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Streszczenie

Celem badarn byta ocena biozgodnosci w testach
in vitro polimeréw konstrukcyjnych polskiej poza-
ustrojowej pulsacyjnej pompy wspomagania serca
Religa Heart EXT. Badaniu poddano probki polime-
réw Bionate® Il 90A, Bionate® [l 55D i ChronoFlex®
AR-LT przygotowane po procesach przetworstwa,
odpowiadajgcych wytworzeniu pompy Religa Heart
EXT. Przedmiotem badan byta ocena oddziatywania
polimerow na wybrane elementy komorkowe, takie jak:
erytrocyty, ptytki krwi i fibroblasty. Przeprowadzono te-
sty hemolizy, trombogennosci, cytotoksycznosci oraz
struktury chemicznej polimeréw. Badania wykonano
zgodnie z polskg normg PN-EN ISO 10993. Rezultaty
wykazaty, ze polimery konstrukcyjne po przetworstwie
nie oddziatywaty negatywnie na elementy morfotyczne
krwi, nie aktywowaty ptytek krwi i leukocytéow oraz
nie oddziatywaty toksycznie na komorki fibroblastow.
Ponadlto, nie stwierdzono istotnych zmian w strukturze
chemicznej polimeréw konstrukcyjnych po procesie
przetwoérstwa technologicznego.

Stowa kluczowe: biozgodno$c, poliweglan ureta-
nowy PCU, pulsacyjne pompy wspomagania serca.

[Inzynieria Biomateriatow, 116-117, (2012), 57-61]

Wprowadzenie

Biomateriaty konstrukcyjne wyrobéw medycznych prze-
znaczonych do diugoterminowego kontaktu z krwig, takich
jak urzadzenia wspomagajgce prace serca, muszg ozna-
czac sie najwyzszg klasg biozgodnosci. Powierzchnia bio-
materiatu protezy serca kontaktujgc sie z krwig i okoliczny-
mi tkankami wptywa bezposrednio na elementy morfotyczne
krwi i sgsiadujgce tkanki oraz posrednio na pozostate tkanki
i narzady organizmu. Dlatego brak biozgodnosci biomate-
riatu moze prowadzi¢ do negatywnych ogélnoustrojowych
reakcji organizmu. W programie ,Polskie Sztuczne Serce”
opracowano nowg konstrukcje polskiej pozaustrojowej pul-
sacyjnej pompy wspomagania serca Religa Heart EXT, prze-
znaczonej do wspomagania serca przez okres kilku miesie-
cy [1]. Elementy konstrukcyjne pompy sg zbudowane z no-
woczesnych biozgodnych poliuretanow poliweglanowych.
Polimery te podczas wytwarzania pompy poddawane sg
procesom przetworstwa technologicznego metodg wirysku
wysokocisnieniowego lub metodg laminowania z roztworu.
Istotny etap opracowania konstrukcji i technologii wytwa-
rzania wyrobu medycznego stanowig badania biologiczne
oceny jego biozgodnosci. Wytyczne dotyczace doboru ba-
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Abstract

The aim of the investigations was in vitro biocom-
patibility evaluation of Polish extracorporeal pulsatile
ventricular assist device Religa Heart EXT structural
polymers. Samples of polymers: Bionate® Il 90A,
Bionate® 55D and ChronoFlex® AR-LT were tested,
had been treated before with technological processes
matching the conditions of Religa Heart EXT pump
manufacturing. The subject of the investigation was
the interaction between polymers and cellular ele-
ments (erythrocytes, platelets and fibroblasts). The
following tests were performed: haemolysis, throm-
bogenicity, cytotoxicity and chemical structure analy-
ses. The tests were performed according to Polish
standard PN-EN ISO 10993. The results revealed: no
negative interaction between blood cells and structural
polymers, after technological process; no activation of
platelets and leukocytes, and no fibroblasts toxicity.
Furthermore, no essential changes in the chemical
structure of the examined polymers after technological
process were observed.

Keywords: biocompatibility, PCU polycarbonate-
urethane, pulsatile ventricular assist device.

