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< (54) Title: VASCULAR PROSTHESIS IMPREGNATED WITH CROSSLINKED DEXTRAN

@\ (54) Titre : PROTHESE VASCULAIRE IMPREGNEE DE DEXTRANE RETICULE

\& (37) Abstract: The invention concerns a flexible vascular prosthesis comprising a synthetic support impregnated with at least a co-
~_ valently crosslinked dextran and/or at least a functionalised derivative of covalently crosslinked dextran. The invention also concerns
v={ a method for preparing said prosthesis.

0

O (37) Abrégé : L'invention se rapporte a une prothése vasculaire souple qui comprend un support synthétique imprégné d’au moins
B un dextrane réticule de fagon covalente et/ou d’au moins un dérivé fonctionnalisé de dextrane réticulé de facon covalente. L’invention
se rapporte €galement a un procédé de préparation de cette prothése.



CA 02405947 2002-10-08

WO 01/76652 PCT/FR01/00964

10

15

20

25

30

35

PROTHESE VASCULAIRE IMPREGNEE DE DEXTRANE RETICULE

La presente invention se rapporte a une prothése vasculaire
impregnee de dextrane reticule et/ou de dérivé fonctionnalisé de dextrane réticulé,
ainst qu’a un procede de préparation d’une telle prothése.

En chirurgie vasculaire réparatrice, ['utilisation de substituts
d’origine synthetique, tels que les protheses en polyester, en nylon, en polypropyléne,
en polyacrylonitrile, en polyuréthanne, en polyétheruréthanne, en polyéthyléne-
tercphtalate ou en polytetratluoroethylene expansé, est une alternative a la greffe
biologique.

Pour rendre ces substituts synthétiques biocompatibles et, dans le
cas ou les substituts ne sont pas impermeables en eux-mémes, pour leur conférer des
proprietes d'impermeabilite, leur surface peut étre revétue de substances d’origine
biologique, telles que des protéines plasmatiques (albumine ou fibrine) ou des
proteines de la matrice extracellulaire (collagéne, gélatine ou fibronectine).

Ces protéines présentent néanmoins l'inconvénient de provenir de

sources animales ou humanes, d’ou un risque potentiel de contamination par des

agents pathogenes et des toxines.
[ a deja été proposé de revétir la surface de ces substituts

synthétiques par de I’alginate, carboxyméthylé ou non (Brevet US 5415 619).
Toutetois, on observe une coagulation rapide du sang a la surface de la prothése et une
reponse inflammatoire importante apres implantation de ce type de protheése.

Il a egalement déja été proposé, notamment dans le brevet
US 4743 258, un dispositif compatible avec le milieu sanguin, comprenant un
materiau de base polymeérique et un polymeére hydrosoluble substantiellement non-
ionique, directement attache a la surface dudit matériau de base, ce polymeére
hydrosoluble pouvant étre chotsi parrrii les polymeéres de type acrylamide ou
methacrylamide ; la polyvinylpyrrolidone ; les alcools polyvinyliques partiellement ou
completement saponifies ; le polyéthyléne glycol et le dextrane non réticulé.
Cependant ['utilisation de tels polymeres a titre de revétement de prothéses vasculaires
n'est pas satistaisante dans la mesure ou ils se retrouvent rapidement libérés dans la
circulation sanguine, du fait de leur solubilit¢é en milieu aqueux entrainant ainsi
['élimination du revétement de la prothese.

D’autre part, des prétraitements peuvent étre effectués avec le sang
du patient, avant implantation de la prothese. Ces méthodes sont toutefois limitées car

clles necessitent des transfusions du patient, qui prennent du temps et ne peuvent pas



CA 02405947 2002-10-08

WO 01/76652 PCT/FR01/00964

10

15

20

25

30

33

étre entreprises en cas d urgence. kn outre, elles ne peuvent pas étre utilisées dans le
cas ou les patients sont sous traitement anticoagulant, ce qui est souvent le cas.

La Demanderesse s’est donc donné pour but de pallier les
inconvenients de ['art anterieur et de pourvoir a une prothése vasculaire revétue d’une
substance qui ne soit pas d’origine anmimale, la prothése résultante étant a la fois
impermeable et souple. En outre, la prothese munie de son revétement doit étre non
toxique et non thrombogene, ne pas déclencher de réaction inflammatoire lorsqu’elle
est implantee in vivo, tout en conservant son integrit€ apres implantation.

La presente invention a donc pour objet une prothése vasculaire
souple, caractérisée en ce qu’elle comprend un support synthétique imprégné d’au
moins un dextrane reticulé de facon covalente et/ou d’au moins un dérivé
fonctionnalise de dextrane reticulé de facon covalente.

Au sens de la présente invention, on entend par « souple » une
prothese qui est aisement manipulable par le chirurgien lors de I'implantation, et qui
est suffisamment tlexible pour subir aisément des pliures et des torsions sans que la
forme tubulaire de la prothese ne s’affaisse et sans que les parois ne viennent s’accoler
’une a "autre.

Le dextrane peut étre défini comme un polysaccharide constitué
d’un enchainement d’unités a-D-glucopyranosiques reliées entre elles par des liaisons
a(1-6).

Le support synthetique utilis€ dans la prothese selon la présente
imvention consiste par exemple en du polyester, du nylon, du polypropyléne, du
polyacrylonitrile, du polyuréthanne, du polyetheruréthanne, du polyéthyléne-
téréphtalate (tisse€ ou tricote) ou du polytétrafluoroéthyléene expansé.

La prothese vasculaire souple selon I'invention présente |'avantage
d’étre impermeable eu e€gard a la présence du dextrane réticule, et biocompatible
(c’est-a-dire qu’elle ne declenche pas une réponse biologique défavorable chez le sujet
receveur) du fait de la présence du denive fonctionnalisé de dextrane réticulé. Elle est
apte a la stérilisation par les rayonnements gamma ou par l’oxvde d’éthyléne,
traitements qui n’alterent n1 son 1mpermeabilité, ni sa souplesse. Elle présente
cgalement l'avantage de conserver des caractéristiques chimiques et physico-
chimiques constantes apres un contact permanent, pendant 24 heures, de la prothése
dans un flux d'eau en circuit ferme, de facon a reproduire les conditions d'implantation
dans la circulation sanguine. Dans ces conditions, la quantité de dextrane hibéré atteint
un plateau qui represente moins de 1 % en poids seulement du dextrane utilisé pour

eftectuer le revétement de la prothese.

L’utilisation du dextrane et/ou de dérivés fonctionnalisés du
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dextrane pour enduire le support prothétique écarte tout risque de contamination par
des agents pathogenes de source animale. En outre, la prothése conforme a la présente
mvention presente I'avantage de ne pas étre thrombogeéne (elle n’active pas le systeme
de la coagulation) et de ne déclencher aucune réaction inflammatoire chez le sujet
receveur.

