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Streszczenie projektu: Nanostrukturalne materiaty dla biomedycznych systemow

uktadu krazenia

Projekt dotyczy opracowania technologii wytworzenia nowej generacji
materiatdw na przewody w ksztatcie rurowym, o zmodyfikowanej antyskrzeplinowej
powierzchni wewnetrznej przeznaczonych, do wymuszonego przeptywu Kkrwi.
Gtéwnym celem projektu jest zmodyfikowanie wewnetrznej powierzchni przewodoéw
polimerowych przeznaczonych do terapii uktadu krgzenia (kaniule, konektory, dreny
sterujgce). CELEM projektu jest opracowanie nowych powtok o wtasciwosciach
bio-neutralnych dla prowadzenia sztucznie wymuszonego przeptywu krwi.
Rozwijane sg tez zagadnienia powlok o wtasciwosciach biomimetycznych, czyli
formowanie warstwy naturalnej z komorek sSrodbtonka. Projekt ,CardioBioMat”
z zatozenia miat spetnia¢ funkcje projektu realizowanego jako satelitarny
do wieloletniego programu ,Polskie Sztuczne Serce”. Realizuje rozwigzania nie
bedgce przedmiotem ww. programu, ale spetniajgce funkcje uzupetniajgce do

ogolnego uktadu wspomagania serca.
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Pakiet 1 — Optymalizacja powierzchni protezy naczyniowej

Cel: Optymalizacja powierzchni protezy naczyniowej poprzez zastosowanie
hemokompatybilnych powitok o strukturze nanometrycznej oraz powtok

polimerowych.
Zadanie 1- Plaskie dyski polimerowe

Ptaskie dyski polimerowe zostaty wykonane w firmie PLASTMED bedgcym
uczestnikiem projektu. Ptaskie krgzki polimerowe zostaty wykonane metodg
prasowania z re-granulatu uzyskanego z Kklinicznie stosowanych elementow
rurowych TYGON S-50 HL i wylane na odpowiedniej matrycy. Zatozeniem tak
prowadzonych prac bylo wykonanie materiatbw do analiz bazowych doktadnie z
takiego polimeru jaki jest stosowany klinicznie i jaki w pozniejszych etapach realizacji

projektu jest podstawg do wykonania elementow rurowych.

Zadanie 2- Wykonanie polimerowych elementéw rurowych implantéw

naczyniowych

Zadanie to jest realizowane wspdlnie z Intra-Cordis (wykonanie podtoza
polimerowego w ksztatcie rurowym- implanty naczyniowe) z partnerem austriackim
bedgcym uczestnikiem projektu. Praca polegata nie tylko na wykonaniu prostych
elementéw rurowych, ale rowniez na optymalizacji i dostosowaniu powierzchni
wewnetrznych polimerowych elementéw rurowych pod modyfikacje powierzchniowe
i osadzanie powtok. W ramach realizacji zadania wykonano selekcje materiatow
na implanty naczyniowe.

Zmiana wewnetrznej powierzchni rur staje sie coraz wazniejsza w wielu
zastosowaniach (np. transport ptynéw, izolacji elektrycznej, kontakt z ptynami
biologicznymi). Jednak dtugie rury wymagajg specjalnych technik plazmowych dla
uzyskania funkcyjnych powierzchni w skali nanometréw bez ich uszkodzenia. Analizy

polimeréw wykazaty, ze poliamid, poliweglan, politereftalan etylenu



i termoplastyczny poliuretan, bardzo réznie reagujg na obojetne i reaktywne trawienia
(aktywacja)- warunki z wykorzystaniem plazmy. Ptaskie prébki poliweglanowe (PC),
poliamidowe (PA), z termoplastycznego poliuretanu (PU), z politereftalanu etylenu
(PET), byly wykorzystywane jako podtoze. Probki zostaty oczyszczone
ultradzwiekami w etanolu, suszone przez co najmniej 24 godziny i wprowadzone do

odpowiedniego uktadu wg schematu przedstawionego na (Rys. 2).
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Rys. 2. Uktad przygotowywania powierzchni elementéw rurowych implantéw naczyniowych

Po odpompowaniu do niskich prézni, przeprowadzono trawienie plazmowe
(aktywacja) i polimeryzacje. Zostato to wykonywane poprzez niskg czestotliwosc
wytadowan impulsowych (DC) (Diener Electronics GmbH) w zakresie od 54 do
535 Hz. Zastosowano rézne cykle pracy, zdefiniowane jako dawka plazmy na czas
trwania impulsu (= czas wiagczenia + czas wylgczenia). Konfiguracja jest podobna
do rurowej lampy fluorescencyjnej z ptaskimi elektrodami na obydwu koncach
elementu rurowego. Podiloze jest modyfikowane w plazmie po wytadowaniu
jarzeniowym w kontrolowanych atmosferach. Zaopatrzenie w gaz nastepuje poprzez
katode, pompowang od strony anody (Rys. 2).

Kontrola dostawy gazu (argon, tlen, azot, powietrza (25°C, 55% wilgotno$ci
wzglednej) i acetylenu (C2H2)) sterowana jest przeptywomierzem masowym
i regulowana w celu uzyskania statych warunkach cisnienia osadzania.

Zgodnie z teorig wytadowania jarzeniowego [Poll U-H. 1980; Gronning P.
1994] napiecie wzrasta nieznacznie, ale liniowo w tzw. kolumnie pozytywnej, a prad

generowany jest przez dyfuzje jondw w gazie. Region ten jest zubozony w elektrony



poprzez ich ruch w kierunku sciany. Charakterystyki impulsu elektrycznego (napiecia,
pradu, czestotliwo$s¢ impulséw, cyklu pracy i ksztatt impulsu) analizowano
na podstawie pomiarow oscyloskopowych (Tektronix). Plazmowe widma emis;ji
zostaty zarejestrowane poprzez spektrometr swiattowodowy (Ocean Optics HR 4000,
200 - 1000 nm dtugosci fali).

Zoptymalizowane powierzchnie elementéw rurowych poddano w zadaniu 3
(,,Sterylizacja powierzchniowa elementéw systemu wspomagania krazenia”)
kompleksowej analizie wptywu sterylizacji (gtdbwnie plazmy) na zmiane jakosci

powierzchni.

Zadanie 3- Sterylizacja powierzchniowa elementéw systemu wspomagania

krazenia

Obojetne i reaktywne trawienie powierzchni z wykorzystaniem plazmy
z wytadowan jarzeniowych zazwyczaj prowadzi do czyszczenia powierzchni polimeru
z zanieczyszczen i chemicznej modyfikacji przez energetyczne czastki gazu.
Spodziewany jest wzrost energii powierzchniowej, objawiajgce sie zmniejszeniem
kata zwilzania. Takie efekty zaobserwowano dla wszystkich badanych polimeréw, jak

pokazano na rys. 3, na wykresie zaleznosci plazmy w czasie.
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Rys. 3. Wiasciwosci zwilzania wszystkich analizowanych materiatéw w zaleznosci od zastosowanej
plazmy “on-time”: (a) Ar, (b) O, (c) N2 i (d) (25°C, 55% wilgotnosci). Btad standartowy katow zwilzania

jest ponizej £ 3°. Wartosci kata zwilzania dla 0 s przedstawiajg wartosci dla polimeréw bez obrébki

powierzchniowej

Rys. 4 przedstawia zaleznos¢ kata zwilzania polimerow w zaleznosci

od czestotliwosci impulsu.
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Rys. 4. Zaleznos¢ kata zwilzania w funkcji czestotliwosci. Btad standardowy < + 3°

Dtuzej trwajgce impulsy plazmy realizowane zaréwno przez dtuzszy catkowity
czas i dluzsze cykle pracy ma wiekszy wptyw na zmiane wilasciwosci

powierzchniowych.

Ogdlnie, wytadowanie jarzeniowe plazmy w warunkach gazu obojetnego (Ar)
prowadzi do chemicznej modyfikacji polimerowych powierzchni poprzez
bombardowanie atomami o wysokiej energii, elektronami, fotonami, jak rowniez
frakcjami o niskim ciezarze czasteczek powstatych poprzez wczesniejsze
odparowanie powierzchni zewnetrznych podtoza. Takie zabiegi powodujg
modyfikacje powierzchniowg obrabianego materiatu na gtebokosci ~10 nm.
Metastabilne atomy argonu posiadajg energie w zakresie 11.55 i 11.72 eV (czas
trwania odpowiednio 55.9 i 44.9 s.). Jony Ar* posiadajg energie jonizacji 15.8 eV.
W naszych badaniach spektroskopowych gtéwne linie argonu zostaty wykryte
pomiedzy 650 i 800 nm. Jest to daleko od linii emisyjnych 100-110 nm i dowodzi
o innych stanach wzbudzenia lub o odmienne uwalnianej energii. Ta energia
wzbudzenia moze by¢ wykorzystana do zrywania wigzan atomowych atoméw
przypowierzchniowych. Poza tym wykorzystywana jest do sieciowania tancuchéw

polimerowych i wigzan typu C=C.



Plazma tzw. tlenowa posiada duze atomy tlenu i energetycznie niestabilne
czgsteczkowe frakcje tlenowe o energi 1.96 eV. i 913 eV. W analizie
spektroskopowej emisji plazmy, znalezliSmy stabe linie 633 nm (dla 2'D, stanu)
i silng emisje UV w poblizu 298 eV (dla stanu 2'S;). W poréwnaniu, jonizacja tlenu
wymaga energii 13.62 eV. Te czgsteczki tlenu mogg bezposrednio zrywac¢ wigzania
ze wszystkimi efektami porownywanymi do gazéw obojetnych (opisane powyzej dla
Ar) i dodatkowo tworzy¢ produkty reakcji. Typowymi produktami reakcji sg CO;
i HO; czesto spotykane powierzchniowe grupy funkcyjne zawierajgce
zaadsorbowane czgsteczki to grupy hydroksylowe (OH) i karboksylowe (COO),
formowane na gtebokosci modyfikowanej powierzchni do 2.5 nm. Wyladowanie
jarzeniowe w atmosferze azotu, ma podobny wptyw na powierzchnie obrabianych
polimerow jak wytadowanie w atmosferze tlenu. Powstajg (NH.) oraz grupy aminowe
(NH-R) [Poll U-H. 1980]. Tendencja do sieciowania w atmosferze N, jest znacznie
silniejsza niz w przypadku O,. Metastabilne atomy azotu zostaty zidentyfikowane
w spektrach emisyjnych plazmy w zakresach 300-400nm i 550-90 nm. Posiadajg
energie 2.38 i 3.58 eV (2?Ds, (D?Dap) i D?P3 (2°P4r)) 0 czasie trwania powyzej 10
sekund, podczas gdy jony N* wymagajg energii jonizacji 14.54 eV. Stosujgc tg
podstawowg wiedze dotyczgcg wptywu réznych gazow plazmy na polimery, mozemy
dyskutowa¢ ma temat réznych katéw zwilzania dla réznych polimeréw: PU i PA
zwykle wymagajg mniejszej intensywnosci obrobki plazmowej w celu poprawy
zwilzalnosci natomiast wykazujg wieksze katy zwilzania w porownaniu do PET i PC.
W przypadku jednostki monomeru PET dwa (O-(C=0)-) segmenty sg potgczone
w ich centrach z fancuchem aromatycznym. Grupa (-CH,-CH,-) jest usytuowana
pomiedzy atomami tlenu tych segmentdéw, co prowadzi do powstania nastepujacych
grup funkcyjnych C-O, C=0 and C-H. Podobnie do PC. W przypadku PC, pierscienie
aromatyczne sg potgczone poprzez segment (-C-(CHs)2-) i zwigzany poprzez grupy (-
0O-(C=0)-0-) z tahcuchami makromolekularnymi. W przeciwienstwie, PA i PU
posiadajg grupy funkcyjne zawierajgce azot (N-H) w ich jednostkach monomerdw.
Takie grupy C-N posiadajg najnizsze energie wigzania (3.17 eV), nizsze niz grupy C-
C (3.6 eV), C-O (3.71 eV), N-H (4.03 eV) i C-H (4.3 eV) [Sanderson R.T. 1976;
Sanderson R.T. 1983]. Im nizsza energia wigzania, tym tatwiejsza jest modyfikacja

polimeréow za pomocg metastabilnych atomoéw i jonéw. Ostatecznie prowadzi to do
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szybszej modyfikacji powierzchni polimeréw zawierajgcych grupy C-N, takich jak PA
i PU. W przypadku takich polimeréw jak PC i PET, tahcuchy aromatyczne stabilizujg
polimer, co powoduje koniecznos¢ zastosowania bardziej intensywnej obrdbki
w przypadku koniecznoéci ich modyfikacji [Groning P. 1994]. Wprowadzenie tlenu
do takich pierscieni (i przerwanie pierscieni) moze tatwo prowadzi¢ do uzyskania

wiasciwosci polarnych makroczagstek i w rezultacie obnizy¢ kat zwilzania.

