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Biomimetyczne powtoki na bazie wegla aktywujace komorki
macierzyste z krwi w warunkach dynamicznych

Biomimetic carbon based coatings which activate stem cells in dynamic conditions
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Streszczenie

Postep w dziedzinie inzynierii biomedycznej mozliwy jest dzieki efektywnemu potaczeniu nauki
o materiatach z biologig komérki. Komorki macierzyste sg zdolne do samodzielnego odnawiania
i posiadajg wysoki potencjat réznicowania do innych typéw. Kazda komérka macierzysta jest
zdolna do namnazania, samoodnowy i réznicowania przez podziaty, ktére sg asymetryczne
[Matthias 2009; Blau 2008]. Prowadzi to do powstania dwoch typdw pochodnych komorek,
ktore roznig sie od siebie. Jednym z nich jest taka sama, jak oryginalna komorka macierzysta,
podczas gdy druga przechodzi do bardziej dojrzatych form. Kazda komérka, ktéra roénie i
dojrzewa, ma swojg wtasng nisze, ktdra stanowi strukture przestrzenng bogatg w substancije
pozakomorkowa, tworzac mikrosrodowisko, ktére utrzymuje komorki i nadaje sygnaty do
proliferacji, dojrzewania i samoodnowy. Nisza macierzysta jest to funkcjonalna struktura
anatomiczna zawierajgca sktadniki komorkowe i pozakomorkowe, ktére regularnie proliferujg i
réznicuja, wptywajac na przezywalnosc i lokalizacje [Scadden 2006; Jones 2008; Fuchs 2004].
W 1978 roku Schofield zaproponowat koncepcije "niszy komérek macierzystych w badaniach”
na krwiotworczych komérkach macierzystych (ang. Hematopoetic Stem Cells - HSC) [Schofield
1978]. Hipoteze te potwierdzito wiele badan. Dowody in vivo wystepowania niszy komérek
macierzystych, po raz pierwszy przedstawiono w badaniach przy uzyciu modelu bezkregowcow
[Nie 2010], dla komdrek macierzystych generatywnych Drosophila [King 1999; Xie 2000]. U
ssakdw, nisze komorek macierzystych zidentyfikowano w r6znych tkankach np. w szpiku
kostnym, médzgu, jelitach, mieszkach wiosowych i zebach [Tumbar 2004; Yen 2006; Conover
2008; Mitsiadis 2007; Ohshima 2005; Wilson 2006]. Teoretycznie, nisza komorek macierzystych
jest ztozona z samych komérek macierzystych, wsparta komérkami podécieliska oraz
dodatkowo biatkami macierzy komorkowej, naczyniami krwiono$nymi i wejsciami neuronowymi.
Oddziatywanie biomateriatu z komérkami macierzystymi jest opisane w literaturze [Chai 2007;
Saha 2007; Hwang 2008; Dawson 2008; Dellatore 2008; Evans 2006]. Rusztowania sg




doktorat Trembecka

wykonane z odpowiednich materiatdbw biokompatybilnych, ktére umozliwiajg rozpad i absorpcje
w organizmie [Blau 2008].

