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Vicevrstevnd membrana, vhodna pro pouZiti in vivo pfi
rekonstrukei kostni nebo chrupavkové tkéng, je tvofena
vrstvou matrice, prevazné z kolagenu II s otevienou
houbovitou strukturou a nejméné jednou bariérovou vrstvou s
uzavienou, pom&rn& nepropustnou strukturou. Membréna se
uZiva ve form& implantatu, ktery se uloZi na defekt kosti nebo
chrupavky tak, Ze podporuje regeneraci téchto tkani a
sou¢asné brani vriistani neZadoucich typt tkani.




Vicevrstevna membrana

Oblast techniky

Vynalez se tyké kolagenové membrany, uréené k implantaci pfi

Fizené regeneraci tkani, zvlasté in vivo pfi rekonstrukci tkané kosti

nebo chrupavek.

Dosavadni stav techniky

P¥i regeneraci tkani se jiz dlouho jevi jako velmi obtizné
rekonstruovat chrupavk.u, napf. pfi jejim poskozeni. K poskozeni
chrupavky mize dojit v jakémkoliv kloubu, piestoze vétsi riziko
existuje u velkych kloubl, napf. kolena a kotniku. Maze pfitom jit o
poranéni, degenerativni choroby nebo specifické choroby, jako
osteochondritis dissecans. Poskozeni chrupavky je nejéastéjsim
faktorem pfi vyvoji arthrozy. Uvolnéni enzymu vede k zanétlivym
pochoddm v synovii a tyto pochody maji za nasledek abrasi chrupavky
a destrukci vnitiniho povrchu kloubu. V posledni dobé byly vyvijeny
snahy o regeneraci chrupavky v kloubech in vivo, napf. implantaci
vlastnich chondrocytl z tkafmovych kultur, CAC. Tento postup mél v8ak

jen omezeny uspéch.

Nyni je véeobecné pfijimano, ze pro rekonstrukci tkane je
nezbytné zajistit matrici, ktera bude slouzit pro buriky jako voditko,
takze nova bunédna tkan bude rlist podél a mezi viakny matrice. V
posledni dobé bylo navrhovano pouziti CAC, které byly naoCkovany
pfimo do syntetické nebo pfirodni vstfebatelné matrice. AvSak pokusy
s rekonstrukci chrupavky pfi pouZiti matrice na bazi kyseliny
polymlééné, polyglykolové a kolagenu | nebo Il vyzadovaly, aby
chondrocyty byly uloZzeny do matrice in vitro pfed jeji implantaci. Tim
vznikaji komplikace, pokud jde o steriini kulturu, takZze je mozno
pfedpokladat zanétlivé imunitni reakce obfich buné&k a fibroblastd na

rozhrani mezi implantatem a tkani.




V mezinarodni patentové pfihlasce WO-A-96/25961 se navrhuje
jako implantat matrice na bazi kolagenu |l. Tato matrice je uréenak
implantaci in vivo a pfedpoklada se riist vlastnich chondrocytl na
povrch této matrice a tim regenerace chrupavky. Schopnost takove
matrice vyvolat Uplnou regeneraci chrupavkové tkané je vSak

omezena.

Je tedy zfejmé, Ze by bylo zapotfebi mit k dispozici matrici,
uréenou k implantaci, ktera by umoznila uspésné prorustani
pfirozenych chondrocytl a tim regeneraci chrupavkové tkané po
implantaci matrice in vivo.

Nyni bylo zji§téno, ze chrupavku a také nové vytvorenou kostni
tkari je mozno rekonstruovat pfi pouziti matrice z kolagenu I, ktera je
in vivo stinéna nejen od obklopujici pojivove tkan&, nybrz také proti
defektu kosti nebo chrupavky. Toho je mozno dosahnout pouzitim
vicevrstevné membrany, ktera miize branit nezadoucimu prorastani
okolnich tkani do matrice, membrana muze byt chirurgicky

implantovana na misto defektu k dosazeni tohoto G&inku.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tedy tvofi vicevrstevna membrana, tvofena
vrstvou matrice, pfevazné z kolagenu |l a majici otevfenou houbovitou
strukturu a alespofi jednu bariérovou vrstvu s uzavienou, pomeérne

nepropustnou strukturou.

