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Povzetek
Izhodisc¢a
Glavni vzrok smrti v razvitem svetu predstavljajo kardiovaskularne bolezni, najpogosteje
ateroskleroza. Za zdravljenje teh bolezni se najpogosteje uporablja vstavitev Zilnih vsadkov,
pri katerih pa zaradi tvorbe krvnih strdkov in hiperplazije intime prihaja da zmanjSanja

njihove prehodnosti. Te zaplete lahko zmanjSamo z izboljSanjem hemokompatibilnosti sti¢nih

ploskev umetnih materialov.

Namen te raziskave je bil uvedba in optimizacija ucinkovite metode za analizo
hemokompatibilnosti razlicno kemijsko modificiranih polietilentereftalatnih (PET) povrSin.
Polietilentereftalat in polisaharidi ter njihovi derivati, ki so bili uporabljeni za modifikacijo
PET povrsSin so bili izbrani zaradi njihovih obetajo¢ih biokompatibilnih lastnosti in mozZnostih

biomedicinskih aplikacij.
Metode

Za namen raziskave je bila uvedena in optimirana metoda merjenja prostega hemoglobina, ki
je bila v preteklosti uporabljena le za vrednotenje kemi¢no razli€nih povrsin, kot so teflon,
steklo in kolagen. S predstavljeno raziskavo smo Zeleli ugotoviti, ali je ob ustrezni
optimizaciji metoda primerna tudi za razlikovanje kemi¢no podobnih povrSin, kot so z
razlicnimi polisaharidi modificirane povrSine polietilentereftalata. Z metodo SEM
mikroskopije smo Zeleli dopolniti testiranje trombogenosti povr§in. Zeleli smo opazovati,

kako se trombociti v plazmi odzovejo ob stiku z obdelano povrsino PET folije.
Rezultati

V Studiji optimiranja metode smo se posvetili preucevanju dejavnikov, za katere smo
predvidevali, da imajo najvecji vpliv na standardno odstopanje rezultatov (vpliv pH na
konformacijo hemoglobina, disperzija prostega hemoglobina v raztopini, vpliv obdelave krvi
z antikoagulanti in ohlajanje krvi po njenem odvzemu). S pomocjo optimizacije metode
prostega hemoglobina smo dosegli zmanjSanje odstopanja rezultatov in tako dobili evidentno
razliko v trombogenosti med vzorci z naneSenimi sulfatiranimi polisaharidi in vzorci z
naneSenimi nesulfatiranimi polisaharidi. S pomoc¢jo metode SEM mikroskopije smo primerjali
vzorce glede na Stevilo trombocitov na vidno polje in opazovali trombocite skozi faze

aktivacije na razli¢no obdelanih vzorcih.



Zakljugki

Studija je potrdila, da testirani sulfatirani polisaharidi le malo zaostajajo v svojih
protitrombogenih lastnostih za heparinom. V nasprotju s heparinom, pa te substance
posedujejo tudi pozitivne lastnosti (protimikrobno delovanje in rastlinski izvor). Prav zaradi
tega menimo, da je potrebno te substance vkljucevati v nadaljnje Studije, v katerih bi izboljsali
tehnike nanosov teh substanc na povrSine vzorcev, saj bi lahko v prihodnje predstavljale

zadovoljivo nadomestilo za heparinske nanose na povrSinah implantatov.

Kljuéne besede: biomateriali, polietilenteraftalat, povrsinska modifikacija,

hemokompatibilnost, in-vitro metoda,



Abstract

Introduction

The main causes of death in the modern world are cardiovascular diseases, mainly
atherosclerosis. The treatment of choice for these diseases is mostly implantation of a vascular
graft. Because of thrombus formation and hyperplasia of vascular intima the diameter of the
graft narrows causing inadequate blood flow. We can reduce these complications by
improving the heamocompatibility of the artificial surfaces. The purpose of this research was
the introduction and optimization of an effective method for analyzing heamocompatibility of
different chemically modified PET surfaces. PET and polysaharides and their derivates that
were used for the modification of the PET surfaces were chosen based on their promising

biocompatible properties and the option of biomedical application.
Methods

For the purpose of this research the heamoglobin free method was introduced and optimized.
This method has already been used for the assessment of chemically different surfaces, such
as Teflon, glass and collagen. In this research we wanted to optimize the method in such a
way that it would be possible to differentiate chemically similar surfaces, such as PET
surfaces modified with different polysaharides. In addition, we wanted to observe the reaction
of platelets in plasma when they come in contact with the modified PET surface using SEM

microscopy.
Results

In the optimization of the heamoglobin free method we wanted to investigate various factors
which could have an influence on the standard deviations of the measurements (the influence
of pH on the conformation of heamoglobin, the dispersion of free heamoglobin in the
solution, the influence of cooling of blood and using anticoagulants). We managed to reduce
the standard deviation with the optimization of the heamoglobin free method and got an
obvious difference in anticoagulant properties between the samples coated with sulfonated
polysaharides and the samples coated with non-sulfonated polysaharides. We observed the
number of platelets and the reaction of platelets on differently modified samples using SEM

microscopy.



Conclusions

The research confirmed that sulfonated polysaharides have similar anticoagulant properties as
heparin. But these substances possess, in contrast to heparin, additional properties such as
vegetal origin and antimicrobial properties. Based on these facts, it should be necessary to
include these substances in additional researches to improve the binding of these substances
on the sample surface, because they could replace heparin coatings on vascular grafts in some

years.

Key Words: Biomaterials, Poly(ethyleneterephthalate), Hemocompatibility, Surface

Modification, in-vitro method
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Uporabljene kratice
PET - neobdelan polietilenteraftalat

PET-H - hidrolizirana PET folija

PET-HC - PET folija obdelana z hitozanom

PET-HCF - PET folija obdelana z hitozanom in fukoidanom
PET-HCSH - PET folija obdelana z hitozanom in sulfatiranim hitozanom
PET-HCHEP - PET folija obdelana z hitozanom in heparinom
PTFE - politetrafluroetilen

PET-W — pleten PET Zilni implantat

PET-K - tkan PET Zilni implantat

PET-KC - PET zilni implantat obdelan s kolagenom

VvWF — von Wilebrandov faktor

GP Ib — glikoprotein 1B

ADP — adenozin difosfat

AT I — antitrombin III

COX - ciklooksigenaza

PGI, — Prostaciklin 2

TXA, — tromboksan A,

APTC — Aktivacijski parcialni tromboplastinski ¢as

HCII - Calbiochem

SEM - elektronska vrsti¢na mikroskopija

PDGF-AB - Trombocitni rastni faktor

TGF- B1 — transformirajoci rastni faktor 1

LPS - lipopolisaharid

pH — pH vrednost

pKa — vrednost pKa



T- prepustnost (transmitanca)
I- intenziteta izhodne svetlobe
1y~ intenziteta vpadne svetlobe
A — absorbanca

&- absorptivnost

b- dolzina svetlobne poti

C- koncentracija



1. UVOD

Glavni vzrok smrti v razvitem svetu Se vedno predstavljajo kardiovaskularni zapleti. Ve¢ kot
20 % ljudi v Evropi mora zaradi kardiovaskularnih obolenj poiskati zdravnisko pomoc,
medtem ko smrtnost zaradi kroni¢nih kardiovaskularnih zapletov predstavlja 45 % vseh smrti.
V Evropi se izvede preko 500 operacij na milijon prebivalcev na leto, pri katerih se
uporabljajo razli¢ni umetni kardiovaskularni kirurki vsadki. Zaradi staranja populacije Sirom
po svetu se povecuje tudi pojavnost kardiovaskularnih obolenj, posledi¢no se tudi povecuje
potreba po zdravljenju[1]. Tako evropski zdravstveni sistemi za zdravljenje kardiovaskularnih

obolen;j porabijo vec kot 100 milijard Evrov.

NajpogostejSi vzrok kardiovaskularnih bolezni je ateroskleroza, ki predstavlja kompleksni
vnetni proces, pri katerem pride do akumulacije lipidov, makrofagov in proliferacije gladkih
miSi¢nih celic v skupkih znotraj intime v velikih, ter srednje velikih koronarnih Zilah
epikarda. Stevilo kardiovaskularnih zapletov je tudi zaradi staranja prebivalstva v Evropi iz
leta v leto vecje, s tem pa rastejo tudi potrebe po biokompatibilnih vsadkih, ki po vstavitvi ne

bi povzrocali zapletov.

NajpogostejSa zapleta, do katerih prihaja po vstavitvi Zilnih vsadkov sta tvorjenje trombov
zaradi trombogenosti povrSine vsadka in hiperplazija intime. Zaradi teh dveh pojavov prihaja
do zmanjSane prehodnosti implantiranih vsadkov[3]. ReSitev tega problema so nekateri avtorji
videli v agresivni antikoagulantni zasciti, ki pa vendarle ni mogla zavreti hiperplazije intime
na vsadku kar je posledicno vodilo do odpovedi le-tega[4]. Trenutno lahko zadovoljivo
nadomescamo Zile velikega premera. Nasprotno pa vsadki, ki so namenjeni nadomesc¢anju Zil

majhnega premera (6 mm in manj), Se vedno povzrocajo Stevilne zaplete[6][7].

Zgodovina razvoja arterijskih vsadkov se je zacela v Stiridesetih letih prejSnjega stoletja. V
petdesetih letih prejSnjega stoletja je bilo opravljenih veliko raziskav uporabnosti sinteti¢nih
materialov, kot so: poliamid PA (Orlon), Teflon in PET (Dacron) v Zilni kirurgiji. Ze takrat se
je izkazalo da imata Teflon in Dacron prednost pred drugimi materiali, ki po implantaciji

izgubljajo proZnostne lastnosti.

ZmanjSanje trombogenosti so v glavnem skusSali doseci s povecanjem hemokompatibilnosti
stiénih ploskev umetnih materialov [8]. Trombogenost je lastnost materiala, da ob stiku s

krvjo povzro€i tvorbo krvnih strdkov. Znane so Stevilne metode, ki naj bi zmanjSale
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trombogenost Zilnih vsadkov. Mednje uvr§¢amo spreminjanje fizikalno-kemi¢nih lastnosti,
obdelavo s proteini, povefevanje elektronegativnega znacaja povrSin biomaterialov, aplikacijo
antikoagulantov in antiagregacijskih snovi na povrSino, ter endotelizacijo povrSin z
kultiviranimi celicami endotelija, itd [9][10]. Kljub izredno aktivnemu raziskovalnemu delu
na tem podroc¢ju, optimalno hemokompatibilna povrSina polimernega materiala Se vedno ni

bila razvita.

Eden od vzrokov za tezave pri razvoju biomaterialov z ustreznimi hemokompatibilnimi
lastnostmi so tudi tezave pri izvedbi in-vitro metod doloCanja hemokompatibilnosti, saj Se
vedno ni standarda, ki bi natan¢no dolocal velikost, obliko in vrsto in-vitro sistemov. Na
podro¢ju razvoja novih materialov za biomedicinsko uporabo je zato trenutno v uporabi cela
vrsta najrazli¢nejSih sistemov testiranja hemokompatibilnosti in-vitro. V vecini primerov niti
postopek inkubacije, niti uporabljen inkubacijski sistem nista dovolj natan¢no opredeljena.
Zaradi izjemne kompleksnosti vplivov najrazlicnejSih eksperimentalnih pogojev na
spremembe krvi med in-vitro testi, je primerjava rezultatov, dobljenih na osnovi razlicnih
sistemov doloCanja hemokompatibilnosti z razlicnimi postopki inkubacije, dvomljiva.
Razli¢ni pristopi lahko privedejo celo do popolnoma nasprotujoCih si zakljuckov [48].
Natanc¢na Studija in iskanje odgovorov na pomembna vprasanja, kot so: kako na analizo novih
materialov vpliva sam postopek inkubacije krvi, oz. uporabljena oprema, Se ni bila

1izvedena[49].

Namen te raziskave je bil uvedba in optimizacija ucinkovite metode za analizo
hemokompatibilnosti razlicno kemijsko modificiranih polietilentereftalatnih (PET) povrSin.
Polietilentereftalat in polisaharidi ter njihovi derivati, ki so bili uporabljeni za modifikacijo
PET povrsSin so bili izbrani zaradi njihovih obetajo¢ih biokompatibilnih lastnosti in moZnostih
biomedicinskih aplikacij. Za namen raziskave je bila uvedena in optimirana metoda merjenja
prostega hemoglobina, ki je bila v preteklosti uporabljena le za vrednotenje kemicno razli¢nih
povrsin, kot so teflon, steklo in kolagen. S predstavljeno raziskavo smo Zeleli ugotoviti, ali je
ob ustrezni optimizaciji metoda primerna tudi za razlikovanje kemi¢no podobnih povrsin, kot

so z razli¢nimi polisaharidi modificirane povrSine polietilentereftalata.



1.1. Sinteti¢ni zilni vsadki

Nedavni razvoj na podroc¢ju kirurSkih vsadkov, zunajtelesnih naprav, tkivnega inZeniringa,
protimikrobnih za$¢itnih polimernih materialov, trdnih tkivnih implantatov v ortopediji,
kardiovaskularnih pripomockov, endovaskularnega zdravljenja, je vplival tudi na hiter razvoj
polimernih biomaterialov, uporabnih v medicinske namene. Uporabo, lastnosti in vplive teh
materialov in naprav na ¢loveski organizem, v zadnjem Casu dolo¢a mnoZica predpisov in

omejitev, ki $¢itijo tako paciente, kot tudi zdravstvene delavce [2].

