
2 9Ze względu na większy gradient ciśnień uznaje się że zastaw-
ka w lewej komorze serca ma trudniejsze warunki pracy. Za-
kłada się że zastawka która będzie zbadana w trudniejszych
warunkach będzie równie dobrze pracować w zakresie niż-
szych ciśnień. Dzięki tym założeniom stanowisko badawcze
zostało uproszczone do pojedynczego obiegu zasilanego przez
jedną pompę. W którym gradient ciśnień odpowiada gradien-
towi ciśnień w układzie systemowym człowieka.

Stanowisko zostało przedstawione na RYSUNKU 2. Po-
zwala ono na wykonanie 1000 cykli (uderzeń serca) w cią-
gu 1 minuty. Dzięki temu doświadczenie może zostać skró-
cone 14-krotnie.

Przedstawienie innych rozwiązań

Jest  wiele różnych sposobów rozwiązywania problemów.
Dla badań zmęczeniowych sztucznej zastawki serca przed-
stawiono poniżej dwa różne rozwiązania dla uzyskania pul-
sacyjnego przepływu niezbędnego do symulacji naturalne-
go przepływu przez zastawkę. Porównanie obu rozwiązań
przedstawia RYSUNEK 3.

Najważniejsza różnica pomiędzy tymi dwoma rozwiązania-
mi polega na wytworzeniu pulsacyjnego charakteru przepły-
wu cieczy przez sztuczną zastawkę serca. Na rysunku po le-
wej stronie wedle rozwiązania w Achen przepływ cieczy wy-
muszony jest przez ruch stołu wymuszającego zmianę ciśnie-
nia w komorze ciśnienia, podczas gdy na rysunku po prawej
stronie charakter przepływu z ciągłego zmieniony jest dzięki
obrotowemu wałkowi z otworem poprzecznym zmieniając
charakter przepływu z ciągłego na pulsacyjny. Takie rozwią-
zanie umożliwia zwiększenie częstości pracy zastawki.
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Kontakt biomateriałów z krwią jest zjawiskiem nie do
końca wyjaśnionym. Interakcje powierzchni implantów lub
sprzętu medycznego z krwią nie powinny powodować
uszkadzania elementów morfotycznych krwi, zmieniać skła-
du elektrolitów, zmieniać struktury białek, blokować czyn-
ności enzymów oraz wpływać na proces krzepnięcia krwi.
Materiały krwiozgodne nie mogą też wywoływać w otacza-
jących tkankach efektów toksycznych, alergizujących ani
też skutków mutagennych [1, 2].

 Warstwy węglowe, otrzymywane z zastosowaniem róż-
nych technik, wydają się być obiecującymi modyfikacjami po-
wierzchni implantów do kontaktu z krwią, nie tylko dzięki  ich
znakomitym własnościom fizycznym ale także ze względu
na ich skład chemiczny, który czyni je biozgodnymi. [3, 4, 5].

 Celem pracy było porównanie  trombozgodności stopu
tytanu Ti6Al4V, TiN  z powierzchnią tych samych materia-
łów pokrytych warstwą nanokrystalicznego diamentu (NCD).

The way of generation of pulsating flow supplying the test
chamber with an artificial heart valve is the main difference
of presented test rigs. In the Aachen solution one can ob-
serve that flow of liquid is forced by movement of plate
driving pressure capsule while in set-up designed at TU of
Lodz liquid is flowing continuously (owing to the continu-
ous pump operation) a rotating shaft with holes creates
pulsating flow. Such solution allows one to increase the
frequency of heart valve operation.

Piśmiennictwo              References

[1] Bochenek A., Reicher M., "Anatomia człowieka", Państwowy
Zakład Wydawnictw Lekarskich, Warszawa, 1974.
[2] Nawrat Z., Materiały wewnętrzne i sprawozdania Fundacji Roz-
woju Kardiochirurgii Instytutu Protez Serca w Zabrzu, Zabrze, 2000.
[3], Pawlicki G., "Podstawy inżynierii medycznej" Oficyna Wydaw-
nicza Politechniki Warszawskiej, Warszawa, 1997.
[4] Traczyk W., Trzebski A., "Fizjologia człowieka z elementami
fizjologii stosowanej i klinicznej", Państwowy Zakład Wydawnictw
Lekarskich, Warszawa, 1990.
[5] Papers of Technical University of Aachen.

