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Biokompatibilni pfipravek obsahujici decelularizovanou tkai pupecniku

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka biokompatibilniho pfipravku obsahujiciho decelularizovanou tkan
pupecniku pro aplikace v oblasti hojeni ran a regenerativni mediciny.

Dosavadni stav techniky

Nové poznatky z vyzkumu a vyvoje v oblasti hojeni ran vedly v poslednich desetiletich
k vyznamnému zefektivnéni ptistupl k jejich 1écbé, ktera zaznamenala vyrazné zmény spojené
s intenzivnim rozvojem pripravkl k 1é€bé a oSetfovani ran. V ramci tohoto byla postupné vyvinuta
fada novych lécebnych metod a také produkti uréenych k lokalni 1écbé ran, véetné specialnich
biologickych kryti a 1é€ivych ptipravkll v podobé riznych typi umélych koznich stépi. Rozvijejici
se farmaceuticky priimysl pfinesl na trh také velké mnoZzstvi novych krycich materiald, pozitivné
se uplatiujicich v jednotlivych fazich hojeni ran pfi konzervativnim zptisobu osetfovani.

Rana je obecné definovana jako poruseni integrity kozniho krytu, tvoficiho bariéru mezi zevnim
a vnitfnim prostfedim. Hojeni ran je slozity biologicky proces zahrnujici velké mnoZstvi interakci
mezi vSemi slozkami dotcené tkang, a to na bunééné i molekularni urovni. Hojeni rany vyzaduje
velkou bunécnou a tkanovou regeneracni schopnost a soucasné reparacni schopnost celého
organizmu. Rany, u kterych doslo k vétSim ztratam nebo destrukcim tkané, se hoji vystavbou nové
vaskularizované tkané a naslednou epitelizaci. Nezavisle na typu a rozsahu rany, proces hojeni
rany probiha vzdy ve tfech fazich, které se vzajemné prolinaji. Prvni fazi je faze zanétliva —
exsudativni (Cistici), ve které dochazi k zastavé krvaceni a CiSténi rany. Druhou fazi je faze
prolifera¢ni (granulac¢ni) béhem které dochazi k tvorbé nové granulaéni tkané vcetné
obnovy cévniho systému. Treti faze v procesu hojeni ran je faze remodelaéni (reparacni,
reepitelizacni), kdy je provizorni fibrozni tkan postupné nahrazovana kolagenovymi vlakny
a postupné dochazi k obnové kozni tkané.

Existuje fada klasifikaci ran délicich se podle riznych kritérii. Rany mohou byt klasifikovany podle
hloubky a rozsahu poskozeni na rany povrchové, kdy je poskozena jen kiize (sliznice) nebo
podkoZi (podslizniéni vazivo), a dale rany hluboké, kdy jsou zasaZeny hlubsi struktury vcetné
nervové-cévnich svazki, §lach apod. Pokud poranéni pronikne sténou do télnich dutin, mluvime
o rané penetrujici. Dale mohou byt rany klasifikovany podle ptitomnosti choroboplodnych zarodki
na rany aseptické a rany infikované, u kterych se dale rozliSuje primarni infekce, vnikajici do rany
pti jejim vzniku, nebo sekundarni infekce, kdy se choroboplodné zarodky se dostavaji do rany az
v pritbéhu hojeni. Dale se rany déli napt. dle mechanismu poranéni na rany mechanické, mezi néz
patfi odreniny, trZzné a fezné rany, stfelné rany, rany zptsobené kousnutim apod. Dalsi kategorii
jsou termické rany, mezi néz patti popaleniny a omrzliny.

Rany lze klasifikovat také dle zplisobu hojeni na rany s primarnim hojenim, kdy k uceleni rany
dochazi pomoci slepeni nebo sesiti okraji ran a neni potfeba vzniku nové pojivové tkané, ktera by
vyplnila vznikly defekt a nahradila tak tkan, ktera byla ztracena diky jejimu poskozeni. Dale se
jedna o rany se sekundarnim hojenim, kdy zahojeni rany probiha vznikem nové utvorené tkané.

Dilezitou klasifikaci ran je také jejich rozdéleni podle pribéhu hojeni, a to na rany akutni
a chronické, které se zasadné lisi prubéhem hojeni a vétSinou 1 zplisobem vzniku. Akutni rana je
definovana jako rana, kterd je vysledkem traumatu, nebo operacniho zasahu a je spojena
s fyziologickym primarnim hojenim v adekvatnim ¢asovém rozmezi a bez komplikaci. Chronicka
rana je nejcastéji vysledkem trofickych tkanovych zmén, na nichz se podili soucasné nékolik
faktord. Je definovana jako rana, ktera ma dobu potiebnou k hojeni delSi nez 6 tydnti a je spojena
se ztratou velkého objemu zdravé tkané. K chronickym ranam se tfadi napt. rozsahlé popaleniny,
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diabetické ulcerace, bércové viedy, dekubity, exulcerujici malignity, amputaéni pahyly a ostatni
sekundarné se hojici rany.