Zadanie 4 — Adaptacja powierzchni polimerowych powtokami parylenu

Parylen okreslany jest jako tzw. zielona chemia. Jest samoinicjujacy, nie
potrzeba inicjatoréw, ani zadnych grup kohczgcych. Powstaje bez rozpuszczalnikow
ani katalizatorow. Prekursor [2.2] paracyklofan, wytwarza 100% monomer i nie sg

wytwarzane zadne inne produkty reakcji (Rys. 5).

Cl Ct
CHz@CHz CH2 CH2 Gt
— > v — CH2 CH2
cm@ CH2 CH2= ~CHz2 7
(o1 Ct
Dimer Monomer Polymer

Rys. 5. Powstawanie jednostki monomeru z prekursora parylenu
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Cechy:
* Nieobecnosc¢ w catym procesie czgstek innych niz czgsteczki monomeru
» Brak etapu zakonczenia tancucha to sugeruje utworzenie polimeru zyjgcego.

Fakt, ze proces taki kontrolowany jest dyfuzyjnie, nie pozwala na utworzenie ciektej
fazy przejsciowej, w ktérej sity napiecia powierzchniowego mogtyby deformowac
powstajgcg warstwe (Rys. 6). W ten sposéb warstwa ma jednakowg grubosé

w kazdym miejscu. Bardzo istotne jest to, ze polimeryzacja zachodzi w temperaturze

pokojowej.

a.) b.)

w W7
7 A

Rys. 6. Stopien jednorodnosci grubosci powtok a.) powtoki osadzane w procesach kontrolowanych

dyfuzyjnie b.) powtoki osadzane za pomocg procesow nie kontrolowanych dyfuzyjnie

Powtoki parylenu analizowano przy wykorzystaniu skaningowego mikroskopu
akustycznego. Skaningowy Mikroskop Akustyczny (SAM) jest urzgdzeniem
wykorzystujgcym zogniskowang fale dzwiekowg do analizy, pomiaru i obrazowania
materiatdw (proces ten nazwany jest Skaningowg Tomografig Akustyczng). Jest
czesto stosowany do analizy nieniszczgcej wad powierzchniowych i ich propagacji
w obszary podpowierzchniowe. Dziatanie SAM jest nastepujgce: krotki, trwajgcy
kilka lub kilkanascie okresow fali akustycznej impuls napiecia elektrycznego (impuls
nadawczy) podaje sie na piezoelektryczny przetwornik, przetwarzajgcy energie
elektryczng na energie ptaskiej fali akustycznej. Zasada dziatania zostata

przedstawiona na schemacie (Rys. 7).
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Rys. 7. Zasada dziatania i obserwacji skaningowego mikroskopu akustycznego

Analize prowadzono przy wykorzystaniu czestotliwosci przetwornika 120 MHz
(z mozliwych 5, 50 i 120 MHz). Wyzsze czestotliwosci umozliwiajg osiggniecie
lepszej zdolnosci rozdzielczej, natomiast zwigzane jest to z mniejszg gtebokoscig
wnikania. Wyniki z obserwacji przedstawiono na rys. 8. Obraz powierzchni nie
wykazat zmian, ani wad. Powloka wydawata sie roéwnomierna i odpowiednio
natozona (Rys. 8a). Nieniszczgca analiza obszaru podpowierzchniowego (Rys. 8b)
wykazata roznice w przyleganiu powtoki. Analiza tomograficzna obszaru na granicy
podtoze-powtoka zilustrowata wystepowanie miejsc silnej adhezji, stabszego
przylegania i obszaru zagrozonego delaminacjg. Obszary te nie byly widoczne

Z poziomu powierzchni.
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A

Obszar analizy Jakos¢ powierzchni

Obszar analizy Jakos¢ obszaru pod powierzchnig

Rys. 8. Akustyczna analiza powtoki parylenu a.) obraz powierzchni b.) obraz granicy podioze- powtoka

Powtoki parylenu mimo wielu zalet, posiadajg jedng, znaczgcg wade
eliminujgcg je z zastosowania w implantach uktadu krgzenia- adhezja. Stabe
przyleganie do podtoza mogtoby spowodowaé powstanie zatoru i natychmiastowg
Smier¢. Dlatego w ramach tego =zadania poszukuje sie nadal powiok
o wiasciwosciach podobnych z punktu widzenia chemii, do parylenu, natomiast

0 znacznie wiekszej przyczepnosci do podtoza.
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Pakiet 2 - Charakterystyka zaawansowanych materiatéw i reakcje kolonii

komérkowych

Cel: Testowanie nanometrycznej i chemicznie adoptujacej powierzchni poprzez

interdyscyplinarne badania materiatowe i biofizyczne.

Zadanie 1- Wiasciwosci powierzchniowe i charakterystyka materiatu

powierzchni

Powtoki podczas ich optymalizacji analizowano przy wykorzystaniu
mikroskopu Swietlnego. Analiza profilometryczna zostata wykonana przy
wykorzystaniu (Veeco DekTak 150). Wykonano pomiary grubosci i chropowato$ci.
(Ra). Pomiar kat zwilzania wykonano przy uzyciu urzgdzenia wykonanego na wtasne
potrzeby, bazujgcego na analizie wykorzystujgcej 2 ul wody destylowanej (25°C,
55% wilgotnosci). Do pomiaréw statystycznych wykorzystuje sie 3 krople. Btad
standardowy nigdy nie przekraczat + 3°. Porownujgc wartosci katow zwilzania powtok
tuz po procesie naktadania, (max. 5 min), zwykle kat zwilzania wzrastat o okoto 10°
po ok. 60 min. i odpowiednio o 15° w poréwnaniu do wartosci poczatkowej po 24

godzinach.

Analiza skfadu chemicznego osadzanych i optymalizowanych powitok
wykonywana byta metodg spektroskopii Ramana przy dlugosci fali 325 nm

(mikrospektrometr Jobin-Yvon, Villeneuve d’Ascq).

Wzrost warstwy w wyniku polimeryzacji weglowodoréw gazowych w plazmie —
polimeryzacja w stanie plazmy wymaga ciggtego dostarczania energii. Umozliwia to
poliaddycje i reakcje polikondensacji w zwyktych warunkach niepolimeryzowalnych
wodoroweglanow. Dodatkowo umozliwia to wprowadzanie obcych atoméw

[Morosoff N. 1990]. Formowanie powtok za pomocg polimeryzacji plazmowej polega
na powierzchniowej adsorbcji czgstek tworzgcych powioke, ich dyfuzji do

preferowanych miejsc i ich chemiczne zwigzanie (etap polimeryzacji). Réwnoczesnie,
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gazowe produkty reakcji sg desorbowane do prozni [Rother B. 1992; Konuma M.
1992; Biederman H. 1992; Stoykov S. 2001; Ferrari AC. 2004]. Pulsacyjne
wytadowanie prowadzi do powstania faz plazmy tzw. “on-time” i “off-time”. Podczas
fazy “on-time” (= wyladowanie), gestos$¢ czgstek wzrasta, “off-time”- maleje.
W przypadku wytadowania w atmosferze C.H,, powstaje C,H*. Formuje sie poprzez
absorbcje elektronu i odtgczenie wodoru (najbardziej prawdopodobny mechanizm)
[Stoykov S. 2001].

Zadsorbowany C,H" jest czgstkg najprawdopodobniej gtownie tworzgcg
struktury sp®. W pierwszym przyblizeniu analizy warstw odjeliSmy faze plazmy
tzw. "off-time” (Rys. 9).
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Rys. 9. Zaleznos¢ stopnia chropowatosci Ra na szybkos¢ wzrostu powtok w czasie trwania impulsu
plazmy- faza "on-time”. CiSnienie gazu, czestotliwos¢ impulsu i catkowita grubo$¢ osadzonej powtoki
po 2 minutach przedstawiono dla wszystkich punktéw pomiarowych. Linie ilustrujg dwie serie

pomiarowe. Btad standartowy dla Ra i grubosci powtoki jest ponizej odpowiednio £3 i +20 nm.

W poréwnaniu do polimeréw bez warstwy i funkcjonalizacji powierzchniowe;,
wykazujgcych kat zwilzania pomiedzy ~77° (PA, PET) i ~115° (PC), widac, ze
wszystkie warstwy plazmowe prowadzg do zwiekszenia kata zwilzania. Dodatkowo
na wiasciwosci zwilzania warstw o grubosci powyzej 200 nm, podtoze polimerowe

nie ma zadnego wptywu (Rys. 10, 11).
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Rys. 10. Zalezno$é kata zwilzania i szybkosci osadzania od dtugosci czasu trwania cyklu przy
czestotliwosci 535 Hz impulsu i 0.7 mbar C;H, (btgd standardowy kata zwilzania < + 3° i szybkosci

wzrostu < 0.3 nm s™)
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Rys. 11. Zalezno$¢ szybkosci wzrostu i kgta zwilzania na cisnienie C,H,. Btgd standartowy kata

zwilzania < + 3° szybkos$ci wzrostu < + 0.3 nm s-1

18



Gtowny wptyw na wiasciwosci zwilzania zalezy od sktadu chemicznego
polimerow plazmy. Ten wniosek zostat udowodniony za pomocag analizy przy
wykorzystaniu spektroskopii Ramana (Rys. 12). Nizsze czestotliwosci, wyzsze tzw.
cykle zajete i wyzsze przeptywy gazu, prowadzg do obnizenia intensywnosci

wspotczynnikdw wegla D to G (Io/ls) w spektrach Ramana.

Intensity / arb.u.

Jo7mbarcH, 53502 77 ; ”07.97

22
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1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
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Rys. 12. Analiza przy uzyciu spektroskopu Ramana powitok osadzanych metoda polimeryzaciji
plazmowej w 0.7 mbar C,H, (482 i 535 Hz) i 1.6 mbar C,H. (535 Hz), zawierajgce obliczone

wspoétczynniki Ip/le.

Zwykle, wszystkie wegle wykazujg dominujgce wiasciwosci w zakresie
spektralnym ~800 do 2000 cm™: tzw. miejsce D (nieuporzadkowanie ,disorder”),
wystepuje ~1360 cm™, G (wegiel ,graphite”) w ~1560 cm™ i T wystepuje ~1600 cm”
[Ferrari AC. 2004]. Nasze analizy przy zastosowaniu spektroskopii Ramana
(Rys. 13) doprowadzity nas do wniosku, ze sieciowanie proporcjonalnie wzrasta ze

wzrostem intensywnosci plazmy, przeptywu gazu i czestotliwosci impulsu. Mozliwe
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jest wystgpienie gradientdw w poziomie sktadu chemicznego i polimeryzaciji.
Zjawisko to zwigzane jest z tym, ze powloki polimeryzowane plazmowo posiadajg
rézne segmenty monomerowe powigzane ze sobg heterogenicznie, co jest

przeciwne do ,normalnej’, uporzgdkowanej makromolekularnej struktury polimeru.

Analiza DIC (Differential Interference Contrast) i AFM (Atomic Force

Microscopy):

Podtozem, na ktdére nanoszono warstwy byly ptaskie dyski polimerowe. Na ich
powierzchni  znajdowaty sie nieregularnie roztozone liniowe wypuktosci. Pomiar
chropowatosci powierzchni wyjSciowej analizowano przy wykorzystaniu mikroskopu
sit atomowych. Srednia chropowato$¢ dyskéw wynosita R.,=21 nm. Pomiar ten

wykonano na podstawie profilu o dlugosci 25 mm.

Analizowano nastepujgce materiaty warstwowe Tablica 1:

Tablica 1. Wykaz analizowanych materiatow

Materiat

PCV- materiat wyjSciowy
Powtoka TiO,
Powtoka Ti(C,N)
Powtoka Si + DLC
Powtoka DLC

Wszystkie powtoki w porownywalnym stopniu pokryte byly defektami
na powierzchni. Rozmiary nieréwnosci nie przekraczaty kilku mikrometréw (Tablica
2). W pdzniejszych analizach hemozgodnosci nie zaobserwowano istotnego wptywu
zdefektowania powierzchniowego na adhezje ptytek krwi i leukocytow. Analize
powierzchni wykonano przy zastosowaniu mikroskopu sit atomowych i laserowego

mikroskopu skaningowego- kontrast DIC (Rys. 13a-e, 14).
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Rys. 13a. Podtoze polichlorek winylu — obraz DIC
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Rys. 13b. Powtoka Ti(C,N) na podtozu
poliuretanowym — obraz DIC
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Rys. 13a. Podtoze polichlorek winylu — AFM
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Rys. 13b. Powtoka Ti(C,N) na podtozu
poliuretanowym — obraz AFM



0,2 mm

Rys. 13c. Powloka TiO; na podtozu Rys. 13c. Powtoka TiO; na podtozu
poliuretanowym - obraz DIC; widoczna regularna poliuretanowym - obraz AFM ; widoczna
nanostruktura na powtoce regularna nanostruktura na powtoce

g
>
X[um]
Rys. 13d. Powloka DLC dotowana krzemem — Rys. 13d. Powioka DLC dotowana krzemem —
obraz DIC i AFM obraz DIC i AFM
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Rys. 13. Analiza powierzchni przy zastosowaniu mikroskopu sit atomowych i laserowego mikroskopu

skaningowego- kontrast DIC

23



Rys. 14. Trojwymiarowe projekcje topografii powtok TiO- (a), Ti(C,N) (b), Si + DLC (c), DLC (d),
prezentowany obszar jest rzedu wielkosci pojedynczych komoérek krwi
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Tablica.2. Srednia chropowato$¢ i wysoko$é nieréwnoéci powierzchni badanych powtok:

Powtoka srednia chropowatos¢ R, srednia wysokos¢é
[nm] nieréwnosci [nm]
PU 21 70
TiO, 116 289
Ti(C,N) 219 600
Si+DLC 188 455
DLC 136 355

Ponizej zaprezentowano histogram wysokosci dla analizowanych powtok
(Rys. 15). Widac¢ stosunkowo ptaskie podtoze oraz podobny charakter rozktadow

nierownosci na powierzchniach powtok.

