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(57) Anotace:

Reseni popisuje riizna nosna liZka, ke kterym mohou buiiky
ptilnout a mnoZit se. Takova nosna liZka jsou uZitecna jako
implantaty do poranéného mista a podporuji hojeni a
regeneraci poskozené tkané. Dale je popisovan vyrobek
zahmujici membranu, kterd ma alespoii jednu vrstvu s
pérovitym povrchem a také zahrnujici submukdzni stfevni
tkati a buiiky, které k této vrstvé pfilnuly. RovnéZ se popisuje,
Ze prilnuté bunky k této vrstvé zahmuji chondrocytové buiiky.
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Zptusob autologni transplantace /igfng,,/

Oblast techniky

PfedloZeny vynadlez se tykd transplantace chondrocytovych
pbun&k, 35tdpa kosti a chrupavky, hojeni, 1léZeni kloubu a
prevence patologické artritidy. PF¥edloZeny vyndlez se zejména
tyka novych zplsobu a nastrojl pro transplantaci

chondrocytovych bunék a regeneraci chrupavky.

Dosavadni stav techniky

V USA se ro&né provadi vice neZ 500.000 artroplastickych
operaci a totélnich kloubovych nahrad. P¥ibliZné stejny pocet
podobnych operaci se provadi v Evropé. V tom je zahrnuto asi
90.000 totélnich ndhrad kolenniho kloubu a kolem 50.000
operaci vad kolena (A. Praemer, S. Fumer, D. P. Rice:
Musculoskeletal conditions in the United States, Park Ridge,
III.: American Academy of Orthopaedic Surgeons, 1992, 1235).
Nejprospésnéjdi by byl zpusob regenerativni 1éZby chrupavky a
mohl by se proyédét v raném stadiu po3kozeni kloubu, a tim
sniZit po&et pacient®, kte¥i potFfebuji operaci um&lé kloubni
nadhrady. S takovymi preventivnimi zplsoby 1léCby by se také

sni?il po&et pacientl s rozvinutou osteoartritidou.

Techniky pbuiivané pro vyhlazeni povrchu struktury
chrupavky v kloubech se hlavné& pokou3eji o vyvolani reparace
chrupavky za pouZiti subchondrdlniho vrtani, obruSovani a
dalsich zpusobl, pomoci nichZ se nemocna chrupavka a
subchondralni kost odstrani a =zanechd se vaskularizovana
houbovitad kost odkrytad (J. Insall: Clin. Orhop. 1974, 101, 61;
R. P. Ficat a spol.: Clin. Orthop. 1979, 144, 74; L. Johnson
v: Operative Arthroscopy, (J. B. McGinty ed.) New York: Raven
Press, 1991, 341).



Coon a Cahn (Science, 1966, 153, 1116) popsali techniku
pro kultivaci bun&k, které syntetizuji chrupavku, =z kufecich
embryonalnich prvotnich ¢&l&nkl. Pozdé&€ji pouZili Cahn a Lasher
(PNAS USA, 1967, 58, 1131) tento systém pro analyzu UCasti DNA
syntézy jako nezbytného predpokladu pro chrupavkovou
diferenciaci. Chondrocyty odpovidaji jak na EGF tak FGF rustem
(Gospodarowicz a Mescher: J. Cell Physiology, 1977, 93, 117),
ale nakonec ztréceji svoji diferenciac¢ni funkci (Benya a
spol.: Cell, 1978, 15, 1313). Popsaly se zplsoby rlstu
chondrocytli a principidlné se s mendimi upravami pouZivaji
tak, jak Jje popsali M. Brittberg a spol. (M. Brittberg a
spol.: New Engl. J. Med. 1994, 331, 889). Buiky vypéstované
témito zplsoby se pouZily jako autblogni transplantaty do
kolennich kloub®l pacientti. Kolettas a spol. navic prozkoumali
expresi pro chrupavku specifickych molekul, Jjako jsou kolageny
a proteoglykany, p¥fi dlouhodobé kultivaci bunék. Zjistili, Ze
navzdory morfologickym zmé&nam béhem kultivace v jednovrstvych
kulturach (A. Aulthouse a spol: Vitro Cell Dev. Biol., 1989,
25, 659; C. Archer a spol.: J. Cell Sci., 1990, 97, 361; H.
Haanselmann a spol.: J. Cell Sci,, 1994, 107, 17; J.
Bonaventure a spol.: Exp. Cell Res., 1994, 212, 97), kdyZ se
porovnaly s kulturami rostoucich v suspenzi na gelech agarézy,
algindtovych loZich nebo jako spinerové kultury (zachovavajici
si sférickou morfologii buiky), se exprimované markery,
napfiklad kolageny typa II a IX a velké agregujici
proteoglykany, agrekan, versikan a vazebny protein nezménily
(E. Kolettas a spol.: J. Cell Science,'l995, 108, 1991).

Artikuldrni chondrocyty Jjsou specializované, =z mezenchymu
odvozené, builky nalézajici se vylu¢né v chrupavce. Chrupavka
je avaskularni tkan, JjejiZ fyzikadlni vlastnosti =zaviseji na
extraceluladrnim  matrixu produkovaném chondrocyty. Béhem
endochondralni osifikace prochazeji chondrocyty zranim, ktere

vede k buné&lné hypertrofii, charakterizované zacatkem exprese
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kolagenu typu X (W. B. Upholt a R. R. Olsen ve: Cartilage
Molecular Aspectsr(editofi: B. Hall a Newman) CRC Boca Raton
1991, 43; E. Reichenberger a spol.: Dev. Biol., 1991, 148,
562; T. Kirsch a spol.: Differentiation, 1992, 52, 89; M.
Stephens a spol.: J. Cell Sci., 1993, 103, 1111).

P¥es pokroky v kultivaci chondrocytl a v napravach kosti
a chrupavky, nedosdhlo se vét3iho uUspé&chu pfi pokusech
transplantovat chrupavku nebo chondrocyty pro napravu
spojovacich kloubnich povrchli. Poznatky soucasného vynélezu
zajistuji faktické a udinné prostfedky zavedeni transplantace
chrupavky a/nebo chondrocytt do poruchy ve spojovacim kloubu,

pomoci nichZ se chrupavka regeneruje a porucha se opravi.

Podstata vynalezu

Struény souhrn vyndlezu

Pfedm&tem predloZeného vynadlezu Jje vV jednom provedeni
implantabilni vyrobek, implantéat, zahrnujici podpurnou
mate¥skou pidu nebo 1l0Zko, které dokadZe podporovat rust buné&k
a jejich vazbu k nému a zpisob implantace takového implantétu,
aby se regenerovaly bufiky na implantovaném mist&. Predmétem
pfedloZeného vyndlezu je v jednom provedeni zplsob uCinného
lé&eni povrchu chrupavky kloubniho spojeni u zvifat pomoci
transplantace implantétu obsahujiciho chondrocytové bunky

zadrZené v absorbovatelné podpurné matefské pudé.

V jednom provedeni se chondrocytové buiiky zadrZuji pouze
na okraji 1ltZka. V Jjednom provedeni- je podplrnou matefskou
padou kryci 1luZko pf¥ipravené z kolagenu a chondrocytové bunky
jsou autologni nebo homologni. V jiném provedeni se podpurna
matefskd puda pripravuje z kolagenu a elastinu nebo z kolagenu

a jednoho nebo 'vice dalZich materiald schopnych resorpce.



V dalsim provedeni se podplurnd matefskd plda pripravuije

ze submukdézy tenkého stfeva Zivocisného puvodu.

V dal3im provedeni se podpurné 10Zko ptripravuje z
perikardu. V odliSném provedeni se podpurné luZko pripravuje z
kolagenu a Jjednoho nebo vice dal3ich materidllt na Dbézi

polyestert.

Implant4dt se na transplantovaném misté vyhodné upeviiuje
pomoci lepicich nebo mechanickych 1dchytnych prost¥fedki.
Predmétem predloZeného vyndlezu je také nastroj pro umisténi a
manipulaci s implantdtem do mista implantace a pfichytné

zafizeni pro zajisténi implantédtu k mistu implantace.

P¥edmétem ﬁfedloieného vynéleZu‘ je také implantabilni
vyrobek pro reparaci chrupavky u zvi¥at, ktery obsahuje
chondrocytové bunky zadrZené na podplrné mate¥ské padé schopné

resorpce a zpusob jeho vyroby.

V dalsim provedeni je predmétem pFfedloZeného vynélezu
zpusob 1lé&eni povrchu chrupavky kloubniho spojeni =zahrnujici
umisténi chondrocytl na povrch, ktery se ma 1lécit, a prikryti
povrchu, aby se 1é¢il krycim luZkem. Kryci 1l0GZko se pFipevni k

oblasti chrupavky obklopujici poruchu.
Podrobny popis vyndlezu

Prfedmétem ptedloZeného vynédlezu je podlé jednoho
provedeni pouZiti wurcitych produktli, které inhibuji tvorbu
vaskularni tkané&, naptfiklad takové, jako kapiladrnich vléaseclnic
vystupujicich do chrupavky, kterd se vytvofila bé&hem procesu
autologni transplantace chondrocyti do defektd v chrupavce.
Takové produkty jsou prospésné pri reparaci defektl chrupavky

v kostech, kde se defekty roz$ifuji do subchondralni vrstvy
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nebo pod ni, obcas nazyvanymi Jjako defekt v plné tloustce.
Tvorba vaskularni tkané z kosti leZici pod chrupavkou bude mit
tendenci vystupovat do nové chrupavky, kterd se mé& vytvofrit,
coZ vede k objeveni se jinych bunék neZ poZadovanych

mezenchymdlnich bunék specializovanych chondrocytt.

Kontaminujici bunky zavedené vaskularizaci mohou zplsobit
zasahovdni a nadmérné pferustani do chrupavky, kterd se méa
vytvorit pomoci implantovanych chondrocytd. Jeden 2z typa
komercénich vyrobkl, ktery 1lze pouZit v tomto vynidlezu je
Surgicel® (Ethicon Ltd, UK), ktery se absorbuje po 7 aZ 14
dnech. Je to pravy opak k obvyklému pouZiti hemostatického
prostfedku, Jjako 3je Surgicel®, Jjak se popisuje v pfiloZené

inzerci vyrobku firmou Ethicon Ltd.

Pfekvapivé jsem zjistili, Ze v situaci, kdy se poZaduje
inhibice re-vaskularizace chrupavky, 1lze pouZit hemostaticky
materidl a ten bude plsobit jako gelu podobny umé&ly koagulat.
Obr. 1C znézorﬁuje takovou hemostatickou bariéru 1, kterou lze
pouzit, aby inhibovala 're—vaskularizaci defektu chrupavky.
Pokud by byly: v defektu v plné tlouStce pritomné d&ervené
krvinky v artikularni chrupavce, ktera je pEekryta takovou
hemostatickou bariérou, tyto <&ervené krvinky by se chemicky
zménily na hematin a nebudou takto schopné indukovat

vaskularni ruast. °

Hemostaticky produkt pouZity  jako inhibiéni Dbariéra
opétovné vaskularizace, jako Jje napfiklad Surgicel®, ktery
obsahuije nebo néobsahuje fibrinova lepidla, je proto u&inny
pro predpoklédany =zplUsob zamySleny timto vyndlezem. V 3jiném
aspektu tohoto vynélezu se matefskd puda, naptriklad matefskd
puda prostd bunék nebo jind matefska ptda, kterd se popisuje
niZe, pouZiva jako néplast pfekryvajici nebo vloZena do

defektni oblasti kloubu, do kterého se maji kultivované
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chondrocyty transplantovat s pouZitim napfiklad< autolognich
chondrocytd pro transplantaci. V pfedloZeném vynalezu lze pro
hojeni defektu chrupavky dale pouZit alogennich nebo
xenogennich chondrocytd. Obr. 2 znazorfiuje podpirnou matefskou
plhdu 2, kterou lze pouZit jako néaplasti k prekryti defektni

oblasti a obr. 3B zobrazuje lokalizaci defektu chrupavky 18.

V jednom provedeni jsou tudiZ p¥edmétem tohoto vynalezu
zpusoby uinné reparace nebo 1lé&eni defektn chrupavky na
povrSich artikularniho spojeni kosti, které zahrnuje dodéani
C¢inidla nebo prost¥edku, aby se zabranilo vaskularni invazi do
mista v chrupavce, které se mi reparovat, a také je pF¥edmétem
matefskd plda, kterd izoluje reparované misto a udrzZuje
transplantované buiiky na spravném misté. Predm&tem stédvajiciho
vynalezu je takévsouprava, obsahujici volitelnou hemostatickou
sloZzku pro vloiehi do mista, které se m& reparovat, takovou,
kterd je ucéinnou inhibici vaskularizace do mista, které se na
reparovat; a Jakmile se chondrocyty, které se maji
transplantovat, umisti do mista, které se mad reparovat,
mate¥skd puda 2 'pfekryje reparované misto tak, Ze se
chondrocyty drZi na spravném misté, ale maji stale zajistény

ptistup k Zivinam.