[Engineering of Biomaterials, 116-117, (2012), 57-61]

Introduction

Structural biomaterials of medical devices designed for
long-term contact with blood, such as heart assist devices,
must be characterized by the highest class of biocompat-
ibility. The biomaterial surface of heart prosthesis, contacting
with blood and local tissues, influences directly on blood
cells and surrounding tissues, as well as indirectly on the
rest of human body tissues and organs. Therefore the lack of
biomaterials biocompatibility can lead to negative systemic
reactions. Within the “Polish Atrtificial Heart” project a new
construction of Polish extracorporeal pulsatile ventricular
assist device (Religa Heart EXT) was developed, dedicated
to long term heart assistance for several months [1]. The
structural pump elements are built with high-tech biocom-
patible polycarbonate polymers. The polymers are treated
with technological processes (including: high-pressure
injection either solution dipping), during pump manufactur-
ing. The essential part of medical device construction and
manufacturing process development are the biological
tests of biocompatibility evaluation. Directives concerning
tests selection and tests methods are described in Polish
standard PN-EN ISO 10993-1-18. the new heart assist de-
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dan oraz metodyki ich prowadzenia okresla polska norma
PN-EN ISO 10993-1-18. Przed przystgpieniem do badan in
vivo oraz wprowadzeniem nowej pompy wspomagania ser-
ca do praktyki klinicznej niezbedne jest wykonanie badan in
vitro potwierdzajgcych dobre wtasciwosci biologiczne mate-
riatdw konstrukcyjnych nowego wyrobu medycznego. Ce-
lem przeprowadzonych badan in vitro byta ocena wtasciwo-
Sci biologicznych i chemicznych polimeréw konstrukcyjnych
pompy Religa Heart EXT po ich przetworstwie.

Materiaty i metody

Prébki do badan przygotowano zgodnie z wymoga-
mi okreslonymi dla zastosowanej techniki badawczej oraz
w sposoéb reprezentatywny dla gotowego wyrobu medycz-
nego. Prébki polimeréw po przetworstwie wykrojono z goto-
wych elementéw konstrukcyjnych pompy Religa Heart EXT.
Materiat badawczy kolejno ptukano w wodzie destylowanej,
suszono i wyjatowiono tlenkiem etylenu [2].

Badania hemolizy wykonano metodg bezposrednig [2-
3]. Krew poddawano oddziatywaniu polimeréw konstruk-
cyjnych na specjalnym stanowisku badawczym, sktadaja-
cym sie z cieplarki i rolkowego mieszadta hematologiczne-
go. Badane polimery kontaktowano ze $wiezg krwig ludzkg
konserwowang CPDA. Celem nasilenia zjawisk oddziatywa-
nia polimeru na krew, probowki krwi z badanymi materiata-
mi inkubowano w cieplarce, w podwyzszonej temperatu-
rze (37°C) przez okres 8 i 24 godzin.

Badania wptywu polimeréw konstrukcyjnych na ptytki
krwi przeprowadzono z uzyciem analizatora Impact-R [2,4].
Badane polimery kontaktowano z krwig ludzkg w warun-
kach oddziatywania sit scinajgcych. Krew po kontakcie z
powierzchnig badanych biomateriatébw w tescie Impact-R
badano metodg cytometrii przeptywowej. Powierzchnie
badanych polimeréw po kontakcie z krwig oceniano z uzy-
ciem mikroskopu fluoryscencyjnego. Aktywnos$c¢ i agregacje
leukocytéw oraz ptytek krwi oceniano przy uzyciu przeciwciat
monoklonalnych CD 45 (leukocyty) i CD 62 (P selektyna
ptytek krwi).

Badania cytotoksycznosci polimerow wykonano metodg
bezposrednig. W testach cytotoksycznosci badane polimery
poddano 24 godzinnemu kontaktowi z fibroblastami mysimi.
Nastepnie fibroblasty barwiono jodkiem propidyny i zliczano
w mikroskopie fluoryscencyjnym [2].