Histogram ——PU
7000 +— : : : : ; TiCN
- | - —Tio,
6000 4

lloS¢ zdarzen

— T
0O 200 400 600 800 1000 1200
Wysokos$é [um]

Rys. 15. Histogram topografii analizowanych powtok oraz poliuretanowego podtoza
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Wyniki testu zarysowania
Badane materialy:

* Powioka DLC

* Powioka Si-DLC

« Powioka TiO,

« Powloka Ti

Parametry badan dla standardowego wglebnika Rockwell C o promieniu
zaokraglenia R=200um

Dtugos¢ zarysowania ustalono na 5mm a obcigzenie maksymalne 20N.
Zestawienie wartosci obcigzenia krytycznego L.i powodujgcego powstawanie
peknie¢ o charakterze kohezyjnym zawiera tabelal. Nie jest mozliwe wyznaczenie
dla tych systemow obcigzenia krytycznego L., powodujgcego zniszczenie potgczenia
adhezyjnego powtoki z podtozem. Powodowane jest to tym, ze zanim obcigzenie
wzrodnie na tyle by zniszczyé to potgczenie nastepuje niszczenie podtoza
krzemowego poprzez znaczne pekanie i odtupywanie krzemu. W tablicy 3 jako L
oznaczono obcigzenia powodujgce zniszczenie systemu na skutek pekania podtoza
krzemowego. Pekniecia kohezyjne przedstawiono na pierwszych obrazach dla
kolejnych powtok (Rys. 16-18). jedynie dla powtoki TiO, obserwowano przecieranie
powtoki i jej tuszczenie przy obcigzeniu 14N. Testow nie przeprowadzono dla powtoki

Ti ze wzgledu na stan powtoki, ktéra tuszczy sie i odpada samorzutnie od podtoza.

Tablica 3. Wyniki badan dla standardowego wgtebnika Rockwell C

Powtoka Lot [N] hes [Um] L2 [N] hez [Um]
DLC 10 15.9 23.4 26.8
Si-DLC 10.2 14.1 23.7 24.6
TiO, 10.7 16.3 23.4 26.2
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Rys. 16a. DLC- obcigzenie 10N Rys. 16b. DLC- obcigzenie 23N

Rys. 17a. Si-DLC- obcigzenie 10N Rys. 17b. Si-DLC- obcigzenie 24N

Rys.18a. TiO.- ocigzenie 11N Rys.18b. TiO, - ocigzenie 24N
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Wykorzystujgc ten sam wgtebnik przeprowadzono testy dla powiok
natozonych na podtozach polimerowych PU. Dla kazdej z powtok stwierdzono ich
bardzo dobrg adhezje do podtoza - nie obserwowano ich odwarstwiania i utraty
adhezji nawet przy stosowanym obcigzeniu 5N. Natomiast przy obcigzeniu okoto
0.2N obserwowano powstawanie peknie¢ o charakterze kohezyjnym. Wzrost
obcigzenia prowadzi do intensyfikacji tego procesu. Typowg siatke peknieé
w torze zarysowania przedstawiajg zdjecia na rys. 19-22. Powstajgce pekniecia przy
obcigzeniu 4N prowadzg do wykruszania niewielkich obszarow powtoki. Nalezy
jednak podkresli¢, ze powstawanie takich peknie¢ dla twardej powtoki natozonej na
polimerowym podtozu jest nieuniknione ze wzgledu na bardzo duze deformacje
uktadu podczas testu. Dla obcigzenia 1N odpowiadajgce deformacje wynoszg 200um

co wielokrotnie przewyzsza grubo$¢ natozonej powtoki.

oW s DR SR N R
b paylet _,-;}h o
g,{:«l- D RRAgT N 2

Rys. 20. Si-DLC na PU

Rys. 21. TiO; na PU Rys. 22. Tina PU
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Testy wykazaty, ze powloki te kontakcie z diamentowym wgtebnikiem charakteryzujg
sie niskim wspotczynnikiem tarcia, ktérych przebiegi przedstawiajg schematy

(Rys. 23 i 24) odpowiednio dla powtok na krzemie i PU.
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0,08
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Rys. 23. Przebieg wspétczynnika tarcia przy tescie zarysowania dla powtok natozénych na krzemie
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Rys. 24. Przebieg wspétczynnika tarcia przy tescie zarysowania dla powtok natozénych na PU
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Parametry badan dla standardowego wglebnika Rockwell C o promieniu
zaokraglenia R=20um

Poniewaz nie mozna byto okresli¢ roznic wartosci obcigzenia krytycznego dla
badanych powtok przy wgtebniku o promieniu 200pum wykonano testy zarysowania
wgtebnikiem o mniejszym promieniu 20um. Wgtebnik o mniejszym promieniu
wprowadza do systemu znacznie wieksze naprezenia przy mniejszych obcigzeniach.
Stad naprezenia styczne odpowiedzialenie za zrywanie potgczenia z podtozem sg
znaczgco wieksze i mozna przekroczyé wytrzymatos¢ zanim dojdzie do pekania
poditoza, ktore nastepuje przy obcigzeniu okoto 1.2-1.4N  Wyniki testow przy
wgtebniku 20pum zestawiono w tablicy 4 oraz rys. 25- 27. Jako L. przyjeto

wykruszanie i usuwanie powioki z podtoza.

Dla powtoki DLC pierwsze pekniecia pojawiajg sie przy obcigzeniu 0.2N.
Natomiast pierwsze przetarcia powtoki nastepujg pod obcigzeniem 0.4N.
wprowadzenie atoméw krzemu do powioki weglowej skutkuje pogorszeniem jej
adhezji. Widoczne jest to na testach zarysowania jako tuszczenie powtoki juz przy
0.1N. Najlepszg z posrod powiok okazata sie powloka TiO, dla ktérej nie
obserwowano zniszczen adhezyjnych. Przy obcigzeniu 0.22N pojawiaty sie pierwsze
pekniecia. Wzrost obcigzenia do ok. 1.3N powodowat dla wszystkich systemow

pekanie i duze wykruszenia krzemowego podtoza.

Tablica 4. Wyniki testéw przy wgtebniku 20pum

powloka L1 [N] hci [um] L2 [N] hez [um]
DLC 0.2 0.6 04 1.5
Si-DLC X X 0.1 0.4
TiO, 0.22 0.7 0.7 4.0
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Rys.25a. DLC na krzemie 0.2N Rys.25b. DLC na krzemie ?N

Rys.26a. Si-DLC na krzemie 0.1N Rys.26b. Si-DLC na krzemie 0.5N
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Testy indentacyjne

Pomiary wykonywano wykorzystujgc diament o geometrii Vickersa przy
obcigzeniach 20mN do 1N. Analizowano krzywe w celu wyznaczenia obcigzenia
prowadzgcego do pekania powtok. Na rys. 28-30 przedstawiono obrazy powierzchni

powtok po testach przy obcigzeniu 100mN.

Dla powtoki Si-DLC wyraznie widoczna jest delaminacja powtoki w obszarze odcisku

i odstanianie podtoza. Pekanie nastepuje przy obcigzeniu srednio 10mN co jest
widoczne na krzywej indentacyjnej jako nagty wzrost gtebokosci penetracji (Rys. 31).
Takiego efektu nie wykazujg powtoki DLC i TiO,. Mniejsza wytrzymatosé powtoki

Si-DLC jest takze widoczna poréwnujgc maksymalne gtebokosci penetracji dla
wszystkich systemow (Rys. 32). Dla tej powtoki wynosi ona 735nm, a dla DLC i TiO,
odpowiednio 677 i 696 nm.

Rys. 28. DLC- 100mN Rys. 29. Si-DLC — 100mN

Rys. 30. TiO-DLC — 100mN
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Rys. 31. Krzywe indentacyjne uzyskane z testow Rys. 32. Maksymalne gtebokosci penetracji
wgtebnikiem Vickersa i obcigzeniu 100mN

Zadanie 2- Kinetyka adhezji komoérek

Test hemozgodnosci materiatdw ma na celu wykrycie niekorzystnych interakcji
miedzy sztuczng powierzchnig (ktdra moze aktywowac lub zniszczy¢ sktadniki krwi)
i krwig [Sanak M. 2010] . W warunkach przeptywu tetniczego, ze wzgledu na duze
naprezenia scinajgce, ptytka jest komoérkg majgca znaczenie dla hemozgodnosci.
Klasyczna aparatura do badania dynamicznego hemozgodnosci obejmuje komore
przeptywowg z powierzchnig styku ptytki pomiedzy krwig i testowanym materiatem.
W opisywanym badaniu analizowano uproszczony model wywotywania naprezenia
Scinajgcego na krew w oparciu o stozek wiskozymetru rotacyjnego. W badaniach
zastosowano test symulujgcy warunki przeptywu naczyniowego. Celem badan byta
symulacja dynamicznej interakcji miedzy krwig i biomateriatem. Test dynamiczny
rézni sie od statycznej interakcji poprzez wprowadzenie sit $cinajgcych aktywujgcych
komérki krwi. Scinanie, ktére jest mierzona w jednostkach ci$nienia, wyrazone jest
jako predkos¢ scinania, ktéra zmienia sie liniowo z naprezeniem, zapewniajgc statg

lepko$¢ krwi. Krew, stosowane w tych badaniach posiada zwigzane koagulatory
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(np. Ca) najczesciej za pomocg cytrynianu sodu lub heparyny, aby zapobiec
krzepnieciu. W celu unikniecia artefaktow, testy dynamiczne dla hemozgodnosci
korzystnie przeprowadzane sg za pomocg jednej linii krwi i czas ich trwania wynosi
zwykle od 2 do 5 minut. Badanie opiera sie o analizator stozek-ptyta- urzgdzenie
zatwierdzony do stosowania klinicznego w ocenie chorob zakrzepowych.

Prébki krwi po tescie Scinania byty analizowane przy uzyciu cytometru
przeptywu EPICS XL (Beckman Coulter, Inc, Brea, CA, USA). Ekspresje markerow
aktywacji ptytek krwi mierzono CD61 zaleznych obiektéw za pomocg przeciwciat
PAC-1 na zmiany konformacyjne glikoproteiny IlIb / llla, a przy uzyciu CD62P dla
P-selektyny.

Wyniki badan przedstawiono na rys 33- 36.
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Rys. 33. Zaleznosc¢ procentowej wartosci ptytek od materiatu powtoki, zmierzonej po tescie Impact R
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Rys. 36. Procentowy udziat agregatéw w poréwnaniu z udziatem ptytek w krwi po tescie Impact R

Liczba obiektow zadherowana na powierzchni analizowanych krgzkéw
analizowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego LSM 5 Exciter. Jedng z technik
analizy mikroskopowej elementéw morfotycznych krwi jest zastosowanie przeciwciat
monoklonalnych koniugowanych fluochromami. Do analizy zastosowano przeciwciata
anty CD 45 (analiza leukocytéw) i anty CD 62 P (analiza zaktywowanych ptytek).
llos¢ obiektéw o réznych rozmiarach znajdujgcych sie na powierzchniach materiatow
po tescie Impact-R oraz catkowity powierzchniowy udziat procentowy analizowano
stosujgc program AxioVision 4.8 z pakietem oprogramowania ,,Auto Measure” i ,Auto
Measure Plus” (Rys. 37- 40). Przedstawione wyniki uzyskano z trzech probek, dla
ktérych przeanalizowano 8.64 mm? wzdtuz $rednicy, z wytgczeniem obszaru

znajdujgcego sie w centrum. Jako btad przyjeto btad standardowy.

Srednia liczba 6-10 um obiektéw Srednia liczba 10-100 um obiektow
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PU TiCN TiO, SiDLC DLC PU TiCN TiO, SiDLC DLC
Rys. 37. Liczba ptytek krwi na powierzchni. Rys. 38. Liczba mniejszych agregatéw znajdujgcych

sie na powierzchni
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Srednia liczba >100 pm obiektow Stopien pokrycia powierzchni

% udziat obiektow
na powierzchni

Liczba obiektow / mm?’

