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ReSeni se tyka zpusobu tromborezistentni
tpravy povrchu vyrobki pouZivanych v lékar-
stvi v kontaktu s krvi, jejich upravou roz-~
toky albuminu, heparinu a glutaraldehydu,
jehoZ podstata spod¢iv4d v tom, Ze se na po-
vrch vyrobku 1 aZ S50krat st¥idavé pusobi
roztokem albuminu o koncentraci 0,1 az 0,5
% hmot. po dobu 5 aZz 30 minut a roztokem
heparinu o koncentraci 50 aZ 100 m.j./ml po
dobu 5 aZ 30 minut, pricemz roztoky maji pH
3,0 az 4,8 a iontovou silu nizsi nez 0,5,
na¢eZ se provede zavérec¢nd fixace v roztoku
gl;taraldehydu o koncentraci 0,5 aZz 1,0 %
obj.
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Vynalez se tyka zpUsobu tromborezistentni dpravy povrchi vy-
robka pouZivanych v léka¥stvi v kontaktu s krvi, jejich dpravou
roztoky albuminu, heparinu a glutaraldehydu.

Vyrobky 2z cizorodych materidlu aktivuji pri kontaktu s krvi
procesy vedouci k tvorbé trombii. Proto jsou pro kontakt s krvi
pouzivdny vyrobky se sniZenou trombogenitou. Takové vyrobky lze
ziskat Jjednak vybérem materidll a technologickych podminek pri
vyrobé (Biomer, Avcothane, Pellethane), jednak dodatec¢nou idpravou
povrcha jiZz hotovych vyrobki. Ucinnym zpUsobem Upravy vyrobka je
imobilizace antikoagulanti na Jjejich povrchu. Jako nejperspek-
tivnéjsi se jevi prirodni antikoagulant heparin. Jsou zndmy zpu-
soby primé iontové nebo kovalentni vazby heparinu na povrch.
Avsak, pr¥i iontové vazbé je heparin z povrchu rychle vymyvan ve
fyziologickych roztocich, pfi kovalentni vazbé heparin casto
ztraci svou aktivitu.

Technologicky nejjednodussi a u¢innd je dprava povrchu hepa-
rinem vazanym na povrchové aktivni 1latky. Jako priklad lze uvést
Upravu povrchu cetylamoniumchloridem, heparinem a glutaraldehydenm
(Lagergren H., Eriksson J.C., Trans. Amer. Intern. Organs, 1971,
17,10-19; Larsson.N., Stenius P., Eriksson J.C., Maripuu R.,
Lindberg B., Colloid Interface Sci, 1982, 90,127). Nedostatkem
tohoto zpusobu je pouZ2iti toxické organické povrchové aktivni
aminoslouceniny, nedostate¢nd pevnost vazby povrchové aktivni
latky s povrchem, pouziti vysoké teploty (60-90 °C) a v mnohych
pripadech nutnost predem upravit povrch v oxidac¢nim prostredi.

Je zndm zpUsob imobilizace fyzikdlni adsorpci kovalentné
svazaného komplexu heparinu s prfirodni povrchové aktivni latkou
(albuminem), p¥icemZ vazany komplex je predem pripraven v roztoku
(Hennink W.E., Kim S.W., Feijen J., J. Biomed. Mater. Res. 1984
18,911-926). Nedostatky tohoto zpusobu jsou: 1. pouziti karboimi-
du pro vazbu heparinu s albuminem vyvolava rozpad karboxylovych
skupin heparinu, coZz sniZuje antikoagulaéni aktivitu heparinu.
2. vytvoreni kovalentné vazaného komplexu sniZuje schopnost albu-
minu hydrofobné se vdzat na povrch - ve vodnych roztocich se kom-
plex vymyva s povrchu.

