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Streszczenie

Oryginalna sztuczna komora wspomagania serca
POLVAD opracowana w Polsce, zostata zastosowana
dotychczas w leczeniu ponad 210 pacjentéw. Najdtuz-
Sze wspomaganie serca za pomocg komory POLVAD
trwato ponad rok. Dla protezy tej opracowywana jest
innowacyjna zastawka dyskowa, z nisko profilowym
pierScieniem wykonanym ze stopu tytanu. Dla zmi-
nimalizowania trombogenno$ci pierscienia zastawki
opracowano dyfuzyjne warstwy powierzchniowe: azo-
towang typu TiN+Ti,N+aTi(N) i tlenoazotowang typu
TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N), wytwarzane obrobkg jarze-
niowg na potencjale plazmy. Trombogennosc réznych
kompozycji warstw zostata poréwnana w aspekcie
aktywacji i adhezji ptytek krwi do powierzchni bioma-
teriatu. Oceniono réwniez wptyw metody sterylizacji
biomateriatu na intensywno$c¢ adhezji trombocytéw
do jego powierzchni. Warstwy TiN oraz TiO, wykazaty
najnizszg trombogennosc, przy czym dla warstwy TiN
korzystniejsza jest sterylizacja gazowa, podczas gdy
dla warstwy TiO, - sterylizacja plazmowa.

[Inzynieria Biomateriatow, 102, (2011), 15-22]

Wprowadzenie

Mechaniczne protezy zastawek serca sg wszczepiane
jako implanty w miejsce uszkodzonej natywnej zastawki
serca, ale stosowane sg takze w sztucznych sercach i ko-
morach wspomagania serca na catym swiecie. W Polsce
od 1999 r. stosowany jest system wspomagania serca
POLCAS, w sktad ktérego wchodzi pozaustrojowa komora
wspomagania serca POLVAD i jednostka sterujgca pracg
komory. Do dnia dzisiejszego system POLCAS zostat za-
stosowany w leczeniu ponad 210 pacjentéw w przypadkach
ostrej niewydolnosci serca - jako pomost do regeneracji
lub transplantacji serca. Najdtuzsze wspomaganie serca
za pomocg komor POLVAD trwato 403 dni. Komora POL-
VAD (RYS. 1a) poczatkowo wyposazona byta w zastawki
dyskowe firmy Sorin (RYS. 1b), dzisiaj wyposazona jest w
zastawki dyskowe firmy Medtronic Hall (RYS. 1c). Cechg
charakterystyczng tych zastawek jest wysoki profil elementu
prowadzacego dysk zastawki - zlokalizowanego w centrum
strumienia krwi przeptywajacej przez zastawke. Element ten
powoduje regionalne turbulencje przeptywu krwi, zwieksza-
jac ryzyko powstawania skrzeplin w obszarze pierscienia
zastawki. W ramach programu ,Polskie Sztuczne Serce”
prowadzone sg badania nad opracowaniem konstrukc;ji ory-
ginalnej polskiej zastawki dyskowej dla protez serca, bazuja-
cej na projekcie zastawki prof. J. Molla [Moll J.J. patent USA
4.661.106, 1987; Moll J.J. patent USA 4.725.275, 1987].
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Abstract

The original ventricular assist device POLVAD
developed in Poland was used in over 210 patients
so far. The longest POLVAD heart assistance exci-
ded one year. The innovative tilting disk valve with
low profile ring made of titanium is developed for
POLVAD. To minimize the valve ring thromboge-
nicity the diffusive surface layers were manufac-
tured: nitriding TiN+Ti,N+aTi(N) and oxynitriding
TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N), in the glow discharge process
on the plasma potential level. The thrombogenicity of
different layers composition was compared regarding
platelets activation and platelets adhesion to the
material surface. The influence of material sterilization
method on the platelets adhesion intensity was evalu-
ated in addition. The nitriding TiN and oxynitriding TiO,
layers have demonstrated the lowest thrombogenicity
while the gas sterilization was the most profitable for
nitriding layers — TiN and the plasma sterilization for
oxynitriding layers — TiO,.