Pro 1écbu ran jsou vyuzivany rizné typy lécivych ptipravki, které jsou voleny dle typu rany
a rozsahu poskozeni tkané. Tyto pfipravky jsou déleny predevsim podle jejich zakladni funkce pfi
lé¢be poranéni (rizné typy kryti, antibakterialni a enzymatické ptipravky, pfipravky obsahujici
lécivé slozky aktivné se podilejicich na 1é€bé apod.). Dale se mohou délit dle sloZeni a typu
materialu pouZitého k vyrobé daného pripravku (napf. alginat, kolagen, kys. hyaluronova,
polyuretan, pfipravky na bazi jodu nebo stfibra apod.) nebo dle fyzikalni formy (mast, film, péna,
gel, hydrokoloid apod.) Samostatnou specialni oblasti 1é¢ivych ptipravkil jsou pak bioaktivni kryty
ran a ptipravky pro nahradu kozni tkané v podobé umeélych koznich $tépt.

Ptipravky v podobé krytl ran maji za ukol zejména vytvoreni adekvatné vlhkého prostiedi, ve
kterém mohou probihat biologické a biochemické procesy v ramei hojeni, a v kterém dochazi
k stimulaci proliferaci fibroblastii, endotelidlnich bunék a keratinocyti a je podporovana
epitelizace. Mezi tradicni ptipravky v této skupiné patti hydrokoloidnich kryti, ktera jsou
nepropustna pro vodu a témer nepropustna pro vodni pary a plyny, vytvari hypoxické prostredi
s nizkym pH, povzbuzuji granulogenezi a angiogenezi. Proto u hlubokych defekti se doporucuje
jejich kombinace s hydrokoloidnimi pastami.

Nov¢jsi formou kryti z koloidi jsou ptipravky na bazi netkanych hydrofilnich textilii, u kterych pti
kontaktu s exsudatem dochazi k bobtnani a vytvoreni kompaktniho gelu, ktery vytvari pro hojeni
ran idealni vlhké prostredi.

Hojné vyuzivany jsou pripravky v podobé hydrogelovych kryth ran na bazi syntetickych
1 prirodnich polymerd. Hydrogely na bazi syntetickych polymeril jsou nerozpustné, hydrofilni
materialy na bazi naptiklad polymetakrylatii, polyvinylpyrrolidinu nebo kyseliny mlécné a jejich
kopolymerii. S vyhodou jsou pak vyuzivany pripravky tohoto typu na smési syntetického polymeru
a biopolymeru, které kombinuji vlastnosti obou téchto typii materiala.

Mezi hydrogelova kryti lze také zatadit pripravky pro kryti ran na bazi alginatu, ktery se pri
kontaktu se sekretem rany vytvori nepfilnavy gel, ktery ucinkuje jako vlhky obvaz. Soucasné se
sekretem rany se pojimaji zbytky odumfelych bunék, hnis a bakterie, coz poukazuje na jejich Cistici
efekt. Alginaty bohaté na mannuronovou kyselinu vytvareji mekké flexibilni gely (napt. Sorbsan),
zatimco alginatova kryti s pfevahou guluronové kyseliny vytvareji pevnéjsi gelové formy. Pti
reakci se sekretem rany se ionty vapniku uvoliuji a jsou vyménovany za ionty sodiku, které
alginaty zpét absorbuji.

Dalsim typem z tradiéné vyuzivanych ptipravki v podobé krytl ran jsou pénové obvazy, které jsou
vyrabény bud’ jako polyuretanova nebo silikonova péna. Pénova polyuretanova kryti jsou
jednoducha nebo vicevrstevna kryti vyrabéna z mékkych polyuretanovych materialii propustnych
pro vodni pary a plyny. Jsou to hydrofilni prostiedky, které podle velikosti a uspofadani poéri
vykazuji riznou drenazni schopnost a absorpcéni kapacitu. Pénovy polyuretan stimuluje
fyziologické CiSténi rany, ptiznivé ovliviiuje granulaci a epitelizaci, chrani ranu pred sekundarni
infekci a svou meékkou konzistenci 1 pred traumaty. Nekteré vyrobky jsou na vnitfni strané
ptikladajici se na ranu opatfeny neadherentni silikonovou vrstvou, ktera garantuje bezbolestnou
vymeénu obvazu. Silny absorpéni ucinek je u nékterych pénovych obvazll potencovan specialnim
usporadanim postupné se zmenSujicimi pory smérem k horni casti obvazu.

