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Streszczenie

Celem bada  by a ocena biozgodno ci w testach

in vitro polimerów konstrukcyjnych polskiej poza-

ustrojowej pulsacyjnej pompy wspomagania serca 

Religa Heart EXT. Badaniu poddano próbki polime-

rów Bionate® II 90A, Bionate® II 55D i ChronoFlex® 

AR-LT przygotowane po procesach przetwórstwa, 

odpowiadaj cych wytworzeniu pompy Religa Heart 

EXT. Przedmiotem bada  by a ocena oddzia ywania 

polimerów na wybrane elementy komórkowe, takie jak: 

erytrocyty, p ytki krwi i Þ broblasty. Przeprowadzono te-

sty hemolizy, trombogenno ci, cytotoksyczno ci oraz 

struktury chemicznej polimerów. Badania wykonano 

zgodnie z polsk  norm  PN-EN ISO 10993. Rezultaty 

wykaza y, e polimery konstrukcyjne po przetwórstwie 

nie oddzia ywa y negatywnie na elementy morfotyczne 

krwi, nie aktywowa y p ytek krwi i leukocytów oraz 

nie oddzia ywa y toksycznie na komórki Þ broblastów. 

Ponadto, nie stwierdzono istotnych zmian w strukturze 

chemicznej polimerów konstrukcyjnych po procesie

przetwórstwa technologicznego.

S owa kluczowe: biozgodno , poliw glan ureta-

nowy PCU, pulsacyjne pompy wspomagania serca.

[In ynieria Biomateria ów, 116-117, (2012), 57-61]

Wprowadzenie

Biomateria y konstrukcyjne wyrobów medycznych prze-

znaczonych do d ugoterminowego kontaktu z krwi , takich 

jak urz dzenia wspomagaj ce prac  serca, musz  ozna-

cza  si  najwy sz  klas  biozgodno ci. Powierzchnia bio-

materia u protezy serca kontaktuj c si  z krwi  i okoliczny-

mi tkankami wp ywa bezpo rednio na elementy morfotyczne 

krwi i s siaduj ce tkanki oraz po rednio na pozosta e tkanki 

i narz dy organizmu. Dlatego brak biozgodno ci biomate-

ria u mo e prowadzi  do negatywnych ogólnoustrojowych 

reakcji organizmu. W programie „Polskie Sztuczne Serce” 

opracowano now  konstrukcj  polskiej pozaustrojowej pul-

sacyjnej pompy wspomagania serca Religa Heart EXT, prze-

znaczonej do wspomagania serca przez okres kilku miesi -

cy [1]. Elementy konstrukcyjne pompy s  zbudowane z no-

woczesnych biozgodnych poliuretanów poliw glanowych.

Polimery te podczas wytwarzania pompy poddawane s  

procesom przetwórstwa technologicznego metod  wtrysku 

wysokoci nieniowego lub metod  laminowania z roztworu. 

Istotny etap opracowania konstrukcji i technologii wytwa-

rzania wyrobu medycznego stanowi  badania biologiczne 

oceny jego biozgodno ci. Wytyczne dotycz ce 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® II 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 Þ broblasts). 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 Þ broblasts 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, inß uences 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 ArtiÞ cial 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-



58 da  oraz metodyki ich prowadzenia okre la polska norma

PN-EN ISO 10993-1-18. Przed przyst pieniem do bada  in 

vivo oraz wprowadzeniem nowej pompy wspomagania ser-

ca do praktyki klinicznej niezb dne jest wykonanie bada  in 

vitro potwierdzaj cych dobre w a ciwo ci biologiczne mate-

ria ów konstrukcyjnych nowego wyrobu medycznego. Ce-

lem przeprowadzonych bada  in vitro by a ocena w a ciwo-

ci biologicznych i chemicznych polimerów konstrukcyjnych 

pompy Religa Heart  EXT po ich przetwórstwie.

