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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg sposoby wytwarzania kolagenu o wtasciwo$ciach bakteriostatycz-
nych i przeciwgrzybiczych do zastosowania w medycynie i weterynarii jako materiat wszczepienny.

Kolagen nalezy do grupy biatek strukturalnych o ogromnym znaczeniu dla funkcjonowania orga-
nizmu cztowieka i zwierzat. Jest podstawowym budulcem wtdknistej tkanki facznej organizmoéw zywych.
Okotfo 1/3 wszystkich biatek ciata ludzkiego wystepuje w postaci kolagenu wtoknistego. Kolagen nie
tylko bierze udziat w funkcjach zyciowych niemal wszystkich narzaddw i tkanek, ogéinie uktaddw,
zwfaszcza kostnego, ale tez sprawuje funkcje obronng — ogranicza wnikanie i rozprzestrzenianie sie
w tkankach ciat patogennych — toksyn $rodowiskowych, drobnoustrojow i komorek nowotworowych.
Masowo najwiecej kolagenu ulokowane jest w szkielecie kostnym.

W medycynie i weterynarii istnieje czasem konieczno$¢ rekonstrukcji tkanek, do ktérej wykorzy-
stuje sie pozyskany z organizmoéw zywych kolagen. Zjawiskiem sporadycznie towarzyszacym procesom
rekonstrukcji uszkodzonych tkanek sg infekcje pooperacyjne wywotane przez bakterie lub grzyby, op6z-
niajgce procesy gojenia. Dlatego dgzy sie do zastosowania takich materiatdw wszczepiennych, ktére
jednoczes$nie majg nie tylko wiadciwosci rekonstrukcyjne, ale réwniez biobdjcze.

Ze zgtoszenia patentowego PCT/US02/031765 znany jest wyréb wszczepialny do naprawy
chrzgstki, stosowany do transplantacji chondrocytow, przeszczepiania kosci i chrzgstki, gojenia, rege-
neracji stawu i zapobiegania patologiom stawow. W szczegdélnoSci w wynalazku ujawniono sposoby
przygotowywania miejsca przeszczepu, przyrzaddéw stuzgcych do takiego przygotowania i do autolo-
gicznej transplantacji komérek do wytworzonego miejsca przeszczepu. Wyréb zawiera kolagenowg ma-
cierz no$nikowg, komérki chrzestne i spoiwo biokompatybilne przylegajgce do brzegu wymienionej ma-
cierzy nosnikowe;.

Wymienione powyzej komérki chrzestne i spoiwo biokompatybilne sg mieszane homogennie albo
nie-homogennie lub sg nanoszone naprzemiennie w jednej lub wielu warstwach na macierz nosnikowa,
przy czym wymienione komarki chrzestne i wymienione spoiwo biokompatybilne wystepujg w postaci
mieszanki. Macierz noSnikowa jest elementem w ksztatcie arkusza zdoinym do podtrzymywania wzrostu
komorek chrzestnych i do zapewnienia wyrobowi wszczepialnemu i fizycznej integralnosci, aby ufatwic
manipulacje nim.

W innym korzystnym rozwigzaniu wymieniona macierz nosnikowa zawiera polipeptydy lub biatka,
ktéry to wymieniony kolagen korzystnie jest wybrany sposréd grupy sktadajgcej sie zasadniczo z kola-
genu konskiego, Swinskiego, wotowego, owczego i kurzego. W wyrobie wszczepialnym wediug wyna-
lazku, wymieniona macierz nosnikowa jest korzystnie w stanie statym lub w postaci zelu.

Istota pierwszego wynalazku polega na tym, ze sporzadza sie wodng zawiesine nanoczastek
ztota o stezeniu od 50 do 200 ppm Au, po czym do tej zawiesiny wprowadza sie kolagen w postaci
proszku lub widkien, w takiej ilodci aby stosunek fazy ciektej do fazy statej wynosit w przyblizeniu 1:1.
Nastepnie mieszanine miesza sie z predkoscig od 300 do 1000 obrotéw na minute w czasie od 30 do
60 minut, pozostawia na okres od 1 do 24 godzin i przesacza sie przez bibute filtracyjng w celu oddzie-
lenia fazy statej od ciekfej. Osad kolagenu wzbogaconego w nanoczastki ztota suszy sie nastepnie
w temperaturze od 18 do 25°C przy dostepie powietrza o wilgotnosci od 35 do 55%.

Istota drugiego wynalazku polega na tym, ze sporzadza sie wodng zawiesine nanoczgstek ztota
o0 stezeniu od 50 do 200 ppm Au, po czym do tej zawiesiny wprowadza sie kolagen w postaci proszku
lub wtdkien, w takiej ilosci aby stosunek fazy ciektej do fazy statej wynosit w przyblizeniu 1:1. Nastepnie
mieszanine miesza sie z predkoscig od 300 do 1000 obrotéw na minute w czasie od 30 do 60 minut, po
czym powstatg zawiesine umieszcza sie w temperaturze od —20 do -30°C na okres od 24 do 48 godzin.
Po tym czasie materiat umieszcza sie w liofilizatorze gdzie w temperaturze od —-30 do —-40°C przy ci-
Snieniu od 0,2 do 0, 24 mBar nastepuje proces liofilizacji trwajgcy od 24 do 72 h.