Konkrétni - aspekty vynadlezu se doloZily p¥iklady, ve
kterych se ©pouZil in vitro systém pro studium chovani
chondrocytd pfi kontaktu s ur&itym vyrobkem nebo kombinaci
urCitych vyrobk®, které budou inhibovat tvorbu vaskularni
tkané. Toto testovani in vitro pfedpovida schopnost urcitych
testovanych materidlli, Ze v nich vdojde k podpofe rlstu
chondrocytové buﬁky,'testuje matefska luZka pro pouziti Jjako
implantatd, ve kterych se wudrZi chondrocyty, a testuje
schopnost kaZdého luZka inhibovat vaskularizace, jak se stane
in vivo, kde kapildrni smy&ky prec¢nivaji do chrupavky vzniknou

béhem procesu  autologni transplantace chondrocyti do defektd v



chrupavce.

Vhodné hemostatické vyroby se budou charakterizovat
jejich schopnosti inhibovat rust nebo invazi vaskularni tkang,
osteocytd, fibroblastd atd. do nové vznikajici chrupavky.
Vhodny hemostaticky material naplni cile zpusobl pFedloZeného
vynalezu, kdyZ? se =zabrani vaskularni a bundéné invazi do
rozvijejici se chrupavky, aby se optimalizovala tvorba
chrupavky a dosdhlo reparace v plné tloudtce jakychkoli poruch
v artikularni chrupavce. Hemostatickid bariéra bude pokud'moino
stala po dosti dlouhy &as, ktery postacuje k tomu, aby se
umoZnila celkové reparace chrupavky a aby se potom tato
bariéra byla schopna- €asem absorbovat nebo jinak: odbourat.
Jeden materidl,; u kterého se na3ly tyto vlastnosti, se nazyva
Surgicel® W1912 (skupina GG3DH, Ethicon Ltd. UK), a je
absorbovatelnym hemostatem takovym, jakym je oxidovana

regenerovana sterilni celuléza.

Predmét predloZeného vynalezu také zahrnuje implabilni
vyrobek na reparaci chrupavky, zplUsob a zafizeni pro takovy
implantadt. Implantadt zahrnuje podplirnou matefskou padu a

autologni nebo homologni chondrocytové buifiky v ni uchovavané.

V. Jjednom provedeni jsou chondrocytové bunky zachycené
pouze na Jjednom nebo vice okrajich nebo vrstviach mateFského
1ldZka. Podplirna mate¥ska puda je obecn& material, ktery bude
podporovat rust chondrocytovych bﬁnék a ktery se asem
absorbuje v téle pacienta, pfijemce implantatu. Transplantaci
lze provést artroskopickou minimdlné - invazni technikou nebo
technikami otevfené operace. Zpusob vyndlezu také po&ita
s pouZitim vhodnych alogennich a xénogénnich chondrocytovych

~)

bunék pro reparaci poruchy chrupavky.

Takovy implantat se znazorfiuje na obr. 4. Implantat 20



konkrétnéji zahrnuje podpurnou matefskou pudu 22, v které se
uchovavaji chondrocytové buiiky 24. Vhodnou podplirnou matefskou
pidou 22 je pevny nebo gelovity skelet, ktery charakterizuje
schopnost udrZet si stabilni tvar po dobu, ve které se umozZni,
aby v ném rostly chondrocytové buiiky, jak pFred transplantaci,
tak po ni, a ktery poskytuje systém podobny pFirozenému
prostfedi pro chondrocytové buiiky, aby se optimalizovala

diferenciace rustu chondrocytovych bunék.

Podpurna matefskd plda 22 bude stabilni po &asovy usek
postacujici k dplné reparaci chrupavky a potom 3ji &asen,
napriklad béhem btfi mésich, télo absorbuje, aniZ by po ni
zistaly jakékoli vyznamné stopy a aniZ by se vytvorily toxické
degradacni produkty. Vyrazem ,absorbovat“ se mini, Ze zahrnuje
procesy, pomoci kterych se podplrnad  matefskd plda rozpadne
pfirozenymi biologickymi procesy a rozpadld podptirnid mate¥ska
pida a Jjeji degradadni produkty se vylou€i,  napfiklad

lymfatickymi nebo krevnimi cévami.

Podplrna matefskd pida 22 je proto vyhodnd fyziologicky
absorbovatelnou, neantigenni, membréhé podobnou latkou. V
jednom provedeni ma dale podptirna métefské pida 22 vyhodné
formu - podobnou £61ii, kterd m& jednu relativn& hladkou stranu
21- a jednu relativné drsnou stranu '2-. Drsnd strana 23 je
obracena k poru3e chrupavky 18 a podporuje rtist chondrocyti
dovnit¥, =zatimco hladkd strana 21 Jje typicky odvréacena od
poruchy chrupavky 18 a bréani zarGstani tkané. V jiném
provedeni mé& podparnd mate¥ska pﬁda 22 dvé hladké strany s

podobnou pérovitosti.

V jednom prbvedeni se podpurnad matefskd puda 22 vytvari
z polypeptidd nebo proteint.  Polypeptidy nebo proteiny se
vyhodné ‘ziskavaji' z “pfirodnich zdrojt, nap¥. ze savci. Pro

vytvofeni podplirné matefské pudy 22 lze vSak také pouzZit umélé



materialy, které maji srovnatelné fyzikdlni a chemické
vlastnosti s polypeptidy nebo proteiny z pfirodnich =zdroja.
Také je vyhodné, aby se podpirnd matefska puda 22 vratné
tvarovala, pfitdm jak s ni uZivatel manipuluje, tak, Ze
s implantidtem 20 lze manipulovat a potom se vrati ke svému
puvodnimu tvaru, 3jak se popisuje niZe v jednom =z aspekti

predloZeného vynalezu.

Vyhodnym materidlem, z kterého se vytva¥i podplrné
matefskd puda je kolagen, napfiklad ziskany z koni, prasat,

hovéziho dobytka, ovci nebo kutfat.

Vhodné materidly, z kterych 1lze vytvofit podplirnou
matefskou ptdu 22, zahrnuji ChondroCell® (komercné dostupna
mate¥skad puda kolagenu typu II, - Ed. Geistlich Sohne,
Svycarsko) a Chondro-Gide® (komer&né& dostupnd matefskd puda
kolagenu typu I, Ed. Geistlich Sohne, Svycarsko). Podplurna
matefskad pida 22 vytvofend z kolagehu typu I je ponékud tuzsi
nez podplirnd matefskd plda vytvo¥end =z kolagenu typu II,
atkoli matefské pudy s kolagenem typu II lze také pouZivat.
Daldim vyhodnym materidlem, 2z kterého se podplirnd matefska
pada vytvafi, je zesitovand a nezesitovand forma Permakolu™

(Tissue Science Laboratories, UK).

Kolagen se jinak ziskdvad z mo¥ské houby, jak se popisuje
v praci Swatschek a spol.: Eur. J. of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 2002, 53, 107-113 a v australské patentové
prihlasce &. AU 3741701. Struéné& Feleno se kolagen izoluje z
mo¥ské houby nékolikerym promytim houby vodou, rozemletim a
homogenizaci houbové tkané, zpracovanim roztoku s vysokymi
koncentracemi mocoviny, odstfedé&nim vzniklého roztoku a

vysraZenim kolagenu ze supernatantu.

VySe popsany implantadt 1lze napfiklad pfipravit pomoci
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kultivace chondrocytovych bun&k v této matefské pudé, jak se

detailnéji popisuje niZe.

Pro ptipravu autologniho implantéatu se nejprve
chrupavkovd biopsie  odebere artroskopickou technikou =z
nezat&Zované oblasti kloubu pacienta a pEenese se do
laboratofe v Zivném roztoku obsahujici 20 $ fetdlniho teleciho

séra.

Chrupavkova biopsie se pak smisi s enzymem, napfiklad
trypsinethylendiamintetraoctovou Kkyselinou (EDTA) , proteo-
lytickym enzymem a pojivovym ¢&inidlem, aby se izolovaly a
extrahovaly chondrocytové buriky ‘chrupavky. Extrahované
chondrocytové buiiky se potom kultivuji v Zivném roztoku z
potateéniho poctu bun&k okolo 50.000 do kone&ného poc¢tu asi 20

milioni chondrocytovych bunék nebo vice.

T¥i (3) dny pfed re-implantaci se Zivny roztok zaméni za
transplantadni roztok, ktery obsahuje 10 % autologni sérum (to
jest sérum extrahované z pacientovy krve, jak se popisuje
niZe). Kultivované chondrocytové bufiky Vv transplantacnim
roztoku se nechaji vsaknout a pronikaji do jedné nebo vice
vrstev podplirné hatefské piddy 22 a jejich mnoZeni pokracuje,
aby se vytvofil implantat 20. Vyhodné& chondrocytové bunky
pfilnou pouze k jednomu okraji vné&jsi vrstvy podpurné matefské
pady 22. Implantét 20 se pak implantuje pacientovi na misto

poruchy chrupavky 18.

Je pochopitelné, Ze poruchu nebo poranéni 18 1lze pIimo
odet¥it, lehce zvé&t3it nebo odstranit operadnim postupem pfed
implantaci tak, jak se popisuje v US ‘patentové prihla3ce &.
09/320,246, aby se prizpusobila implantatu  20. Zpusob
kultivace, Jjakoz i Zivné a transplantaéni roztoky se niZe

detailné popisuji ve form& pfikladu, pocinaje nejprve popisem
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laboratorniho postupu zpracovani odebrané chrupavkové biopsie
a kultivaci chondrocytovych bunék, v souladu s pfedloZenym

vynédlezen.

Kultiva¢ni pidy (dale ,Zivné roztoky“), pouZité pro
nakladédni s chrupavkovou biopsii bé&hem kultiva&niho procesu a
pro rust chondrocytovych bun&k chrupavky, se pfipravi smisenim
2,5 mL sulfdtu gentomycinu (koncentrace 70 mikromolt/litr),
4,0 mL amfotericinu (koncentrace 2,2 mikromolu/litr; obchodni
znaCka Fungizone®, fungicid dostupny od fy Squibb), 15 mL
kyseliny [L-askorbové (300 mikromol®a/litr), 100 ml fetalniho
teleciho séra (kone¢nd koncentrace 20 %) a doplni se roztokem
DMEM/F13, aby se pfipravilo 400 mL Zivného roztoku. (Stejny
7ivny roztok se také pouZivd k pFenosu chrupavkové biopsie z
nemocnice do laboratofe, ve které se'chondrocyty extrahuji a

mnozi.)

Krev ziskand od pacienta se odstfedi p¥i p#ibliZné& 3000
otdCkdch za minutu, aby se oddélilo krevni sérum od jinych
sloZek krve. Oddélené krevni sérum se uloZi a pouZije se v

pozdéjsSim stadiu kultivadniho postupu'a pfi transplantaci.

Biopsie chrupavky dfive ziskani od pacienta pro autologni
transplantaci se odeSle ve vySe popsaném Zivném roztoku do
laboratofe, kde se bude kultivovat. V laboratofi se odd&li
biopsie chrupavky dekantaci od Zivného roztoku a ten se
vylije. Biopsie chrupavky se pak aspoii t¥ikrat promyje cCistym
DMEM/F12, aby se odstranil film fetalniho teleciho sera z

povrchu chrupavkové biopsie.

Biopsie chrupavky se pak promyje ve sm&si, ktera obsahuje
vySe popsany Zivny roztok, do kterého se pfidalo 28 mL
trypsinové EDTA (koncentrace 0,06 $%). V této smési se inkubuje

pét aZ deset minut pri 37 °C a v atmosféfe s 5 9 C0O,. Po
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inkubaci se biopsie chrupavky promyje dvakrat a# t¥ikrat v
Zivném roztoku, 4aby se biopsie omyla od enzymu trypsinu.
Chrupavka se pak 2zvadZi. Minimalni mnoZstvi chrupavky, typicky
poZzadované pro rust chondrocytd, je asi 80-100 mg. Vyhodnéj&i
je ponékud vét3i mnoZstvi, tak asi 200 aZ 300 mg. Po zvaZeni
se chrupavka umisti do smési 2 mL kolagenadzy (travici enzym;
koncentrace 5000 enzymatickych jednotek) s pfibliZné 50 mL
Cistého roztoku DMEM/F12, a rozmélni se, aby enzym castedné
natravil chrupavku. Po rozm&lndni se rozm&lnéna chrupavka
pfevede néalevkou do bafky a prida se k ni asi 50 mL kolagenazy
a Cisté smési DMEM/F12. Rozm&lnénd chrupavka se pak 17 aZ 21

hodin inkubuje p¥i 37 °C a v atmosfére s 5 % CO,.

V  jednom provedeni se potom rozm&ln&na inkubovana
chrupavka scedi pfes 40 pm sito, odstfedi se (p¥i 1054
otackach za minutu, nebo 200 nasobku g) bé&hem 10 minut a
promyje se dvakrat Zivnym roztokem. Potom se chondrocytové
buiikky seCtou, aby se ur¢ila jejich schopnost rustu, po CemZ se
chondrocytové buniky inkubuji v Zivném roztoku alesponl dva
tydny pfi 37 °C a v atmosféfe s 5 % CO,, pri&em? se bdhem této

doby Zivny roztok vym&ni t¥i aZ &tyFikrat.

Nejméné& t¥i dny pFfed re-implantaci pacientovi, se
chondrocytové Dbuiiky odstrani ze Zivného roztoku pomoci
trypsinizace a odstfedovani a pfevedou se do transplantaéniho
roztoku obsahujiciho 1,25 mL gentamycin-sulfitu (koncentrace
70 mikromoltu/litr), 2,0 mL amfotericinu (koncentrace 2,2
mikromolu/litr; dbchodﬁi zna¢ka Fungizone®, fungicid dostupny
od fy Squibb), 7,5 mL kyseliny L-askorbové (300
mikromold/litr), 25 mL autologniho krevniho séra (konec&na
koncentrace 10 &) a doplni se roztokem DMEM/F12, aby 'se

pfipravilo asi 300 mL transplantadniho roztoku.