Kirurski vsadki (implantati) so materiali, ki se vsadijo v cloveSko telo z namenom, da bi
vzpodbujali oz. nadomestili funkcijo notranjega organa oz. okvarjenega tkiva. Kot prve
uporabljene vlaknate materiale, ki so jih uporabili znotraj v c¢loveSkega telesa, lahko
smatramo razlicne vrste kirurSkih niti. Uporabnost razli¢cnih medicinskih vsadkov,
sestavljenih iz polimernih materialov (folij, vlaken, filamentov, membran, itd.), omogocajo
njihove specifi¢ne lastnosti, kot so: dobre mehanske lastnosti, velika upogibnost in proZnost,
velika sticna povrSina, poroznost, inertnost v stiku s fizioloskimi tekocinami. Med medicinske
vsadke sestavljene iz vlaknatih polimernih materialov uvr§¢amo Zilne vsadke, umetne vene,

dele srénih zaklopk, umetne kite in ligamente [2].

Najpomembnejsa lastnost biomaterialov, uporabnih v medicini kot implantati, je njihova
biokompatibilnost. Odvisno od namena medicinske aplikacije, morajo biti vsi biomateriali
ovrednoteni v smislu biokompatibilnosti, ki jo lahko opiSemo kot sprejemanje (ali zavrnitev)
umetnega materiala s strani okoliskega tkiva oz. celotnega telesa. Biokompatibilnost je zelo
kompleksen pojem, saj je to, v odvisnosti od aplikacije materiala oz. naprave, skupek
razlicnih lastnosti kot so: netoksi¢nost, tkivna kompatibilnost in krvna kompatibilnost
(hemokompatibilnost) [5]. Lahko torej reCemo, da so biomateriali snovi, ki jih uporabljamo v
vsadkih in medicinskih pripomockih in napravah in morajo biti oblikovani in imeti lastnosti,

primerne za uporabo v Zivih organizmih.

V Zilni kirurgiji se pogosto posluzujejo sinteti¢nih Zilnih vsadkov, posebno v primerih, ko
vene pacientov kot nadomestek niso primerne. Obicajno se v namen nadomestitve Zil z
umetnimi Zilnimi vsadki uporabljajo polimerni vlaknati materiali iz polietilenteraftalata (PET,
Dacron) ali membrane iz politetrafluoroetilena (PTFE). Zaradi izvrstnih mehanskih lastnosti
se v praksi pogosteje uporabljajo PET Zilni vsadki v primerjavi z PTFE Zilnimi vsadki (slika

1-1).
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Slika 1-1: SEM posnetki povrsin nekaterih sinteticnih Zilnih vsadkov, ki se danes uporabljajo
v Zilni kirurgiji: a.) PET-W (1000x), b.) PET-K (1000x), c.) PET-KC (1000x), d.) PET-KC
(13000x), e.) PTFE (1000x), f.) PTFE (10000x)



PET zilni vsadki se uporabljajo kot tkane ali pletene strukture, ki dajejo vsadkom specifi¢ne

mehanske lastnosti, kot so radialna raztegljivost in prilagodljivost.

PovrSine sinteticnih vaskularnih vsadkov ne predstavljajo idealne osnove za zadovoljivo rast
celic, kar pa lahko spremenimo s aplikacijo primernega povrSinskega nanosa proteina
(kolagen, albumin, fibrinogen) [11][12]. S tem se dodatno zmanjSa poroznost in prepustnost
vsadka v primerjavi z neobdelanim vsadkom [1]. Kolagen predstavlja snov, ki spodbudi
koagulacijsko kaskado. ZamreZenje kolagena lahko v dolofeni meri zmanjSa trombogenost

zilnih vsadkov [12].

V komercialnih sinteti¢nih vsadkih se heparin na povrsino vsadka veZe ponavadi s pomocjo
tri-dodecil-metilamonijevega klorida (TDMAC), ki tvori s heparinom netopen kompleks [14].
Zaradi postopnega spro$€anja heparina s povrSine vsadka, ga pribliZzno po Stirih tednih po
implantaciji ni mo¢ ve¢ zaslediti na povrSini vsadka. Nadaljnja pomanjkljivost uporabe
heparina se kaZe v nekaterih stranskih ucinkih, kot je nenormalna krvavitev pacientov, zaradi
njegovega Zivalskega izvora je lahko kontaminiran z nekaterimi Zivalskimi proteini in

patogenimi organizmi itd. [13][15].

Znacilnosti idealnega umetnega vsadka obsegajo Stevilne kompleksne zahteve kot so,
zadovoljive mehani¢ne lastnosti, voljnost, poroznost, odpornost proti tvorbi anevrizem in
predvsem biokompatibilnost. Vsadek mora omogocati vsaditev v telo in zagotavljati
minimalno moznost infekcije; luminalni del vsadka mora biti stabilen in imeti dobre
antikoagulacijske lastnosti. V idealnem primeru je Zeleno, da luminalni del vsadka preraste
endotelij, ki ima dobre antitrombogene lastnosti [16][17]. Uporaben Zilni vsadek torej ne sme
biti samo trpeZen »kanal«, ki ga vsadimo v telo, temve¢ mora tudi posnemati kompleksne
lastnosti arterij v telesu. Zato danes stremimo k razvoju vsadka, ki bi zadovoljivo nadomestil

zile majhnega premera, nizkega pretoka, ter nizkega tlaka [16].

Kljub razvoju na podrocju Zilnih vsadkov pa ostaja okluzija Zilnega vsadka zaradi tromboze
eden glavnih zapletov v Zilni kirurgiji, Se posebej kadar nadomesc¢amo Zile majhnega premera.
Prav tako pa se kot pooperacijski zapleti lahko pojavljajo tudi infekcije vsadka, ter

anevrizmatske raz$iritve vsadka.

Obdelava povrsin umetnih materialov z hidrofilnimi materiali ali bioaktivnimi snovmi (ki so
lahko vezane na povrSino s kemijskimi ali fizikalnimi vezmi) so najpogosteje uporabljene

tehnike, s katerimi sku$amo izboljSati biokompatibilnost umetnih materialov [10]. Zilni
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vsadki, ki so trenutno na trZiS¢u, so v namene povecanja biokompatibilnosti obdelani s
Stevilnimi snovmi kot so: kolagen, heparin ter za doseganje protimikrobnih lastnosti ogljik,

soli srebra...

1.2. Interakcije polimernih biomaterialov s krvjo

V telesu so bio-makromolekule zadolZene za Stevilne Zivljenjsko pomembne procese, ki so
predmet Stevilnih bioloskih raziskav. Posebno zanimive so interakcije med molekulami
ogljikovih hidratov in proteinov. Zadnja spoznanja na tem podroc¢ju kazejo, da so te molekule
soudeleZene pri procesih, ki obsegajo kontrolo rasti, apoptoze, diferenciacije, ter proliferacije
celice. Nadalje te molekule igrajo pomembno vlogo pri patofizioloskih procesih. Kljub vsemu
pa so mehanizmi vezave ogljikovih hidratov in proteinov le slabo raziskani [27]. Sulfatirani
polisaharidi, ki jih najdemo v organizmih S$tevilnih Zivali in rastlin, imajo mnoge razli¢ne
lastnosti in strukture, ter so odgovorni za Stevilne funkcije. Sulfatirani polisaharidi na primer

imajo sposobnost vezave na razli¢na vezna mesta razli¢nih proteinov.

Eden najpomembnejsih in najbolj poznanih sistemov v ¢loveskem telesu, kjer pride do vezave
med polisaharidom in proteinom, predstavlja vezava heparina na antitrombin III, ki ima za
posledico zavrtje koagulacijske kaskade [28]. Prav zaradi specificne vezave heparina na

atitrombin III, ima heparin odli¢ne antikoagulacijske lastnosti.

1.2.1. Primarna hemostaza - interakcije z elementi Zilne stene

Trombociti so majhni diski v krvi, ki merijo 1-4um. Trombociti v kostnem mozgu nastajajo v
obliki megakariocitov, ki nato razpadejo na manjSe elemente. Razpadanje megakariocitov na
manjse fragmente se dogaja tako v kostnem mozgu, kot tudi v majhnih kapilarah po celotnem

telesu.

Ceprav trombociti nimajo jedra in niso sposobni reprodukcije, posedujejo Stevilne

funkcionalne lastnosti pravih evkariontskih celic. V njihovi citoplazmi lahko zasledimo:

= aktinske in miozinske molekule, ki predstavljajo kontraktilne elemente podobne kot jih

imamo ljudje v miSi¢nih celicah,



= ostanke endoplazmatskega retikuluma in Golgijevega aparata, ki sta zadolZena za
sintezo Stevilnih encimov in shranjevanja kalcijevih ionov,
= mitohondrije in encimske sisteme, ki so sposobni sintetizirati adenozin trifosfat (ATP)
in adenozin difosfat (ADP),
= encime, ki sintetizirajo prostagladine, ki so lokalni hormoni, ki imajo velik vpliv na
zilni sistem in okolisko tkivo,
= protein z imenom fibrin- stabilizirajoci faktor, ki ima pomembno vlogo v koagulaciji,
= rastni faktor, ki povzroca rast Zilnega endotelija, gladkih miSic v Zilni steni, ter
pomnoZevanje fibroblastov.
Prav tako pomembno vlogo pri zagotavljanju primarne hemostaze, pa imajo tudi molekule na
povrsini trombocitov. Med te molekule uvr§¢amo glikoproteine, katerih naloga je, da se
sprimejo s poSkodovanimi deli Zilne stene (Se posebej na molekule kolagena). Druga skupina
molekul na povrSini trombocitov so fosfolipidne molekule, katerih naloga je, da aktivirajo

razli¢ne stopnje v kaskadni reakciji [45].

Naloga trombocitov je, da zamaSijo majhne poskodbe Zilnih sten, ki nastajajo tekom
vsakdanjega Zivljenja. Takoj ob stiku trombocita s poSkodovano Zilno steno, Se posebej ob
stiku s kolagenom, pride do funkcionalnih sprememb samih trombocitov. Po interakciji med
von Wilbrandowim faktorjem (vVWF) in glikoproteinom Ib (GP Ib), hitro pride do spremembe
v obliki trombocitov, ter do nastajanja filopodijev (pseudopodijev). Med prvo fazo (slika 1-2)
aktivacije trombocitov, postanejo le ti kroglaste oblike in imajo Stevilne izrastke. TakSni
trombociti se nato »kotalijo« po povrSini Zilne stene, zaradi neprekinjenih reakcij med vWF in

GP Ib M [50]

lum EHT= 090KV Signal A=SE2  MixSignal =00000 Chamber=4.266.004Pa Mag= 3000KX

WD= amm Aperure Size=3000um  File Neme =tomb_PET_H_C1.30_014f N

Slika 1-2:1. faza kroglasta oblika trombocitov in izrastki



Zaradi nadaljnje aktivacije trombocitov preko kompleksa GP Ib in vWF, preidejo le ti v drugo

fazo aktivacije (slika 1-3), kjer privzemajo hemisferno obliko.

Trombociti hemisferne oblike se nato, kot posledica vezave o3 in vVWF prenehajo kotaliti.
Pod vplivom povecane intracelularne koncentracije kalcija (za katero se predvideva, da je
posledica interakcije med oypPBs; in VWF), pridejo hemisferni trombociti v plos¢ato/razlito
obliko. Med to, tretjo fazo (slika 1-4), pride do ireverzibilne vezave trombocitov na povrs§ino

Zilne stene.

EHT= 000Ky Sgnalh=SE2  MuSignal= 00000 Chamber =23Te004P  Mag = 300K X 2000M  EiT- 090Ky Signal A=STEM NixSignal=00000 Chamber = 3316004 Pa  Mag= 60.00KX

WD= Sen Apemas Soes 3000pm  Fie Nema = burb PET_HC_C1_30 010 1Y) WD= 4mm Aperure Size=2000m  File Neme =trom_PET_H_C1_30_00:¢ N

Slika 1-3:2. faza: spreminjanje oblike v poloblo in aktivacija integrina kar vodi do cvrste

adhezije

2pm EHT= 090KV Signal A=STEM MixSignal =0.0000 Chamber=379¢-004Pa Mag= 10.00K X
WO= 4mm Aperture Size=2000m  File Neme = tromb_PET_H_C1_20_021f Iu

Slika 1-4 : 3. faza: sprememba poloble celice v ploscato/»razlito« obliko, ireverzibilno

prilepljeno na trombogeni povrsini

Med vsemi tremi fazami preobrazbe, pa prihaja tudi do kréenja trombocitov in posledi¢no do
sproscanja granul. V granulah se nahajata ADP in tromboksan A,, ki ob sprostitvi aktivirata

trombocite v okolici [45].
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1.2.2. Sekundarna hemostaza - mehanizem koagulacije krvi

Koagulacija krvi poteka v treh stopnjah. Ob poskodbi Zilne stene ali krvi same se sproZzi
zapletena kaskada kemijskih reakcij, ki vsebuje ve¢ kot ducat faktorjev strjevanja. Koncni
rezultat teh reakcij je tvorba aktivatorja protrombina. Aktivator protrombina nato katalizira
reakcijo, pri kateri iz protrombina nastane trombin. Trombin nato deluje kot encim, ki pretvori
fibrinogen v fibrinska vlakna v katera se ujamejo trombociti, krvne celice in krvna plazma in

tvorijo krvni strdek.

1. Nastanek aktivatorja protrombina

Aktivator protrombina lahko nastane preko kaskade reakcij, ki jih povzroci travma Zilne stene
in drugih tkiv, poskodba krvnih komponent ali kontakt krvi s poskodovanimi endotelnimi
celicami ali drugimi tkivi zunaj krvne Zile. Aktivator protrombina nato povzro€i konverzijo
protrombina v trombin in nato vse naslednje stopnje koagulacije. V splosnem govorimo o
dveh poteh nastanka aktivatorja protrombina: ekstrinzi¢na, ki se za¢ne s travmo Zilne stene, in
intrinzina pot, ki se zacne v krvi sami. V obeh poteh imajo glavno vlogo tako imenovani
faktorji strjevanja. Vec€ina jih je v krvi prisotna v inaktivni obliki, ko se aktivirajo povzrocijo

nastanek kaskadne reakcije.