Vyhodou takové membrany je skuteénost, Ze pfi pouZiti
nemohou bufiky okolni tkané proniknout nebo prorustat do vrstvy,

ktera ma uzavienou, pomérné nepropustnou strukturu.

| kdyz neni zadouci se vazat na jakékoliv teoreticke vysvétleni,

je nyni pravdépodobne, e pro Gsp&Snou regeneraci chrupavky je




nezbytné, aby do mista defektu nedochazelo k prortstani pojivoveé
tkané, krevnich cév ani novotvofené kostni tkané&. Tohoto Gcelu je
mozno dosahnout pfi pouziti dvouvrstevné membrany podle vynéalezu,
ktera chrani kolagenovou matrici od proriistani bunék z jedné strany. V
prib&hu implantace je tuto membranu mozno pouzit v kombinaci se
$tépem tkané, napf. s periostalnim $tépem, tak aby nemohlo dojit k
prorustani tkani z druhé strany. Je napf. mozno postupovat tak, Ze se
nejprve pfisije periostalni $t&p na misto tak, aby pfekryval defekt kosti
nebo chrupavky. Pak se na misto defektu implantuje dvouvrstevna
membrana podle vynalezu tak, Ze je ve styku se $t&pem, pficemz
vrstva matrice je pfivracena ke kostnimu defektu. S vyhodou se
dvouvrstevna membrana podle vynalezu zpocatku implantuje na misto
defektu tak, ze bariérova vrstva je ve styku s kostnim nebo
chrupavkovym defektem. Pak se implantuje periostalni §tép tak, aby
byl ve styku s vrstvou matrice. St&p je mozno pfipojit pomoci
biologicky kompatibilni a lepivé latky, napf. fibrinu nebo je mozno
pouzit vstiebatelné trny z kyseliny polymlééné nebo je mozno stép
pfisit tak, aby bylo dosazeno nepropustné bariéry pro prorustani

okolnich pojivovych tkani.

V jednom z moznych provedeni vynalezu mdze membrana jako
takova U&inné branit proristani jakychkoliv nativnich bunék. Mlze
napf. jit o membranu, tvofenou tfemi vrstvami, pfi¢emz vrstva matrice
je vyrobena pfevazné z kolagenu Il a ma otevienou houbovitou
strukturu, tato matrice je na obou stranach opatfena dvéma

bariérovymi vrstvami s uzavienou, pomérné& nepropustnou strukturou.

Vrstva matrice je prostfedim k proristani nativnich chondrocytl
atimik regeneraci chrupavkové tkané. Aby bylo mozno dale
podporovat rqgeneraci chrupavky, je mozno tuto matrici impregnovat
chondrocyty pfed implantaci nebo po implantaci in vivo. Matrici je

mozno impregnovat chondrocyty bezprostiedné pied implantaci, napf.




pomoci injekce, je vsak vyhodng&;jsi vstiiknout chondrocyty do vrstvy
matrice ve formé suspenze piimo po implantaci. Timto zplUsobem
mohou chondrocyty, pfitomné ve vrstvé matrice vyvolat regeneraci
chrupavky a tvorbu nové kostni tkang&, pficemz membrana v téZze dobé

brani prorGstani jinych typl bunek z okolnich tkani.

Chondrocyty pro pouZiti podle vynalezu je mozZno ziskat z
raznych bun&énych zdrojl, véetné allogennich nebo autogennich
buné&k, izolovanych z kloubnich chrupavek, periostu a perichondria,
maze také jit o mesenchymalni bunky z kostni dfené. Vzhledem k
tomu, Ze pfi pouziti allogennich bunék vznika potencialni nebezpedi
nezadouci imunitni reakce a infek&nich komplikaci, je vyhodné&jsi
izolovat chondrocyty z autogennich bunek, zvlasté z kloubni
chrupavky. Postupy pro odbér bunék jsou znamé a zahrnuji
enzymatické §tépeni a péstovani v kultufe. Péstovanim v kultufe je
mozno odebrané bufiky pomnozit pfed jejich implantaci zpét do
organismu. Obecné je mozno uvést, ze do vrstvy matrice by mélo byt
dodano nejméné_106, s vyhodou nejmeéné 107 bunék k dosazeni

optimalni regenerace chrupavkové tkané.

Je zadouci, aby vrstva matrice membrany podle vynalezu
obsahovala glykosaminoglykany GAG, jako jsou kyselina hyaluronova,
chondroitin-6-sulfat, keratinsulfat, dermatan sulfat apod. Tyto latky
zajisti pfirozené prostfedi, v némz mohou chondrocyty rist. | kdyz je
mozné zafadit do kolagenové matrice glykosaminoglykany z riznych
zdrojt, které nemusi mit vzdy toté slozeni, molekulovou hmotnost a
fyziologické vlastnosti jako glykosaminoglykany z chrupavky, je
vyhodné pouzit material, pochazejici z chrupavky. Vrstva matrice s
vyhodou obsahuje jeden az 10 % hmotnostnich, napf. 2 az 6 %
hmotnostnich glykosaminoglykand. | kdyZ urgité mnozstvi téchto latek
muze byt pfitomno i v nepropustné vrstvé, vétsina tohoto materialu se

bude nachazet ve vrstvé matrice.




