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Stiprava na transplantaciu chondrocytov na povrchu kibu
obsahuje hemostaticki bariéru (1) vopred spracovanu na
odolanie resorpcii, na uloZenie na uvedeny povrch, kryciu
naplast’ (2) vopred spracovani na odolanie resorpcii, na
prekrytie daného povrchu, a organicki glejovinu, na prile-
penie uvedenej hemostatickej bariéry (1) a/alebo uvedenej
krycej naplasti (2) na dany povrch. Stprava pripadne d'alej
obsahuje chirurgicky néstroj na tvarovanie stien miesta Ste-
pu a matricovy material vhodny ako nosi¢ chondrocytov.
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Oblast’ techniky

PredloZeny vynalez sa tyka oblasti transplantcie chon-
drocytov (zrelych buniek chrupky), transplantacie kosti a
chrupiek, lie¢by, naprav kibov a prevencic artritickych cho-
16b. Osobitne sa tyka metdd pripravy polohy Stepov, zaria-
denia na tito pripravu a autolégnych transplantécii buniek
na pripravené vriibl'ové miesto.

Doteraj3i stav techniky

KaZdy rok sa uskuto&fiuje v Spojenych Statoch americ-
kych viac ako 500 000 artroplastickych zékrokov a tiplnych
klbnych nahrad. Priblizne rovnaky pocet podobnych postu-
pov sa uskutoétiuje v Eurdpe. V tychto ¢islach je zahmu-
tych priblizne 90 000 celkovych kolennych nahrad a okolo
50 000 postupov na napravu poskodenia kolien za rok v
Eurépe. Poget zakrokov je v podstate rovnaky v USA. (V:
Praemer A., Furner S., Rice, D. P., Musculoskeletal condi-
tions in the United States, American Academy of Orthopa-
edic Surgeons, Park Ridge, 111, 1992, 125). Spdsob regene-
racie-lie¢by chrupky by mal byt’ ¢o najvyhodne;jsi, a mal by
sa vykonavat’ v najCasnejsom stave poSkodenia kibu, &im sa
zniZi podet pacientov, ktori potrebuju umelé kibne nahrady.
Tymito preventivnymi postupmi liefenia by sa tieZ zniZo-
val podet pacientov s rozvinutou osteo-artritidou.

Techniky pouZivané na vyrovnavanie povrchu chrup-
kovej Struktury kibov sa pokisali hlavne o vykonanie na-
pravy chrupky pouZitim subchondaineho vftania, abrazie a
inych metéd, priom excizia nemocnej chrupky a subchon-
délnej kosti zanechavali vaskularizovani péroviti kost’ ob-
nazenu (Insall, J., Cli. Orthop. 1974, 101, 61; FicatR. P. a
kol., Clin Orthop. 1979, 144, 74; Johnson L. L., In: Opera-
tive Arthroscopy, McGinty J. B., Ed., Raven Press, New
York, 1991, 341).

Coon a Cahn (Science 1966, 153, 1116) opisali techni-
ku kultivacie chrupky syntetizovanymi bunkami somitov
kuracieho embrya. Neskor§ie Cahn a Lasher (PNAS USA
1967, 58, 1131) pouZili systém na analyzu postihnuti syntéz
DNA ako predpokladu na diferenciaciu chrupky. Chondro-
cyty reaguji na obidva EFG a FGF rastom (Gospodarowicz
a Mescher, J. Cell Physiology 1977, 93, 117), ale hlavne
stratou svojej rozlisujicej funkcie (Benya a kol., Cell 1978,
15, 1313). Metédy kultivacie chondrocytov boli opisané a v
podstate st pouZivané s men$imi ipravami Brittbergom, M.
a kol. (New Engl. J. Med. 1994, 331, 889). Bunky kultivo-
vané tymito postupmi boli pouZité ako autolégne trans-
plantaty do kelennych kibov pacientov. Dalej, Kolettas a
kol. (J. Cell Science 1995, 108, 1991) skimali expresiu
$pecifickych molekil chrupky, ako sii kolagény a proteog-
lykany, pri prediZenej bunkovej kultivacii. Zistili, Ze na-
priek morfologickym zmendm pocas kultivicie monovrs-
tvovych kultir (Aulthouse, A. a kol., In Vitro Cell Dev.
Biol., 1989, 25, 659; Archer, C. a kol., J. Cell Sci. 1990, 97,
361; Hanselmann, H. a kol., J. Cell Sci. 1994, 107, 17, Bo-
naventure, J. a kol., Exp. Cell Res. 1994, 212, 97), v porov-
nani so suspenziou kultir rastucich nad agarézovymi gélmi,
alginatovymi 16Zkami alebo ako spinner kulttry (zachové-
vajlice si kruhovii bunkovii morfologiu) testovanych roz-
nymi vedcami, sa nezmenili chondrocytmi exprimované
markéry ako typy II a IX kolagény a nezmenili sa velké
zhluknuté proteoglykéany, agrekan, versikan a spojeny pro-
tein (Kolettas, E. a kol, J. Cell Science 1995, 108, 1991).

Artikularne chondrocyty su $pecializované mezenchy-
malne odvodené bunky najdené iba v chrupke. Chrupka je
avaskularne tkanivo, ktorého fyzikalne vlastnosti zévisia od

extracelulédrnej matrice produkovanej chondrocytmi. Pocas
endochondrélnej osifikacie sa chondrocyty podrobuji ma-
turdcii vedicej k bunkovej hypertrofii, charakterizovanej
podiatkom expresie kolagénu typu X (Upholt, W. B. a Ol-
sen, R. R., V: Cartilage Molecular Aspects (Hall, B & Ne-
wman, S, Eds.) CRC Boca Raton 1991, 43; Reichenberger,
E. a kol., Dev. Biol. 1991, 148, 562; Kirsch, T. a kol., Dif-
ferentiation, 1992, 52, 89; Stephens, M. a kol., J. Cell Sci.
1993, 103, 1111).

Prebyto¢na degradacia kolagénu typu II vo vonkajsich
vrstvach artikuldmych povrchov kibov je tieZ spdsobend
osteo-atritidou. Kolagénova siet’ je preto zoslabovana a na-
sledne sa rozvija fibrilacia, &im sa substancie matrice, ako
proteoglykény, stricaju a pripadne sa Gplne premiestiiuju.
Tak4 fibrilacia oslabenej osteoartritickej chrupky moZe do-
siahnut’ dole na kalcifikovani chrupku a na subchondrilnu
kost. (Kempson, G. E. a kol., Biochim. Biophys. Acta
1976, 428, 741; Roth, V. a Mow. V.C, J. Bone Joint Surge-
ry, 1980, 624, 1102; Woo, S. L.-Y. a kol., v Handbook of
Bioengineering (R. Skalak a S. Cien eds.), McGraw-Hill,
New York, 1987, str. 4,1 - 4,44).

Opis zékladného vyskumu, histologickej a mikrosko-
pickej anatémie kosti, chrupky a inych takych spojivovych
tkaniv, je mozné najst’ napriklad vo Wheater, Burkitt a Da-
niels, Functional Histology, 2. vyd., (Churchill Livingstone,
London, 1987, Kap. 4). Opisy zékladnej histologickej ana-
tomie defektov v kosti, chrupke a inych spojivovych tkani-
vach je moZné najst' napriklad vo Wheater, Burkitt, Stevens
a Lowe, Basic Histopathology, (Churchill Livingstone,
London, 1985, Kap. 21).