(1) PoSkodba Zilne stene

2)

X T \ aktivirani X (Xa)
ca* \
v

Ca*+*

Aktivator
Trombocitni protrombina

fosfolipidi -\ ¢

Protrombin == Trombin

f

Cat

(3)

Slika 1-5: Shema ekstrinzicne poti koagulacije[45]
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Ekstrinzi¢na pot koagulacije (slika 1-5) se zaCne s poskodbo Zilne stene ali kontaktom krvi z
ekstravaskularnimi tkivi, kar povzro¢i sproS€anje tkivnega faktorja (tkivni tromboplastin).
Tkivni faktor je sestavljen predvsem iz fosfolipidov tkivnih membran in lipoproteinskega
kompleksa, ki deluje kot proteoliti¢ni encim. Tkivni faktor aktivira Faktor VII. Aktivirani
Faktor VII in Tkivni faktor nato ob prisotnosti kalcijevih ionov pretvorita Faktor X v njegovo
aktivno obliko. Aktivirani Faktor X se takoj poveze s tkivnimi fosfolipidi, ki so del Tkivnega
faktorja , fosfolipidi, ki se sprostijo iz trombocitov in Faktorjem V ter tako tvori aktivator
protrombina. V nekaj sekundah se ob prisotnosti kalcijevih ionov protrombin razcepi na
trombin. Faktor V je na zacetku inaktiviran, vendar pa se ob zacetku koagulacije in nastanku

trombina aktivira. Aktiviran Faktor V Se pospesi aktivacijo protrombina.

Intrinzi¢na pot koagulacije (slika 1-6)

PoSkodba krvi ali
kontakt s kolagenom

K| s aktivirani X11 (Xlla)
~if=—=visoko-molekulami kininogen, prekalikrein

1

X| e aKtIVIFANI X1 (Xl2)

e

| s aktivirani 1 (IXa)
Vil

Trombin —-—
Villal Ca**

X e aktivirani X (X}

(2}

(3)

1)

5 jjrambocinl
ERELEE Trombin e Gt
Vi
Aktivator
protrombina
Trombocitni

Tosfolipidi
Protrombin  s——————3p- Trombin

Ca+t

Slika 1-6: Shema intrinzicne poti koagulacije[45]

Poskodba krvi oziroma krvnih komponent povzro¢i aktivacijo Faktorja XII in sproscanje
trombocitnih fosfolipidov. Faktor XII ob stiku s kolagenom ali trombogeno povrSino (steklo)

spremeni molekularno konfiguracijo in postane proteoliti¢ni encim. Istocasno se poskodujejo
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tudi trombociti zaradi adherence na kolagen ali steklo, kar sprosti trombocitne fosfolipide, ki
vsebujejo lipoprotein imenovan trombocitni faktor 3. Aktiviran Faktor XII ob prisotnosti
visoko-molekularnega kininogena nato aktivira Faktor XI, ki aktivira Faktor IX. Aktiviran
Faktor IX skupaj z aktiviranim Faktorjem VIII, trombocitnimi fosfolipidi in faktorjem 3
aktivirajo Faktor X. Ta korak je skupen obema potema koagulacije. Aktiviran faktor X se
zdruZi s Faktorjem V in tkivnimi ali trombocitnimi fosfolipidi v kompleks imenovan aktivator

protrombina.

2. Konverzija protrombina v trombin

Aktivator protrombina nastane ob poSkodbi Zilne stene ali specificne substance v krvi
(ekstrinzicna ali intrinzi¢na pot). Aktivator protrombina ob zadostni koncentraciji Ca povzroci
konverzijo protrombina v trombin. V naslednjih 10 do 15 sekundah povzroci trombin
polimerizacijo fibrinogenih molekul v fibrinska vlakna. Klju¢ni korak koagulacije krvi je
nastanek protrombinskega aktivatorja, saj si nadaljne reakcije sledijo zelo hitro. Pomembno
vlogo pri konverziji protrombina v trombin imajo tudi trombociti, saj se protrombin najprej

veze na receptorje za protrombin na trombocitih, ki so Ze prilepljeni na poSkodovano tkivo.

Protrombin je plazemski protein (alfa2-globulin) z molekulsko maso 68700. Pri normalnih
pogojih je koncetracija v plazmi enaka 15 mg/dL. Protrombin je nestabilen protein, ki se hitro
razcepi na manjSe proteine, eden izmed katerih je tudi trombin z molekulsko maso 33700.
Protrombin kontinuirano nastaja v jetrih in se tudi kontinuirano porablja pri koagulaciji krvi
po vsem telesu. Za tvorbo protrombina in nekaterih drugih faktorjev strjevanja v jetrih je
potreben vitamin K. Zato pomanjkanje vitamina K ali poSkodba jeter zmanjSuje koncetracijo

protrombina v krvi.

3. Konverzija fibrinogena v fibrin (slika 1-7)

Fibrinogen je plazemski protein z molekulsko maso 340000 in plazemsko koncetracijo 100-
700 mg/dL. Fibrinogen nastaja v jetrih, zato jetrna okvara povzro¢i zmanjSanje koncetracije
cirkulirajoCega fibrinogena. Zaradi velike molekulske mase fibrinogen ne prehaja v intersticij.
V normalnih pogojih tako intersticijska teko€ina ne koagulira, ob povefanju prepustnosti

kapilar pa se koagulacija lahko pojavi tudi v intersticiju.
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Protrombin

Aktivator

> | car
protrombina 5

Trombin

Fibrinogen === Fibrinski monomer

>
Fibrinska viakna

Trombin = Fibrin
stabilarujofi =

faktorj

Preéno povezana fibrinska viakna

Slika 1-7: Shema nastanka fibrinskih viaken [45]

Trombin deluje kot encim s Sibkimi proteoliticnimi sposobnostmi. Fibrinogenu odstrani 4
nizko-molekularne peptide in tvori fibrinski monomer, ki se samodejno poveze z ostalimi
monomeri in tvori fibrinska vlakna. V zacetnih fazah polimerizacije se fibrinski monomeri
poveZzejo s pomocjo nekovalentnih vodikovih vezi in ne tvorijo pre¢nih povezav, zaradi Cesa
takSen strdek ni Cvrst. V naslednjih minutah postane takSen strdek bolj ¢vrst ob pomoci
substance imenovane fibrin-stabilirajo¢i faktor, ki je v majhnih koli¢inah prisotna v
plazemskih globulinih in se spros¢a iz trombocitov ujetih v strdek. Trombin aktivira fibrin-
stabilirajoCi faktor, ki nato ustvari kovalentne vezi med posameznimi fibrinskimi monomeri

kot tudi pre¢ne povezave [45].

1.3. Antikoagulanti

Heparin

Molekula heparina je negativnho nabit konjugiran polisaharid. Sam po sebi nima
antikoagulantnih lastnosti, vendar pa se ob vezavi na AT-III poveca odstranjevanje trombina
do 1000-krat (slika 1-5) [45]. Heparin je eden izmed najpogosteje klinicno uporabljenih
antikoagulantov. Zaradi svoje direktne vezave na AT-III deluje takoj po i.v. aplikaciji ali v
roku 60 min po subkutani aplikaciji. Razpolovna doba je 40-90 min. V urgentnih primerih se

zato zdravljenje zaCne z bolusnim odmerkom, kateremu sledi infuzija. Nizko molekularni

14



heparini se aplicirajo subkutano, imajo daljSo razpolovno dobo kot nefrakcioniran heparin, ki
je neodvisna od doze, zato so uc¢inki bolj predvidljivi. Eliminirajo se preko ledvic, zato je ob

ledvi¢ni odpovedi bolj zazeljena uporaba nefrakcioniranega heparina.

Warfarin — antagonist vitamina K

Warfarin je najbolj pomemben oralni antikoagulant. Antagonisti vitamina K delujejo le in-
vivo, saj inhibirajo encimatsko redukcijo vitamina K v aktivno obliko hidrokinon. Hidrokinon
sodeluje pri post-translacijski y-karboksilaciji glutaminske kisline faktorjev strjevanja II, VII,
IX in X. Ucinek je prisoten Sele ¢ez nekaj dni, saj se morajo Ze nastali faktorji strjevanja
razgraditi. Uc¢inek je zato odvisen od razpolovne dobe posameznih faktorjev strjevanja.
Najprej se razgradi faktor VII z razpolovno dobo 6 ur, nato Se faktorji IX, X in II z

razpolovnimi €asi 24, 40 in 60 ur.

Antiagregatorne u¢inkovine

Najbolj znana antiagregatorna ucinkovina je zagotovo Aspirin. Svoj ucinek doseZe preko
ireverzibilne inaktivacije encima ciklooksigenaza (COX). S tem se zmanjSa tvorba
tromboksana (TXA;) v trombocitih in prostaciklina 2 (PGI,) v endoteliju. Zaradi presistemske
eliminacije je oralna administracija relativno selektivna za trombocite. Zraven tega lahko
endotelne celice sintetizirajo nove COX encime. Porusi se ravnovesje med PGI,, ki zavira
agregacijo in TXA,, ki spodbuja agregacijo. Po administraciji Aspirina je zato sinteza TXA;

zavrta 7-10 dni, dokler se trombociti, ki krozijo po krvi, ne zamenjajo[46].

1.4. Alternativni viri antikoagulantov

Zraven Ze uporabljanih antikoagulantov, kot so heparin in kumarini, se zaradi znanih
stranskih uc¢inkov intenzivno is¢e tudi nove pristope k antikoagulantni terapiji. Med najbolj
znanimi alternativnimi antikoagulanti so nizko-molekularni heparin, dermatan sulfat in
sinteti¢ni antitrombin III-vezujoc¢i heparinski pentasaharid. Kljub tem substancam je e vedno
potrebno odkriti strukturno definiran antikoagulant, ki ni Zivalskega izvora, daje konstantne
rezultate in ima potencial za oralno aplikacijo. D. Wall s sodelavci, v clanku
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»Characterisation of the anticoagulant properties of a range of structurally diverse sulfated
oligosaharides« opisuje antikoagulantne lastnosti strukturno razli¢nih sulfatiranih
oligosaharidov [47]. S pomo&jo APTC (parcialni aktivacijski protrombinski ¢as) testa so
testirali 17 sulfatiranih oligasaharidov. Ugotovili so, da faktorji kot so dolzina verige,
struktura monosaharida in nacin povezave med posameznimi monosaharidi ter vsebnost
zvepla odlo€ilno vplivajo na antikoagulantne lastnosti. Vpliv dolZine verige je bil najbolj
evidenten pri maltozni seriji, saj so maltopentoza, maltoheksoza in maltoheptoza bili bolj
u¢inkoviti pri podaljSanju APTC kot kraj§i maltozni oligosaharidi. Vpliv strukture
monosaharida se je najbolj pokazal pri hitozanskem heksamernem sulfatu, ki je pokazal
veliko manjSe antikoagulantne lastnosti kot glukoheksozni sulfat. Oba monosaharida sta bila
med seboj povezana na enak nacin - B (1— 4). Glukozna serija sulfatiranih oligosaharidov je
pokazala pomembnost medsebojnega povezovanja posameznih monosaharidov. Sulfatirani
laminarini (B (1— 3) povezana glukoza) so pokazali veliko manjso aktivnost kot sulfatirani

oligosaharidi, ki vsebujejo povezave o (1—4), a (1— 6) in B (1— 4).

Najboljse rezultate so dosegli s PI-88 (Fosfomanopentoza), ki je APTC podaljsal za 20%
podaljsanja APTC s Fragminom. Ugotovili so, da PI-88 dosega svoje antikoagulantne
lastnosti podobno kot dermatan sulfat in sicer preko direktne inhibicije trombina ob
prisotnosti HCII (Calbiochem) in ne preko z ATIII posredovane inhibicije faktorja Xa ali

trombina[47].

1.5. Regulativa in testi biokompatibilnosti

Za ugotavljanje in dolocanje biokompatibilnosti in uporabnosti biomaterialov obstajajo danes
Stevilni specifi¢ni testi in standardi. S temi testi skuSamo ugotoviti, ali materiali, ki so
namenjeni za uporabo v medicini vsebujejo snovi, ki so toksi¢ne za celice pacienta, iritirajo
pacientovo tkivo s katerim so v stiku, povzrocajo nepricakovane imunske ali alergijske
reakcije, vplivajo na pacientov fizioloSki sistem in povecajo moZnost mutacij in pojavnost
raka. Ce povzamemo, morajo vsi proizvajalci zagotoviti, da njihovi pripomo¢ki ne vsebujejo
materialov ali snovi, ki bi lahko §kodovale pacientom med celotnim ¢asom uporabe njihovega

pripomocka.
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FDA je izdala dva dokumenta, ki naj bi bila v pomo€ proizvajalcem biomedicinskih
materialov in naprav pri vprasanjih o biokompatibilnosti njihovih izdelkov in o potrebnih
testiranjih zanje. Prvi dokument ki je tudi mednarodno priznan, ISO standard ISO-10993-
1:1997, ima naslov »Biocompatibility Evaluation of Medical Device-Part 1: Evaluation and
testing«. Druga knjiga, Blue Book Memorandum #G95-1, nosi naslov »Requiered
Biocompatibility Traning and Toxicology Profiles for Evaluation of Medical Devices«. Obe
knjigi opisujeta Stevilne teste biokomptibilnosti in definirata njihovo uporabo na izdelkih v
skladu z aplikacijo. S tem proizvajalcem pomagajo pri odlocitvi, katere teste je potrebno

izvesti za doloCene medicinske pripomocke (preglednica 1-1) [54].

Kot je razvidno iz preglednice 1-1 mora biti pri materialih, ki so namenjeni za uporabo v stiku
s krvjo, nujno testirana njihova hemokompatibilnost. Mednarodno usklajeni standardi sicer
ponujajo nabor testov in parametrov za in-vitro karakterizacijo interakcij med biomateriali in
krvjo, kljub temu pa Se vedno ni standarda, ki bi natancno dolocal velikost, obliko in vrsto in-

Vitro sistemov.

