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(54) Biokompatibilny} kolagénovy materidl a
sp3sob Jeho pripravy »

(57) Riedenie sa tyka sterilného bio-
kompaktibilného kolagénového materidlu
zloZeného z jedného kolagénového typu,
znémeho pod oznalenim typ I, obsahu-
Jiceho 2 0dli¥né polgpeptid{cké re taz-
ce 4 1/1/2 acl 2 prie&ne sietované 1,5
aZ 8 vazbami na 1 mol kolagénu, pri-

tom obsah nekolagénovych bielkovin je
najviac 0,5 % hmot., a obsah minerdl-
nych lédtok mens{ ne% 0,5 % hmot., pri-
Zom pritomné iony viacmocnych kovov

sd provedené do neaktivnej formy che-
ldtového komplexu., Kolagénovy materi-

41 neobsahuje Ziadne bakteriostatické
létky, ani cudzie modifikujice skupiny,
je mikrgbiélne odolny a potlé¥a rast
mikroflory vo vlihkom stave i za neste-
rilnych podmienok. Postup pripravy
vychddza z Xolagénu 3lachy, pouifva
extrakciu medzivlidknitych bielkovin a
protelytické odburanie nekryStaliclkych
termindlnych peptidov i konjugovanych
proteoglykdnov, spolu s regulovanym
alkalickym Stiepenim prieinych vazieb,
Zistenie od sol{ a rozpustnych dusika-
tych létok, vytvorenie JednotneJ vldk-
niteJ Btruktdry rozvldknenim a separd-
ciou nerozvldknengch podielov tlakovou
filtrdciou, obohatenie kolagénoveJ sub-
stancie o hyalurondt a pripadne dal&ie
farmakologicky W&inné zloZky, ktoré mo%-
pno pridat i pred vlastnou aplikéciou,
daleJ vytvéranie plodnych vidimitych
Utvarov, rozne tvarovanych dielcov, uza-
vreté & otvorenéd penové Btruktiry vytva-
rované do formy, ktoré vyhovujui konkrét-
nyn chirurgickym a ambulantnym poZiadav-
kém,
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Vyndlez se tyka biokompatibilného kolagénového materidélu a spdsobu Jeho pripravy.

Kolagén, a6le%itd bielkovina vaziva, xost{, chrupavky, kote a 3liach, je ui dlho
pou fvand midant 1‘/(\vr,nych pripravkov a pomocnych mataridlov aplikovanych v zdravotnfct-
ve. Vyuiivaju sa viacerd ulitolnd vliastnosti, axo Je nizka immunogenita, pozvolné sa-
movolnd odbdranie metabolickou cestou, zndSanlivost v tkaniach a vhodné fyzikdlno-me-
chanické vlastnosti, alsbo dokonoa i priamy toripoutioky podpornyg ulinok v niektorych
patologickych situdciach u vazivovyeh Ztruktur. Kolagénové hmota rSzne tvarovand a s
rdznym stupnom porovitosti, obsahu ylhkosti alebo daldfch therapeuticky ¥innych 14-
tok sa pouliva na vytvdranie drend?{, upchdvok, podloZiek, alebo vypln{ v chirurgii,
alebo dokonca ako ndhrada xenotransplatdtov a r@konétrukény materidl pri drazoch a hl-
bokych patologickych zmendch. (Cnvapil, M., Kronenthai R.L., Van Winkle: Medical and
surgical applications of ecollagen. Int. Rev, Connective Tissue Rescarch, 1973, 6,
1-61; Yanas I.V., Burke J.F., Design of an artificial skin, J.Biomed.Mater.Res., 1980,
14, 65-81; Oliver R.F., Barker H., Cooke A., Granta R.A., Dormal Collagen implants,
Biomaterials, 1982, 3, 38-40; Doillon C.J., Whyne C.F., Berg R.A., Olson R.M., Silver
F.H.,, Fibroblaat-collagen sponge interactions in vitra an in vivo, Scanning El.Micros-
copy, 1984, III, 1313-1320; Chvapil M., Colagen sponge: theory and practice of medical
applications., J.Biomed. Material Res., 1977, 11, 721~741; Degalakis N,, Flink J., Sta-
siXelis J.F., Burke J.P., Yannas I.V., Design of an arfiticial skin, part II: J.Bio-
med.Mater, Res., 1980, 14, 511-528.

