STRESZCZENIE

Wspbiczénie w medycynie poszukuje ¢simateriatow, ktére oprécz spetniania
podstawowych funkciji ddag dodatkowo bioaktywne. Do takiej grupy najeienkowarstwowe
powtoki na bazie miedzi i tytanu. Rk potagczeniu dwoch metali o #dych wiaciwosciach
uzyskano kompozyt o unikatowych cechach. Zastosmwaanokrystalicznych powitok
o r&znej koncentracji Cu oraz Ti me wspomaga walke ze wspotczesnymi problemami,
do ktorych naley ciggly wzrost opornéci antybiotykowej czy wzrost ikei przypadkow
zakaen poszpitalnych. Naley jednake pamgétac, ze przy projektowaniu nowych
biomateriatbw najwzniejszz cecly jest bezpieczestwo ich stosowania, czyli
biokompatybilné¢ wobec organizmu. Wykorzystywanie nanomateriatdwlzbwciaz wiele
obaw ze wzgldu na zbyt mato informacji dotygeych ich wptywu na organizmyywe.
Dlatego te wyniki bada niniejszej pracy majna celu poszerzenie wiedzy na temat ich
interakcji z komérkami eukariotycznymi oraz bakjagyni.

Gltownym celem pracy byto zbadanie odpowiedzi korodrj w warunkaclhn vitro dla
wybranych linii komorkowych w kontakcie z nanokigtznymi warstwami na bazie miedzi
i tytanu. Analiza wynikow polegata na pa&aniu poziomu przgwalnasci komorek
z wybranymi widciwosciami tych warstw z uwzgtinieniem wynikow badapoziomu ich
aktywndgci antydrobnoustrojowe.

Pierwszym etapem baflananomaterialtdw na bazie miedzi i tytanu byta sgéimva
charakterystyka wigiwosci strukturalnych i fizykochemicznych powierzchmaa okrélenie
sktadu materialowego. W tym celu wykorzystane bglgdzy innymi takie metody badawcze,
jak dyfrakcja rentgenowska (XRD), czy skaningowaknmskopia elektronowa (SEM).
Do oceny stechiometrii i stopnia utlenienia piestk@w w warstwie przypowierzchniowej
wykorzystano rentgenowskspektroskogi fotoelektronow (XPS). Za pomganikroanalizy
rentgenowskiej (EDS) okémno skfad warstw. Wszystkie badane warstwy chargkbwaty
si¢ nanokrystalicza struktug i byty zbudowane w wkszaci z krystalitow o wielkéci
wynoszcej 10 + 20 nm. Taka struktura daje ztios¢ uzyskania innowacyjnych materiatow
cienkowarstwowych o odmiennych é&awosciach w poréwnaniu do materiatow w formie
litej. Analiza widm XPS pokazataze powierzchnia nanokrystalicznych warstw ulegata
utlenieniu. Efekt ten ma pozytywny wptyw na ich ykhos¢ biologiczry (z uwagi na
wiekszaciowy udziat jonow CB* na powierzchni) oraz stabiléo w srodowisku (dzgki
samopasywacji tytanu). Po szczegotowej charakggsivigciwosci fizyko-chemicznych

materialtbw wykonano rekomendowane badania poziogtotaksycznéci potencjalnych



biomateriatow w oparciu 0 nogiPN-EN SO 10993-12:2009 orazPN-EN S0 10993-5:20009.
Ze wzgkdu na innowacyjny charakter cienkich warstwsézmetod badawczych néiato
zoptymalizowé. Do okrdlenia wptywu skfadu materialowego na poziom aktyyano
mitochondrialnej komoérek L929 wykorzystano metodpektrofotometryczn Analiza
wynikéw testu MTT ujawnita istotni@ wptywu czasu inkubacji, rodzajuegenia wyciagu

z materiatu jak rownie sktadu materialowego na poziom prywalndsci fibroblastow L929.
Wszystkie te czynniki byly istotne statystyczniemiaty potwierdzenie w literaturze
przedmiotu. Badane cienkie warstwy Cu-Ti o zawaitoniedzi niszej nz 53% at. nie
hamowaty aktywngci mitochondrialnej po kontakcie bezpednim jak i pérednim. Weksza
ilo$¢ miedzi w cienkich warstwach Cu-Ti, tj. powgj 53% at., miata negatywny wptyw na
komorki L929 poprzez pojawieniec¢sziarnist@dci w cytoplazmie oraz przerwanie biony
komodrkowej prowadgce do ichémierci. Kolejne testy potwierdzity brak negatywnegotywu
na zdolné¢ komorek do proliferacji w kontakcie z wygami z cienkich warstw, w sktadzie
ktorych byto mniej ni 53% at. Cu. SzczegoOlowa analiza oddziatywania meeriatow
cienkowarstwowych na bazie Cu i Ti wykonana zosthéawarstwy CesTizs, gdyz wyniki
bada z udzialem komorek L929 pokazabe poziom ich przgywalnacsci w kontakcie z 4
warstwg byt wyzszy lub rowny w poréwnaniu do prob kontrolnych. dhkakcie bezpaednim
komorki te tworzyty monowarstyy Kolejnym etapem byly badania i analiza rodzajierci
komorkowej, fazy cyklu komorkowego oraz zmian maépcznych (ziarnist&t i wielkosc).
Wszystkie te badania wykonano przyyciu cytometru przeptywowego. Analiza wynikow
bada ujawnita kinetyke wptywu nanokrystalicznych materialtdw cienkowarsivych
na komoérki mysich fibroblastéw L929 oraz Balb/Ci&kmateriatowy powtoki (CasTizs) nie
wptynat  na indukcg apoptozy czy nekrozy. Odsetek komorek ¢ddmych
w poszczegoélnych fazach cyklu komdérkowego byt pargwalny do prob kontrolnych.
Zmniejszenie iléci miedzi w nanokrystalicznej cienkiej warstwie iiavptyw na uzyskanie
innego poziomu oddziatywania na bakterie z grupan®&dodatnich oraz Gram-ujemnych.
Rdéznica ta wynosita jednéele niecate 3 p.p., dlategoztenazna uznéd, ze materiat o sktadzie
CuwsTizs ma wigciwosci antydrobnoustrojowe.