Na podroc¢ju razvoja novih materialov za biomedicinsko uporabo je zato trenutno v uporabi
cela vrsta najrazli¢nejsih sistemov testiranja hemokompatibilnosti in-vitro. V vecini primerov
niti postopek inkubacije, niti uporabljen inkubacijski sistem nista dovolj natancno opredeljena
[48]. Zaradi izjemne kompleksnosti vplivov najrazlicnejSih eksperimentalnih pogojev na
spremembe krvi med in-vitro testi, je primerjava rezultatov, dobljenih na osnovi razlicnih
sistemov doloCanja hemokompatibilnosti z razlicnimi postopki inkubacije, dvomljiva.
Razli¢ni pristopi lahko privedejo celo do popolnoma nasprotujocih si zakljuCkov [48]. Zaradi
tega je na podrocju analiz biomaterialov nujno potrebna natanc¢na Studija uporabe testov na
osnovi inkubacije krvi. Natan¢na Studija in iskanje odgovorov na pomembna vprasanja, kot
so: kako na analizo novih materialov vpliva sam postopek inkubacije krvi, oz. uporabljena

oprema, $e ni bila izvedena [49].
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Preglednica 1-1: Smernice testiranja biokomatibilnosti za pripomocke v medicini po FDA-ju
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1.6. Namen in hipoteza

V sklopu Studije krvne skladnosti modificiranih sinteti¢nih polimernih povr$in za vsadke smo
skuSali dosedanje metode testiranja krvne skladnosti povrSin, za katere se je izkazalo, da niso
zadovoljivo natancne in ponovljive, izboljSati v to smer, da bi nam omogocile testiranje

razli¢no obdelanih povrsin trdnih struktur, ki so po kemijski zgradbi enake.
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Skusali smo dognati, ali imajo sulfatirani polisaharidi, ki so strukturno zelo podobni heparinu,
tudi podobne protitrombogene lastnosti. Zanimalo nas je, ali imajo polisaharidni nanosi na

povrsino PET folije kakSen vpliv na trombogenost povrsine.

S metodo SEM mikroskopije smo Zeleli dopolniti testiranje trombogenosti povriin. Zeleli smo

opazovati, kako se trombociti v plazmi odzovejo ob stiku s obdelano povrSino PET folije.

Nasa delavna hipoteza se glasi, da je z optimizirano metodo detekcije prostega hemoglobina,
mozno testirati trombogenost razlicno obdelanih povrsin substanc, ki so po kemijski zgradbi
enake. Prav tako pricakujemo, da so sulfatirani polisaharidi substance, ki se po svojih
trombogenih lastnostih lahko kosajo s heparinom. Predvidevali smo, da s SEM mikroskopijo
lahko opazujemo Stevilo trombocitov na povrSini vzorcev in da s pomocjo opazovanja faz

aktivacije trombocitov lahko sklepamo o trombogenosti povrSine.
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2. EKSPERIMENTALNI DEL

2.1. Materiali

Za izvedbo eksperimenta smo uporabili polietilenteraftalantno folijo Mylar®, debeline 175

pm. Osnovni material je bil ustrezno modificiran s pomocjo kemicnih postopkov in adsorpcije

biopolimerov. Uporabljeni vzorci in obdelave so zbrani v preglednici 2-1.

Preglednica 2-1: Oznacbe in opis vzorcev PET folij

Oznacba vzorca

Opis obdelave

Steklo

PET

PET-H

PET-HC

PET-HCF

PET-HCSH

PET-HCHEP

referencna trombogena povrsina

neobdelan polietilenteraftalat

hidrolizirana PET folija

PET folija obdelana z hitozanom

PET folija obdelana z hitozanom in fukoidanom

PET folija obdelana z hitozanom in sulfatiranim hitozanom

PET folija obdelana z hitozanom in heparinom

Vse uporabljene kemikalije, so bile analitsko €iste in jih nismo dodatno ¢istili.

Uporabili smo hitozan nizke molske mase (Aldrich, 48869), ter stopnje deacetiliranja (SD) 75

— 85 %, ki je bil pridobljen iz oklepov morskih rakov. Postopki sulfatiranja (stopnja

sulfatiranja 15,8%) so potekali na omenjenih vzorcih hitozana. Uporabljen fukoidan je bil

pridobljen iz alg vrste Fucus vesiculosus (Fluka, 47865), heparin pa iz sluznice svinjskih

prebavil (Fluka 51551).
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2.1.1. PET folija
Polietilenteraftalat (PET) je linearni aromatski poliester, katerega so prvi¢ sintetizirali v

Dupont-u v Stiridesetih letih prejSnjega stoletja (slika 2-1).

O—=0
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Slika 2-1: Monomerna enota polietilenteraftalata (PET)

Poliester nastaja med stopenjsko polikondenzacijo iz dikarboksilne kisline in dialkohola. Kot

izhodne substance najpogosteje nastopajo:

o Tereftalna kislina (TPA)

) W
HO/ \OH
¢ Dimetiltereftalat (DMF)
0] @)
\, /
HSC—O/ O——CHg

PET oblikujejo v multifilamentne neskon¢ne niti, monofilamente, rezana vlaka in folije.
Najbolj poznani komercialni imeni za PET sta Dacron in Terylene. Standardna PET vlakna

imajo gladko povrS$ino ter po navadi okrogle precne prereze.
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V smislu biokompatibilnosti, lahko PET oznac¢imo kot fizioloSko inerten, brez toksi¢nega
vpliva na koZo in dobro rezistenten na kolonizacijo z mikroorganizmi [23][24]. Prav tako kot
ve€ina ostalih biomaterialov, tudi PET prvotno ni bil razvit za aplikacijo v medicinske
namene. Prav zaradi tega, so Stevilni umetni materiali, ki jih uporabljamo kot vsadke
velikokrat tr§i oz. ¢vrstejsi kot tkivo, ki ga s tem materialom nadome$c¢amo, kar pa lahko

privede do tezav tako v smislu mehani¢nih, kot tudi bioloSkih zapletov [25].

2.1.2. Hitozan in njegovi derivati

Hitin, skupaj s celulozo in Skrobom, predstavlja tri, v naravi najbolj razSirjene polimerne
ogljikove hidrate (polisaharide). Hitozan se pridobiva iz hitina s pomo¢jo N-acetilacije z
alkalnimi spojinami [2][30]. Makromolekule hitozana so sestavljene iz glukozaminskih in N-
acetilglukozaminskih enot, ki so med seboj povezane z 1-4 glukozidnimi vezmi. Hitozan
lahko obravnavamo kot analog celuloze, ki pa ima aminske namesto C(2) hidroksilnih skupin

[31].

Hitozan je pomemben biopolimer, saj ima edinstvene lastnosti. Primarno je sestavljen iz
aminskih skupin, z vrednostjo pK, 6.3 [32]-6.5 [33]. Pri pH, ki je nizji od pK, vrednosti
aminskih skupin v hitozanu, se le-te protonirajo in hitozan postane topen v vodi. Obratno, se

pri pH, ki je vi§ji od pK,, , aminske skupine deprotonirajo in hitozan postane netopen v vodi.

Hitozan je netoksi¢en biopolimer s Stevilnimi bioloskimi aktivnostmi. Predvsem pomembne
so njegove protimikrobne/protibakterijske lastnosti [19], protimikoticno delovanje [34],
hemokompatibilnost, hipoholesterolna aktivnost [18], sposobnost pospesevanja celjenja ran in

upocasnitev nekaterih procesov levkemije [35].

Rezultati Studije, ki jo je opravil Okamoto s sodelavci, kaze, da hitozan poveca agregacijo
trombocitov in eritrocitov, ter s tem pospeSi koagulacijo krvi, prav tako pa so opazili
povecano sprosc¢anje PDGF-AB in TGF-B1, ki pa imata pomembno vlogo pri procesu celjenja
ran [37]. Studija heparina (antiagregacijska udinkovina) in hitozana (protibakterijska
ucinkovina) na vecslojnih filmih, ki jo je izvedel J. Fu s sodelavci je pokazala zmanjSano
adhezijo bakterije Escherichia coli (E. Coli) na obdelano povrsino, prav tako pa se je izkazalo,

da se je Stevilo obstojecih bakterij ob dodatku hitozana zmanjsalo [36].
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2.1.2.1. Hitozan -sulfat

Prisotnost dveh razli¢nih funkcionalnih skupin, NH; skupine na 2-poziciji, ter OH skupine na
3- in 6- porziciji, omogoca Stevilne derivatizacijske procese hitozana. Tako v literaturi
najdemo Stevilne derivate tega polimera, med katerimi se nekateri Ze sintetizirajo v

komercialne namene [51] [52].

Sulfat hitozana predstavlja druZino derivatov hitozana, za katero velja, da poseduje
protivirusne [22], antikoagulacijske, antioksidantne [30], tumorsupresorske [21][30] lastnosti.
Antikoagulacijske lastnosti sulfatiranega hitozana, so posledica strukturne podobnosti s

heparinom [53].

Stevilne raziskave se ukvarjajo s preutevanjem vpliva pozicije sulfatnih skupin na
antikoagulacijske lastnosti sulfatiranega hitozana. Studija, ki jo je opravil Nishimura s
sodelavci, je pokazala, da sulfatne skupine na poziciji O-2 in/ali O-3 nimajo velikega vpliva
na antikoagulacijske sposobnosti sulfatiranega hitozana, medtem ko sulfatne skupine na

poziciji O-6 odlocilno zavrejo koagulacijo krvi [22].

Na antikoagulacijske sposobnosti sulfatiranega hitozana vplivajo Stevilni faktorji kot so,
molekulska teza, vsebnost Zvepla in stopnja acetilacije hitozana. Vsebnost Zvepla je direktno
povezana z njegovimi antikoagulacijskimi lastnostmi. Z vnosom Zvepla, pove€amo gostoto
negativnega naboja, za katerega se predvideva, da ima odloc€ilen vpliv na antikoagulacijske

sposobnosti sulfoniranega hitozana [21].

2.1.3. Fukoidan

Fukoidan je prvi iz morskih rjavih alg izoliral Killing, in sicer leta 1913. Poimenoval ga je
fukuidin. 40 let kasneje je McNeely spremenil njegovo ime v fukoidan, ¢igar novo ime se tudi
sklada z nomenklaturo polimerov. Fukani predstavljajo druzino polisaharidov, ki so bogati z
L-fukozo [39] [38]. Fukoidan je kompleksen sulfatiran polisaharid, ki ga sintetiziramo iz
morskih rjavih alg, ter morskih ehinodermov (stena morske kumare). Vecina znanstvenih
raziskav se je osredotocila na fukoidan, ki je sintetiziran iz rjavih morskih alg, Fucus

vesiculosus, za katerega je znano, da ima Stevilne vplive na procese v celicah sesalcev [40].

Do nedavnega so obstajale razli¢ne teorije o glukozidnih vezeh v fukoidanu, pridobljenem iz
Fucus vesiculosus. Leta 1993 je Potanker s sodelavci dognal, da je fukoidan pridobljen iz alg
Fucus vesiculocus polisaharid, ki je sestavljen iz L-fukoze, ki je med seboj povezana z o
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(1—3) glikozidnimi vezmi. Sulfatna skupina se nahaja v glavnem na 4. poziciji. Chevalot s
sodelavci je s pomocjo delne hidrolize fukanov ugotovil, da je fukoidan polisaharid, katerega
ogrodje povezujejo tako a (1— 3) kot tudi z a (1— 4) glokozidne vezi, ter sulfatnimi

skupinami na O-2 in O-2,3 poziciji (Slika 2-2) [41].

Slika 2-2: Znacilna struktura fukoidana, sintetiziranega iz alg Fucus vesiculocus [39]

Fukoidan bi lahko kot antikoagulant uporabljali kot nadomestek heparina, saj je rastlinskega
izvora in je zato verjetnost, da vsebuje viruse in prione veliko manjSa. Fukoidan nima samo
odli¢nih antikoagulacijskih in antitromboti¢nih lastnosti [13][26][42], temve¢ ima tudi vpliv
na imunski sistem, zavira proliferacijo in adhezijo celic [43] ter §¢iti pred virusnimi okuZbami

[39].

Fukoidan ima vpliv na molekulo selektina in tako inhibira LPS povzroceno »kotaljenje« in
adhezijo levkocitov na epitelne celice aorte. Tako kot heparin, tudi fukani zavirajo
proliferacijo gladkih miSi¢nih celic. Antikoagulacijske in antiproliferativne sposobnosti

fukanov nizke molekulske teZe so pogojene s stopnjo sulfatiranja le teh [29][44].

2.14. Heparin

Heparin je leta 1916 odkril Student drugega letnika medicine. Med pocitniskim delom je
poskusal sintetizirati prokoagulacijske substance iz razli¢nih tkiv, a je namesto tega odkril
substanco z zelo mocnim antikoagulacijskim delovanjem. Substanco je prvi¢ sintetiziral iz

jeter in posledi¢no so jo poimenovali heparin.

Heparin uvr§¢amo v druZino sulfatiranih glukozaminoglikanov (mukopolisaharidov). V telesu
se pojavlja skupaj z histaminom v granulah mast celic. V komercialne namene ga sintetizirajo
iz plju¢ goveda ali pa iz svinjskih prebavil.
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Dandanes nefragmentiran heparin vse bolj nadomes$cajo njegovi fragmenti (enoksaprin,
dalteparin) ali sintetini derivati (fondaparinux), za katere se je uveljavilo ime

nizkomolekularni heparin.

