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Streszczenie

Wprowadzenie. Zapobieganie i poznanie przyczyn tworzenia sie zakrzepow krwi na powierzchni biomaterialow sg glownym
problemem przy opracowywaniu nowych materiatow przeznaczonych na wszczepy do uktadu krwiono$nego. Interakcja mieg-
dzy srodowiskiem biologicznym a implantem weglowym jest $cisle zwiazana z wlasciwosciami jego powierzchni. Szczegolne
znaczenie dla medycyny maja implanty, ktorych powierzchnia pokryta weglem pirolitycznym charakteryzuje sie atrombo-
gennoscia.

Cel pracy. Ocena wplywu powierzchni wegla pirolitycznego na aktywacje krzepniecia krwi.

Material i metody. Pelng krew ludzka poddano in vitro czasowemu kontaktowi z powierzchnia wegla izotropowego nisko-
temperaturowego (LTI). Dzialanie hemostatyczne wegla pirolitycznego okreslono, oznaczajac wybrane wskazniki osoczo-
wego ukladu krzepnigcia oraz czas rekalcynacji na powierzchni materiatu. Ocene topografii materialu wykonano z uzyciem
elektronowego mikroskopu skaningowego.

Wyniki. W badaniach osoczowego ukladu krzepnigcia nie stwierdzono zmian w wartosciach APTT, PT, TT, fibrynogenu
oraz aktywnosci czynnikow F XII, F IX, F VIII, jak i AT III, biatka C i plazminogenu. Czas krzepniecia krwi na powierzchni
materiatu byl wydluzony w poréwnaniu do powierzchni szkla oraz polistyrenowe;.

Whioski. Bezpo$redni kontakt krwi z powierzchnig wegla LTI wydtuza formowanie skrzepu, nie zmieniajac jednoczesnie
wskaznikoéw osoczowego uktadu krzepniecia w czasowym kontakcie (Polim. Med. 2013, 43, 3, 165-173).

Slowa kluczowe: biomaterialy, wegiel prolityczny, uklad krzepnigcia, uktad fibrynolityczny, inhibitory krzepniecia, czas
rekalcynacji, adhezja krwinek ptytkowych, elektronowy mikroskop skaningowy.

Abstract

Background. Preventing blood clots formation on the biomaterials surface and finding the causes of their appearance are
the leading research subjects while working out biomaterials for grafts into the circulation system. Interaction between the
biological environment and the carbon implant is closely connected with the properties of its surface. Implants whith surfaces
covered with pyrolytic carbon is characterised by athrombogenity have particular significance in medical applications.
Objectives. Assessment of the influence of a pyrolytic carbon surface on the activation of coagulation system.

Material and Methods. Full human blood was subjected to temporal contact in vitro with the surface of low-temperature
isotropic carbon (LTI). The haemostatic action of pyrolytic carbon was determined through marking the chosen parameters

* Praca zostala wykonana w ramach projektu badawczego nr 1821 Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.
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of the coagulation system and the recalcification time on the material surface. The evaluation of the topography of the mate-

rial was performed in the scanning microscopy.

Results. Changes in the values APTT, PT, TT, fibrinogen and activity of factors F XII, F IX, F VIII as well as AT III, protein C
and plasminogen were not observed in the studies of the plasmatic coagulation system. The blood coagulation time on the
material surface was elongated in comparison with the surface of glass and polystyrene surface.

Conclusions. Direct contact of blood with the surface of carbon LTI elongates clot formation, while not changing the param-
eters of the plasmatic coagulation system in temporal contact (Polim. Med. 2013, 43, 3, 165-173).

Key words: biomaterials, pyrolytic carbon, coagulation system, fibrinolytic system, coagulation inhibitors, recalcification

time, platelet adhesion, scanning mikroscopy.

Rozwdj biomaterialéw stosowanych w kardiochi-
rurgii, a w szczegolnosci materialéw konstrukcyjnych
przeznaczonych do implantacji w chirurgii naczyniowej
jest uwarunkowany rozwojem wiedzy na temat wply-
wu wlasciwosci fizykochemicznych powierzchni oraz
skladu chemicznego materialu na procesy biologiczne
zachodzace we krwi. Powinny one by¢ biozgodne i nie
wywolywac¢ zadnych zmian w srodowisku, w ktérym sie
znajduja [1].