Je znam zpusob ziskdni tromborezistentnich polymernich vy-
robku upravou jejich povrchi albuminem ndsledovanou adsorpci he-
parinu a fixaci glutaraldehydem ve vodé (Novikova S.P., Dobrova
N.B., Popov S.A., Selezneva M.N., Autorské osvédceni SSSR 1 097
336 A. Tento zpusob umoZnuje vytvor¥eni vazby mezi povrchem a kom-
plexem heparin-albumin bez inaktivace heparinu. Nedostatky tohoto
zpusobu jsou: 1. nerovnomérnost vrstvy komplexu vytvorené adsorp-
ci heparinu v neutrdlnim pH na adsorbovany albumin a s ni spojené
kolisani vysledného mnoZstvi vdzaného komplexu, c7Z miZe mit ne-
gativni vliv na tromborezistentni vlastnosti. 2. Mald tloustka
antikoagulac¢niho pokryti tvoreného jednou vrstvou molekul albumi-
nu a heparinu, coZ maZe mit vliv na dobu trvani antikoagulac¢niho
. efektu obvzlasté u vyrobku, které jsou dlouho v kontaktu s orga-
nismem. Uvedené nedostatky odstranuje zpusob tromborezistentni
Upravy povrchu vyrobkl pouZivanych v lékarstvi v kontaktu s krvi
podle vyndlezu, jehoZ podstata spoc¢ivd v tom, Ze se na povrch vy-
robku 1 aZ S50Okrat stridavé pusobi roztokem albuminu o koncentraci
0,1 az 0,5 % hmot. po dobu 5 aZ 30 minut a roztokem heparinu
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o koncentraci 50 100 m.j./ml po dobu 5 aZ 30 minut, pridemz
roztoky maji pH 3,0 az 4,8 a iontovou silu niZsi ne? 0,5, nadei
se provede zavérecnd fixace v roztoku glutaraldehydu o koncentra-
ci 0,5 az 1 0 % obj.

Roztoky albuminu, kromé roztoku pro prvni adsorpc1, roztoky
heparinu, promyvaci roztoky a roztok glutaraldehydu maji pH 3 a2
4,8,aby byla zajisténa stabilita komplexu albumin-heparin. PZ¥i
vyééich pH se adsorbovany heparln rychle uvolnuje do roztoku, si-
tovani glutaraldehydem je méné uéinné, protoZe proces rozpadu
komplexu konkuruje procesu sitovdni. Nestabilita komplexu znemoz-

nuje provadéni vicendsobné adsorpce pri pH vyssim nez 4,8.

Koncentrace albuminu vy$s$i neZ 0,01 $% zajistuje vytvoreni
kompletnich adsorbovanych vrstev albuminu.

Koncentrace heparinu 50 az 100 m.j./ml zajistuje vytvoreni
kompletnlch adsorbovanych vrstev heparinu. 2 dspornych divodl ne-

¥ v 2

mad smysl pouzZivat vys$si koncentrace.

Teploty p¥i adsorpci albuminu do 35 Oc zajistuji tvorbu rov-
nomérné adsorbované vrstvy. Pri vyssich teplotdch se v roztocich
albuminu s kyselym pH rychle tvori agregaty.

Iontova sila vodnych roztokiu je nizsi nez 0,5, protoZe pri
vySSi iontové sile je adsorbovany komplex nestabilni.

Doby 5 aZ 30 minut (v zavislosti na Kkoncentraci a proudéni
roztoku u povrchu) zajistuji vytvofeni jednotlivych adsorbovanych
vrstev.

Navrhovany zpisob maZe byt pouZit pro tromborezistentni
Upravu materidld rdznych typd, které adsorbuji albumin, pf¥icemz
dalsi proces jiZ je uréen prvni adsorbovanou vrstvou albuminu. Ze
zndmych materidld lze uvést napriklad polyolefiny, polyestery,
polymethakrylaty, polyvinylchlorid, fluorované polymery, siliko-
novy kaucuk i anorganické materidly jako jsou kovy, sklo, kerami-
ka, nebo materidly jejichZ povrchy byly heparinizovany nékterym
z dosud pouzZivanych zpusobl. Navrhovanym zpusobem je moZno upra-
vit povrchy vyrobkda urcéenych pro kontakt s krvi libovolnych geo-
metrickych ¢tvarl a rozmérl, napriklad katetru, cévnich protéz,
umélych srdec¢nich chlopni, oxygendtort, souddstek pristroji, kte-
ré prichdzeji do kontaktu s krvi, kontejnert pro uchovavani krve.
Podle zpusobu pouZiti vyrobku miZe byt volen pocdet adsorbovanych
vrstev albuminu a heparinu tak, aby byl pro dané pouZiti optimal-
ni. Napriklad u polyethylenovych trubek pokrytych dvojnasobnou
nebo cty¥nasobnou vrstvou komplexu (albumin-heparin) nebyl nale-
zen rozdil pri 20 min. ex-vivo pokusech zatimco cty¥ndsobnd vrst-
va vykazovala leps$i uc¢inek pri dvoumésic¢ni in-vivo implantaci.