THROMBOCOMPATIBILITY
OF NCD LAYERS ON A
SURFACE OF TITANIUM
ALLOYS

OKRÓJ W.*,  JAKUBOWSKI W.*, PRZYBYSZEWSKA I.*, PIREK

M.*, KOMOROWSKI P.*, MRUKLIK M.*, SZYMAŃSKI W.*, KOSĘDA

P.*, WALKOWIAK B.**

*INSTITUTE OF MATERIAL SCIENCES AND ENGINEERING, TECHNICAL

UNIVERSITY OF LODZ- POLAND

**DEPARTMENT OF MOLECULAR AND MEDICAL BIOPHYSICS,
MEDICAL UNIVERSITY OF LODZ, POLAND

The contact of biomaterials with blood is a not yet fully
explained phenomenon. Interactions of implant surface or
medical equipment with blood should not cause damages
of blood cells, change electrolyte composition, alter protein
structure, block enzymatic activity or influence blood clot-
ting. Blood-compatible materials must not cause toxic or
allergenic effects in surrounding tissues or develop muta-
genic effects [1,2].

Carbonic layers obtained via various techniques seem
to be promising modifications of implant surface for con-
tact with blood not only because of their chemical compo-
sition which makes them biocompatible [3,4,5].

The aim of this study was to compare
thrombocompatibility of titanium alloy Ti6Al4V, TiN with a
surface of the same materials but covered with a layer of
nanocrystalline diamond (NCD).



3 0 Materials and methods

Material for study:
Round bars, 3 mm thick and 8 mm in diameter made of

titanium alloy (Ti6Al4V) and similar round bars covered with
titanium nitride (TiN) by ionic implantation, were used for
the study. Surface of samples was mechanically treated
through machining. Part of the samples was covered with
NCD layer according to Radio Frequency Chemical Vapor
Deposition ( RF PCVD) method.

Contact of studied surfaces with blood:
Samples were washed twice, before the experiment.

Once in distilled water and then in ethanol washer. Blood
was collected, according to Helsinki Declaration, from
healthy volunteers who had not used any anti-platelet drugs
for the last three weeks before the experiment. 3.8% so-
dium citrate (1:9, v:v) was used as a anticoagulant and next
blood was centrifuged (1000 x G, 10 minutes) in order to
obtain platelet poor plasma (PPP). All the samples (Ti6Al4V,
TiN, Ti6Al4V+NCD, TiN+NCD) were placed in platelet poor
plasma for several hours in temperature 4°C. Then sam-
ples were rinsed twice in 10 mM phosphatic buffer PBS
with pH 7.4 (containing 140 mM NaCl). Next stage was the
contact of the samples with whole citrate blood for one hour,
with continuous movement of blood in test tube.

Preparation of samples for observation in scanning
electron microscope:

The samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde prepared
in 0.1 M phosphatic buffer with pH 7.4 for one hour in tem-
perature 4°C. Then they were twice rinsed in phosphatic
buffer and gradually increasing concentration of ethanol,
air dried and sputter with 20-30 nm layer of gold in JEOL
JEE-4X sputtering apparatus. Observations were made
under scanning electron microscope HITACHI-3000 N with
voltage 5 kV.

Results

Contact of whole blood with surfaces of alloys Ti6Al4V
and Ti6Al4V+NCD
After one hour exposition of Ti6Al4V alloy surface to whole
blood a presence of numerous adhered blood platelets and
single leukocytes of diameter app. 5 µm were found (FIG.

Materiał i metody

Materiał do badań:
Do badań użyto krążków grubości 3 mm i średnicy 8 mm

wykonanych ze stopu tytanu (Ti6Al4V) i takich samych krąż-
ków pokrytych azotkiem tytanu (TiN) metodą implantacji
jonowej. Powierzchnia próbek była obrabiana mechanicz-
nie poprzez obróbkę skrawaniem. Część krążków została
pokryta warstwą NCD metodą Radio Frequency Plasma
Chemical Vapour Deposition (RF PCVD).

Kontakt badanych powierzchni z krwią:
Próbki przed eksperymentem umyto dwukrotnie w wo-

dzie destylowanej a następnie w etanolu. Krew pobierano,
zgodnie z Deklaracją Helsińską, od zdrowych ochotników,
którzy nie stosowali żadnych leków antypłytkowych w ostat-
nich trzech tygodniach przed badaniem. Jako antykoagu-
lantu użyto 3,8% cytrynianu sodu (1:9, v:v), a następnie
krew odwirowano (1000xg, 10 min) w celu uzyskania oso-
cza ubogopłytkowego. Wszystkie próbki (Ti6Al4V, TiN,
Ti6Al4V+NCD, TiN+NCD) umieszczano w osoczu ubogo-
płytkowym na kilkanaście godzin w temperaturze 4°C. Na-
stępnie próbki płukano dwukrotnie w 10mM buforze fosfo-
ranowym PBS o pH 7,4 (zawierającym 140 mM NaCl). Ko-
lejny etap to kontakt próbek z pełną krwią cytrynianową
przez 1 godzinę, przy zapewnieniu ciągłego ruchu krwi w
probówce.