Podsumowujc mazna stwierdz, ze przeprowadzone badania pozwolity przili
dynamik; procesow komorkowych zachagtych na styku: powierzchnia materiatu — komorka,
oraz wyselekcjonowa materiat o skladzie, ktory jest toksyczny tylkoadkomérek
bakteryjnych. Uzyskane wyniki stanawpodstaw do opracowania nowych biomateriatéw
cienkowarstwowych o kontrolowanym poziomie oddandyia zarowno na komorki jak

i drobnoustroje.



Abstract

Nowadays researches in medicine focus on defingwgmaterials that, on top of basic
functions, will be additionally bioactive. This gne of multifunctional materials includes
nanocrystalline thin layers based on copper aaditim. The combination of two metals with
majorly different properties allowed the creatidraccomposite with unique features. The use
of thin-film coatings based on copper and titanimay support the struggle against
contemporary problems in the form of the continumuesease of antibiotic resistance or the
increase in the number of nosocomial infectionswelcer, it should be remembered that when
designing new biomaterials, safety of their usef th biocompatibility for the host, should
always be top priority. The use of nanomateriald stises many concerns due to the
insufficient data about their effects on living argsms. Therefore, the results of this research
can broaden the knowledge about their interactibin @ukaryotic and bacterial cells.

The main goal of the research was to investigatéro the cellular response to selected
cell lines in contact with copper and titanium nenystalline films. The analysis of the results
aimed at finding a correlation between the levadaif survival and selected properties of these
layers, also considering the results of studietherlevel of their antimicrobial activity.

The first stage of the research for Cu-Ti basedmeaterials involved a detailed analysis
of the structural and physicochemical propertieshef surface as well as determining the
material composition. For this purpose, method$ sicX-ray diffraction (XRD) or scanning
electron microscopy (SEM) were applied. The X-réwptoelectron spectroscopy (XPS) was
used to assess the stoichiometry and the degtbe okidation of elements in the near surface
layer. Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (ED&gdnined the composition of the layers.
All examined layers were built with a nanocrystadlistructure and were mostly made of
crystallites with the size of 10-20 nm. This sturetgives the opportunity to create innovative
thin-film materials with different properties compd to the counterpart solid materials. The
analysis of the XPS spectra showed that the sudbitee nanocrystalline layers was oxidized.
This has a positive effect on the biological atyidue to the concentration of &4 on the
surface) and the stability in the environment. Afte detailed physicochemical analysis,
recommended cytotoxicity studies were performetherPN-EN 1SO 10993-12: 2009 and PN-
EN ISO 10993-5: 2009 standards. Due to the innegatature of the thin layers, some of the
existing research methods had to be optimized. speetrophotometric method was used to

determine the level of the mitochondrial activityL®29 cells. The analysis of the results of



the MTT assay revealed the influence of the indobaime, extract concentration as well as
the material composition on the survival rate o28%ells. All these factors were statistically
significant and were confirmed in the literaturetioé subject. Tested thin Cu-Ti layers with
a copper content lower than 53% at. did not inhibitochondrial activity after direct and
indirect contact. More copper (over 53% at ) haégative effect on L929 cells. It was observed
that granules had been created in the cytopladtowied by the rupture of the cell membrane
that lead to its death. Further tests confirmedaheerse effect on the cell's ability to proliferate
in contact with thin film extracts which containkss than 53% at. Cu. A detailed analysis of
the interaction of thin-film nanomaterials based@nand Ti was made for the £tizslayer,

as the results of the L929 cells shown that thelle¥ their survival was on a comparable or
higher level than the control samples. In direattaot, these cells formed a monolayer. The
next stage was the research and analysis of the afell death, cell cycle phase and
morphological changes (granularity and size). Akde tests were performed using a flow
cytometer. The analysis of the test results redetlie kinetics of the effect of nanocrystalline
thin-film materials on the cellular response of m@uibroblasts L929 and Balb / C. The
material composition of the coating (£1i7s) did not affect the induction of apoptosis or
necrosis. The percentage of cells in each phageafell cycle was comparable to the control.
The reduction in the amount of copper in the naysiatline thin layer shown a different level
of interaction with Gram-positive and Gram-negatbaeteria. This difference, however, was
less than 3 pp, therefore it can be stated thatrierial with the CaTizs composition has
antimicrobial properties. Summing up, it can bedatoded that the conducted research allowed
to better understand the dynamics of cellular ggses occurring at the interface of ‘material
surface’ — ‘cell’. It also allowed the selectionamaterial with a composition that is toxic only
to bacterial cells. The obtained results form thsib for the development of new thin-film

biomaterials with a controlled level of impact autlp cells and microorganisms.