Napriek tomu, Ze mnoho rokov bol raznymi spbsobmi vytisteny kolagén povaZovany za
neimmunogenny materidl a ani dnes nie Je povaZovany za silny immunogén, predsa len hore~
uvedend literdrna sevidencia ukazuje, Ze vyberu kolagénového zdroja a spBaobu Jeho ¥is-
tenia je potrebné venovat posornost’ i x tohto hladiska. Daldis otdzky, ktord sivisia
s dosial nedoriedenymi problémami spojenymi s regulovanim rychlosti oddburania kolagé-
novych implantdtov presnejiou kontrolou stupna zasistovania pri vyirobe kolagénove]
substancie, 8 otdzkou distribicie kolagénovjch vlidkien, nedostatonou odlnostou vlhkych
kolagénovych prapardtov proti sskunddrnej mikrobiologickeJ kontamindcii a v neposlednom
rade tie? s vhodnou Btrukiirou samontne] fibrildrne] hmoty pre 3pecidlne aplikdcie, =i
vyZadovali nové riedenie.

Uvedené nevyhody riedi kolagénovy materidl podla vyndlezu, ktorého podstata spo-
&{va v tom, %e pozostdva z Jedného kolagénového typu (I) obsahujiceho dva odlidné po-
lypeptidické retazceol1/1/p aol2 prie¥ne zasietovand 1,5 a% 8 vazbami na 1 mol kolagé-
nu, pridom obsah nekolagénovych bielkovin je najviac 0,5% hmot. vztiahnuté na kolagén,
obsah vépnika neprevy3uje 1 mg/g kolagénu a obsah popola Js najviac 0,5 % hmot., pri-
Zom Xovové idény md vo forme cheldtového Xomplexu. Takto pripravenf kolagén na rozdiel
od zndmych materidlov sa vyznaluje schopnos tou odolévat’ rastu mikroorganizmov i za vlh-
¥Xfch a nesterilnych podmienok, bez pouZitia dald{ch bakteriostatickych pripravkov. Otdz-
¥u kontroly doby zotrvania implantdtu v tkanive prijemcu mo%no do ur¥itej miery riedit
Xontrolovanym stupnom znifenim prie¥neho zasietovania kolagénu u¥inkom alkalického
prostredia poZas ur¥itej doby, pri¥om platf, %e &fm dlh8ia Je dodba alkalického posobe~
nia, tym kratSia Je doba zotrvania implantétu, reap. rfchlejsie je Jeho rozloZfenie fa-
gocytosou a enzymatickymi procesmi.

Podstata spdsobu pripravy uvedeného kolagénového materidlu spofiva v tom, Ze na
xolagénové vazivo 8liach sa posobf £ 50 % nasytenym a% nasftenym roztokom hydroxidu
vépennatého najmeneJ trikrét za sebouw, potom sa vazivo preperie vodou, neutralizuje
vodnym roztokom obsahujicim 1 a% 12 ¥hmot. chloridu alebo siranu aménneho alebo hydro-
génsiranu sodného vztishnuté na hmotnost vaziva, potom sa vazivo podrob{ nekolagenoly-
tickému G&inku protedzy ako je prondza, trypsin, chymotripsin, pepsin, panreatin ale-
bo alkaléza pridanej v mnoZstve odpovedajucom 10 a% 10 000 kazeinovym Jednotkdm na 1 g
Xolagénu pri teplote 20 al 37°C polas najmenej 20 mindt, znova sa preperie vodou a pre-’
prané vazivo sa vystav{ \¥inku komplexotvorného ¥inidla, vybraného zo skupiny létok
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ako je kyselina nitrilotrioctovd, sodnd sol tejto kyseliny, kyselina etyléndiamino-
tetraoctovd alabo Ja3 nodnd sol po dobu najmene 30 mimit a nakoniec aa kolagénové hmo-
ta preperie vodou.

