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Modyfikacje powierzchni polimeréw z zastosowaniem fosfolipidow

Wstep

Materiaty polimerowe stosowane w konstrukceji sztucznych implan-
tow uktadu sercowo-naczyniowego oprocz posiadania odpowiednich
wiasciwosci mechanicznych musza spetia¢ bardzo $ciste wymaga-
nia dotyczace biokompatybilnoéci. Szczegélnie istotnym parametrem
jest odporno$¢ na krzepnigcie krwi na powierzchni materiatu, gdyz
skrzepy powstajace w trakcie pracy implantu obnizaja jego funkcjonal-
nos$¢ 1 moga by¢ bardzo niebezpieczne dla zdrowia pacjenta [Brzeska,
2009].

Poliuretany jako grupa polimeréw charakteryzujacych si¢ $wietny-
mi wlasciwosciami mechanicznymi i akceptowalna biozgodnoscia sa
najczesciej badanymi pod wzgledem zastosowania w konstrukcji im-
plantéw uktadu sercowo-naczyniowego polimerami [Resiak i Rokic-
ki, 2000]. Niestety w trakcie dlugotrwatej pracy w kontakcie z krwia
pacjenta moga powodowaé powstawanie niebezpiecznych skrzepow
[Gorbet, 2004]. Aby poprawi¢ biozgodno$¢ poliuretandw niezbgdna
jest ich odpowiednia modyfikacja.

Modyfikacje poliuretanéw opisywane w literaturze cz¢sto polegaja na
zmianach wlasciwosci warstw powierzchniowych materiatow, gdyz taki
sposob modyfikacji pozwala na zachowanie wtasciwosci mechanicznych
materiatu bazowego. Modyfikacji takich dokonuje si¢ np. poprzez po-
krycie powierzchni poliuretanu innym polimerem w celu zapobiegnigcia
zjawiskom adsorpcji bialek i agregacji ptytek krwi — procesom kluczo-
wym dla powstawania skrzepoéw krwi na powierzchni materiatu [Butruk
iin., 2011; Butrukiin., 2012]. Inna droga modyfikacji powierzchni jest
umieszczenie naniej zwiazkow biologicznych aktywnie zapobiegajacych
powstawaniu skrzepow takich jak heparyna. Takie materiaty posiadaja
Swietne wlasciwos$ci przeciwzakrzepowe, nie nadaja si¢ jednak do dtu-
gotrwalego stosowania, gdyz biologicznie aktywne warstwy powierzch-
niowe ulegaja stosunkowo szybkiej degradacji [Aksoy i Hasirci, 2008].
W ostatnich latach coraz czgstszym obiektem zainteresowania badaczy
zajmujacych si¢ modyfikacja polimerow do zastosowan biomedycz-
nych staty sig fosfolipidy.

Fosfolipidy sa gtownym sktadnikiem bton komoérkowych wszystkich
organizmoéw zywych, w tym blon komorek $rodbtonka stanowigcych
naturalng powloke wyscietajaca ludzkie naczynia krwiono$ne, majaca
za zadanie migdzy innymi przeciwdziata¢ samoczynnemu powstawaniu
skrzepow [Hyun 2004].

Fosfatydylocholiny (Rys. 1) to fosfolipidy, ktore charakteryzuja si¢
obecno$cia w sktadzie ich czasteczek polarnej fosforylocholiny oraz
dwoch niepolarnych tancuchow weglowodorowych.
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Taka budowa sprawia, ze zwiazki te posiadaja wtasciwosci amfifilo-
we, dzigki czemu maja one zdolno$¢ do samoistnego formowania micel
lub pgcherzykéw w srodowisku wodnym. Struktury takie przypominaja

budowa blong komodrkowa. Te whasciwosci fosfatydylocholin, a takze
ich wysoka biozgodno$¢ wynikajaca z powszechnego wystgpowania
w ludzkim organizmie pozwalaja zatozy¢, ze pokryte nimi materialy
beda cechowaly si¢ zwigkszona biozgodnoscia, w tym odpornoscia na
krzepnigcie krwi na ich powierzchni [Marra i in., 1997].

