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Streszczenie

Prezentowana praca dotyczy problematyki uszla-
chetniania powierzehni implantow stosowanych w
kardiologii zabiegowej. Zasadniczym jej celem byfa
ocena biotolerancji w Srodowisku krwi warstw pasyw-
nef i pasywno-weglowej wytworzonych na powierzchni
implantow. Zgodnie z zaleceniami norm dla implan-
tow bedacych w kontakcie z krwig ponad 30 dni zre-
alizowano badania dotyczgce cytotoksycznosci (na
ekstraktach | w kontakcie bezposrednim) oraz bada-
nia hemolizy i wykrzepiania. Uzyskane w pracy wyni-
ki wskazujg, ze biotolerancja warstw pasywnej oraz
pasywno-weglowej oceniana na podstawie obowig-
zujgeych standardow w badaniach in vitro jest dobra.

Stowa kluczowe: biomaterialy metalowe, stale Cr-
Ni-Mo, stenty wiencowe, kardiologia zabiegowa, trom-
bogennosc, hemozgodnosé

Wprowadzenie

W ostatnim okresie w literaturze pojawily sie doniesienia
o korzystnym wplywie warstw weglowych na biotolerancje
implantow z biomateriatow metalicznych. Tej problematyce
poswiecone byly takze wieloletnie badania interdyscyplinar-
ne prowadzone w Politechnice Slaskiej pod kierunkiem prof.
J. Marciniaka we wspotpracy z zespotem prof. S. Mitury z

Politechniki L 6dzkiej w todzi. Badania skoncentrowane byly .

na opracowaniu techniki wytwarzania warstwy diamento-
wej na podiozu stali Cr-Ni-Mo, stopow kobaltowych i tyta-
nowych [1+4].

Poczatkowo, badania skupiono na zagadnieniach wy-
twarzania warstwy pasywno-diamentowej na powierzchni
implantow ze stali AISI 316L. Stal ta powszechnie stoso-
wana jest do wytwarzania roznych postaci uzytkowych im-
plantow dla chirurgii urazowo-ortopedycznej, szczekowo-
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Abstract

Presented work refers to the problem of improve-
ment of the surfaces of stents used in the operative
cardiology. Its main goal has been assessment of the
biotolerance in the blood environment of the passive
and passive-carbon coatings, developed on the im-
plants' surfaces. According to recommendations of
standards for implants interacting with blood for more
than 30 days, investigations were carried out of the
cytotoxicity (using extracts and in the direct contact),
as well as of haemolysis and coagulation. Research
results collected suggest that the biotolerance of the
passive and passive-carbon coatings evaluated bas-
ing on the standards binding in the in vitro tests is
good.

Key words: metal biomaterials, Cr-Ni-Mo steels,
coronary stents, interventional cardiology,
frombogenicity, haemocompatibility

Introduction

Reports appeared recently in the literature on the ad-
vantageous effect of carbon coatings on biotolerance of
implants made from the metallic biomaterials. Many years
long interdisciplinary research carried out at the Silesian
University of Technology, guided by prof. J. Marciniak in
co-operation with the group of prof. S. Mitura from the Tech-
nical University of £édZ has been also dedicated to these
problems. The research was focused on working out a tech-
nique of developing the diamond coating on substrates like
the Cr-Ni-Mo steel, cobalt and titanium alloys [1+4].

The research was focused first on the prablem of devel-
oping the passive-diamond coating on the surfaces of im-
plants made from the AISI 316L steel. This steel is com-
monly used for manufacturing various types of implants for
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twarzowej i kardiologii zabiegowej. Na podstawie przepro-
wadzonych badan ustalono warunki techniki wytwarzania
powloki kompozytowej o optymalnych wiasnosciach fizy-
kochemicznych. Wyniki badan wykonanych w warunkach
in vitro wskazaty, ze powloka ta gwarantuje implantom bar-
dzo dobrg odpornos$é na korozje wzerowa, szczelinowsg i
naprezeniowa. Ponadio w badaniach przeprowadzonych w
tkankach zwierzat doswiadczalnych wykazano bardzo do-
brg ich biotolerancje. Wprowadzone do srodowiska tkan-
kowego implanty nie wywotaty zmian patogennych w ota-
czajacych tkankach (podskornej tkance tluszczowej, mie-
sniowej i kostnej) oraz nie wywarly wplywu toksycznego na
narzady miazszowe (watrobe, nerki, sledzione i ptuca)
[5+10].

Pozytywne wyniki badan przeprowadzone w warunkach
in vitro oraz in vivo skionity autorow do podjecia badan przy-
datnosci warstwy pasywno-weglowej dla implantow stoso-
wanych w kardiologii zabiegowej [11,12]. Badania realizo-
wane sa we wspolpracy ze Slaskim Centrum Chordb Serca
w Zabrzu. Z uwagi na specyficzng postac stentow wienco-
wych, ich cechy geometryczne oraz stosowang technike
implantacji (wysokocisnieniowa metoda rozprezania) wy-
stapita koniecznosc opracowania nowych warunkow wytwa-
rzania warstwy dla tego rodzaju implantow, a takze uwzgled-
nienia specyficznych metod badan wiasnosci fizykochemicz-
nych.

Modyfikacja powierzchni stentow z zastosowaniem
warstw pasywnej oraz pasywno-weglowej wymaga prze-
prowadzenia badan biotolerancji w srodowisku krwi. Wy-
boru badan dokonuje sig w oparciu o okreslone kryteria
zawarte w normie PN-ISO 10993-1 [13]. Norma ta wyszcze-
golnia ogolne zalecenia dotyczgce wyboru badan z uwzgled-
nieniem klasyfikacji wyrobow medycznych.

W przypadku podejmowania decyzji o przystapieniu do
oceny biologicznej nowego wyrobu w projektowaniu badan
itestow nalezy wzigc pod uwage przede wszystkim rzeczy-
wiste, proponowane zastosowanie nowego wyrobu z
uwzglednieniem rodzaju kontaktu z organizmem cztowieka
i czasu jego trwania. Dlatego tez przytoczona norma okre-
$la miedzy innymi jakie badania we wstepnej ocenie biolo-
gicznej powinny by¢ wziete pod uwage dla wyrobow im plan-
towanych bedacych w kontakcie z krwig - TABELA 1.

