odpowiedzi na ten problem, celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest
kompleksowe zbadanie i scharakteryzowanie wtasnosci fizykochemicznych
i biologicznych stopu Ti-13Nb-13Zr z powtoka SnO, naniesiong metodg ALD.
Zaproponowany plan badan obejmuje ocene materiatu przygotowanego poprzez
szlifowanie i piaskowanie, a nastepnie zmodyfikowanego powtoka Sn0,. Uzyskane wyniki
majg umozliwi¢ petng charakterystyke uzyskanej warstwy powierzchniowej oraz
stanowi¢ podstawe do oceny jej przydatnosci w zastosowaniach medycznych w uktadzie

kostnym i stomatognatycznym.

II. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1. Problematyka tworzenia sie biofilmu bakteryjnego

Biofilm bakteryjny w ostatnich dekadach jest coraz czesciej uznawany za gtéwny
czynnik patogenezy przewleklych infekcji, zaburzajac stan homeostazy organizmu [1].
Dostepne dane statystyczne wskazujg, ze [2] biofilm odpowiada za 60-80% wszystkich
infekcji bakteryjnych u ludzi. Wedtug amerykanskiego Narodowego Instytutu Zdrowia
(NIH ang. National Institute Health) [3] rozwdj biofilmu wewnatrz organizmu jest
powigzany z ponad 80% ludzkich zakazen drobnoustrojami, co stanowi powazne
zagrozenie zwtaszcza w przypadku niewtasciwego leczenia. Podobne dane zanotowano
w przypadku przewleklych i trudno gojacych sie ran, w ktérych stwierdzono
obecnos$¢ biofilmu az w 78% przypadkow. Skala problemu jest ogromna rowniez pod
wzgledem ekonomicznym, w 2019 roku na catym Swiecie przeznaczono okoto 260
miliardow dolaré6w na leczenie ran, ktére bylo zwigzane z leczeniem powiktan po
wystgpieniu biofilmu [4]. Inne Zrddia potwierdzajg, ze biofilm wystepuje w ok. 80%
infekcji przewleklych, znaczaco utrudniajgc skuteczng terapie. Podobne wartosci
(65-80%) podaje rowniez Wu i wsp. [5], wskazujac na biofilm jako dominujacy
mechanizm infekcji przewlektych. Z kolei przeglad Sharma i wsp. [4] dowodzi, Ze nawet
do 70% wszystkich zakazen drobnoustrojowych ma zwigzek z obecnoscig biofilmu,

szczegblnie w przypadku infekcji kosci, ptuc oraz uktadu moczowego. Biofilm stanowi



powazny problem Kkliniczny ze wzgledu na niska skutecznos$¢ lekéw oraz wysoki poziom
opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe. Badania wykazuja, Ze biofilm bakteryjny nie
tylko powoduje zakazenia, lecz takze wykazuje odporno$¢ na antybiotykoterapie. Brak
dedykowanych metod leczenia dodatkowo wydtuza proces terapii [5]. Stosowanie
antybiotykéw i antyseptykéw nie stanowi skutecznej metody tworzenia tzw. bariery
pomiedzy srodowiskiem a podtozem. Biofilm wymaga zastosowania znacznie wyZszych
stezen antybiotykéw niz w przypadku zwalczania pojedynczych komoérek bakteryjnych
[6]. Ponadto, szczegllnie niepokojace jest wystepowanie zakazen biofilmem
w Srodowisku szpitalnym, ktore stanowig ponad 65% wszystkich zakazen z czego az 80%
to zakazenia przewlekte, a 60% dotyczy zakazen bakteryjnych w organizmie cztowieka.
Dostepne dane jednoznacznie wskazujg, ze biofilm jest ogromnym wyzwaniem zaréwno
dla skutecznej kontroli zakazen, jak i dla leczenia pacjentéw [7]. Analiza literatury oraz
liczby zapytan i wyszukan w bazie PubMed dotyczacych biofilmu wskazuje na
systematyczny wzrost liczby publikacji poswieconych zakazeniom rozwijajacym sie
w wyniku jego powstawania po wszczepieniu implantéw. W ciggu ostatnich 40 lat
obserwuje sie wyrazna tendencje wzrostowg w tym zakresie - Rysunek 1. Co wiecej,
dzieki rosngcej Swiadomosci problemu w ostatnich 20 latach liczba patentow dotyczaca
Srodkow zapobiegajacych powstawaniu biofilmu zwiekszyta sie o blisko 80%, wskazujac

na wage problemu- Rok
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Rysunek 1 Tendencja wzrostu liczby publikacji dotyczqcych biofilmu przedstawiajqcy
aktualny stan wiedzy w bazie PubMed zgodnie z wyszukiwanym terminem: biofilm



(czarny), biofilm + implant(czerwony), biofilm + implant+ in vitro (pomarariczowy)
i biofilmem + implantem + in vivo (zielony) [8]
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Rysunek 2 Przeglqd liczby patentéw zwiqzanych z biofilmem w latach 2000-2019 [7]

Biofilm bakteryjny to utrwalona struktura mikroorganizméw otoczona
pozakomoérkowymi substancjami polimerycznymi (EPS, ang. Extracellular Polymeric
Substance), stanowigca matryce z egzopolisacharydéw, kwaséw nukleinowych, biatek,
lipidow 1 innych bioczastek, mocno przytwierdzona do powierzchni zaréwno
organicznych, jak i nieorganicznych. Biofilm moze by¢ tworzony przez pojedynczy
gatunek mikroorganizmu lub stanowi¢ mieszanine bakterii, grzybéw, archeonow,
pierwotniakow i drozdzy. Struktura biofilmu charakteryzuje sie nieodwracalng adhezja
komorek mikroorganizmow do podtoza lub do siebie nawzajem oraz obecnoscig kanatéw,
ktére reguluja wymiane gazéw, sktadnikdw odzywczych 1  substancji
przeciwdrobnoustrojowych. EPS sprzyja adhezji drobnoustrojéw do powierzchni
biotycznych i abiotycznych. Po przytaczeniu, dalsza produkcja EPS tworzy matryce, ktéra
otacza i spaja komorki, utrzymujac je w bliskiej odlegtosci oraz umozliwia interakcje
miedzykomdérkowe w ograniczonej przestrzeni. Matryca EPS zapewnia rdéwniez
stabilno$¢ mechaniczng i ztozone mikrosrodowiska chemiczne, ktére sg kluczowe dla
zycia biofilmu. Dzieki temu mikroorganizmy wewnatrz biofilmu wykazuja odmienne
fenotypy w zakresie ekspresji gendéw i tempa wzrostu, a cata struktura cechuje sie
zwiekszong odpornoscia na antybiotyki i dziatanie uktadu [9], [10]. Istotnym elementem
funkcjonowania biofilmu jest komunikacja miedzy drobnoustrojami, tzw. quorum sensing

(tac. quorum- ilosé¢, ktérej wystarczy, ang. sensing - odczuwanie). Mechanizm ten polega na
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wydzieleniu i odbieraniu czastek sygnatowych (autoinduktoréw), ktérych stezenie
wzrasta wraz ze wzrostem liczby komoérek. Umozliwia to regulacje ekspresji genéw
i adaptacje fenotypu do warunkéw s$rodowiskowych. Poczatkowo sadzono, Ze biofilm
rozwija sie wytacznie na powierzchniach statych, takich jak tkanki gospodarza czy
implanty. Obecne badania wskazujg jednak, Ze moze on powstawac rowniez bez udziatu
powierzchni statej [11]. Biofilm bakteryjny stanowi strukture powszechnie obecng
zaréwno w Srodowisku naturalnym i sztucznym, jak i w organizmach zywych. Proces jego
powstawania stanowi cykl zycia bakterii i obejmuje nastepujace etapy [5], [12], [13]
(Rysunek 3):

@ Adhezja odwracalna pojedynczych bakterii
planktonicznych do powierzchni

> @
. ® \

8 & (2) mntomt vy
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& . & CYKLZvCIA
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Tworzenie zewnetrznej
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o ) /
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Rysunek 3 Cykl powstawania biofilmu [4]

1. Adhezja odwracalna pojedynczych bakterii planktonicznych do powierzchni,
gdzie na adhezje bakterii wplywaja sity przyciggania lub odpychania generowane
przez poziom skitadnikéw odzywczych, pH i temperature powierzchni. Pojedyncze
bakterie ulegajg interakcjom elektrostatycznym, jak oddziatywanie Lewisa, sit van

der Waalsa, przycigganiu hydrofobowemu i ruchom Browna. W poczatkowej fazie,
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gdy bakterie znajdujg sie w odlegtosci 5-10 nm od podtoza, dochodzi do powstania
poczatkowego etapu wigzania, czyli adhezji niespecyficznej. W miare zblizania sie do
podtoza 2-4 nm dziatajg oddzialtywania dtugiego zasiegu, ktére utatwiaja bakteriom
dotarcie do warstwy granicznej. Ostatecznie, przy odlegtosci ponizej 1 nm, mozliwe
jest powstanie adhezji specyficznej, zwigzanej z tworzeniem wigzan pomiedzy
bakteriami a powierzchnia.

. Agregacja bakterii 1 wystepowanie adhezji nieodwracalnej, czyli state
przyczepienie bakterii do powierzchni.

. Tworzenie zewnetrznej matrycy zlozonej z wielowarstwowych biomolekul,
gdzie mikrokolonie i wydzielanie EPS tworza zewnetrzng matryce. Wydzielanie
polisacharydéw w szczepach tworzacych biofilm umozliwia agregacje, przyczepno$¢
i tolerancje powierzchniowa, co pozwala na lepsza kolonizacje powierzchni.

. Dojrzewanie biofilmu i uzyskanie trojwymiarowej struktury, ktdére opierajg sie
na samodzielnie wytworzonych sktadnikach macierzy zewngtrzkomoérkowej. Proces
dojrzewania polega poczatkowo na tworzeniu uktadu bakterii w fazach proliferacji,
adhezji miedzykomoérkowej i wytwarzania otaczajgcej drobnoustroje- macierzy
zewnatrzkomorkowej EPS, ktora stanowi bariere utrudniajaca penetracje lekow
i komoérek uktadu immunologicznego. W jej sktad wchodza m.in. biatka, kwasy
nukleinowe, celuloza, enzymy, lipidy czy polisacharydy. Efektywnos$¢ dojrzewania
biofilmu zalezy od czynnikow S$rodowiskowych, takich jak dostepnos¢ tlenu,
sktadnikow odzywczych czy obecnos$¢ jonow Zelaza, niezbednych dla prawidtowego
rozwoju komorek bakteryjnych.

. Dyspersja to uwalnianie powstalych uktadéw lub pojedynczych komoérek
bakteryjnych z dojrzatego biofilmu do $rodowiska. . Nastepnie, uwolnione bakterie
odzyskuja stan planktoniczny i przemieszczaja sie w poszukiwaniu nowych
powierzchni do podtoza do osiedlenia. Dzieki temu procesowi biofilm rozszerza
swoje wystepowanie, inicjujac zakazenia w miejscach poprzez ponowne rozmnazanie
i tworzenie nowych struktur. Do charakterystycznych cech powstajacego biofilmu
naleza wysoka tolerancja na niesprzyjajace warunki Srodowiskowe, takie jak zmiany
temperatury, obnizona wilgotno$¢, dziatanie antybiotykéw oraz elementéw ukiadu
immunologicznego, w tym makrofagoéw i przeciwciat. Niejednorodna struktura

biofilmu sprzyja rozwojowi i rozmnazaniu drobnoustrojow, ktére réznicuja sie od
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form planktonicznych, co prowadzi do zwiekszonej opornosci na antybiotyki oraz leki

antyseptyczne.

Dane statystyczne wskazujg, ze do 2050 roku zakaZenia bakteryjne moga by¢
przyczyng nawet 10 milionéw zgonéw rocznie [6]. Biofilm wystepuje w organizmie
cztowieka, gdzie wigze sie z wieloma chorobami przewleklymi i moze zaburzac
homeostaze, czyli r6wnowage wewnetrzng organizmu. Stanowi powazne wyzwanie
terapeutyczne ze wzgledu na zwiekszong odpornos¢ oraz zdolnos¢ unikania zaréwno
diagnostyki, jak i1 odpowiedzi immunologicznej. Udowodniono, ze biofilm jest
wszechobecny i powstaje w roznych tkankach organizmu (Rysunek 4), a takze na

powierzchniach biotycznych i abiotycznych, w tym na wyrobach medycznych.

UCHO SRODKOWE ‘ * / GOANE DROGH

6
Q/ )

BLONA SLUZOWA
OKREZNICY

® O

RANY TRANEX
MIEKXICH

ﬂl(mﬂlt IYNIOWY

MOCIOWO-PLOOWY

Rysunek 4 Wystepowanie biofilmu bakteryjnego w réznych tkankach i narzgdach
cztowieka [14]
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Biofilm bakteryjny moze tworzy¢ sie m.in. na powierzchni ran, w jamie ustnej (na
zebach i dzigstach), w uktadzie moczowym, oddechowym, krwiono$nym, a takze
w obrebie kos$ci. Szczegblnie podatne na kolonizacje przez mikroorganizmy sa
powierzchnie ciat obcych, takich jak r6znego rodzaju implanty, poniewaz jako ciata obce
w momencie wprowadzenia do organizmu stwarzajg one sprzyjajace warunki do adhezji
bakterii i rozwoju biofilmu [15]. Organizm ma ograniczona zdolno$¢ do ich naturalnego
oczyszczenia, a bakterie szybko kolonizujg powierzchnie ciat obcych, prowadzac do
trudnych do eradykacji, czyli usuniecia, przewlektych zakazen [5], [16], [17], [18], [19].

W  przypadku implantéw, takich jak endoprotezy stawow, implanty
stomatologiczne, sztuczne zastawki serca, cewniki naczyniowe i moczowe, Srodowisko
ich otoczenia sprzyja powstawaniu biofilmu bakteryjnego. Powierzchnia implantéw,
zwtaszcza wykonanych z polimeréw lub metali o niskiej chropowatosci, utatwia adhezje
bakterii. Po implantacji dochodzi takze do osadzania sie biatek gospodarza, takich jak
fibrynogen i fibronektyna, co dodatkowo utatwia przyleganie bakterii. Warunki panujace
w otoczeniu implantu, takie jak ograniczony przeptyw pltynéw ustrojowych, lokalna
hipoksja (niedobér tlenu w danym obszarze ciata), obnizona immunoreaktywnos$¢
organizmu (zdolno$¢ substancji do wywotywania reakcji uktadu odpornosciowego) oraz
brak mechanizméw mechanicznego usuwania bakterii (obecnych np. w jelitach), takze
sprzyjaja rozwojowi bakterii prowadzac do powstawania struktury biofilmu. W takich
warunkach bakterie produkujg macierz zewnatrzkomoérkowa (EPS), ktéra chroni je przed
dziataniem antybiotykow oraz uktadu odpornosciowego. Dzieki temu drobnoustroje
ukryte w biofilmie mogg przetrwa¢ dawki antybiotyk6w nawet 1000 razy wieksze niz ich
planktoniczne odpowiedniki [20].

Biofilm na implantach czesto prowadzi do przewlektych zakazen, ktére moga nie
dawac¢ ostrych objawoéw, lecz utrzymujg sie przez dtugi czas, prowadzac do degradacji
tkanek, bdlu, a nawet koniecznosci usuniecia implantu [15], [21]. Biofilm na implantach
to nie tylko problem mikrobiologiczny, ale powazne wyzwanie materiatowe i kliniczne.
Jego wysoka oporno$¢ i zdolnos$¢ do przetrwania sprawiajg, ze biofilm jest czesta
przyczyng powikian pooperacyjnych, przewlektych infekcji oraz znaczacego wzrostu

kosztow opieki zdrowotnej [22].

14



1.1. Pochodzenie i rozwdj biofilmu bakteryjnego na powierzchni
implantéw

Osadzanie sie bakterii na implantach zwigzane jest ze zjawiskiem adhezji
i mechanizmami przyczepnosci, w tym odzialywaniami sit fizycznych, ktére prowadza do
nieodwracalnego przylegania bakterii do powierzchni i stanowia jedna z gtéwnych
przyczyn powstawania biofilmu [6], [15], [23]. Warto$¢ chropowato$ci powierzchni
odgrywa istotng role, jej wzrost sprzyja gromadzeniu sie bakterii w zagtebieniach,
natomiast powierzchnie gtadkie, o niskiej chropowato$ci, ograniczajg proces adhezji [24].
Nawet powierzchnie hybrydowe, stosowane np. w implantach stomatologicznych, 1gczace
obszary czeSciowo gtadkie i chropowate, sprzyjajg gromadzeniu sie biofilmu
bakteryjnego na bardziej chropowatych obszarach. Co wiecej, wptyw ma réwniez
charakter zwilzalno$ci powierzchni. Im powierzchnia staje sie bardziej hydrofobowa tym
wieksza adhezja bakterii [25]. Pomimo podobnych wartosci chropowatosci, czy
charakteru powierzchni, sam sktad chemiczny materiatu réwniez wptywa na rozwdj
biofilmu bakteryjnego. Przyktadowo stop Co-Cr-Mo wykazuje mniejsza podatno$¢ na
kolonizacje niz bardziej podatny stop Ti-6Al-4V [26]. Dodatkowo energia
powierzchniowa warunkuje adsorpcje biatek i poczatkowe etapy osadzania sie
mikroorganizmow. Powierzchnie o wyzszym fadunku i energii powierzchniowej
sprzyjaja adsorpcji bialek, a nastepnie adhezji komorek bakteryjnych, ktora z kolei
poprzedza adhezje bakterii [27]. W ramach prowadzonych badan dotyczacych adhezji
patogendw pordwnuje sie wpltyw rodzaju zastosowanego biomateriatu, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wtasno$ci powierzchni implantu na rozwdj biofilmu [28], [29], [30],
[31]. Oprocz tego wystepujg rowniez czynniki biologiczne, SciSle powigzane miedzy
danym szczepem bakterii a biatkami wystepujacymi w organizmie i jego danym uktadzie,
powodujgc dziatanie swoistego rzepu, co umozliwia trwate potaczenie, szczegolnie
w warunkach ptynéw ustrojowych [32]. Dodatkowo czynniki Srodowiskowe, jak
obniZzona odpornos$¢ pacjenta, palenie tytoniu, czas operacji wszczepienia implantu,
mikrobiologia organizmu mogg sprzyja¢ rozwojowi biofilmu. Istnieje rowniez zjawisko
race for surface, czyli zalezno$¢ miedzy tempem adhezji i wzrostem bakterii w postaci
biofilmu a integracja tkankowg implantu [33]. W przypadku wiekszej agregacji, czyli
skupieniu bakterii zwieksza sie znacznie ryzyko zakazenia. W takim przypadku jedynym

wyj$ciem moze pozosta¢ usuniecie implantu i reimplantacja. Dodatkowo stany zapalne

15



w organizmie powigzane z inng niezalezng chorobg zwieksza ryzyko infekcji w grupach
immunosupresyjnych, co stanowi potrzebe indywidualnego doboru biomateriatu na
implanty u pacjenta [34]. Wprowadzane do organizmu implanty moga inicjowaé
zakazenie miejsca operowanego (ZMO), ktore sg jednymi z najczestszych i najbardziej
niebezpiecznych powikitan po zabiegach chirurgicznych, zwtaszcza w przypadku
wszczepienia implantéw. Dochodzi do niego, gdy bakterie kolonizujg tkanki w miejscu
ciecia chirurgicznego, wywotujac stan zapalny, tworzenie ropnia lub rozwdj biofilmu
w obecnosci ciata obcego (np. implant) [35]. Miejsce powstawania biofilmu zalezy
zarOwno od rodzaju implantui miejsca jego osadzenia w organizmie, jak i od gatunku
drobnoustroju, ktéry zainicjowat proces- Tabela 1. NajczeSciej spotykane w organizmie
szczepy bakterii to Escherichia coli oraz Staphylococcus aureus. E. coli stanowi naturalny
sktadnik mikroflory jelitowej, jednak przy zaburzeniu rownowagi mikrobiologicznej
moze wywotywac infekcje w innych narzadach. Natomiast, S. aureus kolonizuje przede
wszystkim skoére i blony Sluzowe, a w przypadku uszkodzen tkanek lub obecnosci
implantéw czesto powoduje zakazenia miejscowe i ogdlnoustrojowe. Oba gatunki s3
jednymi z najczestszych czynnikéw infekcji u ludzi [36].

Tabela 1 Typy zakazZenia a czynnik etiologiczny zwiqzany z wytwarzaniem biofilmu na
powierzchni biomateriatéw [37]

Typ zakazenia Czynnik etiologiczny

S Staphylococcus aureus, Staphylococcus
Zakazenia miejsca operowanego (ZMO) | opidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Echerichia coli

Zakazenia zwigzane z obecnoS$cia Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus spp.,
Echerichia coli

Zakazenia zwigzane z obecnoS$cia Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Cutibacterium acnes,
Echerichia coli

Zakazenia zwigzane z obecnoS$cia Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

saprophyticus (u mtodych kobiet)
Echerichia coli

implantow stomatologicznych

implantéw ortopedycznych

cewnika urologicznego u pacjenta

Zakazenia zwigzane z obecnoscia Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

sztucznych zastawek serca aureus, Enterococci, Echerichia coli.

Zakazenia zwigzane z obecnoscia Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

wszczepow i cewnikow naczyniowych | aureus, Enterobacteriaceae, Echerichia coli.
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Szczegélnym przyktadem biofilmu zwigzanego z implantami jest zjawisko
periiimplantitis (z grec. peri- okoto, z tac. implantitis- zapalenie implantu), czyli stan
zapalny obejmujacy zaréwno dzigsta, jak i kos$¢ otaczajacg implant zebowy. Schorzenie to
rozwija sie gtdwnie na skutek kolonizacji powierzchni implantéw stomatologicznych
przez biofilm. Nieleczone periimplantitis moze prowadzi¢ nawet do utraty kosci
i rozchwiania implantu, co w konsekwencji moze skutkowac jego catkowitym usunieciem
[38], [39]. Biofilm w jamie ustnej ma sktad zblizony do ptytki nazebnej, zawiera komoérki
bakteryjne otoczone warstwa egzopolisacharydu, drobnoustrojéw, sktadnikéw $liny oraz
fragmentéw nabtonka. Obecno$¢ beztlenowych, patogennych szczepéw sprzyja
rozwojowi zapalenia btony §luzowej wokot implantu oraz innych stanéw zapalnych jamy

ustnej zwigzanych z protezami zebowymi - Rysunek 5.

Rysunek 5 Zapalenie tkanki okotowszczepowej objawiajqce sie krwawieniem u mezczyzny
[40]

Natomiast, w uktadzie kostno-stawowym biofilm gromadzi sie na protezach stawowych,

zwlaszcza biodrowych i kolanowych - Rysunek 6. Rozwdj biofilmu bakteryjnego na

powierzchni ptytki zastosowanej np. w obrebie stawu kolanowego prowadzi do

ingerencji w obrebie struktury kosci, co moze spowodowac zapalenie szpiku kostnego

[41].

Rysunek 6 Zakazenie wystepujgce wokét ptytki, po stabilizacji ztamania, po
unieruchomieniu wewnetrznym [40]
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W przypadku obu wyZej wymienionych uktadéw, zaréwno w obrebie uktadu
stomatognatycznego, jak i kostnego proces powstawania biofilmu bakteryjnego na
powierzchni ko$ci, poprzez agregacje bakterii przebiega w zblizony sposéb, co
przedstawiono na Rysunek 7. Przykladowo, kolonizacja implantu przez Staphylococcus
aureus moze prowadzi¢ do wytworzenia matrycy bakteryjnej, a nastepnie przedostania
sie patogendw do krwiobiegu, co skutkuje rozwojem zakazen ogélnoustrojowych, takich

jak zapalenie kosci i szpiku.
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Rysunek 7 Proces powstawania zapalenia kosci i szpiku wywotane przez S. aureus [42]:
a)adhezja kolagenu, b) penetracja btony komérkowej poprzez powstawanie wigzan
bakterii z czqstkami kolagenu na osteoblastach, c) mozliwe niszczenie bakterii obecnych
w osteoblastach przez lizosomy, odizolowane w pecherzykach lub utworzenie matych
wariantéw kolonii, a nastepnie produkcja cytokin i aktywacja receptoréw smierci komérek
d) apoptoza (Smier¢ komdrki) zainfekowanych osteoblastéw e) uwalnianie bakterii

z osteoblastow f) rozproszenie uwalnianych bakterii i zakazanie innych komdrek

W uktadzie moczowym biofilm moze kolonizowa¢ m.in. stenty urologiczne -
Rysunek 8. W tym przypadku do zainfekowania wyrobu, dochodzi najczeSciej podczas
jego zaktadania, powodujac zakazenie uktadu moczowego. Poczatkowe powstawanie
biofilmu na cewniku jest zwigzane z inkrustacjg, ktéra jest wynikiem krystalizacji

jonowych sktadnikéw moczu oraz tworzenia sie biofilmu wtaczajac bakteryjng warstwe
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biofilmu. Biofilm stopniowo dojrzewa, tworzac wielowarstwowg strukture EPS, ktéra
chroni bakterie przed dzialaniem antybiotykéw i $rodkéw dezynfekcyjnych. W ten
spos6b dochodzi do powstawania twardych ztogdw na powierzchni stentu,
utrudniajacych przepltyw moczu i sprzyjajacych przewleklym zakazeniom uktadu
moczowego [43], [44].

W uktadzie sercowo-naczyniowym powstawanie biofilmu obserwuje sie m.in.
w miejscach wszczepienia sztucznych zastawek i stentow- Rysunek 9. Z powodu ciggtego
przeptywu krwi, obecnos¢ ptytek krwi i fibryny moze wywotywac agregacje i uszkodzenie
tkanki, co ostatecznie prowadzi do powstawania skrzepow fibrynowych. Obszary te sg
bardziej podatne na kolonizacje bakterii, co moze prowadzi¢ do powstawania ich skupisk

i zapalen okotowszczepowych np. wsierdzia, czy zastawki [42].