Velkou skupinu pripravkt tvoti také hydroaktivni kryti na bazi kombinace pénové polyuretanové
hmoty a hydrogelu. Toto strukturalni uspofadani umoziuje absorpci velkého mnozstvi exsudatu,
ktery soucasné chrani ranu pred vyschnutim. Terapeuticky efekt hydroaktivnich kryti se podoba
hydrokoloidiim a klasickym pénovym polyuretaniim. Na rozdil od hydrokoloidl se nevytvori pod
obvazem gelova hmota, ale stejné jako v pripadé hydrokoloidi dojde ke snizeni pH v rané, které
brani mnozeni mikrobt.
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Mezi dtlezitou skupinu ptipravkil pro 1é€bu ran patti antimikrobialni kryty ran, na bazi antibiotik
nebo antibakterialnich latek, slouZzicich pro prevenci nebo 1é¢bu zanétu ptitomného v rané. Mezi
bézna antibiotika zaclenéna do obvazii pro tyto aplikace patti napt. dialkylkarbamoylchlorid.
Z tady antibakterialnich latek jsou hojné vyuzivané stfibro, jod nebo napf. gentamicin nebo
Sirokospektralni antiseptikum chlorhexidin. Dalsi prostfedky s antiseptickym a antibakterialnim
uéinkem obsahuji jod nebo stiibro.

Kromé uvedenych tradi¢nich forem kryti, je vétSina modernich ptipravkl pro zefektivnéni i€inku
na bazi vzajemné kombinace vyse uvedenych typil.

Odlisné fungujici skupinou ptipravkil pro lécbu ran je kategorie 1écebnych ptipravkil obsahujici
bioaktivni latky aktivné se ucastnicich hojivého procesu v podobé tzv. bioaktivnich krytd ran.
Nejcastéji se jedna o pripravky na bazi kolagenu, kyseliny hyaluronové, nebo elastinu apod.,
ptipadné pro dalsi zefektivnéni 1é€by jejich kombinace naptiklad s vySe uvedenymi antibiotiky,
antibakterialnimi latkami a podobné. Ptipravky s obsahem kolagenu nebo kyseliny hyaluronové se
aktivné podili na hojeni ran, kde kromé absorpc¢niho ¢inku stimuluji také ptirozenou aktivitu
tibroblastil, keratinocytii a makrofagli, aktivuji fibronektin a stimuluji angiogenezi a podobneé.
Vzhledem k tomu, Ze tvori zakladni slozky mezibunééné hmoty koZni tkané, také pomahaji
augmentaci rany a podporuji jeji epitelizaci. Kyselina hyaluronova se také diky svym unikatnim
vlastnostem aktivné podili na samotné regeneraci tkani. Jod plsobi antimikrobialné a soucasné
brani rozkladu kyseliny hyaluronové pritomnymi bakterialnimi enzymy. Mezi dalsi pripravky
s hojivym ucinkem patti naptiklad ptipravky s obsahem panthenolu, propolisu a podobné.

V poslednich letech je vénovana také velka pozornost ptipravkiim s obsahem vybranych riistovych
faktorti, které se v organismu rovnéz vyznamné podileji na vSech fazich hojeni a vyznamnym
zpusobem tak zvysuji terapeuticky efekt pripravki pro 1é¢bu ran. Ristové faktory aktivuji migraci,
proliferaci a diferenciaci bunék zapojenych do procesu hojeni a také reguluji produkei
extracelularni matrix. Jedna se zejména o rlstova faktory zrodiny fibroblastovych riistovych
faktort jako naptiklad ristové faktory FGF, EGF a TGF. Vyznamnou roli hraje také destickoveé-
derivovany ristovy faktor PDGF, ktery stimuluje proliferaci bunék zapojenych do zanétlivé faze
hojeni, proliferaci a migraci fibroblastii a také bun€k hladkého svalstva. Na trhu jsou jiz
dostupné naptiklad pripravky s obsahem rekombinovaného desti¢kové-derivovany rustovy faktoru
rhPGDF-BB.