Podplirnd matefska puda 22 se pak sefizne na vhodnou
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velikost pro dno jamky destidky NUNCLON™ pro kultivaci bunék a
pak se za aseptickych podminek umisti na dno jamky s 1-2 nmL
transplantac¢niho roztoku. Dostateény pocet kultivovanych
chondrocytovych bunék chrupavky (napft. 3-10 miliont
chondrocytovych bunék) v pfibliZné 5-10 mL transplantac¢niho
roztoku se pak nasdkne do podpurné matefské pidy 22 a inkubaci
po dobu p¥ibliZn& 72 hodin p#i 37 °C a v atmosféfe s 5 & CO; se
bufiky chondrocytt nechaji dale rltst. Béhem této inkubace se
chondrocytové buliky posklddaji do chumlt a pfilnou k podpurné
materské pidé 22. V jednom provedeni pfilnou chondrocytové
bufiky pouze k jedné vnéj3i vrstvé Jjedné strany podplrné
matefské pidy 22. PouZitim tohoto =zplsobu se zjistilo, Ze
podptirnd matefskd puada 22 podporuje rust a =zadrZiuje v sobé
dostatelny pocet chondrocytovych  bunék, aby vytvorila
implantat 20, bez vyznamné =ztraty biomechanickych vlastnosti
podpurné matefské pidy 22. Podpurnad matefskd puada 22 také
poskytuje prostfedi k podpofe nepfetrZitého rastu
chndrocytovych bunék po implantaci dimplantatu 20 na misto

defektu chrupavky 18.

V jiném provedeni se po 17 aZ 21 hodinové inkubacni dobé
a stanoveni poc¢tu bunék a Jjejich Zivotaschopnosti, Jjak se
diskutuje vySe, chondrocytové bunky p¥evedou do trans-
planta¢niho roztoku a pak alespoil dva tydny rostou p¥imo na

podplirné matefské pudé 22, jak se popisuje vyS3e.

Zjistilo se; Ze  implantat 20 lze pfechodné deformovat bez
mechanického poSkozeni nebo bez ztraty chondrocytovych bgnék,
které prilnuly k podpirné matefské phdé 22. Tato deformace je
zcela reverzibilni jakmile se implantidt 20 jednou =zavede do
kloubu nebo se umisti na povrch, ktery se ma o3etfit, jak se

popisuje niZe.

Podle toho a v souladu s dal3im aspektem predloZeného
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vyndlezu, lze podplrnou matefskou puda 22, na niZ chondro-
cytové bunky rostou nebo na niZ se vloZily v dostatecném
podtu, pfechodné& deformovat =zpusobem, ktery dovoluje jeji
zavedeni do pracovniho =zatrizeni artroskopu, aniZ by se
mechanicky znic¢ila nebo aniZ by doS3lo ke ztraté chondro-

cytovych bunék na ni vloZenych.

SouCasné se zjistilo, Ze tuto podpirnou mate¥skou pudu
lze pfipevnit k mistu poruchy chrupavky p¥ilnavymi nebo
mechanickymi tuchytnymi prost¥edky, aniZ by se naru$ila dalSi
diferenciace chondrocytlt in situ a regenerace prirozeného

materidlu chrupavkového 1lGZka.

DalSi aspekty predloZeného vynadlezu zahrnuji nastroje pro
umisténi implantdtu 20 na implantaéni misto a mechanické
Uchytné =zarizeni, aby se implantat 20 wudrZel v misté

implantace.

V Jjednom provedeni predloZeného vyndlezu se implantacéni
postup provadi pbmoci artroskopické techniky. Obr. 5 ukazuje,
jak 1lze implantét 20 svinout po celé délce jeho prumé&ru 25,
aby se vytvofil spirdlovity valcovity transplantat tak, Ze se
implantdt 20 mGZe dopravit na misto implantace pfes pracovni
kandlek 32 artroskopického =zavad&ciho zafizeni 30. Vhodné

artroskopické zavadéci zatrizeni se zndzorfiuje na obr. 6.

Artroskopické zavadéci zafkizeni 30 na obr. 6 =zahrnuje
pracovni kanédlek 32, ktery mad vhodnou délku 35 a prumér 31 pro
proniknuti do daného kloubu a pro dopraveni implantdtu 20 s
poZadovanou velikosti. Pro vét$inu postupl je napfiklad primér
pracovniho kanalku 32 ptribliZné& 8 aZ 20 mm a délka 35 je
pfibliZnd 30 aZ 60 cm. Uvnitf je podélnd, vzhledem k
pracovnimu kandlku 32, pohyblivy injekéni kandlek 34 se

zatahovatelnou a vyménitelnou jehlou 36. Injek¢éni kanalek 34
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se pripojuje k nasadé 38, kterd je teleskopicky stlalitelna,
alespoini z¢asti, do pracovniho kanalku 32. Jehla §§ prodluzZuje
délku injek&niho kanalku 34 a umoZiiuje, aby se kapaliny pfes
ni protladily k mistu implantace. Injekéni kanalek 34 se
pohybuje uvnit¥ pracovniho kandlku 32 pomoci teleskopicky se

pohybujici nasady 38 k implanta¢nimu mistu nebo od ného.

Zavadéci zafrizeni 30 také zahrnuje <&epiCku, zvon 40 z
gumy nebo 2z Jjiného vhodného materidlu, kluzné nasazenou na
zavadéci =zatrizeni 30. P¥i pouZiti obklopi cepicka 40 misto
poruchy chrupavky a nevpusti kapaliny, nap¥fiklad krev a dalsi
ptirozené kapaliny, aby pfitékaly do mista poruchy chrupavky.
Zavddéci zafizeni 30 m&4 také dva nebo vice smérem ven
vychylenych uchopovacich prvkd 42, p¥ipojenych k nasadé 38,
pro uchopeni, zavedeni a umisténi implantdtu 20 na implantaclni
misto. Jak se pfi pouZiti nasada 38 teleskopicky pohybuje
smérem k uZivateli nebo od ného, wuchopovaci prvky 42 se
zatahuji dovnitf pracovniho kahélku 32 a pohybuji se jeden k
druhému uchopovacim zplUsobem (zatimco se nasada 38 pohybuje
smérem k uZivateli) a smérem Jjeden od druhého uvolnuji
uchopeni (zatimco se néasada 38 pohybuje smérem od uZivatele).
Takovy teleskopicky pohyb lze Fidit Sikmym prvkem (ktery neni
zndzornén na obrazku) umisténym wuvnitf¥ nésady 38, ktery
umoZiiuje injek&nimu kanalku 34 a uchopovacim prvkim 42, aby se

kluzné vysunovaly a zatahovaly uvnit¥ pracovniho kanalku 32.

Obrazky 7 aZ 9 znézornuji typicky artroskopicky postup
implantace implantatu 22 na takové misto implantace, jakym Jje
kolenni kloub 10. Defektni chrupavka 18 se z mista poruchy
odstrani, vyhodné& do hloubky nad subchondralni vrstvu 44, ¢&imZ
vznikne Jjamka 46 (viz obr. 8 a 9).»‘Po odstranéni defektni
chrupavky 18 Jje misto poruchy "~ pfripravené pro vloZeni
implantatu 22. Pokud je subchondrélni vrstva natolik naru3ena,

Zze dochazi ke krvaceni v misté implantace, lze nejprve misto
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volitelné pfekryt jakymkoli absorbovatelnym materidlem, ktery

slouZzi jako hemostatickéd bariéra.

Priprava mista miZe jinak =zahrnovat injekci lepidla
sluCitelného se Zivou tké&ni pres jehlu 36 do jamky 46. Takové
lepidlo sluc&itelné s Zivou tkani, oznacené na obr. 8 jako
lepidlo 48, mlZe obsahovat organické fibrinové lepidlo (napt.
Tissel®, lepidlo na fibrinovém z&kladu, Baxter, Rakousko, nebo
fibrinové 1lepidlo ptripravené na operacnim sale za pouZiti

vzorku autologni krve).

Implantat 20 se nejdfive sefizne na poZadovany rozmér a
svine do spirédlné-valcovitého tvaru, jak se znézorﬁuje na obr.
7, pak se uchopi uchopovacimi prvky 42 a drZi se na konci
artroskopického zavddé&ciho zarizeni 30. Artroskopické zavadéci
zafizeni 30 drZici implantdt 20 na svém konci, se potom vsune
k mistu implantace pres pristupovy kandlek 33, implantat se
uvolni z uchopovacich prvkd 42 a rozvine se pomoci
uchopovacich prvkl 42 nebo se nechd rozvinout, kdyZ opoudti
pracovni kanalek 32. Pfistupovy kandlek 33 zahrnuje jeden nebo
vice kanalku 60, které dovoluji, aby instrumenty, napf¥iklad
zavadéci zafrizeni 30 a pozorovaci zatizeni, mély pfistup k
transplantanimu mistu. S pouZitim uchopovacich prvka 42 se s
implantdtem 20 manipuluje tak, Ze strana nesouci chondrocyty,
v tomto provedeni hruba strana 23 implantdtu 20, sméfuje do
jamky 46 a je Jjemné p¥fidrZovidna na mist& v jamce 46, aby

umoznila lepidlu 48 ztuhnout a drZet implantat 20 v jamce 46.

Jak se ukazuje na obr. 7, lze pouZit druhy pF¥istupovy
kandlek 60, ktery md jeden nebo vice kanalkdl, aby se umozZnil
pfistup instrumentd k mistuy, napomocnych p¥i umistovani
implanatu, lepidla a/nebo tuchytnych mechanickych prost¥edki,
nebo aby se umoZnil ptistup pozorovacich =za¥izeni k mistu

implantace. Takovy oddéleny pristupovy kanalek 60 lze také
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pouZit tak, aby splifioval jednu nebo vice funkci popisovanou ve
vztahu k artroskopickému zavadécimu zafizeni 30 nebo k dalSim

artroskopickym instrumentim.

V jiném provedeni (obr. 9) se k zajiSténi implantatu 20
v jamce 46 pouZivaji mechanické upinaci prostfedky, napfiklad
absorbovatelné svorky, skoby, 3Zroubky nebo stehy. Vhodné
svorky 50 zahrnuji Ortho-Pin™ (komerZné dostupnou svorku z
laktidového kopolymeru, Ed. Geistlich Sohne, Svycarsko). Obr.
10 znazorfuje Jjedno provedeni absorbovatelné svorky 50.
V tomto provedeni svorku 50 tvofi hlava 52, intramedularni
kandlek 54 uvnitf osy 56 a jeden nebo vice p¥fidrZovacich
krouzkl 58. Rozméry svorky 50 se budou ménit podle konkrétniho
pouZiti, ale typicky je svorka 50 asi 10-15 mm dlouhd, hlava
52 m& primér asi 4 mm, intrameduladrni kanalek 54 m&d primér asi
1,2 mm, osa 56 ma prumé&r pfibliZné 2 mm a p¥fidrZovaci krouZky
58 maji primér asi 2,5 mm. PfidrZovaci krouZky 58 slouii
k ukotveni svorky 50 ve zdrave chrupavce, kterd obklopuje
poruchu chrupavky. Svorka 50 se vyrdbi z jakéhokoli materialu,
ktery t&lu nebude 3kodit a Jje schopny se po urcCitém Case
absorbovat nebo byt télem jinak odbourdn. Svorku 50 lze

napfiklad vyrobit z polylaktidu.

Jako predm&t predloZeného vyndlezu se také zamy3sli
pouZiti kombinace lepidla 48 a mechanického pfidrZovaciho
za¥izeni, nap¥iklad svorky 50, k ‘upevnéni implantatu 20

v jamce 46.

Jak se vy3e naznalilo, v pfipadech, kdy se porucha
chrupavky 18 rozéifuje do subchondralni vrstvy 44 nebo pod ni,
¢i vyZaduje odstranéni chrupavky do subchondralni vrstvy 44
nebo pod ni, Jjak zndzornuji obr. 11 a obr. 12, 1lze vySe
uvedeny postup modifikovat tak, aby zahrnoval umisténi

hemostatické bariéry 62 do jamky 46 pfed vloZenim implantatu
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20. U takovych defektd mhZe 1lékaf volitelné pouzit
hemostatickou barieru 62, aby se inhiboval rGst nebo invaze
vaskularni tkané&, osteocytlt, fibroblastd atd. do rozvijejici
se chrupavky. M& se za to, Ze toto umoZni vytvofeni hladké
chrupavky v misté transplantace. Vhodné hemostatické bariéry
budou inhibovat vaskularizaci a invazi bunék do rozvijejici se
chrupavky, aby se optimalizovala tvorba chrupavky a docilil se
v misté poruchy rist chrupavky v plné tlou3tce. Hemostatické
bariéra je vvhodné& stdld dlouhou dobu, aby umoZnila uUplnou
reparaci chrupavky a po této dobé& se cCasem absorbuje nebo se
jinak rozloZi v organismu. Vhodnou hemostatickou bariérou je
Surgicel® W1l912 (Ethicon, Ltd, Spojené kralovstvi),
absorbovatelny hemostat vytvofeny =z oxidované, regenerovang,

sterilni celulodzy.