Rysunek 8 Silnie inkrustowany Rysunek 9 Zapalenie wsierdzia spowodowane
stent moczowodu typu J-pigtail zastosowaniem protezy zastawki z przeciekiem
[45] parazastawkowym [42]

Kazda lokalizacja biofilmu wigze sie z innym zestawem drobnoustrojow i specyfika
mikrosrodowiska, co wptywa na dynamike jego powstawania i oporno$¢ na leczenie.
Réznice te determinujg nie tylko skitad mikrobiologiczny biofilmu, ale takze jego
strukture, tempo wzrostu i podatno$¢ na czynniki zewnetrzne. Z tego wzgledu
skutecznos$¢ metod hamowania rozwoju lub eradykacji biofilmu zalezy od miejsca jego
wystepowania [46]. W dalszej czeSci pracy omOwione zostang najwazniejsze strategie

zwalczania biofilmu bakteryjnego.
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1.2. Metody zwalczania biofilmu

Komorki bakterii tworzace strukture biofilmu sg odizolowane od $Srodowiska
zewnetrznego, dlatego uzyskujg opornos¢ na Srodki dezynfekcyjne oraz antybiotyki.
Komorki zywe w strukturze biofilmu, ktére pozostaja nieaktywne metabolicznie przez
okresSlony czas po zastosowaniu antybiotyku posiadaja jednak mozliwo$¢ ponownej
aktywnosci, co pozwala na budowanie struktury biofilmu na nowo. Przetrwanie trudnych
warunkow Srodowiska zewnetrznego sprawia, Ze eradykacja, czyli proces usuwania
biofilmu stanowi duza trudnos$¢, jednoczesSnie sktaniajagc ku poszukiwaniu nowych
rozwigzan [47]. Ze wzgledu na spos6b dziatania, metody zwalczania biofilmu mozna
podzieli¢ na trzy kategorie: fizyczne, chemiczne i biologiczne. Do metod fizycznych zalicza
sie miedzy innymi: wykorzystanie skrajnych temperatur (wysokich i niskich), zmiennego
pola magnetycznego (AMF, ang. Alternating Magnetic Field) oraz ultradzwiekow [22].
Podstawowg metodg fizyczng, ktéra z wysoka skuteczno$cia powoduje niszczenie
biofilmu jest mechaniczne usuwanie struktury poprzez oczyszczanie powierzchni, t;.
szorowanie lub skrobanie. Daniluk i wsp. [48] jednak wykazali, Ze do wad tej metody
mozna zaliczy¢ matg uniwersalno$¢ ze wzgledu na rézny rodzaj poditoza. Innym
podejSciem jest zastosowanie wysokiej temperatury. W badaniach Ricker i wsp. [49]
potwierdzili, Ze biofilm poddany dziataniu temperatury T= 60+ 80 2C ulega catkowitemu
zniszczeniu. Podobnie IvaSke i wsp. [50] zastosowali niska temperature, oraz cykl
kilkukrotnego zamrazania w temperaturze T= -45 2C i rozmnazania struktury
bakteryjnej. Spowodowato to skuteczng eradykacje biofilmu. Uzycie zmiennego pola
magnetycznego do niszczenia biofilmu polega na uzyciu p6l o wysokiej czestotliwosci

(>100 kHz). Krishnamurthi i wsp. [51] potwierdzajg, Ze powstajacy w trakcie

generowania prad wirowy pozwala na wytworzenie ciepta, ktorego efektem jest
mozliwo$¢ uszkodzenia btony komorkowej bakterii i usuwania komdrek biofilmu
z powierzchni podioza. Intensywnos¢ blony bakteryjnej wzrosta po poddaniu bakterii
dziataniu pradu elektrycznego o natezeniu mikroamperow, co przedstawiono na Rysunek
10. Kolejnym sposobem jest zastosowanie ultradZwiekéw do zabijania bakterii
zaadherowanych, jeszcze przed utworzeniem biofilmu oraz do zwalczania juz wcze$niej
powstatych struktur bakteryjnych. W przypadku uzycia ultradZwiek6w generowane jest
pole ultradzwiekowe o duzej energii, co pozwala na przewodzenie odbicia fali na
powierzchni. PrzejSciowa Kkawitacja, czyli zabieg oczyszczajacy przy uzyciu

ultradZwiekow uznawany jest za najbardziej skuteczny w przypadku usuwaniu biofilmu
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bakteryjnego. Przy uzyciu duzego natezenia i niskich czestotliwosci nie dochodzi do
odwrotnego efektu, czyli proliferacji komorek. W efekcie dochodzi do niszczenia matrycy
EPS i warstwy zewnetrznej btony biofilmu [52]. Ich skuteczno$¢ potwierdzono jednak
gléwnie w redukcji liczby komoérek bakteryjnych, ktore nie zdazyty ulec adhezji, co

wykazali Axelsson i wsp. [53].

Rysunek 10 Obrazy fluorescencyjne btony komérkowej bakterii zabarwionej barwnikiem
MitoTracker Green FM po poddaniu dziataniu niskich napie¢ prqdu statego od 0 V.do 2 V

[51]

Wyrdznia sie rowniez metody chemiczne, wykorzystujace syntetyczny poli(glikol
etylenowy (PEG), chitozan (CS) oraz potaczenie réznych substancji leczniczych. Te
metody mogg wptywac na przebieg procesu adhezji bakterii, ale réwniez na wzrost
i podziat komoérek. NajczeSciej stosowany jest PEG, ktory jak wykazaty badania obniza
aktywnos$¢ wody w Srodowisku komorkowym, hamuje dziatanie biatek bakteryjnych
i ogranicza dalsza adhezje bakterii, ktéra prowadzi do powstawania biofilmu. Ambrose
i wsp. [54] potwierdzili, Ze PEG w formie cienkich warstw lub hydrozeli ogranicza
przyleganie bakterii takich jak E. coli i S. aureus. Zastosowanie grubych, miekkich
hydrozeli PEG znaczaco zmniejszato ich adhezje, co jest efektem zaréwno obnizonej
interakgji biatek, jak i fizycznych wtasnosci powierzchni. Skuteczng eradykacje biofilmu
uzyskano jedynie poprzez potaczenie kilku substancji na ktére mikroorganizmy nie
wykazuja opornosci. Jacqueline i wsp. [25] zastosowali terapie skojarzona, obejmujaca
moksyfloksacyne i daptomycyne, ktéore w potgczeniu z klarytromycyng skutecznie
eliminowaty szczepy bakterii S. aureus. Do oceny zdolno$ci adhezyjnej bakterii, bedacej
kluczowym etapem w tworzeniu biofilmu, wykorzystuje sie rdwniez Biofilm Ring Test.
Metoda opiera sie na unieruchamianiu kulek magnetycznych w agregatach bakteryjnych
po uformowaniu biofilmu w mikroptytkach i umozliwia pomiar zdolnosci komérek do

adhezji (Rysunek 11).
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Rysunek 11 Staphylococcus aureus otaczajqcych kulke magnetyczng w tescie Biofilm Ring
Test po 6 godzinach inkubacji, SEM, pow. 45 000x [25]

Do metod chemicznych nalezy rowniez zastosowanie chitozanu bedacy liniowym
polisacharydem hamujacy wzrost bakterii poprzez dodatnio natadowane grupy aminowe,
ktoére oddziatujg wraz z ujemnie natadowang zewnetrzng btong komérkowa. Przytaczanie
powstatych hydrozeli z dodatkiem chitozanu do powierzchni ma zapewnia¢ dziatanie
zapobiegajace dalszemu rozwojowi biofilmu oraz przeciwbakteryjnie [50]. He i wsp. [55]
opracowali dwuwarstwowg powtoke hydrozelowa, zdolna do przetaczania sie pomiedzy
trybem sprzyjajagcym adhezji komoérek a trybem antybakteryjnego. Dodatkowo
morfologie komdérek namnazajacych sie przez 7 dni na podtozach pokrytych szczotkami
polimerowymi z hydrozelu krzemowego oraz na podtozach z hydrozelu krzemowego

obserwowano za pomocg SEM i mikroskopii fluorescencyjnej (Rysunek 12).
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Rysunek 12 Morfologia komdrek po 7 dniach hodowli na powtokach hydrozelowych, 40 um,
mikroskop fluorescencyjny, SEM [55]

Na czystej ptytce krzemowej (Si) zaobserwowano jedynie pojedyncze komoérki

o okragtym ksztalcie, co wskazuje, zZe powierzchnia nie sprzyjata ich rozprzestrzenianiu
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i wzrostowi. Natomiast na poditozach pokrytych dwuwarstwowa powtoka komérki
tworzyly niemal ciggla warstwe o charakterystycznym, wrzecionowatym Kksztatcie,
rozciggajac sie na catej powierzchni. Zaobserwowano réwniez, ze gesto$¢ komorek
wzrastata wraz ze wzrostem gestos$ci szczotek polimerowych. Metody biologiczne
zwalczania biofilmu wykorzystuja najczeSciej: fagoterapie, uzycie soli amoniowej,
enzymoéw, hamowanie zjawiska quorum sensing. Najskuteczniejsza z nich wydaje sie
fagoterapia, polegajgca na  wykorzystaniu wiruséw atakujacych  bakterie.
W szczegbélnoSci metoda ta ma znaczenie w przypadku eliminacji bakterii
wielolekoopornych. W badaniach Miedzybrodzkiego i wsp. [56] potwierdzono
skutecznos¢ fagow wobec szczepow S. aureus opornych na wiele antybiotykow.
Obiecujacym kierunkiem sg takze niektore zwigzki chemiczne, takie jak sole amoniowe
(QAS, ang. quaternary ammonium salts) z kwasem maleinowym, stosowane do
modyfikacji powierzchni bawetnianych opatrunkéw tekstylnych. Li i wsp. [57]
przedstawili modyfikacje bawetnianej tkaniny z wykorzystaniem zwigzkéw kwasu
maleinowego pochodzacych z kwasu zywicznego. Otrzymany materiat wykazywat silne
dziatanie antybakteryjne zaréwno wobec bakterii Gram-ujemnych (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), jak i Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus). Co istotne,
modyfikowana tkanina znaczaco hamowata tworzenie biofilmu nawet po wielokrotnym
kontakcie z roztworem PBS (ang. Phosphate Buffered Saline) i przechowywaniu przez
6 dni, zachowujac przy tym dobra biokompatybilnos¢. Jak pokazano na Rysunek 13, po
kontakcie z nieskazonym antybakteryjnym materiatem tekstylnym (CT, ang. Cotton
Textiles) zaobserwowano liczne Zywe i martwe bakterie S. aureus oraz E. coli. Natomiast
po ekspozycji na tkanine modyfikowang czwartorzedowymi kationami amoniowymi
kwasu maleopimarycznego (CT-g-MPAN+ ang. Cotton Textiles Maleopimaric Acid
Quaternary Ammonium Cationswas Prepared) liczba zielonych i czerwonych punktéow
fluorescencyjnych ulegta znacznemu zmniejszeniu, co wskazuje na rozpad lub lize

komérek bakteryjnych bez zachowania ich integralnej morfologii.
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100 pm

Rysunek 13 Obrazy barwienia zZywych i martwych biofilméw na nieskazonych
powierzchniach CT i CT-g-MPA-N+ po 3 dniach hodowli bakteryjnej [57]

Wyrédznia sie réwniez wykorzystanie enzymu rozktadajacego matryce EPS,
prowadzac do ostabienia potgczen miedzy komoérkami oraz ich adhezji do powierzchni
podtoza. Dzieki temu biofilm traci tolerancje na czynniki Srodowiskowe, a komérki staja
sie bardziej wrazliwe na dziatanie antybiotykéw. Badania Khana i wsp. [58] wykazaty, ze
zastosowanie glikozydazy, proteazy oraz DNazy typu [, znaczaco degradowato macierz
EPS, pogarszajagc mechaniczng stabilno$¢ biofilmu i umozliwiajac skuteczniejsza
penetracje antybiotykoéw do wnetrza komodrek bakteryjnych. Enzymy odgrywajg rowniez
istotng role w metodzie zwanej quorum quenching, czyli zakt6caniu standardowego
systemu quorum sensing (QS), bedacy mechanizmem pozwalajagcym na komunikacje
miedzy komorkami odpowiedzialnego za regulacje ekspresji genéw. Blokowanie tego
procesu prowadzi do degradacji szlaku komunikacyjnego komoérek bakteryjnych
i zahamowania dalszego wzrostu biofilmu. Kolejnym sposobem jest zastosowanie
kwasnej wody elektrolizowanej (AEW, ang. Acid Electrolyzed Water), ktoéra destabilizuje
matryce EPS poprzez rozpad wigzan w weglowodanach, co skutkuje degradacja biofilmu.
Okanda i wsp. [59] potwierdzili, ze AEW o pH= ok. 5,5 skutecznie niszczy polisacharydy
matrycy EPS u szczepdw Pseudomonas aeruginosa, utatwiajac ich usuniecie. Podobne
dziatania wykazujg fitochemikalia, czyli naturalne zwigzki roslinne, ktére moga dziata¢
jak inhibitory quorum sensing, ograniczajgc komunikacje miedzy komorkami
bakteryjnymi. Na Rysunek 14 przedstawiono efekt dziatania lekko kwasnej wody

elektrolizowanej (SAEW ang. Slightly Acidic Electrolyzed Water). Widoczne s3a ciemnie

24



komorki bakteryjne zawierajace materiat wewnetrzny oraz jasne komorki, ktére utracity
zawarto$¢ cytoplazmy po ekspozycji na SAEW. Komoérki przed dziataniem SAEW
wykazywaty czeSciowe zniszczenie $ciany komoérkowej, struktury btony oraz

zmniejszong gestos$¢ cytoplazmy.
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Rysunek 14 Obraz wewnetrznej struktury szczepu, TEM [59]:
a) komérki bakteryjne przed utworzeniem biofilmu, b) komdrki bakteryjne poddane
dziataniu 15 ppm SAEW po utworzeniu biofilmu

Naturalne zwigzki, takie jak berberyna, rowniez wykazujg zdolno$¢ hamowania
rozwoju biofilmu, co potwierdzili w swoich badaniach Zhou i wsp. [60], [61].
Przedstawione dotychczas metody zwalczania biofilmu obejmuja rézne podejscia
koncentrujgce sie na eliminacji istniejacych struktur biofilmu, jak i na zapobieganiu ich
powstawaniu. Jednak ich skuteczno$¢ moze by¢ jednak ograniczona ze wzgledu na
specyficzne warunki srodowiska implantéw oraz wtasno$ci materiatéw uzywanych do
ich produkcji. Dlatego obiecujaca strategia w profilaktyce i terapii zakazen zwigzanych
z biofilmem jest modyfikacja powierzchni materiatéw implantacyjnych, ktorej celem jest
utrudnienie adhezji bakterii lub nadanie powierzchni wtasnosci
przeciwdrobnoustrojowych. Zagadnienie to zostato szczegétowo omowione w kolejnych

rozdziatach.
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2. Problematyka stosowania implantow ze stopéw tytanu

Ze wzgledu na trudnos$ci w zwalczaniu biofilmu coraz wieksza role odgrywa dobér
i wlasno$ci materiatdw stosowanych w implantologii. Sposréd dostepnych biomateriatéw
szczegOlne znaczenie maja stopy tytanu, ktore ze wzgledu na korzystne wtasnosci
mechaniczne, wysoka odporno$¢ na Kkorozje oraz dobrg biokompatybilno$¢ sa
powszechnie wykorzystywane w medycynie. Jednak mimo wielu zalet, takze na ich
powierzchni moze dochodzi¢ do adhezji bakterii i formowania biofilmu, co stanowi
powazne zagrozenie dla powodzenia procesu implantacji. Obecnie przemyst medyczny
wymaga stosowania biomateriatéw, ktore charakteryzuja sie jednocze$nie odpowiednimi
wilasnos$ciami mechanicznymi i wtasno$ciami fizycznymi oraz chemicznymi [62]. Oprécz
tego powinny one charakteryzowac sie niska gestos$¢, duza wytrzymatoscia statyczng
i zmeczeniowq, odpornoscia na pekanie oraz wysoka odpornoscig korozyjna. Szacuje sie,
ze okoto 70-80% implantow wykonywanych jest z biomateriatéw metalowych, z czego
tytan (Ti) i jego stopy stanowig okoto 40% rynku biomateriatéw wykorzystywanych na
implanty. Znalazly one szerokie zastosowanie w ortopedii i protetyce ze wzgledu na
korzystne wlasnos$ci mechaniczne, odpornos$¢ na korozje (wyzszej niz w przypadku stali
316L czy stopow Co-Cr-Mo), duzej wytrzymato$ci zmeczeniowa oraz modutowi
sprezystosci zblizonemu do wartoSci modutu ludzkiej kosci (okoto E=79 GPa).
Dodatkowg zaletg jest zachowanie funkcjonalno$ci takze w obecnosci ptynow
ustrojowych [63], [64]. NajczeSciej stosowanym biomateriatem w tej grupie jest stop
Ti-6Al-4V, wykorzystywany do produkcji elementéw protez i implantow. Mimo
powszechnego uzycia posiada on pewne wady, takie jak niska aktywnos$¢ biologiczna
(ograniczajgca rozrost tkanki wtdknistej i sprzyjajaca obluzowaniu protez), ryzyko
wystgpienia metalozy i zwigzanych z nig stanéw zapalnych lub innych reakcji
alergicznych. Dodatkowo wykazano niekorzystne dziatanie wanadu, ktérego
cytotoksyczno$¢ moze prowadzi¢ do uszkodzen uktadu nerwowego, rozwoju choroby
Alzheimera czy nawet nowotworéw [65]. Podobne watpliwosci budzi obecnos¢
aluminium (Al), ktérego dtugotrwata ekspozycja w tkankach moze dziata¢ toksycznie. Te
wymagania dotyczace implantéw spowodowaty rozwdj stopéw tytanu, jak Ti-6Al-7Nb.

W celu eliminacji szkodliwego wptywu wanadu i aluminium, opracowano
bezwanadowe stopy tytanu nowej generacji. Poczatkowo modyfikacje polegaty na

zastapieniu wanadu niobem, jak w stopie Ti-6Al-7Nb, jednak réwniez w tym przypadku
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obecno$¢ aluminium wigzata sie z ryzykiem niekorzystnego wptywu na organizm.
Nastepnie jednak opracowano stopy tytanu pozbawione juz obu tych pierwiastkow
zastepujac je jedynie pierwiastkami obojetnymi biologicznie, takimi jak: cyrkon (Zr), niob
(Nb), tantal (Ta), czy molibden (Mo). Jednym z najbardziej obiecujacych stopow tytanu tej
generacji jest stop Ti-13Nb-13Zr, zawierajacy w swoim skladzie jedynie pierwiastki

witalne, niewywotujace stanéw zapalnych i odczynéw alergicznych [66], [67] (Tabela 2).

Tabela 2 Sktad chemiczny (% wag) wybranych stopow tytanu zgodnie z zaleceniami norm
IS0 5832-3 [68], ISO 5832-11 [69], ASTM F1713-08 [70]

% wag. pierwiastkow
Stop tytanu
C H 0 N Fe Nb Al |V Zr Ti
55- | 3,5-
Ti-6Al-4V <0,08 | 0,015 | <0,2 |[<0,05| <03 - - Reszta
6,75 | 4,5
5,5-
Ti-6Al-7Nb <0,08 | 0,009 | <0,2 | <0,05| <0,25 | 6,5-7,5 675 - - Reszta
12,5' 12:5_
Ti-13Nb-13Zr | <0,08 | <0,015 | <0,016 | <0,05 | <0,25 - - Reszta
14,0 14,0

Obecne w sktadzie chemicznym stopu Ti-13Nb-13Zr pierwiastki witalne, takie jak niob
(Nb) oraz cyrkon (Zr), sa nietoksyczne, poprawiaja biokompatybilno$¢ oraz nie
wywierajg negatywnego wplywu na tkanki i ludzki organizm, co stanowi przewage nad
tradycyjnym stopem Ti-6Al-4V. Zmiana sktadu chemicznego skutkuje réwniez
zwiekszong odpornoscia korozyjng, wynikajaca z wysokiej stabilnos$ci warstw pasywnych
oraz niskiej szybkos$ci rozpuszczania w ptynach fizjologicznych [66], [71]. Wykazano, Ze
stop Ti-13Nb-13Zr zachowuje pasywnos$¢ w symulowanych warunkach fizjologicznych,
takich jak roztwor Ringera, sztuczna $lina i sél fizjologiczna buforowana fosforanem
(PBS), natomiast aktywnos$¢ obserwuje sie w roztworach kwasu solnego. Inne badania
wskazuja, Ze stopy oparte na uktadzie Ti-Nb-Zr s3 potencjalnie bardziej odporne na
czynniki Srodowiskowe w zastosowaniach ortopedycznych niz stomatologicznych.
Zainteresowanie tymi stopami wynika przede wszystkim z potrzeb w alloplastyce
stawowej, gdzie istotng role odgrywa osteointegracja, czyli bezposrednia interakcja
miedzy implantem metalowym a koScig. Gtadka warstwa pasywna dwutlenku tytanu

(TiO2), naturalnie powstajgca na powierzchni tytanu, nie zawsze zapewnia jednak
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odpowiednig bioaktywno$¢ i moze prowadzi¢ do tworzenia tkanki wtdknistej zamiast
trwatego potaczenia z koscig, co zwieksza ryzyko obluzowania implantu i stanu
zapalnego. Ciagly proces prowadzenia badan dotyczacy ulepszenia wtasno$ci warstwy
wierzchniej implantéw i poprawienia osteointegracji pozwala na rozwdj technik i metod
modyfikacji powlok i warstw powierzchniowych. Poszukiwania nowych rozwigzan
doprowadzity do opracowania nowych uktadéw Ti-Nb-Zr oraz Ti-Nb-Sn, a takze
wprowadzenia pierwiastkow stopowych takich jak tantal (Ta) i molibden (Mo),
szczegblnie istotnych w zastosowania medycznych. Materiaty te znajduja potencjalne
zastosowanie miedzy innymi w S$rubach kostnych, plytkach czy gwozdziach
$rddszpikowych. Obecnie prowadzone s3 badania nad zastosowaniem stopow
zawierajacych Nb i Zr w konstrukcji endoprotez stawu biodrowego i kolanowego, jako
implantéw dtugoterminowych.

Stop Ti-13Nb-13Zr klasyfikowany jest jako stop typu [, chociaz niektére badania
wskazujg jedynie tylko na jego zblizenie do tej strefy [72]. Charakteryzuje sie nizsza
temperaturg przemiany 3 podczas nagrzewania, wynoszac T= 7352C, w poréwnaniu do
powszechnie stosowanych stopéw Ti-6Al-4V i Ti-6Al-7Nb. W tym przypadku dodatek Nb,
jako stabilizator fazy [, powoduje obnizenie temperatury poczatku przemiany
martenzytycznej, dzieki czemu stop Ti-13Nb-13Zr charakteryzuje sie modutem Younga
zblizonym do warto$ci modutu koSci ludzkiej [73]. Dodatkowo wykazuje lepsze wtasnosci
mechaniczne w poréwnaniu do tradycyjnych stopdéw tytany, co czyni go jedna

z najbardziej obiecujgcych alternatyw w implantologii - Tabela 3.
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Tabela 3 Wtasnosci mechaniczne wybranych stopdw tytanu zgodnie z zaleceniami norm:
IS0 5832-3 [68], ISO 5832-11 [69], ASTM F1713-08 [70]

Stop tytanu Rm [MPa] Re [MPa] A [%] Z [%] E [GPa]
Ti-6Al-4V 860 780 10 - 114
Ti-6Al-7Nb 900 800 10 25 100-110
Ti-13Nb-13Zr | 973-1037 836-908 10-16 27-53 79-84

Cyrkon (Zr), jako pierwiastek neutralny, nie wptywa istotnie na temperatury
przemian fazowych, ale wzmacnia roztworowo fazy a i 8. Popularne stopy z dodatkiem
niobu czy wanadu posiadajg warto$¢ modutu w okolicach E=100-110 GPa [74], [75].
Prowadzone sa liczne badania dotyczace stopu Ti-13Nb-13Zr, jego mikrostruktury,
twardosci, tribologii, czy odpornosci korozyjnej, co podkresla rosnace zainteresowanie
tym biomateriatem. Gotasz i wsp. [76] oraz Acimert i wsp. [77] pokazuja, ze w badaniach
najczesciej stosuje sie profilometrie optyczng oraz mikroskop sit atomowych (AFM, ang.
Atomic Force Microscopy) do wyznaczania parametrow chropowatosci oraz badania
zwilzalno$ci powierzchni. Ocena prébek bez powtok i modyfikacji powierzchni pozwala
na stwierdzenie, Ze niezmodyfikowany Ti-13Nb-13Zr wykazuje zakres hydrofilowosci od
bardzo wysokiej (kat ~26°) do umiarkowanej (~48-83°) zaleznie od skali pomiaru
i przygotowania powierzchni (réznice w polerowaniu/szlifowaniu oraz w aparaturze).
Chropowato$¢ miesci sie od dziesigtek nanometréw (AFM) do ok. 0.6-1.9 pm
(profilometria), a wieksza chropowato$¢ sprzyja wiekszej zwilzalnosci (nizszym katom),
co jest korzystne dla adhezji komérkowej. Brakuje jednak szeroko wykonanych analiz
obejmujacych jego wlasnoSci antybakteryjne, potencjalne uwalnianie jonéw
z powierzchni stopu, czy wptywu Srodowiska symulujgcego warunki ustrojowe na
stabilno$¢ powierzchni. Zaréwno zesp6t badawczy Lukaszyk i wsp. [78], jak i wielu innych
autorow [75], [76] koncentrowali sie gtownie na charakterystyce fizykochemicznej stopu,
nie rozwijajac badan w kierunki aktywnosci przeciwbakteryjnej. Ocena stopu Ti-13Nb-
13Zr z wykorzystaniem metod takich jak XRD, SEM, czy XPS, a takze testow odpornosci
na korozje, cytotoksycznosci i wtasnosci mechanicznych, stanowi solidng podstawe do
poréwnania go z konwencjonalnymi materiatami tytanowymi stosowanymi
w implantologii. Nadal jednak brak jest kompleksowych badan dotyczacych nasadzania

bakterii i uwalniania jonéw [66]. Dotychczas analizy obejmujgce tworzenie sie biofilmu
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oraz cytotoksyczno$¢ prowadzono gtéwnie dla stopu Ti-6Al-4V, natomiast analogiczne
badania dla Ti-13Nb-13Zr sg wcigz ograniczone [79]. Dostepnie wyniki wskazujg jednak,
ze powierzchnia stopu Ti-13Nb-13Zr wykazuje najsilniejsze wtasnosci hamujace rozwdj
biofilmu w przypadku szczepdw Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa oraz
Staphylococcus aureus, przewyzszajac w tym zakresie stop Ti-6Al-4V. Co wiecej, pomimo
wysokiej biokompatybilnosci stopu Ti-6Al-4V, to stop Ti-13Nb-13Zr mocniej wspiera
réznicowanie osteoblastow, co ma Kkluczowe znaczenia dla zastosowan
w chirurgii kostnej [71]. Badania hodowli S. aureus na powierzchni prébek obu stopéw
Ti-6Al-4V oraz Ti-13Nb-13Zr przez 24h wykazaty znacznie nizsza aktywno$¢ genow
zwigzanych z tworzeniem biofilmu na stopie Ti-13Nb-13Zr. Dodatkowo, obrazy uzyskane
za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego potwierdzilty mniejsza kolonizacje
bakteryjng na powierzchni stopu Ti-13Nb-13Zr po 24 godzinach inkubacji (Rysunek 15).
Wyniki te wskazujag na lepsza odporno$¢ w kontek$cie zastosowania na implanty

i potencjalne zmniejszenie ryzyka infekcji [80].
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Rysunek 15 Staphylococcus aureus na powierzchni tytanu i stopach tytanu trawionych,
polerowanych i piaskowanych (gdzie: CP4- tytan Grade 4, sCP4- tytan Grade 4- po procesie
piaskowania, Ti-64 ELI- stop tytanu Ti-6Al-4V, TNZ Stage 1-4- stop Ti-13Nb-13Zr- po
procesach obrébki cieplnej, SEM [80]