Klasyfikacja wyrobow medyeznych ze wzgledu na:
Classification of medical products based on:

traumatic and orthopaedic surgery, maxillofacial surgery,
and for the interventional cardiology. Basing on the research
results the conditions were determined for developing the
composite coating with the eptimum physical and chemi-
cal properties. Results of the in vitro tests have revealed
that this coating guarantees the implants a very good pit-
ting, crevice, and stress corrosion resistance. Moreover,
their very good biotolerance has been demonstrated in tests
carried out in tissues of the experimental animals. The im-
plants infroduced into the tissue environment did not evoke
any pathogenic lesions in the surrounding tissues (subcu-
taneous fatty tissue, muscular, nor osseous tissues), and
did not exert a toxic influence on the parenchymatous or-
gans (liver, kidneys, spleen, and lungs) [5+10].

The positive results of the in vitro and in vivo tests have
induced the authors to commence the investigation of ap-
plicability of the passive-carbon coating for implants used
in the operative cardiology [11,12]. The research is carried
out in co-operation with the Silesian Centre for Cardiac
Diseases in Zabrze. The need has arisen for working out
of the new conditions of developing this coating for such
implants, and taking into consideration the specific meth-
ods of testing of their physical and chemical properties,
because of the specific geometrical features of the coro-
nary stents and the implantation technique used (high-pres-
sure expansion).

Modification of the surface of stents using the passive
and passive-carbon coatings calls for biotolerance tests in
the blood environment. Selection of tests is carried out
basing on the criteria specified in the PN-ISO 10993-1
standard [13]. This standard specifies the general recom-
mendations for selection of tests taking into consideration
the classification of medical products.

In case of taking a decision about going in for the bio-
logical assessment of a new product when designing the
experiments and tests one has to take into account, first of
all, the real, proposed application of the new product, giv-
ing consideration to the type of its contact with the human
body and its duration. Therefore, the cited standard speci-
fies, among others, what tests should be taken into ac-
count in the initial biological assessment for the implanted
products remaining in contact with blood - TABLE 1.

Dziatanic biologiczne
Biological activity

Rodza) kontaktu z organizmem

Type of the contact with the body
C — staty
{powyzej 30 dni)
Duration of contact;

Kontakt
Contact

Kategoria

: C — permanent
Categary

(more than 30 days)

Czas trwania kontaktu:
A — pgraniczony (7 24 h)
B — przedtuzony (24 h do 30 dni)

A~ limited (? 24 h)
B — extended (24 h to 30 days)

rinoustrojowa (ostra)

Implantation

Cytotoxicity
Allergenic
Genotoksveznose
Genotoxicity
Implantacja
Zoodnose z krwia
Haemocompatibility

Cytotoksycznosc
£ o intracuiancous reactivity

Dziatanie uczulajgee

Systemic toxicity (acute)

aLir

Toksyeznose subchroniczna (podostra)
Subchronic toxicity (subacute)

Dzialanie drazmigce lub reaktywnose srodskoma
Toksycznosc ¢

Krew
Blood

Wyroby implantowane
yraby imp
Implanted products

TABELA 1. Zalecenia dotyczace wyboru badan we wstepnej ocenie biologicznej [13,14]
TABLE 1. Recommendations for selection of tests for the initial biological assessment [13,14]



Interakcja biomaterialow z krwig jest procesem wcigz nie
do konca poznanym. We krwi w obecnosci biomateriatu nie
powinny nastepowac zmiany w postaci [15]:

: nieodwracalnych uszkodzen budowy biatek,

* blokowania dziatania enzymow,

- zmian skiadu elektrolitow,

- uszkodzen i uwalniania zawartosci skiadnikow upostacio-
wianych krwi,

- wykrzepiania krwi.

Biomaterialy krwiozgodne nie powinny réwniez powodo-
wac w otaczajgcych je tkankach reakgji toksycznych, im-
munologicznych lub mutagennych.

Po wielu latach poszukiwan biomateriatow krwiozgod-
nych, nadal nie mozna sie spodziewac, aby kontakt bioma-
teriatu z krwig nie powodowat - w mniejszym lub wiekszym
stopniu - zmian we krwi. Do oceny tych zmian zapropono-
wano dotychczas bardzo wiele metod postepowania badaw-
czego, z ktdrych tylko nieliczne zostaly opracowane w po-
staci aktow normatywnych.

Materiat do badan

W pracy przeprowadzono badania biotolerancji z krwig
warstw pasywnej i pasywno-weglowe] przeznaczonych do
uszlachetniania powierzchni stentéw wiencowych o posta-
ci zaproponowanej przez zespét prof. L. Poloriskiego ze Sla-
skiego Centrum Chordb Serca w Zabrzu | wytworzonych z
austenitycznej stali Cr-Ni-Mo [16+18]. Dla implantow beda-
cych w kontakcie ze srodowiskiem krwi ponad 30 dni wy-
magane jest przeprowadzenie miedzy innymi badan doty-
czacych ich cytotoksycznosci oraz zgodnosci z krwig - TA-
BELA 1. W szczegolnosci w pracy przeprowadzono:

- badania cytotoksycznosci na ekstraktach,

- badania cytotoksycznosci w kontakcie bezposrednim,

- test hemolizy w bezposrednim kontakcie i z ekstraktu,

- test krzepniecia krwi. '

Z uwagi na zalecenia normatywne, badania przeprowadzo-
no na probkach litych wykonanych ze stali Cr-Ni-Mo. Dla
poszczegolnych pomiarow przygotowano prébki w postaci:
- prostopadtoscianu o wymiarach 50x10 x6 mm (wymaga-
na minimalna warto$¢ powierzchni jednej ze scian podda-
nych badaniom 50x3 mm) - badania cytotoksycznosci w
kontakcie bezposrednim,

-walca o srednicy d =10 mm i wysokosci h = 8 mm (wyma-
gana minimalna masa probki 4 g) - badania cytotoksycz-
nosci w kontakcie posrednim (z ekstraktem),

- walca o Srednicy d = 10 mm i wysokosci h = 30 mm (wy-
magana minimalna masa probki 15 g) - test hemalizy,

- vwalca o $rednicy d = 10 mm | wysokosci h = 25 mm
(wymagana minimalna powierzchnia catkowita probki 8 cm?)
- test krzepniecia.