V nativni kolagenové tkani se vyskytuji GAG alespon z ¢asti jako
slozka proteoglykant PG. Pouziti GAG ve formé& PG je v8ak nezadouci
vzhledem k potencialnim imunologickym problémm, k nimz muize
dochazet vzhledem k pfitomnosti bilkoviny v PG. Z tohoto duvodu je
vrstva matrice s vyhodou v podstaté prosta jakychkoliv proteoglykand.
Toho je mozno snadno dosahnout tim, Ze se vrstva matrice pfipravi z

gisténého kolagenu I, prostého telopeptidi a z glykosaminoglykand.

\rstva matrice mlze obsahovat jesté daisi ptisady. Jde napf. o
chondronectin, laminin, fibronectin, alginat vapenaty nebo anchorin Il
pro snadné&jsi pfipojeni chondrocytl k viaknim kolagenu Il je také
mozno pfidavat ristové faktory, napf. faktor, vyvolavajici tvorbu
chrupavky CIF, rastovy faktor, podobny insulinu IGF, transformacni
rastovy faktor beta TGFbeta, pfitomny ve formé homodimert nebo
neterodimerti a kostni morfogeneticky faktor BMP, jde napF. o nativni
nebo rekombinantni lidsky BMP-2, BMP-3 (osteogenin), BMP-4 a
BMP-7 (OP-1, osteogeneticka bilkovina 1). BMP-2 ovliviiuje dva
zpUsoby tvorby kostni tkané nezavisle, a to pfimou tvorbu kostni tkané
i tvorbu chrupavky, ktera je pak odstranéna a nahrazena kostni tkani.
Slozené materialy s obsahem BMP a kolagenu véetné kostni matrice,
ziskané extrakci kosti z riznych zdroji nebo extrakci

demineralizované kostni matrice mohou byt tvofeny 90 % kolagenu a
| 10 % bilkovin nekolagenni povahy NCP pro tvorbu chrupavky,
vyvolanou ucinkem BMP nebo spojenym G&inkem BMP a NCP. Kostni
matrice, nerozpustna kolagenni matrice a laminin nebo fibronectin jsou
nosi¢éem pro BMP. Né&které rustove faktory mohou byt pfitomny také v
nepropustné vrstvé. Vétsi podil téchto latek se v8ak bude nachazet ve
vrstvé matrice. Obecné |ze uvést, Ze membrana bude obsahovat 100

mikrogramd aZ 5 miligramd rustovych faktoru.

Jak jiz bylo uvedeno svrchu, je membrana tvofena nejméné

dvéma vrstvami s odli§nou strukturou. Bariérova vrstva membrany je v




s vyhodou tvofena pfevazné kolagenem | a lll. MGzZe byt obsazen také
synteticky material, napf. synteticka vstiebatelna polymerni sit, popf.
opatfena poviakem kolagenniho materialu, napf. kolagenem typu |

a/nebo typu lll.

Jako ptiklady vhodnych syntetickych materiall je mozno uvest
polyestery, kyselinu polyglykolovou a kyseliny polymlé&né PLA, jejich
homopolymery a kopolymery, glykolidové a laktidové kopolymery,
polyorthoestery a polykaprolaktony. Rada t&chto latek se bé&zné
dodava, napf. pod obchodnim nazvem Resomer (Boehringer
Ingelheim). Polymery PLA ve forme vosku s molekulovou hmotnosti v
rozmezi 650 az 1200 a s.pomalou degradaci jsou vyhodnymi latkami
pro toto pouziti. Zviaste vyhodnym biologicky degradovatelnym
polymerem je kyselina p_on-D,L-mlééné, v niz je pomér D-laktidu
k L-laktidu pfiblizné 70:30. Vyhoda téchto syntetickych materialQ
spodiva v tom, Zze maji vysokou mechanickou stalost, takZe je
membranu mozno pfetahovat pies sloZzité trojrozmérné kostni defekty,
aniz by pfitom doslo k jejimu protrzeni. Uvedené materialy jsou takeé

velmi vhodné pro §iti.

Bariérova vrstva je s vyhodou tvofena dlouhymi kolagenovymi
viakny, ktera jsou spojena tak, ze touto bariérou nemohou projit latky s
vysokou molekulovou hmotnosti. Dlouha vlakna dodavaji materialu
vysokou pevnost v tahu a odolnost proti protrzeni, takze material nejen
dobte oddéluje jednotlivé &asti, nybrz je také mozno jej dobfe 8it. PTi
chirurgickych zakrocich je veimi dilezité, aby bylo mozno implantaty
ve formé& membran piidivat nebo jinak upevnit a fada membran dfive
navrhovanych tuto schopnost nema. Membrana podle vynalezu je k
uvedenému uéelu dostateén& mechanicky stala a je proto velmi

vhodna pro chirurgickou implantaci.