Dalsi skupinou léCivych pripravkli na bazi biologicky aktivnich latek jsou také ptipravky
s obsahem hydrolytickych enzymili podporujicich enzymatické procesy zapojené do hojeni —
naptiklad ptipravky s aktivni slozkou kolagenazy clostridiopeptidazy; nebo na bazi inhibitord
proteolytickych enzymi, jejichZ ptitomnost naopak proces hojeni ovliviiuje negativné. Mezi tyto
enzymy patfi zejména praveé proteinaza, kterd poskozuje extracelularni proteinovou matrix
a rustové faktory.

Specialni samostatnou kategorii uréenych pro 1é€bu rozsahlych ran, spojenych se ztratou velkého
objemu tkané, jsou transplantaty v podobé autogennich 1 allogennich dermalnich
a dermoepidermalnich koznich §tépli a koZnich transplantatii, nebo na bazi adekvatni bunééné
slozky zabudované ve vhodném nosiéi. Pouziti téchto transplantati dosahuje diky jejich
vlastnostem samoziejmé nejlepsich terapeutickych vysledkil, ale bohuzel je zna¢né limitovano
velice omezenou dostupnosti, a v pfipade autolognich §tépti také narocnosti zakroku a zasahem do
zdravé tkané pacienta. Vyuziti allogennich §téptli, nebo transplantatli na bazi bunéénych slozek je
limitovano mimo jejich dostupnosti také dobou nezbytnou pro pripravu téchto transplantatl
k jejich aplikaci, trvajicich aZ nékolik dni a znemozZiujicich tak ve vétsiné pripadu jejich okamzité
pouZziti.

Z tohoto diivodu se v posledni dobé zacala velka pozornost vénovat vyveji umélych koznich stépu
ptipravenych pomoci tkaového inZenyrstvi. Jedna se o 1é¢ivé pripravky moderni terapie v podobé
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uméle pfipravenych kozZnich $téptli na bazi biokompatibilnich syntetickych i1 bio — polymert, casto
v kombinaci s bunécnou slozkou nebo rustovymi faktory.

Mezi tyto pripravky patti naptiklad ptipravky na bazi allogennich fibroblastli nebo keratinocytti
aplikovanych na vhodné nosice, napt. v podobé bovinniho nebo praseciho kolagenu

Specialni podskupinu téchto pripravki pak tvofi rizné ptipravky na bazi decelularizované
allogenni nebo xenogenni mezibunééné hmoty. Mezi tyto pripravky patfi naptiklad
decelularizovana kolagenova matrix s bazalné membranovym komplexem, nebo xenogenni
ptipravky na bazi decelularizované praseci kozni tkané.

Mezi pripravky na bazi decelularizovanych tkani s velkym terapeutickym potencialem patfi
ptipravky na bazi amniové membrany, ktera ma diky svym unikatnim biologickym a regenera¢nim
vlastnostem v oblasti hojeni ran velky potencial a jiz fadu let se vyuziva v mediciné. Nativni lidska
amniova membrana obsahuje fadu ristovych faktorfi, véetné epidermalniho riistového faktoru
(EGF), bazalniho fibroblastového ristového faktoru (bFGF), ristového faktoru keratinocyti,
transformacniho riistového faktoru a (TGFa) a TGFp, nervovy rustovy faktor a ristovy faktor
hepatocytil, o kterych je znamo, Ze hraji velmi dilleZitou roli pfi hojeni ran a regeneraci tkani.
Amniova membrana je neimunogenni, redukuje zanét, bolest a zjizveni a poskytuje také prirozenou
biologickou bariéru. Mezibunééna hmota amniové membrany je tvofena riznymi typy kolagend
a také elastinem, jejichz kombinace napomaha pruznosti a mensi jizevnatosti a ptiblizuje se svym
vlastnostem zdravé kiizi. Pripravky na bazi lidské allogenni decelularizované amniové membrany
se jiz tadu let vyuzivaji naptiklad v o€nim lékatstvi, v chirurgii, nebo v poslednich letech také
prave k 1écbe akutnich 1 chronickych ran.

Z vyse uvedeného je patrné, Ze nejvyssiho efektu pifi hojeni rozsahlych poranéni kozni tkaneé,
dosahuji kromé koznich transplantatl ptipravky s obsahem biologicky aktivnich latek, ptimo se
ucastnicich hojivého procesu. Jedna se o pripravky na bazi plné biokompatibilnich
a biodegradabilnich materialli, idealné¢ s obsahem kombinace vhodnych ristovych faktori,
kolagenu a kyseliny hyaluronové. Pro dosazeni jesté vétsiho terapeutického efektu by mély tyto
ptipravky byt také ve formé matric, umoznujicich augmentaci defektu a osidleni ptitomnymi
bunikami.