Niniejsza praca dotyczy opracowania prostej metody wykonania po-
wioki fosfolipidowej na powierzchni poliuretanu wykorzystywanego do
budowy sztucznych implantéw sercowo-naczyniowych. Taka powloka
ma za zadanie ogranicza¢ wystgpowanie niekorzystnego zjawiska po-
wstawania skrzepow na powierzchni materiatéw przeznaczonych do
pracy w kontakcie z krwia pacjenta.

Opis badan doswiadczalnych
Materiaty

W badaniach wykorzystano nastgpujace materiaty:

— ChronoThane™ firmy CardioTech - poliuretan do zastosowan biome-
dycznych (poliuretan bazowy);

— Estane 5715 P — Lubrizol, poliuretan do wykonania pokry¢;

— Fosfatydylocholina z ziaren soi — POCH,

— Cykloheksanon — Chempur;

— Dodecylosiarczan sodu — Sigma Aldrich.

Metodyka wykonania pokry¢

Pokrycia poliuretandw zostaty wykonane przy uzyciu techniki dip-
coating. Probki poliuretanu w postaci niewielkich krazkow byly za-
nurzane w roztworze cykloheksanonu zawierajacym 1% poliuretanu
i odpowiedni dodatek (0,5+2%) fosfatydylocholiny. Probki byty na-
stegpnie wyjmowane z roztworu i poddawane wstgpnemu suszeniu do
odparowania rozpuszczalnika z powierzchni materiatu. W ten sposob
otrzymywano materiat poliuretanowy pokryty na powierzchni warstwa
zawierajaca poliuretan oraz fosfatydylocholing.

Probki byly nastgpnie ptukane w 0,1% roztworze dodecylosiarczanu
sodu w celu wyptukania niezwiagzanych czasteczek z powierzchni pro-
bek. Nastepnie probki ptukano w roztworze soli fizjologiczne;j.

Oba etapy ptukania miaty za zadanie nie tylko oczyszczenie probek
z pozostato$ci niezwiazanych czastek i resztek rozpuszczalnika, ale tak-
ze umozliwienie znajdujacym si¢ na powierzchni czasteczek fosfatydy-
locholiny ustawienie si¢ grupami polarnymi na zewnatrz i osiagnigcie
w ten sposob struktury btony komorkowej (Rys. 2).
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Rys. 2. Proces orientowania czasteczek fosfatydylocholiny w srodowisku wodnym

Probki byly nastgpne suszone i poddawane badaniom skladu che-
micznego powierzchni, kata zwilzania powierzchni i hemokompatybil-
nosci.

Metodyka badan wykonanych materiatéw

Widma FTIR-ATR wykonano przy uzyciu spektrometru Nicolet 6700
z przystawka ATR z krysztatem diamentu firmy Thermo Scientific. Do
komputerowej obrobki otrzymanych widm uzyto oprogramowania
OMNIC, wersja 8.0.342, tej samej firmy.
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Badanie kata zwilZania powierzchni zostato przeprowadzone przy uzy-
ciu goniometru Contact Angle System OCA firmy Dataphysics, bedacego
na wyposazeniu Instytutu Podstawowych Problemow Techniki PAN.

Analiza hemokompatybilnosci materiatow zostata wykonana meto-
da Impact-R z wykorzystaniem analizatora stozkowo-talerzowego CPA
Impact-R firmy DiaMed AG, przez pracownikow Katedry Farmakologii
Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskie-
go w Krakowie.