Des derives fonctionnalisés du dextrane utilisables pour imprégner
la prothese vasculaire selon la présente invention sont par exemple ceux qui sont
decrits dans la Demande internationale PCT publiée sous le numéro WO 99/29734 ou
dans ['article de D. LOGEART-AVRAMOGLOU et J. JOZEFONVICZ paru dans
J. Biomed. Mater. Res. (Appl. Biomater.) 48, 578-590, 1999.

De tels dérnives, dont la préparation est décrite dans la Demande
internationale PCT WO 99/29734, répondent par exemple a la formule générale
DMC,BpSu.S4 dans laquelle :

D represente une chaine polysaccharidique, constituée par des
enchainements d’unités o-D-glucopyranosiques reliées entre elles par des liaisons
o (1-6), |

MC represente des groupes méthvlcarboxylates,

B represente des groupes carboxyméthylbenzylamides,

Su représente des groupes sulfates,

S represente des groupes sulfonates, et
a, b

, ¢ et d representent le degré de substitution (ds), exprimé par
rapport au nombre de fonctions hydroxyles libres dans une unité glucosidique du
dextrane, respectivement en groupements MC, B, Suet S, aétant égal 30 ou>4 0.2, b

ctant egal a O ou=>a 0,1, c etant égal a O ou > 2a 0.1 et d étant égal 4 0 ou <2 0,15, a
condition que lorsque d = 0, a et/ou b sont = 0.

Parmi ces deénves fonctionnalisés du dextrane, on peut plus
particulicrement utiliser ceux qui sont sélectionnés dans le groupe constitué par :

. les dextranes fonctionnalisés dans lesquels 2 > 0,3, ¢ est égal 4 0 ou
<0,5etd <0,15 ou egal a 0 et dont la masse molaire moyenne en poids est comprise
entre 3 000 et 5 000 000 g/mol,

. les dextranes fonctionnalisés dans lesquels a > 0,3, ¢ est égal 4 0 ou
< 0,4etd <0,15 ouegal a 0 et dont la masse molaire moyenne en poids est comprise
entre 3 000 et 5 000 000 g/mol,

. les dextranes tonctionnalisés dans lesquels a > 0,3, ¢ est égal 3 0 ou
<0,4etd<0,15ouegal a0 et dont [a masse molaire moyenne en poids est comprise
entre 3 000 et 5 000 000 g/mol, et

. les dextranes fonctionnalisés dans lesquels a > 0,2, ¢ > 0,3 et d <

ey
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et 5 000 000 g/mol.
A titre d’exemples supplémentaires de dérivés fonctionnalisés du

dextrane utilisables pour impregner la prothese vasculaire selon la présente invention,

on peut €galement citer :
1) les dentves de dextrane décrits dans le Brevet européen 0 146 453,

qui comportent de maniere statistique :

. au moins 35% environ de motifs B constitués de motifs osides A
substitues par des radicaux possédant une fonction carboxyle répondant a la structure
-O-(CH»),-R-COO" dans laquelle R représente une simple liaison ou un groupe

-CO-NH-(CHa3)n-, n €tant un nombre compris entre 1 et 10 et n’ étant compris entre 1

et 7,
. au moins 3% environ de motifs D, c’est-a-dire de motifs osides A

substitués par une chaine comportant un groupe de structure

—O— (CHyn—CO—NH—R,

R

dans laquelle n est tel que défini ci-dessus, R, représente un anion
d’un sel minéral ou organique physiologiquement tolérable, et R; représente une
simple liaison, un groupe -CH;- ou un groupe :
— (\: H—CH,—
COO
. eventuellement, des motifs osides A non substitués et/ou des motifs
C constitués de motifs A substitues par des radicaux de structure suivante, dans

laquelle R et n sont tels que detinis ci-dessus

—QO— (CHy)h—CO—NH—R,
2) les derives de dextrane décrits dans le Brevet européen 0 428 182,

qui comprennent des motifs A et C et au moins 35% de motifs B, ces motifs étant tels
que définis ci-dessus en rapport avec le Brevet européen 0 146 455.

Selon un mode de realisation avantageux des prothéses vasculaires
conformes a la présente invention, le rapport pondeéral entre le dérivé fonctionnalisé de
dextrane et le dextrane est compris entre 1/99 et 30/70, de préférence compris entre
3/97 et 7/93, de maniere encore preferee €gal a 5/95 environ

Selon un autre mode de réalisation avantageux des prothéses

vasculaires conformes a la presente invention, ledit support synthétique est imprégné,
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en outre, d’au moins un polysaccharide naturel ou synthétique fonctionnalisé au moins
par des fonctions carboxylates et/ou sulfates, réticulé de facon covalente. Un tel
polysaccharide fonctionnalisé est par exemple ’héparine.

Le rapport pondeéral entre le polysaccharide fonctionnalisé et le
dextrane est avantageusement compris entre 1/99 et 30/70, de préférence entre 1/99 et
20/80.

Lorsque la prothese vasculaire conforme a la présente invention
comprend a la fois un dérive fonctionnalise de dextrane et un polysaccharide
fonctionnalise, le rapport pondeéral entre le dérivé fonctionnalis¢ de dextrane et le
polysaccharide fonctionnalise est avantageusement compris entre 1/99 et 99/1.

Lorsque des dérives fonctionnalisés de dextrane et/ou des
polysaccharides naturels ou synthétiques fonctionnalisés par au moins des fonctions
carboxylates et/ou sulfates, tels que definis ci-dessus, sont présents dans la prothése
conforme a l'invention, 1ls conferent a cette derniere des activités biologiques
specifiques.

En particulier, la présence de dénvés fonctionnalisés de dextrane
confere a la prothese contorme a la présente invention la possibilite de développer des
interactions specifiques avec le milieu biologique dans lequel elle est implantée ; on
observe notamment une prolifération des cellules endothéliales humaines a 1’intérieur
de la prothese, processus qui favorise l'inteégration de la greffe dans le milieu
biologique.

En outre, en fonction de leurs degres de substitution en differents
groupements fonctionnalises, les dénves fonctionnalisés de dextrane et les
polysaccharides fonctionnalisés decrits ci-dessus peuvent presenter des propriétés
cicatrisantes, des activités anti-complémentaires et de substitut du plasma sanguin, une
activit¢ modulatrice de la prolifération cellulaire ou encore des propriétés
anticoagulantes.

La présente invention a également pour objet un procédé de
préparation d’une prothese vasculaire telle que décrite ci-avant, caracterisé en ce qu’il

comprend les €tapes suivantes :
a) preparation d'une solution d’au moins un dextrane et/ou d’au

moins un dériveé fonctionnalise de dextrane,

b) imprégnation du support synthetique a I’aide de cette solution,

c) reticulation dudit dextrane et/ou dudit dérivé fonctionnalisé de
dextrane.