P¥ednosti navrhovaného zpUsobu, které vytva¥eji novy kvali-
tativni efekt ve srovnani s dosud pouZivanym zplUsobem za pouZiti
albuminu, heparinu a glutaraldehydu ve vodé bez uUpravy pH,Jjsou:

1) 2ZvysSeni tromborezistentnich vlastnosti v dusledku
a) rovnomérnosti a planarnosti pokryti,
b) mnohovrstevné adsorpce albuminu a heparinu.
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2) MoZnost regulovat mnoZstvi imibilizovaného albuminu a heparinu
podle pouzZiti vyrobku.

3) Zjednoduseni technologie procesu provadénim adsorpce albuminu
a heparinu pri teplotach 0 aZ 35 °cC.

4) ZmensSeni spotreby biologickych preparatiu (albuminu az 1lOkrat,
heparinu 30 az 50krat), sniZenim koncentrace pouzZivanych roz-
toku, které bylo umoZnéno provadénim celého postupu pri pH
3,0 az 4,8.

Priklad 1

Pokryti povrchu trubek z polyethylenu schvdleného pro lékar-

ské pouziti dvojitou vrstvou (albumin-heparin)-(albumin-heparin).

Prvni vrstva adsorbovaného albuminu byla ziskdna kontaktova-
nim trubek s 0,5 hmot. % roztokem albuminu v 0,1 M citratovém
pufru pH 3,9 po 30 min pfi 20 °c.

Po skonéeni adsorpce byly trubky tFikrat promyty proudem
0,1 M citratového pufru pH 3,9.

Prvni vrstva heparinu byla ziskdna kontaktovdnim povrchu tru-
bek upravenych albuminem s roztokem heparinu 0,1 M citratového
pufgu pH 3,9 s koncentraci heparinu 100 m.j./ml po 20 min pri
20 “C.

Trubky byly promyty trikrdt proudem 0,1 M citrdatového pufru
pH 3,9.

Prvni vrstva adsorbovaného komplexu obsahovala 0,15 p.g/cm2
albuminu a 0,07 pug/cm® heparinu.

Druhd vrstva adsorbovaného albuminu byla ziskdna kontaktova-
nim trubek s 0,5 roztokem albuminu v 0,1 citratovém pufru pH 3,9
po 20 min p¥i 20 ©c.

Trubky byly trikrat promyty proudem 0,1 M citratového pufru
pH 3,9.

Druhd vrstva heparinu byla 2ziskdna -kontaktovdnim trubek
s roztokem heparinu 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 s koncentraci
heparinu 100 m.j./ml po 20 min pri 20 ©°c.

Trubky byly tr¥ikrat promyty proudem 0,1 M citratového pufru
pPH 3,9.

Dguhé vrstva komplexu obsahovala 0,35 u.g/cm2 albuminu a 0,15
pg/cm“ heparinu.

Adsorbovand dvojita vrstva (albumin-heparin)-¢albumin-hepa-
rin) byla fixovdna v 1 ¥ obj. roztoku glutaraldehydu v 0,1 M ci-
tratovém pufru pH 3,9 po 30 min pri 60 ©c.

Trubky byly promyty nejprve proudem vody a potom umistény ve
vétsSim mnoistvi destilované vody na 20 min. s péti vyménami vody
p¥i 20 ©c.

Vzorky byly suseny pri 40 G.

Po skonc¢eni upravy byly_ vzoriky pokryty dvojitou vrstvou kom-
plexu obsahujici 0,5 wg/cm® albuminu a 0,2 pg/cm® heparinu.

Tromborezistentni vlastnosti upravenych trubek v kontaktu
s nativni krvi byly vyhodnoceny ex-vivo experimenty na psech.
Krev cirkulovala testovanymi trubkami upevnénymi ve specidlnim
drzadku pripojeném. ke 2zvireti metodou arterio-venozniho Suntu.
Drzak umoZrnoval v jednom experimentu paralelni sledovani uprave-
nych a Kkontrolnich neupravenych trubek. V &asovém prubéhu bylo
zjistovdno mnoZstvi trombosni hmoty, kterad se usazovala na sté-
nach trubek. Maximadlni doba kontaktu s krvi byla 20 min.
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Trombosni hmoty na vzorcich, pokrytych dvojitou vrstvou albu-
minu a heparinu, bylo méné neZ 5 % ve srovnani s mnoZstvim trom-
bosni hmoty na kontrolnich neupravenych trubkach; na trubkich
pokrytych jednou vrstvou albuminu a heparinu bylo okolo 20 £
trombosni hmoty v poméru ke kontrolnim trubkam.