Badania wykazaty, ze przenikalno$¢ i uwalnianie jonéw ze stopu Ti-13Nb-13Zr jest
znacznie mniejsze niz w przypadku czystego tytanu (cp-Ti), czy stopu Ti-6Al-4V, co jest
bezposrednio zwigzane ze strukturg typu B. Oznacza to, Ze stopy o strukturze
typu B (Ti-Nb-Zr) charakteryzuja sie nizsza tendencje do jonizacji i uwalniania
biologicznie niekorzystnych jonéw niz tradycyjne stopy zawierajace wanad i glin [81].
Jednocze$nie minimalizuje to ryzyko wystgpienia cytotoksycznosci, czy stanu zapalnego
otaczajacej tkanki. Analizy prowadzone dla czystego tytanu i stopu Ti-13Nb-13Zr
poddanego wysokoci$nieniowemu skrecaniu wykazaty roznice w tempie uwalniania

jonéw w poréwnaniu do materiatu niezmodyfikowanego. Nadal jednak brakuje
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kompleksowych badan dotyczacych wptywu zaréwno dtugoterminowej Kkinetyki
uwalniania, jak i wptywu uwolnionych jonéw na organizm w odniesieniu do wtasnosci
fizykochemicznych stopu nowej generacji [82]. Wskazuje to na potrzebe dalszych,
kompleksowych analiz stopu Ti-13Nb-13Zr, szczegdlnie w odniesieniu do wtasnosci
antybakteryjnych oraz dtugoterminowej biokompatybilnosci. Pomimo tego, Ze stop Ti-
13Nb-13Zr wykazuje lepsze wiasnosci antybakteryjne i wiekszg biokompatybilnos¢ niz
dotychczas stosowane stopy tytanu z dodatkiem wanadu czy niobu, jego naturalna
aktywno$¢ przeciwbakteryjna pozostaje niewystarczajgca. Z tego wzgledu coraz wieksza
uwage zwraca sie na nowoczesne metody modyfikacji powierzchni, ktére moga znaczaco
ograniczy¢ ryzyko kolonizacji bakteryjnej. Jednym z najbardziej obiecujacych kierunkéw
jest stosowanie powtok bakteriobojczych i bakteriostatycznych, tworzacych aktywng
bariere przeciwdrobnoustrojowa. W kolejnej czesSci pracy omdéwione zostang dostepne
metody modyfikacji powierzchni oraz charakterystyka powlok stosowanych
w profilaktyce powstawania biofilmu na implantach. Poszukiwanie optymalnych
kombinacji wtasno$ci materiatéw wiaze sie nie tylko z opracowywaniem nowych stopdéw,

lecz przede wszystkim z udoskonalaniem warstw powierzchniowych [64].
3. Charakterystyka powtok bakteriobojczych i bakteriostatycznych

Celem opracowywania funkcjonalnych powtok na powierzchniach implantéw
tytanowych jest nie tylko poprawa osteointegracji, ale rOwniez znaczace ograniczenie
ryzyka infekcji zwigzanych z tworzeniem sie biofilmu bakteryjnego. W odpowiedzi na
rosngce wyzwania zwigzane z opornos$cig bakterii na antybiotyki, opracowuje sie
powtoki, ktére dziatajg bezposrednio na granicy implant-tkanka, wykazujac wtasnosci
bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne. Moga one zawiera¢ aktywne sktadniki, takie jak
jony metali np. srebra (Ag), miedzi (Cu), cynku (Zn), zwigzki organiczne np. peptydy
przeciwdrobnoustrojowe lub biomateriaty hybrydowe, ktore jednoczes$nie wspieraja
integracje z tkanka kostng. Powtoki przeciwdrobnoustrojowe s3 nanoszone na
powierzchnie w celu hamowania wzrostu i rozmnazania bakterii poprzez uwalnianie
aktywnych sktadnikéw. Srebro (Ag) pozostaje jednym z najczeSciej stosowanych
pierwiastkow ze wzgledu na silne dziatanie bakteriobdjcze wynikajace gtéwnie
z uwalniania jonow Ag*. Wigzanie jonéw srebra z biatkami i kwasem nukleinowym
bakterii prowadzi do destabilizacji btony komdérkowej, uszkodzen biatek enzymatycznych

oraz zaburzen replikacji DNA. Dodatkowo nanoczastki srebra wzmacniajag powstawanie
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reaktywnych form tlenu w bezposrednim sgsiedztwie bakterii, co skutkuje spadkiem ich
zywotnosci przy stosunkowo niewielkich dawkach [83]. Najcze$ciej stosuje sie powtoki
z jonami srebra Ag* i powtoki zawierajgce antybiotyki. Jony Ag* oddziatujg z biatkami
i DNA, destabilizujg btone komoérkows i struktury wewnetrzne, prowadzac do $mierci
bakterii. Powloki uwalniajgce Ag* skutecznie hamujg wzrost bakterii. Przyktadem sa
nanorurkowe warstwy TiO, z nanoczastkami Ag, ktore dziataja bakteriobdjczo przeciwko
Staphylococcus aureus przy zachowaniu wysokiej biozgodnos$ci [84]. Podobne efekty
uzyskiwano w powtokach uwalniajgcych zelatyne w systemie kompozytowym
wspomagajacych regeneracje tkanki kostnej [52]. Kolejnym czesto stosowanym
pierwiastkiem bakteriobdjczym jest miedZ (Cu). Dziata poprzez bezposrednie
uszkodzenie btony komdrkowej, destabilizacje biatek i generacje reaktywnych form tlenu
oraz przez katalizowanie reakcji. Jony miedzi wykazujg szybkie dziatanie bakteriobdjcze
wobec typowych patogenéw zwigzanych z infekcjami okotowszczepowymi,
a jednocze$nie w odpowiednich stezeniach mogg wspierac¢ proliferacje i réznicowanie
komérek kostnych. Z tego powodu opracowano zaréwno powtoki uwalniajace jony Cu
(np. poprzez domieszkowanie TiO, lub stopéw Ti-Cu), jak i powtoki kontaktowe
(np. stopy Ti-Cu), ktore zapewniajg dtugotrwaty efekt przeciwbakteryjny przy wysokie;j
biokompatybilnosci [85]. Co wiecej cynk (Zn) i jego tlenki taczg dziatanie antybakteryjne
z wptywem na osteoblasty i komorki macierzyste poprawiajgcymi osteointegracje. Jony
cynku hamujg réwniez niektore enzymy bakteryjne co wptywa na wzrost blony i moze
wspotdziata¢ z generacjg reaktywnych form tlenu, a jednoczeSnie bierze udziat
w polepszeniu proliferacji osteoblastéw i ich réznicowaniu. Natomiast ze wzgledu na
cytotoksyczno$¢ cynku w duzym stezeniu nadal poszukuje sie bardziej
biokompatybilnego pierwiastka [86]. Inne rozwigzania obejmuja powtoki
z hydroksyapatytu (HA) i tlenkéw tytanu nanoszone metoda natryskiwania plazmowego
[87], warstwy kompozytowe z polikaprolaktonu (PCL) i bioszkta z dodatkiem srebra oraz
grafenu [88] czy implantacje jonéw Cu, Zn i Mg [89]. Hydroksyapatyt to mineralny
sktadnik podobny do tkanki kostnej, poprawia integracje implantu. Co wiecej, wykazano,
ze Cu dziata bakteriobojczo wobec S. aureus z efektywnos$cig >99%, podczas gdy Zn i Mg
dodatkowo wspieraja proliferacje osteoblastow i rdéznicowanie komorek. Powtoki
superhydrofobowe uzyskane poprzez anodowanie na powierzchni tytanu (kat zwilzania
>170°) opracowane przez Rao i wsp. [90] ograniczaty przyleganie bakterii o okoto 98%.

Modyfikacje powierzchni wykonano przy uzyciu modyfikacji ultradZzwiekowej zwigzkiem
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1H,1H,2H,2H-perfluorodecylotrietoksysilanu (FAS). W ostatnich latach ros$nie
zainteresowanie cyng i jej tlenkami jako alternatywnym materiatem na powtoki. Cyna
wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjng, a jednoczes$nie cechuje sie stosunkowo niska
cytotoksyczno$cia w poréwnaniu do srebra czy miedzi, co czyni ja obiecujacym
materiatem w projektowaniu nowoczesnych implantéw. Tlenek cyny (Sn0;) to
potprzewodnikowy tlenek metalu, cechuje sie, wtasno$ciami fotokatalitycznymi, wysoka
trwatoscig chemiczng oraz stosunkowo niskg toksycznoscia. Tlenek cyny (IV) stosowany
w postaci nanowtokien, cienkowarstwowych powtok lub kompozytéw z innymi tlenkami
metali (np. TiO, czy Ru0;), ogranicza adhezje bakterii, niszczy biofilm i jednocze$nie
moze stymulowa¢ réznicowanie komorek macierzystych, wspierajac osteointegracje.
Odpowiednio zaprojektowane struktury SnO, mogg wykazywa¢ dziatanie pasywne
wynikajgce z ich wtasnosci powierzchniowych lub aktywne, reagujac na bodZce takie jak
Swiatto czy impulsy elektryczne. Zhou i wsp. [91] opisali wielowarstwowa powtoke
TiO2-Sn0,-Ru0, reagujaca na bodzce elektryczne, ktéra eliminowata bakterie
i jednoczesnie zwiekszata ekspresje gendw osteogennych. Natadowana elektrycznie
powierzchnia skutecznie zwalczata bakterie =zasiedlajgce implant, jednocze$nie
wspomagajac integracje z tkanka kostng, co przektada sie na wieksza trwato$¢ implantéw.
Inne badania potwierdzity wysoka biokompatybilno$¢ powtok SnO, (>90% zywotnoSci
komorek), ich aktywno$¢ wobec szeSciu szczepow bakterii oraz silne wtasnosci
antybakteryjne, wynikajgce z fotokatalitycznego dziatania SnO, [92]. Nanoczastki Sn
ograniczaja adhezje i proliferacie S. aureus, nie wplywajac negatywnie na
biokompatybilnos¢. Dzieki takim modyfikacjom mozliwe jest zwiekszenie trwatoSci
implantéw oraz ograniczenie ryzyka powiktan i konieczno$ci reoperacji [93].
Podsumowujac, modyfikacje powierzchni implantéw z wykorzystaniem pierwiastkow
antybakteryjnych stanowia istotny kierunek w rozwoju biomateriatéw. Lacza one
funkcjonalnos¢ biologiczng z ochrong antybakteryjng, zwiekszajac skutecznos¢ leczenia
implantologicznego. Kluczowym aspektem pozostaje jednak dob6r odpowiedniej metody

nanoszenia powtok, ktéra determinuje ich trwatos¢ i aktywnos¢ biologiczna.
3.1. Metody modyfikacji powierzchni biomateriatéw tytanowych

Ciggty rozwdj biomateriatéw obejmuje nie tylko opracowanie i obrobke
powierzchni materiatéw najczesciej uzywanych do produkcji implantéw, lecz takze ich

dalsze doskonalenie poprzez ré6zne modyfikacje. Modyfikacje te odgrywaja kluczowa role
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w poprawie wtasnosci fizykochemicznych, zwiekszaniu osteointegracji oraz ograniczaniu
ryzyka infekcji okotowszczepowych, zwigzanych zaré6wno z gromadzeniem sie bakterii,
jak i migracjq jonéw z wnetrza metali. Dzieki temu zmniejszaja prawdopodobienstwo
tworzenia biofilmu bakteryjnego [19], [94]. Udoskonalenie powierzchni biomateriatu pod
katem tych wszystkich wiasnosci pozwala na zwiekszenie biokompatybilnosSci, co ma
zasadnicze znaczenie dla powodzenia leczenia implantologicznego. To wtasnie
powierzchnia implantu, pozostajgca w bezposrednim kontakcie z tkankg, decyduje
o skuteczno$ci osteointegracji i trwatosci. Skuteczno$¢ implantu zalezy zatem od
zdolnoSci do wspierania procesu integracji kostnej oraz odpornosci na kolonizacje
drobnoustrojow [95], [96], [97]. Pomimo tego, Ze stopy tytanu s3 powszechnie uznawane
za biomateriaty o bardzo dobrej biokompatybilnosci to ich powierzchnie wykazuja
biologiczng obojetnos¢, co czyni je podatnymi na infekcje bakteryjne. Ponadto mogg one
posiada¢ niewystarczajacag stabilno$¢ mechaniczng i staba stabilno$¢ poczatkowsa,
w momencie osadzania implantu w kosci. W zwigzku z tym coraz wieksze znaczenie
zyskuja nowoczesne metody modyfikacji powierzchni, ktére stanowiag wyzwanie
w odniesieniu do klasycznych technik obrébki implantéw [98]. Obecnie stosowane
metody modyfikacji powierzchni implantéw tytanowych maja na celu poprawe
osteointegracji i ograniczenia ryzyka infekcji. Dzieli sie je na cztery gtéwne grupy
(Rysunek 16) :

o Dbiologiczne,
o fizyczne i mechaniczne,
o kompozytowe,

¢ chemiczne.
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Rysunek 16 Sposoby modyfikacji powierzchni [98]

Dobér odpowiedniej metody modyfikacji powierzchni implantow zalezy od wielu
czynnikéw, takich jak miejsce zastosowania implantu, wymagane wtasnosci
fizykochemiczne, czy biologiczne. Zintegrowanie zaawansowanych technik modyfikacji
powierzchni pozwala na znaczacg poprawe wydajnosci i trwatosci implantow
metalicznych [98], [99].

Metody biologiczne obejmuja funkcjonalizacje powierzchni biomolekutami, takimi
jak peptydy, biatka czy czynniki wzrostu, ktérych zadaniem jest stymulowanie
odpowiedzi komorkowej i wspomaganie osteointegracji. Zastosowanie powtok
biologicznie aktywnych, np. hydroksyapatytu (HA), bioszklta czy substancji
przeciwdrobnoustrojowych, poprawia integracje implantu z ko$cig, zmniejsza ryzyko
infekcji i zwieksza biokompatybilno$¢. Nowoczesnym rozwigzaniem s3g powtoki
kompozytowe o strukturze gradientowej, ktére tgcza rézne funkcje, np. dziatanie
antybakteryjne ze stymulacja wzrostu tkanki kostnej. Do najcze$ciej stosowanych nalezg

powtoki przeciwbakteryjne, polidopaminowe i bioaktywne organiczne. Tworzga one
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struktury tkankopodobnych, wspieraja adhezje komoérek, hamuja proliferacje bakterii,
utatwiajg wzrost i integracje tkanki kostnej oraz zwiekszaja biokompatybilnosé
i bioaktywnos$¢ implantu. Takie modyfikacje odgrywaja kluczowa role w inicjowaniu
zmian powierzchni w skali mikro i makro, co ulatwia tworzenie trwatego potaczenia
implantu z otaczajaca tkankg kostng [98], [99]. Do fizycznych i mechanicznych metod
modyfikacji powierzchni implantéw nalezg piaskowanie, $rutowanie, powlekanie
powierzchni oraz laserowa obrébka powierzchni (LSE, ang. Laser Surface Enhancement).
Celem tych technik jest poprawa biokompatybilnosci, osteokonduktywno$ci, odpornosci
na zuzycie, zmeczenie i zapewnienie dtugotrwatej stabilno$ci implantéw. Chang i wsp.
[100] wykazali, Ze potaczenie piaskowania z trawieniem kwasem zwieksza hydrofilowos$¢
i chropowato$¢ tytanu, poprawiajac wiasnosci powierzchni. Stosowane powtoki,
najczesciej biologicznie aktywne, sprzyjaja adhezji i wzrostowi komoérek kostnych. Fouda
i wsp. [101] pokazali, Ze pokrycie implantow tytanowych powtoka HA przyspiesza proces
gojenia i zwieksza wigzanie z tkankg, cho¢ rézne techniki nanoszenia moga wptywac na
wytrzymato$c¢ i stabilno$¢ powtok. Niekiedy powtoki sg podatne na rozwarstwianie, co
moze wywotywac stan zapalny. LSE polega na selektywnym topieniu lub zmianie
struktury powierzchni za pomoca lasera, bez naruszania wtasnos$ci podioza. Arthur
i wsp. [102] wykazali, Ze metoda ta w przypadku implantéw drukowanych 3D ze stopu
tytanu poprawia odpornos$¢ na korozje oraz wtasnosci mechaniczne. W poréwnaniu
z metodami chemicznymi i biologicznymi techniki fizyczne i mechaniczne moge jednak
prowadzi¢ do nadmiernej chropowatosci, ostabiajac wytrzymato$¢ potaczen
miedzyfazowych. Ich wptyw na aktywnos¢ biologiczng ogranicza sie gtéwnie do poprawy
wtasnos$ci mechanicznych poprzez zmiane topografii powierzchni.

Metoda kompozytowa powtok polega na tgczeniu dwéch lub wiecej metod w celu
potaczenia ich zalet i kompensacji ograniczen pojedynczych technik. Typowe przyktady
obejmuja powtoki kompozytowe z tlenku tytanu, hydroksyapatytu (HA) i innych
materiatéw bioaktywnych. Wielowarstwowe struktury pozwalaja taczy¢ funkcje
poszczegdlnych warstw, zwiekszajac wtasnosci mechaniczne, odporno$¢ na korozje
i aktywnos¢ antybakteryjna. Obrébki wstepne, np. alkaliczna, poprawiaja przyczepnos¢
powtok, a obrobka cieplna zmniejsza naprezenia miedzywarstwowe, stabilizujac
strukture. Zbyt grube powtoki mogg jednak ulegac tuszczeniu. Song i wsp. [103] potaczyli
obrdébke alkaliczng, cieplng i elektrochemiczne osadzanie HA, uzyskujac implanty

o lepszej stabilnoSci, bioaktywnos$ci i lepszej osteointegracji. Zhang i wsp. [104]
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wykorzystali technologie SLM, czyli selektywnego topienia laserowego (ang. Selective
Laser Melting), do wytworzenia porowatych rusztowan ze stopu tytanu, a nastepnie
piaskowanie, trawienie kwasem i osadzanie warstw atomowych (ALD) tlenku tantalu
uzyskujac jednorodne warstwy poprawiajace adhezje, proliferacje i réznicowanie
komérek macierzystych, cytokompatybilno$¢ oraz osteointegracje. Metody chemiczne
polegaja na obrébce powierzchni implantéw zwigzkami chemicznymi w celu wywotania
reakcji i zmiany ich wtasnosci. Do najczesciej stosowanych technik nalezg: trawienie
kwasem, utlenianie anodowe, mikrotukowe utlenianie (MAO ang. Micro-Arc Oxidation),
osadzanie elektroforetyczne (EPD ang. Electrophoretic Deposition), fizyczne osadzanie
z fazy gazowej (PVD ang. Physical Vapour Deposition), osadzanie z fazy gazowej (CVD ang.
Chemical Vapour Deposition), oraz jego odmiana, atomowe osadzanie z fazy gazowej
(ALD ang. Atomic Layer Deposition). Metody te poprawiajg biokompatybilnos$¢ i sprzyjaja
osteointegracji. Trawienie kwasem (HF, HNO3, H,SO, lub ich mieszaniny) prowadzi do
powstania mikrowgtebien, zwieksza chropowato$¢, co utatwia adhezje i wzrost komoérek
kostnych. Yang i wsp. [105] wykazali, Ze technika ta sprzyja adhezji makrofagéw i obniza
poziom ROS (ang. Reactive Oxygen Species), czyli reaktywnych form tlenu. Obnizenie
poziomu ROS oznacza mniejsze ryzyko stresu oksydacyjnego, co sprzyja korzystnym
procesom biologicznym, np. lepszemu gojeniu sie implantow i wzrostowi komorek
kostnych. Trawienie czesto taczy sie z anodowaniem, ktore wykorzystuje uktad
elektrochemiczny i prowadzi do zmian morfologii oraz zwiekszenia bioreaktywnosci.
Utlenianie anodowe to technika prowadzgca do powstania warstwy o regulowanej
grubosci, morfologii i strukturze krystalicznej, gdzie implant peini role anody w uktadzie
elektrolitycznym. El-wassefy i wsp. [106] wykazali, Ze powierzchnia anodowana posiada
wieksza bioaktywnos$¢. W przypadku wytworzonych warstw fosforanu wapnia, z uzyciem
tej metody zaobserwowano poprawe wtasnosci mechanicznych potgczenia implant- ko$¢,
co umozliwia wcze$niejsze obcigzenie implantu, przeprowadzajac symulacje w ptynie
ustrojowym. MAO to metoda elektrochemiczna pozwalajgca na tworzenie aktywnych
powtok tlenkowych, takze na ztozonych implantach drukowanych w technologii 3D.
Kozelskaya i wsp. [107] pokazali, Ze proces ten umozliwia kontrole grubosci porowatych
powtok i zwieksza aktywnos$¢ biologiczng materiatdw. EPD polega na osadzaniu
natadowanych czastek w polu elektrycznym, w niskiej temperaturze. Pozwala uzyskac
jednorodne powtoki o kontrolowanej grubosci, najczesciej z hydroksyapatytu , tlenku

grafenu (GO) i srebra (Ag). Juliadmi i wsp. [108] zastosowali EPD do powlekania
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implantow hydroksyapatytem, uzyskujac poprawe wiasnosci powierzchni. CVD opiera sie
na reakcjach chemicznych w fazie gazowej w wysokich temperaturach, umozliwiajac
precyzyjne wytwarzanie cienkich powtok, m.in. powtoki HA, ktére wspieraja wzrost
tkanki kostnej. Rifai i wsp. [109] uzyskali powtoki diamentowe metoda CVD, ktére
poprawiaty proliferacje komérek i hamowaty wzrost bakterii. W ostatnich latach
szczegOlne znaczenie zyskata technologia ALD, pozwalajgca na nanoszenie ultracienkich
powtok o precyzyjnie kontrolowanej grubosci, sktadzie i jednorodnosci. Dzieki zdolnoSci
do réwnomiernego osadzania warstw na powierzchniach o ztoZonej geometrii i duzej
porowatos$ci znajduje ona szerokie zastosowanie w modyfikacji implantéw tytanowych
stosowanych w ortopedii i stomatologii. Metoda ALD pozwala na uzyskanie warstw
w skali nanometrowej, r6wnomiernie pokrywajacych biomaterialy o skomplikowanych
ksztattach. Dzieki temu mozliwa jest doktadna kontrola mechanizméw wzrostu powtoki
oraz jej cigglosci, co stanowi przewage nad innymi technikami modyfikacji powierzchni-

Rysunek 17 [110].

M M e
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Rysunek 17 Sposéb osadzania warstw metodq ALD w poréwnaniu do metody zol- zZel, CVD
oraz PVD [110]

W porownaniu z innymi technikami nanoszenia warstw wierzchnich, metoda ALD
wyroznia sie mozliwo$cig precyzyjnego kontrolowania grubosci powtoki wylacznie
poprzez liczbe wykonanych cykli, niezaleznie od jednorodnosci strumienia prekursorow,
co stanowi ograniczenie w metodach takich jak CVD czy PVD. Dodatkowym atutem jest
mozliwo$¢ stosowania prekursoréw o wysokiej reaktywnos$ci, poniewaz reagenty
wchodza ze soba w kontakt dopiero na powierzchni podioza, co umozliwia
natychmiastowe powstawanie warstwy bez ryzyka niekontrolowanego wzrostu. Dzieki
temu w kazdym cyklu tworzy sie $Scisle okreslona, nanometrowej grubosci warstwa.
W poréwnaniu z innymi metodami nanoszenia cienkich warstw ALD wyro6znia sie dzieki

precyzyjnej mozliwo$ci sterowania liczbg cykli. Jeden cykl dostarcza okreslong,
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powtarzalng ilo$¢ prekursora, niezaleznie od nieregularnosci strumienia prekursoréw
czy geometrii podioza. ALD jest szczegblnie cenna przy modyfikacji biomateriatow
o porowatej i ztozonej strukturze geometrycznej, poniewaz umozliwia rownomierne
i doktadne nanoszenie cienkich warstw nawet na trudno dostepnych fragmentach
powierzchni. Ta cecha jest szczegélnie istotna i daje ALD przewage nad CVD i PVD
w przypadku porowatych i tréjwymiarowych implantéw drukowanych, gdzie wymagane
jest rownomierne pokrycie trudno dostepnych miejsc i wewnetrznych kanatéw [111].
Jest to rowniez zwigzane ze sposobem uzyskiwania powtoki na granicy podioze- faza
gazowa. Otrzymane powtoki sg zwigzane z podtozem za pomocg wigzan chemicznych,
dlatego maja wysoka przyczepnos¢, w poréwnaniu do powtok powstajacych przy uzyciu
innych metod osadzania (Rysunek 18). Co wiecej metoda ALD zapewniajg kontrolowany
wzrost grubosci uzyskanej powtoki, dzieki zwiekszaniu liczby cykli podczas procesu

wptywajgc na nanoszenie kolejnych warstw na powierzchni.

Wysoka adhezja kontrolowany wzrost
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Rysunek 18 Gtéwne korzysci technologii ALD [111]

Zastosowanie ALD pozwala nie tylko na poprawe biokompatybilnosci, ale takze na
nadanie powierzchni witasnosci antybakteryjnych, co ma kluczowe znaczenie
w zapobieganiu infekcjom okotowszczepowym. Dzieki tej technologii mozliwe jest
osadzanie cienkich warstw tlenkéw metali (np. TiO,, ZrO,) oraz nanoczastek srebra (Ag),
bez wptywu na strukture samego implantu.
W ten sposéb metoda ALD umozliwia potaczenie kilku strategii dziatania [112]:
e Bezposrednie osadzanie cienkiej warstwy o kontrolowanej grubosci lub ilosci
nanoczastek pozwalajacych na dziatanie antybakteryjne.
e Nanoszenie aktywnych tlenkéw o fotokatalitycznej aktywnos$ci, ktére przy
dziataniu wybranego czynnika tj. Swiatto, plazma, prad generuja reaktywne formy

tlenu niszczace komorki bakteryjne.
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e Modyfikacje powierzchni, poprzez zmiane wartosci energii powierzchniowej,
charakteru zwilzalno$ci powierzchni, czy topografii na poziomie nanometréw, co
w kontekscie biofilmu zmniejsza adhezje i poczatkowy rozrost bakterii.