Cez vyhody kultivicie chondrocytov a manipulécii s
kostou a chrupkou neboli dosiahnuté vicSie uspechy pri
pokusoch transplantovat’ chrupku alebo chondrocyty na né-
pravu poskodenych kibnych povrchov. Opis predlozeného
vynalezu poskytuje (i¢inné a vykonné prostriedky na pro-
motovanie transplantacie chrupky a/alebo chondrocytov na
miesto poskodenia v kibe alebo inom chrupkou krytom
kostovom povrchu, priGom chrupka je regenerovand na fi-
xéciu poskodenia. PredloZeny vynalez rovnako poskytuje
chirurgické nastroje, ktoré s uréené na pripravu miesta
Stepu, aby Uéinna integracia transplantovaného materiélu na
miesto Stepu dopadla Gspesne.

Podstata vynalezu

Predmetom vynélezu je suprava (kit) na transplanticiu
chondrocytov na povrchu kibu, ktora obsahuje hemostatic-
ku bariéru vopred spracovani na odolanie resorpcii, na ulo-
Jenic na uvedeny povreh, kryciu naplast’ vopred spracova-
nd na odolanie resorpcii, na prekrytie daného povrchu, a
organickil glejovinu, na prilepenie uvedenej hemostatickej
bariéry a/alebo uvedenej krycej néplasti na dany povrch.
Stprava pripadne d'alej obsahuje chirurgicky néstroj na tva-
rovanie stien miesta Stepu a matricovy material vhodny ako
nosi¢ chondrocytov.

Predlozeny vynalez poskytuje sposob u¢inného lieCenia
spojujiceho chrupkového povrchu kibu transplantéciou
chondrocytov na vhodnej matrici, na povrch, ktory ma byt
lieteny, s hemostatickou bariérou a krycou bezbunkovou
naplastou, zahthajlici najskor vioZenie hemostatickej barié-
ry blizko povrchu, ktory ma byt’ lie€eny, vloZenie chondro-
cytov na vhodnej matrici na povrch, ktory ma byt lie¢eny,
vzdialene od hemostatickej bariéry, prekrytie povrchu, kto-
ry ma byt lieeny, bezbunkovou krycou néplastou.

Hemostaticka bariéra, ako bude d’alej opisana, je barié-
ra, ktor4 inhibuje alebo brani prenikaniu vaskularizujicich
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buniek a tkaniva do transplantovaného materidlu. Konkrét-
ne poskytuje predloZeny vynalez hemostaticki bariéru, kto-
rou je resorbovatel'ny, semipermeabilny material, ktory in-
hibuje alebo zabrafiuje vaskularnej infiltracii bariérou. V
jednom rozpracovani obsahuje hemostatické bariéra kola-
gén.

Bezbunkovy, alebo buniek prosty, ako sa pouZiva tu a-
ko v stave techniky, znamena material, ktory je v podstate
bez intaktnych buniek, ktoré si schopné d’alficho bunkové-
ho delenia, promulgacie alebo biologickej aktivity. Vo vy-
hodnom rozpracovani je buniek prosty material bez vset-
kych intaktnych, jadro tvoriacich buniek. V jednom rozpra-
covani zahrila predlozeny vynalez pouZitie buniek prostej
krycej néplasti, ktora obsahuje semipermeabilna kolagéno-
vi matricu. V inom vyhodnom rozpracovani postupu je po-
rézny povrch buniek prostej krycej naplasti priamo na im-
plantovanom materiali.

PredloZeny vynalez dalej poskytuje autoldgnu trans-
plantaciu kolagénu alebo chondrocytov na miesto Stepu,
pri¢om miesto Stepu bolo najskor pripravené chirurgickou
upravou na lep§i prijem materialu Stepu. V jednom rozpra-
covani je micsto $tepu modelované tak, Ze steny Stepového
miesta st tvarované v zvinenom vzore tak, Ze material Ste-
pu, ked’ sa uloZi na miesto $tepu a roztiahne sa, aZ sa uve-
die do kontaktu so stenou miesta Stepu, bude odolny proti
odobrani alebo vypudeni celého Stepu z miesta Stepu.
PredloZeny vynalez dalej poskytuje chirurgické néstroje
uréené na modelovanie miesta Stepu, ako je uvaZované
podl'a postupu podla vynalezu.

Prehl’ad obrazkov na vykresoch

PredioZeny vynilez bude lepSie vysvetleny na zéklade
nasledujucich obrazkov, ktoré ilustruji niektoré vlastnosti
predloZeného vynalezu, kde: .
obr. 1 A je zndzomenim typického klbneho zakoncenia
kosti. Typicky je material kosti pokryty na kibe chrupko-
vitym povrchom.

Obr. 1 B ukazuje priklad, ked' nastalo poskodenie alebo
zranenie na chrupkovitom prekryti (medzera v chrupke), a
tento defekt méZe byt lieGeny priamo, nepatme rozsireny
alebo tvarovany, aby prijal material Stepu chirurgickymi
postupmi pred lie¢enim.

Obr. 1 C ukazuje, ako je hemostatické bariéra (o¢islovana
ako 1) vloZena na poskodené miesto chrupkovitého prekry-
tia, aby inhibovala alebo brénila vaskularizacii na regene-
rovanej chrupke, od kosti, na ktorej lezi. Chondrocyty, kto-
ré maju byt’ implantované na dutinu defektu, su potom ulo-
Zené navrch hemostatickej bariéry.

Obr. 2 je znazornenim lieCeného poskodenia (medzery v
chrupke) chrupkovitého prekrytia potiahnutim semiperme-
abilnym bezbunkovym materidlom (oznacenym ako €. 2),
ktory je pouZity, aby tvoril prekrytie/ naplast’ alebo bandéZ
cez po¥kodené miesto. Toto prekrytie je fixované na mies-
te, bud’ zoSitim na okraji dutiny v liedenej chrupke, alebo
pripojenim inym spdsobom. Toto prekrytie pokryva posko-
denit plochu kibu, kam je umiestneny transplantat s kulti-
vovanymi chondrocytmi/chrupkou, alebo je umiestneny
pod Eiastocne pripojené prekrytie.

Obr. 3A je schéma znézortiujica roznu reakciu na stlacenie
a strizné sily tvrdSej a makSej chrupky s néslednou oblas-
tou ohranienia.

Obr. 3B znazortiuje miesto $tepu potom, ¢o bolo vytvaro-
vané poskodenie so zvinenymi stenami.

Obr. 3C znazoriiuje vytvorené miesto Stepu s hemostatic-
kou bariérou (1), transplantovanym materialom (3), bez-

bunkovou krycou néplastou (2) na mieste s artikuldrnym
chrupkovym povrchom (4).

Obr. 4A znézoriiuje jedno rozpracovanie chirurgického
prostriedku podlPa predloZeného vynalezu, vykazujiceho
rezacie zuby (5) a dopredu vy¢nievajuci vkladaci klinec (6).
Znézornenie prie¢neho rezu napravo znazoriiuje dve moZné
konfiguracie rezacich noZov.

