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Jedna se o $tépovou protézu /11/, materidly
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okompatibilni a vhodna pro transplantaci na
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§Lépové protéza, materidly s ni spojené a zplsoby jeji
vyroby

Tato prihl48ka nirokuje Pricoritu americkych
patentovych pfihlasek &. 60/024 542 a 60/024 693 podanych
dne 23. srpna 1996, respektive 6. zZ4F{ 1996, pri&fem® obé& dvé

jsou zde jednotlivé zadlen&ny jako sou&dst popisu.

Oblast techniky

Tento vyndlez se obecnd Lykad struktur v lékarstvi
a zvlaste St&pové protézy, materidld s nf{ spojenych
a =z2pusobl jeji wvyroby.

Dozavadn{ stav techniky

Tkénové implantdty v &isté formd, kberé jsou odvozené
2 ladtek na =dklad& kolagenu se b&2n& vyrdb&iji a jsou popsiny
v literatuire. Prostiednictvim molekul kolagenu nebo
materidldt na bdzi kolagenu se vyrdb&ji kohezivn{ filmy
s vysokymi pevnostmi v tahu. K zesftovdn{ molekul kolagenu,
jeZ tvor{ filmy s vysokymi pevnostmi v tahu se v3ak
vyuZivajif aldehydy. Z materidld tohoto tLypu lze aldehydy
2 filmd wvylouZit, napr. pomoc{ hydrolyzy. JelikoZ zbytky
t&chto slou&enin jsou cytotoxické, nejsou tyLto filmy jako
tkanové implantatLy vhodné.

Jiné =zplscby, které byly vyvinuty ke =zhotoveni
tkafiovych implant4td na baz=i kolagenu se snaZi vyhnout
rroblémdm spojenym se zesitovdnim molekul kolagenu pomoct

aldehydu. Jeden =e zplsobil objasfiuje U.S5. patent &. 5 141



747, v némZ se uvadi, Ze molekuly kolagenu se zes{tuii nebo
gpojuif na svych epsilon aminoskupinich lyzinu, pol.é
nasleduje denaturace spojenych, a vyhodn& modifikovanych,
molekul kolagenu. Takto upraveny kolagenovy materidl se
pou2ivd K reparaci bubinkové membrdny. Zatimco u té&chto
membrdn se zjistilo, Z2e vykazuj{ dobré fyzikdln{ vliastnosti
a lze Jje sterilizovatl naslednyni postupy, nejsou v3ak
schopné pretvaret nebo vytlvaret podminky pro rast bungk
nebo, v3eocbecn® podporovat opétny rist a hojit poSkozené

nebo nemocné tkafové struktury.

V3eobecné redeno, pPracovnici vyzkumu v olasti
chirurgie se po mnoho let snazZ{ vyvinout nové postupy
a materidly, je® by se daly pouZi{t jako implantaty
a transplantaty tkant k nahrazeni nebo k reparaci
poskozenych nebo nemocnych tkéfiovych struktur, napé. u cév,
svald, vaziv, 3lach a podobn&. Dnes nen{ neobvyklé, nap¥.
v ortopedické chirurgii ziskat &éXkovou 3lachu autogenniho
nebo allogennifho plivodu, jeZ pisob{ Jjako ndhrada pri
zkr{Zen& natr3eném vazivu. Chirurgické postupy =a pomoci
téchto technik jsou zndmé. Pro chirurgy je obvyklé pouZivat
implantovatelné protézy vybLverené = plastu, kovu a/nebo
2z keramického materidlu k obnové nebo ndhradé& fy=ziologickych
siruktur. Nicmén& navzdory jejich Birokému vyuZitf,
predstavuiji implantované protézy pro pacienta mnoho s tim

souvisejicich rizik.

Vyzkumn{ pracovnici se také pokouBeiji vyvinout
uspokojivy polymery nebo materidly =z plastické hmoty, jenz
by slouZily jako funk&ni tkanové struktury a/nebo jiné
pojivové tkédn&, napr. u tkan{ tykajici se kyly a pri
poranédni kloubd jejich dislokaci. Bylo =zjisténo, 2Ze je
obt iZné poskytnout pevny, odolny plasticky material, jenZ by
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byl vhodny jako dlouhodobd pojivovd tkafiovd nadhrada. Tkang,
které obklopuj{ plasticky materidl se mohou stit infek&ni
a obti2e pi#ri 1é&%eni té&chto infekec! &asto vedou k =elhani
implant4tu nebo protézy.

Jak 3JiZ bylo =zmindno vy%e pro Lkdahové ndhrady se
vyuZzivaj{ ri=né malteridly na bazi kolagenu; av3ak tyto
materidly bud nevykazuji{ poZadovanou pevnost v tahu nebo se
pFi nich vytvar{ infekce ¢&i jiné imugennt reakce,
opouzd¥fent, nebo se u nich vytvareif{ Jjiné problémy pri
zatéZovan{ organizmu antibiotiky, ristovymi faktory
a podobn&. Nap¥. patent U.S. & 4 956 178 uvAadi kolagenovu
matrici submukézy, kherd se ziskd = intestindlniho traktu
savelds prridemZ se uvadi, Ze kolagenovd matrice je zatiZena
antibiotiky. S tim souvisejici patent U.S. &. 5 372 821
uvddi, =2e kolagenovou matrici submukdzy lze slerilizovat
obvyklymi zplsoby napp. morenim pomoc{ aldehydu,
propylenoxidem, gama =z4renim a Kkyselinou peroctovou. Kromd®
toho, 3e vrstva submukdédzy se neiprve delaminuje z tkané&, jel
ji obklopuje, pred jeil sterilizaci, neuvadi patent 24dné
gpecifické kroky postupu.