Heparin, z aktivacijo antitrombina III, deluje antikoagulacijsko tako in—vivo, kot tudi in-vitro.
Antitrombin III z vezavo na aktivha mesta trombina in ostalih serinskih proteaz inhibira
nihovo delovanje (slika 2-4). Heparin pospeS$i to delovanje z vezavo na specificno
pentasaharidno zaporedje na antitrombinu III, kar ima za posledico konformacijo te molekule

[46].
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2.2. Metode

2.2.1. Priprava vzorcev PET folij

2.2.1.1. Predobdelava PET folij- ¢iscenje in aktivacija

PET folijo smo potopili v 98 % raztopino. Vzorce smo nato 10 minut Cistili s pomocjo
ultrazvocne kopeli, ter spirali z demineralizirano vodo. Vzorce smo suSili na zraku. Z
namenom aktivacije povrSine PET folij (boljSa adsorpcija hitozana v naslednji stopnji
obdelave) smo izvedli hidrolizo s pomocjo 4 M raztopine NaOH. Prekinitev hidrolize in
nevtralizacija folij je bila doseZena s pomocjo 1 M raztopine HCI. Na koncu smo folije Se

enkrat spirali z demineralizirano vodo in jih posusili na zraku.

2.2.1.2. Modifikacija povrsine PET folij

Z namenom izboljSanja biokompatibilnosti povr§ine PET folij, so bile le-te obdelane s
hitozanom in nato Se z razlicnimi sulfatiranimi polisaharidi. V prvem koraku je bil pri
temperaturi 60 °C na povrSino PET folij adsorbiran hitozan (kopelno razmerje 1:50). Nato so
bili vzorci temeljito izpirani, dokler ni bila doseZena konstantna prevodnost vode po izpiranju.
Folije smo posusili s pomoc¢jo vakuumskega susilnika. Na plast hitozana so bili v naslednjem
koraku adsorbirani Se razli¢ni sulfatirani polisaharidi (fukoidan, sulfatiran hitozan, sulfatiran
dekstran, sulfatiran galaktoglukomanan) ter heparin. Adsorpcija fukoidana in heparina sta bili
izvedeni pri 40 °C. Koncentracija vodne raztopine hitozana je znaSala 0,6 %. Adsorpcijo

sulfatiranega hitozana pa je bila izvedena iz 0,3 % vodne raztopine, pri pH 7.,4.

Po teh obdelavah povrsin PET folij je bila opravljena rentgenska fotoelektronska
spektroskopija (XPS) z namenom preverjanja uspeSnosti povrsinskih modifikacij. Povr§inska
atomska vsebnost (at. %) hidrolizirane in z razlicnimi polisaharidi obdelane PET folije je
podana v preglednici 2-2. Iz preglednice 2-2 je razvidno, da se je na povrSinsko modificiranih
vzorcih povecala vsebnost Zvepla, kar dokazuje, da je bilo tako sulfatiranje, kot tudi nanasanje

polisaharidov na vzorec uspesno.
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Preglednica 2-2: Rezultati dolocanja koncentracije kemicnih elementov na povrsini vzorcev

PET folij v at. % s pomocjo XPS analize [46].

Vzorec C o N Na Si Ca Al K P
PET-H 72,86 27,06 / / 0,07 / / 0,01 /
PET-HC 63,8 30,2 2,7 / 0,6 / 2,0 /08
PET-HCF 59,9 34,15 2,9 1,05 0,4 0,45 / / /

PET-HCSH 45,4 40,3 5,4 2,05 0,4 0,2 / / /

PET-HCHEP| 52,55 37,7 5,25 1,0 0,95 / / / /

2.2.2. In-vitro doloc¢anje krvne skladnosti materiala

2.2.2.1. Metoda dolocanja prostega hemoglobina

Namen raziskovalne naloge je bil vpeljava hitre in ucinkovite metode za dolocanje
trombogenosti biomaterialov. Na osnovi obSirnega pregleda literature je bilo ugotovljeno, da
so se razli¢ni raziskovalci posluzevali najrazli¢nejsih pristopov in metod. D. Lu s sodelavci v
¢lanku »Specific activites of Chinese lacquer polysaccharides« [55], ter S. Sagnela s sodelavci
v Clanku »Chitosan based surfactant polymeres designet to improve blood compatibility on
biomaterials« [55] se v svojih Studijah posluZujeta plazme bogate s trombociti. V Studijah K.
J. Leeja s sodelavci, v ¢lanku »Blood compatibility and biodegradability of partially N-
acylted chitosan deerivats« [55], ter Y. Imaija s sodelavci v ¢lanku »A new method for
evalvulation of antithrombogenecy of materials« [55] se oba avtorja posluSujeta sicer krvi, ki
pa jo po odvzetju obdelata s Na-citratom. K. J. Lee s sodelvci, v nasprotju z naSo metodo,

trombogenost materiala dolo¢a s pomocjo reologije krvi

Prav vsak od teh pristopov je imel nekatere pomanjkljivosti, saj je izvedba eksperimentov in-

vitro s svezo krvjo izredno kompleksna.

Na osnovi Studija objav s tega podrocja smo kot najprimernejso izbrali metodo, ki jo je opisal
N. Huang s sodelavci v svoji Studiji o »Hemocomatibility of titanium oxide films«, pri kateri
so s pomocjo spektroskopske metode dolocali koli¢ino spros¢enega hemoglobina po
dolocenem cCasu izpostavitve krvi povrSini biomateriala [55]. Za metodo smo se odlocili, ker

je bila najpreprostejsa za izvedbo in je omogocala najvecjo ponovljivost rezultatov.
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Optimiranje metode

Metoda po Huang in sod. predvideva doziranje 0,1 mL sveZe odvzete krvi na povrSino

titanijevega oksida. Po dolo¢enem casu (10, 20, 30, 40, 50 min) se koagulacijska kaskada

prekine z dodatkom 25 mL destilirane vode. Eritrociti, ki niso ujeti v nastajajoci tromb, so

podvrZeni hemolizi. Tako pride do sprostitve hemoglobina, ki se ga kvantificira po 5 min z

uporabo kolometri¢ne metode doloCanja absorbance raztopine pri valovni dolZini 540 nm.

Po izvedbi metode v skladu s tem postopkom smo ugotovili, da so bila za lo¢evanje razli¢no

obdelanih PET povr$in sipanja rezultatov prevelika. Opisana metoda se je izkazala za premalo

natan¢no. Zato smo se odlocili za postopek optimizacije metode, kjer smo analizirali

predvsem:

1.

Vpliv pH raztopine uporabljene za inkubacijo vzorcev

Zaradi nizkega pH destilirane vode smo predvidevali, da ob sprostitvi hemoglobina po
hemolizi eritrocitov, pride do konformacijskih sprememb le tega in posledicno do
vpliva na standardno deviacijo izmerjenih rezultatov. Z namenom, dolocitve vpliva pH
na ponovljivost rezultatov, smo izvedli Studijo, pri kateri smo za inkubacijo vzorcev
uporabili destilirano vodo (pH 5,0-5,3), ter fosfatni pufer (pH 7,2-7,4). Standardna

odstopanja obeh skupin rezultatov smo primerjali med seboj.
Vpliv temperature odvzete krvi

Ker je izvorna metoda predvidevala uporabo sveZe neobdelane krvi. Pri uporabi tak$ne
krvi nastajajo problemi takoj po odvzemu, saj mora biti ¢as med odvzemom in
doziranjem na vzorec ¢im krajsi zaradi reakcij, ki potekajo v krvi v tem casu. Ker smo
Zeleli uporabiti ¢imbolj nespremenjeno kri, ki ji nismo Zeleli dodajati antikoagulantov
ali kakr$nih koli drugih kemikalij, smo Zeleli prouciti uporabo postopka ohlajevanja
krvi po odvzemu. Kri smo torej ohlajali z namenom zavrtja koagulacijske kaskade do
trenutka doziranja na vzorec. Primerjali smo standardna odstopanja rezultatov, ki smo
jih dobili po izvedbi poizkusa z ne ohlajeno krvjo (37°C), ter standardna odstopanja

rezultatov, ki smo jih dobili po izvedbi poizkusa s krvjo, ohlajeno na 2-5 °C.
Vpliv hitrosti stresanja vzorcev

Pri izvedbi izvorne metode smo ugotovili, da kri zelo pocasi difundira od strdka po
celotni raztopini. Zaradi tega smo uvedli pazljivo stresanje inkubiranih vzorcev in s

tem boljso difuzijo prostega hemoglobina po celotni raztopini. Da bi ugotovili idealno
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hitrost stresanja vzorcev, smo eksperiment izvajali pri razlicnih hitrostih stresanja, in
sicer 40 obratov/s in 120 obratov/s. Opravili smo primerjavo standardnih odstopanj

merilnih rezultatov.

Izvedba optimirane metode dolocanja prostega hemoglobina

Na osnovi optimizacije metode dolo€anja prostega hemoglobina smo natan¢no definirali vse
kljuéne pogoje merjenja in le-to uporabili pri izvedbi metode na razlicno modificiranih
vzorcih PET folij. PET folijo smo narezali na vzorce pravokotne oblike, velikosti 8 x 20 mm.
Narezane vzorce smo pazljivo spirali z 98 % raztopino etanola, ter suSili v vakuumskem
suSilniku pri temperaturi 37°C 24 ur. Tako pripravljene vzorce smo namestili v 50 mL case,
namescene v vodni kopeli, s temperaturo vode 37°C. Kri, ki smo jo uporabili za izvedbo
poskusa, je bila neposredno pred izvedbo eksperimenta odvzeta zdravim donatorjem moskega
spola. Donirana kri ni bila obdelana z antikoagulacijaskimi sredstvi, prav tako ni bila
ohlajena, saj so poizkusi med procesom optimizacije metode pokazali, da hlajenje krvi ne
doprinese veliko k zmanj$anju sipanja rezultatov. Takoj po odvzetju krvi smo natanko 0,1 mL
sveze, neobdelane krvi odpipetirali na vzorce PET folij, namesScene v caSah v termostatski
kopeli. CaSe smo stresali s 40 obrati/min dologen ¢as (10, 20, 30, 40, 50 min), ko smo z
dodatkom fosfatnega pufra prekinili koagulacijsko kaskado (slika 2-5). Eritrociti, ki niso bili
ujeti v strdek, ki je nastajal na vzorcu, so bili po dodatku pufra podvrzeni hemolizi in
hemoglobin se je sprostil v raztopino (slika 2-6). Koli¢ino hemoglobina v raztopini smo
dolocali spektrofotometricno z merjenjem absorbance pri valovni dolZini 540 nm. za vsako

merilno to¢ko oz. ¢as (10, 20, 30, 40, 50 min) smo izvedli pet paralelnih meritev.

Spektrofotometrija je absorpcijska molekulska metoda. Koncentracijo obarvanega vzorca
ugotovimo z merjenjem absorpcije monokromatske svetlobe, pri prehodu skozi raztopino
vzorca. Uporabljamo monokromatsko svetlobo v UV (190-350nm) ali vidnem (VIS) podrocju

(350-800nm), ki povzroc¢a v molekulah spremembe v elektronskih stanjih.

Kadar svetloba prehaja skozi vzorec, predstavlja absorbirana svetloba razliko med intenziteto
vpadne svetlobe in intenziteto izhodne svetlobe. Koli¢ino absorbirane svetlobe izrazamo kot

absorbanco (A) ali kot transmitanco oz. prepustnost (T).
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Izvor o
monokromatske .% Vzorec

svetlobe

Slika 2-4: Shematski prikaz aparature za spektrofotometrijo

Prepustnost ali transmitanca je definirana kot:

=
Kjer je
T- prepustnost (transmitanca)
I- intenziteta izhodne svetlobe
1y~ intenziteta vpadne svetlobe
Absorbanca pa je definirana kot:
A=-logT

Oziroma:
I()
A= —IOgT =&C

Kjer je
&- absorptivnost [Lem ' mol ™)
b- dolZina svetlobne poti [cm]

C- koncentracija [mol/L]

Detektor

(2-1)

(2-2)

(2-3)

Intenziteta monokromatske svetlobe pri potovanju skozi raztopino eksponentno pojema z

razdaljo, absorbanca pa je linearno sorazmerna dolZini poti skozi raztopino. Pri merjenju

absorbance izberemo tisto valovno dolZino (A,) pri kateri je absorptivnost maksimalna.

Enacba 3.3 je znana kot Beerov zakon. Beerov zakon velja samo za monokromatsko svetlobo

in za raztopine nizkih koncentracij (pri visjih koncentracijah zveza ni vec linearna).
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Koncentracijo dolo¢imo na osnovi primerjave absorbance za vzorec in standard

A=k Cy; A=k C; (2-4)
Kjer se indeks x nanaSa na vzorec, indeks s pa na standard. Iz enacb dobimo za koncentracijo

vzorca izraz

A A
> X :& szcv X (2_5)
A C A

s s s

Absorbanco merimo s spektrofotometri. Enostavni instrumenti so enoZarkovni, pri

dvozarkovnih isto¢asno merimo vzorec in primerjalno raztopino ter oba signala odstevamo.

Aparatura in pogoji dela

Za meritve absorbance inkubacijskih raztopin smo uporabljali »¢italec mikrotiterskih ploS¢«

(Microplatereader) z modulom za merjenje absorbance v kivetah, TECAN Infinite M200.
Spektrofotometer je setavljen iz naslednjih komponent:

- vir svetlobe: volframova Zarnica za Vis, devterijeva za UV podrocje ali ksenonova za

celotno podrocije
- monokromator: prizma ali uklonska mrezica, valovno dolzino lahko izbiramo tudi z
opti¢nimi filtri

- detektor: fotocelica, fotopomnoZevalka ali fotodioda

Slika 2-5: Inkubacija vzorcev s fosfatnim pufrom
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Slika 2-6:Disperzija prostega hemoglobina v fosfatnem pufru

2.2.2.2. Dolocanje oblike in Stevila trombocitov

V literaturi so opisane Stevilne metode kako lahko s pomoc¢jo SEM opazuje spremembe
trombocitov, ki nastanejo ob stiku z trdnim materialom. M. Kuwahara s sodelavci v ¢lanku z
naslovom »Platelet shape changes adhesion under high shear flow« metodo, opisuje metodo,
kjer s pomocjo epiflurescenénega mikroskopa dolocajo faze aktivacije trombocitov [55]. Nato
trombocite v Zeleni fazi fiksirajo s pomocjo glutaraldehida in jih opazujejo s SEM. Ta metoda
je zelo zamudna, zato smo se mi odlocili za metodo, ki jo opisuje S. Takemoto s sodelavci, v
Clanku »Platelet adhesion on titanium oxide gels, effect of surface oxidation« [55]. Pri tej
metodi odpipetiramo na vzorce plazmo. Po dolo¢enem Casu, s povrSine speremo neaktivirane
trombocite. Trombocite, ki so se aktivirali, nato fiksiramo s pomocjo glutaraldehida, ter

vzorce opazujemo s pomocjo SEM.