Badaniu sktadu chemicznego poddano dwa biomateriaty:
Bionate® Il 90A oraz Bionate® Il 55D. Polimery poddano
analizie w postaci surowcow (przed procesem przetwoérstwa)
oraz w postaci fragmentéw z elementéw konstrukcyjnych
pompy Religa Heart EXT, pozyskanych jako prébki materiatu
po przetworstwie [2]. Wykonano analizy: magnetycznego
rezonansu jgdrowego NMR, spektroskopii w podczerwieni
z transformacjg Fouriera FTIR, réznicowej kalorymetrii
skaningowej DSC oraz chromatografii zelowej GPC. Celem
badan byto zidentyfikowanie zmian w strukturze chemicznej
polimeréw, wywotanych procesem przetworstwa.

Wyniki i dyskusja

Rezultaty badan hemolizy - potwierdzajg, ze polimery
konstrukcyjne po przetworstwie: Bionate® Il 90A, Biona-
te® Il 55D oraz ChronoFlex® AR-LT, badane w kontakcie
z peing krwig ludzkg, nie wywotujg dziatania hemolityczne-
go, nie zmieniajg obrazu morfologicznego erytrocytow oraz
nie wptywajg istotnie na wartosci parametrow uktadu czer-
wonokrwinkowego, TABELA 1. Stopien hemolizy okreslo-
no na podstawie normy ASTM F 756 — 00 [3].

Badane polimery po przetworstwie nie wykazywaty
istotnych cech trombogennych i aktywacji uktadu ptytko-

vice, It is necessary, to perform the in vitro examinations, to
confirm the good biological properties of new medical device
structural materials, before beginning of in vitro tests and
introducing the device to clinical trials. The aim of performed
in vitro examinations was the evaluation of biological and
chemical properties of Religa Heart EXT pump structural
polymers, treated with technological process.

Material and methods

Samples for tests were prepared according to certain
requirements of applied tests technique. It were prepared
in the way representative for final medical device manufac-
turing. The samples of polymers treated with technological
process were cut out from routinely produced constructional
elements of Religa Heart EXT pump. Material samples were
washed in distilled water, dried, and sterilized with ethylene
oxide, respectively [2].

Haemolysis tests were performed applying the direct
method [2-3]. The interaction between the structural poly-
mers and blood was evaluated on the special experimental
stand, consisted of an incubator and roller haemolytic mixer.
Tested polymers were contacted with fresh human blood,
preserved with CPDA. In order to intensify the phenomena
of polymers and blood interaction, the test-tubes filled in
blood and tested materials were incubated in the increased
temperature (37°C) for period of 8 and 24 hours.

The examination of the polymers influence on blood
platelets was performed utilizing Impact-R analyser [2,4].
Tested polymers were contacted with fresh human blood in
shear stress conditions. The blood, after contact with tested
polymers surface during the Impact-R test, was examined
applying flow cytometry. The surface of tested polymers
after contact with blood was analyzed utilizing fluorescent
microscope. The activity and aggregation of leukocytes and
platelets were evaluated utilizing monoclonal antibodies CD
45 (leukocytes) and CD 62 (blood platelets P-selectin).

Cytotoxicity tests were performed applying the direct
method. The investigated polymers as the raw materials
(before technological process) were exposed to mice fibrob-
lasts. Then fibroblast were stained with propidium iodide and
counted utilizing fluorescent microscope [2].

The chemical characteristic of two biomaterials: Bion-
ate® Il 90A and Bionate® Il 55D were tested. The polymers
were analyzed in form of raw material (before technological
process) and in form of Religa Heart EXT structural element
parts, obtained as small material samples, after techno-
logical process. The following analyses were done: nuclear
magnetic resonance NMR, Fourier transform infrared spec-
troscopy FTIR, differential scanning calorimetry DSC and
gel permeation chromatography GPC.

Results and discussion

Results of heamolysis tests indicate, that the investigated
structural polymers: Bionate®Il 90A, Bionate®Il 55D and
Chronoflex® AR-LT, examined in the contact with human
blood, did not cause heamolytic effects, did not affect eryth-
rocyte morphology and did not significantly influence on red
cells system parameters, TABLE 1. Heamolysis degree was
determinate on the basis of standard ASTM F756-00 [3].