Vyse popsané chirurgické nastroje se vyrabéji
z jakéhokoli materidlu, napfiklad z kovu a/nebo plastu nebo
silikonu, vhodného pro vyrobu chirurgickych nédstrojlt na jedno

nebo vicendsobné pouziti.

Podpirnad mate¥skd plda 22 nebo kryci 1hZko 2 predloZeného
vynalezu se tvo¥i =z kolagenové membrany, Jjak se vyrébi
postupem popsanym v US patentu ¢&. 5,028,695 (udéleného
spolenosti Chemokol Gesellschaft  zur Entwicklung von
Kollagenprodukten), ktery se zde zahrnuje Jjako odkaz.
Kolagenovou membranu lze pfripravit ze surového hovéziho nebo
vepfového kolagenového materidlu podle tohoto postupu:
kolagenovd surovina se zbavi zbytkdl mastnych kyselin, promyje
vodou, nechd se reagovat v alkalickém prostfedi, promyje se
vodou, nech& se reagovat s kyselinou, promyje se vodou, znovu
se nechd reagovat se silnou alkalii, pak s kyselinou, coZ
zpusobi nabobtnani, nechd se reagovat s anorganickou soli, aby
doSlo ke smrSténi, materidl se vymackd na suchou hmotnost 40-

50 % hmotnostnich, zadrZend voda v tomto materidlu se odstrani
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pridavkem rozpouStédla, Je-li pot¥ebné, tak 1lze material

zesitovat, a pak se v napnuté formé& susi.

Podplirnou mate¥skou piidu 22 nebo kryci 1laZko 2 lze take
vytvofit z membrény obsahujici kolagen, napfiklad kolagen typu
I nebo typu II a z elastinu, napfiklad z membrany, kterad se
popisuje v US patentu &. 5,397,353 (udéleného Oliveru a spol.
z University of Dundee), ktery se zde zahrnuje Jjako odkaz.
Kolagen kolagenové/elastinové  membrany se miZe ziskat
z kofiského, vepfového, hovéziho, ov¢iho a kufeciho =zdroje.
V jednom provedeni je podplirnd mate¥fskd puda 22 nebo kryci
lazko 2 kolagenové/elastinovd vepfova kiZe, kterd prodélala
¥adu organickych extrakci, aby se z ni odstranil tukovy obsah.
Jakmile se tuk odstrani, podrobi se fezy Fradé enzymatickych
extrakci, aby se odstranil v3echen bunécny materidl. O takovém
produktu, ktery se p¥ipravi v souladu s US patentem 5,397,353,
se ma za to, Ze jde o Permacol™ a ruzné zesitované verze

Permacolu™.

V predloZeném vynalezu lze pouZit dal3i membrany podobné
Permacolu™, napfiklad Rapi-Seal Patch (Fusion Medical
Technologies, Inc., Fremont, CA) a Tissue Repair Patch (Glycar
Vascular Inc., Dallas, TX).

Kolagen/elastinovd membrdna mliZe byt az do 20 %
zesitovana s polyisokyanéaty, vyhodné s hexamethylendiiso-
kyanidtem (HMDI). Kolagen/elastinovd membrana pouZita Jako
podplrnad matefskd plda 22 nebo jako kryci luZko 2 miZe byt ve
formé& folie, kterd md& dvé hladké' strany a pdry sStejné

velikosti a textury.

Kolagen/elastinova membrdna ma vyhodné nasledujici
specifikaci: tloustka 0,75 mm, délka 4,8 aZ 5,2 cm, Sirka 4,8

Q

az 5,2 cm, obsah kolagenu vét3i neZ 79 % a obsah tuku 0,4 %.
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Na tomto 10Zku 1lze kultivovat chondrocytové Dbunky, aby
vytvo¥ily implantabilni wvyrobek, jak se pfedtim vySe popsalo.
Implantabilni vyrobek lze umistit do mista poruchy chrupavky

nebo prfes toto misto.

V jiném provedeni se podplrnd matefskd plda 22 mlZe
zhotovit ze submukdézy tenkého stfeva (SIS - Small Intestine
Submucose).. ZplUsob pripravy SIS ze segmentu tenkého stfeva se
detailné popisuje v US patentu ¢&. 4,902,508, ktery se zde
zahrnuje jako odkaz. Segment stfeva, vyhodné se uzivé strevo
vepfové, oveéi nebo hovézi, se nejprve oSkradbe pomoci podélnych
stiracich pohybt, aby se odstranily obé vnéjsi vrstvy
(obzv1asté tunica serosa a tunica muscularis) a vnit¥ni vrstvy
(aspoil lumindlni podily tunica mucosa). Sliznice tenkého
stfeva se typicky maci v solance a volitelné se skladuje v
hydratovaném nebo dehydratovaném stavu, neZ se pouZije, Jjak se
popisuje niZe. Velké mnoZstvi na sebe poloZenych vrstev tkané
sliznice tenkého stfeva se pak =zlisuje, pfitlac¢i se jedna
k druhé a vytvaruje se, aby poskytly mnohovrstvou predélanou
strukturu, Jjak se popisuje v US patentech ¢&. 5,788,625,
5,922,028 a 6,176,880 (vSechny udélené DePuy Orthopaedics
(Warshaw, IN)), které se zde zahrnuji jako odkaz. Mnohovrstva
struktura Jje vybavena dostatednym mnoZstvi  submukdznich
vrstev, aby vytvéfila strukturu rékonstrukéniho tkafiového
implantatu s poZadovanou tlou3tkou pro ndhradu endogenni

chrupavkové struktury.

Dalsi SIS membréany, které jsou uZitecné v predloZeném
vynadlezu zahrnuji Suspend Sling™ z Mentor Corporation (Santa
Barbara, CA), Staple Strips™ 2z Glycar Vascular, Inc. (Dallas,
TX), Surgical Fabrics z Boston Scientific (Natick, MAa),
SurgiSIS™ Sling a SurgiSIS™ Mesh z Cook Biotech, Inc. (West
Lafayette, IN), SIS Hernia Repair Device ze Sentron Medical,

Inc. (Cincinnati, OH) a Restor® Soft Tissue Implant z DePuy
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Orthopaedics.

Dal&i membrana, kterou lze vyuZit pro podptirnou matefskou
pidu 22 nebo kryci lhZko 2 v souladu s pfedloZenym vynalezem,
je resorbovatelnd kolagenova membrana popsanad v US patentu C.
5,837,278 (udéleném Ed. Geistlich Sohne AG), ktery se zde
zahrnuje Jjako odkaz. Tato resorbovatelné membrana se maZe
ziskat z ptirozen& se vyskytujicich membran, naptriklad vrstev
kt%e s licovou stranou, 3lach, a rozliénych zvifecich membran.
Tato kolagenova membréana ma vldknitou stranu, ve které dochazi
k podpofe ristu bunék, a hladkou stranu, kterd inhibuje
pfilnuti bunék % ni. Membrana se ptipravi reakci s alkalii,
aby se zmydelnily tuky a degradovaly latky citlivé na alkalii,
reakci s kyselinou, aby se degradovaly latky citlivé na
kyselinu, promytim, su3enim, zbavenim tukdl a je-li pot¥ebné,

tak se zesituje.

Dalsi kolagenové membrany, které 1lze pouZit jako
podpirnou matefskou pudu 22 nebo kryci 10Zko 2 v souladu
s predloZenym vynalezem, zahrnuji FortaFlex™ (pfipraveny z
kolagenu typu I) a GraftPatch® (pPipraveny ze zesitovaného
kolagenu) od firmy Organogenesis, Inc. (Canton, MA) .
V ptedloZeném vynadlezu Jje navic také uZitedny pIipravek
kofiského kolagenu typu I Antema® od Opicrin S.p.A. (Corlo,
Italie).

Dalsi membrany vhodné pro pouZiti jako podplrna matefska
pida 22 nebo kryci liZko 2 zahrnuji CollaTec membranu od
Colla-Tec, Inc. (Plainsboro, NJ), Collagraft od NeuColl
(Campbell, CA), BioMend od Integra Life Sciences Corporation
(Plansboro, NJ) a BioMend® Absorbable Collagen Membrane od
Collagen Matrix, Inc. (Franklin Lakes, NJ). Biosynthetic
Surgical Mesh od Advanced UroSciences, Inc., Brennen Medical,

Inc. (St. Paul, MN), kterd se pripravuje z veprové klZe (v
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podstaté &isty kolagen) a BIOBAR™ od Col-Bar, Ltd. (Ramat-
Hasharon, Izrael) jsou také uZiteCnymi materialy pro podplrnou

matefskou ptidu 22 nebo kryci 1luZko 2 v pfedloZeném vynalezu.

Kolagenové membrany s uspofadanymi vldkny na makro-
molekularni turovni jsou jedt& navic také vhodné pro pouziti
jako podpurnd matefska puada 22 nebo kryci 1liZko 2. Takové
membrany se popisuji napfiklad v mezindrodnim patentu s
publikadnim &. WO 02/09790 firem Mediolanum Farmaceutici

S.P.A. a Opocrin S.P.A..

V jiném provedeni lze podplirnou materskou puadu 22 a/nebo
kryci 1luZko 2 vytvofit z kolagenovych vléakének, ktera se
vzéjemnéd zesituji pfes redukujici cukr nebo Jjeho derivéat, jak
se napfiklad zvefejhiuje v US patentu &. 5,955,438 (udéleném
ColBer R&D Ltd., Ramat-Hasharon, Izrael), ktery se zde ve své
Uplnosti zahrnuje 3jako odkaz. Takové cukry mohou =zahrnovat,
ale nejsou tim omezeny, ketony nebo aldehydy monosacharidi,
ribbzu, glycerdzu, thredzu, erythrézu, lyxbézu, xyldzu,
arabinézu, allézu, altrézu, glukdzu, manndzu, gulézu, 1iddzu,
galaktézu, taldzu nebo jakékoli dalsi diézy, tridzy, tetrdzy,
pentézy, hexdzy, septdzy, oktdzy, nanézy ¢i dokdézy a kombinace
jednoho nebo vice téchto sacharidu. Podplirnd matefska puda 22
a/nebo kryci 1l0Zko 2 miZe také zahrnovat antimikrobidlni
latky, které maji terapeuticky U¢inek Dbéhem regenerace
chrupavky. Takové antimikrobi&lni latky zahrnuji penicilin,
cefalosporiny, tetracykliny, streptomycin, gentamicin, sulfon-
amidy, fungicidy, napfiklad mykonazol, protizanétlivé 1latky,
napriklad kortizon, a kombinace Jjedné nebo vice téchto latek.
V podplirné mate¥ské padé 22 Jsou také obsaZeny faktory
s tkafiové induktivnimi vlastnostmi, napfiklad fibroblastovy
rustovy faktor, ruistové faktory ziskané z krevnich desticek,
transformadni rustové faktory, diferenciani rustové faktory a

podobné.



23

Dalsi kolagenové materialy, uzitedné v predloZeném

vynalezu, se zvefejiuji v US patentech &. 5,256,418 a C.

(@l

5,993,844 (ud&leném Organogenesis, Inc.), Vv US patentu
6,206,931 (udé&leném Cook Biotech, Inc.) a v US patentu Cc.
5,026,381 (ud&leném Colla-Tec Inc.), které se zde vS3echny
zahrnuji Jjako odkaz a které mohou naleZet jednomu nebo vice

produktim zde diskutovanym.

Produkty, které se dosud neprodadvaji v USA a které 1lze
pouZit jako podpiirnou matefskou padu 22 nebo kryci 1dZko 2
zahrnuji MACI-MaixR (Matricel, Herzogenrath, Némecko), Bio-
Seed C (Biotissue, Miami, FL) a VivesCart a PLA/PGA kopolymery

(IsoTis, Bilthoven, Nizozemi).

V daldim provedeni se m@Ze podpurnad matefskd puda 22 nebo
kryci 10Zko 2 vytvafet =z pbérovitého materidlu kolagenovych
vladken obsahujicich antibakterialni 1léatky taurolidin a/nebo
taurultam, jak se popisuje v EP 446,262 (ud&leném Geistlich
Soehne AG, Wolhusen, S8vycarsko), ktery se zde zahrnuje Jjako
odkaz. Kolagenova pdérovitd hmota se mlZe ziskat z komercnich
zdrojti, naptiklad od Pentapharm AG z Bazileje, Svycarsko, od
Dr. Otto Suwelak Gmg Hof Billerbeck, Némecko nebo od Ed.
Geistlich  Sohne A.G. Wolhusen, Svycarsko. Kolagenovou
pérovitou hmotu lze také vyrobit obvyklymi zpusoby. Nap¥iklad
se miZe hové&zi ktiZe zpracovat chemicky a mechanicky tak, aby
se odd&lila epidermis od spodniho p¥idruZeného tuku. Vrstvu
lze potom zpracovat se st¥edn& silnou alkalii, nasledné s
kyselinou a potom promyt. K separaci kolagenu od ostatnich
proteinli se muZe pouZit proteolyticky enzym a k oddéleni
zbytkového tuku se miZe pouZit lipéza. Kolagenovy produkt se
pak miZe nechat reagovat s oxidaénim &inidlem, homogenizuje se
a lyofilizuje. VE&lenéni taurolidinu nebo taurultamu lze
provést pred lyofilizaci nebo opétnym rozpudténim

lyofilizovaného kolagenu v roztoku taurolidinu nebo taurultamu
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a opétovnou lyofilizaci.