Izvedba metode
Priprava vzorcev za SEM analizo
Priprava plazme

Za pripravo plazme je bilo odvzeta ena epruveta (SmL) krvi, ki je vsebovala 3,6mL raztopine
Na-citrata. Epruveto smo 10min ohlajali na ledu. Kri smo nato odpipetirali v dve 2mL veliki

epici ( 2x1,5mL), ki smo jih pri temperaturi 4°C centrifugirali pri 300g.
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S tem postopkom smo pridobili ImL plazme, ki je vsebovala 3,5x10° trombocitov/l
(trombociti so bili presteti s pomocjo Burker — Turk Haemocytometra), ki smo jo za 25min

ohlajali na ledu. Preden smo plazmo odpipetirali na vzorce smo jo ogreli na 37°C.

Pripravili smo po 2 PET-H(-), PET-HC(+) in PET foliji (10 x 10 mm). Na vsako smo dodali

0,05 mL plazme in inkubirali 30 min. Po 30 min je sledila fiksacija.

Fiksacija

Po 30 min smo trikrat nezno sprali vzorce z raztopino fosfatnega pufra. S tem smo dosegli, da
se je ve€ina trombocitov, ki ni reagirala z vzorci, sprala s povrSine. Nato smo vzorce potopili
v 2% raztopino glutaraldehida, ter 1% raztopino osmicne kisline, kjer smo jih pustili 1 uro. S
pomocjo glutaraldehida smo dosegli fiksacijo trombocitov na povrSini vzorcev. Vzorce smo
sprali z destilirano vodo. Postopno dehidracijo vzorcev smo dosegli s pomocjo raztopine t-
butanola in destilirane vode. Vzorce smo postopoma izpostavljali vedno vecji koncentraciji
alkohola (50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10, 95/5, 100/0). Po dehidraciji smo pri kriti¢ni tocki

susili vzorce preko noci [55].

Pripravljene in fiksirane vzorce folije smo s pomocjo ogljikovega lepilnega traku zlepili na
posebne nosilce za elektronsko mikroskopijo. Nosilce smo namestili v komoro FESEM in

opazovali obliko in Stevilo trombocitov na povrSini.

Aparatura in pogoji dela

Za opazovanje oblike in dolocanje Stevila prilepljenih trombocitov na povrSine vzorcev PET
folij smo uporabljali vrsti¢ni elektronski mikroskop FESEM Supra VP35 firme C. Zeiss.
Mikroskop je opremljen s 3. generacijo kolone za poljsko emisijo Gemini, visoko zmogljivim
»In-lens« detektorjem sekundarnih elektronov ter moZnostjo uporabe variabilnega pritiska.
Vse to omogoca visoko resolucijo tudi pri zelo nizkih napetostih (0.1 kV) in na ta nacin

opazovanje neprevodnih vzorcev tudi brez posebne predpriprave.
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Slika 2-7: Shema vrsticnega elektronskega mikroskopa

Vrsticni elektronski mikroskop je mikroskop, ki za izdelavo slike povrSine uporablja curek
elektronov (slika 2-7). Curek elektronov prehaja preko raziskovane povrsine tako, da jo tipa v
obliki cik-caka in na osnovi tega »pridobiva« informacije s povrSine vzorca in proizvaja
sliko. Sestavljen je iz elektronske puske, ki proizvaja snop pospesSenih elektronov,
elektronskih le¢, ki sluZijo za fokusiranje in odklanjanje elektronskega curka, detektorjev, ki
zaznavajo ucinke in posledice trkov elektronskega curka ob vzorec (sekundarne elektrone,
odbite elektrone, razlicna -elektromagnetna valovanja, ki nastanejo pri interakciji
elektronskega snopa z vzorcem) ter krmilja za optimiranje pogojev dela in prikaz slike. Poleg
tega je potrebna tudi vakuumska enota, ki zagotavlja v komori dovolj nizke tlake za prost

prehod elektronov.

Locljivost elektronskega mikroskopa je 100 krat vecja kot pri svetlobnem mikroskopu, prav
tako ima tudi izjemno globinsko ostrino in sicer do 0,05 mm, kar je 1000 krat boljse kot pri

svetlobnem mikroskopu.
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2.3. Rezultati

2.3.1. Rezultati dolocanja prostega hemoglobina

2.3.1.1. Rezultati optimiranja metode

1. Analiza vpliva pH raztopine za inkubacijo vzorcev

Rezultati dolo¢anja vpliva pH raztopin za inkubacijo vzorcev na raztros merilnih rezultatov

absorbance raztopin so predstavljeni v preglednici 2-3.

Preglednica 2-3: Srednje vrednosti dolocanja absorbanc inkubacijskih raztopin (A; —

destilirana voda - pH 5,3; A, — fosfatni pufer — pH 7,4) in odgovarjajoce standardne deviacije

meritev

A, STD A, STD
0 min 0,404 0,064 0,508 0,003
10 min 0,367 0,064 0,450 0,024
20 min 0,282 0,075 0,235 0,029
30 min 0,198 0,050 0,080 0,041
40 min 0,173 0,071 0,004 0,003
50 min 0,154 0,051 0,001 0,002

V preglednici so predstavljene srednje vrednosti merjenja absorbanc na petih vzporednih
vzorcih inkubacijskih raztopin po dolo¢enem casu inkubacije in pri razlicnem pH (A; —
destilirana voda - pH 5,3; A, — fosfatni pufer — pH 7.,4), in odgovarjajoe standardne

deviacije.

2. Analiza vpliva temperature odvzete krvi

Rezultati dolo¢anja vpliva temperature odvzete krvi na raztros rezultatov absorbance raztopin

so predstavljeni v preglednici 2-4.

V preglednici so predstavljene srednje vrednosti merjenja absorbanc na petih vzporednih
vzorcih inkubacijskih raztopin po dolo¢enem casu inkubacije po predhodnem ohlajanju krvi

(A)); oz. brez predhodnega ohlajanja krvi (A;) in odgovarjajoce standardne deviacije.

36



Preglednica 2-4: Srednje vrednosti dolocanja absorbanc inkubacijskih raztopin (A; — brez

ohlajanja krvi; A, — ohlajanje krvi), in odgovarjajoce standardne deviacije meritev

A, STD A, STD
0 min 0,564 0,002 0,558 0,004
10 min 0,422 0,039 0,421 0,028
20 min 0,192 0,018 0,220 0,037
30 min 0,039 0,029 0,016 0,011
40 min 0,004 0,003 0,004 0,002
50 min 0,001 0,001 0,002 0,003

3. Analiza vpliva hitrosti stresanja vzorcev

Rezultati dolo¢anja vpliva hitrosti stresanja inkubiranih vzorcev na raztros merilnih rezultatov
absorbance raztopin so predstavljeni v preglednici 2-5. V preglednici so predstavljene srednje
vrednosti merjenja absorbanc na petih vzporednih vzorcih raztopin po dolo¢enem casu
inkubacije in pri doloceni hitrosti stresanja (A4 — 40 obratov/min; A9 — 120 obratov/min) in

odgovarjajoce standardne deviacije.

Preglednica 2-5: Srednje vrednosti dolocanja absorbanc inkubacijskih raztopin pri razlicnih
hitrostih stresanja (A4 — 40 obratov/min; Az — 120 obratov/min) in odgovarjajoce

standardne deviacije meritev

Ao STD A1 STD
Omin 0,597 0,003 0,404 0,064
10min 0,602 0,046 0,185 0,280
20min 0,390 0,035 0,179 0,236
30min 0,183 0,080 0,101 0,116
40min 0,079 0,059 0,049 0,028
50min 0,034 0,037 0,012 0,014
2.3.1.2. Rezultati dolocanja trombogenosti razlicno obdelanih PET folij

Rezultati dolocanja trombogenosti razliéno obdelanih PET povrSin in stekla so predstavljeni v
preglednicah 2-6 do 2-12. V preglednicah so predstavljene meritve absorbanc, opravljene po

razli¢nih Casih inkubacije (0 do 50 min) na po petih paralelnih vzorcih (A; — As), srednje
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vrednosti absorbanc (Agq), odgovarjajoce standardne deviacije (STD) in delezZ hemoglobina

v raztopinah glede na vsebnost pri ¢asu 0 min.

Rezultati dolo¢anja trombogenosti povrSine stekla so prikazani v preglednici 2-6.

Iz preglednice je razvidno, da se je steklo po pricakovanjih pokazalo kot zelo trombogena
povrsina. Ze po 10 minutah stika med stekleno povriino in kapljico krvi se v pufersko
raztopino sprosti le 65 % hemoglobina. Po 20 minutah je ta deleZ enak 12 %, po 30 minutah

pa prostega hemoglobina v raztopini ni bilo ve¢ mogoce zaznati.

Preglednica 2-6: Rezultati dolocanja trombogenosti stekla

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min

Ay 0,546 0,390 0,195 0,003 0,001 0,000
A, 0,540 0,305 0,180 0,003 0,001 0,002
A; 0,543 0,358 0,062 0,000 0,003 0,000
Ay 0,544 0,334 0,067 0,003 0,005 0,006
As 0,543 0,391 0,154 0,012 0,001 0,001
Agred 0,543 0,356 0,132 0,004 0,002 0,002
delez hemoglobina /% 100 65,59 24,24 0,76 0,39 0,32
STD 0,002 0,037 0,063 0,005 0,002 0,002

Rezultati dolocanja trombogenosti vzorca PET-HCHEP so prikazani v preglednici 2-7.

Iz preglednice je razvidno, da je PET-HCHEP vzorec popolno nasprotje stekla. Delez
prostega hemoglobina pada zelo pocasi in je pri 20 minutah enak 84 %. Tudi kasneje ostane
deleZ prostega hemoglobina zelo visok vse do 40 minute, kjer je enak 63 %. Pri 50 minutah Se

vedno zabelezimo 42 % prostega hemoglobina.

Preglednica 2-7: Rezultati meritev trombogenosti vzorca PET-HCHEP

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Ay 0,579 0,542 0,477 0,448 0,352 0,310
A, 0,598 0,540 0,485 0,430 0,356 0,269
A; 0,592 0,501 0,498 0,408 0,377 0,218
Ay 0,595 0,554 0,532 0,469 0,402 0,254
As 0,598 0,539 0,485 0,441 0,366 0,188
Agred 0,592 0,535 0,495 0,439 0,371 0,247
delez hemoglobina /% 100 90,37 83,70 74,16 62,67 41,89
STD 0,008 0,020 0,022 0,023 0,020 0,047
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Nesulfatirani vzorci

Prve meritve so obsegale merjenje trombogenosti neobdelanega in hidroliziranega PET (PET,

PET-H) ter PET obdelanega z nesulfatiranim hitozanom (PET-HC).

Rezultati dolocanja trombogenosti neobdelanega PET vzorca so prikazani v preglednici 2-8.

Iz preglednice je razvidno, da se neobdelan PET vzorec po 10 minutah obnasa podobno kot

heparinizirana folija (89 %), pri 20 minutah pa se ta rezultat razpolovi (46 %). Pri 30 minutah

je ta delez Se 16 %, medtem ko pri 40 minutah ve¢ ne zaznamo prostega hemoglobina.

Preglednica 2-8: Rezultati meritev trombogenosti PET vzorca

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min

Ay 0,508 0,439 0,258 0,033 0,007 0,000
A, 0,505 0,422 0,245 0,120 0,001 0,000
A; 0,506 0,468 0,262 0,038 0,004 0,004
Ay 0,505 0,438 0,195 0,100 0,001 0,000
As 0,513 0,481 0,212 0,109 0,006 0,001
Agred 0,508 0,450 0,235 0,080 0,004 0,001
delez hemoglobina% 100 88,56 46,35 17,78 0,79 0,20
STD 0,003 0,024 0,029 0,041 0,003 0,002

Rezultati dolo¢anja trombogenosti PET-H vzorca so prikazani v preglednici 2-9.

Iz preglednice je razvidno, da so rezultati, izmerjeni v prvih 10 minutah (76 %) bolj podobni

rezultatom, ki smo jih opazili pri steklu, vendar je deleZ hemoglobina nato padal poCasneje

kot pri neobdelani PET foliji, zaradi ¢esar smo dobili zelo podobne rezultate obeh folij pri 20

(45 %) in 30 minutah (14 %). Pri 40 minutah hemoglobina v raztopini ni bilo mogoce zaznati.

Preglednica 2-9: Rezultati meritev trombogenosti PET-H vzorca

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
Ay 0,555 0,474 0,297 0,125 0,016 0,007
A, 0,579 0,421 0,260 0,065 0,010 0,001
A; 0,578 0,431 0,242 0,106 0,011 0,000
Ay 0,577 0,436 0,273 0,012 0,003 0,002
As 0,576 0,428 0,221 0,107 0,001 0,000
Agred 0,573 0,43786 0,258 0,083 0,008 0,002
delez hemoglobina% 100 76,64 45,50 14,49 1,40 0,35
STD 0,010 0,021 0,029 0,045 0,006 0,003
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Rezultati dolocanja trombogenosti vzorca PET-HC so prikazani v preglednici 2-10.