Tak jak bylo uvedené vyse, u koznich transplantatii je velkym problémem, vyplyvajicim z podstaty
téchto materiald, jejich dostupnost a v pfipadé autolognich $tépti také narocnost 1écby a zasah do
zdravé tkané pacienta. V pfipadé allogennich §tépli nebo bunééné lécby je problémem kromé
dostupnosti také doba pottebna k jejich priprave, coz znemoziuje jejich okamzité pouziti.

Umeélé kozni §tépy disponuji snadnou dostupnosti a moznosti jejich okamzitého pouziti. Nicméné
vzhledem ke komplexnosti 1é¢ivého procesu a slozeni kozni tkan€, neni diky sloZeni téchto
pripravkl, které je ve vétSing ptipadl tvofeno pouze jednim az dvéma biomaterialy v kombinaci
s jednou aktivni latkou, dosazeno takového terapeutického efektu, jako v pfipadé kozZnich
transplantatil.

Idealni feSeni tak nabizi pripravky na bazi adekvatni humanni decelularizované tkané, jako jsou
napriklad pripravky na bazi amniové membrany. Bohuzel nevhodné zvolenym zplsobem
decelularizace dochazi k eliminaci pfitomnych rlstovych faktorti a dalSich cytokinil, pozitivné
ovliviiujicich hojeni. Navic vzhledem k tomu, Ze lidskd amniovd membrana, vyuZivana pro
bioaktivni kryty ran, je blanka o tloustce 10 pm a velikosti zhruba 20 x 25 cm, je také velmi
limitujici nizka vytéZnost vyroby téchto ptipravki.
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Podstata technického FeSeni

Vyse uvedené nedostatky prekonava biokompatibilni pfipravek podle technického feSeni, jehoz
podstata spocdiva vtom, Ze zahrnuje decelularizovanou tkan pupecniku, ktera obsahuje 1 az
99,5 hmotn. % kolagenni slozky a 0,5 az 20 hmotn. % nekolagenni slozky.

V podstaté se s vyhodou jedna ptipravek na bazi decelularizované tkané lidského pupecniku, a to
z kterékoliv jeho casti.

Pod pojmem decelularizovana tkan pupeéniku se rozumi s vyhodou tkan lidského pupeéniku
zbavena pomoci metody decelularizace bunééné slozky a jejich intracelularnich komponent. Pod
pojmem kolagenni slozka se rozumi slozka decelularizované tkané pupecniku obsahujici kolagen,
a to vSechny jeho ptitomné typy. Nekolagenni slozkou se rozumi zbyla ¢ast decelularizované tkané
pupeéniku, ktera obsahuje ptitomné proteiny vyjma kolagenu - tzn. nekolagennimi proteiny
naptriklad v podobé elastinu, ristovych faktori a dalSich cytokini na bazi proteind, a dale
glykosoaminoglykany a glykoproteiny nebo polysacharidy.

Podle vyhodného provedeni technického teseni je kolagenni slozka vybrana ze skupiny obsahujici
kolagen typu I, III, IV, V, VI, VII, XII a/nebo jejich smés a s vihodou obsahuje kolagen typu I
a/nebo kolagen typu III.

Podle jesté dalSiho vyhodného provedeni technického feSeni je nekolagenni slozka vybrana ze
skupiny obsahujici elastin, riistové faktory z rodiny inzulinu podobnych riistovych faktort (IGF),
s vyhodou typ IGF2, rlstové faktory z rodiny fibroblastovych rlistovych faktorii (FGF), s vyhodou
typ FGF2, dale glykosaminoglykany nebo jejich smés, dale fibrinogen, fibronektin nebo jejich
smes.

S vyhodou jsou glykosaminoglykany vybrané ze skupiny obsahujici chondroitin sulfat,
keratansulfat, heparansulfat, kyselinu hyaluronovou nebo jejich smés.

Podle jest¢ dalsiho vyhodného provedeni technického feSeni ptipravek obsahuje
glykosaminoglykany v rozsahu 0,1 hmotn. % az 10 hmotn. %.

Podle jesté¢ dalsiho vyhodného provedeni technického feSeni je obsah kyseliny hyaluronové
v ptipravku alespoii 0,01 hmotn. %.