Obr. 4B znézorfiuje druhé rozpracovanie chirurgického
prostriedku podl'a predloZeného vynalezu.

Obr. 5 je schéma ilustrujuca rézne modifikované reakcie na
stlaCenie a striZné sily tvrdsej chrupky a miksej chrupky po
modelovani miesta Stepu.

Obr. 6A je obraz MRI kolcna prasiatka vykazujiceho po-
$kodenie chrupky v Pavom (medi4lnom) kibnom hrbole.
Obr. 6B je obraz MRI rovnakého kolena prasiatka tri me-
siace po liecbe.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Tento vynalez sa tyka pouZitia uréitych vyrobkov, ktoré
inhibuju tvorbu vaskulérneho tkaniva, napriklad ako su
vytvorené kapilarne kT'u¢ky vy¢nievajtice do chrupky, po-
Cas postupu autolognej transplantacie chondrocytov na
postihnuté miesta chrupky. Tvorba vaskularneho tkaniva zo
spodnej kosti m4 snahu sa premietat do novotvorenej
chrupky, ¢o vedie k objaveniu sa inych buniek, ako poZa-
dovali mezenchymalne $pecializované chondrocyty.

Kontaminujice bunky zavadzané vaskularizaciou mézu
viest’ k zvySeniu zasahu a prerastani do chrupky tvorenej
implantovanymi chondrocytmi. Jednym z typov komeré-
nych produktov, ktoré¢ méZu byt pouZité v tomto vynaleze,
je Surgicel® (Ethicon Ltd., UK), ktory sa absorbuje po 7
aZ 14 dtioch. Pouzitie tohto materidlu v postupe podla
predloZeného vynélezu je opakom bezného pouZitia hemo-
statického prostriedku, ako je Surgicel®, ako je to opisané
vo vloZenom letdku od Ethicon Ltd.

Prekvapivo sme zistili, Ze v situacii, ked’ si prajete in-
hibovat’ revaskularizaciu v chrupke, pdsobi hemostaticky
material ako gélu podobny umely koagulat. Pokial’ by boli
pritomné bunky ¢ervenych krviniek v plnej hribke posko-
denia artikularnej chrupky, ktora je pokryta takou hemosta-
tickou bariérou, budu tieto Cervené krvinky premenované
na hematin, a takto sa urobia neschopnymi indukovat’ vas-
kularny rast. Preto hemostaticky produkt pouZity ako re-
vaskularizaéna inhibi¢nd bariéra s, alebo bez fibrinovych
adheziv, ako je napriklad Surgicel®, je u&inny pre predlo-
Zeny postup, ako je mieneny predloZenym vynalezom. Inou
Castou tohto vynalezu je pouZitie komponenty bez buniek,
ktoré je pouZita ako néplast’ pokryvajica poskodent plochu
kibu, na ktorej si transplantované kultivované chondrocy-
ty/chrupka, pouZitim na transplantaciu autolognych chon-
drocytov. Postup podla vynélezu sa tieZ tyka pouZitia
vhodnych alogenickych chondrocytov alebo xenogenickych
chondrocytov na opravu chrupkovych defektov.

Preto predloZeny postup opisuje metédu iéinnej opravy
alebo lietby poskodenia chrupky v artikuldmych kibnych
kostovych prekrytiach, ktoré zahria podévanie Cinidla ale-
bo prostriedku na blokovanie vaskulérnej invazie do miesta
chrupky, ktoré ma byt’ opravené, a tieZ poskytnutie buniek
prostej bariéry, ktord bude izolovat’ opravené miesto a udr-
Zovat: transplantované bunky na mieste. Preto predloZeny
vyndlez tieZ poskytuje kit obsahujiici hemostaticky bariéro-
vy komponent na vloZenie na miesto, ktoré¢ ma byt’ lieCené
tak, Ze dojde k Wcinnej inhibicii vaskularizacie na mieste,
ktoré je opravované; a chondrocyty, ktoré maja byt’ trans-
plantované, st uloZené na miesto, ktoré sa opravuje, semi-
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permeabilna buniek prostd bariéra je prekryta cez opravo-
vané miesto tak, Ze transplantované chondrocyty su udrZo-
vané na mieste, ale su efte schopné zvySovat’ pristup Zivin.

Niektoré aspekty vynalezu boli doloZené prikladmi po-
uZitia in vitro systému pri $tidiu spravania chondrocytov,
ked su v kontakte s uréitym produktom alebo kombinaciou
uritych produktov, ktoré inhibuju tvorbu vaskularneho
tkaniva. Tento in vitro test predpoveda schopnost’ uréitych
testovanych materiélov inhibovat’ vaskulariziciu, ktord na-
stane in vivo, ked' sa vytvoria kapilarne kl'u¢ky prenikajiice
do chrupky pocas autolognej transplanticie chondrocytov
do defektov chrupky.

Vhodné hemostatické produkty st charakterizované
tym, Ze¢ maji schopnost’ inhibovat' rast alebo invaziu vas-
kularneho tkaniva, osteocytov, fibroplastov a pod. do roz-
vijajiicej sa chrupky. Vhodny hemostaticky material do-
siahne ciel' metédy podlPa predloZeného vynalezu tym, Ze
bude zabrdnené vaskularnej alebo celuldrnej invazii do roz-
vijajucej sa chrupky, aby sa optimalizovala tvorba chrupky
a dosiahla sa oprava plnej hribky poskodenia artikulérnej
chrupky. V idealnom stave bude hemostaticka bariéra sta-
bilna po $iroké casové obdobie, postadujice k dplnej opra-
ve chrupky, a potom schopna resorbovat’ alebo inak sa zni-
it v priebehu Casu. Jeden material identifikovany ako
vhodny sa nazyva Surgicel™ W1912 (absorbovatelny he-
mostat obsahujici oxidovant regenerovani sterilnt celuld-
zu; Lot GG3DH, Ethicon Ltd, UK). Inym prikladom vhod-
ného materialu je BioGide™ (podlozka komeréne dostup-
ného typu I kolagénovej matrice; Geistlich Sohne, Svajéiar-
sko).

Vhodny organicky glejovy material mbzZe byt’ zaisteny
komer¢ne, ako je napriklad Tisseel®™ alebo Tissucol® (ad-
hezivo na baze fibrinu; Immuno AG, Rakusko), Adhesive
Protein (Cat. #A-2707, Sigma Chemical, USA) a Dow
Corning Medical Adhesive B (Cat.#895-3, Dow Corning,
USA).

Chirurgické nastroje uvazované podla predloZeného
vynilezu méZu byt vyrobené z kovu a/alebo plastu vhod-
ného na chirurgické instrumenty na jednorazové alebo na
viacnasobné pouZitia. Rezacie néstroje obsahuju rezacie
zuby, ktoré st plne kruhové alebo ploché, alebo nieto me-
dzi tym. PretoZe je chrupka relativne mékky material, moze
byt vyhodné vyrobit’ tvrdené plastové rezacie okraje, ktoré
bud schopné formovat' chrupku bez toho, Ze by boli
schopné poskodit® kost. Tieto rezacie nastroje mozu byt
vyrobené na vytvorenie otvorov na poddvanie tekutiny,
odoberanie odrezanych zvyskov a tekutiny odsatim, na op-
tické vlakna na osvetlenie a objasnenie defektného miesta.