PU TIiCN TiO, SiDLC DLC PU TiCN TiO SiDLC DLC

2

Rys. 39. Liczba duzych agregatéw znajdujgcych sie Rys. 40. Sredni stopien pokrycia powierzchni
na powierzchni

Kinetyka adhezji komoérek na elementach rurowych

Materiat do badan stanowity fragmenty polimeru o zmodyfikowanych
powierzchniach. Szczegdlnie w przypadku diugoterminowego stosowania bioprotez
sercowych krew eksponowana jest na dziatanie wielu czynnikow niefizjologicznych.
W takich przypadkach w wyniku kontaktu krwi ze zmodyfikowang powierzchnig
materiatow syntetycznych mozliwa jest aktywacja uktadu ptytkowego, ktorej skutkiem
moze by¢ z jednej strony bezposrednia adhezja ptytek krwi do zmodyfikowane;j
powierzchni a z drugiej strony aktywacja ptytek krwi i tworzenie kompleksow
ptytkowo-leukocytarnych. W zwigzku, z czym wydaje sie istotng ocena aktywac;i

ukfadu ptytkowo-leukocytarnego.

W ocenie aktywacji ukfadu ptytkowego badano wiasciwosci adhezyjne
modyfikowanych powierzchni, stopien agregacji ptytek lub komplekséw ptytkowo —
leukocytarnych do ich powierzchni. Badano takze aktywacje ptytek w wyniku
kontaktu ze zmodyfikowang powierzchnig poprzez oznaczanie ilosci ptytek krwi
wykazujgcych ekspresjg receptora aktywacji CD62 P oraz poprzez oznaczania
ilosciowe

i jakosciowe mozliwosci tworzenia agregatow leukocytarno ptytkowch CD62/ CD45.

W badaniach przyjeto 4 mozliwe schematy interakcji krwi z  modyfikowang

powierzchnig materiatow, co schematycznie zostato przedstawione na rys. 41.
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Interakcja z krwia Obserwowany efekt

Rys. 41. Mozliwy scenariusz interakcji krew-biomateria: A — materiat biozgodny niewywotujgcy
aktywacji uktadu plytkowego, B — aktywacja uktadu ptytkowego i jego adhezja na powierzchni
biomateriatu, C — aktywacja uktadu ptytkowego z brakiem adhezji i tworzenie ognisk embolizacji, D —
powierzchnia silnie trombogenna, ale jednoczesnie deponowany materiat jest szybko usuwany
w wyniku mikroembolizacji i lizy

Badania prowadzono z wykorzystaniem techniki cytometrii przeptywowej
w celu oceny ilosciowej aktywnych ptytek krwi oraz kompleksow leukocytarno-
ptytkowych w kontakcie krwi z modyfikowang powierzchnig polimerow. Ponizej
przedstawiono przyktadowe obrazy cytometryczne dla analizy aktywacji uktadu
ptytkowego (Rys. 42, 43).
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Rys. 42. Przyktadowa cytometryczna analiza aktywacji ptytek krwi dodatnich wzgledem receptora
CD62P oraz tworzeni komplekséw ptytkowo — leukocytarnego pod wptywem oddziatywania ze
zmodyfikowang powierzchnig tkanek. A — bramka wyznaczajgca granice obszaru w ktérym znajduje
sie analizowana grupa komérek
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Rys. 43. Przyktadowa cytometryczna analiza aktywacji ptytek krwi, dodatnich wzgledem receptora
CD62P oraz tworzenie kompleksow ptytkowo — leukocytarnego pod wptywem oddziatywania ze
zmodyfikowang powierzchnig tkanek zastawki aortalnej.D1 — komorki leukocytarne pozytywne
wzgledem receptora CD 45, D2 — agregaty leukocytarno ptytkowe wykazujgce podwdjng fluorescencje
CD45/CD62P, D3 - aktywne ptytki krwi pozytywne wzgledem receptora CD 62P, D4 — komorki
wykazujgce ujemng reakcje wzgledem receptoréw CD45 oraz CD62P
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W przypadku badanych materiatow polimerowych odsetek komérek pozytywnych
wzgledem receptora CD62P oraz agregatéw leukocytarno-ptytkowych
nie przekraczat 2%, i warto$ci te byty porbwnywalne z wartosciami obserwowanymi

dla tkanek natywnych ktére stanowity materiat referencyjny (Rys. 44- 47).

12

10

mCD62P

mCD45

1 S m Agregates

Rys. 44. Wykres przedstawiajgcy wartosci srednie aktywacji uktadu ptytkowego i tworzenie agregatow
leukocytarno - ptytkowych w kontakcie krwi z modyfikowang powierzchnig materiatéw polimerowych
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Rys. 45. Wykres przedstawiajgcy wartosci srednie aktywnych ptytek krwi CD62P w kontakcie krwi
z modyfikowang powierzchnig materiatéw polimerowych
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Rys. 46. Wykres przedstawiajgcy wartosci srednie komorek CD45 pozytywnych w kontakcie krwi
z modyfikowang powierzchnig materiatéw polimerowych
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Rys. 47. Wykres przedstawiajgcy wartosci srednie agregatoéw leukocytarno-ptytkowych w kontakcie
krwi z modyfikowang powierzchnig materiatéw polimerowych

W badaniach wykorzystano réwniez technike mikroskopii fluorescencyjnej
w celu oceny stopnia adhezji komérek na modyfikowanych materiatach. Fragmenty

materiatu polimerowego po przeprowadzonym tescie ptukano w roztworze soli
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buforowanej PBS w celu usuniecia rezydujgcych krwinek czerwonych lub tez innych
niezwigzanych elementéw morfotycznych krwi. Po przeptukaniu materiatu barwiono
przy uzyciu przeciwciat pierwszorzedowych anty CD45 — koniugowanych z PE oraz
anty CD62 P koniugowanego z FITC. Inkubacje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez okres 30 min. Po tym czasie badane fragmenty polimeru ptukano
ponownie w PBS i obserwowano przy uzyciu fluorescencyjnego mikroskopu

odwrdéconego (Rys. 48).

Rys. 48. Obraz mikroskopowy badanych materiatéw parylenowych poddanych kontaktowi z krwig.
Widoczne nieliczne wykazujgce czerwong fluorescencje zadherowane ptytki krwi pozytywne
wzgledem receptora CD62P ( zielona fluorescencja), komoérki CD 45 pozytywne (czerwona

fluorescencja), agregaty leukocytarno-ptytkowe ( wykazujgce podwajng fluorescencije)
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Ponadto oprécz badan adhezji elementdw morfotycznych krwi oceniano
réwniez kinetyke adhezji komérek wzorcowych w kontakcie z badang powierzchnig
polimerow, wykorzystujgc w tym celu krotkoterminowy test scinania. Nastepnie
w celu oceny morfologicznej i ilosciowej komorki obserwowano z uzyciem techniki

mikroskopii fluorescencyjnej oraz kontrastu fazowego (Rys. 49- 52).

Rys. 49. Obraz mikroskopowy badanych materiatéw polimerowych. ( DC 008 — 5) poddanych
krétkotrwatemu kontaktowi z komérkami wzorcowymi. Barwienie przy zastosowaniu barwnika DAPI
barwigcego jgdra komorkowe ( niebieska fluorescencja) oraz obraz morfologii zadherowanych
komorek obserwowanych z zastosowaniem kontrastu fazowego
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Rys. 50. Obraz mikroskopowy badanych materiatéw polimerowych. ( DC 008 — 4) poddanych
krétkotrwatemu kontaktowi z komérkami wzorcowymi. Barwienie przy zastosowaniu barwnika DAPI
barwigcego jadra komoérkowe (niebieska fluorescencija) oraz obraz morfologii zadherowanych komoérek
obserwowanych z zastosowaniem kontrastu fazowego

Rys. 51. Obraz mikroskopowy badanych materiatéw polimerowych. ( DC 008 — 6) poddanych
krétkotrwatemu kontaktowi z komérkami wzorcowymi. Barwienie przy zastosowaniu barwnika DAPI
barwigcego jadra komoérkowe (niebieska fluorescencja) oraz obraz morfologii zadherowanych komoérek

obserwowanych z zastosowaniem kontrastu fazowego
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W przypadku badanych materiatdw obserwowano szybkg adhezje komorek
wzorcowych do badanych materiatéw, obserwowano liczne komoérki w polu widzenia
wiasciwie zadherowane i wykazujgce prawidtowg morfologie co moze stanowié

wskaznik predykcyjny dla biolizowania badanych powierzchni.
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Pakiet 3 — Inzynieria biomedyczna

Cel: Rozwigzywanie nieprzewidywalnych proceséw akceptacji implantu, ktére

moga wystapi¢ w zastosowaniu klinicznym.

Zadanie 1- Reakcje limfocytow T i B na zmodyfikowane powierzchnie

biomateriatow

Pierwszym etapem realizowanych prac bylo poznanie doktadnej
mikrostruktury powtoki, stanowigcg modyfikacje powierzchni biomateriatu. Wptyw
mikrostruktury, budowy krystalicznej powtoki ma istotne znaczenie w wywotywaniu
reakcji immunologicznych. Analiza mikrostrukturalna zostata przeprowadzona przy
uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM) TECNAI G? F20 (200 kV
FEG). Cienkie folie- preparaty do analizy mikroskopowej, przygotowano technikg
zogniskowanej wigzki jonowej tzw. “focused ion beam (FIB)”. Analizy TEM

prowadzono z przekroju poprzecznego powtoki (Rys. 52) .
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Rys. 52. Analiza TEM- jasne pole mikrostruktury powtoki Ti(C,N) na przekroju poprzecznym

Stwierdzono  wystepowanie silnego zdefektowania. Zaobserwowanie
rozwarstwienie powtoki, a na wigekszych powiekszeniach widoczna jest struktura
wielowarstwowa powstata w monowarstwie. Jest to najprawdopodobniej efekt

rozseparowania plazmy (Rys. 53).

B

Rys. 53 a.) Jasne pole TEM mikrostruktury powtoki Ti(C,N)- przekroj poprzeczny b.)struktura

wielowarstwowa
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Stwierdzono budowe nanokrystaliczg powtoki. Wyniki zaprezentowano
w ciemnym polu (Rys. 54). Analize fazowg przeprowadzono za pomocg dyfrakcji

elektronowej. (electron diffraction pattern).

a)

Selected ring for dark field image

b)

* (7 1 :co7NoaTi
(2 0 0):C0.7NO.3 Ti=—

L (2 2 0) CO7TNOB T
(8 1 1):CO7NOBTiI( 4 2 2): CO7TNOBTI

(4 2 0):CO7NO3TI

200 rm

Rys. 54. Mikrostruktura TEM powtoki Ti(C,N)- przekréj poprzeczny a). jasne pole; b). ciemne pole;

c). dyfrakcja elektronowa (analiza fazowa)

Analiza fazowa zostata potwierdzona za pomocg wysokorozdzielczej

mikroskopii elektronowej HREM (Rys. 55).
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Zone [111]

Rys. 55. Wysokorozdzielcza mikroskopia elektronowa- analiza struktury powtoki Ti(C,N)

Analiza jakosciowa i iloSciowa zostata przeprowadzona przy wykorzystaniu
detektora EDS “energy dispersive spectroscopy detektor”. Analiza liniowa wzdtuz

powtoki prezentuje zawartos¢ wyszczegodlnionych pierwiastkow (Rys. 56).
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Rys. 56. EDS- jakosciowa analiza chemiczna. Analiza liniowa

Wyniki analizy jakosciowej EDS (analiza skladu chemicznego) sg przedstawione

w tablicy 5
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Tablica 5 Wyniki analizy jakosciowej EDS

Pierwiastek Udziat Btad Udziat Btad
masowy % standartowy atomowy % standartowy
% %
Cc 19.4 2.2 34.8 2.0
26.6 3.2 40.8 2.6
Ti 53.9 2.2 24.2 1.5

Liczne defekty i problem z uzyskaniem odpowiednio dobrej jakosci materiatéw
powtokowych zwigzany jest z podiozem. Z zatozenia na podtozach z polichlorku
winylu, naktadanie powtok metodami fizycznymi jest bardzo trudne. Aktualnie trwajg
prace nad dodatkowg modyfikacjg powierzchniowg polimeréw stanowigcych podtoze

pod naktadanie powtok.

Biotechnologia- Reakcja limfocytow T i B w odpowiedzi na kontakt

z powierzchnig modyfikowanych materiatéw.