Kolagénovéd hmota sa po okyselelni na pH 2 a% 4,5 md%e rozomliet a prefiltrovadt
cez tkaninovy filter, pripadne sa okyselend kolagénovd bhmots po filtrécii vyzréiaido
vldknitej formy a znova premyje vodou. V14dknitd alebo gélovitd kolagénovéd hmota sa md-
Yo zmrazit pri teplote ~90 a% -60°C a potom vysudit lyofilizdciou a sterilizovat pdso~
benim teploty vyd3Sej ako 80 °C alebo gama Zilarenim, pripadne sa pred zmrazenim alebo po-
%as mrazenia m8%e vystavit pésobeniu plynného alebo kvapalného oxidu uhli¥itého pod
pretlakom 0,02 a% 0,6 MPa, !

ZabezpeZenie homogenity kolagénového typu zabezpeluje volba kolagénu 3lachy, s
vyhodou achiloveJ, namiesto ¥astejiie pouZivangch ko%nyoh materidlov. Je znéme, %e Xko-
lagén Je tvoreny ty&inkovymi polymérovymi molekulami, zloZenymi z troch polypeptidic-
kyeh retazcov, tzv. alfa retfazcov, ktoré sd navzédjom navinuté do tvaru charakteristic-
keJ trojite] skrutkoyice’ Ixistenocia a stabilita takeJjto 3truktury je podmienensd pri- :
tomnos tou glycinu v kaZdeJ treteJ polohe a ku stadbilite prispieva i relativne vefky ob~ ’
sah aminokyselinovych zdbytkov, prolifnu a hydroxyprolinu. V réznych tkaninovych 3truk- i
tirach sa nachédzadd 0d1i3né, geneticky ur¥ené typy kolagénov. Polet v3etkych zndmych
typov sa Btfle .ywaééuJo, v su¥asnosti pozndme 8 typovych skupin, z ktorych sa vadsina
e3te dalej del{ na Jednotlivé ¥leny typoveJ skupiny. Pokial je vazivo v normélnej fy-
ziologicke]J situdoii, Je pritomnf len jeden z dvooh zndmych ¥lenov rodiny kolagénového
typu I, teda kolagén, kxtorfy obeahuje dva 0dlisné polypeptidické reﬂuzceoil/l/z aciz.
Druhy &len tejto typoveJ skupiny, tzv., trimer a organizdciou (/o<51/1/)3 sa nachéddza len
v patologickfch podmienkach, alebc pri kultivéeii in vitro v dunednyech kultérach, v né-
doroch alebo nadmerne rastusich tkanivdch. Samotnd voIlba zdroja kolagénu vdak nembze
zabezpedit problém immunologiockeJ aktivity kolagénovych prepardtov, len ju zjednoduduje.
I ked v mnohyeh pripadoch tvordba antigenov stimulovand kolagénom nie Je vyznamnd, v
niektorych situdciach, pri celkove znf%enej immunologickej odolnoati pr{jemcu kolagéno-
vého implantdtu, m8%e byt i mierne immunogennd schopnost’ cudzieho materidlu nepriazni-
v} faktor. V tychto sivislostiach sa zvylajne rozliZujy dve immunologické vlastnosti
bislkovinovych antigenov: antigénovd specifita/a immunogenicitm. Antigenicita je ter-
min pouiivany pre popis schopnosti bielkoviny reagovat s vyluZovanymi protildtkami,