La solution preparee lors de 1’étape-a) peut consister en une solution

aqueuse, classiquement a base d’eau osmosee. Elle comprend par exemple entre 1 et
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70% (m/V) de dextrane, ou entre 1 et 70% (m/V) de dérivé fonctionnalisé de dextrane.
ou entre 1 et 70% (m/V) de dextrane et de dérivé fonctionnalisé de dextrane, en

fonction du type de dextrane utilisé et de sa masse molaire moyenne en poids.

Le dextrane utilise dans le procédé selon I'invention présente de

preterence une masse molaire moyenne en poids comprise entre 10 000 et 50 000 000

g/mol.
On peut citer, a titre d’exemples, les dextranes T40, T70 et T500, de

masses molaires moyennes en poids respectivement égales a environ 40 000, 70 000 et
460 000 g/mol, commercialisés par la société Pharmacia Biotech, et le dextrane SM de
masse molaire moyenne en poids égale ou supérieure a 5.10° g/mol, commercialisé
par la societe Sigma. En fonction du type de dextrane utilisé, la solution préparée lors
de "etape a) du procede selon la présente invention comprend par exemple de 20 a
70% (m/V) de dextrane T40, de 10 a 70% (m/V) de dextrane T70, de 10 a 50% (m/V)

de dextrane T500, oude 1 a 15% (m/V) de dextrane 5M.
Selon un mode de mise en ceuvre avantageux du procédé conforme a

la presente mvention, ce dernier comprend, entre les étapes a) et b), ’ajout a la
solution preparee lors de I’étape a) d’un agent de réticulation, par exemple le STMP
(trimetaphosphate de sodium), I’oxychlorure de phosphore (POCI;), 1"épichlorhydrine,
les formaldehydes, les carbodiimides, les glutaraldéhydes ou tout autre composé qui

convient pour reticuler un polysaccharide.
Dans ce mode de mise en ceuvre, les étapes b) et c) sont

avantageusement eftectuees simultanément a un pH compris entre 3 et 10, a une
temperature comprise entre 10 et 40°C environ et pendant un temps inférieur ou égal a
150 minutes environ.

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procédé
conforme a la présente invention, ce dernier comprend, entre les étapes b) et ¢), une
ctape de séchage du support, suivie d’une étape d’imprégnation du support a ’aide
d'une solution, dans au moins un solvant organique (tel que 1’éther), d’un agent de

reticulation.

Un agent de reticulation convenable est par exemple un
carbodiimide ou le BDGE (butanediol-1,4 diglycidyl éther), ce demier pouvant étre
utilise a raison de 10 a4 30% en moles pour 100 moles de motifs glucosidiques du
polysaccharide (dextrane fonctionnalisé ou non), ou tout autre agent de réticulation
soluble dans un solvant organique.

Dans ce mode de mise en ceuvre, les étapes b) et c¢) sont
avantageusement effectuces chacune a un pH compris entre 3 et 10 et a une

temperature comprise entre 10 et 40°C environ, I’étape b) étant avantageusement
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etffectuee pendant un temps mferieur ou égal a 150 minutes environ et I’étape c)
pendant un temps compris entre 15 minutes et 18 heures environ.

Selon une disposition avantageuse de ce mode de réalisation,
lesdites etapes successives de préparation d’une solution d’au moins un dextrane et/ou
d’au moins un denve fonctionnalisé de dextrane, d’imprégnation du support a 1’aide
de cette solution, de seéchage du support, d’imprégnation du support a 1’aide d’une
solution, dans au moins un solvant organique, d’un agent de réticulation, et de
reticulation dudit dextrane et/ou dudit dérivé fonctionnalisé de dextrane sont, apres
sechage du support, reéiterées au moins une fois, de préférence deux a trois fois.

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procédé
conforme a la présente invention, I’étape ¢) de réticulation du dextrane et/ou du dérivé
fonctionnalise de dextrane est suivie d’une €tape de lavage de la prothése, par exemple
au moyen d’un melange d’eau osmosee et d’agents assouplissants et/ou plastifiants
tels qu’ils seront decrits ci-apres.

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du procédé
conforme a la présente invention, ladite solution d’au moins un dextrane et/ou d’au
moins un derive fonctionnalisé de dextrane préparée lors de 1’étape a) comprend, en

outre, au moins un polysaccharide naturel ou synthétique fonctionnalisé au moins par

des fonctions carboxylates et/ou sulfates.
De tels polysacchanides sont tels que décrits précédemment en

rapport avec la prothese vasculaire souple conforme a la présente invention.

Selon encore un autre mode de mise en ceuvre avantageux du
procede conforme a la présente mnvention, ladite solution d’au moins un dextrane et/ou
d’au moins un derive fonctionnalise de dextrane préparée lors de 1’étape a) comprend,
en outre, au moins un additif chois1 parmi les agents plastifiants et les agents
assouplissants et/ou un ou plusieurs principes actifs sélectionnés dans le groupe
constitue par les agents anticoagulants (tels que I’antivitamine K ou I’aspirine), les
agents anti-bacteriens et les agents anti-infectieux. Lesdits principes actifs peuvent par

exemple €tre presents dans ladite solution aqueuse a raison de 1 a 10% en poids par

rapport aux polysaccharides utilises.
A titre d’exemples d’agents plastifiants utilisables, on peut citer le

glycérol ou le mannitol, présents par exemple a ratson de 1 a 10% en volume.

A titre d’exemples d’agents assouplissants utilisables, on peut citer
I"acide lactique, l’acide ascorbique, I’éthylene glycol, le propyléne glycol ou le
sorbitol, présents par exemple a raison de 0,1 a 5% en volume.

Des exemples d’agents anti-bactériens et d’agents anti-infectieux

utitisables sont, de fagon non Ilimitative, la rifampicine, la minocycline, Ia
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chlorhexidine, des 1ons argent et des compositions a base d’argent.

La presente invention a, en outre, pour objet une prothése vasculaire
souple telle que detinie precedemment, caracterisée en ce qu’elle est susceptible d’étre
obtenue par le procéde selon I'invention tel que défini ci-dessus.

Outre les dispositions qui précedent, I'invention comprend encore
d’autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se réfere a des
exemples de preparation de protheses vasculaires selon la présente invention et

d’evaluation de leur biocompatibilité cellulaire, ainsi qu’aux dessins annexés, dans

lesquels :

- la figure 1 represente schématiquement la structure d’un dérivé
fonctionnalise de dextrane substitué par les différents groupements chimiques MC, B,
Su et S fix€s sur les unités glucosidiques D ; a titre d’exemple, la position du

substituant sur les différents carbones des unités glucosidiques est présentée sur le

carbone 2 ; et
- la figure 2 représente les courbes de croissance des cellules

endotheliales humaines permanentes EA.hy 926 sur des échantillons de prothéses
vasculaires selon I'invention comprenant soit un dérivé non fonctionnalisé de dextrane
(courbe - M -), soit un derive non fonctionnalisé de dextrane et un dérivé fonctionnalisé

de dextrane (courbe -n-), le temps (en jours) figurant en abscisses et le nombre de

cellules par cm® (x 10) en ordonnées.
Il doit €tre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnés

uniquement a titre d’illustration de 1’objet de I’invention, dont ils ne constituent en

aucune maniere une limaitation.
EXEMPLE 1 : Préparation de protheéses vasculaires selon la présente invention,

qui comprennent un support synthétique imprégné d’un dextrane réticulé a
[’aide de BDGE.