Vznikd 2de proto poZ2adavek =z téchte =zdrojd tkan{
ziskat zlepfené olisténé formy matric na bazi kolagenu. D4le
z2zde vznikd pot¥eba poskytnoul postup, pomoc{ n&ho% se snadno
tyto matrice =z tLkan{ odejmou tak, aby se zvy3il vyt&dek
oisténych produktd. Tento vyndlez Lak ¥e3{ tyto poZadavky.

Podstata vynalezu

Ve shodé s jednim vyhodnym provedenim tohoto vyndlezu
se poskylLuje 3iLEpova protéza, kilerd =zahrnuje ofisténou

matricovou strukturu na bizi kolagenu odstran&nou z zdroje



submukézni tkdn&, pridemZ koncentrace znedistujici 14atky
v odisté&né strukture ji &in!{ biokompatibilni.

Jing vvYhodné provedeni rPodle vyndlezu poskytuje
Et&povou protézu, ktera zahrnuje o¢islénou matricovou
strukturu na bazi kolagenu odstran&nou ze zdroje submukézni
tkan&, kde od&ist&nd struktura m& koncentraci endotoxinu

nizZ3{ nes 12 endotoxickych jednotek/g.

Jiné vyhodné provedeni prodle wvyndlezu poskytuje
L&povou protézu , Kkierd =ahrnuije o&ist&nou matricovou
strukturu na bdzi kolagenu odstran&nou ze zdroje submukédzni
tkanés, kde o¢ist&nd struktura obsahuje mno%stvi nukleové
kyseliny niZ3i ne2 2 ug/mg.

Jiné vyhodné provedenti rPpodle vwvyndlezu poskytuje
sté&povou protézu, ktera =zahrnuije ofisté&nou Stépovou
strukturu odstranénou =ze =zdroje submukézni tkdanZd , kde
koncentrace vird o&istEdné struktury je niZ8{ nez 500

jednotek vytva¥ejicich ohrani&nou skvrnu/qg.

Tento vyndlez také poskytuje %LEpovou protézu, kleri
2zahrnuje ofisténou matricovou strukturu na b&zi kolagenu
odstransnou =ze zdroje submukdézn{ tkanég, kde o&isténa
struktura m4& hladinu &inidla k provad&ni postupu niZs{ ne
100 000 dflt/milion/kg.

DalZ{ proveden{ podle vyndlezu se Lykd zplsobu =ziskani
matrice na bazi kolagenu =ze =zdroje submukézni tkand. Zplsob
zahrnuje pisoben{ dezinfek&nfho &inidla na =zdroj submukézni
tkang |, pridem2 se vytvari =droj dezinfikované submukézni
tkdn&, =z niZ poté nésleduje odejmuti matrice na béazi

kolagenu,




Jiné vyhodné provedeni podle vyndlezu poskytuje =zplsob
2iskani matrice na b4zi kolagenu ze z=droje submukdzni tkans,
ktery =zahrnuje vytvofen!{ zdroje submukézni tkadn& na niZ se
plisob{ dezinfekZnim &inidlem, a poté se odstran{ matrice na

baz=i kolagenu zZe zdroje submukdzni tkand.

Tento vyndlez se také tLyka kompozice, jeZ =zahrnuije
strukturu s obsahem kolagenu odejmutou ze z=zdroje tkan&, jen®
2podidtku obsahuje strukturu a jinou Lkan, kde u struktury
s obsahem kolagenu neni{ koncentrace endotoxinu vy33{i nez 12

endotoxinovych jednotek/q.

Tento vyndlez také poskytuje o&ist&nou kolagenovou
matrici, pridemZz =zdrojem k ziskdn! matrice je tkah savce,
kde matrice zahrnuje telasubmukdzni tkak saveld a matrice
2iskd se postupem, ktery zahrnuje dezinfekci Lkangd savce
a poté odejmutim struktury = vysledné dezinfikované tkdn#

savce .

Ve vyhodném proveden{ poskytuje vyndlez o&isté&né formy
Ltelasubmukéznich kolagenovych matric, které pochizejfi ze
zazZivaciho, respira&iniho, mofcvého nebo genitdlniho traktu
2ivodichl, kde bioburdenovd koncentrace v matricich je
v podstaté nula a/nebo kde =zejména matrice neobsahuiji
pyrogeny Uprednostifiovdna je kolagenova matrice, kterou lze
implantovat lidskému nebo 2zvirecimu pacientu bez vyvolani
cytotoxické odezvy, infekce, odmitnuti implantatu nebo
jakéhokoliv Bkodlivého u&inku na vEtZinu pacientd. Zatimco
vyhodnd implantovatelnd kolagenovd matrice podle n&ktervych
hledisek tohoto vyndlezu primdrnéd obsahuje telasubmukdzni
tkan, mid¥®e v tomto piripad® kolagenovd matrice také obsahovat

&¢asti vrstev lamindrn{ muscularis mucosa, muscularis mucosa,




lamina propria, vrstvy startum compactum a/nebo jiného
tochoto tkafiového materidlu, c¢oZ zavis{ na zdroji = néhoZ
materidl pochdz{.