Dtugoterminowe stosowanie bioprotez sercowych konstruowanych w oparciu
o modyfikowane materiaty polimerowe moze prowadzi¢ to do stymulacji reakciji
uktadu

odpornosciowego, w tym ukladu dopetniacza, cytokin, neutrofili oraz zmian na

zapalnej. W jej przebiegu dochodzi do aktywacji elementéw
poziomie receptoréw limfocytow T i B. Reakcja zapalna moze prowadzi¢

w konsekwencji do uszkodzenia komorek srédbtonka naczyn i zwiekszenia jego
przepuszczalnosci. Tego rodzaju kaskada reakcji immunologicznych moze prowadzi¢
do powiktan w miejscu wszczepienia bioprotezy jak i do uogdlnionej reakcji zapalne;.
W zwigzku z czym istotna jest ocena w jakim stopniu modyfikacja powierzchniowa

polimeréw na bazie ktorych konstruowane sg bioprotezy moze przyczynia¢ sie do
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generowania reakcji ze strony sub-populacji limfocytéw T i B. W badaniach jako

materiat referencyjny stosowano tkanki biologiczne (Rys. 57, 58).
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Rys. 57. Wartosci srednie procentowe poszczegdlnych subpopulacji limfocytow, poddanych

kontaktowi ze sztuczng powierzchnig modyfikowanych poliuretanéw

CD3 CD16 CD& CD4 CD45CD 14 CD1SCD 40 CD S0

Rys.58. Wartosci srednie procentowe poszczegdélnych subpopulacji limfocytéw, poddanych kontaktowi

z powierzchnig tkanek acellularnych sieciowanych za pomocg flawonoidow

Wstepne wyniki badan, nie wykazaty istotnej aktywacji tych komoérek
w kontakcie z powierzchnig tkanki acellularnej oraz z powierzchnig materiatéw

polimerowych, z modyfikowang powierzchnig. Jedynie w przypadku receptora CD 14
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dla monocytow obserwowano jego wiekszy odsetek tych komérek w przypadku

tkanek acellularnych w poréwnaniu do materiatéw polimerowych.

Zadanie 2- Osadzanie komoérek sréodbtonka na powierzchni biomateriatu

Gtéwnym celem prowadzonych prac jest modyfikacja wewnetrznych czesci
protez naczyniowych. Jednym z gtéwnych rozwigzan sg materiaty- analogi tkankowe.
Jest to potgczenie rozwigzan klasycznej inzynierii materialowej z inzynierig
biomedyczng. Sg to materialy dla protez uktadu krgzenia przeciwdziatajgce
powstawaniu skrzeplin oparte o odtworzenie struktury naczynia krwionosnego. Idea
odtworzenia blaszki podstawnej srédbtonka naczyh krwionosnych oparta jest na
trzech  podstawowych aspektach inzynierii biomedycznej: odpowiedniego
rusztowania, zadokowanych komdérek tworzgcych wtasciwg tkanke i odpowiedniego
sygnatu porzadkujgcego organizacje tkanki. Koncepcja powtok wspotpracujgcych
z krwioobiegiem, czyli nie powodujgcych powstawania zakrzepow lub powodujgcych
wykrzepianie w znikomym zakresie oparta jest o tak zwany dialog miedzytkankowy.

Pierwsze rozwigzanie bedgce podstawg prowadzonych prac w tym zadaniu
dotyczy materiatow umozliwiajgcych wptyw na migracje komorkowg. Prace na tym
etapie miaty charakter podstawowy, poznawczy, zachowania komérek w zaleznosci
od modyfikacji podtoza. Na potowie grubosci powtok, ktére miaty catkowitg grubos¢
do 50 nm wyrzezbiono kanaliki migracyjne (Rys. 59, 60). Zastosowanie wysoko
wyspecjalizowanej techniki byto mozliwe dzieki wspotpracy z Instytutem

Optoelektroniki Wojskowej Akademii Techniczne;j.
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Rys. 59. Zasada ablacji laserowej materiatéw Rys. 60. Kanaliki migracyjne dla komorek

o gtebokosci potowie grubosci powtok

Ablacja- pod tym pojeciem rozumie sie odparowanie warstwy wierzchniej roznego
rodzaju materiatdbw: metali, ceramik, tworzyw sztucznych i innych [Marczak J. 2006].
Proces ablacji wystepuje w trakcie trwania impulsu laserowego, wystepuje
oddziatywanie promieniowania laserowego (pochtanianie i rozpraszanie)

Z wyrzucaniem materiatu

(w postaci pary i cieczy). W wyniku napromienienia powierzchni materiatow za

pomocg impulsu promieniowania laserowego o odpowiedniej gestosci energii w

czasie (gestosci mocy), zachodzg takie zjawiska jak: absorpcja promieniowania,

zjawiska cieplne lub fotochemiczne. Pozgdany jest maty wspodtczynnik odbicia

promieniowania, a odpowiednio duze wzbudzenie powierzchni wymaga wigzek

laserowych o duzych natezeniach i matej gtebokosci absorpcji promieniowania

laserowego (Rys. 59). Proces ablacji materiatu podzieli¢ mozna na kilka etapow:

» zdeponowana energia (w objetosci) osigga wartos¢ progowg procesu ablacj;

» odparowanie warstwy wierzchniej materiatu moze zachodzi¢ na drodze termicznej
(pirolitycznej) lub fotolitycznej (dla promieniowania z obszaru nadfioletu);

+ powstaly obtok plazmy sktada sie z: fragmentow czgsteczek materiatu
elektronéw/jonéw oraz produktow reakcji;

+ obtok plazmy powoduje pochtanianie i rozproszenie padajgcego impulsu

promieniowania laserowego;
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* wygenerowana fala dzwiekowa (w gtgb materiatu) po odbiciu od granicy faz moze
powodowac zwigekszenie produktdw reakciji.

Grubos¢ odparowanej warstwy wierzchniej (gtebokos¢ ablacji) zalezy od:

» parametrow materiatu: optycznych — gtebokos$ci absorpcji promieniowania lasera;
termicznych — wspdtczynnika przewodzenia ciepta, wspotczynnika dyfuzji
temperatury i ciepta parowania;

» parametrow wigzki laserowej: dtugosci fali promieniowania lasera (wystepuje silna
zaleznos¢ wspotczynnika absorpcji materiatu od dtugosci fali), gestosci energii

i czasu trwania impulsu laserowego.

Na powierzchni zmodyfikowanych w postaci kanalikéw migracyjnych naniesiono
komorki srédbtonka HUVEC. Hodowle prowadzono w warunkach 5% CO., 100%
wilgotnosci, 37°C. Komorki po czterech dniach utrwalono w 4% roztworze para
formaldehydu i wybarwiono mitochondria, cytoszkielet i jgdra komdrkowe.
Stwierdzono tendencje migracji komoérkowej w kierunku kanalikéw. Wydaje sie,
ze powierzchnie zmodyfikowane metoda ablacji laserowej sprzyjajg adhezji. Wyniki

przedstawiono na rys. 61 i 62.
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Rys. 61. Interakcja komdrka- materiat w kanalikach migracyjnych

Rys. 62. Interakcja komorka- materiat w kanalikach migracyjnych- zobrazowanie wtdkien aktynowych

i tworzgcych sie lamelipodiéw

Na rys. 63 widoczne widkna aktynowe. Komodrka tworzy, charakterystyczne
w przypadku migracji, lamelipodia na koncach widkien aktynowych. Rys. 64
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przedstawia dwie komorki w roznych miejscach. Jedna na powierzchni
niezmodyfikowanej. Ma ona wysuniete lamelipodia w kierunku kanalika. Komorka

w kanaliku wydaje sie by¢ w stanie spoczynku.

Rys. 63. Komorki w dwdch réznych miejscach; wydtuzona z charakterystycznymi wypustkami na

podtozu niezmodyfikowanym, komérka o charakterze spoczynkowym w kanaliku

Pytanie; dlaczego obserwowalismy takie zjawisko? Co wptyneto na efekty
chemotaksji? Dlaczego obszar modyfikowany plazmowo jest bardziej aprobowany
przez komorki niz obszar tzw. nienaruszony?

Interpretacja tych zjawisk dokonana zostata przy zastosowaniu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (TEM) (Rys. 64- 66). Cienkie folie (preparaty do TEM)
wykonano nowoczesng technika zogniskowanej wigzki jonowej ,focuse ion beam”
(FIB) (Rys. 64). Technika ta umozliwita nam przygotowanie cienkiej folii doktadnie

z obszaru nas interesujgcego.
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Rys. 64 a.) Obraz SEM Rys. 64 b.) Wybor miejsca Rys. 64 c.) Naniesienie maski Pt

powierzchni z kanalikami analizy TEM i przygotowanie cienkiej folii
migracyjnymi metoda FIB

Rys. 65 i 66 przedstawiajg granice pomiedzy obszarem przetopionym
i nienaruszonym. Wskazuje to na to, ze podczas ablacji laserowej materiat zostat
odparowany z wyszczegolnionych obszaréw, ale na ich granicy zaszia wtorna
reakcja polegajaca na wtérnym osadzaniu (,resputtering effect’). Na podstawie
analizy dyfrakcji elektronowej (,selected area electron diffraction pattern” SAED)
stwierdzono nanokrystliczny charakter ziaren z obszaru nienaruszonego. Obszar
przetopiony charakteryzuje sie juz znacznie wiekszymi ziarnami. Dlatego juz teraz
mozna byto stwierdzi¢, ze wielkoSC ziarna ma istotne znaczenie na przyleganie
komoérkowe. Znacznie bardziej korzystne jest ziarno wieksze. Jaki jest obszar
graniczny, czyli jak duze moze by¢ ziarno, ktére komérka bedzie jeszcze bardziej

.preferowac”, tego jeszcze nie udato sie okreslic.

Rys. 65. Granice pomiedzy obszarem przetopionym i nienaruszonym
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Rys. 66. Analiza TEM granic pomiedzy obszarem przetopionym i nienaruszonym

Kolejne rozwigzania, propozycje przygotowania podtoze pod zasiedlanie
komorkowe miaty juz charakter aplikacyjny. Jednym z rozwigzan bedgcych podstawag
prowadzonych prac w tym zadaniu dotyczy materiatdw porowatych wykonanych
metodg elektroprzedzenia (ang. Electrospinning). Zaznaczamy, ze w poczatkowej
fazie analiz, badania prowadzono przy wykorzystaniu ptaskich prébek, mat. Aktualnie
wykonywane sg elementy rurowe z polimerow metodg elektroprzedzenia, czyli rurki
porowate. Takie rusztowania majg gtdwne przeznaczenia pod zasiedlanie
komérkowe i wytworzenia tkanki.

Dla matogabarytowych protez uktadu krgzenia, takich jak element naczyn, czy
pierscienie zastawek, najbardziej obiecujgcg technikg wykonania rusztowania pod

zasiedlanie tkanki jest metoda eletroprzedzenia (ang. Electrospinning) (Rys. 67).
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Roztworpolimeru

L Igta

Wysokie napiecie P
\ -~ Strumien wywotfany polem elektrycznym

Rys. 67. Schemat ukfadu do produkcji materiatébw metodg “electrospinning”

Metoda elektroprzedzenia umozliwia optymalng kontrole mikrostruktury (ptaskie
rusztowania z wewnetrzng strukturg 3D) i budowe widkienkowg odwzorowujgca
strukture macierzy zewnatrzkomérkowej. Znakomite witasciwosci mechaniczne
widkienek umozliwiajg rozwiniecie wtasciwego fenotypu komorek.

Do materiatu porowatego dokowane sg biatka stanowigce podtoze pod zasiedlanie
komodrkowe. W przypadku materiatow kontaktujgcych sie z krwig mogg to by¢ biatka
osocza lub fibronektyna jako podtoze pod komérki srédbtonka. Sterowanie iloscig
zadokowanych biatek prowadzone jest poprzez funkcjonalizacje powierzchniowg
wykonang metodami PVD (physical vapour deposition)- fizyczne metody naktadania
powtok oparte o odparowanie tarczy. Zostato to potwierdzone licznymi prébami

laboratoryjnymi. Dodatkowo prowadzona jest obrébka powierzchniowa (fizyczna

i chemiczna obrébka powierzchniowa) wykonywana za pomocg technik plazmowych.
Obrébka taka umozliwia zmiane witasciwosci powierzchniowych modyfikowanych
polimerow w skali nano-chropowatosci. Naszym celem jest analog tkanki. Badania
doprowadzi¢ majg do stworzenia srodowiska samokontroli narastania tkanki. Proces
ten jest opisany w literaturze w innym zastosowaniu [Leung B. M. 2007,

Hynes R. O. 1999] Do tego celu w kolejnych etapach prac zastosujemy komorki

tkanki miesniowe;j.
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Samokontrola komorkowa prowadzona jest w takim uktadzie dzieki
zadokowaniu komorek tkanki miesniowej po drugiej stronie materiatu porowatego.
W celu zapewnienia stabilnosci konstrukcji materiatowo- biologicznej. Jako podtoze
pod komorki miesniowe wprowadzany jest kolagen. Dodatkowo kolagen wspottworzy
w 1-2% tkanke miesniowg (Rys 68). Odpowiednia hodowla komdrkowa
i dostarczenie wiasciwych substancji bioaktywnych — ,bioprinting” - doprowadza do
samounaczynienia i podjecia wstepnych czynnosci zyciowych. Ostatecznie powstac

powinien implant jako w petni funkcjonalna struktura tkankowa.