Implanty zawsze w jakim$ stopniu ulegaja interak-
cji ze skladnikami morfotycznymi krwi i oddzialujg
na jej krzepnigcie [2]. Materiaty weglowe o strukturze
grafitu sa uwazane za materialy atrombogenne, czyli
niepowodujace powstawania zakrzepéw w kontakcie
z krwig, aktualny stan wiedzy dotyczacy mozliwosci
ich szerszego wykorzystania w kardiochirurgii jest jed-
nak niewystarczajacy, stad tez prowadzi si¢ intensywne
badania w tym obszarze. Obecnie, oprocz naturalnych
form wegla, sg jeszcze inne wytworzone laboratoryjnie.
Sposéb wytwarzania wegla w postaci powloki ma za-
sadniczy wplyw na jego wlasciwosci uzytkowe [3].

W odniesieniu do zastosowan medycznych szcze-
gélne znaczenie maja implanty, ktérych powierzchnia
jest pokryta weglem pirolitycznym. Gléwng zaletg ma-
terialéw weglowych otrzymanych na drodze pirolizy
jest mozliwo$¢ ksztaltowania pozadanych wlasciwosci
przez odpowiedni dobdr parametréw procesu techno-
logicznego, bez koniecznosci wprowadzania dodatkéw
modyfikujacych. Odpowiedz ukladu naczyniowego na
wszczepiony biomaterial jest zasadniczo podyktowana
jego wlasciwosciami powierzchniowymi. Pokrycie im-
plantow warstwa wegla pirolitycznego powoduje z jed-
nej strony zwiekszenie wymagan stawianych tego typu
materialom, z drugiej poszukiwanie nowych metod
technologii poprawiajacych ich wlasciwosci uzytkowe.
Warstwy wegla pirolitycznego mozna otrzymac w roz-
nych modyfikacjach, zwigksza to ich mozliwosci w za-
stosowaniu w medycynie [4-6].

Celem pracy byla ocena wplywu powierzchni wegla
pirolitycznego na aktywacje krzepniecia krwi oraz adhezje
skfadnikéw morfotycznych krwi w badaniach in vitro.

Material i metody

Badaniom poddano niskotemperaturowy piroli-
tyczny wegiel izotropowy, LTI (low temperature isotro-
pic carbon) w postaci warstwy otrzymanej na podtozu

z grafitu syntetycznego. Probki pokryte warstwa wegla
LTI otrzymano technikg CVD (Chemical Vapour Depo-
sition) w Katedrze Biomaterialdow Wydziatu Inzynierii
Materialowej i Ceramiki AGH w Krakowie. Poddano
je sterylizacji radiacyjnej dawka 25 kGy. Badania akty-
wagji krzepnigcia krwi po czasowym kontakcie probek
wegla LTI z pelng krwia cytrynianowa wykonano w Za-
ktadzie Chirurgii Eksperymentalnej i Badania Biomate-
riatéw UM we Wroclawiu.

Badania wykonano na bezimiennej krwi ludzkiej
grupy ORh+ pobranej do pojemnika plastikowego z jato-
wym, apyrogennym ptynem konserwujacym CPD [7, 8].
Krew pelng konserwowang (KPK) otrzymano z Cen-
trum Krwiodawstwa we Wroclawiu. Na badania uzy-
skano zgode Komisji Bioetycznej we Wroctawiu (nr
KB-588/2008).

Petng krew ludzka wraz z prébka wegla LTI oraz
bez materiatu (kontrola) inkubowano przez 15, 30, 60,
120 min w temperaturze pokojowej. Po wyjeciu probki
krew wirowano (1467 x q x 10 min) i oddzielono oso-
cze od masy elementéw morfotycznych krwi [9-13].