Niektoré aspekty predloZeného vynalezu budu lepdie
zrozumiteIné na zaklade nasledujucich prikladov, ktoré su
uvedené na ilustraciu, nie viak akékol'vek obmedzenie.

Priklad 1

Aby mohol byt Surgicel® pouzity podla predloZeného
vynalezu na prevenciu vzniku krvnych ciev v autolégnej
implantovanej chrupke alebo chondrocytoch, bol Surgi-
cel® najskor spracovany s fixaénym prostriedkom, ako je
glutaraldehyd. Kratko, Surgicel®™ bol spracovany s 0,6 %
glytar-aldehydom poéas 1 minity, nasledovalo niekol’ko-
krét premytie pre eliminaciu zvyskov glutar-aldehydu, kto-
1é st inak pre tkanivo toxické. Alebo méZe byt Surgicel®
spracovany s fibrinovym adhezivom oznalovanym Tisse-
¢l® pred spracovanim s glutaraldehydom, ako je opisané v
priklade 2. Bolo zistené, Ze Surgicel® fixovany napriklad
fixadnym prostriedkom, ako je glutaraldehyd, premyty ste-

rilnym fyziologickym roztokom (0,9 %) a uloZeny v mraz-
nigke, sa nerozpust'a podas 1 aZz 2 mesiacov. V3eobecne je
Surgicel resorbovany v ¢ase medzi 7 a 14 ditami. Tento cas
je prili§ kratky, pretoZe je potrebny dIhsi ¢as na branenie
vzniku krvnych ciev alebo vaskularizacii samotnej z kost'o-
vej struktiry do implantovanej chrupky predtym, ako do-
rastl implantované chondrocyty na pevni chrup-kovi vrst-
vu, ktord dostdva svoje nutriéné poZiadavky z najbliZse)
chrupky. Inymi slovami, postadujica inhibicia vaskulariza-
cie je potrebné po dlhsi ¢as, ako je napriklad jeden mesiac.
Preto by nemal byt produkt absorbovany vyrazne pred
tymto ¢asom. Na druhu stranu, resorpcia je nakoniec pot-
rebnd. Preto by mal mat’ organicky material, pouzity ako
inhibiéna bariéra, tieto schopnosti, a bolo zistené, Ze Surgi-
cel®, spracovany tymto sposobom, tito funkciu poskytne.

Priklad 2

Surgicel™ bol tieZ potiahnuty organickou glejovinou, v
tomto priklade bol pouZitou glejovinou Tisseel® ale iné
mbZu byt pouZité tieZ. Tento produkt, spoloéne so Surgi-
celeim™, produkuje pouitelnii bariéru na konkrétny ugel
vynalezu. Akakolvek hemostaticka alebo vaskularna inhi-
bi¢n bariéra mzc byt pouzita. Tisseel® bol mieany, ako
je opisané d'alej. Potom bol Surgicel® potiahnuty pros-
triedkom Tisseel® sprejovym nanesenim na material Sur-
gicel™ na obidvoch stranach, az do namogenia. Potom bol
Tisseel™ (fibrinové glejovina) ponechany stuhnit’ pri tep-
lote miestnosti. Bezprostredne pred ukonéenim tuhnutia bol
potiahnuty Surgicel™ vloZeny do 0,6 % glutaraldehydu na
1 minitu a potom bol premyty sterilnym fyziologickym
(0,9 %) roztokom. Potom bolo pH upravené PBS a/alebo
NaOH, a7 bolo pH stabilné pri 7,2 aZ 7,4. Neskorsie bol
takto spracovany Surgicel premyty 15 mM Hepes timivym
roztokom v tkanivovom kultivaénom médiu, ako je mini-
malne zakladné médium/F12.

Ako bolo uvedené, pouZili sme v tomto priklade Tisse-
el® ako fibrinové adhezivum na potiahnutie Surgicelu®™.
Dalej tiez moZe byt fibrinové adhezivum alebo glejovina
aplikované priamo na dno poskodenia smerom ku kosti, na
ktorej je Surgicel® nalepeny. Pouity systém in vitro, na-
miesto testovania in vivo, sa skladal z NUNCLON™ Dclta
6-priehlbiiovej sterilnej likvidovatelnej dosky pre vy-
skumné prace bunieck (NUNC, InterMed, Roskilde, Dan-
sko). Kazda prichlbefi merala v priemere pribliZzne 4 cm.

Podl'a vynalezu moZe byt fibrinovym adhezivom aké-
kolvek adhezivum, ktoré spolocne s fibrinovou zloZkou
produkuje glejovinu, ktora je Fud'mi tolerovana (Ihara, N, a
kol., Bums Incl. Therm. Inj., 1984, 10, 396). Vynalez tieZ
anticipuje int d’al3iu flovi zlozku, ktord mdZe byt pouZita
namiesto fibrinového adheziva. V tomto vynéleze sme pou-
5ili Tissee™ alebo Tissucol® (Immuno AG, Viedeti, Raki-
sko). Kit Tisseel™ sa sklad4 z nasledujticich zloZiek:
Tisseel®, lyofilizovany, virusovo inaktivovany Sealer, ob-
sahujuci protein schopny zraZania, z toho:
fibrinogén, Plazmovy fibronektin (CIG) a Faktor XIII, a
Plazminogén.

Roztok aprotininu (hovadzieho)
Trombin 4 (hovidzi)

Trombin 500 (hovédzi)

Roztok chloridu vapenatého

Kit Tisseel® obsahuje aplikaény systém DUPLO-
TECT®. Fibrinové adhezivum alebo dvojzloZkové tesnivo
pouZivajice kit Tisseel® je spojené spésobom podl'a vlo-
Zeného listu Immuno AG produktu.
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Priklad 3

Chondrocyty boli kultivované v minimilnom zaklad-
nom kultivaénom médiu obsahujicom HAM F12 a 15 mM
Hepes timivého roztoku a 4 aZ 7,5 % autoldgneho séra v
inkubétore s CO, pri 37 °C a uchované v laboratdriu Triedy
100 vo Verigen Europe A/S, Symbion Science Park, Ko-
dan, Dansko. Na kultivacie chondrocytov mézZu byt' pouZité
aj ind zloZenia kultivaéného média. Bunky boli trypsinova-
né pouZitim trypsinu EDTA pocas 5 aZ 10 minut a s¢itané
pomocou farbenia Zivotaschopnosti Trypanovou modro-
stou v Biirker-Tiirk komore. Pocet buniek bol upraveny na
7,5 x 10° buniek na ml. Jedna doska NUNCLON™ bola
nezakryta v laboratoriu Triedy 100.

SurgicelovA®™ hemostaticka bariéra bola rozrezana na
velkost’ vhodnu na dno priehlbne v NUNCLONT tkanivo-
vej kultivaénej miske. V tomto pripade s kruhové, s vel-
kost'ou priblizne 4 cm (ale mdzu byt akejkol'vek vhodnej
velkosti) a si vloZené za aseptickych podmienok na dno v
prichlbni NUNCLON™ Delta 6-priehlbiiovej sterilnej lik-
vidovatelnej dosky na vyskumné prace buniek (NUNC,
InterMed, Roskilde, Dansko). Hemostaticka bariéra, ktord
ma byt’ vloZend na dno priehlbne, bola vopred o3etrena, ako
je uvedené v priklade 1. Toto oSetrenie zdrZuje vyrazne ab-
sorpciu Surgicelu. Potom bola hemostaticka bariéra nie-
kol'kokrat premytd v destilovanej vode a postupne tolko-
krat, aZ bol vymyty nezreagovany glutaraldechyd. Malé
mnoZstvo bunkového kultivaéného média obsahujiceho sé-
rum bolo aplikované na absorpciu hemostatickou bariérou a
sicasne na udrZanie hemostatickej bariéry vihkou na dne
priehlbne.