Badania potwierdzajq skuteczno$¢ tej metody Jenkins i wsp. [112] osadzili warstwe
srebra na tréjwymiarowych implantach tytanowych, uzyskujac znaczng redukcje
kolonizacji Staphylococcus epidermidis, przy jednoczesnym wspieraniu procesu
angiogenezy (proces powstawania nowych naczyn krwiono$nych- naczyn wtosowatych
z juz istniejacych naczyn) i osteointegracji w modelu in vivo, bez oznak cytotoksycznosci.
Podobnie Nazarow i wsp. [113] uzyskali powloke TiO, z nanoczastkami srebra, ktéra
wykazata silny efekt przeciwdrobnoustrojowy przeciwko szczepom Staphylococcus
aureus oraz zwiekszala aktywno$¢ osteogenng i roéznicowanie komoérek MSC
(mezenchymalne komorki macierzyste, ang. Mesenchymal Stem Cells). Powtoka
wykazywata zdolnos¢ do wspierania réznicowania osteoblastéw nawet bez czynnikéw
wzrostu w medium. Innym podejsciem byto zastosowanie tlenku cyrkonu (Zr0;)
osadzanego metoda ALD na powierzchni tytanu. Powloki ZrO,, zwtaszcza w fazie
tetragonalnej (czyli w zakresie temperatur: 1170-2370°C), wykazaly zdolno$¢ do
redukcji adhezji bakteryjnej oraz poprawy zywotnosci osteoblastow, tym samym
stanowigc alternatywe dla powtok zawierajacych srebro. Zhao i wsp. [114] Analizowali
wptyw liczby cykli ALD w przypadku powtoki TiO,, wykazujac, ze ich zwiekszenie
prowadzito do mniejszego zuzycia powierzchni oraz redukcji emisji jondw metali, co
moze ograniczac reakcje zapalne. Konopatsky’ego i wsp. [115] z kolei zastosowali ALD do
modyfikacji nowoczesnego stopu tytanu Ti-18Zr-15Nb, nanoszac nanoczastki srebra.
Otrzymane powierzchnie wykazywaty lepsze wtasnosci antybakteryjne przy zachowaniu
wysokiej biokompatybilnosci, wskazujac na mozliwos¢ zastosowania tego typy
modyfikacji powierzchni réwniez w implantologii polegajacej na zastosowaniu

biomaterialéw nowej generacji.
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4. Podsumowanie przeglagdu piSmiennictwa

Biofilm to ztoZzona, silnie adhezyjna struktura mikroorganizméw osadzonych
w macierzy zewnatrzkomodrkowej, charakteryzujgca sie duzg odpornosciag na dziatanie
antybiotykdw oraz odpowiedZ immunologiczng gospodarza. Zakazenia zwigzane
zimplantami, spowodowane rozwojem biofilmu na ich powierzchni, sa trudne do leczenia
i czesto wymagajg usuniecia implantu, co znaczaco pogarsza rokowanie i jako$¢ zycia
pacjentéw. Sktad bakteryjny biofilmu zalezy od lokalizacji implantu, a takze od jego
materiatu i geometrii, przy czym rézne biomateriaty - takie jak metale (stal chirurgiczna,
tytan i jego stopy), polimery, ceramika i kompozyty- wykazujg zréznicowang podatnos¢
na kolonizacje bakterii i tworzenie biofilmu. Kluczowa role w procesie powstawania
biofilmu odgrywaja wtasnos$ci powierzchni biomateriatu, takie jak chropowatosé,
zwilzalno$¢, sktad chemiczny i energia powierzchniowa, ktére determinuja adhezje
bakterii. Niewystarczajgce dzialanie antybiotykéw, ktorych zadaniem jest eliminacja
biofilmu spowodowaty poszukiwania skutecznych metod zwalczania biofilmu, w tym
fizycznych (ultradzwieki, temperatura, pole magnetyczne), chemicznych (PEG, chitozan,
leki przeciwbakteryjne) i biologicznych (fagoterapia, enzymy, quorum quenching).
Jednak ze wzgledu na réznorodnos$¢ materiatow implantacyjnych i specyfike Srodowisk
wystepowania, coraz wieksze znaczenie zyskuje modyfikacja powierzchni biomateriatéw,
ktorej celem jest profilaktyczne ograniczenie adhezji bakterii i rozwoju biofilmu.

Wsrod biomateriatow stosowanych w implantologii szczegdlng uwage poswieca
sie tytanowi i jego stopom, ze wzgledu na ich wysoka biokompatybilno$¢, odpornos¢ na
korozje oraz wtasnoSci mechaniczne. NajczeSciej uzywany stop Ti-6Al-4V, mimo wielu
zalet zawiera w swoim sktadzie toksyczne pierwiastki i jest podatny na kolonizacje
bakteryjng. W odpowiedzi na to zagadnienie opracowano kolejng generacje stopow
tytanu, zawierajgce pierwiastki witalne (niob, cyrkon). Wybrane pierwiastki odpowiadaja
za lepsza biokompatybilno$¢ oraz nizszy modul Younga. Zastosowanie jednak stopu
Ti-13Nb-13Zr nie jest catkowicie pozbawione wad. Badania wtasnosci biologicznych tego
stopu i wystepujace na jego powierzchni kolonie bakteryjne wskazujg na potrzebe
poszukiwania metod modyfikacji powierzchni, w celu polepszania wtasnos$ci
antybakteryjnych.

Modyfikacje powierzchni tytanowych biomateriatéw stosowanych w implantach

kostnych i stomatologicznych maja na celu poprawe witasnosci fizykochemicznych,
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zwiekszenie osteointegracji oraz ograniczenie ryzyka zakazen bakteryjnych, a tym
samym powstawania biofilmu. Najnowsze technologie obejmuja powtoki kompozytowe
taczace funkcje antybakteryjne z pobudzaniem wzrostu tkanki kostnej oraz metody takie
jak mikrotukowe utlenianie i osadzanie elektroforetyczne, pozwalajace na precyzyjna
kontrole struktury powierzchni i jej wtasno$ci funkcjonalnych. Niestety najwiekszg wada
tych metod, oprécz wysokiej temperatury osadzania, jest uzyskanie niejednorodne;j
powtoki na skomplikowanej geometrycznie powierzchni np. niewielkich implantow
stomatologicznych, czy kostnych.

Dotychczasowe badania nad antybakteryjnymi powtokami na implantach
tytanowych koncentrowaty sie gtéwnie na wykorzystaniu znanych metali, takich jak
srebro, miedZ czy cynk, a takze zwigzkoéw organicznych i materiatéw hybrydowych. Cho¢
wykazujg one skuteczne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, ich zastosowanie czesto
wigze sie z ryzykiem cytotoksycznos$ci lub ograniczong trwato$cig powtok. Tlenek cyny
(Sn0;) zyskuje coraz wieksze znaczenie jako powtoka. Wykazuje silne wiasnosci
bakteriobdjcze i bakteriostatyczne, a jednoczesnie cechuje sie niska toksycznoscig dla
komérek gospodarza. Dodatkowo, jego struktura umozliwia tworzenie powierzchni
o wtasnosSciach antyadhezyjnych, skutecznie ograniczajacych tworzenie sie biofilmu
bakteryjnego.

Z tego wzgledu skutecznym rozwigzaniem wydaje sie potaczenie pierwiastka cyny
(Sn) wykazujgcego wtasnosci bakteriobojcze i technologii nanoszenia cienkich powtok
Atomic Layer Deposition (ALD), ktora umozliwia precyzyjne, warstwowe naktadanie
powlok o grubos$ci nanometrycznej na powierzchnie implantéw nawet o ztozonej,
porowatej strukturze. ALD wyro6znia sie rownomiernym pokryciem catej powierzchni,
nawet w trudno dostepnych miejscach, dzieki sekwencyjnemu procesowi osadzania
z uzyciem wysoko reaktywnych prekursoréw, eliminujacym ryzyko niekontrolowanego
wzrostu warstw. Badania potwierdzajg, Ze powtoki te zmniejszajg emisje jondw metali
i Zzuzycie powierzchni implantéw, co moze ogranicza¢ reakcje zapalne. W efekcie ALD
stanowi skuteczne rozwigzanie, jako metoda modyfikacji powierzchni, zapewniajgca

odpowiednie wtasnosci i antybakteryjnosc.
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I11. Badania wilasne

1. Cel, zatozenia i teza pracy

W zwigzku z faktem, Ze leczenie zakazen okotowszczepowych jest w dalszym ciggu
wyzwaniem dla wspétczesnej medycyny, nalezy minimalizowaé¢ ryzyko ich
wystepowania. Dlatego tez zasadne wydaje sie twierdzenie, ze najskuteczniejsza metoda
w walce z zakazeniami byloby stosowanie biomateriatéw, ktére wykazuja wtasnosci
bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne (hamujace tworzenie biofilmu na powierzchni
implantu). Obecnie produkowane biomateriaty metalowe nie hamuja jednak adhez;ji
bakterii i rozwoju biofilmu. W zwigzku z tym obiecujaca metoda zapobiegajaca
powstawaniu biofilmu jest odpowiednia modyfikacja powierzchni implantu warstwami
powierzchniowymi. Pomimo zaangazowania wielu oSrodkéw naukowych na $wiecie
problematyka dotyczaca powtok o wiasnoSciach antybakteryjnych opiera sie na
badaniach czgstkowych. Nie ma opracowan syntetyzujacych kompleksowo zagadnienia
fizykochemiczne oraz mikrobiologiczne implantéw stosowanych w uktadzie kostnym.
Na podstawie dostepnych pozycji literaturowych [116], [117], [118], [119], [120] oraz
wynikéw badan wstepnych [121] sformutowano cel pracy:

Opracowanie warunkow wytwarzania powlok antybakteryjnych metoda osadzania
warstw atomowych na bazie Sn0O2 na powierzchni stopu tytanu nowej generacji
Ti-13Nb-13Zr oraz ustalenie zalezZnosci pomiedzy strukturg, wlasnosciami
fizykochemicznymi powloki a ich aktywnoscia antybakteryjna.

Obecnie w literaturze nie istniejg doniesienia naukowe na temat modyfikacji stopu tytanu
nowej generacji- Ti-13Nb-13Zr powtoka tlenku cyny (IV), pomimo tego, Ze zaréwno sam
stop, jak i powtoka wykazuja duzy potencjat aplikacyjny. Innowacyjne podejScie pozwala
na doktadng kontrole parametréw powtoki i moze prowadzi¢ do poprawy wtasnosci
fizykochemicznych i biologicznych stopu, takich jak biokompatybilnos¢, zwilzalnose,
odpornos$¢ korozyjng czy aktywnos$¢ antybakteryjng. Niniejsza praca stanowi pierwsza
probe potaczenia tych dwoéch elementéw, majaca na celu opracowanie nowej,
funkcjonalnej modyfikacji powierzchni, ktéra moze znalezZ¢ zastosowanie w inzynierii
biomedycznej, zwtaszcza w implantologii. Dotychczasowe badania nad modyfikacja
powierzchni stopu Ti-13Nb-13Zr koncentrowaly sie gtéwnie na powtokach tlenkéw

metali takich jak TiO,, ZnO czy Al,03. Zastosowanie tlenku cyny (IV) (SnO;) w technologii
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ALD pozostaje natomiast niemal catkowicie nieudokumentowane naukowo. W zwigzku z
tym, niniejsza praca podejmuje prébe wypeknienia luki badawczej, zaktadajac, ze
modyfikacja powierzchni stopu Ti-13Nb-13Zr za pomocg nanometrycznej powtoki Sn0O,
osadzanej metodg ALD moze korzystnie wptyna¢ na jego wtasnosci fizykochemiczne
i mikrobiologiczne, tym samym zwiekszy¢ jego uzyteczno$¢ w aplikacjach klinicznych. Ze
wzgledu na brak szeroko udokumentowanych badan dotyczacych takiego podejscia,
proponowana metodologia stanowi innowacyjne rozwigzanie w obszarze inzynierii
biomedycznej, szczegdlnie w konteks$cie zastosowan na implanty krétko i dtugookresowe,
co pozwala na przyjecie nastepujacej tezy badawczej:

Istnieje mozliwo$¢ podwyzszenia opornosci na kolonizacje mikrobiologiczng stopu
Ti-13Nb-13Zr poprzez wytworzenie na jej powierzchni powlok na bazie Sn0:

metod3 osadzania warstw atomowych

W celu weryfikacji postawionej tezy zrealizowano plan badawczy (Rysunek 19). Zawarty
w nim szereg badan pozwoli na opisanie proceséw zachodzacych na powierzchni stopu

Ti-13Nb-13Zr po jego wprowadzeniu do uktadu kostnego.
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CHARAKTERYSTYKA POWLOKI

Badania sktadu chemicznego powtoki,
Badania mikrostruktury powtoki,
Pomiary grubos$ci powtoki

OCENA WLEASNOSCI FIZYCZNYCH

Badania adhezji powtoki do podtoza
Badania wtasnosci tribologicznych powtoki
Badania topografii powierzchni
Badania zwilzalno$ci powierzchni

OCENA WEASNOSCI ELEKTROCHEMICZNYCH

Badania odpornosci na korozje wzerowa
Badania odpornosci na korozje szczelinowa
Badania elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej
Badania przenikania jonéw

OCENA WEASNOSCI BIOLOGICZNYCH

Badania cytotoksycznosci
Oznaczanie cytokin prozapalnych
Badania adhezji bakterii do podtoza
Badania proliferacji komoérek

Rysunek 19 Ramowy program badan
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2. Materiat do badan

Do badan wykorzystano materiat w postaci pretow ze stopu Ti-13Nb-13Zr o

$rednicy 14 mm firmy BIMO TECH Sp. z o.0., z ktérych wycieto krazki o grubos$ci 2 mm.

Sktad chemiczny oraz wiasnosci mechaniczne przedstawiono w Tabela 4 oraz w Tabela

5, ktére sg zgodne z wymaganiami normy ASTM F1713-08(2021) [70].

Tabela 4 Sktad chemiczny stopy tytanu Ti-13Nb-13Zr w %wag

% wag. pierwiastkow

Stop Wymagania
c H 0 N Fe Nb Zr Ti
wg ASTM 12,5+
<0,08 | <0,012 | 0,15 | <0,05 | <0,25 | 12,5+14,0 reszta
F1713 14,0
Ti-13Nb-13Zr
wg karty charakterystyki
0,007 | 0,001 | 0,085 | 0,007 | 0,036 | 13,1 13,14 | reszta
producenta
Tabela 5 Wtasnosci mechaniczne stopu Ti-13Nb-13Zr
Stop Rodzaj analizy | Rm [MPa] | Rpo,2z [MPa] A [%] Z [%]
wg ASTM
>550 >345 >15 >30
F1713
Ti-13Nb-13Zr wg karty
charakterystyki
793 686 18 36
materiatu
producenta

W Tabela 6 przedstawiono sktad roztworu PBS, przygotowanego poprzez rozpuszczenie

tabletki Fisher Bioreagents (Thermo Fisher Scientific, USA), symulujacego ptyn ustrojowy

organizmu cztowieka.
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Tabela 6 Sktad roztworu PBS

Skiadnik | Stezenie [mM]/
1dm3 H20
NacCl 137
KCl 2,7
NazHPO4 10
KH2PO4 1,8

3. Modyfikacja powierzchni

W celu przygotowania powierzchni stopu Ti-13Nb-13Zr, prébki po cieciu poddano
obrobce wibroSciernej z wykorzystaniem ksztattek ceramicznych na polerce firmy
MarBad. Zabieg ten miat na celu uzyskanie zblizonej chropowatosci powierzchni na
poziomie Ra = 0,50 um, poprzez jej wygtadzenie i ujednolicenie. Otrzymane parametry
zweryfikowano za pomocag profilometru stykowego. Nastepnie probki poddano
procesowi szlifowania przy uzyciu folii Sciernych SiC o stopniowo zwiekszanej gradacji
ziarnistoSci: 500, 1200, 2000. Szlifowanie prowadzono z sitg nacisku 5N,
w czasie t = 5 min dla kazdej gradacji. Po zakonczeniu szlifowania, probki poddano dalszej
obrébce  powierzchniowej  stosujagc dwa  roézne  warianty:  polerowanie
i piaskowanie. Dla pierwszego wariantu wykonano proces polerowania mechanicznego
na tarczy, w obecnosci koloidalnej zawiesiny roztworu o sktadzie: 5-chloro-2-metylo-2H-
izotiazol-3-onu i 2 metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1), aZ do uzyskania zbliZonej warto$ci
chropowatosci Ra= 0,10 0,01 um, a dla drugiego wariantu wykonano piaskowanie przy
uzyciu piaskarki precyzyjnej Micra 2 firmy Dentalfarm, kulkami szklanymi SiO2
(ziarnisto$¢ 50 pm) firmy EcoSand w czasie t = 2 min, gdzie chropowato$¢ wynosita
Ra= 0,24 +0,01 um. Po przygotowaniu dwoéch wariantow wszystkie prébki oczyszczono
przez t= 10 min w myjce ultradzwiekowej o temperaturze T = 20 °C w roztworze

izopropanolu, a nastepnie acetonie.

3.1. Naniesienie powtoki

W kolejnym etapie na przygotowane powierzchnie stopu Ti-13Nb-13Zr
naniesiono powtoke tlenku cyny (IV) (SnO;) metoda Atomic Layer Deposition (ALD),
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wykorzystujgc prekursor chlorku cyny (IV) (SnCly) o nazwie zwyczajowej anhydrous
99,99- Sn% oraz wode (H,0)- Rysunek 20. Osadzanie prowadzono w reaktorze Beneq

TFS200.

]
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PULS

Rysunek 20 Schemat nanoszenia warstwy SnO: podczas procesu ALD, n=500 oraz n=1500
(schemat wtasny)

Proces prowadzono w temperaturze T = 230-240°C , a czas trwania
poszczeg6lnych cykli oraz parametry ptukania zostaly zoptymalizowane na podstawie
badan wstepnych [121]. Podczas tych badan proces odbywat sie w temperaturze T =
100°C, 200°C oraz 250°C, a parametry ptukania i pulséw wynosity odpowiednio 0,5 s oraz
po 1 s. Wszystkie te procesy przeprowadzono zaréwno dla 500 i 1500 cyKkli. Jako gaz
nos$ny i ptuczacy zastosowano wysokiej czystosci azot (N, wersja: 5.0) przy przeptywie
100 cm?®/min. Przeprowadzenie procesu w temperaturach T= 100°C oraz 200°C nie
pozwolit na uzyskanie powtoki Sn0O2 na powierzchni. W przypadku préb zastosowania
temperatury wyzszej niz 250°C dalsze przeprowadzenie procesu uniemozliwiaty
ograniczenia technologiczne urzadzenia. Proces zrealizowano z uzyskaniem powtoki
tlenku cyny (IV) powtérzono 3- krotnie. Wszystkie zastosowane parametry

przedstawiono w Tabela 7.

Tabela 7 Parametry przeprowadzenia procesu ALD

Etap procesu Czas [s]
Chlorek (IV) (SnCl,) Puls ’
orek cyn n
yny * Ptukanie 1
Puls 2
Woda (Hz0)
Ptukanie 1
Temperatura komory 230-240 °C
Liczba cykli 5001 1500 cykli
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Ostatnim etapem przygotowania prdébek byt proces sterylizacji parowej w autoklawie

firmy BAISIC w temperaturze T = 135 °C i pod ci$nieniem p = 2,1 bar w celu usuniecia

drobnoustrojéw z powierzchni probek do dalszych badan. Populacja préobek dla kazdego

przeprowadzonego badania wynosita po 5 sztuk dla kazdego analizowanego wariantu.

Caty schemat procesu od obrébki powierzchniowej do sterylizacji zostat umieszczony na

Rysunek 21.

OBROBKA
WIBRACYJNA

SZLIFOWANIE

POLEROWANIE PIASKOWANIE

ALD 500 CYKLI ALD 1500 CYKLI

STERYLIZACJA

Rysunek 21 Schemat modyfikacji powierzchni dla obu wariantéw

Prébki wykonane zgodnie z powyZej opisang metodyka podzielono na 6 grup, bez

powtoki oraz z powtoka, a w celu ujednolicenia przedstawienia wynikow badan

zastosowano nastepujace oznaczenia wszystkich wariantow zgodnie z zaproponowang

metodg obrobki i modyfikacji powierzchni:

POL- prébki polerowane,

PIA- prébki piaskowane,

POL_500- probki polerowane, 500 cykli nanoszenia powtoki tlenku cyny (IV),
POL_1500- probki polerowane, 1500 cykli nanoszenia powtoki tlenku cyny (IV),
PIA_500- probki piaskowane, 500 cykli nanoszenia powtoki tlenku cyny (IV),
PIA_1500- probki piaskowanie, 1500 cykli nanoszenia powtoki tlenku cyny (IV).
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4. Metodyka badan

4.1. Charakterystyka powtoki

4.1.1. Badania sktadu chemicznego powtoki

Analize sktadu chemicznego powtoki przeprowadzono metodg rentgenowskiej
spektroskopii fotoelektronéw (XPS). Pomiary przeprowadzono przy uzyciu systemu
analizy powierzchni Nexsa G2 (Thermo Fisher Scientific) z monochromatycznym Zrédtem
Al K-a i energig foton6w wynoszaca 1486,6 eV. Wszystkie widma zmierzono w prézni
10-7 Paiw temperaturze pokojowej T = 25 °C. Analizowany obszar na kazdej prébce miat
$rednice 300 um. Widma przeglagdowe zmierzono przy energii przejscia 100,00 eV i kroku
elektronowoltowym 1,0 eV, natomiast dla widm o wysokiej rozdzielczos$ci zastosowano
energie przejscia 20,00 eV i krok elektronowoltowy 0,1 eV. We wszystkich pomiarach
zastosowano kompensacje fadunku. Widma zostalty ocenione za pomoca
oprogramowania Avantage 6 (Thermo Fisher Scientific). Dodatkowo w celu oceny grup
funkcyjnych naniesionych powtok zastosowano spektroskopie w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR). Badania wykonano z wykorzystaniem spektrometru
FT-IR Nicolet iS50 (ThermoScientific, USA) z detektorem DTGS. w zakresie widma
4000-400 cm™1 Kazda analize wykonano dla 64 zliczen z rozdzielczoscia 4 cm1;
anodyzacja Happ-Genzel. Analize sktadu chemicznego przeprowadzono dla wariantow
(w obszarze pomiarowym wynoszacym 300 um) dla probek z naniesiong powtoka

POL_500, POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.1.2. Badania mikrostruktury powtoki

Charakterystyke mikrostruktury powtoki przeprowadzono z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Mikrostrukture scharakteryzowano za
pomoca techniki TEM w tzw. jasnym polu obserwacji BF TEM, za pomoca skaningowej
transmisyjnej mikroskopii elektronowej STEM, za pomoca dyfrakcji elektronow SAED
oraz wysokorozdzielczej techniki TEM (HRTEM). JakoSciowa analize chemiczng
przeprowadzono metodg spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii EDS.
Kompleksowg analize TEM przeprowadzono przy uzyciu mikroskopow TECNAI G2 F20
(200 kV) FEG (firmy FEI) oraz THEMIS (200 kV) FEG (firmy ThermoFisher Company).
Cienkie folie do obserwacji TEM przygotowano techniky zogniskowanej wigzki jonéw

galu (FIB) na SCIOS II DualBeam (firmy ThermoFisher Company) wyposazonym
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w mikromanipulator EasyLift in situ. Badanie przeprowadzono dla prébek naniesiong

powtoka POL_500, POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.1.3. Pomiary grubosci powtoki

W celu okre$lenia funkcji optycznych i grubosci warstw SnOz probki zmierzono
pod réznymi katami padania, a zmierzone dane dopasowano do modelu w celu poprawy
stabilno$ci dopasowania. Funkcje optyczng podioza okreSlono w pierwszym etapie przy
uzyciu probki referencyjnej. Funkcje optyczne podtoza dopasowano przy uzyciu funkcji
B-spline zgodnej z modelem Kramesa-Kroniga (KK). Pomiary wykonywano za pomoca
elipsometru spektroskopowego Woollam RC2-DI w petnym zakresie spektralnym od 0,74
eV do 6,42 eV. Pomiary przeprowadzono dla prébek naniesiong powtoka POL_500,
POL_1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.2. Badania wtasnosci fizycznych

4.2.1. Badania adhezji powtoki do podtoza

W celu oceny przyczepnosci powtoki SnO2z do podioza polerowanego oraz
piaskowanego wykonano test zarysowania zwykorzystaniem platformy otwartej
wyposazonej w Micro-Combi-Tester firmy CSM zgodnie z zaleceniami normy PN-EN ISO
20502:2016- 05 [122]. Za pomocag diamentowego stozka Rockwella wykonano ryse o
dtugosci | = 3 mm, stopniowo zwiekszajac obcigzenie wgtebnika z szybkoscig tadowania
vs = 10 N/min i predkoscig stotu vt = 10 mm/min, przy wzrastajacej sile obcigzajacej Fc
w zakresie 0,03-30 N. Jako site krytyczng wyznaczono minimalng site normalng
powodujgca utrate przyczepnosci badanej powtoki do podioza. Do oceny sity krytyczne;j
Lc wykorzystano zmiany emisji akustycznej, sity tarcia i wspdiczynnika tarcia oraz
obserwacje mikroskopowe. Dodatkowo w celu jako$ciowego okreslenia adhezji powtoki
tlenku cyny (IV) do podtoza POL i PIA Oraz jej jednorodnos$ci zastosowano skaningowa
mikroskopie akustyczng (SAM ang. Scanning Acoustic Microscopy). Badania
przeprowadzano przy uzyciu mikroskopu skaningowego KSI Evo I1. Do wykonania testow
uzywano glowicy szafirowej o czestotliwosci 75 MHz w trybie skanowania powierzchni

C-scan.
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4.2.2. Badania wtasnoSci tribologicznych powtoki

Odpornos$¢ powtoki na zuzycie $cierne przeprowadzono metodg ball-on-disc przy
uzyciu tribometru TRB firmy Anton Paar przykiladajac obcigzenie 5 N. Jako
przeciwprobke w parze tracej z badanym materialem zastosowano kulke wykonang z
tlenku aluminium (III)- Al203 (Ra= 0,05) o $rednicy 6 mm, a stolik z badanym materiatem
obracat sie z predkoscia 0,5 cm/s. Pomiary prowadzono zadajac dtugo$¢ przebytej przez
kulke drogi rownej 27 m. Opér ruchu okreslono podczas tarcia technicznie suchego - TDF
(ang. Test of Dry Friction), co opisano wyZej oraz wspotczynnik tarcia na mokro- PBS, przy
uzyciu roztworu PBS- Tabela 6. Wszystkie testy tribologiczne powtérzono 3 razy przy

ustalonych parametrach umieszczonych w Tabela 8.