Zaletg wynalazku jest przede wszystkim tatwo$¢ w otrzymywaniu pozgdanego materiatu wszcze-
piennego przy dos$¢ ograniczonych naktadach finansowych. W wyniku zastosowanej metody nanoczg-
steczki ztota adsorbujg sie w sposéb trwaty na powierzchni ziaren bgdz widkien kolagenowych, a po
wprowadzeniu do organizmu dziatajg biobojczo na rézne szczepy bakterii i grzybow.

Przedmiot wynalazkow przedstawiony zostat w przyktadach wykonania.

Przyktad |

Do 5 cm® wodnej zawiesiny ztota atomowego o stezeniu 50 ppm Au, zgrupowanego w nano-
czastki wsypuje sie ok. 1 g proszku kolagenu. Otrzymang zawiesine miesza sie na mieszadle magne-
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tycznym przy predkosci 500 obrotéw na minute przez okoto 30 minut, po czym pozostawia sie na 24 go-
dziny. Nastepnie zawiesine odfiltrowuje sie i pozostawia na bibule filtracyjnej do wyschniecia otrzymujgc
probke zawierajgcg na ziarnach kolagenu nanoczastki ztota atomowego. Ponizej przedstawiono obraz
ze skaningowego mikroskopu elektronowego, gdzie: A — kolagen w postaci proszku, B i C — kolagen po
modyfikacji nanoztotem. Na powierzchni ziaren widoczne sg kuliste nanoczgstki ztota barwy zéttej.

Przyktad Il

Sporzadza sie wodng zawiesine nanoziota o stezeniu 50 ppm Au. Do ilo$ci 6 cm3 i wprowadza
sie ok. 1,5 g proszku sproszkowanego kolagenu i miesza sie na mieszadle magnetycznym przy pred-
kosci 5000 obrotow na minute przez 40 minut. Tak przygotowang zawiesine umieszcza si¢ w zamra-
zarce w temperaturze —20°C i pozostawia na okres 24 h. Nastepnie zamrozong zawiesine poddaje sie
procesowi liofilizacji w liofilizatorze, polegajacym na wymrazaniu cieczy z analizowanego materiatu,
w temperaturze —35°C przy ci$nieniu 0,22 mBar przez okres 24 godziny. W metodzie tej cata zawarto$é
zfota z pierwotnej zawiesiny zostaje zadsorbowana na powierzchni ziaren kolagenu.

Ponizej przedstawiono obraz ze skaningowego mikroskopu elektronowego, gdzie D — kolagen
z formie kostki z wiokien, E — kolagen po modyfikacji nanoztotem metodg wedtug rozwigzania pierw-
szego, F — kolagen po modyfikacji nanoztotem metodgq liofilizacji wedtug rozwigzania drugiego.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposob wytwarzania kolagenu o wfasciwosciach bakteriostatycznych i przeciwgrzybiczych,
znamienny tym, ze sporzgdza sie wodng zawiesine nanoczastek ztota o stezeniu od 50 do
200 ppm Au, po czym do tej zawiesiny wprowadza sie kolagen w postaci proszku lub wtokien,
w takiej ilo$ci aby stosunek fazy ciektej do fazy statej wynosit w przyblizeniu 1:1, a nastepnie
mieszanine miesza sie z predkoscig od 300 do 1000 obrotéw na minute w czasie od 30 do 60
minut, pozostawia na okres od 1 do 24 godzin i przesgcza sie przez bibufe filtracyjng w celu
oddzielenia fazy statej od ciektej, a otrzymany osad kolagenu wzbogaconego w nanoczgstki
ztota suszy sie nastepnie w temperaturze 18-25°C przy dostepie powietrza o wilgotnoéci od
35do 55%.

. Sposob wytwarzania kolagenu o wfasciwosciach bakteriostatycznych i przeciwgrzybiczych,
znamienny tym, Zze sporzgdza sie wodng zawiesine nanoczastek ztota o stezeniu od 50 do
200 ppm Au, po czym do tej zawiesiny wprowadza sie kolagen w postaci proszku lub wtokien,
w takiej iloSci aby stosunek fazy ciektej do fazy statej wynosit w przyblizeniu 1:1, nastepnie
mieszanine miesza sie z predkoscig od 300 do 1000 obrotéw na minute w czasie od 30 do 60
minut, po czym umieszcza sie w temperaturze od —20 do —30° C na okres od 24 do 48 godzin,
a po tym czasie materiat umieszcza sie w liofilizatorze gdzie w temperaturze od —-30 do -40°C
przy cisnieniu od 0,2 do 0,24 mBar nastepuje proces liofilizacji trwajgcy od 24 do 72 h.