Priblizne 10° buniek v 1 m! kultiva¢ného média bolo
vloZenych priamo navrch hemostatickej bariéry, rozptyle-
nych cez cely povrch hemostatickej bariéry vopred o3etre-
nej 0,4 % glutaraldehydom, ako bolo opisané. Potom boli
misky inkubované v CO, inkubétore pri 37 °C po&as
60 min. MnoZstvo 2 aZ 5 ml tkanivového kultivaéného mé-
dia obsahujiceho 5 az 7,5 % séra bolo opatrne pridavané
do priehlbni obsahujicich bunky a na zabranenie postrie-
kania buniek sa drZala pri vypast'ani média Spicka pipety
tangencialne k stene priehlbne. Ukézalo sa, Ze pH média
bolo prili§ nizke (pH okolo 6,8). Potom bolo pH upravené
na 7,4 a2 7,5. Dali defi za&ali niektoré z chondrocytov rast’
na hemostatickej bariére a vytvérat’ zhluky. Niektoré z bu-
niek zahynuli vzhladom na pésobenie nizkeho pH pred
tpravou pH. Dosky boli inkubované pocas 3 aZ 7 dni, so
zmenou prostredia v defi 3.

Na konci inkubaénej periddy bolo prostredie dekanto-
vané a bol pridany studeny zmrznuty 2,5 % glutaraldehyd
obsahujici 0,1M sodni sol’ dimetylarzinovej kyseliny (tieZ
oznacovany kakodylat sodny, pH upravené pomocou HCI
na 7,4) ako fixacny prostriedok na pripravu buniek a nosi¢a
(hemostatickéd bariéra) na neskor3iu pripravu na elektréno-
v mikroskopiu.

Priklad 4

Chondrocyty boli kultivované v minimalnom zaklad-
nom kultivaénom médiu obsahujicom HAM F12 a 15 mM
Hepes tlmivého roztoku a 5 aZ 7,5 % autolégneho séra v
CO, inkubétore pri 37 °C a uchované v laboratériu Triedy
100 vo Verigen Europe A/S, Symbion Science Park, Ko-
dani, Dénsko. Na kultivacie chondrocytov méZu byt pouzité
aj iné zloZenia kultivaéného média. Bunky boli trypsinova-
né pouZitim trypsinu EDTA pocas 5 aZ 10 minut a séitané
pomocou farbenia Zivotaschopnosti Trypanovou modro-
stou v Biirker-Tiirk komore. Po&et buniek bol upraveny na
7,5 x 10° buniek na ml. Jedna doska NUNCLON™ bola
odkryta v laboratériu Triedy 100.

Surgicel™ (na pouZitie ako hemostaticka bariéra) bol
ofetreny 0,6 % glutaraldehydom podas 1 mindty, ako je o-
pisané v priklade 1, a premyty 0,9 % sterilnym roztokom
chloridu sodného alebo, vyhodne, timivym roztokom, ako
je PBS tlmivy roztok alebo kultiva¢né médium, ako je
MEM/F12, pretoZe pH je po oSetreni glutaraldehydom 6,8 a
malo by byt prednostne 7,0 a2 7,5. Tisseel® bol aplikova-
ny na obidvoch stranach Surgicelu® pouzitim DUPLO-
JECT® systému, a takto vytvoril potah na obidvoch stra-
nich Surgicelu®™, ked sa uvazuje o pouiti néplasti, s fibri-
novym adhezivom. Glejovina sa ponecha uschnit’ za asep-
tickych podmienok podas aspofi 3 aZ 5 mintt. ,,Potiahnuta*
hemostatickd bariéra sa vloZi na dno priehlbne v NUN-
CLON™ Delta 6ti priehlbiiovej sterilnej likvidovatelnej
dosky na vyskumni pracu. Malé mnoZstvo kultivaéného
média tkaniva obsahujiceho sérum bolo pouZité na absorp-
ciu do hemostatickej bariéry. Priblizne 10° buniek v 1 ml
tkanivového kultivaéného média obsahujiceho sérum bolo
vloZenych priamo navrch Hemostatu, dispergované na po-
vrch hemostatickej bariéry. Potom boli dosky inkubované v
CO, inkubatore pri 37°C potas 60 minit. MnoZstvo 2 aZ §
ml tkanivového kultivaéného média obsahujiceho 5 az 7,5
% séra bolo opatrne pridavané do priehlbni obsahujucich
bunky a na zabranenie postriekania buniek sa drZala pri vy-
pustani média $picka pipety tangencilne k stene priehlbne.
Po 3 aZ 6 diioch prieskum mikroskopom ukazal, Z¢ bunky
prilipli a rastli na Surgicele®™ vyhovujicim postupom, o
svedéi o tom, Ze Surgicel™ nevykazoval toxickost’ k chon-
dr(%:ytom a Ze chondrocyty rastli uspokojivo na Surgice-
le*™.

Dosky boli inkubované potas 3 aZ 7 dni, so zmenou
prostredia v deifl 3. Na konci inkubacnej periddy bolo pros-
tredie dekantované a bol pridany studeny zmrznuty 2,5 %
glutaraldehyd obsahujiici 0,IM sodnu sol' dimetylarzinovej
kyseliny, tieZ oznacovany kakodylat sodny, pH upravené
pomocou HC1 na 7,4, ako fixaény prostriedok na pripravu
buniek a nosi¢a (hemostaticka bariéra) na neskorSiu pripra-
vu na elektrénovii mikroskopiu.

Priklad 5

Chondrocyty boli kultivované v minimalnom zaklad-
nom kultivatnom médiu obsahujiicom HAM F12 a 15 mM
Hepes timivého roztoku a 5 aZ 7,5 % autolégneho séra v
CO, inkubétore pri 37 °C a uchované v laboratériu Triedy
100 vo Verigen Europe A/S, Symbion Science Park, Ko-
dafi, Dénsko. Bunky boli trypsinované pouZitim trypsinu
EDTA potas 5 az 10 minut a s¢itané pomocou farbenia Zi-
votaschopnosti Trypanovou modrostou v Biirker-Tiirk ko-
more. Pocet buniek bol upraveny na 7,5 x 10°az 2 x 10°
buniek na ml. Jedna doska NUNCLON™ bola odkryta v
laboratériu Triedy 100.