Tabela 8 Parametry techniczne i Srodowiskowe testu

Parametry testu | Jednostka Para traca
Kulka Al203 - probka
Obciazenie N 5
Predkos¢ cm/s 2
Liczba cykli - 1000
Czestotliwos¢ Hz 15
Wilgotnos¢ % 26
Temperatura °C 23+1

Nastepnie po przeprowadzeniu badan tribologicznych w celu oceny morfologii
powierzchni, analizy geometrycznej struktury powierzchni otrzymanego $ladu tarcia
wykorzystano kolejno skaningowy mikroskop elektronowy Tescan VEGA (SEM, ang.
Scanning Electron Microscopy) oraz profilometr optyczny Leica DCM8 z trybem
interferometrycznym (z oprogramowaniem LeicaMap przy powiekszeniu 20x.
Pojedynczy pomiar obejmowat powierzchnie o wymiarach 840 x 630 um. Jednocze$nie
oceniono pole powierzchni zuzycia oraz gteboko$¢ wytarcia uzywane do jakoSciowego
okreslenia odpornos$ci materiatu na zuzycie Scierne. Pomiary przeprowadzono dla probek
podioza w stanie wyjSciowym- polerowanych i piaskowanych oraz z naniesiong powtoka

POL_500, POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.
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4.2.3. Badania zwilzalnosci powierzchni

W celu oceny charakteru powierzchni przeprowadzano badania zwilzalnoSci
powierzchni. Pomiary kata zwilzania przeprowadzono metoda siedzacej kropli,
natomiast swobodng energie powierzchniowa (SEP) wyznaczono metoda Owensa-
Wendta dla wszystkich wariantéw. Pomiary katéw zwilzania wykonano przy uzyciu
kropli wody destylowanej (6w) oraz dijodometanu (64) 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 wody destylowanej i dijodometanu,
kazda o objeto$ci 1 mm3. Pomiar katéw zwilzania rozpoczynano 15 s po ich osadzeniu na
prébce. Czas trwania jednego pomiaru wynosit 60 s przy czestotliwosci proébkowania
1 Hz. Kazda powierzchnia byta badana w réznych obszarach w celu unikniecia efektu
niejednorodno$ci powierzchni. Na podstawie przeprowadzonych badan wyznaczono
$rednie wartoSci kata zwilzania 64 oraz swobodnej energii powierzchniowej ys. Przyjete
do obliczen wartosci swobodnej energii powierzchniowych (SEP) oraz ich sktadowe:
polarng i dyspersyjng wynosity odpowiednio: dla wody destylowanej: ysp = 51.0 [m]/m?2]
iysd = 21.8[m]J/m?] oraz dla dijodometanu: ysp = 6.7 [m]/m?] i ysa = 44.1 [m]/m?Z]. Badania
zwilzalno$ci przeprowadzono dla prébek podtoza w stanie wyjSciowym- polerowanych
i piaskowanych oraz dla prébek z naniesiong powtoka POL_500, POL 1500 oraz PIA_500,
PIA_1500.

4.2.4. Badania topografii powierzchni

Badania topografii powierzchni przeprowadzono za pomocg skaningowego
mikroskopu elektronowego SEM (ang. Scanning Electron Microscope), Tescan VEGA.
Badania przeprowadzono w warunkach wysokiej prézni przy napieciu 20 KkV,
wykorzystujac detektor elektronéw wtornych (SE). Obrazy zarejestrowane w zakresie

powiekszen 25x-10000x.

Dodatkowo zastosowano mikroskop sit atomowych AFM XE-100 firmy Park
Systems. W badaniach zastosowano tryb bezkontaktowy pracy mikroskopu, w ktorym do
obrazowania wykorzystuje sie ostrze odsuniete na odlegto$¢ 1-10 nm od powierzchni.
W celu opisu powierzchni tgcznikdw okreslono wspétczynnik nieré6wnosci powierzchni

(RMA- Rough Mean Square) wyrazany w nanometrach i okreslany wedtug wzoru:
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1 _
RMS = |~ Z(Zi ~7)°

i=1
gdzie:
n - liczba przyktadowych punktéw,
Zi - wysokos$¢ kazdego punktu dla wspotrzednej z,

Z - $rednia warto$¢ probki dla wspétrzednej z.

Wspotczynnik RMS stanowi odchylenie standardowe od wartosci Sredniej
obliczane z obszaru na podstawie siatki punktéw (charakteryzowanych przez wysokos¢
Zi). Wyznaczono takze chropowato$¢ powierzchni tgcznikow Ra. Wspotczynnik
nieré6wnosci powierzchni RMS oraz chropowato$¢ powierzchni Ra obliczono w programie
XEI zintegrowanym z mikroskopem AFM, ktory jest narzedziem do edycji uzyskanych
obrazéw oraz ich obrobki. Ponadto ocene topografii powierzchni przeprowadzono
réwniez z wykorzystaniem profilometru optycznego Leica DCM8 metoda réznicowania
konfokalnego. Do badan zastosowano zielone $wiatto i powiekszenie 20x. Analizowany
obszar wynosit w kazdym pomiarze, a uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu
oprogramowania Leica Map Premium. Na tej podstawie wyznaczono parametry Ra i Sa
zgodnie z zaleceniami normy ISO 25178-2:2021 [123]. Badania w przypadku oceny
topografii powierzchni przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego oraz
profilometru optycznego dokonano dla prébek podtoza w stanie wyjSciowym-
polerowanych i piaskowanych oraz z naniesiong powtoka POL_500, POL 1500 oraz
PIA_500, PIA_1500. Badania przy uzyciu mikroskopu sit atomowych przeprowadzono dla
prébek z naniesiong powtoka POL_500, POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.3. Badania wtasnosci elektrochemicznych

4.3.1. Badania odpornosci na korozje wzerowa

Badanie odpornosci na korozje wzerowa wykonano metoda potencjodynamiczng
(polaryzacja potencjodynamiczna), zgodnie z zaleceniami normy PN-EN ISO 10993-15
[124]. Pomiary przeprowadzono za pomocg potencjostatu-galwanostatu AUTOLAB
PGSTAT100 (Metrohm Autolab BV, Holandia) w temperaturze T = 37+ 1 °C. Zastosowano
uktad trzech elektrod. gdzie elektroda robocza byta badana prébka, elektroda odniesienia
byta elektroda kalomelowa nasycona (SCE), a elektroda przeciwlegla byta siatka
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platynowa. Badania przeprowadzano w roztworze PBS o skltadzie umieszczonym
w Tabela 6. Powierzchnia styku probki z medium korozyjnym zostata ograniczona do
0,283 cm? za pomocg uszczelki typu O-ring o $rednicy 6 mm. Wszystkie pomiary korozji
przeprowadzono dla trzech réwnolegtych prébek. Probki stabilizowano przez 1 godzine
w obwodzie otwartym przed testami EIS i PDP, a nastepnie okres$lono potencjaty obwodu
otwartego (Eocp/OCP). Z uzyskanych krzywych wyznaczano opdr polaryzacyjny Rp oraz
gesto$¢ pradu j(1V). Do wyznaczenia oporu polaryzacyjnego zastosowano metode Sterna.
Badania przeprowadzono dla probek podioza w stanie wyjSciowym- polerowanych
i piaskowanych oraz dla probek z naniesiong powtokg POL_500, POL 1500 oraz PIA_500,
PIA_1500.

4.3.2. Badania odpornosci na korozje szczelinowg

W zwigzku ze skomplikowang geometrig implantow na ktére dedykowane s3
badane prébki zaréwno polerowane i piaskowane istnieje ryzyko wystepowania korozji
szczelinowej. Z tego wzgledu przeprowadzono badania odpornosci na Kkorozje
szczelinowg metodg chronoamperometryczng, zgodnie z zaleceniami normy ASTM F746-
04 (2021) [125]. Badanie przeprowadzano w roztworze PBS, o sktadzie umieszczonym
w Tabela 6. Probki polaryzowano do warto$ci potencjatu +800 mV. Jezeli po 20.
sekundach nie stwierdzono gwattownego przyrostu gestosci pradu, prébki poddawano
dalszej polaryzacji przy tej samej wartos$ci przez 900 sekund. Jezeli w tym czasie gestos¢
pradu ulegta podwyzszeniu, woéwczas warto$¢ potencjatu Enp < Eks przyjmowano za
odpowiadajaca  potencjatowi  krytycznemu  korozji = szczelinowej.  Badania
przeprowadzono dla prébek podtoza w stanie wyjSciowym- polerowanych
i piaskowanych oraz dla prébek z naniesiong powtoka POL_500, POL_1500 oraz PIA_500,
PIA_1500.

4.3.3. Badania z wykorzystaniem elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej

W celu analizy procesow elektrochemicznych zachodzacych na granicy metal-

elektrolit przeprowadzono badania za pomoca elektochemicznej spektroskopii

impedancyjnej (EIS). Pomiary przeprowadzono za pomoca potencjostatu-galwanostatu

AUTOLAB PGSTAT100 (Metrohm Autolab BV, Holandia) w temperaturze T = 37°C.

Zastosowano uktad trzech elektrod. gdzie elektroda robocza byta badana prdbka,
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elektroda odniesienia byta elektroda kalomelowa nasycona (SCE), a elektroda
przeciwleglta byta siatka platynowa. Badania przeprowadzano w roztworze PBS
o sktadzie umieszczonym w Tabela 6. Badane warianty byty umieszczone w objetoSci
elektrolitu 1g/10ml przygotowanego roztworu. zgodnie z zaleceniami normy
przedmiotowej ISO 10993 - 15 [124]. Powierzchnia styku prébki z medium korozyjnym
zostata ograniczona do 0,283 cm?2 za pomocg uszczelki typu O-ring o $rednicy 6 mm.
Wszystkie pomiary korozji przeprowadzono dla trzech réwnoleglych prébek. Probki
stabilizowano przez 1 godzine w obwodzie otwartym przed testami EIS i PDP, a nastepnie
okreslono potencjaty obwodu otwartego (Eoce/OCP). Pomiary elektrochemicznej
spektroskopii impedancyjnej przeprowadzono przy Eocr w zakresie czestotliwosci od 100
kHz do 10 mHz z amplitudg 10 mV i 10 punktami na dekade. Do dopasowania wynikow
EIS wykorzystano oprogramowanie ZSimpWin (wersja 3.60). Wartosci te pozwalajg na
uogdlnienie informacji o powierzchni poprzez traktowanie badanego interfejsu jako

idealnego kondensatora opisanego rownaniem:

£€0A

Cetf = —; (1)

gdzie € jest stalg dielektryczng materiatu oddzielajacego elektrolit od metalowego
podloza, €, jest przenikalnoscig elektryczna wolnej przestrzeni, A jest rzeczywista
powierzchnig interfejsu, a d jest dtugoScia separacji. W kolejnym etapie, po 5 minutach
stabilizacji obwodu otwartego, przeprowadzono badania polaryzacji
potencjodynamicznej (PDP) w zakresie potencjatéw od Eocr -200 mV do 1 V wzgledem
elektrody odniesienia (SCE). Szybko$¢ skanowania wynosita 10 mV-min-1. Uzyskane
krzywe potencjodynamiczne zostaty przeanalizowane za pomoca oprogramowania NOVA
2.1. Na podstawie nachylenia odcinka linii prostej w poblizu przejscia pradu katodowego
do zakresu pradu anodowego (od E(i=0) - 15 mV do E(i=0) + 15 mV) okres$lono
rezystancje polaryzacyjng (Rp(PDP) = dE/di). Stosunkowo gteboka polaryzacje anodowa
(do 1 V vs. SCE) wykorzystano do sprawdzenia wystepowania przebicia powtoki
ochronnej w warunkach silnej polaryzacji anodowej oraz do okreslenia potencjatu
przebicia. W przypadku braku przebicia warto$¢ odpornosci na korozje badanych probek
okreSlono jako gesto$¢ pradu przy potencjale 1 V vs. SCE (j(1V)). Badania
przeprowadzono dla prébek podtoza w stanie wyjSciowym- polerowanych
i piaskowanych oraz dla prébek z naniesiong powtoka POL_500, POL 1500 oraz PIA_500,
PIA_1500.
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4.3.4. Badania przenikania jono6w metali do roztworu

Z powodu wystepowania ryzyka przenikania jonéw metali z powierzchni
badanych probek przeprowadzono badania przenikania jonow metali do roztworu
fizjologicznego PBS o sktadzie umieszczonym w Tabela 6 po 3, 6 i 9 tygodniach ekspozycji
z wykorzystaniem metody emisji spektrometrii atomowej z plazmg indukcyjnie
sprzezong ICP-OES Spectro Arcos (SPECTRO Analytical Instrument, Kleve, Niemcy).
Stosunek prébka: elektrolit wynosit 1:15. Roztwory konserwowano kwasem azotowym
(65%, p.p., Mach chemikadlie, s.r.o., Czechy). Dla analizowanego materiatu okreslono
stezenie Ti, Nb, Zr, Sn. Badania przeprowadzono dla prébek podtoza w stanie
wyj$ciowym- polerowanych i piaskowanych oraz dla prébek z naniesiong powtoka

POL_500, POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.4. Badania wtasnoSci biologicznych

4.4.1. Badania cytotoksycznoSci

Badanie cytotoksycznoSci zostato przeprowadzone metoda bezposrednia zgodnie
z zaleceniami normy ISO 10993-5:2009 [126] na fibroblastach ludzkich dermalnych
NHDF (PromoCell C-12302). Jako medium wykorzystano suplementowany PromoCell
Fibroblast Growth Medium 2 wzbogacony antybiotykami (SIGMA ALDRICH Antybiotic
Antymicotic Solution). W celu zapewnienia wiarygodnos$ci statystycznej z kazdego
rodzaju wykorzystano 3 probki. Jako materiat odniesienia wykorzystano polistyren
(PS). Z nad prébek przed wybarwieniem pobrane zostato medium hodowlane w celu
oceny poziomu LDH - dehydrogenazy mleczanowej. LDH jest cytoplazmatycznym
enzymem uwalnianym po rozerwaniu btony komorki nekrotycznej lub apoptycznej,
dlatego jego aktywnos$¢ mierzy sie w celu wykrycia cytotoksycznego dziatania materiatéw
lub czynnikéw $rodowiskowych. Zywotno$¢ komérek zostata oceniona po 48-godzinnej
inkubacji przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej. W barwieniu komoérek zastosowano
MitoTracker Green i jodek propidyny (PI). MitoTracker barwi tylko aktywne
mitochondria, ktére informuja o iloSci komoérek zywych. Substancja po o$wietleniu
Swiattem niebieskim daje zielony sygnat. Natomiast jodek propidyny przenika wewnatrz
komorki tylko w przypadku naruszenia ciggloSci btony komérkowej, ktéra zostaje
przerwana na skutek $mierci komdrki lub dziatania czynnika cytotoksycznego. Po

wprowadzeniu do cytoplazmy oznacza kwasy nukleinowe, a po wzbudzeniu zielonym
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Swiattem barwi jadro komorki nekrotycznej na czerwono. Badania prowadzono przy
wykorzystaniu skaningowego mikroskopu konfokalnego Carl Zeiss Exciter 5 dla probek
podioza w stanie wyjSciowym- polerowanych i piaskowanych oraz dla prébek

z naniesiong powtoka POL_500,POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.4.2. Badania cytokin prozapalnych

Badanie cytokin prozapalnych przeprowadzono w celu ilosciowej analizy reakc;ji
zapalnej. Cytokiny prozapalne odgrywaja kluczowg role w koordynowaniu komérkowej
odpowiedzi immunologicznej i w modulowaniu uktadu odpornosciowego. Cytokiny
prozapalne ogoélnie reguluja wzrost, aktywacje komorek, réznicowanie i zasiedlanie
komorek odpornosciowych do miejsc infekcji w celu kontrolowania i eliminowania
patogenéw wewnatrzkomoérkowych. Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem testow
Invitrogen cytokine ELISA kits firmy Thermo Fisher, zawierajacych receptory
najistotniejszych cytokin prozapalnych. Do badan zostat wykorzystany nadsacz z hodowli
fibroblastow L1929, Kktére zostaly wyhodowane do pelnej konfluencji. Pomiaréw
dokonano metoda kolorymetryczng za pomoca spektrofotometru Elisa firmy Tehrmo
Fisher. Podstawag kolorymetrycznych metod oznaczania jest zalezno$¢ miedzy
absorbancja, a stezeniem oznaczanego sktadnika w badanym roztworze. Badania
przeprowadzono dla prébek podtoza w stanie wyjSciowym- polerowanych
i piaskowanych oraz dla prébek z naniesiong powtoka POL_500, POL_1500 oraz PIA_500,
PIA_1500.

4.4.3. Badania adhezji bakterii

Badania mikrobiologiczne przeprowadzono z wykorzystaniem bakterii
wzorcowych Gram-dodatnich Staphylococcus aureus (ATCC 25923) i Gram ujemnych
Escherichia coli (ATCC 25922). Hodowle przygotowano w pozywce ptynnej (TSB, Biotech,
Polska), poprzez inkubacje bakterii w medium przez czas 18h, w temperaturze 37°C
(240CLW, POL-EKO). Na powierzchnie prébek naniesiono bakterie w ilosci 100 pul
i inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C przez 4h. Nastepnie odciggnieto medium
hodowlane, prébki przeptukano sterylng woda i przetozono do nowej ptytki hodowlane.
Adhezje bakterii do powierzchni, obserwowano przy uzyciu skaningowej mikroskopii
elektronowej, TESCAN VEGA. w warunkach wysokiej prézni przy napieciu 10 kV,
wykorzystujac detektor elektronéw wtérnych (SE). Obrazy zarejestrowane w zakresie

powiekszen 500x-10000x. Probki przed obserwacja napylono warstwa srebra o grubosci
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30 nm. Badania przeprowadzono dla prébek podtoza w stanie wyjSciowym-
polerowanych i piaskowanych, bedgcymi prébkami kontrolnymi w kazdym badaniu oraz

dla prébek z naniesiong powtoka POL_500, POL_1500 oraz PIA_500, PIA_1500.

4.4.4. Badania proliferacji komoérek

Badanie proliferacji zostato wykonane na fibroblastach dermalnych Human
Dermal Fibroblasts w wersji ze skoéry dorostej (NHDF-Ad). W badaniu oceniono
jakosciowo morfologie komorek, adhezje i kierunek proces6w wydtuzania na podstawie
wygladu cytoszkieletu, oraz ilo$¢ i rozmieszczenie jader komoérkowych a takze ich
zdolno$¢ do podziatu. Proliferacja komérek zostata oceniona po 24-godzinnej inkubacji
przy uzyciu mikroskopii konfokalnej. Jako medium komérkowe wykorzystano FGMTM-2
Growth Media firmy Lonza. Ludzkie fibroblasty skérne firmy Lonza majg 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. Komérki zostaty utrwalone formaldehydem, btony komoérkowe zostaty otwarte
za pomoca TritonX-100. Do oceny proliferacji do barwienia jagder komoérkowych
zastosowano Invitrogen™ DAPI D1306 firmy Termo Fisher pozwalajgcy 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 (drugorzedowe przeciwciato krolicze IgG)
o zielonej fluorescencji. Aktyna jest elementem cytoszkieletu biorgcym udziat w podziale
komérek, utrzymywaniu i zmianach ksztattu oraz w ruchach komoérki. Aktyna znakowana
fluorescencyjnie jest waznym narzedziem do badania dynamiki strukturalnej
cytoszkieletu w zywych i utrwalonych komérkach. Badania przeprowadzono dla probek
podioza w stanie wyjSciowym- polerowanych i piaskowanych oraz dla probek

z naniesiong powtoka POL_500, POL 1500 oraz PIA_500, PIA_1500.
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5. Wyniki badan

5.1. Charakterystyka powtoki

5.1.1. Badania sktadu chemicznego powtoki

Wszystkie widma pomiarowe warstwy powierzchniowej przedstawiono na
Rysunek 22. W przypadku kazdego wariantu powtoki wszystkie oczekiwane poziomy
energetyczne zwigzane z cyng i tlenem sg dobrze widoczne, w przypadku kazdego
wariantu powtoki. Tylko w przypadku proébki polerowanej, przy uzyciu 500 cykli
(POL_500) wykryto rowniez poziom energetyczny dla tytanu, co wynika z niewielkiej
grubos$ci warstwy pasywnej lub podtoza. W pozostatych prébkach nie wykryto podtoza
ani warstwy pasywnej. Wyrdzniono dwa obszary energetyczne dotyczgce zawartosci
cyny (Sn 3d5) oraz tlenku O (O 1s). Na podstawie uzyskanych wynikéw sktad powierzchni
wynosit dla prébki POL_500: 65,45% Sn; 20,55% O, PIA_500: 59,39% Sn; 21,57%0,
POL_1500: 65,06% Sn; 21,3% O, PIA_1500: 58,14% Sn; 22,68% O. Dopasowanie tlenu
ujawnia dwa jego rodzaje: ~530,8 eV pochodzi z powtoki tlenku cyny (IV), a drugi ~531
eV pochodzi z wegla organicznego (C-0), co moze $wiadczy¢ o pozostatosSciach srodka
polerujacego, uzywanego podczas przygotowania powierzchni prébek polerowanych.
Obszar Sn 3d5 ujawnit jeden skiadnik z rozszczepieniem na dwa obszary. Odnotowano
wystepowanie gtdwnego sktadnika, czyli cyny w przypadku wszystkich wariantéw, ktory

przypada na ~490 eV.
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Rysunek 22 Widma przegladowe z zaznaczonymi gtbwnymi poziomami
energetycznymi rdzenia i wyrdoznionymi obszarami energetycznymi po rozktadzie O1s

oraz Sn3d5 dla prébek: a) POL_500 b) PIA_500 c) POL_1500 d) PIA_1500
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Dodatkowo w celu oceny grup funkcyjnych zastosowano spektroskopie
w podczerwieni z transformacjg Fouriera. Widma zarejestrowane zaréwno dla prébek
POL_500, POL_1500 i PIA_500, PIA_1500 przedstawiono na Rysunek 23. Widma FTIR
prébek polerowanych wykazujg drgania OH przy warto$ciach 3397 cm1 oraz 1627 cm-1,
co jest zwigzane z zaadsorbowang woda. Pasma wystepujace a w przedziale 2850-2922
cm! oraz 1467 - 1419 cm’! s3 zwigzane grupami C-H pochodzacymi z roztworu
o sktadzie: 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 2 metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1),
uzytej do przygotowania powierzchni polerowanej prébek. Mate pasmo w graniach 1123
cm! pochodzi z wigzania Sn-OH- grup hydroksylowych potaczonych z atomami cyny
w strukturze. Natomiast szerokie pasmo w okolicach 661/648 cm! wynika
z asymetrycznej wibracji O-Sn-0-. Pasmo dla prébki POL_500 przy wartos$ciach 910 cm-1
oraz 661 cm-1 przypisuje sie drgania Sn-OH. Kolejne pasmo przy 721 cm! jest zwigzane
z drganiami 0-Sn-0, natomiast pasmo przy 877 cm-! wynika z drgan deformacyjnych grup
Sn-OH. Zwiekszenie grubosci powtoki przektada sie na wzrost intensywnosSci sygnatow
w widmach FTIR, co utatwia identyfikacje pasm charakterystycznych dla SnO,.
W przypadku probek piaskowanych, widma dla prébek PIA_500 oraz PIA_1500 réwniez
sg bardzo zblizone. Szerokie pasmo przy 615 cm-! oraz 473 cm! jest zwigzane z drganiami
grup: Sn-0-Sn. Waskie pasmo przy wartosciach 1072/1074 cm-! wynika z obecnoSci grup
-OH przytaczonych do tlenu powierzchniowego zwigzku SnO2x Pasmo to moze by¢
zwigzane z drganiami Si-O. Obecnos$¢ tego pasma wynika z pozostatosci kulek szklanych
SiO2, uzytych do przygotowania powierzchni piaskowanej. Drgania te powtarzajg sie
réwniez dla pasma przy 810 cm-! (drgania zginajace Si-O) oraz przy 473 cm! (drgania
kotyszace Si-O). Przesuniecie gtéwnego pasma przy 600 cm1, po uzyciu 1500 cykli
powinno wynika¢ z bardziej precyzyjnego wykrycia powtoki SnO2. Jest to zwigzane
z wiekszg gruboscig powtoki, w poréwnaniu do nanoszenia przy uzyciu 500 cykli.
Potwierdza to wyzszg intensywnos$¢ tego pasma w poréwnaniu z prébkami PIA_500 oraz

brak pasm odpowiadajacych SiO2 (810 oraz 473 cm-1).
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Rysunek 23 Przyktadowe widmo FTIR prébek z naniesionq powtokq: POL_1500, POL_500,
PIA_1500, PIA_500

5.1.2. Badania mikrostruktury powtoki

Wyniki przeprowadzonych badan mikrostruktury powtoki SnO2 naniesionej na
podioze polerowane i piaskowane przedstawiono na Rysunkach 23-26. Obrazy dla
powtoki prébki polerowanej (POL_1500) i piaskowanej (PIA_1500) zostaty uzyskane na
przekroju poprzecznym w polu jasnym (TEM BF), przy wykorzystaniu kontrastu
dyfrakcyjnego. Dla probki polerowanej Zaobserwowano wyrazny podziat na dwa obszary
w powtoce- Rysunek 24. Bezposrednio pierwszy od podtoza- Obszar 1, charakteryzowat
sie utozeniem warstw atomowych charakterystycznych dla naktadania technikg ALD,
majac charakter amorficzny. Nastepnie zaobserwowano obszar przejsciowy i Obszar 2,
gdzie nie wyrdzniono juz utozenia warstw atomowych, a ta cze$¢ powtoki miata charakter
nanokrystaliczny. Widoczna linia pomiedzy obszarami to interfaza, pomiedzy powtoka
a podtozem powstata na styku dwdch materiatéw. Granica pomiedzy obszarami jest
prosta, ze wzgledu na sposéb przygotowania powierzchni. Podziat powtoki na czes¢

amorficzng oraz krystaliczng potwierdzony zostat za pomoca obrazow
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wysokorozdzielczych (HRTEM)- Rysunek 25. Obraz rzeczywisty zostat réwniez

przefiltrowany poprzez natozenie masek na refleksy na transformacie Fouriera (IFFT).

Obszar 2

Obszar 1

Rysunek 24 Analiza mikrostrukturalna na granicy podtoze - powtoka SnO: dla prébki
POL_1500, STEM
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czesé krystaliczna

HRTEM

Obszar 1

czesc amorficzna

HRTEM

Obszar 2

Rysunek 25 Analiza mikrostrukturalna na granicy podtoze- powtoka SnO: dla prébki

POL_1500, HRTEM, IFFT

W przypadku probki piaskowanej (PIA_1500) wyrézniono réwniez dwa obszary
w powtoce (Rysunek 26). Bezposrednio pierwszy od podtoza Obszar 1 majacy charakter
amorficzny oraz Obszar 2 o charakterze nanokrystalicznym. Nier6wna granica powtoki
z podiozem jest spowodowana procesem przygotowania podtoza przed naktadaniem

powtoki - proces piaskowania. Podziat powtoki na cze$¢ amorficzng oraz krystaliczng
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potwierdzony zostat réwniez, jak w przypadku przyktadowej préobki POL_1500 za
pomocg obrazéw wysokorozdzielczych (HRTEM)- Rysunek 27. Obraz rzeczywisty zostat
réwniez przefiltrowany poprzez natozenie masek na refleksy na transformacie Fouriera

(IFFT).