Povrch tkané lidského pupeéniku obsahuje epitel tvofeny amnionem vyplnénym Whartonovym
rosolem. Z hlediska sloZeni mezibunécné hmoty, tkan pupecniku obsahuje predevsim kolagen typu
I III, IV, V, a VI, elastin, fibronektin a také zejména diky Whartonova rosolu kyselinou
hyaluronovou. Lidsky pupecnik ma v priméru asi 1 az 2 cm a dosahuje délky ptiblizné 50 az
55 centimetrli. Diky tomuto je umoZznéna mnohem vyssi vytéznost v ramci vyroby a zpracovani
této tkané v porovnani s pfipravky naptiklad na bazi amniové membrany.

V pupecniku je také, stejné jako napriklad v amniové membrané, obsazena fada velice dllezitych
ristovych faktorti a cytokintl, které se pozitivné c¢astni regenerace tkani. Vhodné zvoleny zptisob
decelularizace a celkového zpracovani této tkané pak umoznuje ¢aste¢né zachovani sloZeni nativni
tkang, véetné pritomnosti nékterych ristovych faktorti. Zpracovani této tkané do podoby lyofilizatu
navic umoznuje také vyrobu biomateriali, které vykazuji hydrokoloidni a hydrogelovou povahu,
diky cemuz ma také vynikajici vlastnosti z hlediska krytl ran. Vzhledem k tomu, ze se jedna
o decelularizovanou tkan, je také zabezpecena plna biokompatibilita téchto ptipravkl a v ptipadé
vyuZziti tohoto biomaterialu ve formé 3D rozmérnych materiald je zabezpecena také moZznost
augmentace defektu vzniklého ztratou tkané a osidleni pfitomnymi bunkami.

Vyuziti pupecniku pro ptipravu biomaterialll uréenych pro aplikace v mediciné také predstavuje
pralomové feSeni, nebot’ timto zplisobem dojde k vyuziti velmi cenného biologického materialu,
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ktery je v soucasné dobé povazovan za biologicky odpad, a umozni vyuziti této tkané pro vznik
celé skaly 1écivych ptipravkll a biomateriali. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o biologicky odpad,
neni ziskavani tohoto materialu spojené s zadnymi komplikacemi spojenymi s jeho odbérem
a zpracovanim, a vyuziti tohoto materialu rovnéz také nenarazi na zadné problémy etického razu,
jak je tomu v pfipadé vétSiny ostatnich biomateriali humanniho pivodu. Dalsi vyhodou je jeho
Siroka dostupnost v relativné velkém mnozstvi, napfiklad v porovnani s amniovou membranou.

Hmotn. % jsou vztazena na celkovou hmotnost susiny v pripravku podle technického feseni. Susiny
je dosazeno po lyofilizaci ptipravku podle technického fesSeni. Pripravek podle technického feSeni
miZe byt v lyofilizované formeé nebo nelyofilizované formé. Lyofilizovana forma ptipravku podle
technického feseni je forma castic nebo forma celistvé vrstvy (sheetu).

Ptipravek podle technického feseni je tedy na bazi decelularizované tkané pupecéniku, s vyhodou
lidského pupecniku, ktery je uréen pro aplikace v oblasti hojeni a 1é€by akutnich i chronickych ran
s vyhodou v humanni mediciné, kde pfipravek predstavuje vhodnou alternativu k autolognim
1allogennim koZnim S§téplim a ptipravkiim na bazi bunécné terapie. A dale pro aplikace
v regenerativni medicing.

Pripravek podle technického feSeni diky komplexnosti svého slozeni vykazuje oproti bézné
vyuZivanym materialim na bazi syntetickych polymerti, materialii xenogenniho nebo rostlinného
piivodu, ptipadné jedno, dvou a viceslozkovym bioaktivnim krytiim na bazi biopolymerii, a/nebo
cytokintl, vyuzivanych v této oblasti v klinické praxi, vyssi terapeuticky efekt pti hojeni akutnich
1 chronickych ran. Toto vede k i¢innéjsi a rychlejsi 1écbé a regeneraci poskozené kozni tkané.

Vzhledem k ptivodu tkané, pripravek podle technického teseni rovnéz vykazuje mnohem vyssi
biokompatibilitu oproti ptipravkiim na bazi materialli ne humanniho ptivodu, zejména v podobé
syntetickych polymerli nebo xenogenniho materialu.

Pripravek podle technického feSeni vykazuje diky své podstaté a plivodu také mnohem vyssi
vytéZnost pfi jeho zpracovani a vyrobé naptiklad v porovnani s pfipravky na bazi amniové
membrany.