Iz preglednice je razvidno, da je vzorec PET-HC nekoliko manj trombogen v prvih 10
minutah (84 %) v primerjavi s PET-H (76 %). Po 20 minutah je bil deleZ prostega
hemoglobina v enakem obmocju kot pri drugih dveh folijah (42 %), nato pa so se vrednosti

strmo zniZale, saj je bil hemoglobin v raztopini po 30 minutah prisoten le v 2 %.

Preglednica 2-10: Rezultati meritev trombogenosti PET-HC vzorca

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
A 0,548 0,473 0,257 0,015 0,004 0,014
A, 0,544 0,46 0,262 0,016 0,001 0,002
A; 0,545 0,482 0,116 0,008 0,037 -1E-04
A, 0,543 0,452 0,208 0,007 0,001 0,01
As 0,544 0,41 0,312 0,011 0,002 0,001
Agred 0,545 0,455 0,231 0,011 0,009 0,005
deleZ hemoglobina% 100 83,60 42 .40 2,10 1,70 0,90
STD 0,002 0,028 0,074 0,004 0,016 0,006

Sulfatirani vzorci

Naslednje meritve so obsegale merjenje trombogenosti PET povrsin, obdelanih s sulfatiranimi
polisaharidi (PET-HCF in PET-HCSH). V tem sklopu meritev smo pricakovali niZjo
trombogenost povrsin, saj je bil kemizem povrSine vzorcev bolj podoben heparinu (vecja

vsebnost Zvepla na povrsini folije).

Rezultati dolo¢anja trombogenosti vzorca PET-HCF so prikazani v preglednici 2-11.

Iz preglednice je razvidno, da vzorec PET-HCF na zacetku (10 do 30 min) presenetljivo kaze
celo boljSo skladnost s krvjo (niZjo trombogenost) kot vzorec PET-HCHEP (97, 85 in 76 % v
primerjavi z 90, 84 in 74 %), vendar se je po 40 min deleZ prostega hemoglobina moc¢neje
znizal kot pri vzorcu, obdelanem s heparinom (PET-HCHEP). Pri tem vzorcu smo opazili
nekoliko vi§jo standardno deviacijo med posameznimi paralelkami, do katere je najverjetneje

prislo zaradi neenakomernosti sloja fukoidana na PET-HC foliji.
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Preglednica 2-11: :Rezultati meritev trombogenosti vzorca PET- HCF

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min

A 0,576 0,551 0,394 0,404 0,335 0,219
A, 0,574 0,547 0,509 0,429 0,209 0,254
Az 0,575 0,548 0,477 0,448 0,245 0,097
Ay 0,573 0,571 0,555 0,444 0,348 0,294
As 0,545 0,538 0,495 0,450 0,279

Agred 0,569 0,551 0,486 0,435 0,283 0,216
deleZ hemoglobina% 100 96,66 85,41 76,45 49,97 37,96
STD 0,013 0,012 0,059 0,019 0,059 0,085

Rezultati dolo¢anja trombogenosti vzorca PET-HCSH so prikazani v preglednici 2-12.

Iz preglednice je razvidno, da se je vzorec PET-HCHS v prvih 10 minutah obnasal zelo
podobno heparinizirani foliji, nato pa se je Ze po 20 minutah deleZ prostega hemoglobina
zniZal na 76 %. Po 30 minutah se je razlika v primerjavi s PET-HCHEP folijo Se povecala (54
%) in se po 40 in 50 minutah ustalila pri 28 %. Tudi pri tem vzorcu je bilo opaziti vecjo
standardno deviacijo med posameznimi paralelkami, ki je verjetno nastala zaradi

neenakomernosti sloja sulfatiranega hitozana.

Preglednica 2-12: Rezultati meritev trombogenosti vzorca PET-HCHS

Cas inkubacije 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
A 0,597 0,519 0,488 0,391 0,289 0,134
A, 0,602 0,550 0,504 0,352 0,086 0,239
Az 0,595 0,525 0,412 0,250 0,204 0,316
Ay 0,591 0,543 0,471 0,316 0,088 0,068
As 0,531 0,435 0,298 0,180 0,074
Agred 0,596 0,533 0,462 0,321 0,169 0,166
delez hemoglobina% 100 89,6 77,52 53,86 28,36 27,85
STD 0,005 0,012 0,037 0,053 0,086 0,108

2.3.2. Rezultati doloc¢anja oblike in Stevila trombocitov

Kot podporo $tudiji krvne skladnosti materialov s pomoc¢jo »metode prostega hemoglobinax,
smo na referencnih vzorcih izvedli tudi analizo oblike (aktivacije) in Stevila trombocitov s
pomodjo vrsti¢ne elektronske mikroskopije . Zeleli smo preveriti ali je tudi na razli¢no

obdelanih PET povrsinah moZno lociti vse tri faze aktivacije trombocitov kot jih navajajo M.
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Kuwahara in sodelavci v njihovi studiji z naslovom »Platelet Shape Changes and Adhesion

Under High Shear Flow« [55].

Opazovane povrsine vzorcev smo vrednotili, glede na Stevilo trombocitov v vidnem polju pri
doloceni povecavi in glede na stopnjo aktivacije (obliko) trombocitov. Ker je priprava
bioloskih vzorcev za elektronsko mikroskopijo izredno zahtevna, smo izmed vzorcev za
analizo izbrali tiste z ekstremnimi lastnostmi, in sicer: neobdelan vzorec PET, moc¢no

trombogen vzorec PET-HC in s heparinom obdelan vzorec PET-HCHEP.

Ugotovljeno je bilo, da je povec¢ava 3000 X najprimernejSa za te vrste analizo, saj se v tem
primeru zajame dovolj velika povr§ina vzorca, obenem pa so oblike trombocitov dobro
razpoznavne. Napravili smo po 20 posnetkov povrSine vsakega vzorca dolocili povpre¢no

Stevilo trombocitov v vidnem polju.

10 PM  Eyr= 080Ky Signal A=SE2  Mix Signal = 00000 Chamber = 148e-004Pa  Mag= 300KX  Date:28 May 2007

WD = 6mm Aperure Size=3000pum  File Name = tromb_23Maj07_6_03.1if ]\]

Slika 2-8 : Trombociti na povrsini vzorca neobdelane PET folije

Slika 2-8 prikazuje vzorec PET folije pri povecavi 3000 X. Vsi trombociti so glede na obliko
v 2. oz. 3. fazi aktivacije, saj imajo ve¢inoma hemisferno (splos¢eno/razlito) obliko z jasno
izraZenimi filopodi. Povprec¢no S$tevilo trombocitov v vidnem polju pri 3000 X povecavi na

povrsini tega vzorca je bilo 173 + 29.
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Date :28 May 2007

10pm  Errs ga0ky Signal A =SE2 Mag= 300K X

WD = Bmm Aperture Size = 30.00pum  File Name =tromb_23Maj07_3_02 tif ]\]

Mix Signal =0.0000 Chamber = 240¢-004 Pa

Slika 2-9 : Trombociti na povrsini vzorca, obdelanega s hitozanom (PET-HC)

Tudi trombociti na povrSini PET folije, obdelane s hitozanom so glede na obliko v glavnem v
drugi fazi aktivacije (Slika 2-9) Ze na prvi pogled pa lahko ugotovimo, da je na tem vzorcu
prilepljenih ve¢ trombocitov, ki se nahajajo v vecjih skupkih. Povprecno §tevilo trombocitov

doloc¢eno na tem vzorcu je bilo 185 + 57

n

10 M ErT- 080Ky Signal A=SE2  MixSignal =00000 Chamber =331e-004Pa  Mag= 3.00KX  Date 28 May 2007

WD= Gmm Aperture Size=3000pum  File Name = tromb_23Maj07_2_03.tif ]\]

Slika 2-10 : Trombociti na povrsini vzorca, obdelanega s heparinom (PET-HCHEP)

43



Trombociti na povrsini vzorca, obdelanega s heparinom so po obliki v glavnem v 1. fazi
aktivacije, saj so kroglaste oblike in le redki imajo nakazane filopode (slika 2-10) Povprecno

Stevilo trombocitov v vidnem polju pri 3000 X povecavi je bilo 82 + 62.

Kakovostno vrednotenje rezultatov je pri tej metodi mogoce samo pri velikih povecavah, kar
pa onemogoci isto¢asno dolocCanje Stevila prilepljenih trombocitov . Za bolj tocno analizo
oblike in Stevila trombocitov bi bilo potrebno natan¢no optimiranje metode vrednotenja in
natan¢na definicija pogojev merjenja. Tak$no normiranje metode je precej dolgotrajno saj
zahteva pripravo in analizo velikega Stevila razlicnih vzorcev, zato bo to predmet naSih

nadaljnjih raziskav.

2.4. Diskusija

2.4.1. Doloc¢anje prostega hemoglobina

2.4.1.1. Optimiranje metode
Metoda, ki smo jo povzeli po Huang-u in sod. [55], ni imela zadovoljive ponovljivosti. V
Studiji optimiranja metode smo se posvetili preuCevanju dejavnikov, za katere smo v

predhodnih raziskavah ugotovili, da imajo najvecji vpliv na raztros rezultatov.

V $tudiji vpliva pH inkubacijske raztopine, smo uporabili destilirano vodo (pH 5,0-5,3), ter
fosfatni pufer (pH 7,2-7,4). Pri inkubaciji z destilirano vodo je bil hemoglobin izpostavljen
nizkemu pH. V skladu z objavo Kristinsona in sodelavcev [57] hemoglobin pri tak$nih nizkih
pH zavzame globularno konformacijo. Iz tega smo sklepali, da kot posledica takSne
konformacije ne pride do enakomernega spros¢anja hema, kar ima lahko za posledico vecja
odstopanja v izmerjenih absorbancah inkubacijskih raztopin. Nag cilj je bil, da se priblizamo
fizioloskemu pH, kar nam je uspelo z dodatkom fosfatnegea pufra. Kot je razvidno iz slike 2-
13, smo s tem uspeli zmanj$ati standardno odstopanje na zadovoljivo raven. Predvidevamo,
da zaradi fizioloSkega pH, ni vec¢ prihajalo do strukturnih konformacij beljakovinskega dela
hemoglobina in s tem je bilo omogoceno bolj enakomerno spros¢anje hema iz hemoliziranih

eritrocitov.
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Slika 2-13: Vpliv dodatka pufra na standardno deviacijo merilnih rezultatov

Naslednja tezava, s katero smo se sooCili med izvedbo metode je bila neenakomerna
disperzija sproscenega hemoglobina v raztopini. Opazali smo da se v staticni raztopini
sprosc¢eni hemoglobin neenakomerno porazdeljuje predvsem na dnu ¢ase z raztopino. V
sklopu optimiranja metode smo dolocali hitrost stresanja raztopine, ki bi omogocila
enakomerno disperzijo in ne bi povzroc¢ila dodatnega trganja nastalega strdka s povrSine
vzorca. Iz slike 2-14 je razvidno, da hitrost 120 stresljajev na minuto, sicer omogoca
enakomerno disperzijo hemoglobina, a prav tako povzroca, da prihaja do trganja nastalega
strdka, kar ima za posledico povecano koli¢ino prostega hemoglobina v raztopini. Dobljeni
rezultati so bili neuporabni, saj je bil standardni raztros merilnih vrednosti velik in razlike
med posamezni vzorci posledi¢no niso bile zaznavne. Ugotovljeno je bilo, da hitrost stresanja
40 stresljajev na minuto zagotavlja enakomerno disperzijo hemoglobina ne da bi se strdek
dodatno poSkodoval. S tak$nim nacinom izvedbe eksperimenta smo dodatno zmanjSali

standardno odstopanje rezultatov in s tem povecali ponovljivost metode.
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Slika 2-14: Vpliv hitrosti stresanja na standardno odstopanje rezultatov

Pri postopku optimiranja metode smo preucevali tudi vpliv obdelave antikoagulanta in
ohlajanja krvi po odvzemu. Predvidevali smo, da v Casu od odvzetja do pipetiranja krvi na
vzorce Ze pride do procesa koagulacije. To smo skuSali prepreciti z obdelavo krvi z
antikoagulanti (natrijev citrat), ki pa ni obrodila sadov, saj nismo uspeli dolociti natancne
koli¢ine antidota (CaCl,), s katerim bi ponovno omogocili potek koagulacijske kaskade.
Predvidevamo, da so bile koli¢ine uporabljene krvi na vzorcih (0,1 mL) premale in da je ob

dodatku CaCl, prislo do prevelikega razred¢enja krvi.

V naslednjem poskusu pa smo Zeleli koagulacijsko kaskado zavreti za nekaj sekund do nekaj
minut s pomocjo ohlajanja krvi. Predvidevali smo, da bomo koagulacijsko kaskado zavrli do
trenutka, ko bomo kri odpipetirali na vzorce in jo potem ponovno segreli na temperaturo, ki bi
ponovno omogocila koagulacijsko kaskado. 1z slike 2-15 je sicer razvidno, da smo s tem
ukrepom uspeli zmanjSati standardno odstopanje rezultatov, a je bilo to zmanjSanje
minimalno in ni imelo vecjega pomena pri nadaljnjem vrednotenju rezultatov. Odlocili smo
se, da bomo pri izvedbi metode pred odvzemom krvi ohladili samo epruveto in da po

odvzemu krvi ne bomo ohlajali.
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Slika 2-15: Vpliv ohlajanja krvi na standardno odstopanje rezultatov

2.4.1.2. Dolocanje trombogenosti razlicno obdelanih PET folij

S pomocjo optimizacije metode doloCanja prostega hemoglobina, povzete po Huangu in
sodelavcih [55] smo dosegli zmanjSanje odstopanja rezultatov, kar je bilo nujno potrebno za
zaznavanje razlik med kemi¢no podobnimi vzorci in poveCanje ponovljivosti samega
poizkusa. Specifika nase raziskave je bila v tem, da smo analizirali PET folije, obdelane z
razliénimi polisaharidi in heparinom, torej vzorce z zelo podobno povrSinsko kemicno

strukturo.