Vrstva matrice je velmi porézni a mize mit nizkou specifickou
hmotnost, napf. 0,02, takze bufiky mohou do této vrstvy velmi rychle
prorustat. Tato vrstva membrany, vkteré obvykle také obsahuje
glykosaminoglykany, rychle bobtna a maze pojmout az 5000 %
kapaliny. Z idealnich podminek ma vrstva matrice strukturu pord
(objem poru a velikost pord) ktera dovoluje pfilnuti bunék a jejich
pror(istani a ktera rovnéZz dovoluje, aby si bun&ény material udrzel
fenotyp chondrocytl, ktery je charakterizovan syntézou bilkovin,
specifickych pro chrupavku. Rozmér pérll bude zaviset na lyofilizaci,
pouzité pro pfipravu matrice z kolagenu !l, obvykle je v rozmezi 10 az
120, napf. 20 az 100 mikrometr(i. Bézna velikost po6ra je pfiblizné
85 mikrometrti. Této velikosti pord je mozno snadno dosahnout
pomalym zmrazenim z teploty -5 na -10 °C v prib&hu 24 hodin z
naslednou lyofilizaci nebo také tak, Ze se pfed lyofilizaci k materialu

pfida hydrogenuhli¢itanamonny.

Vrstva matrice membrany obvykle a s vyhodou obsahuje

kolagen Il, ziskany z chrupavky, s vyhodou z hyalinni chrupavky vepie.

Pozadovana tloustka vrstvy matrice bude zaviset na povaze
defektu kosti nebo chrupavky, ktery ma byt napraven, obvykle jde o
tloustku 2 az 10 mm, napf. 4 az 6 mm. Tloustka bariérové vrstvy se s

vyhodou pohybuje v rozmezi 0,2 az 2 mm, napf. 0,2 a2 0,7 milimetru.

Bariérova vrstva muaze byt také pfirodni membrana Zivocisného
plvodu, tvofena kolagenem | a Ill. Membrana, odvozena z pfirodniho
zdroje je v organizmu Upiné vstiebatelna a pfi jejim vstiebavani se
netvofi toxické degradaéni produkty. Tyto membrany obvykle také maiji
zvlasté vysokou odolnost proti protrzeni v suchém i vihkém stavu a je
tedy mozno je na uréené misto v pfipadé potieby pfisivat. Za vihka je
material velmi elasticky, tak Ze je moZno jej dobfe upevnit i na

kostnich defektech nepravidelného tvaru.




Kromé kolagenu obsahuji ZivoCisné membrany pfirodniho
pdvodu fadu dal$ich biologickych materiald, které je nutno odstranit.
Je znamo plisobit na takové membrany enzymy, rozpoustédly nebo
jinymi chemickymi latkami k &isténi tdchto membran tak, aby byly
mozno pro pouziti v [ékafstvi fada téchto materiald je velmi tenka a
jejich pouziti je Casto obtizné. Fibrily kolagenu pfi ¢isténi Casto ztraceji
svlij pfirozeny charakter a vysiedny material tak muze mit
nedostateénou pevnost, pro §iti, mize ztratit svou bobtnavost ve vodé
a ztraci se také rozdil mezi hladkou a drsnéjsi stranou viakna.
Vlaknité formy kolagenu typu | nebo Il prosté telopeptidu jsou ménée
rozpustné a méné biologicky degradovatelné a bylo zjisteno, ze jde o

nejvyhodné&j$i nosny material.

Membrany, které mohou tvofit bariérovou vrstvu zahrnuji
peritonealni membranu telat nebo vepfl, tyto membrany si

zachovavaji svou pfirozenou kolagenni strukturu.

Zvlasté vyhodné jsou peritonealni membrany z mladych vepfl ve

stafi 6 az 7 tydn( s hmotnosti 60 az 80 kg.

Bariérova vrstva by méla byt s vyhodou tvofena gistym,
nedenaturovanym nerozpustnym kolagenem a mUzZe byt pfipravena
napf. zplisobem, popsanym v mezinarodni patentové pfihlasce
WO-A-95/18638. Pfirodni membrany se nejprve zpracovavaji
pasobenim zasady, napf. vodného roztoku hydroxidu sodneho z
koncentraci 0,2 az 4 % hmotnostni. Tim dojde ke zmydelnéni
jakychkoliv tukl a take bilkovin, které jsou citlivé na plsobeni zasad.
Ve druhém stupni se material zpracovava plsobenim kyseliny.
Obvykle jde o anorganickou kyselinu, napf. kyselinu chlorovodikovou.
Tim se odstrani nedistoty, citlivé na kyselinu. Pak se material promyva
do dosazeni pH 2,5 az 3,5. Pak ma membrana hladkou stranu a

vorw

voln&jsi vlaknitéjsi stranu. Muze byt vyhodné uskuteénit zesiténi




membrany do uréitého stupné jejim zahfatim na teplotu v rozmezi 100
az 120 °C.