Protein 1: Fibronectin

Protein 2: Collagen

Muscle cells

Rys. 68. Docelowa konstrukcja analogu tkankowego z zapewnieniem dialogu tkankowego

Analiza SEM materiatu porowatego przygotowanego metodg ,elektrospiningu”
przedstawiono na rys. 69. Materiaty porowate powstaty przy wspotpracy z Center for
Biomedical Engineering and Physics; Medical University Viena AKH Austria, jako

wkfad wlasny do realizacji projektu.
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Rys. 69. Analiza SEM (Scanning Electron Microscopy) materiatu porowatego przygotowanego metodg
“electrospinning” przez wspotpracujgcy osrodek- Center for Biomedical Engineering and Physics;

Medical University Viena AKH Austria

Wyniki

Komérki byty hodowane w 37°C, 5% CO,, 95% powietrze, 100% wilgotnosci.
Komorki $rodbtonka HUVEC (human umbilical vascular endothelium cells) byty
hodowane przy wspomaganiu czynnikami wzrostowymi i lekami przeciwdziatajgcymi
powstawanie odczynéw zapalnych i witaminy (Medium EGM-2). Poczatkowo
eksperymenty polegaty na natozeniu komorek srédbtonka o gestosci 50000 cells/cm?
bez wstepnego uszlachetnienia powierzchni poprzez zadokowanie biatek. Zgodnie
z instrukcjg, taka gestos¢ komédrek powinna by¢ wystarczajgca aby petna konfluencja
zaszta w ciggu dwéch dni. Reakcje zachodzgce na kontakcie komérka- materiat
obserwowano codziennie przez okres 7 dni. Wyniki przedstawiono na rys. 70. W celu
wizualizacji komorek zastosowano niskotoksyczny preparat fluorescencyjny
(MitoTracker). MitoTracker, pasywnie dyfunduje przez btone komorkowg i akumuluje
sie w zaktywowanych mitochondriach. Sama idea taczenia sie substruktur
komérkowych z odczynnikiem fluorescencyjnym eliminuje pomytke wigczenia

do analiz komoérki patogeniczne.
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Obserwacja 1

1 O&Hm

Obserwacja 2

1 Oulm

Obserwacja 3

Rys. 70. Oddziatywanie komoérka- materiat porowaty- obrazy fluorescencyjne

Badania prowadzono przy zastosowaniu szerokopolowego mikroskopu
fluorescencyjnego. Technika ta niestety ogranicza pole dziatania obserwatora.
Szerokopolowy mikroskop fluorescencyjny nie eliminuje promieniowania spoza
ptaszczyzn obserwacji. To co obserwujemy obarczone jest dodatkowym btedem
zwigzanym z wystepowaniem tzw. dyskow Airy. W tym przypadku najwtasciwszym
wydaje sie zastosowanie wysoko wyspecjalizowanej aparatury takiej jak skaningowy

mikroskop konfokalny oparty o promieniowanie laserowe.
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Nie mozna byto jasno okreslic czy to, co widzimy to komorki. Byto to
spowodowane migracjg komérek w pory. Nie da sie usung¢ komorek z porowatego
rusztowania w celu ich dalszej analizy. Dlatego, tg samg procedure barwienia
komorek przeprowadzono dla HUVEC natozonych na szkto. Zaobserwowalismy ten

sam efekt grupowania komorek tworzgcych konfluencje (Rys. 71).

Rys. 71. Wzorzec formowania konfluencji komérkowej

Nie ma idealnego materiatu dajgcego kontrole nad osadzaniem, wzrostem
i proliferacjg komorek. Dalsze prace zwigzane z modyfikacjg powierzchni materiatu
zwigzane byly z zastosowaniem cienkich powtok. Optymalizacje powierzchni
przeprowadzono wykorzystujgc metody fizyczne osadzania powitok. Badanie
fluorescencyjne migracji i proliferacji komorek pokazano na rys. 72. Innym aspektem

dostosowania interakcji komorka-materiat jest adsorpcja biatka (Rys. 73).
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Obserwacja 1 (poczatkowa, po nanieseniu) Obserwacja 2 (koncowa)

Rys. 72. Proliferacja komoérkowa na powierzchni materiatu warstwowego

Analiza interakcji komoérka- materiat wykazata najlepsze witasciwosci dla
powtok Ti (C, N)i Si_DLC (Rys. 72). Powtoki wegloazotku tytanu i powtoki weglowe;
modyfikowanej krzemem zostaty naniesione na podtoza porowate. Naszym celem
byto odtworzenie struktury macierzy pozakomoérkowej (ECM). W tym przypadku
najwazniejszg role odgrywa fibronektyna. Analiza adsorpcji tego biatka zostata

przedstawiona na rys. 73.

Fibronectin 50pug/mL
19
18,5
18
17,5 //:-
17 -
Porous Porous with Porous with
Ti(C,N) Si_DLC

Rys. 73. Analiza adsorpc;ji biatka- fibronektyny do powierzchni materiatéw porowatych

Drugim biatkiem biorgcym udziat w strukturze blaszki podstawnej naczynia jest
kolagen (Rys. 74).
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Collagen 50pg/mL

50
40
20
10 /
0
Porous Porous with  Porous with
Ti(C,N) Si_DLC

Rys. 74. Analiza adsorpcji biatka- fibronektyny do powierzchni materiatéw porowatych

Stwierdzono wyzszg adsorpcji kolagenu w poréwnaniu z fibronektyny.
Struktura materiatdbw porowatych rézni sie w zaleznosci od powierzchni. To, co
zostato podjete w ramach endotetializacji, po tzw. stronie "luminal ", czyli gérna
powierzchnia, posiada mniejsze pory. Jest to powierzchnia majgca kontakt
z otaczajgcg atmosferg, nie z matrycg. Druga strona miata bezposredni kontakt
z kolektorem podczas procesu elektroprzedzenia. Powierzchnia ta charakteryzuje sie
wiekszymi porami. To ttumaczy, dlaczego zaobserwowaliSmy wyzszy adsorpcji
kolagenu. Przy zastosowaniu powtok z wegloazotku tytanu powierzchnia wiokien
polimerowych zmienia swoje wilasciwosci biofizyczne. W tym przypadku
zaobserwowalismy najsilniejsze oddziatywanie na adsorbcje biatka.

Dla kolagenu, biatko to adsorbowato stosunkowo jednolicie. Jedynie
stwierdzono nieznaczny wzrost ilosci zaadsorbowanego biatka dla powtoki Si DLC
naniesionej na widknach.

Kolejne zadanie polegato na probie natozenia komérek na materiaty porowate.
Powierzchnie wtdkien polimerowych modyfikowano przy zastosowaniu metod
fizycznych ww. powtokami (Ti(C,N) i Si(DLC)). Poczatkowo nie stosowano
wspomaganie biatkiem. Wyniki bezposredniego oddziatywania materiatow

porowatych na komorki Srodbtonka przedstawiono na rys. 75.
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Rys.75 a.) Reakcja komc')re Srodbtonka na
powierzchnie materiatu powtoki Ti(C,N) i Si DLC
osadzone na podfoze poliuretanu

rid. )
¥

B 10&|,.1m :
Rys.75 b.) Reakcja komérek srédbtonka na Rys.75 c.) Rakcja komorek srédbtonka na
powierzchnie materiatu porowatego z powlokg powierzchnie materiatu porowatego z powtokg

SiDLC Ti(C,N)

Rys. 75. Oddziatywanie komoérka- materiat. Brak wprowadzonej fibronektyny

Stwierdzono interakcje komérek z materiatem porowatym. Komorki weszty
w pory. Podczas analizy nie prowadzono eksperymentéw polegajgcych na ich
ponownym odzyskaniu i analizie. Prowadzono barwienia przezyciowe barwnikiem
tagczgcym aktywne mitochondria komérkowe- MitoTrucker. Nastepnie analizowano
przy zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego. Dodatkowe, eksperymenty
uzupetniajgce polegajgce na analizie zmiany potencjatu w czasie wykazaty spadek
opornosci w czasie. Analizy zmiany impedancji w zaleznosci od narastania
komérkowego prowadzone byty przez innych autorow [Moore E. 2009]. Obserwowali
oni w pierwszej fazie eksperymentow obnizenie impedancji spowodowanej wzrostem
komorkowym. Po  kilku dniach obserwacji stwierdzili wzrost impedancji
spowodowanej najprawdopodobniej $miercia komodrek. W naszych prébach

obserwowalismy jedynie nieznaczny spadek impedancji, podczas, gdy analizy
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fluorescencyjne potwierdzaty obecnos¢ zywych komorek. Wstepna interpretacja
wskazuje na silng dyfuzje ptynéw przez pory, szybszg niz formowanie ,monolayeru”
komorkowego. Wskazuje to na odpowiednie wiasciwosci strukturalne pod budowe
rusztowania komorkowego, ktore umozliwia odpowiednie dostarczanie mediow
hodowlanych do komérek. Jest to na razie wstepna obserwacja i struktura materiatu
porowatego rowniez nie jest ostateczna, jakg chcielibySmy ostatecznie mie¢ na
implancie naczyniowym. Z dalszych obserwaciji fluorescencyjnych wynika, ze niestety
swobodna migracja komoérkowa wewnatrz materiatu jest utrudniona. Jest to
najprawdopodobniej spowodowane strukturg zamknietych poréw, lub potgczen zbyt

matych.

Na podstawie uzyskanych wynikow, dalsze analizy prowadzone byty w oparciu
0 zadokowane biatka do struktury macierzy porowatej. Przed osadzeniem komorek,
do por wprowadzano fibronektyne (FN) o koncentracji 50 pug /mL, gtéwne biatko
w strukturze macierzy zewnatrzkomdrkowej. Po godzinie inkubacji, ciecz byta
usuwana | wprowadzane komorki. Wyniki analizy fluorescencyjne przy wykorzystaniu

barwnika MitoTrucker przedstawiono na rys. 76.
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Rys.76 a.) Reakcja komdrek srodbtonka na powierzchnie materiatu porowatego z powtokg Si DLC
i zadokowanym biatkiem fibronektyng

Rys.76 b.) Reakcja komdrek srodbtonka na powierzchnie materiatu porowatego z powtokg Ti(C,N)
i zadokowanym biatkiem fibronektyng

Rys. 76. Oddziatywanie komorka- materiat. Wprowadzona fibronektyna

Zaobserwowalismy znacznie lepsze narastanie komérkowe w poréwnaniu do
matryc bez biatka. Jest zrozumiate, ze komodrki wmigrowaty do por, ale wiele
komoérek pozostato na powierzchni, kotwiczone przez biatka. Uwaza sie, ze receptory
na powierzchni komoérek FN i ich zamocowania do cytoszkieletu przedtuzone na
czgsteczki FN, uwidocznity czesci wigzgce. Efekt ten widoczny jest szczegodlnie

mocno dla mat porowatych, gdzie wiékna modyfikowano wegloazotkiem tytanu.

Trzecim rozwigzaniem zaproponowanym i rozwijanym w ramach tego pakietu jest
tematyka wywodzgca sie z prac rozpoczetych w ramach programu Polskie Sztuczne
Serce. Sg to analogi tkankowe wytworzone na powierzchniach materiatow litych,
czyli elementach wspomagania serca. Badania dawaty obiecujgce rezultaty. Z

zatozenia projekt ,CardioBioMat” stanowi projekt satelitarny do programu ,Polskie
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Sztuczne Serce” (PSS), czyli realizuje zagadnienia materialowe nie rozwijane w
PSS, ale jest jego uzupetnieniem. W tej czesci rozwijano powtoki porowate na

podtozach polimerowych bedgcych podstawg projektu CardioBioMat.

Kwas hyaluronowy jest biopolimerem. W przeciwienstwie do innych
proteoglikandw, nie tworzy kowalencyjnego wigzania z biatkami, dlatego tez nie
moze tworzyC czesci typowego proteoglikanu. Moze jednak by¢é w centrum,
tworzgcym formy proteoglikanu tzw. ,agregat proteoglikanu”. W pracach “Layer-by-
layer deposition of hyaluronic acid and poly-I-lysine for patterned cell co-cultures”
autorstwa Ali Khademhosseini et al. [Khademhosseini A. 2004] oraz Zhiyong Tang
et. al. [Wang Z. T.Y. 2006] opisano metode tworzenia wzordw, wykorzystujgc
opornos¢ komorkowg kwasu hyaluronowego (HA). Opisano mozliwos¢ dotgczenia
innego polielektrolitu, silnie wptywajgcego na adhezje komorkowa- Poli-L-lisyny
i zadokowania biatek. Ich doswiadczenia wykazaty, ze adhezja takich biatek jak
albumina surowicza (BSA), IgG, i fibronektyna (FN) byta ograniczona na powtokach
kwasu hialuronowego (HA) w porownaniu do podioza kontrolnego- szalka
hodowlana. Inni autorzy wykazali ze chemiczne adsorbcja fibronektyny (FN) ma
miejsce jedynie na powierzchni uktadu powtok (PLL/HA)+PLL [Semenov O. V. 2009]
Udowodnili, ze FN tworzy kompleksy z PLL z niewielkg lub zadng penetracjg do
materiatu. Wigzanie kowalencyjne FN do powitoki PLL/HA wptywa na odpowiednie
narastanie komorek. Innym materiatem hamujgcym adsorbcje biatek i selektywne
kotwiczenie komorkowe to poly(L-lysine)-[g]-poly(ethylene glycol). Autorzy
potwierdzili tzw. niespecyficzne adsorbje biatek jak rowniez wysokg biozgodnosc
i niskg toksycznos¢ [Wong 1.2009]. Do badan przygotowano materiaty warstwowe
metodg “Layer by Layer”. 12 bi-powtoki wykonano wg planu przedstawionego

w tablicy 6:

Tablica 6. Plan eksperymentu

Cross link and PEG | Cross link and PEG 2 | PEG 1 and cross PEG 2 and cross link No PEG and cross link
1 (PLL/HA)x12+cross link (PLL/HA)x12+PEG 2 (PLL/HA)x12+PLL+cros
(PLL/HA)x12+cross link+PEG 2 (PLL/HA)x12+PE +cross link s link
link+PEG 1 G 1 +cross link
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Powierzchnie funkcjonalizowano wprowadzajgc biatko (FN), zgodnie z protokotem
zamieszczonym w literaturze [Katalog Roche] Powierzchni pokrywano biatkiem
przygotowanym odpowiedniej koncentracji 50ug/ml. Na powierzchnie ostatecznie

natozono (5 pg/cm?). Natozone biatka inkubowano przez 45 min w temperaturze +15

to +25°C. Wyniki adsorpcji (FN) przedstawiono na rys. 77.