Kot referencna materiala smo izbrali steklo, ki se po navadi v sorodnih raziskavah uporablja
kot standardna trombogena povrSina in PET folijo z nanosom heparina (PET-HCHEP) kot
standardno protitrombogeno povrSino, saj ima heparin zaradi svoje vezave na antitrombin III
dobro poznane antitrombogene lastnosti [28] in se v te namene Ze uporablja za naplastitev
zilnih vsadkov. Rezultati so potrdili nasa priCakovanja, saj se je deleZ prostega hemoglobina
na steklu zelo hitro znizal s ¢asom stika s povrSino in ga po 30 minutah v inkubacijski
raztopini ni bilo ve¢ moZno zaslediti. Heparinizirana folija je v nasprotju od stekla pokazala
dobre antitrombogene lastnosti. DeleZ prostega hemoglobina se je namre¢ s Casom stika s
povrsino zelo pocasi zniZeval in je Se po 50 minutah znasSal nad 40 %. Nadaljni rezultati,
dobljeni na PET povrSinah so pokazali, da neobdelana PET folija nima dobrih

antitrombogenih lastnosti, saj se je po rezultatih bolj priblizala steklu kot heparinizirani foliji.
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Zelo podobne rezultate smo dobili tudi pri PET-H in PET-HC foliji. S hidrolizo PET folije se
na povrsini poveca Stevilo kislih funkcionalnih skupin, kar bi posledicno pomenilo slabso
afiniteto do negativno nabitih krvnih celic, obenem pa se s takSno obdelavo poveca tudi
specificna povrSina folije [65], s Cimer se je posledi¢no povecCala zmoZnost adsorbcije
molekul. Ta dva nasprotna pojava povzrocita, da je vzorec PET-H po obnasanju pri stiku s

krvjo podoben neobdelanemu PET vzorcu (slika 2-16).

100 | eEeE— = W PET-HCHEP
i T stekic
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Slika 2-16: DeleZ prostega hemoglobina v inkubacijskih raztopinah v odvisnosti od casa stika

s povrsino vzorcev za vzorce, obdelane 7 nesulfatiranimi polisaharidi

Pri obeh vzorcih smo po 30 min dolocili Se okrog 20 % prostega hemoglobina, medtem ko po
40 min hemoglobina v inkubacijski raztopini ni bilo ve¢ mogoce zaznati. Pozitivno nabite
aminske skupine hitozana povecCujejo agregacijo trombocitov in eritrocitov in tako
pospesujejo koagulacijo [37], kar je razvidno tudi iz naSih rezultatov, saj po 30 min v
inkubacijski raztopini vzorca PET-HC ni mogoce vec zaznati hemoglobina (sliki 2-9 in 2-16).
Vzorci, obdelani s sulfatiranimi polisaharidi (PET-HCF in PET-HCSH) so se med testiranjem
obnasali signifikantno drugace kot PET folije, ki na povr§ini niso imele Zvepla. Iz literature je
razvidno, da imajo substance, ki so po kemicni strukturi podobne heparinu dobre
protitrombogene lastnosti. Kot je bilo omenjeno Ze v uvodu, D. Wall s sodelavci, v ¢lanku
»Characterisation of the anticoagulant properties of a rabnge of structurally diverse sulfated

oligosaharides« opisuje antikoagulantne lastnosti strukturno razli¢nih sulfatiranih

48



oligosaharidov [47], opisuje faktorje, ki vplivajo na protitrombogene lastnosti sulfatiranih
polisaharidov. Med te lastnosti spada tudi vsebnost Zvepla v sulfatiranem polisaharidu.
Najvisje povrSinske vsebnosti Zvepla so bile ugotovljene pri vzorcu, obdelanem s sulfatiranim
hitozanom, PET-HCHS (preglednica 2-2). Pri¢akovali smo, da bo to pomembno vplivalo na
protitrombogene lastnosti tega vzorca. Slika 2-17 prikazuje rezultate testiranja sulfatiranih
polisaharidov. Najboljse rezultate Se vedno kaze vzorec, obdelan s heparinom PET-HCHEP,
vendar pa tudi oba ostala sulfatirana vzorca (PET-HCF in PET-HCSH) po lastnostih ne
zaostajata bistveno. Predvsem je zanimiv podatek, da po 20 min med temi tremi vzorci
prakti¢no ni razlik v trombogenosti, po 40 min sulfatirana vzorca kaZeta nekoliko slabSe
lastnosti v primerjavi s heparinom, medtem ko se po 50 min vzorci po lastnostih spet
prakticno izenacijo. Vzorec PET-HCSH izkazuje  najvi§ji povrSinski delez zZvepla
(preglednica 2-2), a vendar med to trojico kaZe najslabSe protitrombogene lastnosti. To
dejstvo samo potrjuje spoznanja, ki jih navaja D. Wall s sodelavci, v ¢lanku »Characterisation
of the anticoagulant properties of a rabnge of structurally diverse sulfated oligosaharides«
[47], da so wvplivi sulfatiranih polisaharidov na krvno skladnost izredno kompleksni.
Pomemben vpliv imajo predvsem: kombinacija med dolzino makromolekul, njihovo

strukturo, ter medmolekulskimi povezavami med posameznimi oligosaharidi.
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Slika 2-17: DeleZ prostega hemoglobina v inkubacijskih raztopinah v odvisnosti od casa stika

s povrsino vzorcev za vzorce, obdelane 7 sulfatiranimi polisaharidi
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Ob primerjavi vseh rezultatov lahko opazimo 2 trenda. Nesulfatirani vzorci so pokazali manj
antitrombogenih lastnosti, zato je krvni strdek ob stiku s temi povrSinami nastal hitreje.
Posledicno smo v raztopini zaznali manj prostega hemoglobina. Pri stiku s povrSinami
nesulfatiranih vzorcev je kri popolnoma koagulirala po 30 oziroma 40 minutah, saj v teh
primerih prostega hemoglobina v inkubacijskih raztopinah nismo vec zaznali. Sulfatirani
vzorci pa so pokazali dobre antitrombogene lastnosti, primerljive celo z rezultati dobljenimi
na PET foliji, obdelani s heparinom (PET-HCHEP). V vseh primerih vzorcev, obdelanih s

sulfatiranimi polisaharidi kri ni popolnoma koagulirala niti po 50 minutah.

2.4.2. Dolocanja oblike in Stevila trombocitov

V sklopu $tudije Stevila in oblike trombocitov na povrSinah vzorcev po stiku s krvno plazmo,
smo se srecevali s Stevilnimi teZavami predvsem pri statisticnem vrednotenju rezultatov Stetja
trombocitov in dolo¢anja Stevila oblikovanih filopodov oz. stopnje »razlitosti« trombocitov na
povrsini. Trombociti so bili zelo neenakomerno porazdeljeni po celotni povrSini, ki je bila v
stiku s kapljico krvne plazme. To je predstavljalo veliko teZzavo pri vrednotenju Stevila
trombocitov v vidnem polju. TeZavo smo deloma odpravili s tem, da smo opazovali predvsem
centralna podroc¢ja vzorcev, kjer je bila razporeditev trombocitov po povrSini najbolj

homogena.

Kljub vsemu, dobljeni rezultati (slika 2-8, slika 2-9, slika 2-10) nakazujejo pricakovane
trende. Na PET-H foliji je mo¢ opaziti relativno veliko Stevilo trombocitov, ki so v glavnem v
2. oz. 3. fazi aktivacije (v skladu s [55]). Na tej povrSini je znaSalo povprecno Stevilo
trombocitov v vidnem polju 173 £ 29. trombociti so imeli hemisferno obliko in v glavnem

jasno izraZene filopode, iz Cesar lahko sklepamo, da gre za relativno trombogeno povrsino.

Na osnovi rezultatov za PET-HC folijo (slika 2-9) lahko sklepamo, da je bila med tremi
analiziranimi vzorci ta najbolj trombogena. Na povrSini tega vzorca so trombociti zdruZeni v
skupkih po obliki pa jih lahko uvrstimo v 2. ali 3. fazo aktivacije s Stevilnimi jasno izraZenimi

filopodi. Povpre¢no Stevilo trombocitov v vidnem polju za ta vzorec je znaSalo 185 + 57.

Hepariniziran vzorec pa v tej skupini kaZe najniZjo trombogenost, saj je bilo povpre¢no
Stevilo prilepljenih trombocitov v vidnem polju 82 + 62. Oblike trombocitov so bile v
glavnem kroglaste in pri nekaterih so bili nakazani filopodi. Glede na to, da je vzorec v stiku s
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krvno plazmo 30 min, lahko te rezultate primerjamo z rezultati, dobljenimi pri enakem casu
stika s krvjo pri metodi dolo¢anja prostega hemoglobina. Tudi tukaj kaZe hepariniziran vzorec
najnizZjo trombogenost, vendar pa na osnovi analize Stevila in oblike trombocitov s pomocjo
SEM ne moremo zadovoljivo lo€evati tudi ostalih povrSin. Metoda je torej v tej fazi primerna
le kot podporna metoda, ki nudi dodatne informacije o stanju na povrSini, za pridobitev

toc¢nejsih rezultatov pa bodo potrebni Se nadaljnji postopki optimizacije.

2.5. Zakljucki

Namen predstavljene raziskovalne naloge je bil vpeljati u¢inkovito in relativno hitro metodo
za dolo€anje krvne skladnosti kemi¢no podobnih polimernih materialov. V ta namen smo na
osnovi Siroke Studije literature in raziskovalnih dosezkov s tega podro€ja izbrali metodo
dolocanja prostega hemoglobina. Ker metoda, kot je bila opisana v literaturi ni bila primerna
za loCevanje kemiCno podobnih polimernih povrSin, smo izvedli nekatere postopke

optimiranja.

Poleg optimirane metode dolocanja prostega hemoglobina smo za dolocanje trombogenosti
dodatno uporabili tudi metodo dolocanja Stevila in oblike trombocitov na povrSinah vzorcev
po stiku s krvno plazmo. Ugotovili smo, da je metoda zaenkrat primerna v glavnem kot
podpora vrednotenju trombogenosti, saj se v tej fazi Se vedno pojavljajo Stevilne tezave
predvsem pri statisticnem vrednotenju rezultatov Stetja trombocitov in dolocanja Stevila
oblikovanih filopodov oz. stopnje »razlitosti« trombocitov na povrsSini. Na izbranih vzorcih
smo s to metodo sicer ugotovili podoben trend glede trombogenosti vzorcev, vendar pa bodo,
za detekcijo manjSih razlik v trombogenosti povrSin, potrebni dodatni postopki normiranja

metode.

Optimirana metoda detekcije prostega hemoglobina pa je omogocila dovolj signifikantno
dolocanje trombogenosti polimernih povrSin. Po optimizaciji, je metoda postala zadovoljivo

ponovljiva. S tem je bilo zagotovljeno, da lahko teste izvajamo na vecjih serijah vzorcev.

Z metodo detekcije prostega hemoglobina smo potrdili predvidevanja, da imajo polisaharidi s
heparinu podobno kemicno strukturo dobre protitrombogene lastnosti. Opazili smo evidentno
razliko med vzorci, ki so bili obdelani s slulfatiranimi polisaharidi ( PET-HCF, PET-HCSH)

in heparinom (PET-HCHEP) ter vzorci, ki na povrsini niso imeli vezanega zZvepla (PET, PET-
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H in PET-HC). Kot najbolj trombogena povrSina se je po pricakovanjih izkazala PET folija,
obdelana s hitozanom, saj ima lastnosti, podobne steklu, ki je bilo uporabljeno kot referen¢na
trombogena povrSina. Pri teh dveh povrSinah v inkubacijskih raztopinah po 30 min stiku s
krvjo nismo vec zasledili hemoglobina, kar pomeni, da so bili vsi eritrociti ujeti v strdek,
prilepljen na povrSino. Nanos plasti hitozana na povrSino PET folije pomeni spreminjanje
nenabite PET povrSine v pozitivno nabito povrSino zaradi uvajanja aminskih skupin. Tak$na
pozitivno nabita povrSina privlaci krvne celice, katerih membrana je negativno nabita, zato

povrsina deluje izrazito trombogeno.

V inkubacijskih raztopinah neobdelanih in hidroliziranih vzorcev PET folije (PET in PET-H)
je bilo po 30 min stika s krvjo Se okrog 15 % hemoglobina, medtem ko po 40 min
hemoglobina ni bilo ve¢ mogoce detektirati. Vzorca sta torej izkazovala nekoliko manjSo

trombogenost kot steklo in vzorec PET-HC.

Vzorca, obdelana s sulfatiranimi polisaharidi (PET-HCF in PET-HCSH) sta v primerjavi z
ostalimi izkazovala izrazito netrombogene lastnosti, ki so bile primerljive z vzorcem,
obdelanim s heparinom (PET-HCHEP). V inkubacijskih raztopinah teh vzorcev je Se po 50
min ostalo 40 % hemoglobina. Rezultati so Se posebej razveseljujoci, ¢e vemo, da te naravne
substance posedujejo tudi druge pozitivne lastnosti (protimikrobno delovanje in rastlinski

izvor).

Rezultati, doseZeni v okviru te raziskave, so lahko dober temelj za nadaljnje Studije, v katerih
bi morali poskrbeti za izboljSane tehnike nanosov aktivnih substanc na povrSine vzorcev,
obenem pa poiskati Se druge moznosti in-vitro testiranja, ki bi pomenile zadovoljivo podporo
metodi dolocanja prostega hemoglobina. Rezultati te naloge namre¢ jasno kaZejo, da bi lahko
naravni sulfatirani polisaharidi v prihodnosti zadovoljivo nadomestili heparinske nanose na

povrSinah implantatov.
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