Przygotowanie próbek do obserwacji w skaningowym
mikroskopie elektronowym:

Próbki utrwalano w 2,5% aldehydzie glutarowym przy-
gotowanym w 0,1M buforze fosforanowym o pH 7,4 przez
1 godzinę w temperaturze 4°C. Następnie płukano je w bu-
forze fosforanowym dwa razy po 10 minut. Badane po-
wierzchnie odwadniano stosując szereg alkoholi o wzra-
stającym stężeniu, suszono na powietrzu i napylano 20-30
nm warstwą złota w napylarce JEOL JEE-4X. Obserwacji
dokonywano w mikroskopie skaningowym HITACHI-3000
N przy napięciu 5 kV.

Wyniki

Kontakt krwi pełnej z powierzchnią stopu Ti6Al4V i
Ti6Al4V+NCD

Po jednogodzinnym kontakcie z pełną krwią powierzch-
ni stopu tytanu Ti6Al4V stwierdza się obecność licznie za-
adherowanych płytek krwi oraz pojedyncze leukocyty o śred-
nicy około 5 mm (RYS. 1a). Większe powiększenia mikro-
skopowe ujawniają, że płytki posiadają długie, liczne pseu-
dopodia. Krwinki płytkowe przylegają do podłoża  pojedyn-
czo lub tworzą niewielkie 2-3 płytkowe zespoły (RYS. 1b).
Średnio na 100 mm2  powierzchni stopu tytanu  przypada
3,4 płytki krwi. Natomiast na powierzchni NCD nałożonej
na stop tytanu Ti6Al4V,  po kontakcie z krwią, obserwowa-
no również liczne płytki krwi rozłożone równomiernie na całej
powierzchni próbek. Spotykano też niekiedy  leukocyty o
średnicy 5 mm2 (RYS. 1c). Płytki krwi przylegają pojedyn-
czo i posiadają liczne, cienkie i długie wypustki (RYS. 1d).
Obliczono, że na 100 mm2 powierzchni tego stopu pokryte-
go warstwą NCD zaadherowane są  średnio 2 płytki krwi,
co stanowi około 59 % liczby płytek obserwowanych na sto-
pie tytanu bez warstwy NCD.

Kontakt krwi pełnej z powierzchnią TiN i TiN+NCD
Po kontakcie z pełną krwią, na powierzchni azotku tyta-

nu stwierdzono przede wszystkim liczne leukocyty oraz nie-
wielką liczbę płytek krwi (RYS. 2a). Wszystkie leukocyty są
kształtu kulistego i mają tę samą wielkość - około 5 mm śred-
nicy. Płytki krwi natomiast są różnokształtne i posiadają

RYS. 1. Obraz powierzchni stopu tytanu Ti6Al4V
(a,b) oraz powierzchni Ti6Al4V pokrytego warstwą
NCD (c,d) po kontakcie z krwią.
FIG. 1. Image of Ti6Al4V titanium alloy surface (a,b)
and surface of Ti6Al4V covered with NCD layer
(c,d) after exposure to blood.



3 11a). Larger microscopic magnifications show that platelets
have long, numerous pseudopodia. Blood platelets adhere
to a surface alone or form small groups consisting of 2-3
cells (FIG. 1b). Approximately there are 3,4 platelets on 1
mm2 of a surface. And on NCD surface covering Ti6Al4V
titanium alloy, after exposure to blood numerous platelets
were observed distributed equally on the whole surface of
samples. Sometimes leukocytes of 5 mm diameter were
also visible (FIG. 1c). Platelets adhere alone and they have
numerous, thin and long pseudopodia (FIG. 1d). It was cal-
culated that for 1 mm2 of surface of alloy covered with NDC
approximately 2 platelets are adhered, which constitutes
to app. 59% of the number of platelets observed on tita-
nium alloy without NCD layer.