Badaniom poddano probki o powierzchni polerowanej
elektrolitycznie i spasywowanej oraz polerowanej elektroli-
tycznie, spasywowanej z naniesiong warstwg weglowa.
Obrobke elektrochemiczna (polerowanie) i chemiczng (pa-
sywacja) przeprowadzono w warunkach opracowanych
przez zespot prof. J. Marciniaka z Politechniki Slaskiej w
Gliwicach. Proces nanoszenia warstwy weglowej metodg
rf PACVD realizowano w Instytucie Inzynierii Materiatowej
Politechniki t.odzkiej w todzi, ’

Metodyka badan

Badania cytotoksycznosci

Badania cytotoksycznosci przeprowadzono w Laborato-
rium Hodowli Tkanek i Cytometrii Przeplywowej Funda
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Interaction of biomaterials with blood is a process still
not fully understood. In the presence of biomaterial, in blood
should not occur changes like [15]:

- irreversible damages of structure of proteins,

* blocking of activity of enzymes,

- changes of composition of electrolytes,

- damages and releasing of the blood cells' contents,
* blood coagulation.

The haemocompatible biomaterials should neither cause
the toxic, immunological, nor mutagenic reactions in the
surrounding tissues.

One still cannot expect, after many years of search for
the haemocompatible biomaterials, that the contact of the
biomaterial with blood would not cause - to a certain degree
- changes in blood. Numerous research procedures were
proposed for evaluation of these changes, however, only a
few were worked out as norm setting acts.

Material for investigation

The research work included tests of the biotolerance with
blood of the passive and passive-carbon coatings used for
improvement of the coronary stents surfaces with the geo-
metrical features proposed by prof. L. Polonski's group from
the Silesian Centre for Cardiac Diseases in Zabrze, and made
from the Cr-Ni-Mo austenitic steel [16+18]. For implants re-
maining in contact with blood for more than 30 days, carrying,
amang others, their cytotoxicity and haemocompatibility tests
is required - TABLE 1. In particular, the following tests were
made within the research project framework;

- cytotoxicity tests on extracts,

- cytotoxicity tests in the direct contact,

- haemolysis test in the direct contact and from extract,

- blood coagulation test.

Following the recommendations in the relevant standards,
the tests were made on the solid specimens made from the
Cr-Ni-Mo steel. Specimens with the following features were
made for the particular measurements:

- rectangular prism with the dimensions of 50x10x6 mm (the
required minimum surface size of one of its walls subjected
to the test is 50x3 mm) - cytotoxicity tests in the direct con-
tact,

- cylinder with the diameter of d = 10 mm and height of h =
8 mm (the required minimum specimen weight is 4 g) - cy-
totoxicity test in the indirect contact (with extract),

- cylinder with the diameter of d = 10 mm and height of h =
30 mm (the required minimum specimen weight is 15 g) -
haemolysis test,

- cylinder with the diameter of d = 10 mm and height of h = 25
mm (the required minimum total specimen surface size is 8
cm?) - coagulation test. Tests were carried out on specimens
with the electrolytically polished and passivated surface, and
on the electrolytically polished, passivated and coated with
the carbon layer ones. The electro-chemical treatment (pol-
ishing) and the chemical one (passivation) were carried out
in conditions worked out by the group of prof. J. Marciniak
from the Silesian University of Technology in Gliwice. The
deposition process of the carbon coating, using the rf PACVD
method, was carried out in the Institute of Materials Engi-
neering of the Technical University of £6dz in Lodz.

Testing methodology

Cytotoxicity tests

The cytotoxicity tests were carried out in the Cell Culture
and Flow Cytometry Laboratory according to recom
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¢ji Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu zgodnie z zalecenia-
mi normy PN-ISO 10993-5 [19]. Przed rozpoczeciem ba-
dan prébki poddano procesowi sterylizacji z uzyciem tlenku
etylenu, a nastepnie wietrzono w areatorze. Do oznaczen
zastosowano linie komorkowe fibroblastow klon L 929 z
American Type Culture Collection (ATCC). Zastosowane
linie byly wolne od mykoplazmy. Kultura macierzysta tych
komorek jest przechowywana w laboratorium w diuarach z
cieklym azotem w temperaturze -140°C w pozywce zawie-
rajacej DMSQ, jako krioprotektant. Po ich rozmrozeniu usu-
nieto krioprotektant poprzez jednokrotne piukanie i wirowa-
nie z predkoscia 1500 obr/min w ciggu 10 min. Po odwiro-
waniu usunieto supernatant, a pozostaty precypitat rozpusz-
czono w odpo-wiednie] ilosci medium 199. Do hodowli wy-
korzystano butelki hodowlane z filirem o po-wierzchni 25
cm?, Komorki inkubowano w powietrzu zawierajacym 5%
CO, w temperaturze 37+0,5°C. Przed uzyciem do badan
fibroblasty pasazowano dwukrotnie.