Obszar 2

STEM

Obszar 1

Rysunek 26 Analiza mikrostrukturalna na granicy podtoze- powtoka Sn0O: dla prébki
PIA_1500, STEM

czesc krystaliczna

powtoka

czes¢ amorficzna

Rysunek 27 Analiza mikrostrukturalna na granicy podtoze- powtoka SnO:z dla prébki
PIA_1500, HRTEM
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Ponadto przeprowadzono roéwniez jakoSciowa analize sktadu chemicznego EDS
pomiedzy podtozem a powtokg wzdtuz linii prostopadle do granicy podtoze/powtoka-
(Rysunek 28, Rysunek 29) . Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze
powtoka SnO2 naniesiona metodg ALD niezaleznie od sposobu przygotowania podtoza i
liczby cykli procesu nanoszenia skutecznie eliminuje z warstwy wierzchniej pierwiastki

stopowe, co moze spowodowac zwiekszenie biozgodnosci biomateriatu

I6) 1i sn Pt

Obszar 2

Obszar 1

Rysunek 28 Mapa intensywnosci pierwiastkéw prébki POL_1500, STEM+EDS:
obszar 1- tlen, obszar 2- cyna

Obszar 2

Obszar 1

Rysunek 29 Mapa intensywnosci pierwiastkéw probki PIA_1500, STEM+EDS:
obszar 1 - tlen, obszar 2 - cyna
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5.1.3. Pomiary grubosci powtoki

W pierwszym etapie opracowano model podioza, ktéry pozwolil na okreSlenie
i wyznaczenie parametrow funkcji podtoza za pomocg funkcji B-spline zgodnej z KK.
Chropowato$¢ powierzchni zostata zasymulowana przy uzyciu BEMA o grubosci okoto 10
nm. W kolejnym etapie okreslony model podtoza i warto$¢ parametru chropowatosci
pozwolity na opracowanie modelu powtoki SnO2. Model optyczny powtoki oparto na
funkcji modelu Tanguy’ego i modelu swobodnych elektronéw Drude’a. Na Rysunek 30

przedstawiono poréwnanie uzyskanej funkcji optycznej opracowanych cienkich powtok.

8 12
el-ALD
6 ‘ ‘ 10
el - ref,
e2 - ref
4 : ¢ »{,/_{:3"’ 8
el 2 6 e2
0 4
D 2
-4 — 0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 50 6.0 7.0

Energia [eV]

Rysunek 30 Dopasowanie funkcji optycznych z wartosciami referencyjnymi
(oprogramowania CompleteEASE SW), gdzie: e1-ALD-czes¢ rzeczywista absropcji powtoki
Sn0: uzyskana podczas badania, e2-ALD- czes¢ urojona absorpcji powtoki SnO2 uzyskana

podczas badania, el-ref.-dane referencyjne powtoki Sn0O2z z bazy CompleteEASE,
e2-ref.-dane referencyjne powtoki SnO2z z bazy CompleteEASE

Uzyskana w ten sposéb funkcja optyczna zostata poréwnana z funkcjg optyczna czystego
zwigzku tlenku cyny (IV) dostepng w bazie danych CompleteEASE. Dopasowanie modelu
zostato uzyskane poprzez mierzone na powierzchni probki katy psi oraz delta pod katem
padania 55, 60, 65 i 70 stopni. Pozwolito to na uzyskanie modelu optycznego uzywanych
podczas modyfikacji powtok SnO2, w oparciu o funkcje modelu Tanguy'ego i modelu
swobodnych elektron6w Drude'a. Zaobserwowano réznice w postaci przerwy optycznej
opracowanej powtoki SnO2z, ktdéra jest o okoto 1 eV nizsza niz w przypadku funkcji

czystego SnO2z z baz danych. Opracowane powtoki SnO2z wykazujag rowniez udziat
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w obszarze niskiej energii fotondw, przy pozostatym udziale swobodnych elektronéw.
Pozwolito to na dopasowanie grubosci cienkich powtok, ktére wynosza odpowiednio
37 nm dla 500 cyKli, zaréwno w przypadku prébki POL_500 oraz PIA_500 (Rysunek 31a)
i 94 nm dla 1500 cyKkli, dla prébek POL_1500 oraz PIA_1500 (Rysunek 31b). Analiza
wykazata, Ze potrojenie liczby cykli w trakcie osadzania powtoki powoduje podwojenie
uzyskanej grubo$ci. Prawdopodobnie jest to zwigzane z nieliniowym, poczatkowym

wzrostem powtok Sn02 na poczatku procesu, przy pierwszych kilkudziesieciu cyklach.
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Rysunek 31 Przyktadowe modele elipsometryczne powtok Sn0O:z dla: a) POL_500 b) PIA_500
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5.2. Badania wtasnosci fizycznych

5.2.1. Badania adhezji powtoki do podtoza

Wyniki przeprowadzonych badan adhezji powtoki do podtoza przedstawiono
w Tabela 9 oraz Rysunek 32. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono
zréznicowane wartosci sity krytycznej bedacej miarg adhezji. Udowodniono, Ze
najwieksza adhezjg charakteryzowaty sie powtoki SnO2 naniesione na powierzchnie
polerowane. Ponadto stwierdzono nieznaczne réznice w wartosciach sity krytycznej
w zalezno$ci od zastosowanej ilo$¢ cykli procesu nanoszenia. Energia wigzania byta zbyt
niska, aby wywota¢ charakterystyczne pekniecia i oderwanie warstwy. Na podstawie

oceny makroskopowej rysy stwierdzono ciggta perforacje powtoki.

Tabela 9 Wartosci sity krytycznej Lc, powodujgcej catkowite uszkodzenie powtoki

POL_500 | PIA_500 | POL_1500 | PIA_1500

Lc[N] | 6,670,28 | 3,77%0,79 | 7,14%0,63 | 5,040,45

X 17 T b T Y T bl T o T 14
0,0 05 1.0 . 16 .0 25 3,0
Dlugos¢ zarysowania [mm)]

Rysunek 32 Przyktadowy wykres i zarysowanie dla PIA_1500
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Przeprowadzone obserwacje powierzchni polerowanej oraz piaskowanej z
wykorzystaniem SAM (Rysunek 33), nie ujawnity Zzadnych miejscowych defektow
powtoki ani jej deliminacji. Zaobserwowano jedynie nieré6wnosci powierzchni dla prébek

piaskowanych oznaczone na obrazach kolorem czerwonym.

Widok 3D Widok 3D w kolorze

4
ar 4
i

POL_500

PIA_500
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Rysunek 33 Obrazy akustyczne: kolor czerwony- podtoze, kolor zielony- powtoka, SAM

5.2.2. Badania wtasnosci tribologicznych powtoki

Analize wynikéw testéw tribologicznych przedstawiono na Rysunek 34. Najwyzsza
warto$¢ Sredniego wspoétczynnika tarcia suchego (TDF) zaobserwowano dla probki
piaskowanej, bez modyfikacji powierzchni. Zaobserwowano spadek tej wartosci, wraz ze
zwiekszajaca sie liczba cykli procesu ALD, zaré6wno w przypadku prébek polerowanych
(POL_500 oraz POL_1500), jak i piaskowanych (PIA_500 oraz PIA1500). Najwyzsza
warto$¢ Sredniego wspotczynnika tarcia na mokro (PBS) zaobserwowano dla prébki
polerowanej i piaskowanej bez powtok (POL i PIA). Odnotowano spadek tej wartos$ci po
naniesieniu powtoki dla prébek polerowanych (POL_500, POL_1500) i piaskowanych
(PIA_500, PIA_1500). W przypadku wszystkich wariantow odnotowano nizsze $rednie

warto$ci wspotczynnika tarcia w testach z uzyciem roztworu PBS.
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Analiza powierzchni $ladu zuzycia wskazuje, ze dla wszystkich badanych
wariantéw dominujagcym mechanizmem zuzycia jest zuzycie S$cierne. Wynika to
z przygotowania powierzchni. Zarysowania i bruzdy widoczne na zdjeciach SEM powstaty

w wyniku ruchu luZznych produktéw zuzycia w obszarze tarcia. W §ladach zuzycia

zaobserwowano rowniez zbierajacy sie nadmiar powtoki po wytarciu (Rysunek 35bc,

Rysunek 36bc).

a)

Rysunek 35 Morfologia sladéw zuzycia po tarciu technicznie suchym TDF dla prébki
POL_1500, SEM, pow.: a)25x, b) 300 x c) 1000x
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Rysunek 36 Morfologia sladéw zuZzycia po tarciu technicznie suchym TDF dla prébki
PIA_1500, SEM, pow.: a) 25x, b) 300 x c) 1000x

Po przeprowadzeniu obserwacji morfologii $ladéw zuzycia (Rysunek 37)
przeprowadzono analize struktury geometrycznej powierzchni. Za miare zuzycia probki
przyjeto gtebokos$¢ i powierzchnie tarcia okre$long na podstawie wygenerowanego

profilu zuzytej powierzchni (powstatego §ladu wytarcia po badaniach tribologicznych).
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Rysunek 37 Obrazy izometryczne sladow wytarcia i profile wytarcia na przekroju
poprzecznym podczas tarcia suchego TDF: a) POL, b)PIA, c) POL_500 d) PIA_500
e) POL_1500 f) PIA_1500
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5.2.3. Badania zwilzalno$ci powierzchni

Wyniki pomiaréw zwilzalno$ci powierzchni i energii powierzchniowej (SEP) oraz
przyktadowe krople naniesione na powierzchnie wariantéw przed i po naniesieniu
powtoki, przedstawiono na Rysunek 38 oraz Tabela 10. Powierzchnia prébek
polerowanych zaréwno przed, jak i po naniesieniu powtoki, niezaleznie od wariantu
wykazuje charakter hydrofilowy, natomiast kat zwilzania wodg ulega zwiekszeniu wraz
z liczbg nanoszonych cykli. W przypadku prébek piaskowanych zaré6wno prébka PIA oraz
pozostate dwa warianty prébek piaskowanych, po nanoszeniu powtoki (PIA_500,
PIA_1500) wykazuja rowniez charakter hydrofilowy. Analizujac wartos¢ kata zwilzania
dijodometanem odnotowano wzrost kata zwilzania, wraz ze wzrastajacg liczbg cykli
podczas modyfikacji powierzchni dla prébek polerowanych, poréwnujac wartosci prébek
POL, POL_500 a POL_1500. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla prébek
piaskowanych, gdzie kat zwilzania podczas pomiaru zwilzalnoSci dijodometanem
réwniez wzrastat wraz z ilo$cig nanoszonych warstw, poréwnujac wartosci dla prébek
PIA, PIA_500 oraz PIA_500. Zastosowanie modyfikacji powierzchni w przypadku prébek
polerowanych oraz piaskowanych spowodowato zmniejszenie wartosci energii

powierzchniowej wraz ze zwiekszeniem ilosci cykli.

Rysunek 38 Przyktadowe krople na powierzchni prébek a) POL b) POL_500 c) POL_1500
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Tabela 10 Srednie wartosci kqta zwilzania wodg, dijodometanem, energii powierzchniowej

oraz sktadowych polarnych

Skladowa Skiadowa
Osr. [2CH2 SEP
Wariant Osr. H20 [°] dyspersyjna | polarna
[’ [mN/m]
y¢[mN/m] | yP[mN/m]
POL 41 2,7 47 +3,0 35,77 25,12 60,9
PIA 76 +1,1 80 0,8 17,41 12,97 30,4
POL_500 62 %3,2 55 +0,9 25,24 10,44 35,7
PIA_500 75 £0,5 66 +1,8 20,74 12,74 32,5
POL_1500 87 +3,8 56 +0,5 30,89 3,42 34,3
PIA_1500 74 £0,8 76 +4.4 31,52 14,64 46,2
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5.2.4. Badania topografii powierzchni

Wyniki badan topografii powierzchni przeprowadzonej z wykorzystaniem
mikroskopii skaningowej, mikroskopii sit atomowych oraz profilometrii optycznej
pozwolity na okre$lenie zré6znicowanej morfologii powierzchni w zaleznosci od sposobu
jej przygotowania. Stwierdzono rowniez réznice w morfologii w zaleznosci od iloSci cykli
procesu ALD. Powierzchnia probki POL jest jednorodna i nie posiada s$ladéw
mechanicznych lub kierunkowych struktur. Wytworzona na powierzchni POL_500
powtoka jest ciggta i odwzorowata topografie powierzchni, jednak zaobserwowano
Sladowe struktury przypominajgce smugi lub rysy, ktére moga by¢ zwigzane z procesem
obrébki powierzchni. Widoczne ciemniejsze i jasniejsze obszary wskazuja na wieksze
zréznicowanie topografii niz w przypadku prébki POL. Podobnie w przypadku prébki
POL_1500 zaobserwowano nieliczne struktury ale réwniez mniejsze zr6znicowanie
szaro$ci obrazéw, co jest zwigzane z gtadszg powierzchnig i mniejszg ilo$cig nieréwnosci
na powierzchni. W przypadku proébki PIA widoczna jest nieciggto$¢ struktury, ktéra
wynika ze sposobu przygotowania powierzchni, o nieregularnych, ptatowych
fragmentach. Prébka PIA_500, po naniesieniu powtoki charakteryzuje sie bardziej
chropowata powierzchnia, o wiekszej ilosci drobnych czastek na powierzchni ptatkow.
Struktura prébki POL_1500 jest w najwiekszym stopniu pokryta drobnymi, ziarnistymi
strukturami, o réznej wielko$ci. Swiadcza one o najwiekszej iloéci powtoki, co sprawito,

ze struktura jest najbardziej heterogeniczna (Rysunek 39).
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Wariant pow. 1000 x pow. 10 000x

POL

PIA

POL_500
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PIA_500

POL_1500

PIA_1500

Rysunek 39 Powierzchnia prébek, SEM
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Obrazy morfologii powierzchni uzyskane z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych
AFM nie wykazaty znaczacych réznic w morfologii powierzchni prébek polerowanych,

bez wzgledu na ilos¢ liczby cykli (Rysunek 40, Rysunek 41).

a)

b)

o0

-
0%

oD

Rysunek 40 Morfologia powierzchni 3D dla prébek: a) POL b)POL_500, c)POL_1500, AFM,
profilometria optyczna
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Rysunek 41 Morfologia powierzchni 3D dla prébek: a) PIA b)PIA_500, c)PIA_1500, AFM,
profilometria optyczna
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W przypadku préobek piaskowanych najwieksza chropowatos$cig charakteryzowata sie
prébka bez powtoki (PIA), odpowiednio o wartos$ci Ra=0,31 um, podczas pomiaru przy
uzyciu AFM oraz o warto$ci Ra= 0,26 um, podczas pomiaru przy uzyciu profilometru
optycznego. Najnizszg warto$¢ Ra=0,02um charakteryzuje sie prébka polerowana po
naniesieniu 1500 cykli (POL_1500), ktéra odnotowano podczas pomiaru przy uzyciu
profilometrii optycznej. Najnizsza warto$¢ Ra=0,02 uzyskano réwniez dla probki
POL_1500, przy uzyciu metody pomiarowej AFM. Naniesiona powtoka SnO2 spowodowata
nieznaczne zmniejszenie chropowato$ci w przypadku probek polerowanych
w poréwnaniu do wariantéw przed modyfikacja metoda ALD lub oscylowanie w granicach
podobnych warto$ci 0,02+0,01. Biorgc pod uwage probki piaskowane odnotowano
zwiekszenie wartosci parametru Ra, w przypadku obu metod pomiarowych (Rysunek 40,

Rysunek 41, Tabela 11).

Tabela 11 Srednie wartosci parametréw chropowatosci Ra i Sa, *AFM, **profilometr

optyczny

Wariant Ra [um]* Ra [pum] ** Sa [pm] **
POL 0,05+0,02 0,02+0,01 0,03+0,01
PIA 0,31+1,90 0,26+0,03 0,53+0,04
POL_500 0,05+0,02 0,03+0,01 0,03+0,01
PIA_500 0,35+1,20 0,34+0,01 0,63+0,02
POL_1500 0,02+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01
PIA_1500 0,38+1,10 0,37+0,02 0,68+0,02

5.3. Badania wtasnosci elektrochemicznych

5.3.1. Badania odpornosci na korozje wzerowa

Na Rysunek 42 przedstawiono w postaci krzywych potencjodynamicznych zmiany
potencjatu w obwodzie otwartym. Wartosci Eocp zar6wno dla wariantéw polerowanych,
jak i piaskowanych sg zblizone, a ich $rednie warto$ci wynosza odpowiednio: dla prébek
polerowanych Eocp= -0,195 V oraz dla prébek piaskowanych Eocp=-0,165 V. NiezalezZnie

od sposobu przygotowania powierzchni, po naniesieniu powtoki SnO2 nastgpit wzrost
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wartosci Eocp (przesuniecie dodatnie o 100-180mV). W przypadku prébek POL oraz PIA,
a takze probek polerowanych po naniesieniu powtoki tj. POL_500 oraz POL_1500
zaobserwowano niewielki wzrost w przebiegu Eocp-czas. W przypadku prébek
piaskowanych, po naniesieniu powtoki tj. PIA_500 oraz PIA_1500 przebieg byt inny

i zaobserwowano spadek Eocp.
a)
0,2

0,1

-0,1

—POL
02 /

——POL_500

03 ——POL_1500

Potencjat vs. SCE [V]

-0,4

-0,5
0 1000 2000 3000

czas [s]

b)

0,2

01\

-0,1
—PIA

02— ——PIA_500

—PIA_1500

Potencjat vs. SCE [V]

-0,3

-0,4

-0,5

0 1000 2000 3000
czas [s]

Rysunek 42 Przyktadowe przebiegi krzywych Eocp dla prébek a) polerowanych
b) piaskowanych
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Wartosci Rpij(1V) (Tabela 12) uzyskane na podstawie krzywych potencjodynamicznych

(Rysunek 43) ilosciowo reprezentujg wtasnos$ci odpornosci na korozje badanych probek.

a)
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-0,6

b)
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1,E-10

Gesto$¢ pradu [A-cm?]
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-0,1 0,4 0,9
Potencjat vs. SCE [V]
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°

o
.

+ POL
* POL_500
° POL_1500

* PIA
* PIA_500
° PIA_1500

-0,6

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potencjat vs. SCE [V]

Rysunek 43 Krzywe potencjodynamiczne zarejestrowane dla prébek: a) POL, POL_500,

POL_1500 b) PIA, PIA_500, PIA_1500
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Tabela 12 Wyniki badan potencjodynamicznych

PDP
Wariant Eocr [V]
Rppop) [MQ-cm?] jav) / [nA-cm-2Z]
POL -0,196 + 0,078 2,51+1,03 385 + 35
POL_500 -0,044 + 0,070 17,75 + 3,66 54 +3
POL_1500 -0,095 + 0,028 10,1 + 4,78 124 + 59
PIA -0,165 + 0,027 0,80 £ 0,12 13505
PIA_500 -0,023 £ 0,012 2,69 £ 0,59 423 +20
PIA_1500 -0,041 + 0,092 1,01 £0,52 632 + 45

WartoSci uzyskane na podstawie krzywych potencjodynamicznych pozwolity na
iloSciowg analize wtasnos$ci antykorozyjnych wszystkich wariantéw. W przypadku
probek polerowanych - najnizsza odpornos$¢ na polaryzacje stwierdzono dla probki
niemodyfikowanej powloka (POL), gdzie Rp=2,5 MQ-cm?, a najwyzszg dla prébek
POL_500 (Rp=17,8 MQ:cm?). Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku wariantu
probek piaskowanych, gdzie najnizsza warto$¢ Rp wystgpita dla proébki
niemodyfikowanej powtoka (PIA), gdzie Rp= 0,8 M{)-cm? oraz najwyzsza gestosScig pradu
j= 1,35 pA-cm2. Najwyzszg rezystancje polaryzacyjng dla wariantu probek piaskowanych
uzyskano w przypadku powtoki PIA_500 (Rp = 2,7 MQ-cm?). Probki polerowane, bez
wzgledu na ilo$¢ cykli nanoszenia powtoki SnO2 charakteryzuja sie wyzsza odpornoscia
na polaryzacje (Rp) oraz nizsza gestoscia pradu (j) niz probki piaskowane, co wskazuje na

ich lepsza odpornos¢ na korozje.

5.3.2. Badania odpornosci na korozje szczelinowa

Przebieg zmian gestosci pradu w funkcji czasu przy statej polaryzacji powierzchni
przedstawiono na Rysunek 44. Uzyskane wyniki badan odpornosci na korozje
szczelinowg potwierdzity odpornos$¢ wszystkich wariantéw na ten rodzaj korozji (Tabela

13).
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Rysunek 44 Przyktadowa krzywa zmiany gestosci prqdu w funkcji czasu dla probki

Tabela 13 Wyniki badan potencjostatycznych

POL_500

Gestos¢ Gestos¢
Odpornosc¢ na Gestos¢ tadunku
pradu po pradu po
Wariant korozje elektrycznego,
20s, 900 s,
szczelinowa mC/cm?
mA/cm? mA/cm?
POL Tak 6,25 1,40 0,85
PIA Tak 14,32 8,47 7,78
POL_500 Tak 5,20 1,10 2,22
PIA_1500 Tak 5,96 1,25 2,24
PIA_500 Tak 8,74 1,24 2,60
PIA_1500 Tak 58,46 3,49 10,45
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5.3.3. Badania z wykorzystaniem elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej

Analiza widm pozwolita na znalezienie odpowiedniego obwodu zastepczego-
Rysunek 45. Obwody elektryczne rownowazne (EEC) uzyte do dopasowania byty rézne
w przypadku wariantow niemodyfikowanych (POL i PIA) i dla probek z naniesiong
powtoka (POL_500, POL_1500, PIA_500, PIA_1500). W przypadku pierwszej grupy (POL,
PIA) zastosowano uktad R(QR), a do dopasowania danych otrzymanych dla prébek
z powtoka zastosowano bardziej ztozony obwo6d R(Q(RW(RQ))), gdzie R(QR) to opdr
elektrolitu w szeregu z réwnolegtym potaczeniem CPE i oporu przeniesienia tadunku.
W obu obwodach elektrycznych wystepuja trzy typowe elementy, tj.: Rs — rezystancja
omowa roztworu ($rodka korozyjnego), ktéra jest stosunkowo niewielka i moze by¢
uznana za nieistotng; Qdl - element statej fazy (CPE) reprezentujacy elektryczng warstwe
podwojng badanej probki; Ret - rezystancja przenoszenia tadunku zwigzana z szybkoScia
korozji podtoza stopu. Ponadto w drugim obwodzie réwnowaznym wystepuje kolejny
element statej fazy Qc odnoszacy sie do wtasnosci dielektrycznych warstwy ochronnej (tj.
gltownie powtoki ALD + naturalnej powtoki pasywnej); Rpo - rezystancja wynikajgca
z porowatosci i defektdw warstwy oraz W - element Warburga ilustrujacy proces dyfuzji

skonczone;j.

et | po |

Rysunek 45 Obwody elektryczne a) uktad R(QR) dla probek niemodyfikowanych: POL, PIA
b) R(Q(RW(RQ))) dla prébek z powtokq Sn0z: (POL_500, POL_1500, PIA_500, PIA_1500)

Odpowiedz impedancyjna CPE moze by¢ opisana przez:
ZQ_1 == YQ == Q(](U)n

gdzie j jest jednostka urojong (V—1), w jest czestotliwoscig katowg, natomiast Q i n sg

odpowiednio parametrami admitancji i przesuniecia fazowego CPE.
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Przy n = 1 faza jest przesunieta o -90°, a znaczenie Q sprowadza sie do czystej pojemnoSci.
Przy n = 0 lub -1 warto$¢ ta wynosi 0 lub +90°, co daje element obwodu, ktéry mozna
przedstawi¢ odpowiednio jako czysty rezystor lub cewke indukcyjna. Zwyczajowo CPE
traktuje sie jako kondensator nieidealny dla wartosci n bliskich 1. Impedancja

odpowiadajaca dyfuzji o skonczonej dtugosci moze by¢ opisana réwnaniem:
Zyw ' =Yy = Y, (jw)®S coth[B(jw)®]

Parametry Yo i B sg statymi charakterystycznymi dla W. Umieszczenie impedancji
Warburga szeregowo, a nie rownolegle do impedancji dwuwarstwowej Qdi (Rysunek 45)
moze wydawac sie niekonwencjonalne. Jednak moze tak by¢ w przypadku, gdy state
czasowe RctQa i W s3a dobrze rozdzielone. Podsumowanie uzyskanych wynikéw
i najlepszych dopasowan w przypadku probek po modyfikacji powierzchni POL_500,
POL_1500 oraz PIA_500, PIA_1500) przedstawiono w Tabela 14, gdzie dane dopasowane
natozono na punkty pomiarowe pokazane na wykresach Nyquista (Rysunek 46).