[Engineering of Biomaterials, 102, (2011), 15-22]

Introduction

The mechanical heart prostheses are used as the im-
plants in the place of damaged native heart valve, but they
are also used in the ventricular assist devices and artificial
hearts all over the world. The original mechanical circulatory
system POLCAS is clinically used since 1999. It consists of
the ventricular assist device POLVAD and the driving unit
POLPDU. Until now it was used in more than 210 cases of
the end stage heart failure support — as the bridge to the
heart regeneration or heart transplantation. The longest ef-
fective heart assistant with ventricular assist device POLVAD
lasted 403 days. The ventricular assist device POLVAD
(FIG. 1a) firstly was provided with Sorin tilting disc valves
(FIG. 1b), currently the tilting disk Medtronic Hall valves
(FIG. 1c) are used. The feature of these valves is high pro-
file of the elements holding the valve disc — located in the
centre of the blood flow. The holding disc element causes
local blood flow turbulences increasing the risk of thrombus
formation in the valve ring area. Within the national research
program “Polish Artificial Heart” the new construction tilting
disk valve is performed pursuant originally proof. J. Moll
construction [Moll J.J. patent USA 4.661.106, 1987; Moll
J.J. patent USA4.725.275, 1987]. The ring elements holding
the valve disc are small and they are located very close to
the valve ring releasing the blood flow area from disturbing
blood flow profiles (FIG. 1d).
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RYS. 1. a) sztuczna komora POLVAD; b) zastawka dyskowa Sorin; c) zastawka dyskowa Medtronic Hall;
d) nowa zastawka dyskowa.
FIG. 1. a) ventricular assist device POLVAD; b) tilting disc Sorin valve; c) tilting disc Medtronic Hall valve;
d) new tilting disc valve.

Pierscien tej zastawki prowadzi dysk za pomocg matych ele-
mentow (RYS. 1d), zlokalizowanych przy Scianie pierscienia,
uwalniajac przestrzen przeptywu krwi przez zastawke od
profili wywotujacych zaburzenia przeptywu.

Ze wzgledu na wysoka biozgodnos¢ oraz wysokg od-
pornos¢ na biodegradacje tytanu i jego stopow [1-3] w
opracowywanej zastawce przewidywane jest wykorzysta-
nie tych materiatow na pierscienie zastawki. Opisywana
w literaturze wysoka trombogennos¢ tytanu i jego stopéw
[4,5] stanowi podstawe badan nad opracowaniem warstw
modyfikujacych powierzchnie pierscienia zastawki w
aspekcie zapewnienia niskiej trombogennosci powierzchni
biomateriatu przy jednoczesnym zachowaniu dobrych
wiasciwosci mechanicznych tytanu i jego stopu. W pracy
przeprowadzono badania poréwnawcze trombogennosci
trzech warstw azotowanych, tlenoazotowanych i tlenowe-
gloazotowanych z przypowierzchniowag strefa faz: TiN, TiO,,
Ti(OCN) wytworzonych na podtozu stopu tytanu Ti6AI4V
metoda niskotemperaturowych obrobek jarzeniowych.
Trombogennos$¢ oceniano poprzez poréwnanie stopnia,
w jakim powierzchnia biomateriatu aktywuje trombocyty.
Oceny aktywacji trombocytéw dokonano w warunkach
statycznej i dynamicznej ekspozycji powierzchni biomate-
riatu do krwi. W pracy wykonano réwniez analize wptywu
metody sterylizacji na wtasnosci trombogenne powierzchni
wytworzonych warstw.

Materiat i metody

Dyfuzyjne warstwy powierzchniowe zostaty wytwo-
rzone na Wydziale Inzynierii Materiatowej Politechniki
Warszawskiej w procesach azotowania, tlenoazotowania
i tlenowegloazotowania. Trzy warstwy dyfuzyjne o struk-
turze nanokrystalicznej i grubosci rzedu kilku pm typu
(sktad fazowy warstw od powierzchni): TiN+Ti,N+aTi(N),
TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N) oraz Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N)
zostaty wytworzone w niskotemperaturowych procesach
obrébek jarzeniowych w temperaturze ponizej 700°C na
wypolerowanych dyskach ze stopu Ti6AI4V (o $rednicy
14,5 mm i grubosci 3 mm).