1) Support svnthétique, dextrane et agent de réticulation utilisés.

Le support synthétique utilis€ consiste en du polyéthyléne-

terephtalate (PET) tricote, fourni par la société Cardial & Bard sous la dénomination
commerciale « Dialine I ». Sa perméabilité a ’eau est de 1010 ml/min/cm® selon la
norme [SO/DIS 7198:1996. Il se presente sous la forme d’un textile cosselé de 40 a
60 cm de longueur (sous forme étirée) et de 8§ 4 10 mm de diamétre. Des échantillons
de 20 cm de longueur (étirée) sont utilises dans le cadre du présent exemple.

Le dextrane utilis€ est du dextrane SM de masse molaire moyenne
en poids égale a 5.10° g/mol, commercialisé par la société Sigma.

Quant a l'agent de réticulation du dextrane, il s’agit du BDGE
(butanediol-1,4 diglycidyl éther, ALDRICH).
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2) Protocole.

Le protocole de préparation des prothéses vasculaires consiste en des
series de cycles successifs d’imprégnation du support synthétique de PET par une
solution de dextrane et de reticulation dans un solvant organique, séparées par des
ctapes de sechage.

Les solutions de dextrane préparée en vue des étapes d’imprégnation
sont des solutions a 9, 9,5 et 10% (m/V) de dextrane 5M dans de ’eau osmosée. A ces
solutions sont ajoutes de 1’'acide lactique (0,7% en volume) et du glycérol (2% en
volume). Le pH est ajuste a 7 a |'aide d’une solution de soude 2M.

L imprégnation du support synthétique en PET est réalisée a ’aide
d'une pompe pernstaltique qui aspire la solution de dextrane et ’entraine a 'intérieur
de l’échantillon tubulaire, par ses deux extrémités. Le temps d’imprégnation est

d’environ 10 secondes a 5 minutes.

L impregnation est suivie du séchage des échantillons dans une
etuve a 40°C pendant 24 heures.

On effectue ensuite une étape de réticulation du dextrane : les
¢chantillons sont places dans une solution d’c¢ther, a laquelle on ajoute le BDGE
(22,3 moles pour 100 moles de motifs glucosidiques du dextrane). La réticulation est

effectuce pendant 18 heures.
Les echantillons sont ensuite séchés pendant une heure sous une

hotte aspirante.

On effectue trois cycles successifs d’imprégnation et de réticulation,
puis les eéchantilions sont laves trois fois trois heures a 1’aide d’une solution d’eau
osmosée comprenant 0,7% (V /V) d’acide lactique et 2% de glycérol (V/V), de pH 7.

3) Resultats.

Pour chaque echantillon, on mesure le taux de revétement de
echantillon R (%), qu correspond a 1’augmentation de la masse de !’échantillon
apres son traitement par la solution polysaccharidique (R = (P> — P, ) / P; x 100, P,
représentant fa masse mnittale de [’échantillon et P, sa masse finale aprés traitement).

On mesure en outre la permeabilite statique des échantillons selon la
norme ISO/DIS 7198:1996, qui consiste a mesurer le débit d’eau passant a travers une
surface donnée d’une prothese echantillonnée, par gravimétrie et sous pression
hydrostatique. L’échantillon peut étre immerge dans de 1’eau pure a température
ambiante afin de I'imprégner d’eau avant de procéder a I’essai (« perméabilité Hyd » :
permeabilite a I’état hydrate), ou €tre soumis directement a I’essal (« perméabilité non
Hyd » : perméabilite a 1'état non hydrate). La perméabilité est le quotient du débit

d’eau (en ml/min) par unité d’aire (en cm®) : elle est exprimée en ml/min/cm?. Dans
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les exemples qui suivent, sauf mention contraire, les perméabilités mesurées sont des
permeabilites statiques obtenues selon la norme ISO/DIS 7198:1996.

Les resultats obtenus pour les prothéses 1 a 3 sont rassemblés dans

le tableau I.

Tableau I
Prothese Concentra'tion de la solution R (%) Perméabilité Perm‘éabilité
o d’imprégnzzgf/r{/ ;:n dextrane Non Hyd Hyd
I 9% 24 + 2 s¢ | 15
2 9.5% 2243 50 1
3 | 10% 27 + 1 4 .

Les protheses 1 a 3 présentent le caractere de souplesse requis et des
taux de revétement permettant d’obtenir une bonne étanchéité tout en conservant la

souplesse de 1'échantillon.
EXEMPLE 2 : Autre exemple de préparation de prothéses vasculaires selon la

presente invention, qui comprennent un support synthétique imprégné d’un
dextrane réticulé a aide de BDGE. '

Le support synthétique, le dextrane et 1’agent de réticulation utilisés
sont tels que decrits dans I'exemple 1. A la différence de I’exemple 1, le protocole
suivi ne comprend que deux cycles successifs d’imprégnation et de réticulation, avec
trois lavages de trois heures en fin de protocole. Les solutions d’imprégnation sont
constituees de dextrane 5M a la concentration de 10% (m/V), sans glycérol ni acide
lactique lors du premier cycle et avec 2% en volume de glycérol pour le deuxiéme
cycle. La concentration en BDGE, identique pour les deux cycles, est de 15, 18 ou
20% (en nombre de moles par rapport a 100 moles de motifs glucosidiques du
dextrane) selon les échantillons.

Les resultats obtenus pour les prothéses 4 a 6, qui présentent le

caractere de souplesse requis, sont rassemblés dans le tableau II.

Tableau II
Prothése Quantité de BDGE R (%) | Perméabilité | Perméabilité
n° (% molaire) Non Hyd Hyd
4 20% o271 ) 1
5 18% 26+ 0.5 | 14 5
6 15% 55+1 | 20 6
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EXEMPLE 3 : Préeparation de protheses vasculaires selon la présente invention,

qul comprennent un support synthétique imprégné d’un dextrane réticulé a
[’aide de STMP, ainsi qu’éventuellement un polysaccharide fonctionnalisé.

1) Support svnthétique. dextranes et agent de réticulation utilisés.

Le support synthetique (PET tricoté) et le dextrane (dextrane SM)
utilisés sont identiques a ceux décrits dans 'exemple 1. L’agent de réticulation
consiste en du STMP (trimetaphosphate de sodium, commercialisé par SIGMA).