Mozné vyuziti pripravku podle technického feSeni je predevsim jako surovina v podobé 1écivé
slozky pro vyrobu lé€ivych pripravkl urenych do oblasti hojeni akutnich 1 chronickych ran,
a/nebo jako aditivum v podobé bioaktivni slozky pro zvyseni terapeutického ucinku lécivych
ptipravkil pro aplikace v této oblasti. Dale je mozné pripravek podle technického feseni vyuzit jako
scaffold/matrici pro zabudovani a naslednou kultivaci rizného typu bunék, nebo jako aditivum
v podobé¢ bioaktivni slozky pro zvySeni terapeutického ucéinku pti vyrobé lécivych pripravki
uréenych obecné pro vyuziti v regenerativni mediciné a tkanovém inzenyrstvi.

Pripravek je podle technického feseni ziskavan cilenou decelularizaci tkané lidského pupecniku
pomoci 0,1 hmotn. % vodného roztoku SDS a roztoku benzonazy nukleazy v kyseliné
trischlorovodikové (20 az 50 U/ml); a to pti zachovani 30 az 50 % plvodnich slozek tvoficich
mezibunéénou hmotu nativni tkané€, zejména kolagenni slozky, nekolagennich proteinti.

Dale je popsan cely zplisob pripravy pripravku podle technického feseni — tedy zpiisob
decelularizace tkané pupecéniku a s vyhodu jeho nasledného zpracovani lyofilizaci.

Nejprve je na zakladé souhlasu pacienta v autorizovaném odbérovém misté odebrana tkan
pupecniku, ktera je uloZena na led a ptepravena do mista zpracovani.

Poté se tkan nékolikrat diikladné omyje destilovanou vodou pro odstranéni krve a dalSich télnich
tekutin a nasledné se omyje roztokem s obsahem antibiotik. Pak se tkan bud’ zpracuje ithned, nebo
se uskladnéné v -80 °C.
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V ramci zpracovani tkané se tkan nejprve nakraji, pripadné rozmélni na kousky o velikosti cca
1 x 1 az 1 x 2 cm a poté opét ditkladné promyje destilovanou vodou v 5 cyklech, kdy se tkan vlozi
do odpovidajici sklenéné nadoby a za stalého intenzivniho michani se promyva velkym ptebytkem
destilované vody; a to prvni 2 az 3 cykly po dobu 30 min, a nasledné zbylé cykly po dobu asi 60 az
120 min. Po ukonceni kazdého cyklu se destilovana voda vzdy vyméni za Cerstvou. Takto promyté
vzorky tkané se sliji a vlozi do 0,1 hmotn. % vodného roztoku dodecylsulfatu sodného (SDS)
o objemu v zavislosti na mnozstvi tkan¢ 2 az 3 I, a ponechaji se v ném za stalého michani pfi
pokojové teploté po dobu 18 az 24 h. Nasledné je vodny roztok dodecylsulfatu sodného slit
a vzorky tkané se dikladné opét promyji destilovanou vodou. Takto promyté vzorky jsou nasledné
vlozeny do roztoku benzonazy nukledzy v kyseliné trischlorovodikové (20 az 50 U/ml),
v zavislosti na mnoZzstvi tkané o objemu 1 az 2 | a za stalého michani se ponechaji pfi | pokojové
teploté opét po dobu 12 h. Poté se vzorky opét sliji a po dobu 24 h promyvaji pii pokojové teploté
ve 3 az 5 cyklech destilovanou vodou. Po kazdém cyklu se voda vzdy meéni za Cerstvou. Poté
nasleduje po dobu 60 az 120 min pii pokojové teplot¢ kone¢né promyti pomoci
sterilniho fosfatového pufru (PBS). Poté se vzorky dlikladné sliji a zamrazi postupné pti -20 °C
a nasledné -80 °C. S vyhodou nasleduje lyofilizace vzorkli po dobu 72 hodin pfi teploté v rozmezi
-40 az -50 °C a tlaku v rozmezi 0,1 az 10 hPa a zpracovani na pozadovanou velikost a formu.
Nakonec se vzorky sterilizuji pomoci etylenoxidu a uskladni za sterilnich podminek pti -80 °C.

S vyhodou pripravek podle technického feSeni obsahuje méné nez 0,00001 hmotn. % SDS. Dale

s vyhodou ptipravek podle technického feSeni obsahuje méné nez méné nez 20,0 ng bunécné
DNA/mg ptipravku podle technického feseni.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Priklad 1

Ptipravek podle technického feseni byl vyroben nasledujicim zplisobem: Nejprve byla na zaklade
souhlasu pacienta v autorizovaném odbérovém misté odebrana tkan pupecniku, ktera byla nasledné
uloZena na led a ptepravena do mista zpracovani.