Badanie topografii i struktury powierzchni

Mikrostrukture warstwy oceniono w badaniach na
mikroskopie skaningowym (HITACHI S-3500). Pomiary
chropowatosci powierzchni wykonano profilometrem (Wyko
NT9300) oraz na mikroskopie sit atomowych (Veeco model
Multimode Nanoscope V).

Badania trombogennosci powierzchni

Badania trombogennosci powierzchni wykonano w dwoch
réznych modelach warunkow kontaktu krwi z powierzchnig
biomateriatu: statycznych i dynamicznych.

Due to high biocompatibility and high biodegradation
resistance of titanium and its alloys [1-3], using these materi-
als to the valve ring construction is taken into account. High
thrombogenicity of titanium and its alloys [4,5] reported in
the literature, is a basis for development of modified layers
on the valve ring surface, in order to provide low biomate-
rial surface thrombogenicity and protect the good titanium
mechanical properties at the same time. The comparative
thrombogenicity tests of the nitriding, oxynitriding and car-
booxynitriding layers with the surface phase areas: TiN,
TiO, and Ti(OCN) produced on the titanium alloy in the
low temperature glow discharge process were done. The
thrombogenicity was evaluated by the comparison of the
platelets activation due to the biomaterial surface contact.
The platelets activation in the conditions of static and
dynamic biomaterials surface exposure to the blood was
evaluated. The influence of sterilization method influence
on the layers surface thrombogenicity was also evaluated.

Materials and methods

The diffusive layers were produced by the Material
Engineering Department of Warsaw Technological Uni-
versity in the nitriding, oxynitriding and carbooxynitriding
processes. The three diffusive nano-crystalline layers with
micrometric thickness type (the layers phase composition
from the surface): TiN+Ti,N+aTi(N), TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N)
and Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N) were produced in the low
temperature glow discharge process in the temperature
below 700°C, on the polished disk surface made of titanium
alloy Ti6AI4V (14.5 mm diameter; 3 mm thickness).

Surface topography and structure tests

The layer microstructure was evaluated by the scan-
ning microscope examination (HITACHI S-3500). The
surface roughness was evaluated using the profilometry
(WykoNT9300) and the atomic force microscope (Veeco
Multimode Nanoscope V).

The surface thrombogenicity tests

The surface thrombogenicity tests were done in the dif-
ferent conditions: static and dynamic biomaterials surface
exposure to the blood.

In the static thrombogenicity tests the biomaterial
samples were incubated for 20 minutes and 2 hours in
the temperature of 37°C in 400 ul of rich platelets plasma,
which was prepared from the blood of two healthy do-
nors. The cells adhered to the samples surface were
fixed with 2.5% glutaraldehyde and dehydrated with
increasing concentration of ethylene alcohols and pro-
pylene oxide. Then the cells were covered with the gold
layer of 10-15 nm thickness (Fine coater Jeol JFC 1200).

Z ammm® 0000 000000000000 000000000600000000600000000

» 0



Badania w warunkach statycznych polegaty na ekspo-
zycji probek biomateriatu przez czas 20 minut i 2 godzin w
temperaturze 37°C w 400 ul osocza bogato ptytkowego,
przygotowanego z krwi dwdch zdrowych dawcow. Komorki
zaadherowane na powierzchni probek utrwalane w 2,5%
glutaraldehydzie w buforze kakodylowym odwadniano
w alkoholach etylowych o rosnacych stezeniach i w tlenku
propylenu. Nastepnie napylano warstwg ztota grubosci ok.
10-15 nm (Fine coater Jeol JFC 1200). Preparaty badano w
mikroskopie skaningowym. Fotografowano losowo wybrane
mikroobszary strefy brzegowej i czesci centralnej probek.
W dalszej kolejnosci wykonano analize morfometryczng
obserwowanych komoérek. Za pomoca badania skaningo-
wej mikroskopii elektronowej analizowano morfologie oraz
rozmieszczenie ptytek i agregatow ptytkowych. Nastepnie
za pomocg programu morfometrycznego Cell” (Olympus)
zliczano w badanych mikroobszarach zadherowane ptytki
i agregaty ptytowe (n/1420 pm?).