Cytotoksycznosc powierzchni badanych prébek ocenio-
no na podstawie badan na ekstraktach oraz w bezposred-
nim kontakcie. Jako $rodka ekstrakcyjnego uzyto medium
hodowlanego bez surowicy. Badane probki umieszczono
w probowkach Falkonowskich o po-jemnosci 50 ml, a na-
stepnie do kazdej z nich dodano 20 ml medium hodowlane-
go. Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 37+0,5°C przez
48 h. Pozyskang z hodowli macierzystej zawiesine komo-
rek umieszczono w medium hodowlanym. Nastepnie do
kazdej butelki odpipetowano po 10 cm® zawiesiny komo-
rek. W dalszej kolejnosci hodowle inkubowano, az do uzy-
skania polzlewne] fazy wzrostu. Po uzyskaniu odpowied-
niej zlewnosci komérek usunieto pozywke hodowlang z
hodowli i do kazdego z naczyn dodano 8 cm® swiezego
medium oraz 2 cm® ekstrakiu z poszczegolnych probek
metalu i hodowano przez 48 h w tych samych warunkach.
Dla kazdej probki wykonano 10 pomiarow. W celu uniknig-
cia kontaminacji medium hodowlane suplementowano an-
tybiotykiem i srodkiem grzybobajczym. Po okresie 48 h ozna-
czono dziatanie cytotoksyczne probek poprzez pomiar zy-
wotnosci komorkowej. Dla jej okreslenia wykorzystano tech-
nike cytometrii przeptywowej. Oznaczenia wykonywano na
Cytometrze Przeptywowym Ortho Diagnostic System, wy-
posazonym w laser argonowy o dtugosci fali 488 nm. Jako
barwnik przyzyciowy zastosowano Anexyne V oraz jodek
propidyny ( Pl). Anexyna V wykazuje silne powinowactwo
do blony komorkowej tych komérek, kitore znajduja sie we
wczesnej fazie apoptozy. Komorki, ktore przytaczyty Ane-
xynea V wykazuja zielone zabarwienie i klasyfikowane sg
jako apoptyczne. Zastosowany w pomiarach jodek propi-
dyny jest barwnikiem wykazujgcym czerwone zabarwienie.
Moze on przenikac jedynie do wnetrza tych komorek, ktore
wykazujg naruszona integralnosc¢ bltony komorkowej. Dia-
tego tez komorki wykazujgace czerwone zabarwienie klasy-
fikowane sg jako martwe.

W badaniach w bezposrednim kontakcie komorki uzy-
skane z hodowli macierzystej zawieszono w medium 189,
a nastepnie do kazdego z naczyn odpipetowano po 10 cm®
zawiesiny komorek w medium hodowlanym. Komorki ho-
dowano w atmosferze powietrza z 5% przeplywem CO, w
temperaturze w 37+0,5°C, az do uzyskania potzlewnej fazy
wzrostu. Po uzyskaniu odpowiedniej gestosci komorek od-
rzucono medium hodowlane, a nastepnie do kazdego z
naczyn dodano po 10 cm® swiezego medium. W dalszej
kolejnosci w poszczegoélnych naczyniach hodowlanych
umieszeczono ostroznie badane probki. Naczynia wraz z
probkami inkubowano przez 48 h w standardowych warun-
kach. Po tym czasie probki poddano analizie, ktora obej-
mowala ocene morfologii komérek oraz ich zywotnosci sto-
sujac jako barwnik btekit trypanu.

mendations of the PN-ISO 10993-5 standard [19]. The speci-
mens were subjected to the sterilization process using the
ethylene oxide, and were ventilated in the aerator afterwards.
The fibroblast cell lines, clone L 929 from the American
Type Culture Collection (ATCC), were used for determina-
tion. The lines used were free from mycoplasma. The stock
culture of these cells is stored in the laboratory in Dewar
flasks with liquid nitrogen at the temperature of -140°C in a
medium containing DMSO, as a cryoprotectant. After their
defrosting, the cryoprotectant was removed by rinsing them
once and cenfrifugalized at the rate of 1500 rpm for 10 min.
After centrifugation, the supernatant was removed, and the
resulting precipitate was dissolved in the relevant amount
of the 199 medium. The culture bottles with filter with the 25
cm? surface area were used for culture. The cells were in-
cubated in the air containing 5% CO, at the temperature of
37+0.5°C. The fibroblasts were passaged twice before us-
ing for tests.

The cytotoxicity of the investigated specimens' surface was
evaluated basing on tests made on extracts and in the direct
contact. Culture medium without serum was used as the ex-
tractive agent. The investigated specimens were put into the
Falcon flasks of 50 ml capacity, and next 20 ml of the culture
medium was added to each one. Extraction was carried out
at the temperature of 37+0.5°C for 48 h. Suspended cells
obtained from the stock culture were put into the culture
medium. Next, 10 cm3 of the cell suspension was measured
off to each bottle. Further, the cultures were incubated, until
the semi-liquid growth phase was obtained. After obtaining
the relevant liquidity of cells, the medium was removed from
the culture and 8 cm? of fresh medium and 2 cm? of extract of
the particular metal specimens were added to each vessel,
and cultured for 48 h in the same conditions. Ten measure-
ments were made for each specimen. The culture medium
was supplemented with the antibiotic and the fungicide to
avoid contamination. After 48 h the cytotoxic activity of the
specimens was determined by measurement of the cellular
vitality. Flow cytometry was used to determine it.
Determinations were made using the Ortho Diagnostic Sys-
tem Flow Cytometre, equipped with the 488 nm wavelength
argon laser. Anexyne V and propidine iodide (Pl) were used
as an intravital stain. Anexyne V demonstrates a strong af-
finity to cell membrane of these cells that remain in the early
apoptosis phase. The cells that attached Anexyne V show
green colouring and are classified as apoptic.The propidine
iodide used in the measurements is a red coloured dye. It
can penetrate the interior of these cells only that reveal the
impaired integrity of their membrane. Therefore, the red col-
oured cells are classified as necrotic.

In the direct contact tests, cells obtained from the stock
culture were suspended in the 199 medium, and next 10
cm3 of the cell suspension in the culture medium were
measured off to each vessel. The cells were cultured in the
air atmosphere with the 5% flow of CO, at the temperature
of 37+0.5°C, until the semi-liquid growth phase was reached.
After obtaining the relevant cell density, the culture medium
was rejected, and next 10 cm® of a fresh medium were added
to each vessel. Further, the examined specimens were
placed carefully in the particular culture vessels. The ves-
sels with specimens were incubated for 48 h in standard
conditions. After this time, the specimens were subjected
to analysis, which included evaluation of morphology of cells
and their vitality using trypan blue as the stain. .