W osoczu oznaczono czas czesciowej trombopla-
styny po aktywacji (APTT) i czas protrombinowy (PT),
dla ktdérego okreslono wskaznik protrombinowy (PT%)
oraz wspoélczynnik protrombinowy (INR). Oznaczono
réwniez czas trombinowy (TT), stezenie fibrynogenu
(FB), aktywnos¢ antytrombiny IIT (ATIII) i biatka C
(Prot C) oraz plazminogen (Plg) i aktywno$¢ czynnikow:
XII (FXII), IX (FIX) i VIII (FVIII). Badania przeprowa-
dzono na analizatorze BCT Dade Behring [10-13].

Badania krzepnigcia pelnej krwi wykonano, mie-
rzac czas rekalcynacji na powierzchni i po pelnym za-
nurzeniu materialu we krwi.

Na powierzchnie probek wegla LTI (2 cm?) nanie-
siono pelng krew (0,02 cm®) i oceniono jej ksztalt. Po
dodaniu 25 mmol/l chlorku wapniowego (0,02 cm?) ob-
serwowano proces formowania si¢ skrzepu. Analogicz-
nie wykonano badania na powierzchni polistyrenowej
i szklanej — proby kontrolne (ryc. 1) [14-16].

Do probek wegla LTI o catkowitej powierzchni
1,5 cm? dodano pelng krew (0,5 cm?®) i inkubowano
(2 h/37°C). Nastepnie po dodaniu 25 mmol/l chlorku
wapnia (0,5 cm?) zmierzono czas krzepniecia krwi. Row-
nolegle wykonano pomiary czaséw rekalcynacji dla po-
wierzchni polistyrenowej i szklanej (ryc. 2-3) [14-16].

Badanie przeprowadzono na osoczu bogatoptytko-
wym otrzymanym z krwi kontrolnej oraz krwi po kon-
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Ryc. 1. Krew cytrynianowa na powierzchni. Od lewej: wegla LTI, polistyrenowej i szklanej. Pomiar czasu rekalcyncji.

Wyciagnieta nitka fibrynowa skrzepu

Fig. 1. Blood citrate on the surface. From left: LTI carbon, polystyrene and glass. The measurement of recalcification time.

Pulled thread fibrin of blood clot

Ryc. 2. Pomiar czasu rekalcynacji. Krew cytrynianowa. Od lewej: z weglem LTI, w polistyrenie i w szkle, po prawej po dodaniu

chlorku wapnia wyciagnieta nitka fibrynowa skrzepu krwi w szkle

Ryc. 2. Measurement of recalcification time. Citrated blood. From left: LTI carbon, in polystyrene and glass, from right after the
addition of calcium chloride pulled fibrin thread of blood clot in glass

Ryc. 3. Pomiar czasu rekalcynacji. Wyciagnieta nitka fibrynowa skrzepu krwi, w kolejnoéci: w szkle (po prawej), z weglem LTI
(po lewej) oraz w polistyrenie (w $rodku)

Fig. 3. Measurement recalcification time. Pulled fibrin thread of blood clot in turn: in glass (right), with coal LTI (left) and in

polystyrene (center)

takcie z weglem LTI przez 15 i 30 min w temperaturze
pokojowej. Pomiar agregacji krwinek ptytkowych wy-
konano metoda fotometryczng z uzyciem agregometru
typ APACT/Labor. Jako czynnik agregujacy zastosowa-
no roztwér ADP.

Probki wegla LTI, szkla (szkietka nakrywkowe mi-
kroskopowe) i polistyrenowe inkubowano przez 30 min
z krwig cytrynianowg. Po ptukaniu w buforze fosfora-

nowym o pH = 7,6 probki utrwalono w 2,5% aldehydzie
glutarowym i odwodniono w zwigkszajacym sie steze-
niu acetonu (od 30% do 100%). Po wysuszeniu préobki
umieszczono na stoliku pomiarowym i napylono zto-
tem. Obserwacje powierzchni materialéw wykonano
przy powiekszeniu 3 00 KX i 5 00 KX z zastosowaniem
elektronowego mikroskopu skaningowego Zeiss EVO®
LS 15 w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Uniwer-
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sytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Obrazy doku-
mentowano fotograficznie [17].