Modyfikacja powierzchni polimerdéw przez zastosowanie cienkich warstw pozwala tworzy¢é nowe
materiaty funkcjonalne przy zachowaniu, lub przy nieznacznie zmienionych wtasciwosciach
fizycznych polimeru [Laha 2004; Thornton 1977; Lackner 2005; MoDeSt 2016]. Zmniejszenie
catkowitej energii odksztatcenia w warstwach poddawanych sitom $ciskajgcym objawia sie w
postaci tak zwanych fatd powierzchniowych. Sugerowane wyjasnienie tego typu zjawisk dotyczy
wptywu wspolnego odksztatcenia powierzchni podtoza i warstwy [Lackner 2006]. Fatdowanie
opisane jest jako sinusoidalny twér wzniesien na powierzchni, bez utraty przyczepnosci do
podtoza, a powodem fatdowania osadzonej warstwy jest brak stabilno$ci mechaniczne;.
Zarobwno w warstwie bazowej jak i w podtozu wystepujg naprezenia wiasne dwuosiowe.
Wynikiem relaksacji naprezen Sciskajacych jest tworzenie struktury falistej na powierzchni
[Lackner 2006; Mylvaganam 2003; Lackner 2010]. Struktura warstw z regulowanym uktadem
fatd prowadzi do relaksacji naprezen w procesie kompensacji odksztatcen. Wartosci naprezen
wiasnych zalezg od wartosci modutu Younga podtoza. Najbardziej widoczne skutki
wystepowania naprezen w powtokach sg dla materiatow o najnizszych wartosciach modutu
sprezystoéci [Mylvaganam 2003]. Kolejny aspekt dotyczy wptywu sztywnosci podioza na
roznicowanie komoérkowe. Wykryto, ze okreslony rodzaj komorek macierzystych szczegolnie
intensywnie reagowat na podtoze sztywne, bardziej niz na miekkie [Evans 2009].

Niniejsza praca dotyczy nowatorskiego podejscia do modyfikacji powierzchni z wykorzystaniem
zaawansowanych metod inzynierii materiatowej i biomedycznej funkcjonalizacji powierzchni.
Podtozem bazowym byty klinicznie stosowane polimery, gtdbwnie wykorzystywane w uktadach
wspomagania serca. Modyfikacja powierzchni miata doprowadzi¢ do efektywnego réznicowania
progenitorowych komérek hematopoetycznych poprzez odpowiednie uksztattowanie morfologii
powierzchni i sztywnosci materiatu. Komorki progenitorowe miaty ulec samoréznicowaniu do
Srodbtonka, ktéry efektywnie hamowatby procesy wykrzepiania. Podjeta problematyka naukowa
ma szczegdblne znaczenie w aspekcie projektowania i rozwijania nowych materiatéw
dedykowanych do regeneracji uktadu krgzenia. Szczegdlng uwage zwrécono na opracowanie
nowych rozwigzan dla aktywacji komorek progenitorowych, ich przechwytywania i nastepnie
roznicowania. Praca wpisuje sie w problematyke zwigzang z rozwojem nowej generacji
funkcjonalnych biomateriatéw.

W organizmie, spoczynkowe komorki macierzyste znajdujg sie w specjalnych niszach, a
poprzez modyfikacje powierzchni, moga by¢ utrzymane w stanie wolno dzielgcych sie komoérek,
ktory zapewnia stato$¢ srodowiska wewnetrznego. Ogdlna idea polega na nadladowaniu
struktury i funkcji tkanki. Odpowiednia sztywno$¢ powierzchni i mikrostruktura powtoki moze
doprowadzi¢ do réznicowania komdrek macierzystych w kierunku komoérek srdédbtonka, majac
na celu skuteczne hamowanie proceséw wykrzepiania w bezposrednim kontakcie z
przeptywajacg krwia.

Biomateriaty wielofunkcyjne, dedykowane do przechwytywania komorek macierzystych sg
postrzegane jako perspektywiczne materiaty do zastosowania w medycynie regeneracyjnej
[Yen 2006].
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Integration of biomaterial-tissue is a matter of reconstruction of damaged blood vessels.
Endothelial dysfunction is a hallmark of many vascular diseases and often leads to serious
consequences such as heart attack. The novelty of the work is based on the reconstruction of
endothelial monolayers on the surface of biomaterials from stem cells, which, as a result of
metal contact, undergo controlled differentiation, and consequently form endothelial
monolayers.