The investigated polymers treated with technological
process did not present significant thrombogenicity proper-
ties or platelet-leukocyte system activation (in the receptors
systems: platelet CD 62P and leukocyte CD 45), FIGs. 1
aand b. The examination was carried on standing blood (not
exposed to shear-stress conditions - blank), and on blood ex-
posed to shear-stress conditions - caused by reference ma-
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Haemolysis Index

Stopien hemolizy
Haemolytic Grade

terial (polysty-
rene -negative
control) and

[h] [%] ;
rowych: CD62P . o o . . . || tested bioma-
plytkowym i Bionate® Il 90A 8 0,08% Niehemolityczny / nonhaemolytic terials, FIGs.1
CD45 leukocy- || _Bionate® Il 55D 0,11% Niehemolityczny / nonhaemolytic | 3 and b.
tarnym), RYS.1 |[ChronoFlex ®AR-LT 0,20% Niehemolityczny / nonhaemolytic Cytotoxicity
a i b. Badania Bionate® Il 90A 24 0,16% Niehemolityczny / nonhaemolytic test(l:onflrr.ned,
przeprowadzo- : : : —| that investigat-
no dla krwi wol- Bionate® Il 55D 24 0,04% Niehemolityczny / nonhaemolytic =6 SrvEEEl
nostojgcej, nie |[ChronoFlex ®AR-LT 24 0,03% Niehemolityczny / nonhaemolytic | polymers (Bi-
poddanej eks- onate® Il 90A,
pozycji do na- TABELA 1. Zestawienie indeksu hemolitycznego i stopnia hemolizy dla badanych Bionate® 1|
prezen $cinajg- | Piomateriatow [3]. 55D and

cych - préba $le-
pa oraz dla krwi
poddanej ekspo-

zycji do naprezen $cinajacych wywotanych przez materiat re-
ferencyjny - polistyren oraz badane biomateriaty, RYS. 1aib.

Badania cytotoksycznosci wykazaty, ze badane polimery
konstrukcyjne po przetworstwie: Bionate® |1 90A, Bionate®
II' 55 D i ChronoFlex® AR-LT nie sg cytotoksyczne. llo$¢
komérek nekrotycznych byta niska i miescita sie w prze-
dziale od 7 do 105 komoérek w polu badania, RYS. 2. Ko-
morki zywe cechowaty sie prawidtowg morfologia, RYS. 3.

Struktura chemiczna materiatu Bionate® Il 90A i Biona-

te® Il 55D, badanych
w postaci surowca wyj-
Sciowego i po przetwor-
stwie, nie wykazata zad-
nych zmian pod wzgle-
dem grup funkcyjnych,
skfadu pierwiastkowego
i rodzaju wystepujgcych
wigzan chemicznych,
RYS. 4. Réznice wystg-
pity w strukturze bada-
nego zwigzku. Polime-
ry konstrukcyjne przed
procesem przetworstwa
byly czesciowo (w nie-
wielkim stopniu) krysta-
liczne (uporzadkowa-
ne). Najmniej krystalicz-
ny (uporzgdkowany) byt
materiat Bionate® Il 90A
po przetworstwie. Probki
surowcow wyjsciowych
charakteryzowaty sie
nizszymi temperaturami
zeszklenia niz prébki po
przetworstwie. Polimer
Bionate® Il 90A przed i
po przetworstwie tatwo
krystalizowat, w przeci-
wienstwie do materiatu
Bionate® 1l 55D.
Polimery Bionate® Il
90A i Bionate® Il 55D
przed i po przetwor-
stwie roznity sie dystry-
bucjg wigzan wodoro-
wych, réwniez na po-
wierzchni. Po przetwor-
stwie zmniejszyta sie
masa molowa i dysper-
sja (Mw/Mn) w poréw-
naniu do polimerow wyj-
Sciowych obu rodzajéw

TABLE 1. Haemolysis Index and haemolitic grade for tested biomaterials [3].

Chronoflex®
AR-LT) treated
with the tech-

nological process, are not cytotoxic. The number of necrotic

cells was low, and observed in the range from 7 to 105 cells

on the examination field area, FIG.2. The vivid cells were
characterized by proper morphology, FIG.3.