Tests for interactions with blood

Investigation of interactions of specimens with blood in
the "in vitro" tests was carried out basing on the haemolysis



Badania interakcji z krwig

Badania interakcji probek z krwig w badaniach "in vitro"
przeprowadzono na podstawie testu hemolizy w bezposred-
nim kontakcie i z ekstraktu oraz testu krzepniecia zgodnie z
zaleceniami normy 1SO 10993-4 [20]. Badanie hemolizy w
bezposrednim kontakcie polegato na okresleniu poziomu
hemoglobiny w osoczu odzwierciedlajgcym stopien uszko-
dzenia btony komoérkowej czerwonych krwinek w kontakcie
z badanymi prébkami. Probki zostaly umieszczone w pro-
bowkach, do ktorych dodano cytrynianowa krew. Probéwki
inkubowano przez okres 60 min. w temperaturze 37+0,5°C
w cieplarce, typ B20 firmy Heraeus. Po inkubacji usunieto
krew do nastepnej probowki i wirowano przez 10 minut z
* predkoscig 500 x G. Wirowanie wywoluje oddzielenie ko-
morek nieuszkodzonych i lizy komodrkowej. Zlizowane ko-
morki pozostawiono w roztworze na spodzie probowki. Sto-
pien lizy czerwonych krwinek i uwalniania hemoglobiny spo-
wodowane przez badany material oceniano za pomocg
spektrofotometru UV/VIS, typ UV 2101 PC, firmy Schima-
dzu przy diugosci fali 540 nm.

Badanie hemolizy z ekstraktu polegato na okresleniu
poziomu hemoglobiny w osoczu odzwierciedlajgcym sto-
pien uszkodzenia blony komodrkowej czerwonych krwinek
w kon-takcie z ekstraktem z badanego materiatu. W celu
przygotowania ekstraktu probki byly umieszczane w 0,9%
roztworze NaCl w temperaturze 700 C przez okres 24 go-
dzin. Tak przygotowany ekstrakt umieszczono w probdw-
kach, do ktorych dodano cytrynianowa krew. Nastepnie pro-
bowki inkubowano przez okres 60 min w temp. 37°C w cie-
plarce, typ B20 firmy Heraeus. Po inkubacji usunieto krew
do nastepnej probowki i wirowano przez 10 minut z pred-
koscig 500 x G. Wirowanie wywoluje oddzielenie komdrek
nieuszkodzonych i lizy komorkowej. Zlizowane komaorki
pozostawiono w roztworze na spodzie probowki. Stopien
lizy czerwonych krwinek i uwalniania hemoglobiny spowo-
dowane przez badany materiat oceniano za pomoca spek-
trofotometru UV/VIS, typ UV 2101 PC, firmy Schimadzu przy
dtugosci fali 540 nm.

W badaniach krzepniecia zastosowano osocze cytrynia-
nowe. Osocze bylo poddawane dziataniu badanego mate-
riatu statycznie. Po okreslonym czasie kontaktu z badang
powierzchnig wykonano:

- oznaczenie czasu protrombinowego (PT),
- 0zZnaczenie czasu czesciowe| tromboplastyny (PTT).

Czas protrombinowy jest gléwnym skryningowym testem
wykrywajacym nieprawidiowosci w krzepnieciu ukiadu ze-
wnatrzpochodnego. Zewnatrzpochodny mechanizm krzep-
niecia krwi wystepuje po zetknieciu sie krwi wyplywajacej z
naczyn krwionosnych z uszkodzonymi tkankami. Podsta-
wa tego testu jest optymalne stezenie jondw wapnia i nad-
miar tromboplastyny. W tescie tym mierzy sie protrombine
i czynniki pomocnicze. W obecnosci tkankowej trombopla-
styny czas krzepniecia zalezy od stezenia protrombiny, czyn-
nika V, czynnika X. Osocze cytrynianowe dodawane byto
do probowek i umieszczane w inkubatorze koagulometru
MCL 2 Instrumentation Labolatory w temp. 37+0,5°C. Na-
stepnie dodano odczynnik PT i roztwdr chlorku wapnia do
kazdej probowki. Chlorek wapnia powoduje uwalnianie an=
tykoagulantu i pozwala na przebiegniecie procesu tworze-
nia skrzepu. Czas, ktdry uplywat do czasu powstania skrze-
pliny byt oznaczany za pomocg koagulometru. Ocene cza-
su protrombinowego dla kazdej z probek dokonano w od-
niesieniu do negatywnej proby kontrolnej.

Oznaczenie czasu czesciowe] tromboplastyny (PTT) sta-
nowi gtowny skryningowy test wykrywajacy nieprawidiowo-
sci w krzepnieciu ukladu wewnatrzpochodnego, Wewnatrz
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test in the direct contact and from the extract, as'well as on
the coagulation test, according to recommendations of the
ISO 10993-4 standard [20]. The haemolysis test in the di-
rect contact consisted in determining the haemoglobin level
in blood plasma, reflecting the extent of the erythrocytes'
cell membrane damage in contact with the examined speci-
mens. The specimens were placed in test-tubes to which
the citrated blood was added. The test-tubes were incu-
bated for 60 min at the temperature of 37+£0.5°C in the
Heraeus B20 thermostat. After incubation the blood was
removed to the next test-tube and centrifugalized for 10 min
at the 500xG rate. Centrifugation separates the cells that
are free of damage and the cellular lysis. Lysated cells were
left in the solution at the bottom of the test-tube. The extent
of the erythrocytes' lysis and release of the haemoglobin
caused by the investigated material was determined using
the Schimadzu UV/VIS spectrophotometer, UV 2101 PC
type, at the 540 nm wavelength.

Testing of haemolysis from the extract consisted in de-
termining the haemoglobin level in blood plasma, reflecting
the extent of the erythrocytes' cell membrane damage in
contact with the extract from the examined material. To pre-
pare the extract, the specimens were placed in the 0,9%
solution of NaCl at the temperature of 700 C for 24 hours.
The extract prepared in this way was placed in the test-
tubes, to which the citrated blood was added. Next, the test-
tubes were incubated for 60 min at the temperature of 37°C
in the Heraeus B20 thermostat. After incubation the blood
was removed to the next test-tube and centrifugalized for
10 min at the 500xG rate. Centrifugation separates the cells
that are free of damage and the cellular lysis. Lysated cells
were left in the solution at the bottom of the test-tube. The
extent of the erythrocytes' lysis and release the haemoglobin
caused by the investigated material was determined using
the Schimadzu UV/VIS spectrophotometer, UV 2101 PC
type, at the 540 nm wavelength.