LLe denve fonctionnalise de dextrane utilisé, de masse molaire
moyenne en poids est d'environ 106 900 g/mol, est le DMC;Bs; il répond a la
formule geénerale DMC,B,SucSy telle que précédemment décrite, dans laquelle le
degre de substitution en groupements methylcarboxylates (indice a) est égal a 0,87 et
le degré de substitution en groupements carboxyméthylbenzylamides (indice b) est
egal a 0,26, les indices ¢ et d étant égaux a 0. Son protocole de préparation est tel que
décrit dans le Brevet européen publié sous le numéro 0 146 455.

2) Protocole.

Une solution de dextrane SM a 10% (m/V) est préparée dans de la
soude 0,2 M en présence de 0,7% (en volume) d’acide lactique et de 2% (en volume)
de glycerol. Cette solution peut e€galement comprendre, si nécessaire, le dérivé
fonctionnalis€¢ de dextrane DMC;B; ; auquel cas, le dextrane 5M est mélangé, en
phase solide, au dextrane DMC;B; avant d’€tre mis en solution, la proportion de
DMC;B; étant é€gale a 3% en poids par rapport au poids du dextrane 5M, soit un
rapport pondeéral de 3/97 entre le dénvé fonctionnalisé de dextrane et le dextrane 5M.

En vanante, la solution de dextrane peut également comprendre de
["heparine (agent anticoagulant) a raison de 1%, de 3%, de 5% ou de 10% en poids par
rapport au poids du dextrane 5M, soit des rapports pondéraux entre I’héparine et le
dextrane respectivement egaux a 1/99, 3/97, 5/95 et 10/90.

La solution d’imprégnation ainsi préparée est chauffée a 40°C
pendant 20 minutes, puis le STMP (8 moles pour 100 moles de motifs glucosidiques
du dextrane 5M et du dextrane DMC;B,, si ce dernier est présent), préalablement
dilue dans 0,5 ml de soude 0,2 M, est ajoute a la solution d’imprégnation.

Le support synthétique est imprégné par cette solution de la méme
fagon que décrit dans I’exemple 1, a température ambiante et pendant 10 secondes a 5
minutes. Si1 le dextrane DMC;B; est présent, ce dernier sera « co-réticulé » avec le
dextrane SM.

La prothese est sechee pendant 2 heures a 40°C, puis lavée trois fois,

pendant 3 heures, a 'aide d'une solution d’eau osmosée comprenant 0,7% (V /V)
d’acide lactique et 2% de glycerol (V/V), de pH 7.
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3) Resultats.

Les resultats obtenus pour les prothéses 7 a 12 sont rassemblés dans

le tableau III; les parametres de quantite de revétement R et de perméabilités étant

mesures comme indique dans ’exemple 1.

Tableau III ) .
Prothese Composition du revétement | Permeéabilité Permeabilité
n° Non Hyd Hyd
7 dextrane SM O 0
3 dextrane SM 0 0
+ DMC;B>
9 Dextrane 5M 3,3' - 6
+ héparine (1%)
10 o d;xtrane M ] 10 o
+ heparine (3%)
11 I Dextrane—;h-/ll Z’;O_ T Om
+ heéparine (5%)
12 T Dextrane SM o 40 Nl 0 -
+ héparine (10%)

Les protheses 7 a 12 sont souples. La présence du dérivé
fonctionnalise de dextrane DMC;B, ou de I’heparine ne perturbe pas la réaction de

reticulation, les perméabilités a 1’etat hydraté €tant identiques dans les échantillons 7 a
12.

EXEMPLE 4 : Autre exemple de preparation de protheses vasculaires selon la

présente invention, qul comprennent un support synthétique imprégné d’un
dextrane réticulé a I’aide de STMP.

[Le support synthetique (PET tricoté) et I’agent de réticulation
(STMP) sont i1dentiques a ceux utilisés dans I’exemple 3. Le dextrane utilisé est le

T500, de masse molaire moyenne en poids egale a 460 000 g/mol, commercialisé par

la societée Pharmacia Biotech.

On procede de la méme facon que dans I’exemple 3, la solution
d'imprégnation comprenant 22% (m/V) de dextrane T500, 0,7% (en volume) d’acide
lactique et 2% (en volume) de glycérol. Le STMP est présent a raison de 8% (en
moles pour 100 moles de motifs glucosidiques du dextrane).

On obtient ’échantillon de prothese 13, qui présente les propriétés

de souplesse et d'impermeabilite requises et dont les caractéristiques sont rassemblées
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Tableau [V
Prothese Composttion du R (%) | Perméabilité Permeabilité
1o revetement Non Hyd Hyd
13 dextrane T500 27 £ 1 1,5 0,5

10

15

EXEMPLE 5 : Autres exemples de préparation de prothéses vasculaires selon la

presente invention, qui comprennent un support synthétique imprégné d’un

dextrane reticule a ’aide de STMP.

Le support synthetique (PET tricoté), 1’agent de réticulation (STMP)
et les dextranes (1500 ou SM) utilises sont 1dentiques a ceux décrits dans les exemples
3 et4d,

On procede de la méme facon que dans I’exemple 3, la solution
d'impreégnation comprenant soit 20% (m/V) de dextrane T500, soit 10% (m/V) de
dextrane SM, ains1 que 0,7% (en volume) d’acide lactique et 2% (en volume) de

glycerol. Le STMP est présent a raison de 8% (en moles pour 100 moles de motifs

glucosidiques du dextrane).
On fait varier le temps de contact, a savoir 'intervalle de temps

separant I"ajout du STMP a la solution de dextrane et I’'imprégnation de I’échantillon a

[’aide de cette solution.
On obtient les echantillons de protheses 14 a 19, qui présentent les

proprietes de souplesse et d'imperméabilité requises, et dont les caractéristiques sont

rassemblees dans le tableau V :

Tableau V
Prothése Composition du | Temps de "R (%) Permeabilite | Perméabilité

o revétement ( ;?Elti:; ) Non Hyd Hyd

14 | dextrane T500 0 31+ 1.0 1 0

15 dextrane T500 1 15 33+ 1,5 O 0

16 | dextrane T500 & 30 43+ 1,0 0 0
17 dextrane SM 1 15 | 24+ 1.5 0,2 O

18 dextrane SM 7’ 30 25+0,5 0 0

19 de;(trane SM l 45 25+0.2 : 0 0

Des protheses vasculaires souples et imperméables selon la présente

mvention peuvent donc €tre obtenues en variant le temps de contact de I’agent de
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reticulation avec la solution de dextrane, avant imprégnation du support synthétique.
La reaction de reticulation du dextrane débute dés que I’agent de
reticulation est mis en contact avec la solution de dextrane, provoquant une
augmentation de la viscosite de la solution d’imprégnation. L’ imprégnation du support
prothetique doit &tre realisee a un stade auquel la solution d’imprégnation n’est ni trop
liquide (ce qui donnerait un revétement trop fin), ni trop visqueuse (1I’imprégnation du
support prothetique €tant alors difficile). Les temps de contact exemplifiés dans le
tableau V ci-dessus conviennent pour ’obtention de protheses aux caractéristiques

souhaitées.
EXEMPLE 6 : Sterilisation d’une prothese selon la présente invention par

ravonnements gamma.
Des echantillons de la prothese 7 préparée dans I’exemple 3 ont été

sterilis€s par rayonnements gamma, a une dose de 25 kGray. Les perméabilités des
protheses sterilisées ont €té mesurees, ainsi que celles de prothéses identiques non

stériliseées. Les resultats sont présentés dans le tableau V1.