Wryniki badan poddano analizie statystycznej z uzy-
ciem programu statystycznego Statistica 6.02. Obliczo-
no $rednig arytmetyczng (X), odchylenie standardowe
(+ SD), poziom istotnoéci (p) oraz zakres wartosci
(min.-maks.). Istotne réznice w $rednich wartosciach
okreslono testem T dla prob niezaleznych. Przyjeto, ze
wspotezynniki korelacji sg istotne przy p < 0,05.

Wyniki

Srednie wartosci wskaznikéw osoczowego ukladu
krzepniecia wraz z odchyleniem standardowym (+ SD)
dla krwi kontrolnej oraz po inkubacji z weglem LTI
w temperaturze pokojowej przez 15, 30, 60, 120 min
przedstawiono w tabelach 1-3 [18].

Wartosci APTT, aktywno$¢ czynnika XII i czynni-
ka IX (tab. 1), wartoéci PT, PT %, PT INR, TT i steze-

Tabela 1. Czas cz¢sciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT), aktywno$¢ czynnika XII (FXII), czynnika IX (FIX) i czynnika VIII
(FVIII) we krwi kontrolnej oraz po kontakcie z weglem LTI w temperaturze pokojowej

Table 1. Activated partial thromboplastin time (APTT), factor XII (FXII), factor IX (FIX) and factor VIII (FVIII) activity in the control
blood and after contact with the carbon LTI at room temperature

Materiat Czas (Time) APTT EXII FIX FVIII
(Material) (min) (s) (% aktyw.) (% aktyw.) (% aktyw.)
Wegiel 15 31,45+ 0,28 117,00 = 1,29 114,50 * 3,50 99,00 + 4,20
L 30 31,42 + 0,34 118,50 £+ 1,29 107,50 £ 2,53 99,86 + 4,54
60 31,52 £ 0,23 118,75 £ 1,00 104,33 £+ 3,24 84,66 = 2,08
90 30,77 £ 0,22 120,25 £ 1,25 102,50 + 3,53 84,33 + 2,51
120 30,85+ 0,18 120,50 £ 1,29 104,50 * 2,50 87,00 = 2,41
Kontrola 0 31,05+ 0,32 118,0 £ 1,53 109,33 £ 3,51 98,33 + 4,04
15 31,10 = 0,47 117,00 £+ 1,21 111,00 £ 2,11 98,20 + 4,01
30 30,95 + 0,34 118,50 £+ 1,32 109,0 + 3,78 96,66 * 5,29
60 32,00 £ 0,34 119,50 = 1,50 102,33 £ 3,51 85,66 + 2,08
90 31,10 £ 0,25 122,50 £ 1,53 107,50 £ 3,51 86,16 + 3,68
120 31,05 + 0,36 122,70 £ 1,87 104,00 * 2,82 87,50 + 2,12

Min.-maks.: APTT: 30,80 s — 31,50 s; F XII: 117,00-120,00% aktywnosci; F IX: 106,00-113,00% aktywnoéci; F VIII: 94,00 - 102,00.

Min.-max: APTT: 30,80 s — 31,50 s; F XII: 117,00-120,00% activity; F IX: 106,00-113,00% activity; F VIII: 94,00 — 102,00.

Tabela 2. Czas protrombinowy (PT), czas trombinowy (TT) oraz stezenie fibrynogenu (Fb) we krwi kontrolnej oraz po kontakcie

z weglem LTI w temperaturze pokojowej

Table 2. Prothrombin time (PT), thrombin time (TT) and fibrinogen concentration (Fb) in the control blood and after contact with
the carbon LTI at room temperature