The result of this work was a functional surface that facilitates reconstitution of the natural layer
of normal endothelial tissue which inhibits the coagulation process. Based on the construction
and properties of cellular niches, which are the natural environment of stem cells, attempts have
been made to reconstruct them using appropriate microstructure and topography of the surface,
based on surface interference lithography methods. Ultra-thin coatings based on amorphous
carbon and diamond-like carbon deposited by physical vapor deposition (PVD) were designed
and manufactured. The composition of the coatings was dictated by the high properties of
hemocompatible carbon coatings and their low toxicity. Corrugated structures were obtained by
controlling the amount of internal stresses in the coating as well as by mechanical deformation
of the substrate prior to the application of the coatings.

The dissertation was divided into two stages. In the frame of the first stage the optimization of
dedicated coatings for components subjected to high shear loads was made. These coatings
will apply to the elements of the ventricles of the heart assist system. The coatings on the
smooth substrates shown very good adhesion, which confirmed the scratch tests. Analysis of
the adhesion force of the morphotic elements (erythrocytes, platelets) to the surface was
performed based on the radial flow chamber. This tester made it possible to evaluate the impact
of shear stress on the processes of leaching cells that were chewed to the surface. The
materials prepared in the first stage were structured, allowing preliminary analyzes of the
differentiation of progenitor cells towards the endothelium.

Periodic structures in a form of wells obtained by ablation of the surface layer of the materials
by means of a laser beam shown a high potential for forming endothelial monolayers from
HUVEC. Cells have the correct morphology, take the shape of the so-called "Cobblestones”, a
characteristic form of a full monolayer of the endothelium. The second stage involved the
formation of irregular folded structures obtained by modifying the clinically used polyurethane
substrates with ultra-thin carbon-based coatings. Analysis of the microstructure with TEM
confirmed the presence of folds on the micrometer scale, while AFM analysis allowed the
topography to be evaluated on both micro and nanometer scale. On the basis of the results
obtained, a greater proportion of nanometer-like folds for diamond-like coatings (DLC) was
observed compared to amorphous carbon (a-C: H), which may have a stronger effect on
adhesion surfaces, thereby affecting cell adhesion strength.

Materials could be applied to items dedicated to direct contact with blood. The blood-material
interaction analysis showed high haemostatic properties. The blood-material impact
assessment was done on the basis of dynamic tests. The results show very good properties of
amorphous carbon based materials in contact with blood. Final selection of the coating was
made by comparing the amount of apoptotic microparticles formed as a function of platelet
consumption.

In the study, new materials for coating the surface of cardiac implants used in forced blood
circulatory systems, including design, optimization and testing of relevant parameters, were
subjected to analysis. The subject matter of the work was dictated by the need for new
materials for these devices that show improved interaction with the blood.
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The work presents an innovative concept of surface modification based on thin pleated coatings
with high hemomorphic properties, modified in the direction of structures that function as stem
cell niches. By reconstructing physiological structures and tissue functions, the role of niche
environments has been defined. Correctly shaped surfaces obtained by physical vapor
deposition have affected the degree of cell differentiation and the efficiency of endothelial
monolayer formation which is a direct inhibitor of the activation and coagulation processes.
Ultra-thin folded coatings exhibited high potential for controlled differentiation of progenitor cells.
The validity of the hypothesis has proved that plasmatic surface modification methods generate
a controlled share of residual stress and affect the formation of nano-folded topography,
creating a structure similar to cell niches, capturing stem cells from blood flow and affecting their
proper differentiation. Based on the research carried out, the conclusions were drawn:

* Flat varnishes can work in hydrodynamic conditions at high shear rates. This property is the
basis of this type of object for the vortex components of the heart-assisted ventricle.

« Coatings derived from anodic radiation sources have an appropriate surface in the form of
micro and nano metric folds. Through topography material can control inducible progenitor cells.
This is the influence of micro and nano-topography as well as phase composition and material
microstructure.

* The plasticity of stem cells has allowed reconstruction of the endothelium on the surface. This
has the same effect as the situation of the natural blood vessel, effectively inhibiting the
coagulation process.
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