Contact of whole blood with surface of TiN and
TiN+NCD

After exposure to whole blood numerous of leukocytes
and small number of platelets were found on surface of tita-
nium nitride (FIG. 2a). All the leukocytes have sperical shape
and  the same size - app. 5 mm diameter. Blood platelets
are, however, heteromorphic and have different number of
pseudopodia (FIG. 2b). Number of platelets for 100 mm2 is
0.42. After titanium nitride was covered with NCD  large
number of leukocytes was found on the surface also, and
they seem to be in tighter contact with the surface, because
its observed formation of cytoplasmic processes by those
cells. However, number of adhered platelets, decreases sig-
nificantly, and for 100mm2 of surface there are app. 0.2, which
constitutes 47% of the number of platelets observed on a
surface of titanium nitride (FIG. 2c, d).

Discussion

First response of blood on contact with artificial surface
is the deposition of plasma proteins, on implant surface.
This causes adhesion and activation of blood platelets. Ad-
hesion of blood platelets to many biomaterials is less com-
paring to the adhesion to basement membrane of vessels
and to collagen. It has, however, significant an crucial for
clot formation. At the same time adhesion of leukocytes
and erythrocytes to foreign surface is observed [1]. Level
of  activation of platelets depends on a kind of deposited
protein: fibrinogen activates platelets on the other hand,
and albumines prevent it. Therefore, ratio of albumin to fi-
brinogen adsorbed on a biomaterial may be an indicator
for its thrombocompatibility. The smaller the indicator, the
largest number of adhered platelets is observed [2, 6, 7].
Activation of blood platelets may be assessed through the
change of their shape, pseudopodia forming, chemical
changes in cell membrane, induction of procoagulation
activity, release of granules contents, initiation of aggrega-
tion and release of microparticles or small membrane vesi-
cles from their surface [8].

It was found that materials of high roughness cause ad-
herence and may induce contact direction of cells allowing
them easier movement on biomaterial due to reorganisa-
tion of cytoskeleton [9].  Showed that the more differenti-
ated microstructure of a surface, the largest number of
adhered platelets, higher expression of P-selectine and
larger number of micro-particles released from blood plate-
lets [8, 10].

Titanium and its alloys have excellent osteointegrative
properties comparing to the other materials. Mechanism of
this phenomenon is not known. In phase just after implan-
tation there is an intensive binding of blood platelets, larger
than the one observed for other biomaterials, and their ac-
tivation is much larger, what is reflected by levels of ß-

różną liczbę wypustek (RYS. 2b). Liczba płytek przypada-
jąca na  100 mm2  wynosi 0,42. Po pokryciu azotku tytanu
warstwą NCD stwierdzono na tej powierzchni również dużą
liczbę leukocytów, które wydają się być w ściślejszym kon-
takcie z podłożem, ponieważ często obserwuje się wytwa-
rzanie wypustek cytoplazmatycznych przez te komórki. Na-
tomiast  liczba zaadherowanych płytek zdecydowanie ma-
leje, bo na 100 mm2 przypada ich średnio ok. 0,2, co stano-
wi 47% liczby płytek obserwowanych na powierzchni azot-
ku tytanu (RYS. 2c, d).

Dyskusja

 Pierwszą reakcją na kontakt krwi ze sztuczną powierzch-
nią  jest depozycja na powierzchni implantu białek osocza,
co w konsekwencji może powodować adhezję i aktywację
płytek krwi. Przyleganie krwinek płytkowych do wielu bio-
materiałów jest mniejsze w porównaniu z przyleganiem do
błony podstawnej naczyń i do kolagenu, ma jednak decy-
dujące znaczenie w serii reakcji prowadzących do powsta-
nia skrzepu. Równocześnie obserwuje się adhezję leuko-
cytów i erytrocytów do obcej powierzchni [1]. Stopień akty-
wacji płytek krwi [1] zależy od rodzaju zdeponowanego biał-
ka: fibrynogen aktywuje adhezję płytek, podczas gdy  albu-
miny zapobiegają jej. Tak więc stosunek albumin do fibry-
nogenu  zaadsorbowanego na biomateriale może być
wskaźnikiem jego trombozgodności. Im mniejsza jest war-
tość tego wskaźnika, tym większą obserwuje się liczbę za-
adherowanych płytek [2, 6, 7].

Aktywację płytek krwi można ocenić  poprzez zmianę
ich kształtu, formowanie pseudopodiów, zmiany chemicz-
ne w błonie komórkowej, indukcje aktywności prokoagula-
cyjnej, uwalnianie zawartości ziarnistości, inicjowanie agre-
gacji oraz uwalnianie mikrocząstek lub małych pęcherzy-
ków błonowych z ich powierzchni [8].

Stwierdzono, że materiały o dużej szorstkości powodują
przyleganie i mogą indukować kontaktowe naprowadzanie
komórek, dzięki czemu ułatwiony jest ich ruch po biomate-
riale na skutek reorganizacji cytoszkieletu [9].