The citrated blood plasma was used in coagulation tests.
The plasma was subjected statically to the activity of the
investigated material. After the specified contact duration
time with the investigated surface the following
determinations were made:

- determination of the prothrombin time (PT),
- determination of the partial thromboplastine time (PTT).

The prothrombin time is the main screening test reveal-
ing abnormalities in the extrinsic pathway blood coagula-
tion. The extrinsic mechanism of blood coagulation occurs
when the blood flowing from the blood vessels gets into
contact with the damaged tissues. The basis of this test is
the optimum concentration of calcium ions and excess of
thromboplastine. Prothrombin and ancillary factors are
measured in this test. The blood coagulation time depends
on the concentration of prothrombin, factor V, and factor X,
in the presence of the tissue thromboplastine. The citrated
blood plasma was added to the test-tubes and placed in the
MCL 2 Instrumentation Laboratory coagulometer incubator
at the temperature of 37+0.5°C. Next, the PT reagent and
calcium chloride were added to each test-tube. Calcium
chloride causes releasing of the anticoagulant and allows
the blood clot formation process to proceed. Time duration
to development of the thrombus was determined using the
coagulometer. Determination of the prothrombin time for
each specimen was carried out in relation to the negative
control test. g

Determination of the partial thromboplastine time (PTT)
features the main screening test revealing abnormalities in
the intrinsic pathway blood coagulation. The intrinsic mecha-
nism of blood coagulation is revealed by the blood contact
with materials or compounds with the negative charge. This
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pochodny mechanizm krzepniecia krwi ujawnia sie wsku-
tek konyaktu krwi z materiatami lub zwiazkami o tadunku
ujemnym. Test ten okresla czas krzepniecia rekalcynowe-
go cytrynianowego osocza pod wpltywem dodania czescio-
wej tromboplastyny. Osocze cytrynianowe dodawane byto
do probowek, kiore umieszczano w inkubatorze koagulo-
metru w temp. 22+0,5°C przez okres 60 minut. Nastepnie
dodano odczynnik PTT na okres 3 min. W dalszej kolejno-
sci do kazdej probowki dodano roztwdr chlorku wapnia.
Chlorek wapnia powoduje uwalnianie antykoagulantu i po-
zwala na przebiegniecie procesu tworzenia skrzepu. Czas,
ktory uptywat do czasu powstania skrzepliny byt oznaczany
za pomocg koagulometru. Oceng czasu czesciowej trom-
boplastyny dla kazdej z probek dokonano w odniesieniu do
negatywnej proby kontrolnej.

Wyniki badan
Badania cytotoksycznosci

Wyniki badan cytotoksycznosci prébek o zroznicowanym
sposobie przygotowania powierzchni zamieszczono w TA-
BELI 2 i na RYS.1. W badaniach przeprowadzonych na
ekstraktach, srednia wartosc okreslajgca ilosc zywych ko-
morek oceniana dla proby kontrolnej (fragmenty drenow)
wynosita okoto 80,6%.

Dla probek o powierzchni polerowane] elektrolitycznie i
spasywowanej oraz dla probek z dodatkowo naniesiong war-
stwa weglowa wartosc ta ulegta zmniejszeniu koto 15% i
wynosita odpowiednio 64,11% oraz 65,68% - TABLICA 2,
RYS. 1. W konsekwencji uzyskano rowniez zroznicowanie
ilosci komorek apoptycznych i martwych. Na podstawie prze-
prowadzonych badan stwierdzono, ze warto$¢ srednia okre-
slajgca ilos¢ komorek apoptycznych wynosita odpowiednio
17,95% (dla proby kontrolnej), 8,18% (dla probek o powierzch-
ni polerowanej elektrolitycznie i spasywowanej) oraz 14,12%
(dla probek z dodatkowo naniesiong warstwg weglowa).
Natomiast dla komorek martwych wartosci te wynosity odpo-
wiednio 1,50%, 27,72% oraz 20,21% - TABLICA 2.

Sposab przyeotowania
powierzehni probek

Rodzaj [los¢ acenianych
ocentnych komorek. [%a]
komorek Quantity of cells, [%4]
Specimen surface preparation min. | max | S
Cell type
Zywe
Live
Apoptyeme
Apoptic
Martwe
Necrotic
Zywe
Polerowane clektrolitycznic Live
i spasywowane
Electrolytically polished and
passivated

Sredmia
average

[O.40 | 8070 | 80,00

Proba kontrolna

£ { 7.95
Control test 179 | 18,1 17.95

1,50 | 1.50 1.50

4830 83,10 | o411

Apaptycme
Apoptic
Martwe
Necrotic

5,10 | 14,10 B.18

270 | 44.50

Polerowane elektrolityesmie, Zywe

sk’ ! 77,90
SPASYWOWHNE 7 NATEes1on:g Live

warstwa weglowa
Electrolytically polished and
passivated with the carbon
coating deposited

Apoptyerne
Apoptic
Martwe
MNeerotic

3R.60

33.40

TABELA 2. Wyniki badan cytotoksycznosci na
ekstraktach

TABLE 2. Results of the cytotoxicity tesis on
extracts

test determines the time duration of coagulation of the
recalcinated citrated blood plasma under the influence of
adding of the partial thromboplastine. The citrated blood
plasma was added to the test-tubes, which were placed in
the coagulometer incubator at the temperature of 22+0.5°C
for 60 minutes. Next the PTT reagent was added for 3 min-
utes. Further, the calcium chloride solution was added to
each test-tube. Calcium chloride causes releasing of the
anticoagulant and allows the blood clot formation process
to proceed. Time duration to development of the thrombus
was determined using the coagulometer. Determination of
the partial thromboplastine time for each specimen was
carried out in relation to the negative control test.