Oznaczenia A i B to wybrane, najlepsze dopasowania dla danych wariantéw.
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Tabela 14 Podsumowanie wybranych dopasowar elementéw EEC oraz warto$ci x2 wskazujgce na jakos¢ dopasowania

Rs Q. Rpo Yo B Qar Ret
Q-cm?2 puS-cm-2-gn ne/- kQ-cm? puS-cm-2-50-5 s0:5 uS-cm-2-sn /- MQ-cm?2 X2/

PIA 442 +3.6 - - - - - 37.96 £0.79 0.893 £ 0.004 0.56 +0.09 <6.34E-4
POL 58.7+1.1 - - - - - 7.49 £0.61 0.930 £ 0.008 1.75 % 0.69 <4.85E-4
PIA_500 A 324 13.70 0.763 620.4 76.4 3.94 11.170 1.000 2.71 2.45E-04
PIA_500B 129 3.88 0.443 35.6 5788 0.04 35.300 0911 0.82 1.07E-04
PIA_1500 A 44.7 25.00 0.626 3540.0 39.6 1140.00 26.940 0.974 0.54 1.80E-04
PIA_1500 B 57.7 44.50 0.621 10100.0 28.6 572.00 30.090 1.000 0.94 7.30E-04
POL_500 A 14.1 0.45 0.690 19.8 1216 84.76 6.200 0.953 18.21 6.63E-05
POL_500 B 423 1.03 0.718 11.5 1322 59.40 4.770 0.990 15.98 3.21E-05
POL_1500 A 62.4 3.19 0.812 324 3.7 3304.00 1.120 1.000 12.28 1.06E-04
POL_1500B 58.4 5.45 0.766 0.9 34.6 578.00 0.700 1.000 3.43 6.25E-04
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Rysunek 46 Wykresy Nyquista dla badanych prébek: a) polerowanych b) piaskowanych
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5.3.4. Badania przenikania jon6w metali do roztworu

Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano brak znaczgcego
przenikania i r6znic w zawartosci procentowej jondw do roztworu takich pierwiastkow
jak: tytan (Ti), niob (Nb) oraz cyrkonu (Zr), ktorych ilo§¢ zmierzona w roztworze nie
przekraczata 10 pg/l w przypadku kazdego wariantu probek. Zaobserwowano, Ze
przygotowanie powierzchni wptywa na stopien przenikania jonéw cyny do roztworu
fizjologicznego. Zaobserwowano réwniez, ze wieksze wtasnosci zabezpieczajace przed
przenikaniem jonéw do roztworu wykazujg probki uprzednio polerowane. Ponadto
stwierdzono, Ze naniesienie powloki SnO: bez wzgledu na ilo$¢ cykli procesu
spowodowato zmniejszenie przenikania jonéw bezposrednio ze stopu tytanu oraz jonow
Sn** do roztworu. Dodatkowo zaobserwowano, ze im wieksza ilo$¢ cykli procesu
nanoszenia tym mniejsze przenikanie jonéw cyny, jako pierwiastka z powtoki oraz tytanu,
niobu cyrkonu z podtoza, co przedstawiono na (Rysunek 47, Rysunek 48, Rysunek 49,

Rysunek 50).
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Rysunek 47 Stezenie jondw tytanu uwolnionych do roztworu PBS
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Rysunek 48 Stezenie jonéw niobu uwolnionych do roztworu PBS

7r

POL_500  PIA_500 POL_1500 PIA_1500
B 3 tygodnie ™6 tygodni MO tygodni

Rysunek 49 Stezenie jonéw cyrkonu uwolnionych do roztworu PBS
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Rysunek 50 Stezenie jonéw cyny uwolnionych do roztworu PBS

5.4. Badania wtasnosci biologicznych

5.4.1. Badania cytotoksyczno$ci

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono na Rysunkach 51-53. Na
podstawie badan stwierdzono przezywalno$¢ na poziomie: 100%, 99% i 93% kolejno dla
prébek POL, POL_500 i POL_1500. Z kolei w przypadku prébek PIA zaobserwowano
zdecydowanie mniejszg przezywalno$¢ komoérek odpowiednio na poziomie 65%, 89%
i 61% dla PIA, PIA_500 i PIA_1500. Zgodnie z zaleceniami normy ISO 10993-5 [126].
Zmniejszenie zywotnosSci komorek o ponad 30% uwaza sie za efekt cytotoksyczny, co

zaobserwowano w przypadku PIA oraz PIA_1500.
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Rysunek 51 Kolor zielony-komérki zywe, kolor czerwony- komérki martwe, dla prébek:
a) PIA b) PIA_500 c) PIA_1500 d) POL_500, mikroskop konfokalny
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Rysunek 53 Przezywalnos¢ komarek
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5.4.2. Badania cytokin prozapalnych

Poziomy wszystkich badanych cytokin prozapalnych dla analizowanych
materialéw przedstawiono na Rysunek 54 oraz Rysunek 55. W przypadku probki
referencyjnej POL i PIA zaobserwowano zréznicowany wplyw materiatu na poszczegolne
poziomy cytokin. Podwyzszony ich poziom zaobserwowano w przypadku podioza PIA.
Z kolei niezaleznie od naniesionej powtoki zaobserwowano obnizony poziom wszystkich
badanych cytokin prozapalnych w poréwnaniu do materiatu wyjsciowego (POL i PIA), co

jest zjawiskiem korzystnym.
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Rysunek 54 Wartosci cytokin prozapalnych dla prébek polerowanych
(POL, POL_500, POL_1500), (U/1)
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Rysunek 55 Wartosci cytokin prozapalnych dla prébek piaskowanych
(PIA, PIA_500, PIA_1500) (U/1)

5.4.3. Badania adhezji bakterii

[lo$¢ zaadherowanych szczepow bakterii Stapphylococus aureus oraz Esterchia coli
oraz procesu powstawania biofilmu bakteryjnego przedstawiono na Rysunek 56 oraz
Rysunek 57. Stwierdzono widoczne réznice w przypadku ilo$ci zaadherowanych bakterii
do powierzchni, w zaleznos$ci od sposobu jej przygotowania i czasu inkubacji na
powierzchni proébki. Analizujac ilos¢ bakterii szczepu S. aureus osiadajacych na
powierzchni prébek przez 4h zaobserwowano spadek ilosci bakterii w przypadku prébek
polerowanych, po naniesieniu coraz wiekszej ilosci cykli. W przypadku probek
piaskowanych nie zauwazono znaczacych réznic w zmniejszeniu sie ilo$ci bakterii po

naniesieniu powtoki na powierzchnie prébki (Rysunek 56).
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Wariant Pow. 1000x Pow. 10 000x

— POL
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PIA

PIA_500

PIA_1500

30 gm

Rysunek 56 Staphylococcus aures (ATCC 25923) eksponowane przez 4h, pow. 1000x
110 0000x, SEM
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Analizujgc ilo$¢ bakterii szczepu Eschericha coli osiadajacych na powierzchni prébek
przez 4h zaobserwowano podobng tendencje, jak w przypadku bakterii S. aureus, spadek
ilosci bakterii w przypadku prébek polerowanych, po naniesieniu coraz wiekszej ilosci
cykli. Przy powiekszeniu 10 000x, dla prébki POL_1500 zaobserwowano grudkowate
skupiska, szczeg6lnie w poblizu pojedynczych bakterii. W przypadku prébek
piaskowanych ilo§¢ bakterii osadzonych na powierzchni jest podobna w przypadku
probki PIA, jak i po modyfikacji powierzchni, natomiast w przypadku proébki PIA_1500

zauwazono tworzenie sie skupisk bakteryjnych i rozwo6j biofilmu- Rysunek 57.
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Wariant Pow. 1000x Pow. 10 000x

_ POL

POL_500

POL_1500
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- PIA

PIA_500

PIA_1500

Rysunek 57 Eschericha coli (ATCC 25922) eksponowane przez 4h na powierzchni,
pow. 1000x i 10000x, SEM
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5.4.4. Badania proliferacji komdrek

Wyniki przeprowadzonych badan proliferacji komorek przedstawiono na Rysunek
58. Analizujac zdjecia z mikroskopii konfokalnej, niezaleznie od zastosowanego podtoza,
mozna zaobserwowac typowy prawidtowy wyglad fibroblastow
z wrzecionowatym, wydluzonym ksztaltem oraz zréznicowanym Kierunkiem
wydtuzania. W obu przypadkach mozna zaobserwowac liczne okragte lub owalne jadra
komorkowe, niektére w fazie podziatu (zbliZone do siebie lub cze$ciowo naktadajgce sie
niebieskie punkty). W przypadku powtoki mozna zauwazy¢ wieksze zrdéznicowanie
cytoszkieletu.. Widoczne s3 réwniez miejsca o zwiekszonym zageszczeniu jader

komorkowych.

105



POL PIA

POL_500 PIA_500

POL_1500 PIA_1500

Rysunek 58 Przyktadowe zdjecia badan proliferacji wykonane za pomocq skaningowego
mikroskopu laserowego
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6. Omowienie wynikéw badan

Biofilm bakteryjny to ztozona i silnie adhezyjna struktura mikroorganizméw
osadzona w macierzy zewnatrzkomorkowej, cechujgca sie wysoka odpornoscig zaréwno
na antybiotyki, jak i na odpowiedZ immunologiczng gospodarza. Problematyka
powstawania zakazen bakteryjnych i biofilmu na powierzchni implantéw jest $cisle
zwigzana z lokalizacja umieszczenia implantu, jego materiatem i geometrig. Wtasnosci
powierzchni biomateriatu, takie jak chropowatos$¢, zwilzalno$¢, sktad chemiczny oraz
energia powierzchniowa, maja decydujace znaczenie dla procesu tworzenia sie biofilmu
bakteryjnego.

Ograniczona skuteczno$¢ antybiotykow w zwalczaniu biofilmu spowodowata
rozwo6j alternatywnych metod przeciwdziatania, obejmujacych metody fizyczne
(ultradZwieki, zmiany temperatury, pole magnetyczne), chemiczne (wilaczenie do
materialu zwigzkéw takich jak: PEG, chitozan, zwigzki przeciwbakteryjne) oraz
biologiczne (fagoterapia, enzymy, quorum quenching). Coraz wieksze znaczenie zyskuje
jednak profilaktyczne podejscie polegajace na modyfikacji powierzchni biomateriatéw w
celu ograniczenia adhezji bakterii i formowania biofilmu.

W implantologii szczegblng role odgrywa tytan i jego stopy, ktére cenione s3 za
wysoka biokompatybilno$¢, odporno$¢ korozyjng oraz wilasnosci mechaniczne.
Najczesciej stosowany stop Ti-6Al-4V, mimo licznych zalet, zawiera pierwiastki toksyczne
i pozostaje podatny na kolonizacje bakteryjng. Opracowano wiec kolejne generacje
stopoéw, np. Ti-13Nb-13Zr, zawierajagce pierwiastki witalne (niob, cyrkon), ktore
poprawiajg biokompatybilno$¢ i obnizaja modut Younga. Niemniej jednak badania
wskazuja [75], [76], [78], [79], ze takze ten stop wymaga dodatkowych modyfikacji
powierzchniowych w celu zwiekszenia odpornosci na rozwoj biofilmu.

Modyfikacje powierzchni biomaterialéw tytanowych stosowane w implantach
kostnych i stomatologicznych maja na celu zar6wno poprawe witasnos$ci
fizykochemicznych i osteointegracji, jak i ograniczenie ryzyka infekcji. W przypadku
implantow stomatologicznych istotna jest nie tylko cze$¢ zakotwiczana w koSci, czyli
$ruba, ale réwniez tgcznik oraz korona protetyczna, ktoére razem tworzg kompletng
konstrukcje. Cze$¢ $rodkostna musi charakteryzowac sie wysoka wytrzymatoscia
mechaniczng, odpornos$cia na korozje oraz odpowiednig chropowatoscig i energia
powierzchniowg sprzyjajaca osteointegracji. Lacznik, bedacy strefg kontaktu z tkankami

miekkimi, powinien minimalizowa¢ ryzyko powstawania mikroszczelin i kolonizacji
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bakteryjnej, jednoczesnie przenoszac znaczne obcigzenia mechaniczne. Z kolei cze$¢
naddzigstowa, czyli korona, musi speinia¢ wymagania estetyczne, by¢ odporna na zuzycie
i zapewnia¢ prawidtowg funkcje zucia. Z tego wzgledu modyfikacje powierzchni
w implantologii stomatologicznej nie ograniczaja sie wytgcznie do Sruby, ale coraz
czeSciej obejmujg takze tacznik, co pozwala poprawi¢ integracje tkanek miekkich
i zmniejszy¢ ryzyko periimplantitis. Stosowane technologie obejmuja m.in. powtoki
kompozytowe o taczonym dziataniu antybakteryjnym i osteoindukcyjnym, mikrotukowe
utlenianie czy osadzanie elektroforetyczne, pozwalajace precyzyjnie kontrolowac
strukture powierzchni. Wada tych metod bywa jednak trudno$¢ w uzyskaniu
jednorodnych powtok na powierzchniach o skomplikowanej geometrii, np. niewielkich
implantach stomatologicznych.

Dotychczasowe badania nad powtokami antybakteryjnymi koncentrowaty sie na
wykorzystaniu metali (srebro, miedZ, cynk), zwigzkéw organicznych czy materiatow
hybrydowych. Mimo skutecznego dziatania przeciwdrobnoustrojowego ich stosowanie
czesto wigze sie z ryzykiem cytotoksycznos$ci lub ograniczong trwatos$cig. Obiecujaca
alternatywa jest zastosowanie tlenku cyny (Sn0O,), ktéry wykazuje silne wtasnosci
bakteriobdjcze i bakteriostatyczne przy niskiej toksycznosci wobec komorek gospodarza
[91], [92]. Dodatkowo jego struktura sprzyja tworzeniu powierzchni antyadhezyjnych,
utrudniajgcych rozwoj biofilmu.

Szczegblnie wartym uwagi rozwigzaniem jest potaczenie witasnosci cyny
z technologia Atomic Layer Deposition (ALD), umozliwiajagca nanoszenie cienkich,
réwnomiernych powtok o grubo$ci nanometrycznej, nawet na powierzchniach o ztozonej
i porowatej strukturze. Proces ten, oparty na sekwencyjnym osadzaniu powtoki z uzyciem
reaktywnych prekursoréw, zapewniajg pelne pokrycie bez ryzyka niekontrolowanego
wzrostu warstw. Badania wskazuja, Ze powtoki uzyskane metodg ALD zmniejszaja
przenikanie jonéw metali i zuzycie powierzchni implantéw, ograniczajac rownocze$nie
reakcje zapalne [111], [112], [114], [115]. Tym samym ALD stanowi nowoczesng
i skuteczng metode modyfikacji powierzchni implantow, tgczaca wtasnosci ochronne
z dziataniem antybakteryjnym.

Do tej pory nie osiggnieto jednak wieloaspektowos$ci badan w przypadku stopu
nowej generacji Ti-13Nb-13Zr, szczeg6lnie w przypadku analizy nanoszonych powtok,
takich jak TiOz, ZrOz czy jondw srebra (Ag) [111], [112], [114], [115]. Potwierdza to

niewielka ilo§¢ publikacji w kontekScie wyczerpania zagadnienia w zakresie
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zastosowania w obrebie inzynierii biomedycznej. Nie ma opracowan, ktére dotycza
jednocze$nie zagadnien zwigzanych 2z wiasno$ciami fizykochemicznymi oraz
biologicznymi. Jednocze$nie nie ma informacji o parametrach nanoszenia powtoki,
w szczegOlnosci tlenku cyny (IV), metoda ALD. Brakuje informacji dotyczacych analizy
struktury warstw powierzchniowych, adhezji powstatych warstw do podtoza, poziomu
stezenia jondéw pierwiastkow stopowych z powierzchni do organizmu oraz odniesienia
do wtasnos$ci biologicznych, w tym szczegdlnie istotnej adhezji bakterii do podtoza.
Uniemozliwia to caloSciowa ocene badanego stopu wraz z powtoka, bioragc réwniez pod
uwage zastosowanie w obrebie ukitadu kostnego. Dotychczas nierozwigzanym
problemem pozostaje kompleksowe wykonanie badan zawierajgce zaréwno odniesienie
do oceny wiasnosSci fizykochemicznych oraz biologicznych ukazujacych peing
charakterystyke uzyskanej warstwy powierzchniowej w warunkach kontaktu ze
Srodowiskiem tkankowym. Dlatego tez w ramach rozprawy doktorskiej zaproponowano
ksztalttowanie wtasnosci fizykochemicznych stopu Ti-13Nb-13Zr poprzez naniesienie
powtoki SnO2 z wykorzystaniem niskotemperaturowej metody osadzania warstw
atomowych metoda ALD.

W celu ujednolicenia dotychczas prowadzonych badan i uzyskania
kompleksowego podejscia zaproponowano plan badan (Rysunek 19), ktéry moze
przyczyni¢ sie do rozwigzania jednocze$nie wszystkich zagadnien. Przedstawiony
program badan obejmuje szereg badan pozwalajagcych na ocene witasnosci
fizykochemicznych i biologicznych.

W pracy zastosowano stop tytanu nowej generacji Ti-13Nb-13Zr. Stop ten jest
obecnie wykorzystywany w przypadku implantéw ortopedycznych i stomatologicznych.
W pierwszym etapie zaproponowano wstepny proces obrobki powierzchni poprzez
szlifowanie, a nastepnie przygotowanie dwéch wariantéw: polerowanych (POL) oraz
piaskowanych (PIA). Wariant polerowany jest szczegdlnie istotny w przypadku
elementéw implantéw, ktére nie powinny trwale zrasta¢ sie z koscig, np. tacznikéw
protetycznych lub komponentéw czasowych. Gtadka, wypolerowana powierzchnia
ogranicza adhezje bakterii i tworzenie biofilmu, co moze zmniejsza¢ ryzyko rozwoju
periimplantitis. Z kolei wariant piaskowany dedykowany jest elementom, ktére maja
uzyska¢ stabilng i trwalg osteointegracje, jak w przypadku Sruby implantu
stomatologicznego osadzanej w kosci. Zwiekszona chropowato$¢ powierzchni sprzyja

adhezji komorek osteoblastéw i przyspiesza proces integracji implantu z tkanka kostna.
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Ze wzgledu na niewielkie rozmiary oraz skomplikowang geometrie implantéw kostnych
w kolejnym etapie zaproponowano dalszg modyfikacje poprzez naniesienie powtoki SnO2
metodg ALD. Ostatni etap przygotowania powierzchni obejmowat sterylizacje parowa
w temperaturze T = 135 °Ci pod ci$nieniem p = 2,1 bar.

W pierwszym etapie przeprowadzanych badan scharakteryzowano naniesiong
powtoke z wykorzystaniem metody XPS oraz FTIR. Przeprowadzono analize sktadu
chemicznego oraz ocene grup funkcyjnych naniesionych powtok. Wyniki badan wskazuja,
ze wytworzona powtoka jest jednorodna i sktada sie z tlenku cyny (IV). Wskazuja na to
wyroznione dwa obszary energetyczne dotyczace zawarto$ci cyny oraz tlenu. Jedynie
w przypadku probki polerowanej, przy uzyciu 500 cykli (POL_500- Rysunek 22a)
wykryto poziom energetyczny wskazujagcy na zawarto$¢ tytanu, co S$wiadczy
o wytworzeniu cienkiej warstwy pasywnej na powierzchni podtoza polerowanego (POL).
Zawarto$¢ catkowita Sn ro$nie wraz ze wzrostem liczby zastosowanych cykli, zaréwno
w przypadku wariantu prébek polerowanych (POL_500, POL_1500) jak i piaskowanych
(PIA_500, PIA_1500)- Rysunek 23. Na podstawie badan stwierdzono, ze wytworzona
powtoka jest jednorodna, a w grupach funkcyjnych wystepuja rodzaje tlenu: pochodzacy
z powtoki tlenku cyny (IV), po modyfikacji powierzchni oraz wegla organicznego,
bedacego pozostatosScia Srodka polerujacego, uzywanego podczas przygotowania
powierzchni podtoza (POL).

Obecnos$¢ powtoki tlenku cyny (Sn02) zostata potwierdzona réwniez w analizie
z zastosowaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR), ktéra
pozwolita na identyfikacje kluczowych grup funkcyjnych na powierzchni
modyfikowanych stopéw tytanu. Widma dla obu typéw probek, zaréwno polerowanych
(POL_500, POL_1500) oraz piaskowanych (PIA_500, PIA_1500) wykazaty
charakterystyczne pasma drgan wigzan 0-Sn-0O oraz pozostatoSci substancji zwigzanych
z przygotowaniem powierzchni probek (Rysunek 23). Zauwazono, ze zwiekszenie liczby
cykli nanoszenia powtoki przektada sie na wyzszg intensywno$¢ pasm
charakterystycznych dla SnO,. Sugeruje to, ze grubsza powtoka daje silniejszy sygnat
w widmie, co utatwia jej identyfikacje i potwierdza, Ze proces nanoszenia przebiega
zgodnie z oczekiwaniami. Widma FTIR probek polerowanych wykazaty obecno$¢
$ladowych ilosci zwigzkow organicznych z roztworu stosowanego do polerowania. Z kolei
na probkach piaskowanych zaobserwowano pasma drgan Si-O, co wskazuje na

pozostatosci kulek szklanych uzytych do przygotowania powierzchni piaskowanych.
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RézZnice w intensywno$ci pasm miedzy probkami PIA i POL wynikajg rowniez z morfologii
probek. Na podstawie badan stwierdzono, Ze prébki polerowane majg bardziej
jednorodng powierzchnie niz prébki piaskowane.

W badaniach mikrostruktury, z wykorzystaniem TEM, niezaleznie od sposobu
przygotowania powierzchni powtoka SnO, miata wyrazny, dwuwarstwowy charakter
(Rysunek 24. Rysunek 26). Bezposrednio na powierzchni podtoza osadzita sie pierwsza
warstwa o strukturze amorficznej (Obszar 1), co jest typowe dla poczatkowych etapéw
osadzania metodg ALD. Powyzej tej warstwy, powtoka przeksztalcita sie w strukture
nanokrystaliczng (Obszar 2). Ten podziat zostat potwierdzony obrazami o wysokiej
rozdzielczosci (HRTEM)- Rysunek 25, Rysunek 27. Ksztalt granicy miedzy podtozem
a powtoka byt kluczowym elementem réznicujgcym obie probki. W przypadku probek
polerowanych granica byta prosta i rowna, co wynikato z niskiej chropowatosci podtoza-
Rysunek 28. Natomiast probki piaskowane miaty nieré6wng, pofatdowang granice, co byto
bezposrednim efektem wcze$niejszego procesu piaskowania- Rysunek 29. Analiza sktadu
chemicznego wzdtuz linii prostopadtej do powierzchni (EDS) wykazatla, ze powtoka SnO,
izoluje pierwiastki stopowe na powierzchni biomateriatu. Na podstawie badan
stwierdzono, ze mikrostruktura powtoki SnO, na stopie tytanu ma charakter
dwuwarstwowy, co jest zgodne z mechanizmem osadzania ALD. Proces przygotowania
podloza determinuje morfologie uktadu powtoka- podtoze.

Badania wtasnosSci optycznych powtok tlenku cyny (Sn0O;), przy uzyciu
elipsometrii wykazatly kluczowe réznice pomiedzy podtozem (POL, PIA), a wariantami po
modyfikacji powierzchni (POL_500, POL,1500 oraz PIA_500, PIA_1500), co pozwolito na
precyzyjne okre$lenie ich grubosci (Rysunek 31). Do analizy wiasnosci powtoki
zastosowano ztozony model optyczny, ktéry uwzgledniat cechy zaréwno ciata statego
(model Tanguy'ego), jak i swobodne elektrony (model Drude'a). To potaczenie pozwolito
na doktadne scharakteryzowanie wtasnosci optycznych powtok, ktére nie byty typowe
dla czystego tlenku cyny. Stwierdzono, Ze przerwa optyczna opracowanych powtok Sn0,
jest znaczaco nizsza niz w przypadku czystego SnO, z baz danych. Ta roznica moze
wynikac z defektow w strukturze powtoki lub innych czynnikéw zwigzanych z procesem
osadzania. Dodatkowo, powtoki wykazaty udziat swobodnych elektronow, co jest typowe
dla materiatéw potprzewodnikowych w niskiej energii fotondw. Na podstawie modelu
optycznego udato sie precyzyjnie wyznaczy¢ grubo$¢ powtok. Na podstawie badan

stwierdzono, ze zwiekszenie liczby cykli osadzania z 500 do 1500 powoduje ponad
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dwukrotny wzrost grubo$ci powtoki. Grubosci cienkich powtok wynoszg odpowiednio 37
nm dla 500 cykli, zar6wno w przypadku prébki POL_500 oraz PIA_500 (Rysunek 31a)
i 94 nm dla 1500 cykli, dla prébek POL_1500 oraz PIA_1500 (Rysunek 31b). Zauwazono
jednak, Ze wzrost ten nie byt liniowy, co moze by¢ spowodowane nieliniowym wzrostem
powtoki w poczatkowych etapach procesu ALD.

Z punktu widzenia oceny potencjalnego zastosowania badanych wariantéw,
kluczowe znaczenie ma takze przyczepnos¢ powtoki do podtoza. Badania adhezji powtoki
tlenku cyny (SnO,) do podtoza wykazaty réznice zwigzane ze sposobem przygotowania
powierzchni. Wykazano, Ze powtoka na powierzchniach polerowanych charakteryzowata
sie lepszg adhezjg w poréwnaniu do powtoki naniesionej na powierzchnie piaskowane.
Sugeruje to, Ze podtoze (POL) o nizszej chropowato$ci, sprzyja powstawaniu
mocniejszego wigzania powtoki z podtozem (Tabela 9). Zaobserwowany brak sygnatu
emisji akustycznej sugeruje, Ze energia wigzania byta zbyt niska, by wywota¢ typowe dla
tego rodzaju testow pekniecia i odrywanie sie warstwy. Pomimo braku sygnatu
akustycznego, obserwacje za pomoca mikroskopii akustycznej (SAM) nie wykazaty
zadnych defektow ani delaminacji powloki na wariantach prébek polerowanych
(POL_500, POL_1500) oraz piaskowanych (PIA_500, PIA_1500)- Rysunek 33. gwiadczy to
o ciaggltoSci powtoki i braku widocznych gotym okiem peknie¢ czy rozwarstwien.
W przypadku probek piaskowanych, obrazy z SAM uwidocznily jedynie nieréwnosci
powierzchni, co jest zgodne z procesem ich przygotowania. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano, ze powtoka SnO, jest ciggta i przylega do podtoza.
Stwierdzono, Ze przygotowanie powierzchni przez polerowanie zapewnia lepszg adhezje
niz piaskowanie.

W  przypadku implantéw ortopedycznych i stomatologicznych waznym
zagadnieniem jest réwniez odpornos$¢ powtoki na zuzycie. W ramach oceny wtasnosci
mechanicznych analizowanych powtok przeprowadzono dodatkowo badania
tribologiczne, w tym testy tarcia (TDF, PBS) oraz analize zuzycia powierzchni. Badania
wykazaty, ze zaro6wno modyfikacja powierzchni, jak i warunki przeprowadzenia testu
maja nieznaczny wptyw na odporno$¢ na zuzycie. Zaobserwowano, Ze naniesienie
powtoki tlenku cyny (SnO,) obniza $redni wspétczynnik tarcia, zaréwno w warunkach
tarcia technicznie suchego (TDF), jak i na mokro (PBS) dla wszystkich badanych
wariantéw. Warto$ci wspotczynnika tarcia byty nizsze we wszystkich wariantach probek

testowanych w warunkach symulujacych ptyn ustrojowy (PBS). Najwyzsze wartosci
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wspoétczynnika tarcia odnotowano dla prébek bez powtoki, zwtaszcza dla tych
o nieréwnej powierzchni (piaskowanych) (Rysunek 34). Obserwacje mikroskopu
elektronowego (SEM) wykazaly widoczne rysy i bruzdy, powstate w wyniku ruchu
produktéw zuzycia w strefie tarcia (Rysunek 35, Rysunek 36). Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono zmniejszenie wspétczynnika tarcia, tym samym
zwiekszenie odpornosci na zuzycie probek po naniesieniu powtoki SnO2.

Bezposrednio po wszczepieniu implant ma pierwszy kontakt z ptynami
ustrojowymi, ktore w przewazajacej czesci sktadajg sie z wody. W zwigzku z tym istotnym
parametrem jest charakter i zwilzalno§¢ powierzchni. Aby zapewni¢ implantowi
mozliwo$¢ osteointegracji powierzchnia powinna wykazywac¢ charakter hydrofilowy.
Badania te wykazaty (Tabela 10), ze wszystkie prdobki, zaréwno polerowane (POL), jak
i piaskowane (PIA) jak i z powtoka (POL_500, POL_1500 oraz PIA_500, PIA_1500) miatly
charakter hydrofilowy, co jest korzystne w konteksScie integracji z tkankami
biologicznymi. Jednakze, wraz ze wzrostem grubosci powtoki (zwiekszeniem liczby cykli
nanoszenia), zaobserwowano wzrost kata zwilzania woda- Rysunek 38. Powierzchnia
stawata sie mniej hydrofilowa, chociaz wcigz pozostawata w granicach 90 stopni.
W $rodowisku wodnym wiekszg adhezje bakterii obserwuje sie w przypadku
powierzchni hydrofobowych [127]. Wzrost liczby cykli nanoszenia powtoki spowodowat
rowniez wzrost kata zwilzania dijodometanem, zaréwno dla probek polerowanych, jak
i piaskowanych. Wskazuje to rowniez na zmiany komponentdw energii powierzchniowej
zwigzanych z oddziatywaniami dyspersyjnymi. Modyfikacja powierzchni poprzez
natozenie powtoki SnO, doprowadzita do zmniejszenia catkowitej energii
powierzchniowej (Tabela 10). Zalezno$¢ ta byla widoczna dla obu typow probek
i korelowata ze wzrostem liczby cykli nanoszenia. Mniejsza energia powierzchniowa
moze wptywa¢ na adhezje biatek oraz zmniejsza¢ ryzyko powstawania biofilmu
bakteryjnego. Co wiecej hydrofilowa powierzchnia w przypadku wszystkich wariantow
promuje wiasnosci osteokonduktywne. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, Ze naniesienie powtoki SnO, zmienia wtasnosci powierzchni, powodujac, ze
jest ona mniej hydrofilowa i charakteryzuje sie nizsza wartos$cig energii powierzchniowe;j.