Kolagen ll, pouzity pro tvorbu matrice membrany je mozno
ziskat z chrupavky obdobnym postupem, jaky byl popsan svrchu pro
bariérovou vrstvu, tvofenou pfevazné kolagenem | a lll. Je vyhodné
odstranit z chrupavky vodu pGsobenim acetonu, pak se odstrani
extrakci tuk pdsobenim uhlovodikoveho rozpous$tédla, napf. n-hexenu,
i kdyz je mozno pouZit take alkanoly, napf. ethanol, ethery, jako
diethylether nebo chlorované uhlovodiky, jako chloroform nebo smési
t&chto latek. Material, zbaveny tuku se pak zpracovava pusobenim
zasady, ktera zmydelni jakykoliv zbyvajici tuk a degraduje nékteré z
pfitomnych bilkovin. Kone&né& se material zpracovava pisobenim
kyseliny, co_i vyvola degradaci dalSich bilkovin. Pak se material necha
bobtnat ve vodé& a necha se projit koloidnim mlynem, &imz se ziska

suspenze materialu.

Aby bylo mozno pfipravit vicevrstevnou membranu, nanese se
suspenze s obsahem kolagenu Il na vlaknitou stranu pfipravené
hladké membrany, ktera byla pfipravena napf. podle mezinarodni
patentové pfihlasky WO-A-95/18638. Obvykle bude membrana
ulozena na hladky povrch hiadkou stranou dold, takze bude mozno
pfimo nanaset suspenzi kolagenu |l, napf. vetfenim do viaknité strany
membrany. Timto zptsobem je mozno pomoci suspenze vytvofit vrstvu
jakékoliv tloustky, ktera pevné Ine ke kolagenové membrané.
Dvouvrstevna membrana, vytvofena timto zplisobem se pak zmrazi a
lyofilizuje, ¢imz vznika pozadovana houbovita struktura s pozadovanou
velikosti por(. V pfipadé potieby je mozno uréity podil matrice
odstranit tak, aby byla ziskana dvouvrstevna membrana s
rovnomérnou tioustkou. K ziskani tfivrstevné membrany je pak mozno
ulozit na vrstvu matrice druhou hladkou membranu tak, aby jeji

vlaknita vrstva byla ve styku s vrstvou matrice.




Suspenze kolagenu Il pro naneseni na membranu obvykle
obsahuje 1,0 az 4,0 % hmotnostnich kolagenu, vyhodné mnozstvi je 2
a7 3 % hmotnostni. Hodnota pH této smési se upravuje na 2,5 az 4,5,

s vyhodou 3,0 az 4,0.

Material kolagenu |l se po lyofilizaci s vyhodou zesiti pro
stabilizaci vrstvy matrice. Timto zplsobem je také mozno zvysit
mechanickou stabilitu vrstvy matrice a zpomalit rychlost jejiho
vstfebavani v organismu. Stupefi zesiténi by za idealnich podminek
mé&l byt takovy, aby rychlost degradace matrice byla v souladu s
rychlosti regenerace tkané. Zesiténi je mozno uskutecnit zahfivanim,
toto zahfivani véak je nutno provadét opatrné, tak aby nedoslo ke
straté vstiebatelnosti. Obvykle se uziva zahfati na 100 az 120 °C po

v e s

ozafenim ultrafialovym svétlem, napf. po dobu az 8 hodin.

Material kolagenu Il s vyhodou obsahuje glykosaminoglykany.
Tyto latky obvykle reaguji s kolagenem Il za urgitého stupné zesiténi a
za vzniku nerozpustného produktu. V pfipadé potieby je mozno
dosahnout daldiho zesiténi zahfatim materialu nebo ozafenim
ultrafialovym svétlem, jak bylo uvedeno svrchu. Reakci mezi
glykosaminoglykanem a kolagenem je mozno uskutecnit pfi teploté
mistnosti a pfi pH v rozmezi 2,5 az 3,5. Mnozstvi glykosaminoglykanu
se mlze pohybovat v rozmezi 1 az 10 % hmotnostnich. Material mize

byt zmrazen a lyofilizovan okamzité po této reakci.

Suspenzi je mozno vytvofit také Gpravou pH kolagenu Il na vyssi
hodnotu. V tomto pfipadé se smés zchladi na teplotu pfiblizné 4 °C a
pak se hodnota pH pomalu upravuje pfidavanim chladného vodného
roztoku hydroxidu sodného s teplotou 4 °C az na hodnotu 6,5 a2 7,5.
Pak se smés udrzuje 15 az 25 hodin pfi teploté mistnosti. Po této dobé

se vytvofi suspenze a material je mozno zmrazit a lyofilizovat.
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Daléi moznosti je neutralizovat kolagen Il na pH 6,8 az 7,4 po
odstranéni vzduchu. Smés se vloZi do formy a inkubuje 15 az 20 hodin
pfi teploté 37 °C. Vytvori se jemna suspenze, kterou je mozno zmrazit

a lyofilizovat.