Test results

Cytotoxicity tests

Resulis of the cytotoxicity tests of specimens with the
diversified surface preparation methods are included in
TABLE 2 and in FIG. 1. In tests carried out on extracts the
average value of the live cells quantity determined in the
control test (fragments of drains) was about 80,61%. For
specimens with the electrolytically polished and passivated
surfaces, and also for the specimens with the additionally
deposited carbon coating this value decreased by about
15%, being 64.11% and 65.68% respectively - TABLE 2,
FIG.1. As a consequence, diversification of the apoptic and
necrotic cells' quantities was obtained also. Basing on tests
carried out it was found out that the average value of the
apoptic cells quantity was 17.95% (for the control test),
8.18% (for specimens with the electrolytically polished and
passivated surfaces), and 14.12% (for specimens with the
additionally deposited carbon coating) respectively, while
for the necrotic cells these values were 1.50%, 27.72%,
and 20.21% respectively - TABLE 2.

Observation of the cells in culture, subjected to the di-
rect contact with the surfaces of the investigated specimens
did not reveal, in any case, any significant changes of their
morphology - FIG. 2. The cells grew uniformly around the
specimens - FIG. 2d. The additional analysis carried out
with the stain (trypan blue) did not reveal any significant
decrease of vitality of the evaluated cells.

Tests for interactions with blood

Test results of interaction of the implants with blood are
presented in TABLE 3 and in FIG. 3. The average of three
determinations for each series of tests was assumed as the
test result, after rejecting the extreme results, in regard to
the negative and positive control tests. In evaluation of the
haemolysis extent in the direct contact, the value of 1.54%
was obtained for the polished and passivated specimen,
whereas, for the polished and passivated specimen with
the carbon coating the value of 1.23% was obtained. The
results obtained for both specimens did not exceed the value
of 3.0% obtained in the positive control test - FIG. 3.

In evaluation of the haemolysis extent from the extract,
the value of 0.53% was obtained for the polished and
passivated specimen, whereas, for the polished and
passivated specimen with the carbon coating the value of
0.89% was obtained. Also in this case the obtained results
did not exceed the value of 1.2% obtained in the positive
control test - FIG. 3.

Test results of the influence of the developed passive
and carbon coatings on the extrinsic pathway blood coagu-
lation mechanism are presented in Table 3. The prothrombin
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Udziat zywych komorek, %
Ratio of live cells, %

RYS. 1. Wyniki badan cytotoksycznosci
przeprowadzonych na ekstraktach: 1 - dla préby
kontrolnej, 2 - dla prébki o powierzchni
polerowanej elektrolitycznie i spasywowa-nej,
3 - dla prébki o powierzchni polerowanej
elektrolitycznie, spasywowanej z naniesiong
warstwa weglowg

FIG. 1. Results of the cytotoxicity tests carried
out on extracts: 1 - for the control test, 2 - for

the specimen with the electrolytically polished and passivated surface, 3 - for the specimen with the electrolytically
polished and passivated surface with the carbon coating deposited

Obserwacja komérek w hodowli poddanych bezposred-
niemu kontaktowi z powierzchnig badanych prébek w zad-
nym przypadku nie wykazata istotnych zmian ich morfolo-
gii -RYS. 2. Komaérki réwnomiernie wzrastaty wokot pro-
bek - RYS.2d. Dodatkowo przepro-wadzona analiza z wy-
korzystaniem barwnika (btekitu trypanu) nie wykazata istot-
nych zmian obnizenia zywotnosci ocenianych komaérek.

Badania interakcji z krwig

. Wyniki badan interakcji implantow z krwig przedstawio-
no w TABELI 3 oraz na RYS. 3. Jako wynik badania przy-
jeto srednig z trzech oznaczen z kazdej serii badan po od-
rzuceniu wynikow skrajnych w odniesieniu do kontrolne;
proby negatywnej i pozytywnej. Przy ocenie stopnia he-
molizy w kontakcie bezposrednim, dla prébki polerowane;
i spasywowanej uzyskano wynik 1,54%, natomiast dla prob-
ki polerowanej, spasywowoanej, z naniesiona warstwag

Cc

RYS. 2. Morfologia komorek po badaniach
cytotoksycznosci w kontakcie bezposrednim:
a - proba kontrolna, b - z prébka polerowang
elektrolitycznie i spasywowana,

c - z probka polerowanga elektrolitycznie,
spasywowang z naniesiong warstwa weglowa,
d - z prébka z naniesiong warstwa weglowg w
obszarze jej krawedzi

FIG. 2. Morphology of cells after the cytotoxicity
tests in direct contact:

a - control test, b - with the electrolytically
polished and passivated specimen,

¢ - with the specimen electrolytically polished,
passivated, and with the deposited carbon
coating, d - with the carbon coated specimen in
the edge area
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time (PT) was 11.7 sec for specimens with the electrolyti-
cally polished and passivated surface, and it was 12.1 sec
for the electrolytically polished and passivated carbon coated
specimens. The obtained results differ slightly from the value
obtained in the control test which was 11.5 sec.

The influence of the developed coatings on the intrinsic
pathway blood coagulation mechanism was determined by
the partial thromboplastine time (PTT) measurement. Test
results indicate that the obtained PTT value for the polished
and passivated specimens was 29 sec, whereas for the
specimens with the additionally deposited carbon coating
the value of 31.5 sec was obtained. Measurements carried
out for the control test revealed that the PTT time value was
28 sec.

Summary

The investigations carried out feature a part of the re-
search work conducted by the Centre for Biomedical Engi-
neering of the Silesian University of Technology in co-op-
eration with the Silesian Centre for Cardiac Diseases in
Zabrze. The main goal of the realised research is working
out the technology of development of the passive-carbon
coating on the surfaces of coronary stents, ensuring their
good biotolerance, ease of implantation using the catheter
for coronary angioplasty, and a relatively low price.