Material Czas (Time) PT PT PT T Fb
(Material) (min) (s) (%) INR (s) (g/D)
Wegiel (Carbon) 15 10,16 + 0,12 111,33 £ 0,55 | 0,905+ 0,020 | 18,50 + 0,70 3,53 + 0,08
LTI 30 10,18 0,08 | 11024+0,56 | 0,905+0,007 | 1820+030 | 3,57 + 0,07
60 9,98 + 0,10 114,47 £ 0,96 | 0,865+ 0,007 | 17,63 + 0,35 3,68 + 0,06
90 10,20 + 0,13 109,57 + 0,53 | 0,910 + 0,007 | 16,41 + 0,37 3,71 + 0,03
120 9,96 + 0,08 114,65+ 0,92 | 0,850 + 0,07 17,53 + 0,55 3,65 + 0,05
Kontrola 0 10,03 + 0,10 111,38 £ 0,60 | 0,893 0,005 | 17,53 + 0,36 3,63 + 0,06
(Control) 15 10,15 + 0,06 111,20 + 0,47 | 0,863 £0,055 | 17,31 + 0,44 3,52 + 0,07
30 10,02 + 0,05 112,85 +0,81 | 0,885+0,007 | 17,10 + 0,40 3,50 + 0,07
60 9,98 + 0,10 114,33 £0,98 | 0,875+0,007 | 16,96 + 0,32 3,64 + 0,04
90 10,09 + 0,10 114,32 £ 0,07 | 0,890 + 0,007 | 17,06 + 0,41 3,78 + 0,07
120 9,92 + 0,09 113,07 1,51 | 0,850 +0,020 | 17,26 + 0,36 3,56 + 0,06

Min.-maks.: PT: 9,90 s - 10,10 s; PT%: 111,85 s — 120,00 s; TT: 17,20 s -17,90 s; Fb: 3,60 - 3,66 g/1.
Min.-max.: PT: 9,90 s - 10,10 s; PT%: 111,85 s — 120,00 s; TT: 17,20 s -17,90 s; Fb: 3,60 - 3,66 g/1.
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Tabela 3. Aktywnos¢ antytrombiny IIT (ATIII), bialka C (Prot C) oraz plazminogenu (Plg) we krwi kontrolnej oraz po kontakcie

z weglem LTI w temperaturze pokojowej

Table 3. Antithrombin IIT (ATIII), protein C (Prot C) and plasminogen (Plg) activity in the control blood and after contact with car-

bon LTT at room temperature

Materiat Czas (Time) ATIII Prot C Plg
(Material) (min) (% aktyw.) (% aktyw.) (% aktyw.)
Wegiel 15 120,20 £+ 1,31 97,22 + 1,56 121,50 £ 0,50
LI 30 121,16 + 0,65 96,70 + 0,96 120,50 + 0,61
60 121,74 £ 0,48 96,69 + 1,30 125,00 £ 1,00
90 123,02 £ 0,43 98,75 + 0,69 123,66 = 0,57
120 123,14 £ 0,54 103,14 + 1,14 123,16 + 1,26
Kontrola 0 122,10 £ 0,85 100,27 £ 1,16 121,33 £ 1,52
15 120,14 £ 0,65 99,42 + 1,02 121,00 £ 1,00
30 121,32 + 0,64 95,13 + 3,09 119,16 £ 1,05
60 122,44 + 1,23 98,38 + 1,13 123,66 + 2,08
90 123,08 £ 1,31 100,56 £ 0,41 125,37 £ 2,51
120 124,53 + 1,40 101,55 £ 0,77 123,50 £+ 0,50

Min-maks: AT III: 121,10 - 121,30 % aktywnosci; Prot C: 100,45 - 102,10 % aktywno$ci; Plg: 120 — 123,00 % aktywnosci.

Min.-max: AT III: 121,10 - 121,30 % activity; Prot C: 100,45 - 102,10 % activity; Plg: 120 — 123,00 % activity.

Tabela 4. Czas rekalcynacji pelnej krwi na powierzchni wegla
LTI, polistyrenu (PP) i szkla

Table 4. Recalcification time of whole blood on the surface car-
bon LTI, polystyrene (PP) and glass

Tabela 5. Czas rekalcynacji pelnej krwi po zanurzeniu w niej
wegla LTI

Table 5. Recalcification time of whole blood after immersion of
the carbon LTI

Materiat Czas Wydluzenie czasu rekalcy-

(Material) | rekalcynacji nacji w stosunku do kontroli
(Recalcification | (Prolongation recalcification
time) time relative to control)
(s) PS szklo (glass)

(%) (%)

quiel LTI | 395+10,70 * # | 20 72

(LTI car-

bon)

Kontrola

(Control):

szklo (glass) | 229 + 8,42 - -

polistyren 329 +10,38 - -

(polystyrene)

*p < 0,001 - roznica istotna w poréwnaniu z kontrolg - szkto.
#p 1 <0,001- réznica istotna w poréwnaniu z kontrolg - PS.