Badania w warunkach dynamicznych polegaty na
wytworzeniu modelu naprezen $cinajacych na granicy
powierzchni biomateriatu z krwig odpowiadajgcych tym,
jakie oddziatywajg na krew przeptywajaca przy scianach
naczyn tetniczych sredniej wielkosci. Model takich zjawisk
jest wykorzystywany do pomiaru adhezji trombocytéw w
urzadzeniu diagnostycznym Impact-R (DiaMed, Szwajcaria).
Nad prébkg materiatu (dysk o $rednicy 14,5 mm bez i z
powierzchniowg warstwg) 130 ul krwi wprowadzane jest w
wirowanie z predkoscig 720 obr/min przez czas 300 sekund.
Po ekspozycji krew poddawana byta ocenie pod katem:
liczebnosci krazacych trombocytéw, liczebnosci agregatow
ptytkowych (z réznicowaniem na duze i mate) oraz poziomu
aktywacji trombocytow wyrazanej ekspresjg Selktyny-P oraz
receptora Gpllb/llla - w badaniu cytometrii przeptywowe;j.

Rezultaty

Mikrostruktura i topografia powierzchni

Warstwy wytworzone w procesach azotowania, tlenoazo-
towania i tlenowegloazotowania jarzeniowego wykazywaty
jednorodng strukture w catym przekroju probki (RYS. 2),
posiadaty jednorodng topografie powierzchni (RYS. 3,4,
TABELA 1) i mikrotwardo$¢ powierzchni (kolejno): TiN —
1200 HV 0.05, TiO, - 880 HV 0.02, Ti(OCN)— 1300 HV 0.05.

Trombogennos¢ powierzchni w warunkach statycznych
Adhezja ptytek do powierzchni biomateriatu

Pierwszym badanym aspektem byta adhezja ptytek
krwi do powierzchni probek biomateriatdéw po statycznej
ekspozycji do osocza bogato ptytkowego. Zaobserwowano
réznice w adhezji ptytek w strefie brzegowej w poréwnaniu
ze strefg centralng wszystkich badanych prébek. Mniejsza
ilos¢ ptytek krwi zaadherowata na krawedziach niz w srodku
prébek (RYS. 5). Liczba ptytek krwi zaadherowanych na
prébkach istotnie zalezata

The preparations were tested in scanning microscope.

The micro areas of the sample edge and sample centre ® ® @ @ ® ® o

randomly chosen were photographed. Afterwards the morfo-
metric analysis of the observed cells was done. The platelets
morphology, platelets and platelets aggregates arrange-
ment were analyzed by the scanning electron microscope.
Using the morfometric program Cell? (Olympus) the adhered
platelets and platelets aggregates in tested micro areas were
counted (n/1420 um?).

The dynamic thrombogenicity tests consists in the
shear-stress model creating in the blood layer contacting
biomaterial surface, similar like the shear-stresses affect-
ing on the blood flowing near the vessel wall in the medium
size arteries. The shear-stress model is used to test the
platelets adhesion in the diagnostic equipment Impact-
R (SiaMed, Switzerland). Over the material sample (the
disc with and without diffusive layer - diameter 14.5 mm)
130 pl of blood is rotating with velocity 720 rpm/min for 300
s. After the exposure the blood parameters were analyzed:
the number of platelets consequently circulating in the blood,
number of the platelets aggregates (small and big platelets
aggregates) and the platelets activation examined by the
expression of Gpllb/llla and selectin-P receptors in the flow
cytometry test.

Results

Surface microstructure and topography

The layers produced in the glow discharge nitriding, oxy-
nitriding and carbooxynitriding process, have the homogene-
ous structure in the whole sample cross-section (FIG. 2),
homogeneous surface topography (FIG. 3,4, TABLE 1) and
micro hardness of the surface (in sequence): TiN — 1200 HV
0.05, TiO, — 880 HV 0.02, Ti(OCN) — 1300 HV 0.05.