Wykazano, że im bardziej zróżnicowana mikrostruktura
powierzchni tym większa jest liczba zaadherowanych pły-
tek krwi, wyższa ekspresja selektyny P i większa  liczba
tzw. mikrocząstek uwalnianych z krwinek płytkowych [8, 10].

RYS. 2. Powierzchnia azotku tytanu TiN (a,b) i
azotku tytanu z naniesioną warstwą NCD (c,d) po
jednogodzinnym kontakcie z krwią.
FIG. 2. Surface of titanium nitride TiN (a,b) and
titanium nitride with of NCD layer (c,d) after a
contact. with blood for one hour.



3 2 thromboglobulin and Platelet Derived Growth Factor
(PDGF). Proteins of a-granules of blood platelets and PDGF
are known potential promoters of osteogenesis which sug-
gests that decides about their thrombogenic features of ti-
tanium might contribute to good osteointegrative features
[11].

In organism proteins play significant role in modification
and defining physical and chemical properties of formed
tissues. A layer of proteins covering an implant may by the
main factor determining biocompatibility of the implant (12).
That’s why osteogenic cells do not interact with an implant
but with a surface of implant modified by blood [10,13].

There are many scientific reports in literature suggest-
ing that carbonic layers significantly increase
thrombocompatibility of biomaterials. Increase of ratio of
albumin to fibrinogen ratio in vitro on surface of DLC com-
paring to carbon nitride (CN) and polymethylmethacrylate
(PMMA) was described (14). Morphometric studies of Jones
et al. [6,7] showed that DLC layer on titanium, TiN and TiC
causes decrease of surface of  biomaterials occupied by
blood platelets . Similar effects were obtained applying DLC
on surface of stents of medical steel. Additionally it was
showed that carbonic layer reduces release of ions from
steel, and therefore increases biocompatibility [15].

Covering Ti6Al4V and TiN titanium alloys with NCD layer
within this study significantly reduced thrombogenicity of
those materials. So, a question remains if this reduction is
sufficient for usage in exposure to blood.
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Tytan i jego stopy posiadają znakomite właściwości oste-
ointegracyjne w porównaniu z innymi biomateriałami. Me-
chanizm tego zjawiska jest nieznany. W fazie tuż po im-
plantacji następuje intensywne wiązanie płytek krwi, więk-
sze w porównaniu do innych biomateriałów a stan ich akty-
wacji  znaczniejszy, co odzwierciedla się poziomem b-trom-
boglobuliny i Płytkopochodny Czynnik Wzrostu (PDGF).
Białka a-granul płytek krwi, i PDGF są znanymi potencjal-
nymi promotorami osteogenezy, co sugeruje, że zdecydo-
wane trombogeniczne cechy tytanu mogą przyczyniać się
do dobrych właściwości osteointegracyjnych [11].

W organizmie białka odgrywają ważną rolę w modyfiko-
waniu i określaniu fizycznych i chemicznych właściwości
powstających tkanek. Warstwa białek pokrywających im-
plant może być głównym czynnikiem determinującym bio-
zgodność implantu (12). Dlatego też komórki osteogenicz-
ne nie wchodzą w interakcje z implantem ale ze zmodyfiko-
waną przez krew powierzchnię implantu (10, 13).

Istnieje wiele doniesień literaturowych, z których wyni-
ka, że warstwy węglowe zwiększają znacznie trombozgod-
ność biomateriałów. Opisano w badaniach in vitro wzrost
stosunku albumin do fibrynogenu na powierzchni  DLC w
porównaniu z powierzchnią azotku węgla (CN) i polimetylo-
metakrylanu (PMMA) (14). Badania morfometryczne Jone-
sa i wsp. wykazały, że warstwa DLC na tytanie, TiN iTiC
powoduje zmniejszenie obszaru powierzchni tego bioma-
teriału zajętego przez płytki krwi (6, 7). Podobne efekty uzy-
skano nanosząc DLC na powierzchnię stentów ze stali me-
dycznej. Dodatkowo wykazano,że warstwa węglowa redu-
kuje uwalnianie jonów ze stali, co zwiększa jej biokompaty-
bilność [15]. Pokrycie warstwą NCD powierzchni stopu ty-
tanu Ti6Al4V i TiN w niniejszej pracy zredukowało znacz-
nie trombogenność tych materiałów. Pozostaje więc pyta-
nie czy redukcja ta jest wystarczająca w zastosowaniach
do kontaktu z krwią.
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