*p < 0.001 - differences in relation to the control - glass.
#p 1 <0.001- differences in relation to the control - PS.

nie fibrynogenu (tab. 2) oraz aktywno$¢ antytrombiny III,
biatka C oraz plazminogenu (tab. 3) w osoczu po kontak-
cie z weglem LTI we wszystkich czasach badania nie r6z-
nily sie istotnie (p > 0,05) od wartosci tych parametrow
w osoczu kontrolnym. Wartosci byly miedzy sobg pordw-
nywalne i zblizone do warto$ci wyjsciowych, czasu 0.
Intensywnos¢ agregacji krwinek ptytkowych osocza
po 15, 30 min kontaktu z weglem pirolitycznym byla

Materiat Czas Czas rekalcynacji
(Material) rekalcynacji w stosunku do kontroli
(Recalcifica- (Recalcification time relative
tion time) to control)
(s) skrocony wydluzony
(shortened) | (elongate)
PS szklo (glass)
(%) (%)
Wegiel LTI 239 + 16,39 # | 17 15
(LTI carbon)
Kontrola
(Control):
szklo (glass) | 207 + 14,67 - -
polistyren 290 + 17,50 - -
(polystyrene)

* p < 0,05 - roznica istotna w poréwnaniu z kontrolg - szkto;
#pl < 0,05 - rdznica istotna w poréwnaniu z kontrolg — PS.

* p < 0.05 - differences in relation to the control - glass.
#p 1< 0.05 - differences in relation to the control - PS.

poréwnywalna z warto$ciami stwierdzonymi w grupie
kontrolnej. Spontaniczna agregacja zarowno w osoczu
badanym oraz kontrolnym nie przekroczyla wartoéci
10%. Po dodaniu induktora (ADP), wielko$¢ wychyle-
nia krzywej agregacji dla osocza kontrolnego i badane-
go bylta w zakresie 82-94%.
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Srednie wartoéci czaséw rekalcynacji krwi wraz
z odchyleniami standardowymi oraz poziom istotnosci
podano w tabelach 4 i 5.

Na powierzchni wegla LTI i polistyrenowej krew
miata ksztatt kulisty, a na powierzchni szklanej by-
fa rozplaszczona (ryc. 1). Czas krzepniecia krwi po
uwapnieniu mierzony na powierzchni LTI byt istotnie
wydluzony srednio o 152% (p < 0,001) w poréwnaniu
zpowierzchnig szklang, a0 15% (p < 0,01) w poréwnaniu
z powierzchnig polistyrenowsy (tab. 4).

Proces formowania skrzepu w probowce, po pel-
nym zanurzeniu w niej wegla LTT i dodaniu jonéw wap-
nia poréwnano do czasu rekalcynacji krwi w probow-
ce polistyrenowej i szklanej (tab. 5). Czas rekalcynacji
krwi z weglem LTI byt istotnie skrécony $rednio o 17%
(p < 0,05) w poréwnaniu do powierzchni polistyreno-

wej probowki, a wydtuzony $rednio o 15% (p < 0,05)
w pordéwnaniu do powierzchni szklanej (tab. 5).

Ocene morfologiczng krwinek czerwonych, krwi-
nek bialych i krwinek ptytkowych dokonano na pod-
stawie badan w elektronowym mikroskopie skaningo-
wym (SEM). Obrazy powierzchni wegla LTI, szklanej
i polistyrenowej podano na ryc. 4-6.