Priklad 2

Pokryti povrchu polyethylenovych trubek &tyfmi vrstvami kom-
plexu (albumin-heparin).

Povrch trubek byl kontaktovdn s 0,1 hmot. roztokem albumi-
nu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu 20 min pfi teploté
18 ©c. Trubky byly trikrat promyty proudem 0,1 M citratového puf-
ru pH 3,9 v prubéhu 1 min. Trubky byly kontaktovdny s roztokem
‘50 m.j./ml heparinu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu
10 min p¥i teploté 18 °Cc. Trubky byly promyty trikrat proudem
0,1 M citratového pufru pH 3,9 v pribéhu jedné min. Popsany po-
stup byl ddle opakovadn trikrdt s tim, Ze doba kontaktovani s roz-
tokem albuminu byla zkrdcena na 10 min. Vyslednd ¢tyfnasobna
vrstva adsorbovaného albuminu a heparinu byla fixovana 1% obj.
glutaraldehydu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu 30 min pri
55 9C. Trubky byly dikladné promyty destilovanou vodou po dobu
20 min a ususSeny. Ctyfndsobnd vrstva komplexu albumin-heparin ob-
sahovala 1,2 ug/ cm? albumiriu a 0,47 pg/cm® heparinu.

MnoZstvi trombosni hmoty usazené na trubkdch pfi ex-vivo tes-
tech bylo méné nez 5 % trombozni hmoty usazené v kontrolnich ne-
upravenych trubkach.

Priklad 3

Pokryti povrchu folie z polyvinylchloridu trojndsobnou vrst-
vou komplexu albumin-heparin.

Povrch folie byl kontaktovdn s 0,1 hmot. % roztokem albuminu
v 0,1 M citrdatovém pufru pH 4 po dobu 20 min pri teploté 23 ©c.
Folie byly t¥ikrat promyty proudem 0,1 M citrdtového pufru pH
4 v pribéhu 1 min. Folie byly kontaktovany s roztokem 50 m.j./ml
heparinu v 0,1 M citratovém pufru pH 4 po dobu 10 min p¥i teploté
23 9c. Folie byly promyty trikradt proudem 0,1 M citratového pufru
pPH 4 v prubéhu jedné min. Popsany postup byl dale opakovan dva-
krdt s tim, Ze doba kontaktovadni s roztokem albuminu byla zkrice-
na na 10 min. Vysledna c¢ty¥nadsobnd vrstva adsorbovaného albuminu
a heparinu byla fixovdna 1% obj. glutaraldehydu v 0,1 M citrato-
vém pufru pH 4 po dobu 30 min pri 55 Oc.

Folie byly promyty destilovanou vodou a ususeny. Trojnasobna
vrstva komplexu albuminu s heparinem obsahovala 0,8 ug/cm“ albu-
minu a 0,35 pg/cm® heparinu.

Priklad 4

Pokryti povrchu folie ze silikonového kaucuku trojndsobnou
vrstvou komplexu albumin-heparin.

Povrch folie byl kontaktovdn s 0,1 hmot. % roztokem albuminu
v 0,1 M citrdtovém pufru pH 4 po dobu 20 min p¥i teploté 23 °c.
Folie byly trikrat promyty proudem 0,1 M citratového pufru pH
4 v pribéhu 1 min. Folie byly kontaktovdny s roztokem 50 m.j./ml
heparinu v 0,1 M citratovém pufru pH 4 po dobu 10 min pri teploté
23 9c. Folie byly promyty t¥ikrat proudem 0,1 M citratového pufru
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pPH 4 v prUbéhu jedné min. Popsany postup byl dadle opakovan dva-
krat s tim, Ze doba kontaktovani s roztokem albuminu byla zkrace-
na na 10 min. Vyslednd ctyf¥ndsobnd vrstva adsorbovaného albuminu
a heparinu byla fixovana 1% Obj. glutaraldehydu v 0,1 M citrato-
vém pufru pH 4 po dobu 30 min pfi 55 Oc. Folie byly omyty desti-
lovanou vodou a ususSeny. TrOJBasobna vrstva komplexu albuminu
s heparinem obsahovala 1 ug/cm® albuminu a 0,4 ug/cm® heparinu.

Priklad 5

Pokryti povrchu anorganického materidlu - germania - pétina-
sobnou vrstvou komplexu (albumin-heparin).