Wyniki badan i ich ocena

Sktad chemiczny powierzchni

W celu wykrycia obecnosci fosfatydylocholiny na powierzchni ma-
terialu po procesie modyfikacji wykonano widma powierzchni probek
w podczerwieni przy uzyciu techniki F7/R-ATR (Rys. 3).
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Rys. 3. Poréwnanie widm FTIR-ATR probek: A — material przed modyfikacja, B — czysta
fosfatydylocholina, C — material po modyfikacji

Wynik tej analizy potwierdzit obecno$¢ fosfatydylocholiny. Wska-
zuje na to pojawienie si¢ na widmach probek po modyfikacji nowych
sygnatow (dwa ostre sygnaly przy liczbach falowych 2750 oraz 2950
i szeroki sygnal w pasmie 3500+3000) pochodzacych odpowiednio od
grup CH, wolnych tancuchow weglowodorowych oraz grupy aminowej
fosfatydylocholiny.

Kat zwilzania powierzchni

Analiza zwilzalnos$ci miata na celu sprawdzenie obecnos$ci polarnych
grup funkcyjnych na powierzchni materialu. Wyniki wyraznie wskazuja
na zwigkszenie hydrofilowos$ci materiatu po procesie modyfikacji, a co
za tym idzie na obecnos¢ polarnych fragmentéw czasteczek fosfatydy-
locholiny na powierzchni (Rys. 4).

Rys. 4. Zdjecia kropel wody na

A B
powierzchni: A — poliuretanu
przed modyfikacja, B — materiatu
poddanego modyfikacji
Hemokompatybilnos$¢

Probki wykonanych materialow zostaty poddane badaniom okresla-
jacym wplyw materiatu na tworzenie skrzepow krwi. Badano wptyw
materiatu na aktywacj¢ trombocytéw polegajaca na ich agregacji oraz
ilo$¢ trombocytow adherujacych do powierzchni materiatu.

W obu badaniach poréwnano rézne warianty pokry¢, zawierajace
rozne stezenia fosfatydylocholiny (0+2%). Wykonane materiaty porow-
nano z referencyjnym materiatlem przeciwzakrzepowym (Ref), materia-
fem niemodyfikowanym (K) oraz kontrolng préba pozytywna z dodat-
kiem $rodka wywotujacego krzepnigcie (K+).

Wyniki tych testow (Rys. 5 1 6) pozwalaja z duza pewnoscia stwier-
dzi¢, ze wykonane materialy maja o wiele lepsze wlasciwosci antytrom-
bogenne niz material niemodyfikowany, a takze sa poréwnywalne do
wzorcowego materiatu przeciwzakrzepowego.
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Rys. 5. Zawarto$¢ trombocytéw we krwi po badaniu w stosunku do ilo$ci poczatko-
wej (K-). Im nizszy wynik tym wigcej trombocytow ulegto adhezji na materiale
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Rys. 6. Udzial trombocytéw zagregowanych w calej populacji trombocytow w probie.
Im wigcej zagregowanych trombocytow tym gorsza hemokompatybilnosé

% Trombocytéw tworzacych agregaty

Whioski

W wyniku badan zwiazanych z niniejsza praca udato si¢ za pomoca
stosunkowo prostej metody wytworzy¢ powtoki zawierajace fosfatydy-
locholing na powierzchni poliuretanu.

Skutecznos¢ modyfikacji potwierdzono przy uzyciu techniki F7IR-
ATR.

Z analizy zwilzalnosci wynika, ze czasteczki fosfatydylocholiny
znajdujace si¢ na powierzchni materiatdw prawdopodobnie sa zorien-
towane w taki sam sposob jak w btonach komoérkowych. Wykonane
powloki mozna uznaé za udana probg stworzenia struktury imitujacej
btong komorkowa.

Badanie hemokompatybilnoéci otrzymanych materiatow wykazato
dobre wlasciwosci przeciwzakrzepowe, dzigki czemu wykonane mate-
rialty moga w przysztosci postuzy¢ do konstrukcji sztucznych implan-
tow uktadu sercowo-naczyniowego.
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