V dal&im provedeni 1lze podpurnou matefskou pudu 22 nebo
kryci 10Zko 2 utvofit v souladu se zpUsobem pro vyrobu
poréznich struktur popsanych ve WO 99/27315 (Dip. Ing. Ingo
Heshcel, Némecko), ktery se zde zahrnuje jako odkaz. Porézni
struktury se tvo¥i z kapalné nebo pastové smési latek, které
alespol Castecné ztuhnou ochlazenim smdsi mezi dvéma vnofenymi
povrchy, které se mohou temperovat a maji odliSné teploty.
B&hem tuhnuti se tvo#i uspotadanad struktura. Castecné& ztuhly
produkt se pak susi vymraZenim a poskytne homogenni porézni

strukturu.

Podptirnou matefskou pidu 22 nebo kryci luZko 2 lze také
vytvo¥it 2z Jjednoho nebo vice biologicky absorbovatelnych
polymert, napfiklad vA kolagenu, fibrinu, lamininu a
fibronektinu, které maji velke, vzajemnd propojené pory,
v souladu se zpusobem popsanym Vv US patentu ¢. 5,869,080
(udéleném Johnson & Johnson Medical Inc., NJ), ktery se zde
zahrnuje jako odkaz. Tento biologicky absorbovatelny polymer
lze pted zmraienim zesitovat, napfiklad s hexamethylen-

diisokyanatem (HMDI).

Podptirnou matefskou ptdu 22 nebo kryci 1luZko 2 lze
vytvo¥it z kolagenové p6érovité hmoty, napfiklad Instat™
(Johnson & Johnson), Jjak se popisuje v broZufe Johnson &
Johnson nazvané “Instat Collagen Absorbable Hemostat™, =zari

1985, ktera se zde zahrnuje jako odkaz.

V daldim provedeni 1lze podpﬁrnou matefskou pidu 22 nebo
kryci .1tZko 2 vyrobit z biologicky absorbovatelné pdrovité
hmoty v souladu ée zptisobem popsanym v US patentu ¢. 5,700,476
(Johnson & Johnson Medical Inc., NJ), ktery se zde zahrnuje

jako odkaz. Poérovitd hmota zahrnuje strukturu laZka a aspon



25

jednu substrukturu a aspoil Jjedno farmakologicky aktivni
¢inidlo. LuZko a substrukturé se, mezi jinymi, miZe vyrobit z
biologicky absorbovatelnych materialt,, napfiklad kolagenu,
lamininu, elastinu a fibronektinu. Pérovité 10Zko miZe také
obsahovat Jjeden nebo vice proteind nebo jeden nebo vice
polysacharidd ¢&i jejich smdsi. Farmakologické ¢inidlo miZe,
mezi jinymi, zahrnovat antimikrobialni latku, cytokin, rustovy

faktor nebo protilatku.

V dal3im provedeni se podpirna mate¥skd plda 22 nebo
kryci ltiZko 2 utvaii z kolagenovych vladken, jak se popisuje v
patentu WO 96/25961 (Geistlich Soehne AG), ktery se zde
zahrnuje jako odkaz. LiZko miZe dale obsahovat latku podobnou
hydrogelu obsahujici glykosaminoglykany, nap¥iklad
chondroitin-sulfat, keratan-sulfat, dermatan-sulfat a kyselinu
hyaluronovou a rustové faktory. P#iklad takového 1luZka se
popisuje v US patentu ¢C. 5,489,304 (Orgill a spol.), ktery se

zde ve své Uplnosti zahrnuje jako odkaz.

Podpirnou matefskou pudu 22 nebo kryci lazko 2 lze takeé
utvofit z mnohovrstvé membrany obsahujici porézni luZkovou
vrstvu prevaZné z kolagenu II a aspoi jednu hustou bariérovou
vrstvu, Jjak se popisuje v patentu WO 99/19005 (Geistlich
Soehne AG) a US patentu publikadni &. 2002/0013627 (Geistlich
a spol), které se zde zahrnuji jako odkaz. LaZkova vrstva ma
otevienou houbovitou texturu a bariérovad vrstva m& uzavienou
relativnd nepropustnou texturu. LuZkova vrstva miZe navic
obsahovat glykosamino-glykany, mezi jinymi napfiklad kyselinu
hyaluronovou, chondroitin-sulfat, keratan-sulfadt a dermatan-
sulfat. LaZkova vrstva muzZe také obsahovat laminin,
fibronektin-kalcium-alginat nebo anchorin IT a ristové
faktory. Bariéra se mbZe vyrobit z kolagenu I a III nebo ze
syntetickych materidl®i, nap¥iklad polyesterli, homopolymerd a

kopolymeru kyseliny polyglykolové a polymlécné, kopolymert
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glykolidu a laktidu, polyortoesterl a polykaprolaktonl.

Pfiklady membran, ve kterych Jjsou za&len&né syntetické
latky, napfiklad polystery, se zahrnuji do pfedloZeného
vynalezu a jejich pFiklady jsou Parietex® Mesh a Parietex®
Composite Mesh od Sofradim Production (Trevoux, Francie),
SepraMesh™ od Genzyme Corporation (Framingham MA) a Composix™

Mesh od C. R. Bard, Inc. (Murray Hill, NJ) .

V dals3im provedeni vynélezu se podptirnd matefskd puda 22
a/nebo kryci 1luZko 2 vytvofi z perikardia. P¥iklady membran
utvofenych 2z perikardia, které Jjsou uzitedné v predloZeném
vynalezu, zahrnuji Tutopatch® od Tutogen Medical, Inc.
(Parsipanny, NJ), Peri-Guard linie membran a Bio Vascular

Sling od Bio Vascular (St. Paul, MN) .

Ur&ité aspekty vynalezu se dokladaji pfiklady pomoci
pouziti systému in vitro ke studiu chovani chondrocytovych
bunék, které jsou ve styku s rozdilnymi nosnymi laZky. Tyto in
vitro testy predpovidaji zpusobilost urcitych material®, aby
mechanicky vydrZely artroskopicky postup, a také poskytujil

informaci o chovani ritistu chondrocytovych bunék.
Tyto a dal3i aspekty pfedloZeného vynadlezu lze lépe
pochopit z nasledujicich pfrikladus, jejichi smyslem Je

pfedloZeny vynalez ilustrovat a nikoli omezovat.

Prehled obrazkl na vykresech

obr. 1A je nakres zobrazujici typické kloubni ukonceni kosti
3. Kostni materidl je charakteristicky pokryt na povrchu
kloubu chrupavéitou &epi&kou 4. Dojde-li k po3kozeni nebo k
poran&ni chrupav&ité Cepicky (prohlubefi v chrupavcité CepicCce

18 na obr. 1B), miiZe se podkozené misto 18 1léCit pfimo nebo se
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miZe pond&kud roz3ifit operaénimi vykony. Do poskozeného mista
chrupav&ité <&epicky se volitelné miZe umistit hemostaticka
bariéra 1, aby inhibovala nebo pfedchéazela vaskularizaci do
obnovujici se chrupavky z pod ni leZici kosti (obr. 1C), kdyZz
je to nutné, napfiklad p¥i poruchach, které se roz3ifuji do
subchondralni vrstvy nebo pod ni. Chondrocyty, které se maji
implantovat do dutiny poruchy se potom vrstvi na vrSek této

hemostatické bariéry 1 nebo pfimo na vrsek poSkozeni.

Obr. 2 Jje nakres zobrazujici 1léCenou poruchu (mezera V
tekované &asti) v chrupav&ité Cepilce (teckovana Cast)
pokrytad ltZkem, které se pouZivd k vytvofeni Cepicky/naplasti
nebo bandaZe (kryci luZko - 2) na po3kozeném mist&. Toto laZko
se na misté fixuje bud Zitim nebo lepenim k okraji dutiny ke
zdravé chrupavce nebo se pFipeviiuje Jinak. LuZko kryje
poskozenou oblast kloubu, do které se transplantovaly

kultivované chorondrocyty.

Obr. 3A ukazuje typicky artikularni konec kosti kolenniho

kloubu, ktery ma na kloubnim povrchu chrupavéitou Cepicku 16.

Obr. 3B wukazuje defekt chrupavky nebo poranéni chrupavcité

Cepi&ky artikuldrniho konce kosti 18.

Obr. 4 ukazuje Jjedno provedeni implantabilniho vyrobku

(implantdtu) 20 v souladu s predloZenym vynalezem.

Obr. 5 ukazuje, jak se miZe implantdt 20 z obr. 4 pouZit k
implantaci pomoci artroskopického zavadéciho zafizeni 30,

napfiklad jak se zndzorifiuje na obr. 6.

Obr. 6 ukazuje artroskopické zavédéci za¥izeni 30 pro
implantaci implantdtu 20 na misto implantace 18 v souladu

s predloZenym vynéalezem.
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Obr. 7 je nakres schématicky zobrazujici umisténi
implantabilniho vyrobku (implantatu) 20 z obr. 5 na misto
defektu nebo poranéni 18 v chrupaviité Eepi&ce 16 pomoci dvou
pfistupovych kanalkua 33 a 60, které mohou pojmout

artroskopické instrumenty.

Obr. 8 je schématicky prufez chrupavkou 16 s poSkozenim nebo
porané&nim, které nezasahuje do subchondralni vrstvy 44, a
implantadtem 20 v souladu s predloZenym vynalezem, ktery se

pfipeviiuje k mistu poruchy lepidlem 48.

Obr. 9 je schématicky prifez chrupavkou 16 s poSkozenim nebo
porandnim, které nezasahuje do subchondralni vrstvy 44, a
implantéatem 20, ktery se ptipeviiuje k mistu poruchu

mechanickym upinacim zafizenim 50.

Obr. 10 zobrazuje jedno provedeni mechanického upinaciho
za¥izeni 50, které se pouZiva k uchyceni implantadtu k mistu

defektu nebo poranéni.

Obr. 11 je schématicky prufez chrupavkou 16 s podkozenim nebo
poran&nim, které zasahuje do subchondrélni vrstvy 44, a
implantadtem 20 v souladu s pfedloZenym vynalezem, ktery se

pfipeviiuje k mistu poruchy lepidlem 48.

Obr. 12 je schématicky priQfez chrupavkou 16 s poSkozenim nebo
poran&nim, které zasahuje do subchondralni vrstvy 44, a
implantatem 20, ktery se pfipeviiuje k mistu poruchy

mechanickym upinacim zarizenim 50.

Obr. 13A je ¢ernobilé kopie barevné mikrofotografie
histologického prepardtu na pocadtku rustu chondrocytovych

bunék na pevné podpurné matefské pudeé.
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Obr. 13AA je digitalizovanad mikrofotografie obr. 13A.

Obr. 13B je Cernobilé kopie barevné mikrofotografie
histologického prepardtu podpurné matefské pudy z obr. 13A s
nasazenymi chondrocytovymi bufikami po tEitydennim rastu na

tomto pevném nosném l0Zku.
Obr. 13BB je digitalizovana mikrofotografie obr. 13B.

Obr. 13C Jje fotografie ukazujici podplrnou matefskou puadu
utvotenou z kolagenu, ve kterém rostou chondrocytové bunky,

zviditelné&né imunohistochemickym vybarvenim.

Obr. 13D je fotografie ukazujici podplirnou matefskou pladu
utvorenou z kolagenu, ve kterém rostou chondrocytové buiky
v bioreaktorovém systému, zviditelné&né imunohistochemickym

vybarvenim.

Obr. 14 Jje fotomikrograf ukazujici chondrocytové buiiky na

podptirné mate¥ské ptudé DePuy.

Obr. 15 je graf znazorfiujici celkovy pocet bunék v kontrolnim
vzorku (stinovano ¢&erné&), na membrané& skupiny Chondro-Gide
(teCkovano) a na membrané skupiny DePuy (stinovano Sedé) po
t¥ech dnech, po dvou tydnech a po 3esti tydnech. Pro uvedené
Gasy Jsou hodnoty v kontrolnim vzorku: 72.000, 575.167
a 528.333 bunék. Na membrané Chondro-Gide: 109.167, 427.500
a 153.333. Na membrané& DePuy: 169.583, 494.167 a 100.833

bunék.

Obr. 16 Jje graf =znazorfujici Zivotaschopnost bunék (v
procentech) v kontrolnim vzorku (stinovano 3edé&), na membrané
skupiny Chondro-Gide (teCkovéno) a na membrané skupiny DePuy

(stinovano &ed&) po tfech dnech, po dvou tydnech a po Sesti
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tydnech.

Pfiklady provedeni vynalezu

PRIKLAD 1

Proto, aby se Surgicel® pouzil v souladu s nasim
vynalezem v prevenci rozvoje krevnich cév do autologné
implantované chrupavky nebo chondrocytd, nechali Jjsme
Surgicel® reagovat s fixativem, naptiklad glutaraldehydem;
zvolili 7jsme reakci 0,6 % glutaraldehydu se Surgicelem® po
dobu 1 minuty, néasledovanou promytim k odstranéni zbytkl
glutaraldehydu, ktery by Jjinak mohl byt pro tkan toxicky.
Alternativnd se Surgicel® pred reakci s glutaraldehydem
zpracoval s fibrinovym lepidlem zvanym Tisseel® (Immuno AG,
Videi, Rakousko), Jjak se popisuje v pfikladé 2. Zjistili jsme,
e Surgicel® fixovany napfiklad takovym fixativem, Jjako je
glutaraldehyd, promyty sterilni fyziologickou solankou (0,9 %)
a uloZfeny v lednidce se nerozpousti po dobu jednoho aZz dvou

mésicu.