Materia y i metody

Próbki do bada  przygotowano zgodnie z wymoga-

mi okre lonymi dla zastosowanej techniki badawczej oraz 

w sposób reprezentatywny dla gotowego wyrobu medycz-

nego. Próbki polimerów po przetwórstwie wykrojono z goto-

wych elementów konstrukcyjnych pompy Religa Heart EXT. 

Materia  badawczy kolejno p ukano w wodzie destylowanej, 

suszono i wyja owiono tlenkiem etylenu [2]. 

Badania hemolizy wykonano metod  bezpo redni  [2-

3]. Krew poddawano oddzia ywaniu polimerów konstruk-

cyjnych na specjalnym stanowisku badawczym, sk adaj -

cym si  z cieplarki i rolkowego mieszad a hematologiczne-

go. Badane polimery kontaktowano ze wie  krwi  ludzk  

konserwowan  CPDA. Celem nasilenia zjawisk oddzia ywa-

nia polimeru na krew, probówki krwi z badanymi materia a-

mi inkubowano w cieplarce,  w podwy szonej temperatu-

rze (37ûC) przez okres 8 i 24 godzin.

Badania wp ywu polimerów konstrukcyjnych na p ytki 

krwi przeprowadzono z u yciem analizatora Impact-R [2,4]. 

Badane polimery kontaktowano z krwi  ludzk  w warun-

kach oddzia ywania si  cinaj cych. Krew po kontakcie z

powierzchni  badanych biomateria ów w te cie Impact-R 

badano metod  cytometrii przep ywowej. Powierzchni  

badanych polimerów po kontakcie z krwi  oceniano z u y-

ciem mikroskopu ß uoryscencyjnego. Aktywno  i agregacj  

leukocytów oraz p ytek krwi oceniano przy u yciu przeciwcia  

monoklonalnych CD 45 (leukocyty) i CD 62 (P selektyna 

p ytek krwi). 

Badania cytotoksyczno ci polimerów wykonano metod

bezpo redni . W testach cytotoksyczno ci badane polimery 

poddano 24 godzinnemu kontaktowi z Þ broblastami mysimi. 

Nast pnie Þ broblasty barwiono jodkiem propidyny i zliczano 

w mikroskopie ß uoryscencyjnym [2]. 

Badaniu sk adu chemicznego poddano dwa biomateria y: 

Bionate® II 90A oraz Bionate® II 55D. Polimery poddano 

analizie w postaci surowców (przed procesem przetwórstwa) 

oraz w postaci fragmentów z elementów konstrukcyjnych 

pompy Religa Heart EXT, pozyskanych jako próbki materia u 

po przetwórstwie [2]. Wykonano analizy:  magnetycznego 

rezonansu j drowego NMR, spektroskopii w podczerwieni 

z transformacj  Fouriera FTIR, ró nicowej kalorymetrii 

skaningowej DSC oraz chromatograÞ i elowej GPC. Celem 

bada  by o zidentyÞ kowanie zmian w strukturze chemicznej 

polimerów, wywo anych procesem przetwórstwa.

Wyniki i dyskusja

Rezultaty bada  hemolizy - potwierdzaj , e polimery 

konstrukcyjne po przetwórstwie: Bionate® II 90A, Biona-

te® II 55D oraz ChronoFlex® AR-LT, badane w kontakcie

z pe n  krwi  ludzk , nie wywo uj  dzia ania hemolityczne-

go, nie zmieniaj  obrazu morfologicznego erytrocytów oraz 

nie wp ywaj  istotnie na warto ci parametrów uk adu czer-

wonokrwinkowego, TABELA 1. Stopie  hemolizy okre lo-A

no na podstawie normy ASTM F 756 – 00 [3].            

Badane polimery po przetwórstwie nie wykazywa y 

istotnych cech trombogennych i aktywacji uk adu p ytko-

vice, It is necessary, to perform the in vitro examinations, to 

conÞ rm 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 Þ nal 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 Þ lled in 

blood and tested materials were incubated in the increased 

temperature (37ûC) for period of 8 and 24 hours.