Ktera z uvedenych tfi metod bude uzita zavisi na pozadovanych
vlastnostech vysledného vyrobku. Prvni postup poskytuje nejstalejsi
produkty. Avsak pfi sraZzeni mohou vznikat shluky materialu, takze
postup je nutno provadét velmi pedlivé. Pfi druném zpUsobu se
ziskava mékky a homogenni produkt, ktery je véak rozpustné&jdi nez

produkt, ziskany prvnim postupem.

V priib&hu t&chto postupl je mozné pridavat dal$i Zadouci
pfisady, napf. lé&iva, jako antibakterialni latky, napf. taurolidin nebo

antibiotika, napf. gentamicin.

Po naneseni suspenze na membranu se material zmrazi. Aby
bylo mozno dosahnout reprodukovatelnych rozmérd poérd, je nutno
zmrazovani peélivé fidit, zejména pokud jde o rychlost a dobu
zmrazovani, hodnotu pH a tvorbu pér(, jejichz rozmér je nutno piesne
Fidit. V pfipadé, Ze maji byt ziskany velmi malé pory, je zapotiebi

pouzit rychlého zmrazeni na velmi nizké teploty.

Zmrazena membrana se pak lyofilizuje, nacez se zahfiva na 110
a¥ 130 °C. Pfi tomto postupu dojde k urcitému zesiténi. Pak je mozno
upravit tloustku membrany tak, aby tloustka vrstvy matrice byla vSude
pfiblizné 2 mm. Dvouvrstevna membrana se pak sterilizuje, napf.
ozafenim gamma-zafenim nebo pGsobenim ethylenoxidu. Sterilizaci
pfili§ silnym ozarenim napf. pomoci 800 v davee 25 kGy maze dojit k
deaktivaci BMP. Za t&chto okolnosti je pak mozno impregnovat sterilni
matrici roztokem BMP ve sterilnim fyziologickem roztoku chloridu

sodného az tésné pied implantaci.
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Membranu podle vynalezu je mozno pouZit v |ékarstvi k
nasledujicim uéeldm:

Jako material pro fizenou regeneraci tk&ni je mozno membranu
vyuzit tak, Ze matrice podporuje rist bunék. Bariérova vrstva na druhé
strané brzdi riist nezadoucich bunék.

Dale je matrici vyuzit k nahradé defektu chrupavky, které
nepronikaji az do kosti pod chrupavkou a k nahradé osteochondralnich
defektd.

Vynalez se rovnéz tyka pouziti vicevrstevné kolagenni
membrany pfi fizené regeneraci tkani. Obsah kolagenu Il v membrané
je zvlasté vhodny pro regeneraci chrupavkové tkané, je vSak vhodny i

pro regeneraci jinych typl tkani.

Zvlasté je svrchu uvedena membrana vyhodna pro pouZiti

formou implantatu.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi
pfiklady, které véak nemaji slouzit k omezeni rozsahu vynalezu. Ve
véech piikladech maji byt postupy provadény za aseptickych

podminek.

P¥iklady provedeni vynalezu
Priklad 1
(A) Peritonealni membrany mladych telat se Gpiné zbavi pojiva a

tuku mechanickym zpGsobem, promyji se pod tekouci vodou a pak se
zpracovavaji 12 hodin plsobenim 2% roztoku hydroxidu sodného. Pak
se membrany znovu promyji pod tekouci vodou a okyseli 0,5%
roztokem kyseliny chlorovodikove. Po okyseleni materialu v celé jeho
tloudtce, coz trva pfiblizné 3 hodiny se material promyva az do
dosazeni pH 3,5. Pak se material srazi pusobenim 7% roztoku chloridu

sodného, neutralizuje se 1% roztokem hydrogenuhligitanu sodného a
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znovu se promyje pod tekouci vodou. Pak se material dehydratuje

acetonem a zbavi tuku plsobenim n-hexanu.

(B) Zmrazena chrupavka z Cerstvé porazenych vepil se maci ve
studené vodé, diikladné& se promyje a mechanicky se odisti od zbytk{
masa, kosti a tvrdych souéasti. Pak se material promyva 30 minut pod

tekouci vodou.

Pak se material 3krat mele v homogenizatoru. Velikost Castic na

konci tohoto postupu byla pfiblizné 8 mm.

Pak se &astice chrupavky zbavi vody tak, Ze se 4krat promyji
acetonem vzdy po dobu 8 hodin. Pak se odstrani tuk 4nasobnou
extrakci n-hexanem, kazda extrakce trva nejméné 8 hodin. Pomér

hexanu k chrupavce je 1:10.