Xym pod pojmom immunogenicita rozumieme schopnost bislkoviny stimulovat tvorbu protilé-
tok. Immunochemické testy u kolagénov r8zneho p8vodu odkryli tri odli%né oblasti kola-
génovych molekil, vyznadujdcich sa antigenicitou. NajdBleXitejdia z tychto oblastf sa
nachddza v termindlnom, C-koncovom telopsptide. Daldia antigenickd oblast je v stred- ;
nej, helikdlneJ oblasti molekuly, ale tdto Je aktivna obzvldAt pri dtrukturnej trans- '
formdoii veddcej ku znf{Z%eniu usporiadanosti, teda pri premene kolagénu na Zelatinowvi
modifikdciu. AJ v N-koncovom telopeptide a hlavne pre a pro ~kolagénovych peptidoch,
oddtepovanych pri biosyntéze, sa vyskytuJu antigenické oblasti. ﬂajdGleZitejEie antige=-
nické oblasti s tie, ktord sa nachddzaJi v koncovych peptidoch. PretoZs tieto oblasti
sd su¥asne najcitlivej3ie, Yahko sa od&tepuJjui proteindzami nekolagenolytickej povahy,
existuje teds moZnost znf¥enia antigenicity kolagénovych prepardtov enzymatickou ces-
tou. TAto moZnost sa vyuliva v spdsobe pripravy kolagénového materidlu podla vyndlezu.
Na rozdiel od ostatnych metcd Zistenia kolagénovej suroviny pri vjrobe zdravotnicky
vyhovujiceho materidlu, pouifva sa v ¥istiacej fdze krok zaloZeny na pdsobeni prondzy,
trypsinu, chymotrypsinu alebo pesinu a d0kladné extrakeia od3tiepengoh peptidov i
zostdvajucich enzymov z vydisteného materidlu. Pokial ide o immunogenicitu, schopnost’
indukovat tvorbu protilétok, potom ddvod tejto vlastnosti je dosial nejasny. Niektor{
pracovnici sa domnievajd, %e pri¥ina mo%e byf v heterogenite kolagénovyeh typov, pre-
toZe immunogennd reakcia sa rvyraznuje so stupajicim po&tom kolagénovych typov nachdd-
zajucich sa v testovanomlolagéne. Enzymatické Stepenie termindlnych oblasti immunoge-
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nicitu nezniZuje, rovnako ako pokles usporiadanosti v helikdlnych oblastiach napr. v
donladku tepelne) denaturdoie. V mivislonti a pripravou bezpe&njoh kolagdnovych implan—
tdtov je A8le%ité posorovanie, e chemiokd modifikdoim kolegénu &asto vedie ku vyrazné-
mu zvydeniu immunogeniocity. Tak napr, acetyldoia, p850bonie hydroxylaminu, sukcinyla-
cia, metyldcia alebo iné modifikdeie na vedlajS8{ch retaziach kyslych a bazickych ami-
nokyselin kolagénu premenia tento materidl na pomerne silny immunogén. To poukazuje na
riziko, aké 'mB%e vyvoldvat chemickd modifikdcia vedlajd{ch retazcov kolagénu, pouliva-
néd &asto v postupoch pripravy kolagénovich materidlov uvedengch v odborneJ literatiure
(Oliver R.F., Barker H., Cooke A., Grands R.A., Dermal Collagen implants, Biomaterials,
1982, 3, 38-40). V spdsobe podla vyndlezu Je redpektovand poZiadavka %o najniZfej mo-
Aifikdoie nativnej kolagénoveJ molekuly za siu%asného relpektovania poZiadavky &o naj-
men3ieho po&tu kolagénovych typov. Na druhe] strane takyto pristup vyluZuje chemické
dpravy, ktord zabezpefujd inak nevyhnutnd mikrobidlnu odolnost kolagénovych derivétov
vo vlhkom prostred{ s moinostou sekunddrnej kontamindoie mikroorganizmami. Pri riede-
ni problému bolo vyuZité szistenie autorov, Ze d0kladné zbavenie kolagénu minerslnych
14tok, najma vépnika & ingch soli viacmocngch katiénov, vyvold vyraznd mikrobidlnu
odolnost 1 v nepritomnosti bakxteriostatickgch ldtok, alebo aldehydickej modifikdcie ba-
zickyeh skupin Xolagénu, aké st znéme = dosial uvédzanjoh postupov pripravy.