Bolo zistené, Ze Bio-Gide™ méze byt’ pouZity ako re-
sorbovatel'na dvojvrstvova membréna, ktord sa pouZije ako
naplast’ alebo bandéZ pokryvajiica poskodeni plochu klbu,
kam budu kultivované chondrocyty, rovnako ako hemosta-
ticka bariéra, transplantované. Bio-Gide™ je membrana z
¢istého kolagénu ziskana $tandardizovanym riadenym vy-
robnym postupom (od E. D. Geistlich Séhne AG, CH-6110
Wolhusen). Kolagén je vyrezany z veterinarne overenych
osipanych a je opatme purifikovany, aby sa zabranilo anti-
génnym reakcidm, a sterilizovany v dvojitych blistroch
T-oZiarovanim. Dvojvstrvova membrana ma porézny po-
vrch a husty povrch. Membrana je vyrobena z kolagénu ty-
pu I a typu III bez d’algieho sitovania alebo chemického o-
Setrenia. Kolagén je resorbovany 24 tyZdiiov. Membréna si
ponechéva svoju Strukturalnu integritu dokonca za vihka a
mobZe byt upevnend prisitim alebo klincom. Membrana
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mdZe byt rovnako ,.zlepend“ pouZitim fibrinového adhezi-
va, ako je Tisseel™ k najbliZiie rasticej chrupke alebo tka-
nivu, bud’ miesto §itia ihlou, alebo spoloéne so §itim.

Bio-Gide'™® bol nepotiahnuty v laboratériu Triedy 100 a
vloZeny za aseptickych podmienok na dno prichlbni v
NUNCLONTM Delta 6ti prichlbriovej sterilnej likvidova-
tenej dosky na vyskumni pracu - bud s poréznym po-
vrchom dvojvrstvovej membrany licom hore, alebo so stra-
nou s hustym povrchom hore. Priblizne 10° buniek v 1 ml
tkanivového kultivaéného média obsahujiceho sérum bolo
vloZenych priamo navrch Bio-Gide™, dispergovanych na
povrchu porézneho alebo hustého povrchu Bio-Gide™.
Potom bola doska inkubovana v CO, inkubatore pri 37 °C
pocas 60 minit. MnoZstvo 2 aZ 5 ml tkanivovcho kultivag-
ného média obsahujuiceho 5 az 7,5 % séra bolo opatrne pri-
dévanych do priehlbne obsahujicej bunky a na zabranenie
postriekania buniek sa drZala pri vypiistani média 3picka
pipety tangencialne k stene prichlbne.

Druhy defi potom boli chondrocyty vloZené do priehlb-
ne obsahujicej Bio-Gide™ a bunky boli skimané Nikon
Inverted mikroskopom. Bolo zaznamenané, Ze niektoré
chondrocyty prilipli k okraju Bio-Gide. Samozrejme nebolo
moZné pozerat’ sa cez Bio-Gide samotny pouZitim tohto
mikroskopu.

Dosky boli inkubované pofas 3 aZ 7 dni so zmenou
prostredia v defi 3. Na konci inkubaénej periédy bolo pros-
tredie dekantované a bol pridany studeny zmrznuty 2,5 %
glutar-aldehyd obsahujici 0,1M sodnt sof’ dimetylarzinovej
kyseliny, tieZ oznatovany kakodylat sodny, pH upravené
pomocou HCI na 7,4, ako fixaény prostriedok na pripravu
bunick a Bio-Gide®™ nosi¢e s bunkami kultivovanymi bud’
na poréznom povrchu, alebo na hustom povrchu. Potom
boli Bio-Gide™ néplasti zaslané na elektrénovi mikrosko-
piu do Oddelenia patolégie, Herlev nemocnice, Dansko.

Elektrénova mikroskopia ukézala, Ze chondrocyty kul-
tivované na hustom povrchu Bio-Gide® nerastli na kola-
génovej Struktire Bio-Gide™, zatial’ o bunky kultivované
na poréznom povrchu naozaj rastli na kolagénovej Struktire
a dalej vykazovali pritomnost proteoglykénov a Ziadne
znamky fibroblastovych Struktir. Tento vysledok ukazuje,
7e ked' je kolagénova naplast’, ako naprikiad naplast’ Bio-
Gide™, pridita ako naplast kryjica poskodenie chrupky,
porézny povrch mé byt licom dole smerom k poSkodeniu,
kam budu kultivované chondrocyty injektované. Ty potom
budd schopné preniknit’ kolagénom a produkovat’ hladky
chrupkovy povrch v zhode s neporusenym povrchom, na
tejto ploche bude vystavena hladka vrstva proteoglykénov.
Naproti tomu, ked husty povrch kolagénu je licom dole na
poskodenie, chondrocyty, ktoré maji byt implantované, sa
nezjednotia s kolagénom, a bunky nebudi produkovat:
rovnaky hladky povrch, ako to bolo opisané.

Priklad 6

Chondrocyty boli kultivované v minimalnom zéklad-
nom kultivaénom médiu obsahujicom HAM F12 a 15 mM
Hepes tlmivého roztoku a 5 aZz 7,5 % autolégneho séra v
CO, inkubatore pri 37 °C a uchované v laboratériu Triedy
100 vo Verigen Europe A/S, Symbion Science Park, Ko-
dafi, Dansko. Bunky boli trypsinované pouZitim trypsinu
EDTA pocas 5 aZ 10 minut a s&itané pomocou farbenia Zi-
votaschopnosti Trypanovou modrost'ou v Biirker-Tiirk ko-
more. Podet buniek bol upraveny na 7,5 x 10° a2 2 x 10°
bunick na ml. Jedna doska NUNCLON™ bola nekryta v
laboratériu Triedy 100.

Bio-Gide™®, pouzitd ako resorbovatelna dvojvrstvova
membréna, mbZe byt tieZ pouZitd spolo¢ne s organickou
glejovinou, ako je Tisseel® s d'al§im, vyrazne vy&im ob-

sahom aprotininu, ako sa normalne v Tisscel™® nachadza,
ako je opisané v produktovom letdku. ZvySenim obsahu ap-
rotininu na asi 25 000 KIU/ml bude resorpcia materialu
odloZena o tyZdne, namiesto normalneho rozpitia dni.

Na testovanie tohto znaku in vitro je Tisseel® apliko-
vany na dno prichlbne NUCLONTM dosky, a ponechany
dplne stuhnif. Kolagénova naplast, ako je Bio-Gide™, je
potom aplikovana cez Tisseel® a prilipnuts na dno prie-
hlbne. T4to kombinacia Bio-Gide®™ a Tisseel® je oznacens
ako hemostaticka bariéra, ktora bude inhibovat’ alcbo bra-
nit’ rozvoju infiltracie krvnych ciev do plochy transplant-
cie chondrocytov. Téato hybridna kolagénova naplast’ mdZe
byt’ teraz pouZita pre obidva, ako hemostaticka bariéra na
spodku lézie (najbliZiie k povrchu, ktory sa opravuje), ale
tieZ ako podloZka (nosi¢) na tvorbu chrupky, pretoZe dis-
talny povrch mdze byt’ porézna strana kolagénovej naplasti,
a tak podporuje infiltraciu chondrocytov a chrupkovej mat-
rice. Preto méZe byt’ tato hybridna kolagénova naplast’ po-
uZit tie# na prekrytie vrchu implantatu s kolagénovym po-
réznym povrchom smerom dole k implantovanym chondro-
cytom a tvoriacim bariéru navrchu. Hybridna kolagénova
néplast, so zvySenym obsahom aprotininu, mé7e tieZ byt’
pouZitd bez organickej glejoviny, ako je Tisseel®, a uloze-
néd na poskodenie priamo, prilipnutim prirodzenou silou.
Preto mdZe byt’ kolagénova naplast’ pouZitd ako hemosta-
tickd bariéra a buniek prosté zakryti opravovaného/trans-
plantovaného miesta, s poréznym povrchom néplasti o-
rientovanym smerom k transplantovanym chondrocy-
tom/chrupke. Iny variant mdZe pouZit' kolagénovii néplast,
ktora sa sklada z kolagénu typu II (ako od Geistlich Sohne
AG, CH-6110 Wolhusen)'.