The examination of the polymers inß uence 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 ß ow cytometry. The surface of tested polymers 

after contact with blood was analyzed utilizing ß uorescent 

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 Þ brob-

lasts. Then Þ broblast were stained with propidium iodide and 

counted utilizing ß uorescent microscope [2].

The chemical characteristic of two biomaterials: Bion-

ate® II 90A and Bionate® II 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®II 90A, Bionate®II 55D and 

Chronoß ex® AR-LT, examined in the contact with human 

blood, did not cause heamolytic effects, did not affect eryth-

rocyte morphology and did not signiÞ cantly inß uence 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 signiÞ cant thrombogenicity proper-

ties or platelet-leukocyte system activation (in the receptors 

systems: platelet CD 62P and leukocyte CD 45), FIGs. 1 

a and 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-



59wo-leukocytar-

nego (w uk a-

dach recepto-

rowych: CD62P 

p y t k o w y m  i 

CD45 leukocy-

tarnym), RYS.1 

a i b. Badania 

przeprowadzo-

no dla krwi wol-

nostoj cej, nie 

poddanej eks-

pozycji do na-

pr e  cinaj -

cych - próba le-

pa oraz dla krwi 

poddanej ekspo-

zycji do napr e  cinaj cych wywo anych przez materia  re-

ferencyjny - polistyren oraz badane biomateria y,  RYS. 1 a i b.

Badania cytotoksyczno ci wykaza y, e badane polimery 

konstrukcyjne po przetwórstwie: Bionate® II 90A, Bionate® 

II  55 D i ChronoFlex® AR-LT nie s  cytotoksyczne. Ilo  

komórek nekrotycznych by a niska i mie ci a si  w prze-

dziale od 7 do 105 komórek w polu badania, RYS. 2. Ko-

mórki ywe cechowa y si  prawid ow  morfologi , RYS. 3.

Struktura chemiczna materia u Bionate® II 90A i Biona-

te® II 55D, badanych 

w postaci surowca wyj-

ciowego i po przetwór-

stwie, nie wykaza a ad-

nych zmian pod wzgl -

dem grup funkcyjnych, 

sk adu pierwiastkowego 

i rodzaju wyst puj cych 

wi za  chemicznych,

RYS. 4. Ró nice wyst -

pi y w strukturze bada-

nego zwi zku. Polime-

ry konstrukcyjne przed 

procesem przetwórstwa 

by y cz ciowo (w nie-

wielkim stopniu) krysta-

liczne (uporz dkowa-

ne). Najmniej krystalicz-

ny (uporz dkowany) by  

materia  Bionate® II 90A 

po przetwórstwie. Próbki 

surowców wyj ciowych 

charakteryzowa y si  

ni szymi temperaturami 

zeszklenia ni  próbki po 

przetwórstwie. Polimer 

Bionate® II 90A przed i

po przetwórstwie atwo 

krystalizowa , w przeci-

wie stwie do materia u 

Bionate®  II 55D. 

Polimery Bionate® II 

90A i Bionate® II 55D 

przed i po przetwór-

stwie ró ni y si  dystry-

bucj  wi za  wodoro-

wych, równie  na po-

wierzchni. Po przetwór-

stwie zmniejszy a si

masa molowa i dysper-

sja (Mw/Mn) w porów-

naniu do polimerów wyj-

ciowych obu rodzajów 

terial (polysty-

rene -negative 

control) and 

tested bioma-

terials, FIGs.1 

a  and b. 

Cytotoxicity 

test conÞ rmed, 

that investigat-

ed structural 

polymers (Bi-

onate® II 90A, 

B ionate® I I 

5 5 D  a n d 

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 Þ eld area, FIG.2. The vivid cells were 

characterized by proper morphology, FIG.3.

 The chemical structure of materials (Bionate® II 90A 

and Bionate® II 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 

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®II 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®II 90A 

polymer before and af-

ter technological proc-

ess crystallized easily, 

opposite to the polymer 

Bionate®II 55D.

Polymers (Bionate®II 

90A and Bionate®II 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 conÞ rm 

these effects additional 

polymer tests of strength 

and elasticity properties 

should be performed.