Tableau VI
Type de revétement R (%)" | Perméabilité Perméabilité
Non Hyd Hyd
Prothése non ;té;iler - 25 0 ] 0 )
 Prothése stérile 2 0 ' 0o

N . bt

Les protheses restent €tanches et souples apres stérilisation aux

rayons gamma. Les rayonnements gamma ne semblent pas dégrader 1’aspect des
revetements des protheses. Au contraire, ils ont probablement un effet analogue a
celur d’un agent reticulant : 1ls créent des radicaux libres capables d’interagir entre

eux et qui peuvent former des liaisons covalentes.
EXEMPLE 7: Mesure de la perméabilité intégrale a I’eau des prothéses

vasculaires selon la présente invention.
1) Nature des échantillons de prothéses.

On utilise la prothése 7 préparée dans ’exemple 3, qui comprend
10% (m/V) de dextrane 5M, ainsi qu’une prothese 20, préparée conformément a
'exemple 3 en utilisant 10% (m/V) de dextrane 5M et 7% (exprimé en poids par
rapport a la quantite de dextrane 5M) de DMC;B,, soit un rapport pondéral entre le
derive fonctionnalise de dextrane et le dextrane 5SM égal a 7/93. L’agent de

reticulation est le STMP, présent dans la solution d’imprégnation a raison de 8% en

moles pour 100 moles de motifs glucosidiques du dextrane.
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2) Parametres mesures.

Pour les protheses 7 et 20, on mesure :

. la permeabilite statique a 1'état hydraté ou non hvdraté (mesurée
selon la norme [SO/DIS 7198:1996 telle que présentée dans ['exemple 1),

la permeabilite intégrale a 1'eau, evaluee selon la procédure

normalisee ISO 7198. Dans le tableau VII ci-dessous figurent la longueur de
["echantillon (1, en cm), le volume d’eau récupere (V, en ml/min) et la perméabilité
integrale (P, en ml/min/cmz),

. le taux de reveétement R, mesuré comme indique dans [’exemple 1,

. le pourcentage d’humidite relative HR, ce parameétre ayant une
influence sur la souplesse de ['échantillon. On effectue une pesée de 1’échantillon a
[’état sec (apres passage dans une €tuve a 40°C) et a I’état humidifié (échantilion placé
dans une cloche a 80% d humidite), la différence entre ces pesées, rapportée au poids
de I’échantillon sec, permettant d’obtenir le pourcentage d’humidité relative HR.

3) Resultats.

Les caracteristiques des échantilions 7 et 20, qui présentent

notamment les propriétés de souplesse et de perméabilité requises, sont rassemblées
dans le tableau VII.

| L jableau VII o .
Prothése | Perméabilité | Perméabilité | Perméabilité intégrale | R (%) | HR (%)
n° Non Hyd Hyvd 1 \Y P
7 0 0 84 2.1 0,08 | 36 52
20 0.67 0 |73 12 052] 31 | a5

e sk

EXEMPLE 8 : Biocompatibilite cellulaire in vitro des agents de revétement des

protheéeses vasculaires selon la présente invention.
Cet exemple a pour but d'é¢tudier la cytocompatibilit¢ des gels de
dextrane utilisés comme agent de revétement des protheéses vasculaires conformes a

I'invention.
I) Préparation des gels de dextrane.

Les gels de dextrane sont prepares de la facon suivante

- gel de dextrane non fonctionnalisé (gel A) : on prépare une
solution & 10 % de dextrane 5M de masse molaire moyenne en poids égale a 5.10°
g/mol, commercialise par la societe Sigma dans une solution aqueuse stérile de NaOH
0,2 M contenant 0,7 % d'acide lactique et 2 % de glycérol (solution A);

- gels de dextrane non fonctionnalis€ et de dextrane fonctionnalisé

(gels B a D) : on prépare des solutions a 10 % de dextrane 5M tel que décrit c1-dessus



CA 02405947 2002-10-08

WO 01/76652 PCT/FR01/00964

10

15

20

30

16

et contenant 3 % (p/v) de dextrane fonctionnalise de formule DMC,By,Su.Sy par
rapport au poids de dextrane non fonctionnalise, dans une solution aqueuse stérile de
NaOH 0,2 M contenant 0,7 % d'acide lactique et 2 % de glycérol (Solutions B a D).
Les indices de substitution a, b, ¢ et d des dextranes de formule DMC,B,Su.Sy utilisés

ficurent dans le tableau VIII ci-apres :

Tableau VIII
Solutions Dextrane fonctionnalisé utilisé Masse molaire
en g/mol
a b c d )
B 0.81 020 | 013 0 67 000
C 0,61 0,39 0 0 63 000
D 0,61 0,39 0,04 0 | 63000

Les solutions de dextrane A a D ainsi préparees sont chauffées a
40°C pendant 20 minutes, puis l'agent de réticulation (8 moles de STMP pour 100
moles de motifs glucosidiques, tel que decrit ci-dessus a 'exemple 3), préalablement
dilué dans 0,5 ml de soude 0,2 M, est ajoute a ces solutions de dextrane.

Les melanges sont ensuite coules dans des plaques de culture 12
puits a raison de 150 ul par puits. Lorsque la réaction de réticulation est terminee, les

gels ains1 obtenus sont laves trois fois au PBS stérile.
II) Etude de I'adherence des cellules endothéliales EA.hv 926 sur

les gels A a D

Des cellules endotheliales humaines EA.hy 926 sont ensemencees a
raison de 2.10° cellules dans 3 m! de milieu de culture DMEM contenant 10 % de
serum de veau feetal (SVF) et 2 uCr/ml de proline tritiée (Amersham). Apres 24
heures de culture a 37°C, les cellules sont détachees a 1'aide d'une solution de trypsine,
centrifugées a 1200 tours par minute, puis resuspendues dans un milieu de culture
DMEM contenant 10 % de SVE. Les cellules sont ensuite comptées a la cellule de
Malassez, diluées et ensemencees sur les plaques contenant les gels de dextrane A a
D, a raison de 50 000 cellules par puits. Les plaques de culture sont ensuite mises a
incuber a 37°C pendant 3 heures.