Inou vyhodou riedenia podfa vyndlezu je moZnost’ reprodukovatelnej reguldcie stup-
na prirodzeného prieZneho zasie tovania vyrdébanfch kolagénovych derivdtov, pomocou al-
kaliokého pomalého Biepenia zosimtfovania. Takto je moiné presne definovat’ najdole?i-
tejdiu’ vlastnost Xolagénovich substrdtov, ktord urduje rychlost’ metabolickej vymeny,
alebo samovolného odbiravania implantdtov in vivo.

Poslodn&;z v¥hod pripravy kolagénovych materidlov podla prihléiky vyndlezu sa ty-
ka vyroby kolagénovich pien urZenych pre hemostatické a iné udZely. Doteraz pripravova-
né materidly tohto typu vychddzajd z kolagénoveJ hmoty nasiaknutej kyselinou alebo z6-
sadou a JeJ mrazove] sublimdcie za snileného tlaku. Tieto hmoty majd 3truktiru uzavre-
tej peny, tj. Jednotlivé dutinky huboviteJ 3truktiry su navzdjom oddelené tenkou ste-
nou. Takdto Struktira je vhodné vo vadsine pripadov, kedy materidl sluZi pre iZely
upchdvky, ale v niektorfch aplikéoidoh Je vyiadovand schopnost rfchleho nasdvania te-
love] nlébo fysiologicke] kvapaliny alebo regulovatelnd prispustnost pre kvapaliny. Pre
takéto ¥ely moZno pou%it sposob podla vynélezu, zalofeny na pouiit{ plynu rozpustného
vo vodne) féze, s vihodou oxidu uhli¥itého, ktor§ sa pod tlakom rozpust{ vo vlhkom ko-
lagénovom polotovare pred Jeho sarasenim. V priebebu mrazove] lyofilizdoie za zniZené~
ho tlaku, ss expandujicim plynom perforujd steny dutiniek v pene, takie vzniknuty vy-
robok mé otvorend Atruktdru so schopnostou nasévat' a prepudtat) kvapaliny.

Priklad 1
1 kg o¥istenej hovadsej achillovej 3Yachy, zbavene] konocovich Zast{ a nakrdjane]