The chemical structure of materials (Bionate® Il 90A
and Bionate® Il 55D), tested as a raw material as well as
material after technological process, did not change, in

terms of functional groups, elemental composition, and types
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RYS. 1. Wartosci median komoérek CD62P, CD45 oraz agregatow
leukocytarno-ptytkowych po kontakcie z badanymi polimerami
konstrukcyjnymi a) w cytomertii przeptywowej, b) w mikrosko-
pie fluorescencyjnym.
FIG. 1. Media values of CD62P, CD45 cells and platelet-leukocyte
aggregates after contact with the investigated structural poly-
mers, a) flow cytometry, b) fluorescence microscope.

of existing chemical bonds, FIG.4. The differences of the

polymers structure were
observed. The structural
polymers before techno-
logical process were par-
tially (in a small degree)
crystalline (organized).
Bionate®I| 90A after tech-
nological process was the
least crystalline material.
Samples of raw materi-
als were characterized
by lower glass transition
temperature, comparing
to samples of materials
after technological proc-
ess. The Bionate®Il 90A
polymer before and af-
ter technological proc-
ess crystallized easily,
opposite to the polymer
Bionate®Il 55D.
Polymers (Bionate®I|
90A and Bionate®Il 55D)
before and after techno-
logical process varied
in the distribution of hy-
drogen bounds, on the
polymer surface, as well.
After technological proc-
ess the molar mass and
dispersion (Mw/Mn) de-
creased, in comparison
to raw polymers of both
types. The observed dif-
ferences were insignifi-
cant, however to confirm
these effects additional
polymer tests of strength
and elasticity properties
should be performed.
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badanych polimeréw. Obserwowane
réznice byty niewielkie, jednak celem
potwierdzenia zmian, planowane jest

Necrosis

120
wykonanie dodatkowych badan wia-

snosci wytrzymatosciowych i sprezy-
stych polimerow. 100 -

Whioski

Przeprowadzone badania biolo-
giczne biomateriatéw, zgodnie z pol- | 60
ska normg PN-EN ISO 10993 wyka-
zaly, ze badane polimery konstruk-
cyjne po przetworstwie nie oddziaty- | 40
waty negatywnie na elementy morfo-
tyczne krwi, nie aktywowaty w kon-
takcie powierzchniowym plytek krwi
i leukocytéw, nie powodowaty cyto-
toksycznosci komérek. Ponadto, nie | g |
stwierdzono istotnych zmian w struk-
turze chemicznej polimeréw konstruk-

20

Bionate Il 90A

Bionate 11 55 D Chronoflex AR/LT

cyjnych przed i po procesie przetwor-
stwa technologicznego. Celem pet-
nego potwierdzenia wtasnosci bio-
zgodnych polimeréw konstrukcy;j-
nych pompy Religa Heart EXT zo-
stang przeprowadzone badania re-
akcji zapalnej i uczuleniowej oraz badania toksycznosci in
vivo, w doswiadczeniach na zwierzetach.

RYS. 3. Ocena mikroskopowa badanych polime-
row w tescie cytotoksycznosci bezposredniej.Ob-
raz mikroskopowy komoérek zywych dla AR-LT, B Il
55D i B Il 90A.

FIG. 3. Microscopic assessment of the investigated
discs in direct cytotoxicity test. Microscopic ima-
ge of vivid cells for Chronoflex® AR-LT, Bionate®
11 55D and 90A.

RYS. 2. Wartosci bezwzgledne liczby komérek nekrotycznych w tescie cyto-
toksycznosci bezposredniej.
FIG. 2. Absolute values of necrotic cells in direct cytotoxicity test.

Conclusions

The performed biological tests of biomaterials, according
to Polish Standard PN- EN 10993, proved that the investi-
gated structural polymers did not influence negatively on the
blood elements, did not activate the platelets and leukocytes
in the surface contact, did not cause the cell cytotoxicity,
being treated with technological process. Moreover, no
significant changes in the polymers chemical structure were
found, before and after technological process. In order to
confirm completely the biocompatibility properties of Religa
Heart EXT structural polymers, the inflammatory and allergic
reaction in vivo tests as well as in vivo toxicity tests will be
carried out.

a)

b)

RYS. 4. Poréwnanie sygnatéw IR poliuretanéw a) przed i po przetworstwie (b).
FIG. 4. Comparison of polyurethane IR signals a) before and b) after technological processing.
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