A la fin de la période d'incubation, les puits ensemencés sont rinces

deux fois au PBS afin d'eliminer les cellules n'ayant pas adhére sur les gels de

dextrane.
Les cellules adhérentes sont ensuite detacheées a 1'aide d'une solution

de trypsine puis les cellules de chaque puits sont mises dans un flacon de comptage

contenant 5 m! de hiquide scintillant (Optiphase® "Hisafe", Wallack).
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La mesure de la radioactivite presente dans chaque flacon est

effectuce a l'aide d'un compteur a scintillation (LKB) a raison de 4 comptages d'une

minute par flacon.

Le pourcentage d'adhérence des cellules sur les gels B a D est
determiné par rapport a la radioactivite €émise dans les puits témoins, a savoir les puits
contenant le gel A de dextrane non fonctionnalisé.

Les resultats obtenus figurent dans le tableau IX ci-apres :

- Tableau IX
Gels % d'adhérence des cellules par rapport a
l'adhérence observée sur le gel A
A 100 -
B 165 + 19,7 1
c 184 + 15,7 )
D - 1957463 -

il ——. d —. S P st gy —. A

Ces resultats montrent que la presence d’un dénveé fonctionnalisé de

dextrane permet de favoriser l'adh€rence des cellules endotheliales.

Des resultats similaires ont été obtenus en realisant la méme

expérience sur des cellules musculaires lisses de rat (CMI).
III) Etude de la prolifération des cellules endotheliales EA.hv

926 sur les gels A et C
Des cellules endotheliales humaines EA.hy 926 sont ensemencees a

raison de 10 000 cellules par cm? dans du milieu de culture DMEM contenant 10 % de

SVF, sur les gels de dextrane A et C.
Apres 5 jours de culture, les cellules sont rincées trois fois au PBS

puis sont détachées avec 500 ul d'une solution de trypsine et mises en suspension dans

une solution ¢lectrolyte d'Isotron. Les cellules sont ensuite comptées a l'aide d'un

apparell de comptage Coulter Counter ®.
Les resultats de prolifération cellulaire observee sur le gel C sont

exprimeés en pourcentage de la prolifération cellulaire observee sur le gel A et figurent

dans le tableau X ci-apres :
Tableau X

Gel %o de prolifération des cellules par rapport a la

prolifération observee sur le gel A

A 100
C ' 116.5 £ 0.43

Ces résultats montrent que la présence d’un derive fonctionnalisé de
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dextrane permet de favoriser la prolifération des cellules endothéliales.

Des resultats similaires ont été obtenus en réalisant la méme
experience sur des cellules musculaires lisses de rat (CMI).

L'ensemble de ces résultats montre que la présence d’un dérivé
fonctionnalise de dextrane selon la présente invention favorise l'adhérence et la
proliferation des cellules endothéliales, propriét¢ d’importance pour favoriser
|"intégration dans le milieu biologique de la prothése vasculaire qu'il revét.

EXEMPLE 9 : Biocompatibilite cellulaire in vitro des prothéses vasculaires selon

la presente invention.
1) Protocole.
Pour analyser la cytocompatibilité des prothéses 7 et 8 synthétisées

dans I’exemple 3 avec les cellules endothéliales humaines EA.hy 926, des échantillons
de 1 cm” sont découpés sur les protheses, sterilisés par rayonnements gamma et
introduits dans des plaques de culture de 24 puits. Des inserts de verre stériles sont
placés sur les échantillons afin de les empécher de s’enrouler sur eux-mémes une fois
immerges dans le milieu de culture.

Les echantillons de protheses sont maintenus pendant 24 heures dans
le milieu de culture, a savoir un milieu DMEM sans pyruvate de sodium comprenant
4500 mg/ml de glucose (GIBCO), supplémenté en L-glutamine (2 mM), en HAT (2%
V/V) et en serum de veau feetal a 10% (GIBCO), puis le milieu est aspiré et les
cchantillons sont ensemences avec les cellules endothéliales humaines EA.hy 926 4 la
densité de 5.10% cellules/cm®, chaque échantillon étant réalisé en triple exemplaire.
Les echantillons ensemencés sont placés dans un incubateur a 37°C, sous une
atmosphere humide contenant 5% de CO,, dans des conditions statiques. Le milieu est
renouvele tous les deux jours.

La proliferation cellulaire est observée chaque jour pendant 8 jours,
au moyen d’un microscope optique mverse. A cette fin, les échantillons sont lavés
trois fois dans du PBS (non stérile), fixés dans du formaldéhyde a 4%, lavés de
nouveau trois tois dans du PBS, puis colorés au bleu de Coomassie (5%) et enfin
decolores a I’éthanol a 70%, de fagon a ce que seules les membranes des cellules
restent colorees. Au microscope, les cellules apparaissent en bleu sur fond non coloré.

2) Reésultats.

La figure 2 represente les courbes de croissance des cellules

endothéliales humaines permanentes EA.hy 926 sur les échantillons de prothéses
vasculaires 7 (courbe - W -) et & (courbe -n-), le temps (en jours) figurant en abscisses

et le nombre de cellules par cm” (x 10) en ordonnées.

On constate une difference significative entre la croissance des
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cellules sur les echantillons 7 et 8 : lorsque le DMC;B, est présent dans le revétement
de la prothese, le nombre de cellules est plus important au fur et a mesure des jours
ecoulés, indiquant que la présence du dérivé fonctionnalisé de dextrane dans la
prothese amehore la prolifération des cellules endothéliales humaines EA.hy 926.

Des resultats similaires ont été obtenus avec d’autres cultures de
cellules endotheélhales, a savoir les cellules endothéliales de veine de cordons
ombilicaux humains et les cellules endothéliales d’aorte bovine. Il apparait donc que,
de maniere generale, la présence d’un dérivé fonctionnalisé de dextrane dans la
prothese vasculaire selon la présente invention favorise la prolifération des cellules
endotheliales, proprieté d'importance pour favoriser I'intégration de la greffe dans le
milieu biologique.

EXEMPLE 11 : Etude de la stabilité d'une prothése vasculaire

conforme a lI'invention comparée a celle d'une prothése vasculaire revétue par du

dextrane non réticulé
1) Preparation des prothéses vasculaires

Une prothese vasculaire conforme a ['invention a été préparée en
survant le protocole decnit a I'exemple 3 et en utilisant le support et le dextrane décrits
cl-dessus a I'exemple 1 et 'agent de réticulation décrit a 'exemple 3 ci-dessus.

A titre comparatif, une prothese vasculaire ne faisant pas partie de
l'Invention a éte preparée dans les mémes conditions, sauf que l'agent de réticulation
n'a pas €te ajoute a la solution de dextrane.