na kisky pridliZne 1 om> sa premyJje vodou a extrahuje trikrdt vidy 5 1 roztoku obsahu-
Jjuceho 100 g/1 ohloridu sodného za obZasného mieSania, vidy po dobu 24 hodin pri teplo-
te 10°C, Extrahované Zlachy sa premyju destilovanou vodou dvakrdt vidy po 5 1 vody za
miedania po dobu 4 hodin. Potom sa extrahuji trilkrét po sebe s 50 % nasytenym roztokom
hydroxidu védpenatého vidy po dobu 24 hodin pri teplote 10°C za ob¥asného miedania. Po-
kial je stupen prieZneho sasietovania atanoveny z-denaturalnej teploty kolagénu v 6 M
roztoku moSoviny vy38{, ako 4/mol, pokrafuje sa v alkaliockom pdsobenf vo vymenenom roz-
toku hydroxidu vépsnatého tak dlho, al sa stupen kovalentného zasietovania zniZi na
tdto hodnotu. Po alkalickej modifikdeii sa vykond neutralizdcia pbsobenim 2 1 roztoku
sfranu amonného o koncentrdcii 25 g/l po dobu 12 hodin. Po dekantdcii sa 3Yachy premy-
Ju destilovanou vodou, dvakrdt s 5 1 premisdavajui 4 hodiny a potom sa v 10 1 redesti-
lovanej vody ponechajy 24 hodin pri 5%¢. Kdsky éfachy sa potom rozmixuji vo vode po-
mocou mixéru s nereszovymi noZmi pri teplote neprevydujiced 15°C. Zmes vldkien sa pre-
myje trikrdt destilovanou vodou & odvodni dekantéciou. Vidimina sa rozmieda v 2 1 vody
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o taplotae ?'SO(!, obnahufitcad 200 mg anrgmu Prondna (pou?ity vyrobok Pronane P reinat,
produkt presne Streptomyces griscus, dodany fy. Berva, Heidelberg, NSR) a mierne sa
mieda po dobu 12 hodin, Potom sa vldknina dekantuje a opakovane patkrét premyva redes-
tilovanou vodou, vidy po dobu 5 hodin. Po poslednom prani{ voda ponechend 24 hodin v
styku s vldkninou neznf%i svoJju vodivost o viac ne% 36 % a neobsahuje rozpustné biel-
koviny detekovatelné ninhydrinom. Kolagénové vldknina sa potom okysel{ kyselinou oc-
tovou na pH 3,6 a mixuje sa v napuanom stave pri 5°C po dobu 5 minit, potom sa pridd
20 mg cllatonuIII na g kolagénu a neutralizuje pomocou zriedeného hydroxidu sodného na
PE 7,0. 0ddelené vldkna sa premyjud redestilovanou vodou, vidy 5 1 po dobu 5 hodin tri-
krdt a 5 1 po dobu 24 hodin trikrdt. Vldknina sa potom &iasto¥ne odvodnf{ odstredenim a
poufije sa na vjrobu kolagénovich dieleov, ktord sa sterilizujd gama 3iarenim.