Po odstranéni tuku se chrupavka necha bobtnat v pitné vodé.

Pomér vody k materialu je 10:1, zpracovani trva 24 hodin.

Pak se na material pisobi hydroxidem sodnym ve formé roztoku
s koncentraci 5 % hmotnostnich, pomér chrupavky k roztoku je 1:4 a
zpracovani trva 32 hodin. V prib&hu tohoto zpracovani se material
micha. Pak se roztok zasady z chrupavky vymyje, ¢imz se pavodni
pH 14 snizi na pH 9 az 11. Rozpusténé nedistoty se vymyji a oddéli od
chrupavky. Kapalina, zbyvajici po tomto zpracovani se uchova pro

izolaci glykosaminoglykanu.

Pak se kolagenni material zpracovava roztokem kyseliny
chlorovodikové s koncentraci pfiblizné 3 % hmotnostni pfi po¢ate¢nim

pH niz§im neZz 1,0. Toto zpracovani trva 4 az 6 hodin.
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Pak se material promyva chladnou vodou tak dlouho, az se pH
zvy$i na 3 az 3,5. VSechny nedistoty jsou odstranény a produktem je
kolagen, prosty soli a vhodny pro vyrobu houbovitého nebo jiného
kolagenniho materialu. K tomuto ucelu je mozno vysledny material

zbavit plynd, zmrazit a lyofilizovat.

Extrakt, zbyvajici po svrchu uvedeném zpracovani roztokem
zasady obsahuje glykosaminoglykan, zasadu, denaturované bilkoviny
a soli. Tento extrakt se nejprve neutralizuje kyselinou chlorovodikovou,
hodnota pH po neutralizaci je pfiblizné 6. Pak se extrakt zfiltruje pfi
pouziti pomocného prostiedku, zvlasté infusoriové hlinky pro
odstranéni denaturovanych bilkovin. K materialu se obvykle pfida
0,5 % hmotnostnich hlinky, ktera se pak odstrani spolu s

denaturovanou bilkovinou.

Supernatant se pak podrobi ultrafiltraci pfi pouziti membrany,
ktera oddéli latky s molekulovou hmotnosti 10 000. Timto zplsobem

se odstrani soli a ziska se gisty glykosaminoglykan.

Takto ziskany roztok glykosaminoglykanu se smisi se svrchu
ziskanym kolagenovym materialem, &imz se ziska matrice kolagenu i

s obsahem glykosaminoglykanu.

Kolagen I, ziskany uvedenym zplsobem ma nasledujici
vlastnosti:
TG = 2,8 % hmotnostnich
GAG = 3 % hmotnostni, vztaZeno na hmotnost kolagenu,
pH = 3,5

(C) Cerstvé pfipravena peritonealni membrana podle stupné (A) se
madi ve vodé a pak uloZi na plochou sklenénou desku vlaknitou

stranou smérem vzhuru. Pak se na membranu nanasi hmota
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kolagenu Il, piipravena podle stupné (B). Membrana se udrzuje na
ploché desce tak, aby stale k této desce Inula. Soudasné se hmota

kolagenu |l do membrany vtira.

Velmi husta hmota se po naneseni na membranu necha pfes
noc v lednici pfi teploté pfiblizné 4 °C. V pribéhu této doby se vytvofi

velmi husta suspenze.

Cely material se pak zmrazi za nasledujicich podminek:
Teplota lazné = -12 °C

Doba zmrazeni = 40 minut

Zmrazeny material se pak lyofilizuje, naceZ se zahfeje na teplotu
125 °C.
Doba lyofilizace = 14 hodin.

\Vrstva matrice kolagenu |l se pak dale zpracovava na

rovhomérnou tloustku 1 mm.

Priklad 2

Cerstvé ptipravena peritonealni membrana z piikladu 1(A) se
ulozi na sklenénou desku a do membrany se vtira hustéa hmota
kolagenu |l s viastnostmi z pfikladu 1. 50 g hmoty kolagenu Il se zfedi
na 100 ml destilovanou vodou a smés se dUkladné promicha. V
prib&hu michani se pfida 100 ml roztoku glykosaminogiykanu.
Kolagen se vysrazi spolu s GAG. Po vysrazeni se material
homogenizuje a vznikla disperze se nanese na membranu. Vznikla
dvouvrstevna membrana se dale zpracovava stejné jako v pfikladu 1.

Zastupuje:




PATENTOVE NAROKY

1. Vicevrstevna membrana, vhodna pro pouZiti in vivo pfi
rekonstrukci kostni nebo chrupavkové tkané, vyznadujici se

t i m, ze je tvofena vrstvou matrice, pfevazné z kolagenu I's
otevienou houbovitou strukturou a nejméné jednou bariérovou vrstvou

s uzavienou, pomérné nepropustnou strukturou.