The initial evaluation of the biotolerance of the proposed
coatings in the blood environment was made in the pre-
sented work, including their cytotoxicity tests and interac-
tions with blood (determination of the prothrombin time PT
and the partial thromboplastine time PTT). The decrease of
the live cells average quantity by about 15% for the exam-
ined coatings in comparison with the control test, should be
regarded as the positive result, attesting to their low toxic-
ity. Examinations of cells subjected in the culture to the di-
rect contact with the surface of the passive, and passive-
carbon coatings did not reveal any significant changes in
their morphology. One should also evaluate as very advan-
tageous test results of the influence of the specimens' sur-
faces with the deposited coatings on the extrinsic- and in-
trinsic pathway blood clotting mechanisms. Therefore, the
biotolerance of the passive and passive-carbon coatings
developed on the surface of the austenitic steel, evaluated
according to the pertaining standards for the "in vitro” tests
is good. The more detailed investigations should be con-
ducted, according to authors, using the proposed stent geo-
metrical features with the deposited passive- and passive-
carbon coatings in the environment of flowing blood.
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weglowa uzyskano wartosc 1,23%. Uzyskane rezultaty dla
obydwu prébek nie przekroczyly wartosci 3,0% uzyskanej
w probie kontrolnej pozytywnej - RYS. 3.

Oceniajac stopien hemolizy z ekstraktu przy badaniu
probki polerowanej i spasywowanej uzyskano wynik 0,53
%, a dla probki polerowanej, spasywowanej z naniesiona
warstwa weglowa wartosé ta wynosita 0,89 %. Réwniez w
tym przypadku otrzymane wyniki nie przekroczyty wartosci
1,2% uzyskanej dla proby kontrolnej pozytywnej - RYS. 3.

Wyniki badan wptywu wytworzonych warstw pasywnej i
weglowej na zewnatrzpochodny mechanizm krzepnigcia
krwi przedstawiono w tablicy 3. Dla probek o powierzchni
polerowanej elektrolitycznie i spasywowanej wartosc cza-
su protrombinowego (PT) wynosita 11,7 sekundy, a dla pro-
bek polerowanych elektrolitycznie, spasywowanych z na-
niesiong warstwa weglowa 12,1 sekundy. Uzyskane wyniki
nieznacznie réznig sie od wartosci uzyskanej dla proby kon-
trolnej, ktora wynosita 11,5 sekundy.

Wptyw wytworzonych warstw na wewnatrzpochodny
mechanizm krzepniecia krwi oceniano poprzez pomiar cza-
su czesciowej tromboplastyny (PTT). Wyniki przeprowadzo-
nych badan wskazuja, iz uzyskana wartos¢ PTT dla pro-
bek polerowanych i spasywowanych wynosita 29 sekund,
natomiast dla probek z dodatkowo naniesiong warstwa
weglowg uzyskano wartos¢ 31,5 sekundy. Pomiary prze-
prowadzone dla proby kontrolnej wykazaly, iz wartosc cza-
su PTT wynosita 28 sekund.

Rodzaj probki
Specimen type

Cras protrombinowy  PT, [s]
Prothrombin time PT, |sec]
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polerowana elektrolitycenic | spasywowana
Electrolytically polished and passivated

polerowana elektrolitycznie,
warstwa weglowsy
Electrolytically polished and passivated

SPASYWOWANA 2 naniesiona

proba kontrolna
Control test

TABELA 3. Wyniki badan krzepniecia krwi
TABLE 3.Blood clotting test results

3.5

Stopien hemolizy, %, Extent of haemolysis, %

1,23

DOkontakt bezposredni
direct contact

B kontakt posredni
indirect contact

RYS. 3. Wyniki badan hemolizy: 1 - préba kontrolna negatywna, 2 - prébka polerowana elektrolitycznie i
spasywowana, 3 - prébka polerowana elektrolitycznie, spasywowana z naniesiong warstwa weglowa, 4 -

préba kontrolna pozytywna

FIG. 3. Haemolysis test results: 1 - negative control test, 2 - electrolytically polished and passivated specimen,
3 - electrolytically polished and passivated, carbon coated specimen, 4 - positive control test
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Podsumowanie

Przeprowadzone badania stanowiag fragment prac pro-
wadzonych w Centrum Inzynierii Biomedycznej Politechni-
ki Slaskiej we wspoipracy ze Slaskim Centrum Chorob Ser-
caw Zabrzu. Zasadniczym celem realizowanych badan jest
opracowanie technologii wytwarzania warstwy pasywno-
weglowej na powierzchni stentéw wiencowych gwarantujg-
cej im dobrg biotolerancje, fatwos¢ implantacji przy uzyciu
cewnika do angioplastyki wiencowej i relatywnie niska cena.

W prezentowanej pracy przeprowadzono wstepng oce-
ne biotoleranciji proponowanych warstw w srodowisku krwi
obejmujaca badania ich cytotoksycznosci oraz interakgji z
krwig (oznaczenie czasu protrombinowego PT i czasu cze-
Sciowej tromboplastyny PTT). Uzyskane w badaniach cy-
totoksycznosci zmniejszenie sredniego udziatu zywych ko-
morek dla badanych warstw o okoto 15% w odniesieniu do
proby kontrolnej nalezy traktowac jako wynik pozytywny,
swiadczacy o matej ich toksycznosci. Przeprowadzone ba-
dania komorek poddanych w hodowli bezposredniemu kon-
taktowi z powierzchnig warstw pasywnej oraz pasywno-
weglowej nie wykazaly istotnych zmian w ich morfologii.
Réwniez badania wplywu powierzchni probek z naniesio-
nymi warstwami na zewnatrz- i wewnatrzpochodny mecha-
nizm krzepniecia krwi oceni¢ nalezy bardzo pozytywnie. A
zatem biotolerancja warstw pasywnej oraz pasywno-weglo-
wej wytworzonych na powierzchni stali austenitycznej oce-
niana na podstawie obowigzujacych standardéw w bada-
niach in vitro jest dobra. Bardziej szczegdlowe badania zda-
niem autoréw nalezy przeprowadzi¢ z wykorzystaniem pro-
ponowanej postaci stentéw z naniesionymi warstwami pa-
sywng oraz pasywno-weglowg w srodowisku przeptywaja-
cej krwi.
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