Fibronectin 50pug/mL
15,5
19
18,5
18
17,5
17
16,5
16
15,5
Cross PEG1 PEGlcross PlLcross CrossPEG2 PEG2cross

Rys. 77. Adsorpcja biatka fibronektyny po funkcjonalnych powierzchni powtok porowatych

Nastepnie natozono komoérki srédbtonka "Human Umbilical Vein Endothelial
Cells” (HUVEC) i hodowano w odpowiednich warunkach. W celu fluorescencyjnego
wyznakownia aktywnych mitochondriow, zastosowano barwnik MitoTracker, ktory
pasywnie dyfunduje przez btone komoérkowg i gromadzi sie w mitochondriach.
Barwnik ten eliminuje btedy zwigzane 2z mozliwoscig analizy komoérek
patogenicznych, poniewaz znakuje aktywne mitochondria. Wyniki przedstawiono
narys. 78.
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Rys. 78. (Human Umbilical Vein Endothelial Cells- HUVEC)- komorki srodbtonka na powierzchniach

powtok porowatych

Analizujgc materiaty dostepne w literaturze i porownujgc uzyskane wyniki,
zachodzi pytanie, czy to co uzyskaliSmy, czy widoczna reakcja komoérkowa jest
poprawna. Na podstawie danych literaturowych stwierdziliSmy [Khademhosseini A.
2004], ze powtoka osadzana metodg "Layer by layer’ posiada charakter dyfuzyjny.
Gtebsze i bardziej szczegdtowe informacje mozna znalez¢ w publikacji C. Picart at al.
[Picart C. 2002] oraz L. Richert et al. [Richert L. 2004]. Udowodnili proces dyfuzji PLL
do i na zewnagtrz powtoki porowatej. Grupa Richert et al. zastosowali metode
fotowyswiecania ’“photobleaching- fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP)” przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (CLSM) dla powiok stabilizowanych
na przekroju i niestabilizowanych o ukfadzie (PLL/HA) PLL-FITC (FITC- zielony
barwnik). Dla powilok niestabilizowanych zaobserwowano czesciowy powrét
fluorescencji obszaru wyswieconego, podczas gdy dla powtok ustabilizowanych,
powrotu fluorescencji nie zaobserwowano. Jest to dowdd braku dyfuzji do powtoki
porowatej po jej ustabilizowaniu. Podobne analizy zostaty przedstawione przez grupe

Pickart et al. i zaprezentowane w cytowanej publikacji [Picart C. 2002]. W tym
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artykule, udowodnili istnienie procesu dyfuzji PLL do wnetrza powtoki przy uzyciu
znakowanego fluorescencyjnie PLL. Podkreslili, ze eksponencjalny charakter wzrostu

powtoki wynika z podobienstw procesu dyfuzji do i na zewnatrz.

W naszych eksperymentach warstwa po warstwie wzrost film zostat
przeanalizowany za pomocg mikrowagi kwarcowej (ang. akronim QCM lub rzadziej
QMB ozn. Quartz Crystal Microbalance). Jednym 2z naszych celow byto
zaadsorbowanie PLL-PEG. Analiza QCM polega na pomiarze zmian w czestotliwosci
rezonansowej rezonatora kwarcowego Af. Spadek Af wizualizuje zwigzanie powtoki

do powierzchni kwarcu. Wyniki QCM pokazano na rys. 79.
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Rys. 79. Analiza za pomoca mikrowagi kwarcowej (Quartz crystal microbalance- QCM) a.) brak

wprowadzenia HA na koncu procesu b.) préba wprowadzenia HA na koncu procesu

Stwierdzilismy, ze wprowadzenie PLL-PEG, w nieznacznym stopniu wptyneto
na zmiane czestotliwosci (Rys. 79 a). Przypuszczalnie trudnosci z wprowadzeniem
PLL-PEG do struktury porowatej zwigzane jest z procesem dyfuzji lezgcego pod nim
uktadu PLL/HA. ZdecydowaliSmy sie powtorzyé eksperyment i jako ostateczng

powtoke nanies¢ kwas hialuronowy (Rys. 79 b). Jako powitoke przedostatnig
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probowano znow natozy¢ PLL PEG. Nie zaobserwowano zmiany czestotliwosci.
Swiadczy to o niewlasciwym tgczeniu PLL-PEG do wcze$niej przygotowanej
struktury. Uktad powtok wielowarstwowych PLL/ HA- usieciowane, a nastepnie
natozenie kolejnej PLL jako warstwa wierzchnia, miat doprowadzi¢ do wykonania
odpowiedniego rusztowania pod zasiedlanie komorkowe. Pozostaje pytanie,
dlaczego nie zaobserwowaliSmy zmniejszenie ilosci zaadsorbowanych biatek, gdy po
usieciowaniu zostata przeprowadzona proba natozenia PLL-PEG,
charakteryzujgcego sie niespecyficzng adsorpcjg biatka. Wyniki przedstawione

na rys. 78 dowodzg jedynie czesciowo o poprawnym dziataniu PLL-PEG. Widac,
ze w przypadku natozenia PLL-PEG po usieciowaniu, zachodzi redukcja w ilosci
zadsorbowanych komorek. Do dalszych eksperymentow zdecydowaliSmy sie zmienic
koncepcje przygotowanie polielektrolitu przed natozeniem. W procesach
chemicznych nawet, wydawatoby sie, trywialny element w protokole, moze stanowic
0 koncowym rezultacie. Zgodnie z sugestig autoréw [Germanier Y. 2006] PLL-g-PEG
polimery powinny zosta¢ rozpuszczone do stezenia 1 mg / mlw 10 mM PBS, pH 7.4.
Przed uzyciem, roztwory polimeréw nalezy rozmrozi¢ przez trzy minuty

w temperaturze 37°C w tazni wodnej i ustabilizowa¢c w warunkach

eksperymentalnych (22°C) przez dwie minuty.

Inng problematykg rozwijang w ramach realizacji zadania byta funkcjonalizacja
powierzchni za pomocg powtok porowatych i ,monolayeru” komorek srédbtonka. Taki
uktad zaproponowano jako imitujgcy strukture naczynia krwionosnego
i zapobiegajgcy procesom wykrzepiania. Jednak rozwigzanie takie ma sens i szanse
powodzenia w przypadku zaistnienia petnej, poprawnej konfluencji. Zostato to
zobrazowane za pomocg konfokalnego mikroskopu laserowego Carl Zeiss LSM
Exciter 5 (Rys. 80).
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Rys. 80. ,Monolayer” komérek srodbtonka naniesiony na powtoki porowate
Dodatkowo zostaty zaobserwowane potgczenia miedzykomorkowe, co moze

Swiadczy¢ o formowaniu tkanki (Rys. 81, 82).

20 um
Rys. 81. ,Monolayer” komérek srodbtonka Rys. 82. ,Monolayer” komoérek srodbtonka

naniesiony na powfoki porowate naniesiony na powfoki porowate z widocznymi

potaczeniami miedzykomaorkowymi
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Aplikacja

Bioprotezy zastawek poliuretanowych pokrywanych warstwg polielektrolitow

przed nahodowaniem na nie komoérek ptukano doktadnie w PBS ( Phosphate Buffer
Saline). Nastepnie metodg sedymentacji nanoszono komorki. Zastawki

z nahodowanymi komorkami umieszczano w naczyniu hodowlanym i umieszczano
w inkubatorze z 5% przeptywem, CO, w temperaturze 37°C. Po 24h hodowli
oceniano efektywno$¢ zasiedlania komorkowego, morfologie komorek przyszyciu
techniki mikroskopii fluorescencyjnej oraz kontrastu fazowego. Zastosowano
barwienie przy uzyciu DAPI dla identyfikacji jader komérkowych oraz barwienia przy
uzyciu falloidyny w celu oceny elementéw cytoszkieletu. Badanie wykonywano przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Axio Observer (Zeiss), do analizy danych

wykorzystano program Axio Vision 4.6 ( Zeiss) (Rys. 83, 84).

O

Rys. 83. Fragment bioprotezy zastawki poliuretanowej modyfikowanej przy uzyciu polielektrolitow,
z nahodowanymi komérkami. Komaérki barwiono przy uzyciu barwnika DAPI (A) , ktéry barwi jadra
komoérkowe i wykazuje niebieskg fluorescencje, morfologie komérek obserwowano przy uzyciu
kontrastu fazowego (B,C)
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Rys. 84. Fragment bioprotezy zastawki poliuretanowej modyfikowanej przy uzyciu polielektrolitow,
z nahodowanymi komorkami. Komorki barwiono przy uzyciu barwnika DAPI , ktéry barwi jgdra
komodrkowe i wykazuje niebieskg fluorescencje, dodatkowo barwiono cytoszkielet komorkowy przy
zastosowaniu falloidyny ( fluorescencja zielona)

Modyfikacja powierzchni poliuretanowych bioprotez zastawkowych przy uzyciu
polielektrolitow wydaje sie promowacC adhezje komorek do modyfikowanych
powierzchni, juz po uptywie 24h komérki tworzg jednolitg monowarstwe.

Zadherowane komoérki wykazujg prawidtowg morfologie, oraz budowe cytoszkieletu.

Zadanie 3- Zagadnienia powiktania- badania bakteriologiczne

Pierwszym etapem analizy powiktania wprowadzanego materiatu jest zawsze
analiza adsorpcji biatka (Rys. 85). W realizacji tego zadania zastosowano surowice
krwi zawierajgcg koktajl biatkowy. Analiza ta pozwolita na otrzymanie ogolnej

informacji interakcji materiatu z Srodowiskiem tkanek.
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Rys. 85. (Bovine serum albumin-BSA)- analiza adsorbcji biatka do materiatéw porowatych

i powlokowych

Biatko surowicy zostato zoptymalizowane z albuming surowicy bydlecej. Nie
byto zaskoczeniem, Zze najwiekszg ilos¢ biatka zaadsorbowata na materiatach
porowatych. W tym przypadku mamy do czynienia z otwarciem powierzchni poprzez
widkna. Jednym 2z najciekawszych wnioskdw wyptywajgcych z opisanego
eksperymentu jest to, ze prawdopodobnie jestesmy w stanie mie¢ dodatkowy wptyw

na adsorpcje biatka do porowatych materiatdw przez zastosowanie cienkich warstw
na wibknach materiatow porowatych.
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Pakiet 4 — Sztuczny pacjent

Cel: Testowanie elementéw protez naczyniowych poprzez interdyscyplinarne

badania biofizyczne w warunkach symulujgcych zastosowanie kliniczne

Zadanie 1- Konstrukcja ukladu do symulacji oddzialywania sztuczny materiat

krew — sztuczny pacjent

Zadanie to ma na celu wykonanie serii urzgdzen przeznaczonych do analizy

stopnia wykrzepiania. W ramach realizacji tych prac zostaty wykonane:

- komora promieniowego przeptywu w ramach realizacji projektu CardioBioMat

zostata zmodyfikowana i rozbudowana (Rys. 86)

- symulacja przeptywu aortalnego do analizy stopnia wykrzepiania materiatow
w ksztatcie rurowym- na podstawie zatozen testu Impact-R [Dardik R. 2002;
Germanier Y. 2006, Shenkman B. 2003; Wang X. 2002], wykonano oryginalne

stanowisko do analizy jakosci krwinek i aktywacji uktadu krzepniecia (Rys. 87).