2. Vicevrstevna membrana podle naroku 1, vyznadcujici se

t i m, ze obsahuje pouze jednu bariérovou vrstvu.

3. Vicevrstevna membrana podle naroku 1, vyznacujici se

t i m, ze vrstva matrice je uloZzena mezi dvéma bariérovymi vrstvami.

4. Vicevrstevna membrana podle nékterého z narokd 1 az 3,
vyznadujici se tim,ze vrstva matrice je vytvofena z

materialu kolagenu |l, odvozeného od pfirodni chrupavky.

5. Vicevrstevna membrana podle naroku 4, vyznadcujici se

t i m, ze kolagen Il je ziskan z hyalinni chrupavky vepfe.

6. Vicevrstevna membrana podle naroku 4 nebo 3,
vyznadujici se tim,Ze materidl kolagenu Il je fyzikalné

zesitén.

7. Vicevrstevna membrana podle nékterého z narokld 1 az 6,
vyznadujici se tim,ze bariérova vrstva nebo bariérové

vrstvy jsou vytvofeny pfevazné z kolagenu | alll.

8. Vicevrstevna membrana podle naroku 7, vyznadcujici se
t { m, ze bariérova vrstva nebo bariérové vrstvy jsou vytvoieny z

peritonealni membrany telat nebo vepru.
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9. Vicevrstevna membrana podle nékterého z narokd 1 az 6,

vyznadéujici se tim,ze bariérova vrstva nebo bariérové
vrstvy jsou tvofeny siti ze syntetického vstfebatelného polymeru, popf.

opatfenou povlakem kolagenniho materialu.

10. Vicevrstevna membrana podle naroku 9, vyznacujic i se

t i m, ze kolagenni materidl je tvofen kolagenem typu | a/nebo typu Il

11.  Vicevrstevna membrana podle naroku 9 nebo 10,
vyznadujici se tim,zesitze syntetického polymeru
obsahuje polymer ze skupiny polyestery, homopolymery kyseliny
polyglykolové a polymlécné a kopolymery té&chto kyselin, kopolymery
glykolidt a laktid(, polyorthoestery a polykaprolaktomy.

12 Vicevrstevna membrana podle naroku 11, vyznacu jici
se tim, ze jako polymer obsahuje kyselinu poly-D,L-mlé¢nou, v niz
je pomér D-laktidu k L-laktidu pfiblizné 70:30.

13.  Vicevrstevna membrana podle nékterého z naroku 1 az 12,
vyznadujici se tim, ye se vrstva matrice impregnuje
chondrocyty, izolovanymi z kloubni chrupavky, periostu, perichondria

nebo mesenchymailnich bunék kostni dfene.

14 Vicevrstevna membrana podle n&kterého z narokd 1 az 13,
vyznadujici se tim, ze sevrstva matrice a/nebo bariérova

vrstva impregnuje glykosaminoglykanem.

15.  Vicevrstevna membrana podle narokd 14, vyznac ujici
se tim, ze jako glykosaminoglykan obsahuje kyselinu hyaluronovou,

chondroitin-6-sulfat, keratinsulfat nebo dermatan sulfat.




16. Vicevrstevna membrana podle nékterého z naroki 1 az 15,
vyznadéujici se tim,zZzevrstva matrice a bariérové vrstvy jsou

v podstaté prosté proteoglykand.

17.  Vicevrstevna membrana podle nékterého z narokl 1 az 16,
vyznadujici se tim,ze vrstva matrice a/nebo bariérové
vrstvy dale obsahuji chondronectin, laminin, fibronectin, alginat

vapenaty, anchorin Il, rstové faktory nebo morfogenetické kostni

faktory.

18. ZpUsob vyroby vicevrstevné membrany podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze se suspenze kolagenu Il nanese na
povrch bariérové membrany s uzavienou, pomérné nepropustnou
strukturou a pak se material lyofilizuje za vzniku vrstvy matrice s

otevienou houbovitou strukturou.

19. Vicevrstevna membrana podle nékterého z narok( 1 az 17 pro

pouziti pfi fizené regeneraci tkane.

20. Vicevrstevna membrana podle nékterého z narokd 1 az 17 pro

pouziti pfi rekonstrukci kostni nebo chrupavkove tkané.

21 Pouziti vicevrstevné membrany podie nékterého z naroku 1 aZ

17 pro vyrobu implantatu pro fizenou regeneraci tkané.

22. Zpusob légeni defektu kosti nebo chrupavky, vyzna ujici
se tim,Ze se na defekt nanese vicevrstevnd membrana podle
nékterého z narok( 1 az 17 tak, Ze bariérova vrstva brani vrastani
nezadoucich typl tkané do oblasti regenerace kosti nebo chrupavky.

Zastupuje:
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