Surgicel® se obecn& resorbuje v obdobi mezi 7 aZ 14 dny.
Tato doba by byla p¥ilis kratkd, protoZe pro prevenci rozvoje
krevnich cév nebo vaskularizace jako takové z kostni struktury
do implantované chrupavky je potfeba delSi Cas pfed tim, neZ
implantované chondrocyty vrostlé do pevné chrupavkové vrstvy
ziskavaji svou potEfebnou vyZivu z okolni chrupavky. Jinymi
slovy pro dostatednou inhibici vaskularizace je zapotrebi
delsi &asovy usek, jakym je nap¥iklad jeden mé&sic. Proto by se
produkt nem&l absorbovat vyznamné dfive pfed touto dobou. Na

druhé strané je resorpce nakonec potfebna.

Organicky material pouZity Jjako inhibujici bariéra musi

tudiZ mit tyto schopnosti a my Jjsme zjistili, Ze Surgicel®
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zpracovany timto zplUsobem tuto funkci poskytuje.
PRIKLAD 2

Surgicel® byl také potaZen organickym lepidlem a my Jjsme
v tomto pripadé pouzili jako lepidlo Tisseel®. Tento produkt
spolu se Surgicelem® vytva¥i uZiteCnou bariéru pro nas
konkrétni u&el. Tisseel® se misil, Jak se popisuje nize.
Surgicel® se pak potéhl Tisseelem® pouZitym jako sprej po obou
strandch Surgicelu®, dokud se nepromo¢il. Tisseel® (fibrinové
lepidlo) se pak nechal pEi laboratorni teploté ztuhnout.
Bezprostfedn& pfed uplnym ztuhnutim se potom Surgicel® umistil
do 0,6 % glutaraldehydu na jednu minutu a potom se promyl 0,9
$ sterilni fyziologickou solankou. Hodnota PpH se pak
adjustovala pomoci PBS a/nebo NaOH dokud se nestabilizovala na
hodnot& 7,2 a? 7,4. Takto zpracovany Surgicel® byl pozdéji
promyt v tkanovém kultivacnim roztoku, nap¥iklad minimdlnim

zadkladnim roztokem/HAM F12 s 15 mM Hepes pufrem.

Jak jsme se zminili, v tomto pfikladé Jsme pouzili
Tisseel® jako fibrinové lepici ¢&inidlo ke smoleni Surgicelu®.
Fibrinové lepici ¢&inidlo nebo lepidlo lze dale také pouzit
pfimo na dn& léze smérem ke kosti, na kterou se Surgicel®
pfilepuje. PouZity systém in vitro, namisto testovéni in vivo,
se sklada z NUCLEON™ Delta 6-jamkové sterilni jednoucelové
destidky pro vyzkum bun&k (NUNC (InterMed) Roskilde, Dansko).

KaZda jamka m& primér p¥ibliZné 4 cm.

V tomto vynélezu miZe byt fibrinovym lepicim <cinidlem
jakékoli lepici &inidlo, které spolu s fibrinovou komponentou
poskytne lepidlo, které lze pfipustit pro pouziti u 1lidi (N.
Ihara a spol.: Burns Incl. Therm. Inj., 1984, 10, 396).
Vynalez také pfedvida jakoukoli dalsi lepici sloZku, ktera se

miZe pouZit misto fibrinového lepiciho ¢&inidla. V tomto
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pfikladé jsem pouZili Tisseel® nebo Tissucol® (Immuno AG,
Videti, Rakousko). Souprava Tisseel® sestavd z nésledujicich
slozek:

Tisseel®, lyofilizovany, virové inaktivovand tésnici
hmota obsahujici proteinum coagulabilis, z toho: fibrinogenum,
plasmafibronectinum (CIG), factor coagulationis XIII a
plasminogenum

roztok aprotininu (hovézi)

thrombin 4 (hovézi)

thrombin 500 (hovézi) a

roztok kalcium-chloridu.

Suprava Tisseel® obsahuje aplika¢ni systém DUPLOJECT®.
Fibrinové lepici &inidlo nebo dvousloZkovy tmel pouZivajici
Tisseel® soupravu se misi zplsobem podle pfiloZeného navodu

Immune AG.
PRIKLAD 3

Chondrocyty se kultivovaly v minimdlnim z&kladnim
kultivaénim roztoku obsahujicim HAM F12, 15 mM Hepes pufru a 5
a? 7,5 % autologniho séra v CO, inkubadtoru p¥i 37 °C a
zpracovaly se v laborato¥i Class 100 ve Verigen Europe A/S,
Symbion Science Park, Kodafn, Dansko. Pro kultivaci chondrocytl
lze pouZit Jjind sloZeni kultivaéniho roztoku. Buflky se
trypsinizovaly pomoci trypsinové EDTA po dobu 5 aZ 10 minut a
po&italy za pomoci vybarveni Zivotaschopnych bunék trypanovou
modFi v Bilirker-Tiirk komirce. Po&et bunék se nastavil na 7,5 x
10° bunék v 1 mL. Jedna NUNCLON™ destika nebyla v laboratofi

Class 100 zménéna.

Hemostatickd bariéra Surgicelu® se sefizla na vhodnou
velikost, kterd se hodi na dno jamky v NUNCLON™ desticce pro

kultivaci tkané. V tomto pfipadé kruh s primérem pftibliZne 4
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cm (ale mohla by mit jakoukoli velikost) a vlozZil se za
aseptickych podminek na dno Jjamky NUNCLON“' desticky pro
kultivaci tkané. Delta 6-jamkova destika na jedno pouZiti pro
vyzkum bunék (NUNC (InterMed) Roskilde, Dansko). Hemostaticka
bariéra, kterd se ma vloZit na dno jamky se predem zpracovala,
jak se popisuje v pfikladé 1. Toto zpracovani vyznamné
zpoZduje absorpci Surgicelu®. Hemostatickad bariéra se potom
né&kolikrat promyla destilovanou vodou a néasledné jesté
nékolikrat, dokud se nevymyl nezreagovany glutaraldehyd.
PouZilo se malé mnoZstvi bund&fného kultiva¢niho roztoku
obsahujiciho sérum, aby se absorbovalo do hemostatické bariéry
a soudasnd udrZovalo hemostatickou bariéru na dné Jamky

vlhkou.

P#imo na vrSek hemostatické bariéry se umistilo p¥ibliZné
10° bunék v 1 mL kultivadniho media, dispergovalo se na povrchu
hemostatické bariéry, ktera se pfedzpracovala 0,4 %
glutaraldehydem, 3jak se popisuje vySe. DestiCka se potom
inkubovala Vv CO, inkubatoru pfi 37 °C po dobu 60 minut.
MnoZstvi 2 aZ 5 mL tkafového kultivadniho roztoku obsahujiciho
5 a? 7,5 % séra se opatrné pfidalo do jamky obsahujici buinky
tak, Ze se &pi&ka pipety drZela tangencidlné ke sténé Jjamky
pfi vytoku roztoku, aby se bufiky sérem nevyplachovaly. Ukazalo
se, Ze pH roztoku je pfilis nizké (pH asi 6,8). Hodnota pH se
potom upravila na 7,4 aZ 7,5. Nasledujici den zaCaly nékteré
chondrocyty na hemostatické barié¥e rist a utvafely chumle.
Nékteré bufiky uhynuly diky vystaveni nizkému pH pfed upravou
jeho hodnoty. Desticka se inkubovala 3 aZ 7 dni s vyménou

roztoku ve t¥etim dnu.

Na konci inkuba&niho doby se roztok slil a desticka se
ochlazenim zmrazila po piidavku 2,5 % glutaraldehydu
obsahujiciho 0,1 M sodné soli kyseliny dimethylarsinové, zvané

také sodium-kakodylat, s pH nastavenym HC1 na 7,4, Jako
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fixadniho prostfedku pro preparat Dbunky a jako nosic
(hemostaticka bariéra) pro pozdé&jsi pIipravu pro elektronovou

mikroskopii.
PRIKLAD 4

Chondrocyty se kultivovaly v minimdlnim zakladnim
kultivadnim roztoku obsahujicim HAM F12, 15 mM Hepes pufru a 5
a? 7,5 % autologniho séra v CO, inkubdtoru pf#i 37 °C a
zpracovaly se v laboratofi Class 100 ve Verigen Europe A/S,
Symbion Science Park, Kodan, Dénsko. Pro kultivaci chondrocytt
lze pouZit jinad sloZeni kultivaéniho roztoku. Buiiky se
trypsinizovaly pomoci trypsinové EDTA po dobu 5 aZ 10 minut a
po&italy za pomoci vybarveni Zivotaschopnych bunék trypanovou
modfi v Biirker-Tiirk komirce. Po&et buné&k se nastavil na 7,5 x
10° bund&k v 1 mL. Jedna NUNCLON™ destiZka nebyla v laboratofi

Class 100 zménéna.

Surgicel® (pro pouZiti jako hemostatickd bariéra) se
nechal reagovat 1 minutu s 0,6 % glutaraldehydem, Jjak se
popisuje v p¥ikladé 1, a promyl se 0,9 % sterilnim roztokenm
chloridu sodného nebo vyhodné pufrem, napfiklad pufrem PBS
nebo kultivadnim roztokem, napfiklad MEM/F12, protoZe pH po
reakci s glutaraldehydem je 6,8 a vyhodné by mé&lo byt 7,0 aZ
7,5. Na obé& strany Surgicelu® se aplikoval Tisseel® pomoci
systému DUPLOJECT®, ¢&imZ se pokryly fibrinovym lepidlem obé
strany Surgicelu®, zamy3lené néaplasti. Lepidlo se necha
schnout =za aseptickych podminek alespon 3 aZi 5 minut.
,Pokrytd“ hemostatickd bariéra se umistila na dno Jamky Vv
NUNCLON™ Delta 6-jamkové sterilni destic¢ce na Jjedno pouZiti
pro vyzkum bunék (NUNC (InterMed) Roskilde, Dansko). PouZilo
se malé mnoZstvi tkahového kultivacéniho roztoku obsahujiciho
sérum, aby se absorbovalo do hemostatické bariéry. PF¥ibliZné

10° bunék v 1 mL tkahového kultivaéniho roztoku obsahujiciho
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sérum se umistilo p¥imo na vr3ek hemostatické Dbariéry,
rozprlené na povrchu hemostatické bariéry. Desticka se potom
inkubovala v CO, inkubdtoru p¥i 37 °C po dobu 60 minut.
MnoZstvi 2 aZ 5 mL tkaiového kultivadniho roztoku obsahujiciho
5 a¥ 7,5 % séra se opatrn& pridalo do jamky obsahujici buiky
tak, Ze se B&pitka pipety drZela tangencidlné ke sténé Jamky
p¥i vytoku roztoku, aby se buiiky sérem nevyplachovaly. Po 3 az
6 dnech ukdzalo mikroskopické zkoumani, Ze bunky pFfilnuly k
Surgicelu® a vrostly do n&ho uspokojivym zplsobem, z CehoZ lze
usuzovat, Ze Surgicel® nevykazuje vali chondrocytim toxicitu a

e chondrocyty uspokojivé vrustaji do Surgicelu®.

Destidka se inkubovala 3 aZ 7 dni s vyménou roztoku ve
t¥etim dnu. Na konci inkubaéniho doby se roztok slil a
desticka se ochlazenim zmrazila po pfidavku 2,5 %
glutaraldehydu obsahujiciho 0,1 M sodné soli kyseliny
dimethylarsinové, zvané také sodium-kakodylat, s pH nastavenym
HC1 na 7,4, jako fixaéniho prostfedku pro preparat bunky a
jako nosi& (hemostatickd bariéra) pro pozdéjsi pIipravu pro

elektronovou mikroskopii.
PRIKLAD 5

Chondrocyty se kultivovaly v minimdlnim zakladnim
kultivaénim roztoku obsahujicim HAM F12, 15 mM Hepes pufru a 5
a? 7,5 % autologniho séra v CO, inkubdtoru p¥i 37 °C a
zpracovaly se v laborato¥i Class 100 ve Verigen Europe A/S,
Symbion Science Park, Kodaifi, Dansko. Buflky se trypsinizovaly
pomoci trypsinové EDTA po dobu 5 aZ 10 minut a pocitaly za
pomoci vybarveni Zivotaschopnych bunék trypanovou modfi v
Birker-Tiirk komirce. PoZet buné&k se nastavil na 7,5 x 10° aZ 2
x 10° bunék v 1 mL. Jedna NUNCLON™ desticka nebyla v laboratofi

Class 100 zménéna.
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Bio-Gide® je resorbovatelnd dvojvrstvd membrana, ktera se
pou?ivd jako néplast nebo banddZ pokryvajici oblast poruchy
kloubu, do které se maji kultivované chondrocyty
transplantovat pomoci autologni transplantace. Bio-Gide® Jje
¢istad kolagenovd membréna ziskand standardizovanym, F¥izenym
primyslovym postupem firmou E. D. Geistlich Sohne AG, CH-61 10
Wolhusen. Kolagen se extrahuje 2z veterindrné& certifikovanych
vep¥l a pe&liv@ se od&isti, aby se vyhnulo antigenni reakci a
sterilizuje se dvojitou gama-radiaci. Dvojvrstvd membrana ma
pérovity povrch a hutny povrch. Membradna se zhotovuje z
kolagenu typu I a typu III bez dal3iho zesitovani nebo
chemického =zpracovadni. Kolagen se resorbuje v pribéhu 24
tydnti. Membrdna si uchovd svou vlastni strukturni integritu
dokonce i kdyZ je vlhkd a miZe se fixovat stehy nebo hfebiclky.
Membrana se také maZe ,lepit™ pomoci fibrinového lepidla,
napfiklad Tisseel®, k okolni chrupavce nebo tkani bud misto

stehu nebo spolu se stehem.