2) Etude de la stabilité du revétement

Le montage utilis€é pour cette étude est constitué d'un bain Marie
thermostaté a 37°C et d'une pompe permettant de faire circuler un flux continu d'une
solution a l'ntérieur d'une prothése vasculaire. Le débit de la pompe a été réglé a

7.10° m” par seconde de fagon a reproduire les conditions du débit physiologique de

la circulation artérielle.
Des prelevements de la solution de circulation a intervalles de temps

reguliers sont effectués pour quantifier la quantité¢ de dextrane libéré. Le dosage du
dextrane libére est effectu¢ de maniére indirecte par dosage colorimétrique des
glucides en mihieu acide sulfurique concentré/phénol selon la méthode de Dubois ef
al. (Analytical Chemistry, 1956. 3 (28), 350-356), éventuellement aprés lyophilisation
et dilution de la solution de circulation lorsque que les quantités de dextrane libérées

sont extrémement faibles.
Les resultats obtenus pour la prothese conforme a l'invention

(1impregnée de dextrane réticulé) figurent dans le tableau XI ci-apres :
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Tableau XI
Temps en heures Quantite de dextrane libere en ug

10

15

(prothese conforme a I'invention)

1 | 25

) 35

12 65 )
24 70

i

Il n'a pas éte possible de mesurer la quantite de dextrane libéré au
cours du temps par la prothese non conforme a I'invention (imprégnée par un dextrane
non reticulé) dans la mesure ou le dextrane a eteé libér€ en totalité au cours de premier
lavage de la prothese, c'est-a-dire avant méme la mise en contact de ladite prothése
avec le flux d'eau en circuit ferme. Cette libération de dextrane a pour conséquence
['effondrement des proprietes d'étancheite de la prothese.

En revanche, au bout de 24 heures de circulation, la quantité de
dextrane libere par la prothese vasculaire conforme a ['invention, c'est a dire
impregnee par un dextrane reticule de facon covalente, atteint un plateau a 70 pg
representant environ 0,014 % de la quantite totale de dextrane imprégnaht la prothese.
Cette quantite neégligeable est significative de la tres grande stabilit¢ chimique des

protheses vasculaires conformes a ['invention au cours du temps.

Ainsi que cela ressort de ce qui précede, 1’'invention ne se limite

nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de réalisation et d’application qui
viennent d’etre décrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les

variantes qui peuvent venir a |'esprit du technicien en la matiere, sans s’écarter du

cadre, n1 de la portee, de la présente invention.
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REVENDICATIONS

1) Prothese vasculaire souple, caractérisée en ce qu’elle comprend
un support synthetique impregné d’au moins un dextrane réticulé de facon covalente
et/ou d’au moins un derive fonctionnalisé de dextrane réticulé de facon covalente.

27) Prothese selon la revendication 1, caractérisée en ce que le
rapport ponderal entre le denve fonctionnalisé de dextrane et le dextrane est compris
entre 1/99 et 30/70, de preference compris entre 3/97 et 7/93, de maniére encore
preferee €gal a 5/95 environ.

3°) Prothese selon la revendication 1 ou la revendication 2,
caracterisee en ce que ledit support synthétique est imprégné, en outre, d’au moins un
polysaccharide naturel ou synthétique fonctionnalisé au moins par des fonctions
carboxylates et/ou sulfates, reticulé de facon covalente.

4°) Prothese selon la revendication 3, caractérisée en ce que le
rapport ponderal entre Ile polysaccharide fonctionnalisé et le dextrane est
avantageusement compris entre 1/99 et 30/70, de préférence entre 1/99 et 20/80.

5°) Prothese selon la revendication 3 ou la revendication 4,
caractérisee en ce que le rapport pondéral entre le dérivé fonctionnalisé de dextrane et
le polysaccharide fonctionnalisé est compris entre 1/99 et 99/1.

6°) Procede de préparation d’une prothése vasculaire selon 1’une

quelconque des revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il comprend les

etapes suivantes :
a) preparation d’une solution d’au moins un dextrane et/ou d’au

moins un derivé fonctionnalisé de dextrane ,

b) impregnation du support synthétique a 1’aide de cette solution,

c) reticulation dudit dextrane et/ou dudit dérivé fonctionnalisé de
dextrane.

7%) Procede selon la revendication 6, caractérisé en ce qu’il
comprend, entre les €tapes a) et b), 'ajout d’un agent de réticulation a la solution
preparee lors de [’étape a).

8%) Procede selon la revendication 7, caractérisé en ce que les étapes
b) et c) sont effectuées simultanément a un pH compris entre 3 et 10, a une

temperature comprise entre 10 et 40°C environ et pendant un temps inférieur ou égal a

150 minutes environ.
9°) Procede selon la revendication 6, caractérisé en ce qu’il

comprend, entre les €tapes b) et c¢), une étape de séchage du support, suivie d’une

ctape d imprégnation du support a 1’aide d’une solution, dans au moins un solvant
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organique, d’un agent de réticulation.
10%) Procede selon la revendication 9, caractérisé en ce que les

ctapes b) et c) sont effectuées chacune a un pH compris entre 3 et 10 et a4 une
temperature comprise entre 10 et 40°C environ, en ce que l’étape b) est effectuée
pendant un temps nferieur ou egal a 150 minutes environ et en ce que ’étape c) est
eftfectuee pendant un temps compris entre 15 minutes et 18 heures environ.

[1°) Procéde selon la revendication 9 ou la revendication 10.
caracterise en ce que lesdites €tapes successives de préparation d’une solution d’au
moins un dextrane et/ou d’au moins un dérivé fonctionnalisé de dextrane,
d'impregnation du support a l'aide de cette solution, de séchage du support,
d'imprégnation du support a l’aide d’une solution, dans au moins un solvant
organique, d'un agent de réticulation, et de réticulation dudit dextrane et/ou dudit
derive fonctionnalisé de dextrane sont, apres séchage du support, réitérées au moins
une fois, de préférence deux a trois fois.

12%) Procede selon 1'une quelconque des revendications 6 a 11,
caracterise en ce que [’étape c) de réticulation dextrane et/ou dudit dérivé
fonctionnalise de dextrane est suivie d’une étape de lavage de la prothése.

13°) Procéde selon I'une quelconque des revendications 6 a 12,
caracteris€é en ce que ladite solution d’au moins un dextrane et/ou d’au moins un
dérive fonctionnalisé de dextrane préparée lors de 1’étape a) comprend, en outre, au

moms un polysaccharide naturel ou synthétique fonctionnalisé au moins par des

fonctions carboxylates et/ou sulfates.
14®) Procedeé selon 1'une quelconque des revendications 6 3 13,

caractérise en ce que ladite solution d’au moins un dextrane et/ou d’au moins un
dertvé fonctionnalisé de dextrane préparée lors de 1’étape a) comprend, en outre, au
moins un additif choisi parmi les agents plastifiants et les agents assouplissants et/ou
un ou plusieurs principes actifs s€lectionnés dans le groupe constitué par les agents
anticoagulants, les agents anti-bactériens et les agents anti-infectieux . '

15°) Prothese wvasculaire souple selon 1'une quelconque des
revendications 1 a 5, caracténisée en ce qu’elle est susceptible d’étre obtenue par le

procede tel que defini dans 1'une quelconque des revendications 6 4 14.
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