Implanty stosowane w obrebie uktadu kostnego powinny wykazywac¢ réwniez
wtlasnosci osteokonduktywne, ktére sg SciSle zwigzane z chropowato$cia oraz
zwilzalno$cig powierzchni. Im wyzsza chropowatos¢, tym lepsze zapewnienie procesu

osteointegracji miedzy ko$cig a implantem. Otrzymane powtoki, w przypadku prébek
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piaskowanych (PIA_500, PIA_1500) charakteryzujg sie zblizonymi warto$ciami
parametru chropowatosci (Tabela 11), do sugerowanych, najlepszych wtasnosci
osteokonduktywnych mieszczacych sie w granicach Ra=0,1-0,3um.

Badania topografii powierzchni przy uzyciu réznych technik (mikroskopia
skaningowa, mikroskopia sit atomowych, profilometria optyczna) wykazaty, ze
powierzchnia polerowana przed natozeniem powtoki jest gladka i jednorodna.
Zauwazono jednak, Ze nawet niewielka grubos¢ powtoki (POL_500, PIA_500)
wprowadzita zréznicowanie morfologii (Rysunek 40b, Rysunek 41b), podczas gdy
grubsza powtoka (POL_1500, PIA_1500) doprowadzita do ujednolicenia powierzchni,
redukujac jej chropowato$¢ i nieréwnosci (Rysunek 40c, Rysunek 41c). Wzrost liczby
cykli (POL_1500, PIA_1500) spowodowat, Ze powierzchnia stata sie jeszcze bardziej
heterogeniczna, z drobnymi, ziarnistymi strukturami pokrywajacymi jej obszar.
Najmniejsza warto$¢ chropowatosci osiggnieto dla prébki polerowanej z najgrubsza
powtoka (Ra=0,02um). Naniesienie powtoki na prébki polerowane nieznacznie
zmniejszyto ich chropowatos¢ lub utrzymato ja na podobnym poziomie. W przypadku
probek piaskowanych, naniesienie powtoki spowodowato wzrost wartosci
chropowato$ci. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze topografia
powierzchni jest SciSle zwigzana ze sposobem jej przygotowania (Rysunek 39, Rysunek
40).

Ze wzgledu na kluczowe znaczenie odpornos$ci korozyjnej w zastosowaniach
implantologicznych oraz zwiekszone ryzyko wystapienia zaré6wno korozji wzerowej, jak
i szczelinowej w $rodowisku organizmu, zdecydowano sie na kompleksowa ocene
zachowania badanych wariantow powierzchni. Materiat zostat poddany dziataniu
roztworu symulujacego plyny ustrojowe, a nastepnie przeprowadzono badania
odpornosci na korozje wzerowa oraz analize zjawisk elektrochemicznych zachodzacych
na powierzchni prébek metoda spektroskopii impedancyjnej (EIS). Dodatkowo
wykonano testy odpornosci na korozje szczelinowg, co pozwala na ocene zachowania
materiatu  w warunkach odzwierciedlajacych waskie przestrzenie kontaktu
charakterystyczne dla implantéw stomatologicznych i ortopedycznych, gdzie brak
odpowiedniej odporno$ci moze prowadzi¢ do miejscowego uszkodzenia materiatu
i utraty integralnosci potaczenia z tkanka. Natozenie powtoki tlenku cyny (SnO) na stop
tytanu znaczgco poprawia jego odporno$¢ na korozje w warunkach symulujacych

Srodowisko biologiczne. Proces ALD jest skuteczniejszy na polerowanych
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powierzchniach, ktére pozwalajg na utworzenie bardziej stabilnej i ochronnej warstwy.
Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi badan potencjodynamicznych (PDP) i potwierdzaja
hipoteze dotyczaca stanu powierzchni (piaskowanej/polerowanej) przed natozeniem
powtok SnO2. Zazwyczaj mozliwe jest wyodrebnienie pojemnosci efektywnych (Ceff)
z par RQ zgodnie z wyrazeniami opisanymi przez Bruga (1). W badaniu uzyskanie Ceffz Qc
jest skomplikowane przez impedancje Warburga potgczong szeregowo z Rpo i Ret. Z tego
wzgledu analiza ogranicza sie do zatozenia przyblizonej réwnosci miedzy Qc i Cef,
przynajmniej pod wzgledem rzedéw wielko$ci wartosSci dla roéznych typoéw probek.
Mozna zatem stwierdzi¢, Ze biorgc pod uwage znacznie wieksze wartosci Qc serii probek
piaskowanych i pokrytych SnO2 w poréwnaniu z prdébkami polerowanymi, ich
powierzchnia wystawiona na dziatanie elektrolitu podczas badania jest rowniez znacznie
wieksza. Grubo$¢ powtok SnO2 powinna by¢ odwrotnie proporcjonalna do wartosci Qc
zarowno dla serii prébek PIA, jak i POL, co nie ma miejsca. Moze to sugerowac, ze grubsze
powtoki sg obarczone wiekszg iloscig wad procesowych w poréwnaniu z serig 500 cykli.
Ponadto wystepuje rowniez zalezno$¢ miedzy grubo$cig powtoki a Rpo lub Ret zaréwno
dla serii PIA, jak i POL (Tabela 14). Rpo wzrasta wraz z gruboscia, podczas gdy Rct maleje.
Mozliwe, Ze w przypadku cienszych wariantow powtok ukiad SnO2-podtoze jest
chroniony w wiekszym stopniu niz w przypadku grubszych warstw, stad wyzszy Rt
(mniejsza powierzchnia aktywnych miejsc korozji). W przypadku grubszych warstw
obszar, na ktorym moze doj$S¢ do inicjacji korozji, jest wiekszy (nizsze Rct). Jednak
tworzenie sie produktow korozji skutecznie uszczelnia bardziej wadliwg strukture tych
powtok, powodujac wyzsza odpornos¢ elektrolitu w porach warstw (wyzsze Rpo). Suma
zidentyfikowanych oporéw moze by¢ traktowana jako opér polaryzacyjny
(Rp(EIS) = RS + Rpo + Rct) i odpowiada ogélnej odpornosci na korozje danego wariantu
powierzchni, podobnie jak Rp okres$lony przez PDP. Graficzne poréwnanie warto$ci
odpowiadajacych sobie nawzajem przedstawiono na Rysunek 59. Na podstawie wynikow
stwierdzono, Ze polerowanie jest bardziej korzystng obrébka wstepna, zapewniajaca
poprawe odpornosci na korozje w poréwnaniu z bardziej chropowatya powierzchnia.
Stwierdzenie to dotyczy réwniez powierzchni pokrytych Sn02. Zaobserwowano réwniez,
ze warstwy ALD utworzone podczas procesu przy uzyciu 500 cykli sg lepsze niz grubsze
powtoki wytworzone w procesie 1500 cyKkli, co jest zgodne z powyzszym wyja$nieniem,

gdzie grubosci powtok wynosza odpowiednio 37 nm dla 500 cykli, zaré6wno w przypadku
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probki POL_500 oraz PIA_500 (Rysunek 31a)i94 nm dla 1500 cykli, dla prébek POL_1500
oraz PIA_1500 (Rysunek 31b).
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Rysunek 59 Poréwnanie wynikéw odpornosci na polaryzacje badanych prébek okreslonej
metodami elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej i polaryzacji
potencjodynamicznej

Badania odpornosci na korozje szczelinowg potwierdzity, ze wszystkie badane warianty,
niezaleznie od sposobu przygotowania powierzchni czy naniesienia powtoki, wykazuja
wysoka odpornos¢ na korozje szczelinowa (Tabela 13). Analiza przebiegu zmian gestosci
pradu w funkcji czasu w warunkach polaryzacji powierzchni wykazata, ze Zzaden
z badanych wariantéw nie ulegt korozji wewnatrz szczelin.

Zastosowanie stopu Ti-13Nb-13Zr niesie ze sobg ryzyko uwalnianiania jonow
poszczegblnych pierwiastkéw. Jednak tym samym poprawia¢ biokompatybilnos¢ stopu
poprzez ograniczenie przenikania jego produktéw degradacji do S$rodowiska
tkankowego. W celu oceny tego zjawiska przeprowadzono analize spektrometryczng

probek poddanych 3, 6 oraz 9 tygodniowej ekspozycji w roztworze PBS.
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W modelach in vitro i in vivo te przedziaty odpowiadajg istotnym etapom gojenia
sie tkanek:

e 3 tygodnie - faza wstepnej integracji implantu, proliferacja komorek,
e 6 tygodni - wstepna stabilizacja, poczatek remodelingu tkanki,
e 9 tygodni - bardziej dojrzata odpowiedz biologiczna.

We wszystkich badanych wariantach, zaréwno tych z powtoka, jak i bez niej,
zaobserwowano znikome uwalnianie jonéw tytanu, niobu i cyrkonu do roztworu.
Swiadczy to o duzej stabilnoéci chemicznej stopu Ti-13Nb-13Zr w warunkach
symulujgcych srodowisko biologiczne. NatoZenie powtoki tlenku cyny (Sn0O,) dodatkowo
zmniejszyto uwalnianie jonéw zaréwno ze stopu tytanu, jak i samej powtoki (jony cyny).
Na tej podstawie stwierdzono, ze naniesiona powtoka dziata jako bariera ochronna,
zapobiegajgc kontaktowi podtoza z agresywnym Srodowiskiem i minimalizujac ryzyko
wystgpienia reakcji w organizmie. Stwierdzono, ze im grubsza powtoka (wieksza liczba
cykli ALD), tym skuteczniejsza jest ochrona przed uwalnianiem jonoéw. Redukcja
uwalniania dotyczyta zar6wno pierwiastkdw stopowych, jak i jonéw cyny z samej
powtoki (Rysunek 48-51). Zaobserwowano, ze powierzchnie polerowane wykazujg
lepsze wiasnos$ci ochronne, co skutkuje mniejszym uwalnianiem jonéw cyny do roztworu.
Wskazuje to, ze gtadkie podtoze pozwala na utworzenie bardziej odpornej na przenikanie
jonow i jednolitej powtoki.

Celem badan wtasnosci biologicznych przygotowanych wariantow prébek
i powlok byto okreSlenie ich biokompatybilnosci oraz wptywu na komorki
i mikroorganizmy, co pozwala na okre$lenie bezpieczenstwa i skutecznosci potencjalnego
zastosowania w organizmie. Wszystkie materiaty stosowane na implanty musza
wykazywac brak dziatania cytotoksycznego. Przeprowadzone badania cytotoksycznoS$ci
pozwolity na stwierdzenie, Ze prébki polerowane (POL) wykazaty cytokompatybilnos¢,
z przezywalno$cig komérek na poziomie 100% (Rysunek 53). Naniesienie powtoki SnO,
na te prébki (POL_500, POL_1500) nieznacznie obnizyto zywotno$¢ komorek, ale wcigz
pozostawata ona na bardzo wysokim poziomie (powyzej 90%). W przypadku prébek
piaskowanych (PIA) zaobserwowano znacznie nizsza przezywalno$¢ komoérek. Wariant
piaskowany bez powtoki i z grubsza powtoka (PIA_1500) wykazata efekt cytotoksyczny,
oznaczajacy spadek zywotnosci komérek o ponad 30% w porédwnaniu do préby
kontrolnej zgodnie z norma ISO 10993-5 [126]. Jest to najprawdopodobniej zwigzane

z warto$ciami parametru Ra chropowatosci powierzchni piaskowanej. Na podstawie
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przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze naniesienie powtoki SnO, na gtadka,
polerowang powierzchnie nie wywotuje efektu cytotoksycznego i zachowuje wysoka
biokompatybilno$¢. Natomiast w przypadku powierzchni o wiekszej warto$ci parametru
Ra dla chropowatosci, przygotowanych przez piaskowanie, powtoka moze w réznym
stopniu wptywaé na zywotnos¢ komorek, a w niektoérych przypadkach prowadzi¢ do
efektéw cytotoksycznych.

Cytokiny prozapalne s3 odpowiedzialne za zapoczatkowanie odpowiedzi
immunologicznej w organizmie podczas infekcji, wystgpienia uszkodzenia tkanki czy
choroby. Przeprowadzone badania cytokin prozapalnych wykazaty zr6znicowany wptyw
na poziom cytokin prozapalnych dla wariantéw bez powtoki, czyli podtoza (POL i PIA)
(Rysunek 54, Rysunek 55). Podwyzszony poziom tych cytokin zaobserwowano
w przypadku podtoza piaskowanego (PIA), co sugeruje, Ze jego topografia wywotuje
silniejsza odpowiedZ zapalng organizmu w poréwnaniu do gtadkiego podtoza
polerowanego (POL). Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
niezaleznie od sposobu przygotowania podtoza (POL, PIA), naniesienie powtoki tlenku
cyny (Sn0O;) spowodowato obnizenie poziomu wszystkich badanych cytokin
prozapalnych (POL_500, POL_1500, PIA_500, PIA_1500). Chropowata powierzchnia
piaskowanego wariantu (PIA_500, PIA_1500) wywotuje silniejsza reakcje zapalna. Z kolei
naniesienie powtoki SnO, na powierzchnie polerowang (POL_500, POL_1500) skutecznie
redukuje te reakcje. Pozwala to na stwierdzenie, ze zawarta w powtoce substancja
aktywna dziata w sposob przeciwzapalny oraz moze ograniczac infekcje.

Ze wzgledu na to, ze implanty s3 wprowadzane do $rodowiska naturalnie
zasiedlonego przez mikroorganizmy zaréwno w jamie ustnej jak i w obrebie uktadu
kostnego kluczowe znaczenia ma ocena podatnosci materiatu na kolonizacje bakterii.
Badania adhezji bakterii wykazaty, Ze modyfikacja powierzchni ma znaczacy wptyw na
zdolno$¢ mikroorganizméw przylegania do prébki, a efekt ten jest zalezny od sposobu
przygotowania podtoza. Stwierdzono, Ze naniesienie powtoki tlenku cyny (SnO;)
spowodowato zmniejszenie liczby zaadherowanych bakterii (Rysunek 56. Rysunek 57).
Co wiecej, efekt ten byt bardziej widoczny wraz ze wzrostem grubosci powtoki, co
sugeruje, ze grubsza warstwa lepiej zapobiega przyleganiu bakterii. W przeciwienstwie
do prdbek polerowanych (POL), po modyfikacji powierzchni (POL_500, POL_1500),
w przypadku powierzchni piaskowanych (PIA) naniesienie powtoki (PIA_500, PIA_1500)

nie przyniosto znaczacych korzys$ci w zmniejszeniu adhezji bakterii. Oznacza to, zZe
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chropowato$¢ powierzchni jest kluczowym czynnikiem, ktory sprzyja przyleganiu
bakterii, a sama powtoka Sn0O, nie jest w stanie w petni zniwelowa¢ tego efektu. Na
podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, Zze powtoka tlenku cyny (Sn0O,) jest
skuteczna w ograniczaniu adhezji bakterii, ale tylko na powierzchniach polerowanych,
o matej warto$ci parametru Ra- chropowatosci.

Ocena biokompatybilno$ci materiatu stanowi kolejny etap weryfikacji jego
przydatnosci w implantologii, poniewaz umozliwia okreslenie, czy powierzchnia wspiera
prawidlowe funkcjonowanie komorek gospodarza. Szczeg6lng role odgrywaja tu
fibroblasty, ktore uczestnicza w tworzeniu i przebudowie tkanki tgcznej, a tym samym
w procesie gojenia i integracji implantu z otaczajgcymi tkankami miekkimi. Badania
proliferacji komoérek na powierzchni probek przeprowadzono z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej. Badania pozwolity na ocene ich zdolnosci do wspierania
wzrostu komoérkowego i prawidtowego funkcjonowania fibroblastow. Niezaleznie od
rodzaju podtoza, wszystkie warianty wspieraty prawidtowy wzrost komorek.
Obserwowane fibroblasty miaty typowy, wrzecionowaty i wydtuzony ksztatt, a ich
orientacja byta zréznicowana. Wskazuje to, ze ani modyfikacja powierzchni (POL_500,
POL_1500, PIA_ 500, PIA_1500), ani rodzaj podtoza (POL, PIA) nie wywieraty
negatywnego wptywu na podstawowe procesy komdrkowe. Widoczne na zdjeciach
liczne, okragte lub owalne jadra komoérkowe, a takze jadra w fazie podziatu (blisko
potozone lub czeSciowo naktadajgce sie) Swiadcza o aktywnej proliferacji komdrek na
wszystkich badanych powierzchniach (Rysunek 58). Wskazuje to, ze materiaty te s3
biokompatybilne i sprzyjaja namnazaniu sie komoérek. W przypadku prébek z naniesiong
powloka, zaobserwowano wieksze zrdznicowanie cytoszkieletu oraz miejsca
o zwiekszonym zageszczeniu jader komoérkowych. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze powltoka ma wptyw na adhezje i organizacje komoérek, co jest
zjawiskiem Kkorzystnym. Wszystkie badane warianty materiatéw wykazuja wysoka
biokompatybilno$¢ i wspieraja prawidtowy wzrost oraz proliferacje fibroblastow.

Reasumujac, przeprowadzone badania potwierdzity stuszno$¢ przyjetej tezy.
Mozliwe jest wytworzenie wielofunkcyjnej powtoki na bazie cyny metoda osadzania
warstw atomowych na podtozu ze stopu Ti-13Nb-13Zr o wtasnos$ciach
fizykochemicznych dostosowanych do =zastosowania w uktadzie kostnym, czy
stomatognatycznym, zapewniajgcych ograniczenie adhezji bakterii na jego powierzchni.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, Zze analizowana
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powtoka SnOz, naniesiona na stop Ti-13Nb-13Zr w opisanych warunkach, stanowi
obiecujacy kierunek do poprawy witasnosci implantéw stosowanych w uktadzie kostnym.
Wyniki badan biologicznych wskazujg na przydatno$¢ powtoki tlenku cyny w zakresie
ograniczania adhezji bakterii, cytotoksyczno$ci czy poprawy proliferacji komorek.
Uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan wskazuja na potrzebe rozwigzania
nastepujgcych zagadnien:

e wytworzenie powloki o wiekszej grubosci przy jednoczesnym zachowaniu

wtasnos$ci fizykochemicznych,
e przeprowadzenie badan iloSciowych dotyczacych adhezji bakterii

e przeprowadzenie badan jako$ciowych i iloSciowych okreslenia zdolnosci szczepu

grzybow Candida albicans do adhezji do badanej powierzchni

e przeprowadzenie badan ilosciowych dotyczacych proliferacji komoérek.
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7. Whnioski

1.

Zastosowanie metody ALD pozwolito uzyska¢ jednorodne powtoki SnO,, ktorych
grubos$¢ wzrastata wraz z liczba cykli (37 nm dla 500 cykli i 94 nm dla 1500 cyKkli).
Powtoki te charakteryzowaly sie korzystnymi wtasSciwo$ciami mechanicznymi,

w tym dobrg adhezjg do podtoza oraz odpornos$cia na zuzycie $cierne.

Ocena topografii powierzchni powtoki Sn0O2 wykazata tendencje do dziedziczenia
parametréw stereometrycznych powierzchni stopu Ti-13Nb-13Zr uksztattowanej

przez zabiegi poprzedzajace proces jej nanoszenia.

Wytworzona powloka SnO2 peni skuteczng funkcje bariery chronigcej przed
wptywem $rodowiska zewnetrznego, co potwierdzono ograniczeniem przenikania
jonéw stopu Ti-13Nb-13Zr oraz jonéw powtoki SnOz do roztworu PBS.
Jej wiasnosci barierowe zostaty dodatkowo zweryfikowane w badaniach
potencjostatycznych i potencjodynamicznych, wykazujac poprawe odpornosci na

korozje wzerowa i zapewnienie odpornosci na korozje szczelinowa.

Powtoka SnO2 spowodowata zmniejszenie wartosci kata zwilzania w przypadku
prébek polerowanych, pozostawiajac charakter hydrofilowy powierzchni, co jest
zjawiskiem korzystnym, ograniczajac tym samym, ilo$¢ cytokin prozapalnych

a w konsekwencji adhezje bakterii S. aureus i E. Coli do podtoza.

Zastosowana powtoka SnO, nanoszona metoda ALD nie zaburza morfologii
fibroblastow, umozliwiajac ich prawidtowg proliferacje i prawidtowa organizacje
cytoszkieletu, co jest zjawiskiem korzystnym w przypadku aktywnoSci

metabolicznej komérek.

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe rozszerzenia programu badan
w konteks$cie gotowego wyrobu. Obiecujace wyniki badan biologicznych daja
podstawe do badan nad mozliwos$cia zastosowania zaproponowanej modyfikacji
powierzchni na implanty stosowane w chirurgii kostnej. Z punktu widzenia
aplikacyjnego najkorzystniejsze wtasnosci fizykochemiczne i biologiczne
zapewnia powtoka SnO:2 naniesiona na stop Ti-13Nb-13Zr uprzednio poddany

procesowi polerowania.
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7. Najkorzystniejsze wiasnoSci fizykochemiczne oraz biologiczne zapewnia powtoka
SnOz naniesiona na stop Ti-13Nb-13Zr (uprzednio poddany procesowi

polerowania) przy 1500 cyklach procesu nanoszenia w temperaturze 230- 240 °C.

Podsumowujgc, potwierdzono teze pracy, ze mozliwe jest opracowanie warunkéow
wytwarzania antybakteryjnych powtok na bazie cyny metoda osadzania warstw
atomowych na powierzchni stopu Ti-13Nb-13Zr o witasnosciach fizykochemicznych
odpowiednich do zastosowania w obrebie ukladu kostnego, zapewniajgcych

podwyzszenie opornosci na kolonizacje mikrobiologiczna.
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Streszczenie

Biofilm bakteryjny, to utrwalona struktura mikroorganizmoéw utworzona z jednego lub
wiekszej iloSci gatunkéw, otoczona blong komoérkowa W ostatnich dekadach jest
uznawany za gléwny czynnik przewlektych infekcji, zaburzajagc tym samym stan
homeostazy organizmu. Ryzyko jego powstawania zalezy od wielu czynnikéw, w tym od
wtasnosci powierzchni biomateriaty, takich jak chropowatos$¢, sktad chemiczny i energia
powierzchniowa. W zwigzku z ograniczong skutecznoscig tradycyjnego leczenia przy
uzyciu antybiotykéw i srodkéw antyseptycznych, coraz wieksze znaczenie zyskujg
modyfikacje powierzchni implantéw, majace na celu zapobieganie adhezji bakterii.
Wspotczesna implantologia w duZej mierze opiera sie na tytanie i jego stopach, ktére
charakteryzuja sie biokompatybilno$cig i odpornoscia na korozje. Pomimo wymienionych
zalet stopow tytanu i zastosowaniu pierwiastkow witalnych, jak w przypadku stopu
Ti-13Nb-13Zr wymagaja one dodatkowych modyfikacji powierzchni, aby zwiekszy¢ ich
odporno$¢ na biofilm bakteryjny. Dotychczasowe proby modyfikacji powierzchni
powtokami metalicznymi lub organicznymi czesto wigzaly sie z ryzykiem wystepowania
cytotoksycznosci lub ograniczong trwato$cig powstatej warstwy. Celem niniejszej pracy
byto kompleksowe scharakteryzowanie wtasnosci fizykochemicznych i biologicznych
stopu Ti-13Nb-13Zr z naniesiong powtoka Sn0O, metoda ALD. Przeprowadzone badania
potwierdzity, ze powtoka SnOz2 jest jednorodna, ciggta i dwuwarstwowa, a jej grubos¢
zalezy od ilosci cykli. Charakteryzuje sie ona dobrg adhezja do podtoza oraz zwiekszong
odpornoscig na zuzycie Scierne i odpornos¢ na korozje wzerowa i szczelinowa. Co wiecej,
powtoka skutecznie ogranicza uwalnianie jondéw tytanu, niobu i cyrkonu do roztworu,
dziatajac jako bariera ochronna. Badania biologiczne wykazaty, ze powloka SnO:
ogranicza adhezje bakterii i reakcje zapalne (poprzez obnizenie poziomu cytokin),
jednocze$nie wspierajac proliferacje komorek. Najkorzystniejsze wtasnosci uzyskano dla
powtoki naniesionej na polerowane podtoze. Podsumowujac, praca ta potwierdza teze
o mozliwo$ci wytworzenia powtoki z tlenku cyny (IV) na stopie Ti-13Nb-13Zr, ktéra

zapewnia korzystne wtasnosci fizykochemiczne i biologiczne.
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Abstract

A bacterial biofilm is a persistent structure of microorganisms composed of one or more
species, embedded in an extracellular matrix. In recent decades, it has been recognized as
a major factor in chronic infections, disrupting the body’s homeostasis. The risk of its
formation depends on many factors, including the properties of the biomaterial surface
such as roughness, chemical composition, and surface energy. Due to the limited
effectiveness of conventional treatment with antibiotics and antiseptics, implant surface
modifications aimed at preventing bacterial adhesion have gained increasing importance.
Modern implantology largely relies on titanium and its alloys, which are characterized by
high biocompatibility and corrosion resistance. Despite these advantages, titanium alloys
even when alloyed with vital elements, as in the case of Ti-13Nb-13Zr still require
additional surface modifications to enhance their resistance to bacterial biofilm
formation. Previous attempts to modify the surface with metallic or organic coatings have
often been associated with risks of cytotoxicity or limited durability of the resulting layer.
The aim of this study was to comprehensively characterize the physicochemical and
biological properties of Ti-13Nb-13Zr alloy coated with SnO, using the ALD method. The
results confirmed that the SnO, coating is homogeneous, continuous, and bilayered, with
its thickness dependent on the number of deposition cycles. It exhibits strong adhesion to
the substrate as well as increased resistance to abrasive wear, pitting, and crevice
corrosion. Moreover, the coating effectively limits the release of titanium, niobium, and
zirconium ions into the solution, acting as a protective barrier. Biological studies
demonstrated that the SnO, coating reduces bacterial adhesion and inflammatory
responses (by lowering cytokine levels) while simultaneously supporting -cell
proliferation. The most favorable properties were observed for the coating applied to
a polished substrate. In summary, this study confirms the feasibility of producing a tin(IV)
oxide coating on Ti-13Nb-13Zr alloy, providing advantageous physicochemical and

biological properties.
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