Bio-Gide® nebyl v laboratofi Class 100 zménén a vloZil se
za aseptickych podminek na dno Jjamek NUNCLON™ tkafiové
kultivadni 6-jamkové Delta sterilni desticky na jedno pouZiti
pro vyzkum bunék (NUNC (InterMed)Roskilde, Déansko), bud s
pérovitym povrchem dvojvrstvé membrany nahoru nebo s hutnym
povrchem membriny obracenym vzhiru. P¥ibliZné 10° bun&k v 1 mL
tkanového kultivaéniho media obsahujiciho sérum, se umistilo
pfimo na vr3ek Bio-Gide®, dispergované bud na pdrovitém nebo
na hutném povrchu Bio-Gide®. Desticka se potom inkubovala v CO;
inkubdtoru p¥i 37 °C po dobu 60 minut. MnoZstvi 2 aZ 5 mL
tkafiového kultivacniho roztoku obsahujiciho 5 aZ 7,5 % séra se
opatrné pfidalo do jamky obsahujici bunky tak, Ze se Spicka
pipety drZela tangencidlné ke sténé jamky pri vytoku roztoku,

aby se bunky sérem nevyplachovaly.

Ve druhém dni poté, co se chondrocyty vloZily do jamky
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obsahujici Bio-Gide®, se buifiky prohlédly mikroskopem Nikon
Invert. Zjistilo se, Ze nékteré chondrocyty p¥ilnuly k okraji
Bio-Gide®. Nebylo ov3em moZné se podivat timto mikroskopem

skrze samotny Bio-Gide®.

Desti&ka se inkubovala 3 aZ 7 dni s vyménou roztoku ve
t¥fetim dnu. Na konci inkuba&niho doby se roztok slil a
desticka se ochlazenim zmrazila po ptidavku 2,5 %
glutaraldehydu obsahujiciho 0,1 M sodné soli kyseliny
dimethylarsinové, zvané také sodium-kakodylat, s pH nastavenym
HCl na 7,4, jako fixaéniho prostfedku pro preparat buniky a
jako nosi¢ pro Bio-Gide® s butikami kultivovanymi bud na
porovitém nebo na hutném povrchu. Bio-Gide® néplasti se pak
poslaly na elektronovou mikroskopii na Department of

Pathology, Herlev Hospital, Dansko.

Elektronova mikroskopie ukéazala, Ze chondrocyty
kultivované na hutném povrchu Bio-Gide® nevrostly do
kolagenové struktury Bio-Gide®, kdeZto bunky kultivované na
poérovitém povrchu do kolagenové struktury vrustaly a déale
ukédzala pfitomnost proteoglykan a Za&dné znamky fibro-
blastovych struktur. Tento vysledek nam ukézal, Ze kdyZ se
kolagenovid néplast, jako nap¥iklad néplast Bio-Gide®, prisiva
jako naplast pokryvajici chrupavkovou poruchu, mél by byt
pbérovity povrch kolagenového 1uZka otocen ddlﬁ smérem
k poruSe, do které se maji chondrocyty injektovat. Chondrocyty
pak budou schopné pronikat kolagenem a vytva¥et hladky povrch
chrupavky v linii s intaktnim povrchem a v této oblasti se
vytvori hladkd vrstva proteoglykant. KdeZto, sméfuje-1li hutny
povrch kolagenové néplasti smérem dold k porude, chondrocyty,
které se maji implantovat, se nebudou spojovat s kolagenem a
buniky nebudou vytvafet stejné hladky povrch, jak se popisuje

vyse.
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PRIKLAD 6

Chondrocyty  se kultivovaly v minimadlnim zdkladnim
kultivadnim roztoku obsahujicim HAM F12, 15 mM Hepes pufru a 5
az 7,5 % autologniho séra v CO; inkubatoru pfi 37 °C a
zpracovaly se Vv laboratofi Class 100 ve Verigen Europe A/sS,
Symbion Science Park, Kodafi, Dansko. Bunky se trypsinizovaly
pomoci trypsinové EDTA po dobu 5 a? 10 minut a pocitaly za
pomoci vybarveni ¥ivotaschopnych bun&k trypanovou modii v
Biirker-Tiirk komtirce. Po&et bunék se nastavil na 7,5 x 10° az 2
% 10° bun&k v 1 mL. Jedna NUNCLON™ destika nebyla v laboratofi

Class 100 zménéna.

Membranu Bio-Gide® pouZivanou jako resorbovatelnou
dvojvrstvou membranu lze také pouZit spole&né s organickym
lepidlem, jako je Tisseel®, s daldim vyznamné vy3$35im obsahem
aprotininu, neZ se obvykle nachazi v Tisseelu®, jak se
popisuje v inzerovaném produktu. zZvySenim obsahu aprotininu na
asi 25.000 KIU/mL, se resorpce materi&lu pozdrii o tydny misto

obvyklého trvéni ve dnech.

Pro testovani tohoto rysu in vitro se Tisseel® nanesl na
dno Jjamky NUNCLON™ destidky a nechal se neuplné ztuhnout. Na
Tisseel® se pak nanesla kolagenovd naplast, naptiklad Bio-
Gide®, a prilepila se ke dnu jamky. Toto spojeni Bio-Gide® a
Tisseel® se navrhuje, aby tvo¥ilo hemostatickou bariéru, ktera
bude inhibovat nebo branit rozvoji &i infiltraci krevnich cév
do oblasti transplantace chondrocytt. Tuto hybridni kolageno-
vou néaplast lze dnes pouZit jak Jjako hemostatickou bariéru na
spodku poruchy (nejbliZe povrchu, ktery se ma& reparovat), ale
také jako nosné 1lGZko pro tvorbu chrupavky, protoZe distalnim
povrchem miZe byt pérovitd strana kolagenové néaplasti, a tak
podporovat infiltraci chondrocytl a chrupavkového 1luZka. Tuto

hybridni kolagenovou néplast lze tudi? také pouZit k zakryti
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vrchni strany implantatu s pérovitym kolagenovym povrchem
sm&fujicim k imblantovan?m chondrocyttim a jako bariéry tvofici
vriek. Hybridni kolagenova naplast se zvySenou sloZkou
aprotininu se muZe také pouZit bez jakéhokoli organického
lepidla, Jjako Jje Tisseel®, a umistit pfimo do poruchy s
pfilnutim pomoci p¥irozenych sil. Kolagenovou naplast 1lze
tudiZ pouZit Jjak Jjako hemostatickou bariéru, tak Jjako
bezbun&&né prikryti reparovaného Cci transplantaniho mista, s
pérovitym povrchem néaplasti orientovanym k transplantovanym
chondrocytiim nebo k chrupavce. Dal8i varianta by vyuzivala
kolagenovou néaplast, kterd sestdvd =z kolagenu typu II

(Geistlich Sohne AG, CH-61 10 Wolhusen).

Prfedm&tem tohoto vynalezu je tudiZ hybridni kolagenova
naplast, kde zmind&nou naplasti je kolagenové 1luZko se
zvySenymi hladinami sloZky aprotininu, vyhodné asi 25.000
KIU/mL, ve spojeni s lepidlem organického 1luZka, kde Je
kolagenova sloZka podobna Bio-Gide® resorbovatelnému
dvojvrstvému materidlu nebo kolagenu typu II a organické
lepidlo je podobné materidlu Tisseel®. V dal3im provedeni se u
hybridni kolagenové néplasti nepouZivad na p¥ilnuti k reparova-

nému mistu Z4dné organické lepidlo.
PRIKLAD 7

Souprava, jak se predvida, umoZni vhodnou praxi zplsobu
pfedloZeného vynadlezu. Ve vyhodném provedeni souprava podle
vynalezu poskytne sterilni komponenty vhodné pro bezproblémové
pouziti v operaénim prostfedi a poskytne vhodnou hemostatickou
bariéru, vhodnou kryci néplast a bude-1li tfeba vhodné
organické lepidlo. Souprava tohoto vynadlezu muZe také
poskytnout sterilni materidl 1lUZka bez bunék jako nosny zaklad
autolognich chondrocytt, které se maji implantovat do poruchy

na povrchu kloubniho spojeni. V jedném provedeni souprava
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vynadlezu obsahuje hemostatickou bariéru Surgicel® a kryci
naplast Bio-Gide® spolu s vhodnym organickym lepidlem na
potaZeni hemostatické bariéry Tisseel®, kde Surgicel® a Bio-
Gide® se zpracovaly v souladu s poznanim tohoto vynadlezu na
prodlouZeni ¢&asu, neZ dojde k resorpci. V pripadech, ve
kterych se Tisseel® pfredem pokryje, se Vv jednom provedeni
Tisseel® doplni dal8im aprotininem, aby se 2zvysil Cas

resorpce.

V daldim vyhodném provedeni jsou hemostaticka bariéra a
kryci néaplast 2z polopropustné kolagenové matrice, ktera se
zpracovala tak, aby se prodlouZil Cas resorpce materidlu. Je
také moZné poskytovat lepidlo Tisseel® ve zvySeném mnoZstvi,
jako zvlastni sloZku, aby se nanasela jak bude potfebné,
vzhledem k neodmyslitelné promé&nlivosti a  JjedinecCnosti
okolnosti, se kterymi se kaZdad reparacni/transplantacni

operace bude setkavat.

Odbornici v technice oceni, Ze 1lze provést cCetné obmé&ny
a/nebo modifikace vynalezu, 3jak se ukazuje ve zvlaStnich
provedenich, aniZ by se odchylily od ducha nebo ramce
vynalezu, jak se v celku popisuje. PfedloZend provedeni é
pfriklady se proto maji chépat ve vSech ohledech Jako

ilustrativni a nikoli jako omezujici.
PRIKLAD 8

Chondrocytové bufiky se kultivovaly t¥i tydny ve vySe
popsaném kultivaénim roztoku v CO; inkubétoru p¥i 37 °C a
zpracovaly v laboratofi Class 100 ve Verigen Transplatation
Service A/S, Kodan, Dansko nebo na University of Libeck,
Libeck, Némecko. (Zaznamenejte, Ze ke kultivaci
chondrocytovych bun&k lze pouZit také dal3i smé&si kultivacnich

roztokl.) Bufiky se trypsinizovaly pomoci trypsinové EDTA po
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dobu 5 ai 10 minut a po&italy s ©pomoci vybarveni
Yivotaschopnych buné&k trypanovou modfi v Bilirker-Tiurk komirce.
Podet bunék se nastavil na 7,5 Xx 10° bundk na mililitr. Jedna

NUNCLON™ destika nebyla v laboratofi Class 100 zménéna.

Material podpurné matefské pudy, konkrétné& kolagenova
membrana Chondro-Gide® (identickd s Bio-Gide® vyjma toho, Ze
Chondro-Gide® m& vét3i 8ifku a délku neZ Bio-Gide®; obé
dostupné od Ed Geistlich Sohne, Geistlich Pharma AG, Wolhusen,
Svycarsko), se ofizla na vhodnou velikost, aby zapadala na dno
jamky na NUNCLON™ destidce pro kultivaci bunék. V tomto
pfipadé se za aseptickych podminek umistil na dno jamky kruh s

primérem asi 4 cm.

Po tfech tydnech se chondrocytové buiiky pEevedly
z kultivadniho roztoku do vySe popsaného transplantacéniho
roztoku a asi 5 x 10° chondrocytovych bunédk v 5 mnL
transplantadniho roztoku se umistilo pfimo na vrSek podpurné
mate¥ské pudy a rozptylilo ée na jejim povrchu. Desticka se
t#i dny inkubovala v CO, inkubdtoru p¥i 37 °C. Po této dobé& se
chondrocytové butiky uspofddaly do chumld a zaCaly rust na
podptirné mate¥ské pid& a nebylo moZné je z podpurného 1liZka
odstranit pomoci jeho oplachovadni roztokem nebo dokonce

mechanicky za pouZiti mirného pritlaceni na 1luZko.

Na konci inkuba&ni doby se transplantaéni roztok slil a
podptirnd mate¥skd pldda s chondrocytovymi Dbuiikami do ni
vrostlymi se chladem zmrazila v 2,5 % glutaraldehydu
obsahujiciho 0,1 M sodnou sul dimethylarsinové kyseliny,
pfidaném jako fixaéni ¢&inidlo. Podplrnéd matefskd puda se
obarvila safraninem O pro histologické vyhodnoceni. Cernobilé
kopie barevné mikrofotografie se uvadi na obr. 13A. Pro lepsi
ilustraci ryst mikrofotografie je také uvedena jeji

digitalizovand forma na obr. 13AA.
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PRIKLAD 9

Chondrocyty se kultivovaly t¥i tydny ve vySe popsaném
kultivaénim roztoku v CO, inkubatoru p¥i 37 °C a zpracovaly se
v laboratofi Class 100 ve Verigen Transplantation Service A/S,
Kodafi, Dansko, nebo na University of Libeck, Libeck, Némecko.
Buiiky se trypsinizovaly pomoci trypsinové EDTA po dobu 5 az 10
minut a poditaly s pomoci vybarveni Zivotaschopnych bunék
trypanovou mod¥i v Biirker-Tiirk komirce. PoCet chondrocytovych
bun&k se adjustoval na 5 x 10° bundk na mililitr. Jedna

NUNCLON™ destilka nebyla v laboratofi Class 100 zménéna.