Static surface thrombogenicity tests
Platelets adhesion to the biomaterial surface

The first analyzed parameter was platelets adhesion
to the biomaterials surface, after static exposure to the
platelet rich plasma. The platelets adhesion differences
in the sample peripheral area comparing with the sample
central area were observed. The lower number of adhered
platelets was observed in the samples periphery than in the
samples centre (FIG. 5). The number of adhered platelets
essentially depended on sterilization method in the case
of carbooxynitriding layer - Ti(OCN) and titanium alloy
(TiBAI4V) - the higher number of adhered platelets was ob-
served after gas sterilization than after plasma sterilization
(FIG. 6,7). The comparative analysis of tested biomaterials
showed the lowest platelets adhesion on the nitriding - TiN
and oxynitriding - TiO, layers.

od sposobu ich sterylizacjiw @ﬂ, &
przypadku warstw tlenowe- |
gloazotowanych — Ti(OCN)
oraz stopu tytanu (Ti), przy
czym byta wigksza na piyt-
kach sterylizowanych ga-
zowo niz plazmowo (RYS.
6,7). Analiza porownawcza
badanych biomateriatéw j =

WD) 6 7mm 15 OKVIKISKE  2um

@ WD) 75 dom 151 RV T2 2

wykazata najmniejszg adhe-

zje ptytek krwi na prébkach  RYS. 2. Mikrostruktura stereometryczna warstwy na stopie tytanu Ti6Al4V:
z warstwami azotowanymi  a) TiN+Ti,N+aTi(N); b) TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N); c) Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N).

— TiN i tlenoazotowanymi FIG. 2. Microstructure of the layers on the titanium alloy Ti6Al4V: a) TiN+Ti,N+aTi(N);
- TiO,. b) TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N); c) Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N).
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RYS. 3. Topografia warstwy na stopie tytanu Ti6Al4V: a) TiN+Ti,N+aTi(N);

b) TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N); c) Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N).

FIG. 3. Topography of the layers on the titanium alloy Ti6Al4V: a) TiN+Ti,N+aTi(N);

b) TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N); c) Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N).

Platelets aggregation on
the biomaterial surface
The number of platelets
aggregates on the bioma-
terial surface was tested
after static exposure to
the platelet rich plasma.
The electron microsco-
py showed that there is
higher number of platelets
aggregates in the samples
centre than in the periph-
ery samples irrespective of
sterilization method. There
was not observed any im-
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portant influence of sterili-
zation method on platelets
aggregation after 20 min
of incubation. Whereas 2
hours incubation resulted
in smaller number of plate-
lets aggregated on the
oxynitriding layers — TiO,

RYS. 4. Topografia warstwy na stopie tytanu Ti6Al4V w badaniu mikroskopii sit atomo-
wych: a) TiN+Ti,N+aTi(N); b) TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N); c) Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N).

FIG. 4. Topography of the layers on the titanium alloy Ti6AIl4V by the atomic forces micro-
scopy: a) TiN+Ti,N+aTi(N); b) TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N); c) Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N).

TABELA 1. Parametry chropowatosci powierzchni
stopu tytanu bez i z wytworzonymi warstwami.
TABLE 1. The stereometric parameters of the tita-
nium alloy surface with the diffusive layers.

Parametr
chropowatosci
powierzchni /

Surface

roughness

parameters [um]
Ra 0,035

[ Rq 0,045 0,180 0,886
( Rz 0,363 | 1,93 | 8,19

Agregacja ptytek na powierzchni biomateriatu

Drugim badanym aspektem byta liczebno$¢ agregatéw
ptytkowych wystepujacych na powierzchni biomateriatu
po ekspozycji statycznej do osocza bogato ptytkowego.
W badaniu mikroskopii elektronowej w czesci centralnej
ptytek wystepowata wieksza liczba agregatow niz w strefie
brzegowej - niezaleznie od sposobu sterylizacji. W czasie
20 min inkubaciji ptytek krwi nie obserwowano znamiennego
wplywu sterylizacji na powstawanie agregatéw ptytkowych.
Natomiast dwugodzinna inkubacja wskazuje, ze mniej
agregatéw tworzy sie na powierzchni warstw tlenoazoto-
wanych — TiO, i stopie tytanu — Ti6AI4V sterylizowanych
gazowo niz plazmowo, natomiast na powierzchni warstw
azotowanych — TiN i tlenowegloazotowanych — Ti(OCN)
odwrotnie (RYS. 8,9).