Materia  badany

Tested material

Czas eksperymentu

Experiment duration

[h]

Indeks hemolityczny

Haemolysis Index

[%]

Stopie  hemolizy

Haemolytic Grade

Bionate® II 90A® 8 0,08% Niehemolityczny / nonhaemolytic

Bionate® II 55D® 8 0,11% Niehemolityczny / nonhaemolytic

ChronoFlex ®AR-LT® 8 0,20% Niehemolityczny / nonhaemolytic

Bionate® II 90A® 24 0,16% Niehemolityczny / nonhaemolytic

Bionate® II 55D® 24 0,04% Niehemolityczny / nonhaemolytic

ChronoFlex ®AR-LT® 24 0,03% Niehemolityczny / nonhaemolytic

TABELA 1. Zestawienie indeksu hemolitycznego i stopnia hemolizy dla badanychA
biomateria ów [3].
TABLE 1. Haemolysis Index and haemolitic grade for tested biomaterials [3].

RYS. 1. Warto ci median komórek CD62P, CD45 oraz agregatów 
leukocytarno-p ytkowych po kontakcie z badanymi polimerami
konstrukcyjnymi a) w cytomertii przep ywowej, b) w mikrosko-
pie ß uorescencyjnym.
FIG. 1. Media values of CD62P, CD45 cells and platelet-leukocyte 
aggregates after contact with the investigated structural poly-
mers, a) ß ow cytometry, b) ß uorescence microscope.



60 badanych polimerów. Obserwowane 

ró nice by y niewielkie, jednak celem 

potwierdzenia zmian, planowane jest 

wykonanie dodatkowych bada  w a-

sno ci wytrzyma o ciowych i spr y-

stych polimerów.

Wnioski

Przeprowadzone badania biolo-

giczne biomateria ów, zgodnie z pol-

sk  norm  PN-EN ISO 10993 wyka-

za y, e badane polimery konstruk-

cyjne po przetwórstwie nie oddzia y-

wa y negatywnie na elementy morfo-

tyczne krwi, nie aktywowa y w kon-

takcie powierzchniowym p ytek krwi

i leukocytów, nie powodowa y cyto-

toksyczno ci komórek. Ponadto, nie

stwierdzono istotnych zmian w struk-

turze chemicznej polimerów konstruk-

cyjnych przed i po procesie przetwór-

stwa technologicznego. Celem pe -

nego potwierdzenia w asno ci bio-

zgodnych polimerów konstrukcyj-

nych pompy Religa Heart EXT zo-

stan  przeprowadzone badania re-

akcji zapalnej i uczuleniowej oraz badania toksyczno ci in

vivo,  w do wiadczeniach na zwierz tach.
Conclusions

The performed biological tests of biomaterials, according 

to Polish Standard PN- EN 10993, proved that the investi-

gated structural polymers did not inß uence 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 

signiÞ cant changes in the polymers chemical structure were 

found, before and after technological process. In order to 

conÞ rm completely the biocompatibility properties of Religa

Heart EXT structural polymers, the inß ammatory and allergic 

reaction in vivo tests as well as in vivo toxicity tests will be 

carried out.

RYS. 3. Ocena mikroskopowa badanych polime-
rów w te cie cytotoksyczno ci bezpo redniej.Ob-
raz mikroskopowy komórek ywych dla AR-LT, B II
55D i B II 90A.
FIG. 3. Microscopic assessment of the investigated
discs in direct cytotoxicity test. Microscopic ima-
ge of vivid cells for Chronoß ex® AR-LT, Bionate® 
II 55D and 90A.

RYS. 4. Porównanie sygna ów IR poliuretanów  a) przed i po przetwórstwie (b).
FIG. 4. Comparison of polyurethane IR signals a) before and b) after technological processing.

RYS. 2. Warto ci bezwzgl dne liczby komórek nekrotycznych w te cie cyto-
toksyczno ci bezpo redniej.
FIG. 2. Absolute values of necrotic cells in direct cytotoxicity test.