Podplirnd mate¥skad puda Chodnro-Gide®, jako v prikladé 1,
se oFfezala na vhodnou velikost, aby zapadla na dno Jjamky na
NUNCLON™ destidce pro kultivaci bunék. V tomto pfipadé se za
aseptickych podminek umistil na dno jamky kruh s prumérem asi

4 cm.

Po tfech tydnech se chondrocytové buniky pfrevedly z
kultivaéniho roztoku do vySe popsaného transplantacéniho
roztoku a asi 5 x 10° chondrocytovych bundk v 5 ml
transplantaéniho roztoku se umistilo pfimo na vrSek podplrné
matefské pady a rozptylilo se na jejim povrchu. Desticka se

inkubovala t¥i tydny v CO, inkubatoru p¥i 37 °C.

Na konci inkubac¢ni doby se transplantac¢ni roztok slil a
podplirnd matefskd plida s chondrocytovymi butikami do ni
vrostlymi se chladem zmrazila v 2,5 % glutaraldehydu
obsahujicim 0,1 M sodnou sUl dimethylarsinové kyseliny,
p¥idaném jako fixaéni ¢inidlo. Podplrnd matefskd pluda se
obarvila safraninem O pro histologické vyhodnoceni. Pro
imunohistochemické vyhodnoceni se kolagenové membrany fixovaly
ve smési methanol-aceton a obarvily se pro agrekan a kolagen

typu II pomoci krdliciho anti-lidského kolagenu typu II a
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mySiho anti-lidského agrekanu. Primarni protilatky se
zviditelnily pomoci fluorescenénich sekundarnich protiléatek.
Cernobild kopie barevné mikrofotografie na obr. 13B ukazuje
chondrocytové burniky 24. Pro lepsi ilustraci rysu
mikrofotografie je také uvedena jeji digitalizovand forma na

obr. 13BB.

Béhem tritydenni inkubacni doby na podplirné matefské pudé
Chondro-Gide® se pozorovalo, Ze chondrocytové bufiky rostly a
rozmnoZovaly se na nosném luZku a vytvafely chumly ve stfedu

nosného 1l0Zka a fadily se podél povrchu.

PRIKLAD 10

Chondrocyty se kultivovaly t¥i tydny ve vy3e popsaném
kultivaénim roztoku v CO, inkubdtoru p¥i 37 °C a zpracovaly se
v laboratofi Class 100 ve Verigen Transplantation Service A/S,
Kodan, Dansko, nebo na University of Lilbeck, Lilbeck, Né&mecko.
Burfiky se trypsinizovaly pomoci trypsinové EDTA po dobu 5 aZ 10
minut a poc¢italy se s pomoci vybarveni Zivotaschopnych bunék
trypanovou modfi v Blirker-Tirk komirce. Polet chondrocytovych
bundk se adjustoval na 5 x 10° bundk na mililitr. Jedna

NUNCLON™ desticka nebyla v laborato#i Class 100 zménéna.

Podpirna mate¥skd plda Chodnro-Gide®, jako v prikladé& 1,
se ofezala na vhodnou velikost, aby zapadla na dno jamky na
NUNCLON™ desti&ce pro kultivaci bun&k. V tomto pfipad& se za
aseptickych podminek umistil na dno jamky kruh s primérem asi

4 cm.

Po tfech tydnech se chondrocytové bufiky pFrevedly =z
kultivaéniho roztoku do vy3e popsaného transplanta&niho
roztoku a asi 5 x 10° chondrocytovych bundk v 5 ml

transplantacniho roztoku se umistilo pfimo na vr3ek podplrné
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matefské pudy a rozptylilo se na jejim povrchu. Desticka se

inkubovala t¥i tydny v CO, inkub&toru pfi 37 °C.

Podpirnd matefskd pida s vyrostlymi chondrocytovymi
butikami se potom inkubovala 16 hodin. Podplrnd matefska puda
nesouci chondrocytové buiiky se pak odstfedila. Builky se vysely
na NUNCLON™ destidku a spo&ital se alikvotni podil pomoci
vybarveni Zivotaschopnych buné&k trypanovou mod¥i v Biirker-Tirk
komtirce. Na obr. 11C 3je wukéazana jejich mikrofotografie.
7jistilo se, Ze celkovy vypo&itany pocet bun&k byl 6 x 10° a

Yivotaschopnost byla vét3i neZ 95 %.
PRIKLAD 11

Tento pfiklad popisuje test toxicity a biokompatibility
membrany pripravené podle US patentu ¢&. 4,902,508 (udéleném
DePuy, dcefinémub podniku Ethicon, Inc.; membrdna DePuy nebo
,Ethicon“) a membrany Chondro-Gide® (Ed Geistlich Sohne,
Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Svycarsko). Zivotaschopnost a
poCet chondrocytovych bunék, které pfilnuly na membranach
DePuy a Chondro-Gide®, po t¥ech dnech, po dvou a po Sesti
tydnech se stanovil visudlnim spo&iténim poltu bunék, které

pfilnuly k membranam.

DePuy membrana se testovala s membrédnou Chondro-Gide®
jako positivni kontrolou a negativni kontrola pouZitim

stejného zpusobu, ale bez jakékoli membrany.

Dfive zmrazené lidské chondrocytové buiiky (14 miliona
bun&k) se rozmrazily a promyly a stanovil se pocet bunék a
Zivotaschopnost. Po rozmrazeni se ziskalo zpét 3,2 milionu
bunék p¥i 87 % Zivotaschopnosti. Do kaZdé ze dvou lahvi pro
tkanové kultury se pridalo 1,6 milionu bunék s koncentraci 5,3

x 10° bund&k na mililitr a t¥i dny se inkubovaly p¥i 37 °C.
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Vysledny po&et buné&k a Zivotaschopnost v lahvich byla 3,5
milionu bundk s 98 % Zivotaschopnosti resp. 3,6 milionu bunék

s 93 % Zivotaschopnosti.

Podet bunék a Zivotaschopnost se analyzovala pro Sest
vzorkl od kaZdé membrdny a pro éest vzorkll kontrolni skupiny
bez membrany. Membrany se analyzovaly po tfech dnech, po dvou
tydnech a po $esti tydnech. Vzorky membran DePuy a Chondro-
Gide® se oFfezaly na velikost ¢&tverelku jeden ctverelni palec
(tj. 6,4516 cm?) . Kviili suché konzistenci membrany DePuy bylo

ofiznuti membré&ny jaksi obtiZné.

Chondrocyty se trypsinizovaly a stanovila se Zivota-
schopnost bunék a jejich po&et, jak se naznacilo vySe. Bunky
se odst¥edily a op&t suspendovaly na koncentraci 1 milion

bunék na mililitr.

Membrany DePuy a Chondro-Gide® se dvakrat promyly
solankou tlumenou fosfatem (PBS) na pH 7,17. KaZidd membrana se
vlcZila do Jjamky kultivadni desticky. Jedno sto mikrolitru
suspenze chondrocytovych bunék s koncentraci Jjeden milion
bunék na mililitr se naneslo na kaZdou membradny a na dno Sesti
jamek bez membrany. Do kaZdé jamky se pridal dal$i kultivacni
roztok (3 mL). Kultivacéni destilky se inkubovaly alespon tEi

dny p¥i 37 °C.

Obr. 14 ilustruje chondrocytové buiiky p¥ilnuté k membréné
DePuy. Buiiky se izolovaly a pocitaly po tfech dnech, po dvou

tydnech a po Sesti tydnech.

Membrany DePuy a Chondro-Gide® se zpracovaly s roztokem
enzymu obsahujiciho smés dvou mililitrd 0,25 % trypsinu a
jednoho mililitru kolagendzy (celkem 5000 jednotek), aby se

membrany rozpustily a mohl se stanovit pocet bunék a jejich
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ivotaschopnost. Jakmile se membrana rozpustila, chondro-
cytové buiiky se izolovaly odstfedénim a spoCitaly se. Doba
plisobeni roztoku enzymu se méni v zavislosti na typu membrany.
Pro membranu DePuy trvala reakce s kolagendzou mnohem déle nezZ
pro membranu Chondro-Gide®. Membrana DePuy se Uplné
nerozpustila po dvou hodinadch, zatimco membréna Chondro-Gide®
se zcela rozpustila po asi jedné aZ jedné a pul hodiné. Proto,
aby nedochédzelo ke stresu bun&k, by nemé&lo traveni kolagenazou

trvat déle neZ dvé hodiny.

Kontrolni skupina chondrocytd se trypsinizovala, promyla
a peletovala odstfedénim. Buiky se pak znovu suspendovaly

v DMEM roztoku a zjistil se koneény polet bunék.

Dale se uvaddji vysledky pokusu. V Zivotaschopnosti
kontrolnich buné&k ve srovnéni s builkami vyrostlymi na nosnych
1aZkdch DePuy a Chondro-Gide® nebyly podstatné rozdily.
Vivotaschopnost Vv kontrolni skuping&, nosném 1luZku Chondro-
Gide® a nosném luZku DePuy byla, Jjak je ukadzdno na obr. 16,
vysokd, asi 87 % pro kontrolni skupinu, asi 94 % pro nosné
10%ko Chondro-Gide® a 93 % pro nosné 1luZko DePuy. Po
dvoutydennim intervalu byla Zivotaschopnost v kontrolni
skupin& asi 90 %, pro skupinu Chondro-Gide® asi 91 % a asi 83
% pro skupinu DePuy. Po 38esti tydnech bylo asi 80 % Dbunék
schopnych #Zivota v kontrolni skupiné&, =zatimco asi 74 % bylo
Yivotaschopnych na membran& Chondro-Gide a asi 74 % bylo
Fivotaschopnych za podminek na nosném 1laZku DePuy. Nebylo
tudi? Birokého rozp&ti v Zivotaschopnosti bunék za rozdilnych

ristovych podminek.

Konkrétni podet bundk se vyznamné neovlivnil nosnym
1tZkem DePuy a Chondro-Gides® aZ do pozdni kultivace. Jak se
ukazuje na obr. 15, po t¥ech dnech obnaSela kontrolni skupina

asi 72.000 bun&k, zatimco na nosném luZku Chondro-Gide® jich
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bylo asi 109.167 a na nosném 1tZku DePuy asi 169.583 bun€k. Po
dvou tydnech se kontrolni bunky rézmnoiily asi osmkrat na
hodnotu 575.167 bunék, zatimco bunky na Chondro-Gide® témér
gty¥ikrat na pocet 427.500 a buiiky na DePuy tém&f tIikrat na
hodnotu 494.167. Kone&né& po Sesti tydnech se polet bunék v
kontrolni skupiné trochu sniZil na hodnotu 528.333, zatimco
po&et bunék na Chondro-Gide® a na DePuy poklesl dramaticky na
hodnotu 153.333, resp. 100.833.

Zatimco se tento vynéalez popsal S odkazem na
charakteristické provedeni, je zfejmé, Ze odbornici v technice
moZna navrhnou daldi provedeni a obmény tohoto vynalezu, aniz
by se odchylili od skute&ného ducha a rdmce vynalezu.
Pripojené patentové néroky se zamy$leji tak, aby Jjejich
interpretace zahrnovala v3echna takova provedeni a rovnocenné

obmény.
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PATENTOVE NAROKY

Vyrobek zahrnujici membranu vyznadujici se tim, Ze
ma alespoii jednu vrstvu s poérovitym povrchem a zahrnuje
submukézni stfevni tkaii a builky, které p¥ilnuly k uvedené

vrstve.

Vyrobek podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze

uvedené buifiky jsou chondrocytové burfiky.

Vyrobek podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze

uvedend membrana neobsahuje buiky.

Vyrobek podle naroku 1 vyznaCujici se tim, Ze

uvedeni membrana je kolagen.

Vyrobek podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze

uvedend membréna je kolagen typu I a kolagen typu III.

Vyrobek podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze

uvedend membrana je resorbovatelna.

Vyrobek podle naroku 1 vyznacdujici se tim, zZe

uvedené chondrocytové buiiky jsou autologni.

Vyrobek podle ndroku 1 vyznacujici se tim, Ze dale
zahrnuje Dbiologicky kompatibilni lepidlo pfiléhajici

k uvedené membrane.

Vyrobek podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze
uvedend membrana se prizptisobi tak, aby se mohla umistit

ptes defekt artikuldrni chrupavky.
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Vyrobek podle néaroku 1 vyznac¢ujici se tim, Ze
uvedend membrana se prizpusobi tak, aby se mohla umistit

do defektu artikularni chrupavky.

Vyrobek podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze
uvedend membrana se umisti pfes defekt artikuléarni

chrupavky.

Vyrobek podle naroku 1 vyznacdujici se tim, Ze
uvedena membrana se umisti do defektu artikularni

chrupavky.
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Obr. 13D
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