Povrch krystalu byl kontaktovdn s 0,1 hmot. % roztokem albu-
minu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu 20 min pri teploté
30 °c. Krystaly byly trikrat promyty proudem 0,1 M citratového
pufru pH 3,9 v prubéhu 1 min. Krystaly byly kontaktovany s rozto-
kem 50 m. ] /ml heparlnu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu
10 min p¥i teploté 30 Oc. Krystaly byly promyty trlkrat proudem
0,1 M citrdtového pufru pH 3,9 v pribéhu jedné min. Popsany po-
stup byl ddle opakovéan étyfikrét s tim, Ze doba kontaktovani
s roztokem albuminu byla zkradcena na 10 min. Vyslednd &ty¥nasobné
vrstva adsorbovaného albuminu a heparinu byla fixovana v 1% obj
glutaldehydu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu 30 min pri
55 9c.

MnoZstvi adsorbovaného komplexu_v tomto pripadé sestagalo z:
v 1. vrstvé albuminu 0,15 pg/cm®, heparinu 0,08 pg/cm
v 2. vrstvé albuminu 0,35 ug/cmg, heparinu 0,14 u.g/cm2
v 3. vrstvé albuminu 0,21 pg/cm heparinu 0,10 pg/cm
v
v

MO N

14
4. vrstvé albuminu 0,30 ug/cmz, heparinu 0,12 pg/cm
5. vrstvé albuminu 0,35 ug/cmz, heparinu 0,14 pg/cm

Priklad 6

Pokryti tkané cévni protézy 2z materidlu "ftorlon-lavsan"
(vldkna polyethylentereftaldatu a Kkopolymeru tetrafluorethylenu
s 1,1-difluorethylenem) SSSR &tyrnasobnou vrstvou komplexu (albu-
min-heparin).

Povrch protéz byl kontaktovdn s 0,1 hmot. % roztokem albumi-
nu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu 20 min pri teploté
18 9°Cc. Protézy byly trikrat promyty proudem 0,1 M citratového
pufru pH 3,9 v prubéhu 1 min. Protézy byly kontaktovany s rozto-
kem 50 m.j./ml heparlnu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu
10 min pri teploté 18 ©c. Protezy byly promyty trlkrat prouden
0,1 M citrdatového pufru pH 3,9 v prubéhu jedné min. Popsany po-
stup byl ddle opakovan tfikrét s tim, Ze doba kontaktovani s roz-
tokem albuminu byla 2zkrdcena na 10 min. Vysledna étyfnésobné
vrstva adsorbova rého albuminu a heparinu byla fixovana v 1 % obj.
glutaraldehydu v 0,1 M citratovém pufru pH 3,9 po dobu 30 min pri
55 °c. Protézy byly promyvany proudem vody po dobu 30 min a usu-
Seny.

MnoZstvi vAzaného heparinu bylo v 1. vrstvé 48,4 ug/g, v 2.
vrstvé 58,9 ug/g, ve 3. vrstvé 59,2 ug/g, ve 4. vrstvé 59,8
ug/g. MnoZstvi heparinu jsou vztaZena na 1 g suché protézy.

Sterilizace vyrobkl upravenych komplexem albumin-heparin by-
la provadéna T=-zarenim (2,5 Mrad) nebo etylenoxydem. Oba zplisoby
sterilizace nemaji vliv na vlastnosti pokryti a Jjsou vybirany
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. tak, aby neposkodily materidl, ze kterého je vyrobek zhotoven.

Mnozstvi albuminu a heparinu, postupné se zvysujici pri opa-
kovani adsorpce, bylo stanovovdno infradervenou reflexni spektro-
. skopii v prikladech 1 aZ 5. V prikladé 6, kde se jednalo o mate-
ridl s velkym povrchem, bylo mnozZstvi imobilizovaného heparinu
stanovovano specifickou adsorpci toluidinové mod¥i s pouZitim
spektroskopie ve viditelné oblasti.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob tromborezistentni dpravy povrcha vyrobku pouzZivanych
v lékarstvi v kontaktu s krvi, jejich uUpravou roztoky albuminu,
heparinu a glutaraldehydu, vyznac¢eny tim, Ze se na povrch vyrobku
1 aZ 50krat st¥idavé pusobi roztokem albuminu o koncentraci 0,1
az 0,5 % hmot. po dobu 5 aZ 30 minut a roztokem heparinu o kon-
centraci 50 aZ 100 m.j./ml po dobu 5 aZ 30 minut, pricemZ roztoky
maji pH 3,0 aZ 4,8 a iontovou silu nizsi nez 0,5, naceZ se prove-
de zavérecna fixace v roztoku glutaraldehydu o koncentraci 0,5 az
1,0 % obj.
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