PredloZeny vynalez teda poskytuje hybridnt kolagéno-
v naplast, kde je uvedenou néplastou kolagénova matrica
so zvysenou hladinou obsahu aprotininu, prednostne okolo
25 000 KIU/ml, v spojeni s organickou matricovou %lejovi-
nou, kde je kolagénova zlozka podobna Bio-Gide(® resor-
bovateI'nému dvojvrstvovému materialu kolagénu typu Il, a
organicka glejovina je podobna materialu Tisseel™. V i-
nom rozpracovani nepouziva hybridna kolagénova néaplast’
iadne organické glejoviny na prilepenie na opravované
miesto.

Priklad 7

Vzhl'adom na oslabeni §truktiru osteoartritickej chrup-
ky méZe byt’ prilipavost’ kultivovanych autolégnych chon-
drocytov transplantovanych na vribl'ové miesto poskodene;j
chrupky obmedzena, tvori sa marginalna zéna (zéna ohra-
ni¢enia) medzi novoimplantovanou chrupkou/chondrocyt-
mi a susednou tvorenou chrupkou. Tato margindlna zéna
bude najzretelnejiia, ked’ je vriblovacic miesto pripravené
na Step vytvorenim rovnych hladkych stien vyrezanych v
linearnom tvare. Strizné sily a sily stladenia cez takd mar-
ginalnu zénu (ako je zndzornené na obr. 3A) bud uplattio-
vat’ vel’ki silu na posunutie $tepu, ked’ je miesto Stepu roz-
rezané v linedrnom tvare. Marginalna zona a rozdielny po-
hyb materialov pozdiZ tejto zény budu inhibovat’ sibezné
lietenie medzi materidlom Stepu a okolitym materialom.
Trhanie marginalnej zény je vyvolavané, pokial’ je tvrdost’
prilichajiceho materidlu rézna. V mnohych pripadoch je
material §tepu miksi ako okolity material, ale v niektorych
pripadoch osteoartritickej choroby méze byt’ okolitd chrup-
ka v skutoénosti miksia ako implantované chondrocy-
ty/chrupka.

Preto, na vyrieSenie tohto problému, uvadza postup
podl'a vynalezu pouZitie chirurgickych néstrojov na tvaro-
vanie stien miesta Stepu tak, Ze sit steny nelinedrne, a takto
tvori zvinené povrchy, ktoré zniZuju trhanie margindlnej
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zény a zaistuju zakotvenie materialu §tepu. Rovnako je
moZné tvarovat’ miesto Stepu tak, Ze priemer miesta bliz-
§ieho k povrchu kosti ma va&si rozmer, ako otvor vzdiale-
nej8i od kosti a povrchu chrupky, ktora sa ma opravit, tak-
Ze dojde k efektu ,reverzného lievika“. ZiZeny otvor na
povrchu brani redukciou trhania marginalnej zény a vypu-
denia materialu $tepu z miesta §tepu. Vyhodné rozpracova-
nie opisuje tvarovanie stien miesta Stepu v tvare podobnom
vsunutému otvoru na prijem upevnenia alebo skrutky (ako
Jje zndzornené na obr. 3B), a takto poskytuje mechanicku
odolnost’ proti stlaceniu a/alebo vypudeniu materidlu §tepu
z miesta Stepu, &0 je moZné opisat’ ako ,muzské“ alebo
wZenské* vsunutie.

Chirurgické nastroje uvaZované podla predloZeného
vynalezu mdZu byt vyrobené z kovu a/alebo plastu vhod-
ného na pripravu chirurgickych nastrojov na jedno pouZitie
alebo viacnasobné opitovné pouZitie. PretoZe je chrupka
relativne makky matcrial, je vyhodné vyrabat vytvrdené
plastické rezacie okraje, ktoré budi schopné tvarovat’
chrupku bez toho, Ze by poskodili kost’. Tieto prerezévacie
néstroje méZu byt’ vyrobené na vytvaranie otvorov na po-
dévanie tekutiny, odsavanie odrezanych zlomkov a tekuti-
ny, a vedenie optickych vlaken na osvetlenie a zviditelne-
nie poSkodeného miesta. V niektorych rozpracovaniach na-
strojov moZe mat’ zéklad nastroja dopredu vystupujiici bod
alebo Spendliku podobni truktiru, ktora napoméha vo ve-
denf a uloZeni nastroja na miesto §tepu. Samozrejme by mal
byt’ taky hrot tvarovany tak, aby bolo minimalne poskode-
nie kosti leZiacej pod nim.

Zatial' o vyrezdvacim povrchom néstroja méZe byt
jednotlivy zub, alebo niekol’ké zuby, alebo opisany skrutke
podobny vzor, ako je ten v kovovom zavitniku pouZitom na
tvorbu zéavitovych otvorov v kovovych &astiach. Charakte-
ristika poZadovana pre vyrezavaci nastroj je takd, aby vy-
tvorené vytvarované miesta boli vinité, a nie lineirne. V
niektorych rozpracovaniach napriklad mézu byt’ rezacie ok-
raje nastroja tvarované podobne, ako je znazornené na obr.
4A alebo ako je na obr. 4B. Rezacie okraje mdZu byt’ rov-
né, alebo kruhové tak, Ze obaluji vékol priemer rezacieho
néstroja. M6Ze byt navrhnutych vel'a inych tvarov na Gdely
postupu podl'a predloZeného vynalezu, aby bolo vytvorené
rozhranie, ktoré poskytuje mechanicki odolnost’ proti roz-
nym reakciam na stlacenie a pdsobenie strihovych sil na
transplantovany materiél a okolity material.

Priklad 8

Styri mesiace staré prasiatko Yorkshirského plemena
bolo podrobené uplnej anestézii a uloZené na chrbat. Pra-
siatko bolo omyté a zakryté na chirurgickej suprave v ,,Har-
rington Arthritis Research Center“, vo Phoenixe v Arizone.
Cely chirurgicky zdkrok bol vykonany asepticky. Lava
zadna noha a priliehajuice brucho a plocha slabiny boli o-
gistené jodom. Kolenny kib bol lokalizovany, a jablgko
bolo lokalizované. Stredny rez bol uskutoéneny priblizne
3 om od posteriornej ¢asti jabi¢ka a priblizne bolo odreza-
nych niekol’ko subkutis, svalovych vrstiev a ligamentov, a-
by sa ziskal pristup k strednej femoralnej kondyle. PouZi-
tim kruhového dlata bola pripravena 1ézia v bielej chrupke
na strednej ¢asti medidlnej kondyly, pri zanechani 0,5 aZ |
cm okraja ku koncu chrupkovitého prekrytia posterior-
medidlnej dasti kondyly (Yava kondyla, obr. 6A). 0,5 aZ |
cm defekt bol umiestneny na kaudélnu hmotnost’ nesicu
Cast’ medialnej kondyly. Cely chirurgicky zékrok bol vyko-
nany bez stlaéenia na l'avy femur. R6zne vrstvy a koza boli
prislusnym spdsobom zosité.