Poté byla tkan nékolikrat diikladné omyta destilovanou vodou pro odstranéni krve a dalSich télnich
tekutin a nasledné omyta roztokem s obsahem antibiotik. Nasledné byla tkan zpracovana ihned,
nebo v pripadé pozd¢jsiho zpracovani tkané, byla tkan uskladnéna v -80 °C.

V ramci zpracovani tkané byla tkan nejprve nakrajena/rozmélnéna na kousky o velikosti cca 1 x 1
az 1 x 2 cm a poté opét ditkladné promyta destilovanou vodou v 5 cyklech, kdy byla tkan vlozena
do odpovidajici sklenéné nadoby a za stalého intenzivniho michani promyvana velkym pfebytkem
destilované vody; a to prvni 3 cykly po dobu 30 min, a nasledné zbylé¢ cykly po dobu cca 120 min.
Po ukonceni kazdého cyklu byla destilovana voda vzdy vyménéna za Cerstvou. Takto promyté
vzorky tkané byly slity a vloZeny do 0,1 hmotn. % vodného roztoku dodecylsulfatu sodného
o objemu 2 I, a ponechana v ném za stalého michani pti pokojové teploté po dobu 24 h. Nasledné
byly vzorky tkané slity, promyty 2x destilovanou vodou a vloZeny do roztoku benzonazy nukleazy
v trisHCI o koncentraci 50 U/ml a okjemu 1 1 a za stalého michani ponechany pti pokojové teploté
po dobu 12 h. Poté byly vzorky opét slity a po dobu 24 h promyvany pti pokojové teploté ve
5 cyklech destilovanou vodou. Po kazdém cyklu byla voda vzdy ménéna za cCerstvou. Poté
nasledovalo po dobu 120 min pfi pokojové teploté kone¢né promyti pomoci sterilniho fostatového
pufru (PBS). Poté byly vzorky diikladné slity a zamrazeny postupné pti -20 °C a nasledné -80 °C.
Nasledovala lyofilizace vzorkli pri -45 °C a 5 hPa a nasledné zpracovani do podoby prasku
o velikosti ¢astic v rozmezi 0,1 az 1 mm. Finalnim zpracovanim vzorkl byla jejich sterilizace
pomoci etylenoxidu a uskladnéni za sterilnich podminek pfti -80 °C.
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Priklad 2

Pro vyrobu pripravku byl podle technického feSeni pouzita zlstatkova tkan lidského pupecéniku,
ktera byla nejprve vyuZita pro izolaci bunék. U tohoto materialu bylo nejprve slito vSechno
kultivaéni médium a material byl premistén z kultivacnich lahvi do vhodné nadoby a ditkladné
promyt pomoci velkého piebytku destilované vody. Poté nasledovali dalsi 3 cykly promyvani
destilovanou vodou za stalého michani po dobu cca 120 min. Po ukonéeni kazdého cyklu byla
destilovana voda vyménéna vzdy za cerstvou. Po ukonéeni promyvani destilovanou vodou byl
nasledny postup decelularizace a finalniho zpracovani shodny s postupem v Ptikladu 1.



CZ 37144 U1

NAROKY NA OCHRANU

1. Biokompatibilni ptipravek, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje decelularizovanou tkan pupeéniku,
ktera obsahuje 1 az 99,5 hmotn. % kolagenni slozky a 0,5 az 20 hmotn. % nekolagenni slozky.

2. Pripravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze kolagenni slozka je vybrana ze skupiny
obsahujici kolagen typu I, III, IV, V, VI, VII, XII a/nebo jejich smés, s vyhodou obsahuje kolagen
typu I a/nebo kolagen typu III.

3. Pripravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze nekolagenni slozka je vybrana ze skupiny
obsahujici elastin, ristové faktory z rodiny inzulinu podobnych riistovych faktort, ristové faktory
z rodiny fibroblastovych rlistovych faktorii, glykosaminoglykany nebo jejich smés, fibrinogen,
tibronektin nebo jejich smés.

4. Pripravek podle naroku 3, vyznacujici se tim, Ze glykosaminoglykany jsou vybrané ze skupiny
obsahujici chondroitin sulfat, keratansulfat, heparansulfat, kyselinu hyaluronovou a/nebo jejich
smes.

5. Pripravek podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze obsah glykosaminoglykant je v rozsahu 0,1
hmotn. % az 10 hmotn. %.

6. Pripravek podle kteréhokoliv z narokli 1 az 5, vyznacdujici se tim, Ze obsah kyseliny
hyaluronové je alesponi 0,01 hmotn. %.
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