Ti6AlI4V  TiN

TiO, Ti(OCN)

0,138 10,673 | 0,197
0,252 |

241 ||

Morfologia ptytek

Ocenie podlegata rowniez morfologia zaadherowanych
do powierzchni biomateriatu ptytek krwi. Rozptaszczenie
ptytek krwi i/lub formowanie rozptaszczonych filopodiow
sg wyrazem ich aktywacji. Obrazy uzyskane w mikroskopii
elektronowej wskazuja, ze na probkach sterylizowanych
gazowo zaadherowane ptytki krwi s mniej rozptaszczone i
charakteryzuje je obecnos$¢ dtugich wypustek (RYS. 10,11).

and titanium alloy -Ti6AI4V
gas sterilized, while on the
nitriding layers — TiN and
carbooxynitriding layers —
Ti(OCN) opposite relation
was obserwed (FIG. 8,9).

RYS. 5. Strefa brzegowa probki ze stopu tytanu
Ti6Al4V (a) oraz z warstwami: azotowang (TiN) (b),
tlenoazotowang (TiO,) (c) i tlenowegloazotowang
(Ti(OCN)) (d).

FIG. 5. The peripheral part of the samples made of
titanium alloy Ti6Al4V (a) and nitriding layer (TiN)
(b), oxynitriding layer (TiO,) (c) and carbooxynitrid-
ing layer (Ti(OCN)) (d).

Platelets morphology

Morphology of platelets adhered to the biomaterials
surface was also tested. Platelets flattening and/or plate-
lets pseudopodia expansion are the platelets activation
evidences. The electron microscopy showed that adhered
platelets are less flatten on the gas sterilized surfaces and
they have a lot of long pseudopodia (FIG. 10,11).
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RYS. 6. Liczba ptytek
krwi w mikroobszarach
1,42 mm? badanych bio-
materiatéw po 20 min.
inkubacji z osoczem bo-
gato ptytkowym.

FIG. 6. The platelets num-
ber in the micro areas
1.42 mm? of tested bio-
materials after 20 min
incubation in platelet rich
plasma.

RYS. 7. Liczba ptytek
krwi w mikroobszarach
1,42 mm? badanych bio-
materiatléow po 2 godz.
inkubacji z osoczem bo-
gato ptytkowym.

FIG. 7. The platelets num-
ber in the micro areas
1.42 mm? of tested bio-
materials after 2 hours
incubation in platelet rich
plasma.

RYS. 8. Liczba agregatow
ptytkowych w mikroob-
szarach o powierzchni
1,42 mm? badanych bio-
materiatléow po 20 min in-
kubacji z osoczem bogato
plytkowym.

FIG. 8. The platelets
aggregates number in
the micro areas 1.42 mm?
tested biomaterials after
20 min incubation in pla-
telet rich plasma.

RYS. 9. Liczba agregatow
ptytkowych w mikroob-
szarach o powierzchni
1,42 mm? badanych bio-
materiatléow po 2 godz.
inkubacji z osoczem bo-
gato ptytkowym.

FIG. 9. The platelets
aggregates number in
the micro areas 1.42 mm?
tested biomaterials after
2 hours incubation in
platelet rich plasma.
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RYS. 10. Morfologia plytek krwi zaadherowanych na badanych biomateriatach sterylizowanych plazmowo w
nadtlenku wodoru: a) stop tytanu Ti6Al4V, b) azotek tytanu, c) tlenoazotek tytanu, d) tlenowegloazotek tytanu.
FIG. 10. Morphology of platelets adhered on the plasma sterilized biomaterials surfaces: a) titanium alloy Ti6Al4V,
b) nitriding layer, c) oxynitriding layer, d) carbooxynitriding layer.

W) dmn 15 0

RYS. 11. Morfologia ptytek krwi zaadherowanych na badanych biomateriatach sterylizowanych w tlenku etylenu:
a) stop tytanu Ti6Al4V, b) azotek tytanu, c) tlenoazotek tytanu, d) tlenowegloazotek tytanu.

FIG. 11. Morphology of platelets adhered on the gas sterilized biomaterials surfaces: a) titanium alloy Ti6Al4V,
b) nitriding layer, c) oxynitriding layer, d) carbooxynitriding layer.

Trombogennos¢ powierzchni w warunkach dynami-
cznych

Badania przeprowadzono dla wszystkich warstw (TiN, TiO,
i Ti(OCN)) oraz dla stopu tytanu Ti6Al4V, a takze dla materia-
tow referencyjnych: polistyrenu, ktérego powierzchnie firma
DiaMed rekomenduje w metodzie badan urzadzenia jako od-
powiadajgca najlepiej warunkom panujgacym w poblizu $cian
naczyn tetniczych oraz dla poliuretanu z jakiego aktualnie
wytwarzane sg pozaustrojowe komory wspomagania serca.