Treti defi bolo zviera opit prenesené na chirurgické
miesto a uloZené ako prv na chirurgicky stdl a uvedené do

celkovej anestézie. Cava zadna noha, brucho a oblast’ slabi-
ny boli ionizované, ako bolo uvedené. Stehy by rozstrih-
nuté a plocha otvorena. Bolo zaznamenané, Ze v kolennom
kibe je pritomny mierny hematém. Krvna zrazenina bola
odstrinend a defekt vySetreny pohladom. Bola tu krvna
zrazenina, ktord bola odstranena. Sterilny chirurgicky na-
stroj vybaveny ,,muzskym“ zAvitovym rezacim okrajom, s
velkostou zodpovedajticou, alebo mierne vidSou, ako je
obvod lézie, bol oEatme naskrutkovany dole na defekt.
Vlozka z Bio-Gide™ bola rozrezana na vel'kost' zodpove-
dajlicej spodnej Casti defektu. Prva pouitd glejovina, na-
zvand Adhesive Protein (A-2707, Sigma Chemical, USA)
bola nanesend na hustt stranu upravenej vlozky hemosta-
tickej bariéry, a vlozka bola vloZena hustou stranou dole na
dno lézie, a pouZita ako bariéra, ako je opisané. Bolo pozo-
rované, 7e glejovina neschne velmi rychlo. Mierne krvaca-
nie od spodku defektu sa okamzite zastavilo. Druhy Bio-
Gide(R) bol urezany s o nieCo vi¢§im priemerom, ako I¢-
zia, a bol vloZeny hustou stranou navrch (takZe porézna
strana bola dole smerom k $tepu), ako bolo opisané.

Tato nebunkova krycia vloZka potom bola prigitd na
dutinu s ponechanym jednym koncom otvorenym, kade
mdZu byt chondrocyty, ktoré maji byt implantované, in-
jektované do miesta Stepu. Priliehajice &asti ku koncu
vloZky boli prekryté druhou glejovinou, Dow Corning Me-
dical Adhesive B (Cat.#895-3, Dow Corning, USA). Tato
druhd glejovina sa suila ovela rychlejsie a ovela uéin-
nejSie ako prva glejovina. Bolo zistené, Ze potas tohto oso-
bitného postupu nebola prva glejovina usuena dostatodne
na to, aby pri skiitke zogitia pokrytia udrzala hemostaticku
bariéru na mieste. Hlavna bariéra vytvorena na proximal-
nom povrchu miesta §tepu bola glejovinou samotnou.

PouzZitim 1 ml striekagky a ihly 16 bola bunkova sus-
penzia chondrocytov (okolo 0,6 ml) natiahnuté do zésobni-
ka striekacky. Kratka ihla miery 23 bola prepojena na ihlu
miery 16, a bunkova suspenzia bola injektovana pod prisitd
kryciu naplast’ na mieste tepu (okolo 10 x 10° buniek).
Potom bol otvoreny kraj vloZky prilepeny, pred vyberanim
ihly, a ihla bola opatrne vytiahnutd. Nebolo pozorované
Ziadne presakovanie buniek. Rana bola zo3it4, Ziadny tur-
niket nebol pouZity, Ziadne krvicanie nebolo pozorované.
Kone¢né kozné vrstvy boli priSité. Po prigiti neboli pozoro-
vané Ziadne protruze koZe, ¢o znadi, Ze tam nebol Ziadny
hematém. Postoperaéné vylie€enie bolo bez mimoriadnych
udalosti.

Ako sa predpokladalo, transplantované chondrocyty
produkovali chrupkovii matricu dostatoéna na to, aby bol
opraveny defekt vytvoreny v artikulimom chrupkovom po-
vichu kolenného kibu testovaného zvierara. Obr. 6A je
MRI obraz kolena prasiatka, ktory ukazuje poSkodenie
chrupky vytvorené v kolene (Iav4 kondyla, medialna kon-
dyla), a obr. 6B je MRI obraz rovnakého kolena prasiatka
tri mesiace po liecbe, ktoré ukazuje opravu poskodenia.

Priklad 9

Kit obsahujici zlozky vhodné na realizéciu postupu
podla vyndlezu umozni bezné vykonavanie postupu podl'a
vynalezu v chirurgickom prostredi. Vo vyhodnom rozpra-
covani poskytuje kit podl'a vynalezu sterilné zlozky uréené
na Pahké pouZitie v chirurgickom prostredi, a poskytne
vhodnii hemostatick( bariéru, vhodnd kryciu néplast’ a po-
kial' je to nutné, organicku glejovinu. Kit podPa vynalezu
moéZe rovnako poskytnut’ sterilny, buniek-prosty matricovy
materidl, vhodny na podporu autolégnych chondrocytov,
ktoré majii byt' implantované na povrch artikuldreho po-
tkodenia kibu. V jednom rozpracovani obsahuje kit podla
vynalezu hemostaticki bariéru zo Surgicelu™ a Bio-Gide™
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kryciu naplast s vhodnym pot'ahom organickou glejovinou
Tisseel®, pricom Surgicel™ a Bio-Gide™ boli spracované,
v stilade s predlozenym vynalezom, na zvySenie Casu do re-
sorpcie.

V inom vyhodnom rozpracovani si hemostaticka barié-
ra aj krycia naplast obidve semipermeabilnd kolagénova
matrica, ktor je spracovana na prediZenic &asu do resor-
pcie materidlu. Rovnako je moZné poskytnif Tisseel®
glejovinu vo vylep3enej forme ako samostatnt zlozku, kto-
r4 sa aplikuje, ako je potrebné, pretoZe kazdy postup opra-
vy/transplanticie ma vlastny variant a jedinetné okolnosti
postupu.

Dalsie rozpracovanie kitu podl'a vynalezu zahffia chi-
rurgicky néstroj, ako je opisany v priklade 7, alebo jeho
vhodné varianty.

Od odbornika v danej oblasti techniky je moZné ocaké-
var', Ze navrhne rad varicii a/alebo modifikacii vynalezu, a
ukéZe v konkrétnych realizaciach bez toho, Ze by sa odchy-
lil z rozsahu vynalezu, ako je opisany.

PATENTOVE NAROKY

1. Stprava na transplantéciu chondrocytov na povrchu
kibu,vyzna&ujlica sa tym, Z obsahuje he-
mostatickl bariéru vopred spracovanu na odolanie resorp-
¢ii, na uloZenie na uvedeny povrch, kryciu naplast’ (2) vop-
red spracovand na odolanie resorpcii, na prekrytie daného
povrchu, a organickd glejovinu, na prilepenie uvedene;
hemostatickej bariéry a/alebo uvedenej krycej niplasti na
dany povrch.

2. Supravapodia ndroku I, vyznatujlica sa
t § m, Ze d'alej obsahuje chirurgicky néstroj na tvarovanie
stien miesta $tepu a matricovy materidl vhodny ako nosi¢
chondrocytov.

5 vykresov
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