Priklad 2

1 kg telace) achilloveJ 5Yachy, o¥istenej a zbavene}] koncovych &astf{ \ponov sva-
loviny sa premyJje vodou, rozmixuje vo vodnom prostredi pomocou mixéru s nerezovymi noz-
mi pri teplote ni%3ej ako 20°C a niekolkokrét premyJje destilovanou vodou. Vlidknina sa
extrahuje pomocou vodného roztoku chloridu sodného ¢ koncentrdcii 10 %hmot. pri oby-
Zajned tepléte, trikrdt vidy 7 1 extrakiného kdpela za mieXania po dobu 24 hodin. Potom
sa vldknina dekantuje v 10 1 vody, odvodni odstredsnim a rozmieSava v 7 1 nasytendho
roztoku hydroxidu védpenatého. V tomto roztoku sa ponechd 48 hodin, potom sa odstredf a
roztok hydroxidu sa vymeni za novy. Za rovnakfch podmienok sa alkalické pdsobenie e&te
dvakrdt opakuje, &im sa dosiahne hodnota priedneho zasietovania, asi 5 vazieb na mol
kolagénu., Tdto hodnota zdvis{ od druhu aplikdcie pre ktord Jéxkolagénové hmota ur&end.
Vlidknina sa potom opskovane perie redestilovanou vodou a% je pracia voda len mierne al-
kalickéd (pH je men3ie ako 9,0) a neutralizuje sa rostokom chloridu smonného a hydrogén-
s{ranu sodného 1:1 pri celkovej koncentrécii 25 g/l po dobu 24 hodin. Neutralizovany
kolagén sa potom odvodni odstredenim, premyJje sa trikrdt redestilovanou vodou a potom
sa vlo%{ do 3 1 roztoku, obsahujiceho 5 g pankreat{nu, Pri teplote 35%°C sa zmes mieZa
po dobu 10 hodin, potom sa vldknina odstredf, trikrét premydé redestilovanou vodou a
extrahuje 7 1 redestilovanej vody, vidy po dobu 10 hodin, pri teplote 5°C. Extrakcia
sa opakuje patkrét, posledny extrakt uf neddva pozitivnu reakciu na dusikaté 1ld4tky nin-
hydrinovou kolorimetrickou metddou. Vlidimina sa potom rozptfli v 3 1 roztoku obsahujd-~
ceho 1,5 g/) kyseliny nitrilotrioctoveJ a 5,5 g/1 dvojsodneJ soli kyseliny etylendia-
mintetraoctovej. Po 24 hodindch sa roztok dekantuje, patkrét premyje 7 1 redestilova-
nej vody po dobu 10 hodin. Poslednd pracia voda po 24 hodinoveJ ekvilibrécii s kolagé-
novou vldkminou nezvysi pdvodnd hodnotu svojej vodivosti o vise nef 35 %. Vldknina Je
pouzitelnd na pripravu vldiknitjch kolagénovych utvarov, alebo sa dalej spracovédva pos-
tupom veddoim k pripravku tvoriscemu penu s dodanim kyseliny hyaluronovej a dalsich
therapeuticky pdsobiacich 1dtok. Pre tento el sa vldimina naJskdr okysel{ kyselinou
octovou na pH 3,8, ochladf na 5°0 a pri tejto teplote mixuje nererovymi no%mi. Vznik-
nutéd gelovitd hmota sa prefiltruje cesz polyamidovy siefovy filter o hustote 3k 100/cm2,
neutralizuje zriedenym roztokom uhli¥itanu sodného a vylu¥end vldinina sa odstredf.
V1ldknina sa potoﬁ premyJje redestilovanou vodou, rozmieda v 7 1 redestilovanej vody a
ponechd pri 10°C 12 hod{n. Po dekantdéoii sa pranie v 7 1 vody eSte dvakrdt zopakuje,
22 sa vodivost redestilovanej vody u? nemenf o viac ne% 3 % z p8vodneJ hodnoty. Takto
pripravend vldiminu mo¥no pou?it pre vytvéranie vldknityeh udtvarov, kapildrnych tru-
bi%iek, rdznyoch dielcov a plosnyoh dtvarov urdenych pre zdravotnicke uZely. Pred su-
Zenfm, alebo lyofilizdciou do materiélu mo¥no pridat potrebné mnoZstvo hyalurondtu,
antibiot{k, immunodepresivne pBasobiadich 14tok a infch farmaceutickjch prepardtov, po-
dYa poZiadaviek konkrétnej zdravotnej situdcie. Tieto aktfvne ldtky tie% moZno pridat
a% pri zvih¥enf suchého materidlu, alebo v pripade, %e Je poZadovand penovd 3truktira,
do kolagénového materidlu vo forme peny. V tomto pripade sa vldknina znovu okysel{ ky-
selinou mraviou alebo octovou na pH 3,2 a ku vzniknutému gelu sa pridd roztok hyaluro-
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ndtu v mnoZstve 1,5 % na hmotnost' suchého kolagénu. Do gélu moino pridat i daldie .far-
macautickd preopardty pod¥a poXiadaviak lekdra. Po zamiedan{ n homogenizdAcii aa gel
zmraz{ a lyofilizuje za znf{%endho tlaku. Vzniknuty produkt md tvar uzavretej peny,. z
ktorej sa farmakologicky U¥inné ldtky vyluduju pomaly behom celého hoJivého procesu. Vy-
tvoreny gel s pridavkom hyalurondtu moZfno pou%it i pre pripravu otvorenej] peny tak, Ze
po ochladeni na 5°C sa v uzavretej tlakovej nédobe nasyti plynnym oxidom uhliditym a
potom ndhle zmrazi na teplotu niZ3iu ako -40°C. Zmrazeny materidl, pripadne vytvarovany
do poZadovaného konelného stavu-tvaru sa podrob{ mrazove] sublimdcii ia zniZeného tla-
ku, Sterilizuje sa po vysuleni v teplovzdudnom sterilizétore 30 mindt pri 115°C. Takto
sa z1skajd kolagénové Utvary tvorend otvorenou penou a obsahujsce pripadne podporné far-
maceutické prepardty, dodané dbud pred zmrazenim, alebo spolu s vlh&iacim fyziologickym
roztokom, a¥ pred vlastnou aplikdciou.