W badaniach trombogenno$ci w warunkach dynamicz-
nych zaobserwowano, ze najwieksza liczba ptytek krwi po
ekspozycji krazy w kontakcie z powtokami TiN oraz TiO,.
Odpowiednio réwniez dla tych dwéch warstw liczba agrega-
téw ptytkowych krazacych w krwi byta najnizsza. Warto jed-
nak zauwazyg¢, ze chociaz dla warstwy tlenowegloaztowane;j
(zewnetrzna strefa warstwy Ti(OCN)) odnotowano wyzszg
agregacje trombocytow, to wszystkie warstwy wytworzone
na powierzchni stopu tytanu majg wiekszg liczebno$¢ kra-
zacych trombocytow i mniejszy udziat agregatéw ptytkowych
w poréwnaniu do wypolerowanego (o najnizszej chropowa-
tosci — TABELA 1) stopu Ti6Al4V (RYS. 12,13).

Analizie poddano réwniez stopien, w jaki badane powierzch-
nie aktywowaty plytki krwi przeptywajacej nad powierzchnia.
Oznaczano aktywnos¢ ptytek wyrazang ekspresja: selektyny-P
(RYS. 14) oraz receptora integryny lIb/lllb (RYS. 15). Najbar-
dziej ptytki aktywowata powierzchnia warstwy tlenowegloazo-
towanej — Ti(OCN), podczas gdy najstabiej warstwa tlenoazo-
towana — TiO, oraz wypolerowana powierzchnia stopu tytanu.

Dla badan trombogennosci w warunkach dynamicznych
dokonano réwniez poréwnawczej analizy: liczebnosci ptytek
krwi i agregatow ptytkowych krazacych we krwi, ptytek krwi
i stopnia ich aktywacji (RYS. 16,17,18). Dla lepszego zro-
zumienia wiasnosci trombogennych badanych powierzchni
biomateriatéw przeanalizowano jednoczesnos$¢ wystepowa-
nia roznych zjawisk odpowiedzialnych za trombogennosé.
Miedzy innymi poréwnano ilo$¢ ptytek krwi i agregatow
ptytkowych krazacych we krwi po kontakcie z powierzch-
nig biomateriatu z wywotang jednoczes$nie aktywacjg krwi
spowodowang kontaktem z biomateriatem.

The dynamic thrombogenicity tests

The dynamic thrombogenicity tests were done for all
tested layers (TiN, TiO,, Ti(OCN)), titanium alloy Ti6Al4V and
reference materials such as polystyrene and polyurethane.
Polystyrene is recommended by DiaMed Company as the
material which simulates in the best way the physiological
conditions in the human arteries. Polyurethane is cur-
rently used as the construction material of ventricular assist
devices.

The dynamic thrombogenicity tests showed that the high-
est platelets number consequently circulate in the blood in
contact with nitriding and oxynitriding layers. The number of
platelets aggregates observed in the blood after contact with
TiN and TiO, was the lowest. Although the higher platelets
aggregation was observed in the blood after contact with
carbooxynitriding layers (the external layer area Ti(CON)),
the all three diffusive layers developed on the titanium alloy
surface have more circulating platelets and lowest contribu-
tion in platelets aggregates than polished titanium alloy (with
the lowest roughness — TABLE 1, FIG. 12,13).

The platelets activation caused by tested surfaces was
investigated by testing the selectin-P (FIG. 14) and receptor
GPlIb/llla (FIG. 15) expression. Higher platelets activation
was observed in the blood after contact with carbooxynitrid-
ing layer Ti(OCN), whereas the lowest platelets activation
was observed in the blood after contact with oxynitriding
layer TiO, and polished titanium alloy surface.

In the dynamic thrombogenicity tests the comparative
analysis was done: the number of platelets compared with
the number of platelets aggregates circulating in the blood
and with the platelets activation (FIG. 16,17,18). For better
understanding the thrombogenic properties of tested bio-
materials surfaces, the simultaneity of different phenomena
responsible for thrombogenicity occurrence was analyzed.
Among other things platelets and aggregates number
circulating in the blood after contact with biomaterials sur-
face was compared to blood activation due to contact with
biomaterial.
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RYS. 12. Poréwnanie liczby ptytek krwi z liczbg
agregatow plytkowych w krwi po ekspozycji dla
naprezen scinajacych.