Instytut Metalurgii i Inzynierii Materiatowej i Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii

utworzyty wspoélne laboratorium do realizacji czesci prac.
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Rys. 87 a.) Ogodlny widok testu Rys. 87 b.) Silnik Rys. 87 c.) Elementy uktadu:

do symulacji przeptywu wolnoobrotowy, zapewniajgcy holder, wirnik- umozliwia
aortalnego petne omywanie badanego analize wykrzepiania w
elementu rury warunkach fizjologicznych,

stempel- sterowanie objetoscig

czynng

Rys. 87 e.) Wirnik Rys. 87 f.) Wirnik )

Rys. 87 g.) Stempel Rys. 87 h.) Stempel Rys. 87 i.) Elementy ukfadu

podczas pracy

Rys. 87. Test symulacji przeptywu aortalnego dla materiatéw w ksztatcie rurowym- analiza procesu

wykrzepiania na $cianach elementéw rurowych w warunkach fizjologicznych
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Duze modele konstrukcji uktadu ,,Sztuczny Pacjent”

Pracownia Sztucznego Serca Fundacji Rozwoju Kardiochirurgii wykonata
prace zwigzane z realizacjg zadania Sztuczny Pacjent, w zakresie konstrukcji uktadu
do symulacji oddziatywania sztuczny materiat — krew w tzw. duzym modelu
analitycznym. Opracowano projekt uktadu, umozliwiajgcego testowanie elementow
protez naczyniowych poprzez interdyscyplinarne badania biofizyczne w warunkach
symulujgcych zastosowanie kliniczne. Planowany zakres badan obejmuje analize
wytrzymatosci mechanicznej powtoki naniesionej na powierzchnie wewnetrzng
protezy naczyniowej w warunkach dynamicznego przeptywu oraz analize

oddziatywania krew-biomateriat w warunkach dynamicznego przeptywu krwi.

Analiza wytrzymatosci mechanicznej powtoki naniesionej na powierzchnie
wewnetrzng protez naczyniowych w warunkach dynamicznego przeptywu
Opracowano protokdt badan z wykorzystaniem opracowanego stanowiska
pomiarowego, symulujgcego warunki hydrodynamiczne panujgce w uktadzie
krwionosnym cztowieka. Symulacje uwzgledniajg dwa warianty przeptywu medium
przez ukfad:
- przeptyw pulsacyjny (pompa pulsacyjna),
- przeptyw ciggty (pompa Medtronic).
Do wykonania badania proponuje sie trzy warianty medium operacyjnego:
* ptyn polimerowy o reologii zblizonej do krwi,
» 33% roztwor gliceryny o lepkosci zblizonej do krwi,
» SBF (Simulated Body Fluid) — ptyn o sktadzie jonowym osocza krwi.
Ciecz w uktadzie krgzy¢ bedzie z przeptywem 5I/min, cisnieniem 100mmHg oraz
w temperaturze 37°C. Czas trwania do$wiadczenia bedzie wynosit 24h.
Uktad o ciggtym/pulsacyjnym przeptywie medium jest zlozony z nastepujgcych
elementéw:
e pompy wirowej /[pompy pulsacyjnej
» jednostki sterujgcej pracg pompy
» badanej protezy naczyniowej (kaniul)

* rezerwuaru medium badawczego

81



tgcznikow

tazni wodnej

sondy przeptywomierza
sondy cisnienia

oporu cisnienia na drenie — klem

Analiza oddziatywania krew-biomaterial w warunkach dynamicznego przeptywu

krwi.

Dla potrzeb realizacji badania oddziatywania powierzchni biomateriatu z krwig

opracowano uktad o przeptywie ciggtym/pulsacyjnym medium, ktéry jest ziozony

z nastepujgcych elementow:

pompy wirowej /pompy pulsacyjnej
jednostki sterujgcej pracg pompy
badanej protezy naczyniowej (kaniul)
rezerwuaru medium badawczego
tgcznikow

tazni wodnej

sondy przeptywomierza

sondy cisnienia

oporu cisnienia na drenie — klem

Jako medium proponuje sie krew wieprzowa, antykoagulowang heparyng. Krew

w uktadzie krgzy¢ bedzie z przeptywem 5 L/min, pod cisnieniem 100mmHg

i w temperaturze 37°C. Czas trwania eksperymentu wynosi 5-6 godzin. W czasie

doswiadczenia zostang pozyskane probki krwi w celu oznaczen:

ACT — zmiany krzepliwosci krwi w czasie eksperymentu,

morfologii — zmiany liczby elementéw morfotycznych w czasie

doswiadczenia,
stezenia wolnej hemoglobiny w osoczu — poziom hemolizy erytrocytow

w wyniku oddziatywarn mechanicznych i chemicznych,
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o aktywacji ptytek krwi - cytometria przeptywowa CD 62P -PE,
agregometr impedancyjny — ADP TEST, ASPI TEST,
» aktywacji elementéw uktadu leukocytarnego - cytometria przeptywowa
CD45-FITC .
W celu wykluczenia wptywu stosowanej pompy na krew, w eksperymencie
zaplanowano wykonanie badan referencyjnych w uktadzie sztucznego krgzenia
z drenami (kaniulami) referencyjnymi. Po zakonczonym badaniu powierzchnie
drendéw kontaktujgcych sie z krwig zostang utrwalone w celu przekazania do badan
szczegotowych.
Schematy ideowe uktaddéw sztucznego krgzenia o przeptywie ciggtym i pulsacyjnym

przedstawiono na rys. 88 i 89.

W ramach realizacji zadania pn. ,Konstrukcja uktadu do stymulacji oddziatywania
sztuczny materiat krew — sztuczny pacjent” zaprojektowano ukfady stanowisk
laboratoryjnych dla przeprowadzenia badan wytrzymatosci mechanicznej powitok
naniesionych na powierzchnie wewnetrzne kaniul oraz ich oceny biologicznej
kontaktu z krwig w warunkach przeptywu dynamicznego. Zaproponowano sposob
przeprowadzenia badan oraz dokonano zakupow obejmujgcych elementy stanowisk
badawczych (bio-pompy, dreny, worki perfuzyjne, taczniki, czujniki cisnienia,

sktadniki mediow roboczych).
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Rys.88. Schemat ukladu badawczego z pulsacyjnym przeptywem medium
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Rys.89. Schemat uktadu badawczego z ciggtym przeptywem medium
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Zadanie 2- Selekcja materiatu na bazie scenerii oddzialywania krew-biomateriat

Aktualnie prowadzone sg wstepne analizy przygotowawcze do realizacji tego
zadania. Na podstawie testow przeprowadzonych przy uzyciu wtasnych
i komercyjnych stanowisk badawczych wytypowano powtoki weglowe naktadane
metodg wytadowania jarzeniowego. Z powtok polimerowych wytypowano powtoKi

z polielektrolitow. Dotychczasowe analizy wyeliminowaty powtoki parylenowe.
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Pakiet 5 — Zarzadzanie projektem

Cel: Zarzadzanie finansami projektu oraz administracja, sprawozdawczosc¢,

organizacja corocznych naukowych spotkan, promocja wynikow

W ramach realizacji tego pakietu prowadzone jest zarzgdzanie projektem
i kontakt z Narodowym Centrum Badan i Rozwoju. Przygotowywane sg zmiany

i aneksy konieczne do efektywnej realizacji projektu.

Organizowane sg spotkania majgce na celu weryfikacje poszczegdlnych zadan
wykonywanych przez uczestnikow projektu. Dotychczas odbyty sie 3 spotkania:

« 18.01.2010 roku w Krakowie,

+ 18-19.06.2010 w Krakowie,

* 15.10.2010 w Krakowie,

* 15.12.2010 w Krakowie,

« 16.12.2010 w Zabrzu (po zakonczeniu konferencji organizowanej przez
Fundacjg Rozwoju Kardiochirurgii).
Z kazdego spotkania zostat sporzgdzony protokét - Zatgeznik I.

Zostata stworzona strona internetowa www.CardioBioMat.imim.pl, na ktorej

znajdujg sie m.in. informacje o programie MNT Era-Net, opis projektu CardioBioMat
oraz jednostek bedgcych jego wykonawcami. Strona projektu jest prowadzona
w dwoch jezykach - polskim i angielskim.. Za pomocg e-Biuletynu prezentowane sg
najwazniejsze rezultaty prac wykonywanych w ramach projektu. Niedawno w ramach
dziatalnosci ,Transfer of Knowledge” uruchomiono roéwniez platforme
e-Learningowg. Na platformie tej zamieszczone sg wyktady w zakresie inzynierii
materiatowej, biologii i medycyny przygotowane przez specjalistow z kazdej z trzech
wymienionych dziedzin. W najblizszej przysztosci wprowadzona zostanie rowniez
mozliwo$¢ kontaktu z kazdym z wyktadowcdw oraz weryfikacji wiedzy w postaci
modutu tzw. uczgcego testu. W celu sprawnej realizacji projektu planuje sie takze
stworzenie platformy dyskusyjnej z mozliwoscig telekonferencji.

16.12.2010 zostata zorganizowana przez Fundacje Rozwoju Kardiochirurgii
konferencja dotyczgca tematyki realizowanej w ramach projektu CardioBioMat -

,Nanostructural materials for implants and cardiovascular biomedical devices”.
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W konferencji wzieli udziat specjalisci z kraju i zza granicy. Referaty prezentowane
przez uczestnikdw konferencji zostaty zawarte w Biuletynie projektu (Zatgcznik II)
oraz w e-Biuletynie znajdujgcym sie na stronie internetowej projektu. Dodatkowo,
udziat w konferencji brata lokalna telewizja Zabrze. Przeprowadzone przez nig
wywiady z koordynatorem projektu oraz z gtdbwnym organizatorem zostaty
umieszczone na stronie internetowej projektu.

Problematyka projektu jest tematem przewodnim doktoratu mgr Katarzyny
Maksymow, bedacej studentka Srodowiskowego Studium Doktoranckiego Instytutu
Metalurgii i Inzynierii Materiatowej Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

i Uniwersytetu Jagiellonskiego (Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej

oraz Wydziatu Chemii) z zakresu Inzynierii Materiatowe;.
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Wykaz aparatury naukowo - badawczej zakupionej w wyniku realizacji

projektu.

1. Zakupy dokonane przez Instytutu Metalurgii i Inzynierii Materialowej PAN
(IMIM PAN)

Inkubator (Rys. 90) i system rejestracji i przetwarzania obrazéw
fluorescencyjnych  (Rys. 91) stanowig doposazenie toru pomiarowego
do fluorescencyjnej analizy adhezji komérek. Elementy toru pomiarowego stanowig

integralng czes¢ z obecnie posiadang aparaturg IMIM PAN.

Inkubator jest przeznaczony do prowadzenia badan materiatdw w atmosferze
gazu CO,. Zastosowana w nim technologia opatentowanego ptaszcza grzejnego
z wymuszonym obiegiem powietrza (komora robocza bez wentylatora) pozwala
na osigganie stabilnych i powtarzalnych warunkdéw wzrostu tkanek. Urzadzenie
posiada wszelkie zabezpieczenia przed kontaminacjg. Inkubator jest wyposazony
w 3 kanatowy mikroprocesorowy kontroler temperatury oraz stezenia CO;
z wyswietlaczem LCD, z elektroniczng autodiagnozg, detektorem stezenia CO.
na podczerwien oraz gtowice mieszajgcg tworzgcg jednorodng atmosfere gazowg
wewngtrz komory. Zaletg systemu jest takze program autosterylizacji
w 185°C. Opatentowany system PERMADRY gwarantuje osiggniecie wilgotnosci do
98% i zapobiega kondensacji pary wodnej (suche $ciany wewnatrz inkubatora),

termostat z kolei zabezpiecza przed przegrzaniem.
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Rys. 90. Inkubator do hodowli komdrkowej pracujgcy w IMIM-PAN zakupiony ze srodkéw projektu
,CardioBioMat”

Rys. 91. Inkubator do hodowli komérkowej pracujacy w IMIM PAN zakupiony ze srodkéw projektu
,CardioBioMat”

Dla instytutu Metalurgii i Inzynierii Materiatowej zakupiono takze system
rejestracji i przetwarzania obrazéw fluorescencyjnych do mikroskopu konfokalnego,

pozwalajgcy na jego rozbudowe o komore inkubacyjng (projekt wtasny) (Rys. 92).
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System rejestracji

i przetwarzania obrazow
fluorescencyjnych Inkubator wtasnej konstrukgciji

zainstalowany na

mikroskopie konfokalnym

Rys. 92. Konfokalny Mikroskop Laserowy Carl Zeiss LSM 5 Exciter, pracujacy w Instytucie Metalurgii

i Inzynierii Materiatowej doposazony o stacje dokujgcg i komore inkubacyjng

2. Zakupy dokonane przez Fundacje Rozwoju Kardiochirurgii (FRK)

Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii dokonata zakupu oprogramowania

do automatycznej analizy obrazu AxioVision seria 4.8 z opcjami:

« AxioVision 4 z modutem AutoMeasure

* AxioVision 4 z modutem AutoMeasure Plus
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W ramach realizacji projektu konieczne bylo przeprowadzenie testow
analizy przyczepnosci komorek do podtoza i prob modyfikacji powierzchni w celu
immobilizacji komoérek srodbtonka. W zwigzku z tym IMIM PAN musiat skorzystac
z konsultacji merytorycznej Laboratoire des Matériaux et du Génie Physique Institute
National Polytechnique de Grenoble MINATEC. W tym celu ztozono wniosek
0 przyznanie projektu wymiany PAN- CNRS z Francjg - Polonium. Whniosek ten
zostat zaakceptowany i jest z powodzeniem realizowany. Raport z realizacji projektu

Polonium zawiera Zalgcznik ll.
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i  Uniwersytetu Jagiellońskiego (Wydziału Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej oraz Wydziału Chemii) z zakresu Inżynierii Materiałowej.  