Powierzchnia wegla LTI charakteryzowata si¢ wy-
puklosciami roznej wielkoéci. Po kontakcie z krwig
cytrynianowa stwierdzono na powierzchni materiatu
krwinki ptytkowe ksztattu kulistego z pseudopodiami.
Przylegaly one do powierzchni pojedynczo oraz w po-
staci mniejszych i wiekszych agregatéw. Polaczone ze
sobg byty krétkimi pseudopodiami i biatkami osocza,
co dawalo efekt unoszenia si¢ krwinek plytkowych nad
powierzchnig (ryc. 4). Przy powierzchni stwierdzono
granulocyty i sporadycznie erytrocyty o prawidtowych

Ryc. 4. Obraz powierzchni wegla LTI po 30 min kontaktu z pelng krwia: a) SEM, pow. 3000%, b) SEM, pow. 5000x. Widoczne

krwinki ptytkowe z krétkimi pseudopodiami

Fig. 4. Image of carbon LTI surface after contact with whole blood for 30 min.: a) SEM, Magn. 3000x, b) SEM, Magn. 5000x.

Platelets with short pseudopodia

Rys. 5. Obraz powierzchni polistyrenowej po 30 min kontaktu z pelng krwia: a) SEM, pow. 3000x, b) SEM, pow. 5000x.
Widoczne krwinki plytkowe o nieregularnych ksztattach z krétkimi pseudopodiami

Fig 5. Image of polystyrene surface after contact with whole blood for 30 min.: a) SEM, Magn. 3000x, b) SEM, Magn. 5000x.

Platelets with irregular shapes and short pseudopodia
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Rys. 6. Obraz powierzchni szkla po 30 min kontaktu z pelng krwia: a) SEM, pow. 3000x, b) SEM, pow. 5000x. Krwinki ptytko-
we o nieregularnych ksztaltach i dtugich pseudopodiach

Fig. 6. Image of glass surface after contact with whole blood for 30 min.: a) SEM, Magn. 3000x, b) SEM, Magn. 5000x. Platelets

with irregular shapes and long pseudopodia

ksztaltach. Na powierzchni polistyrenowej krwinki
plytkowe mialy znacznie krdtsze pseudopodia i bar-
dziej zwartg strukture (ryc. 5). Topogratia powierzchni
szklanej po kontakcie z krwig swoim wygladem réznila
sie istotnie od powierzchni wegla LTI i polistyrenowe;j.
Na powierzchni szklanej stwierdzono znaczng liczbe
krwinek ptytkowych, ktére mialy posta¢ pelzakowata
z dlugimi wypustkami cytoplazmatycznymi.

Omowienie

Hemozgodno$¢ materiatdw syntetycznych, a zwlasz-
cza ich atrombogenno$¢, sa wlasciwosciami, ktore maja
wplyw na ich przydatno$¢ do zastosowan w kardiochirur-
giii chirurgii naczyniowej. Wprowadzenie do krwiobiegu
materialu polimerowego moze by¢ przyczyna zaburzen
w ukladzie hemostatycznym krwi. Mechanizm wykrze-
piania zalezy zaréwno od krwi, skfadu chemicznego im-
plantu, jak i wlasciwosci fizykochemicznych powierzchni
materialu. Zaburzenie réwnowagi hemostazy, uktadu
prokoagulacyjnego, procesu tworzenia czopu wiokniko-
wego oraz ukladu antykoagulacyjnego, zapewniajacego
plynnos¢ krwi, prowadzi do tworzenia zakrzepéw i moze
by¢ zrédtem powiklan zakrzepowo-zatorowych.

Wrhasciwoéci powierzchniowe materiatu, takie jak:
zwilzalno$¢, zdolnos¢ do powstawania statycznego ta-
dunku powierzchniowego, stan chemiczny i fizyczny po-
wierzchni czy potencjal zeta moga w tym mechanizmie
odgrywac istotng role. Nawrot et al. [2], Blazewicz et al. [4],
Mania et al. [5] uwazajg, ze kryteria wynikajace jedynie ze
stanu powierzchni nie sg wystarczajagce w projektowaniu
implantéw dla kardiochirurgii. Fogler et al. [3] opisali pro-
cesy interakcji materiatu z biatkami, plytkami krwi oraz
sktadnikami krzepniecia, ktére powinny by¢ uwzglednia-
ne przy projektowaniu biomaterialow. Seifert et al. [9] oraz
wytyczne w PN-EN-ISO [10, 11] podajg, Ze badania ak-
tywacji krzepniecia sg niezbedne przy dopuszczeniu ma-

terialéw do kontaktu z krwig do zastosowan w chirurgii
regeneracyjnej i rekonstrukcyjnej. Zwiekszenie wymagan
stawianych tym materialom przyczynia si¢ do rozwoju
i opracowania technologii modyfikacji powierzchni no-
wych materialéw oraz metod ich oceny.

Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie
oddzialywania powierzchni wegla pirolitycznego LTI
na aktywacje¢ ukfadu krzepniecia w badaniach in vitro.

Aktywacje krzepniecia krwi okreslono, badajac oso-
czowy uktad krzepniecia, oznaczajac czasy krzepniecia
po uwapnieniu (rekalcynacji) na powierzchni wegla LTI
i po jego pelnym zanurzeniu we krwi, a takze oceniajac
topografi¢ powierzchni materiatu.

Podczas oceny osoczowego ukladu krzepnigcia nie
stwierdzono istotnych zmian w warto$ciach czasow
krzepniecia (APTT, PT, TT) oraz aktywnosci czynni-
kéw XII, IX i VIII. Wartoéci pomiarowe byly porow-
nywalne i zblizone do kontroli. Aktywno$¢ naturalnych
inhibitoréw (ATIIL, Prot C) oraz stezenie fibrynogenu
byto niezmienione. Aktywno$¢ plazminogenu charak-
teryzujaca uklad fibrynolityczny mieécita si¢ zakresie
wartosci kontrolnej. Samoistna agregacja krwinek ptyt-
kowych oraz po dodaniu czynnika agregujacego byla
prawidlowa. Swiadczy to o tym, ze kontakt materiatu
z krwig nie zaburzyl funkcji czynnosciowych plytek
krwi. Szelest-Lewandowska et al. [13] uzyskata podob-
ne wyniki przy ocenie poliuretandéw, materiatéw prze-
znaczonych na implanty w kardiochirurgii oraz Paluch
et al. [17, 19] protez naczyniowych o hydrofobowej
zwilzalno$ci powierzchni.

W badaniach krzepniecia krwi na powierzchni we-
gla LTI stwierdzono, Ze jego powierzchnia wykazuje
wlasciwosci hydrofobowe, co mogto wplyna¢ na wy-
dluzenie procesu formowania sie skrzepu. Jednoczesnie
w badaniach krzepniecia krwi po zanurzeniu w niej ma-
terialu stwierdzono skrécenie tego procesu. Najpraw-
dopodobniej jest to zwigzane z topografia powierzch-
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ni materialu z jego nieréwnoséciami, a tym samym ze
zwiekszong adhezjg krwinek plytkowych do jej po-
wierzchni. Szymonowicz et al. [20] w badaniach wskaz-
nikéw morfologicznych krwi wykazali, ze liczba krwi-
nek ptytkowych zmniejszyla sie we krwi po czasowym
jej kontakcie z powierzchnig wegla LTI. W badaniach
biomateriatow Paluch et al. [17, 19], Koha et al. [21]
oraz Sobolewska et al. [22] wykazali, ze topografia po-
wierzchni materialéw i zwilzalno$¢ majq istotny wptyw

Podsumowujgc, nalezy stwierdzié, ze warstwa pi-
rolitycznego wegla LTI w kontakcie z pelng krwig nie
zmienia istotnie warto$ci parametréw osoczowego
uktadu krzepniecia; wykazuje wtasciwosci hydrofobo-
we, wydtuzajac proces aktywacji krzepniecia na swojej
powierzchni. Analiza mikroskopowa topografii po-
wierzchni wegla pirolitycznego wykazala jej nieréwno-
$ci — niezbedne s3 zatem dalsze prace nad opracowa-
niem materiatu o jednorodnej powierzchni.

na aktywnos¢ krwinek plytkowych oraz na stopien ich
adsorpcji i agregacji na powierzchni materiatu.
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