Eolagénovy materidl podla vynédlezu moie ndJjst 3iroké uplatnenie hlavne v zdravot-
nictve. Nasiaknuty pridavkom kyseliny a vody vytvdra gelovity hmotu vysokej viskozity.
M6%e sa pou¥it ako nosi& a sorbent farmakologicky W¢innyeh pri{pravkov a podpornych lé-
tok v hojivom procese a k priprave umelej koZe, xerotransplantétov a ndhrad v olnej,
cievneJ a vnitorneJ chirurgii.

PREDMET VYINALEGZU

1. Biokompatibilny kolagénovy materidl vyznadujuci sa tym, %e pozostdva z jJedného
kolagénového typu (I) obsahujuceho dva odliZné polypeptidickd refazco,él/l/z asd 2,
prie&ne sietované 1,5 a% 8 vazbami na 1 mol kolagénu, prifom obsah nekolagénovych biel-
kovin Jje najviac 0,5 ¥hmot. vztiahnuté na kolagén, obsah vdpnika neprevyduje 1 mg/g ko-
lugénu, obsah popola Je najviac 0,5 ¥hmot. a kovové idny su vo forme cheldtového kom-
plexu. '

2. Spdsob pripravy kolagénového materidlu podla bodu 1 vychddzajuci z vydistengch
a rozomletych zvieracich 3liach vyznadujici sa tym, %e na kolagénové vazivo Zliach sa
p8sob{ z 50 % nasytenym a% nasytenym roztokom hydroxidu vdpenatého najmeneJj trikrét
za sebou, potom sa vazivo properies vodou, neutralizuje vodnym roztokem obsahujicim 1 aZ
12 %hmot. chloridu alebo sfranu amonného alebo hydrogénsf{ranu sodného vztiahnuté na
hmotnost' vaziva, potom sa vazivo podrobf nekolagénolytickému u¥Zinku protedzy ako je pro-
ndza, trypsin, chymotripsin, pepsin, -pankreatidfn alebo alkaldza pridaneJ v mnoistve
odpovedajicom 10 a% 10 000 kazeinovym Jednotkdm na 1 g kolagénu pri teplote 20 ai 37°%¢
podas najmeneJ 20 mindt, znova sa preperie vodou, preprané vazivo sa vystav{ udinku kom-
plexotvorného &inidla vybraného zo skupiny létok ako Je kyselina nitriolotrioctovd, sod-
nd sol tejto kyseliny, kyselina etyldéndimaminotetraoctovd alebo jeJ sodnd soY’ po dobu
najmened 30 mindt a nakoniec sa kolagénovd hmota preperie vodou.

3. Sposob pripravy kolagénového materidlu podla bodu 1 a 2 vyznaduJici sa tym, Ze
kolagénovéd hmota sa po okysleni na pH 2 a% 4,5 rozomelie a prefiltruje cez tkaninovy
filter.

4. SpSaob pripravy kolegénového materidlu poqfa bodu 1 a% 3 vyznalujuici sa tym, Ze
okyslené kolagénovd hmota sa po filtrdcii neutralizdciou aledo pdsobenim chloridu sodné-
ho vyzréd%a do vlidkniteJ formy a znova sa premyje vodou.

5. Spbsob pripravy kolagénového materidlu podla bodu 1 a% 4 vyznadujdci sa tym, Ze
vldknité alebo gelovitd kolagénové hmota sa zmrazi pri teplote -10 aZ -60°C, vysudi lyo-
filizdciou a sterilizuje pésobenim teploty vyddeJ ako 80°C a/alebo gama Ziarenim.

6. Sposob pripravy kolagénového materidlu podla bodu 1 a% 5 vyznadujici sa tym, Ze
na kolagénovyd hmotu sa pred zmrazenim alebo polas mrazenia pdaob{ plynnym alebo kvapal~
nym oxidom uhli¥itym pod pretlakom 0,02 a% 0,6 MPa.
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