FIG. 12. Platelets and platelets aggregates number
circulating in the blood after contact with biomate-
rials surfaces.

RYS. 13. Poréwnanie liczby matych i duzych agrega-
téow ptytkowych w krwi po ekspozycji dla naprezen
scinajacych.

FIG. 13. Number of small and big platelets aggre-
gates circulating in the blood after contact with
biomaterials surfaces.
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RYS. 14. Udziat procentowy zaktywowanych ptly-
tek w krwi krazacej po ekspozycji do naprezen
scinajacych, okreslony na podstawie ekspresji
selektyny-P.

FIG. 14. Percentage number of activated platelets in
the circulating blood — selectin-P expression.

RYS. 15. Udziat procentowy zaktywowanych ptytek
w krwi krazacej po ekspozycji do naprezen scinaja-
cych, okreslony na podstawie ekspresji receptora
GPllb/llla.

FIG. 15. Percentage number of activated platelets in
the circulating blood — GPlIb/llla expression.
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RYS. 16. Poziom agregatéw ptytkowych i plytek
krwi krazacych we krwi po ekspozycji na naprezenia
scinajace.

FIG. 16. Platelets and platelets aggregates circula-
ting in the blood after contact with the biomaterial
surface.

RYS. 17. Aktywaciji plytek (ekspresja selektyny-P)
w relacji do liczby ptytek krazacych we krwi po
kontakcie z powierzchnia biomateriatu.

FIG. 17. Platelets activation (selectin-P expression)
related to platelets number circulating in the blood
after contact with the biomaterial surface.
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Podsumowanie
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Badania porownawcze wska-
zuja, ze dla uzyskania lepszych
wiasciwosci atrombogennych
powierzchni wytworzonych bio-
materiatdéw korzystniejszg ste-
rylizacjag dla warstw tlenoazoto-
wanych — TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N)
i stopu tytanu Ti6AI4V jest ste-
rylizacja gazowa, a dla warstw
azotowanych TiN+Ti,N+aTi(N)
i tlenoweggloazotowanych
Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N)
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Percentage of circulating platelets [%] /
lloéé ptytek zaktywowanych [%]
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# ADP

Participation of platelets in blood after shear stress exposure [%] /
llos¢ plytek krazacych w krwi po poddaniu oddzialywaniom naprezen
scinajgcych [%]

Summary

The comparative investiga-
tion presented that to obtain
better athrombogenic prop-
erties of biomaterials sur-

* PS5

# Ti(OCN)
o + e ffaces the gas sterilization is
& TibAlay  Ti02 more suitable for oxynitriding
layer (TiO,+TiN+Ti,N+aTi(N)
and titanium alloy — Ti6AI4V,
80 90 wo fand plasma sterilization — for

nitriding (TiN+Ti,N+aTi(N))
and carbooxynitriding layers
(Ti(OCN)+TiN+Ti,N+aTi(N)).
These sterilization methods

sterylizacja plazmowa. Takie
metody przyczyniajg sie do
mniejszej adhezji i agregacji
ptytek. Badania na krwi wyka-
zaty dobre wiasnosci atrombo-
genne wytworzonych warstw
dyfuzyjnych azotowanych — TiN
i tlenoazotowanych — TiO, na
stopie tytanu TiGAI4V.

face.

Podziekowania

Praca zostata wykonana w ramach projektu rzado-
wego ,Polskie Sztuczne Serce” nr 01/WK/P01/001/SPB-
PSS/2008.
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RYS. 18. Aktywacji ptytek (ekspresja receptora GPIlb/
llla) w relacji do liczby ptytek krazacych we krwi po
kontakcie z powierzchnig biomateriatu.

FIG. 18. Platelets activation (receptor GPIib/llla
expression) related to platelets number circulating
in the blood after contact with the biomaterial sur-

contribute to lower platelets
adhesion and aggregation.

The blood tests confirmed
good athrombogenic properties
of developed layers: nitriding
- TiN and oxynitriding — TiO, on
the titanium alloy TiGAI4V.
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