Ve sghodé& s predkladdanym vyndlezen se poskytuje
odist&nd delaminovana kolagenovd matrice telasubmukdédzni
tkdn&, kterid pochdzi =e =zaZfvaciho, respiraZniho, modového
nebo genitilniho traktu zvirat nebo lid{, kdy se delaminacf
dezinfikovaného zdroje telasubmukdzni{ tkan& vytvor{ uvedena
olist&nd delaminovanid submukdédzn{ kolagenovA matrice. Tuto
matrici lze vyhodnd ziskat nap¥. postupem pFi némZ2 se plsobi
dezinfekdnim ¢cinidlem na dosud Z24dnym zplsobem
nezpracovavany nedelaminovany telasubnukdézni =zdroji =ziskany
ze zaZfivaciho, respira&niho, moZ¢ového nebo genitdlnfiho
traktu Zivodichq, prideni poté nasleduje delaminace
telasubmukdézni kolagenové matrice =2 pFipevnénych tkant.
Vyhaodna kolagenovd matrice mad koncentraci bioburdenu
v podstaté nula, p¥iden? tuto matrici 1ze implantovat
pacientovi, ji{mZ je &lovEdk nebo z=vife bez vyvolini nasledné
cylotoxické odezvy, infekce, odmitnutf{ implantdtu, nebo
jakéhokoliv Jjiného 3kodlivého G&inku pro vEt3inu z té&chto

pacienti.

Ve shod& s predkladanym vynalezem se pogkytuije je&tés
dalsi zplisob k =z{skin{ vysoce Eigsté delaminované
telasubnukézni kolagenové matrice, kterd je v podstaté ve
sterilnfm stavu, jenZ obsahuje delaminaci dezinfikovaného
2droje telasubmukdézni tkdné&, pFiZemz se =ziskd delaminovandé
telasubmukdézni kolagenovi matrice. Vyhodny zpusob cbsahuje
plsoben{ dezinfek&niho ¢inidla na nedelaminovany
telasubmukdézni =droi, jenZ2 se z=iskd ze =zaZ2{vaciho traktu,
respiradéniho, mo&%ového a genitdlnfiho traktu zvitete nebo

&lovéka, roté nadsleduje delaminace telasubmukdzni tkané



2z jiného vlastniho =zdroje Lkant, jeZ Jjsou pripevnény ke
telasubmukézni tkani.

Ve shodé s predklddanym vynilezen se poskytuie jests
dals{ vysoce &ista telasubmukdézni kolagenova matrice
pochdzejfici{ =z=e =aZ%fvaciho traktu, respira®niho, mo&ového
nebo genitdlnifho traktu 2ZivoZ%ichd, kterd ma koncentraci
bioburdenu v podstat& nula, a kde uvedend matrice neobsahuje
na povrchu v podstaté Z2Adné buné&éné zbyiky, napf. v podstaté
neobsahuje 24dnou svalovou tkah, mukosidln{ vrstvy, lipidy
nebo bundiny odpad. Vyhodnou kolagenovou matrici l=z=e
implantovat pacientovi, jimz Jje <&lovék nebo zvire bez
vyvoldni ndsledné cytoloxické odezvy, infekce, odmftnutf
implantatu nebo jakéhokoliv 3kodlivého uZinku na pacienta.

Ve shodé g predkladanym vyndlezem se poskytuje jedté
dal3{ vysoce &istd telasubrukdézni Lkan, kterd pochazi =ze
zaZ2fvacfho, respira®&niho, mo&ového nebo genitdlniho traktu
2ivoZichl, pfidem2 telasubmukdzni{ tLkaf se delaminuje za
v podstaté sterilnich podminek, které obsahuijf rastové
¢initele, a telasubmukdzni =droj se omyva rozpoultédiem
napr. vodou, poté nasleduje plsoben{ dezinfek®niho &inidla,
vyhodné pomoci kyseliny peroctové pfi pH asi 1,5 de asi 10
s ndslednou delaminaci telasubmukédézy = pripevnéEnych vidken.
Pri pH vy3S{im jak 7 plsob! kyselina peroctovid jako pufr.
Timto zplsobem vhodn& vyrobené matrice majf v podstLatd

vysoky obsah jednoho nebo vice riastovych &initeld.

Ve shodé s predkladanym vyndlezem se poskytuje jestés

dalsf tkanova St 8pova kompozice, ktera zahrnuje
telasubnukdézni kolagenovou matrici, kterd v podstate
neobsahuje pyrogeny. Vyhodné&iji budou tyto kompozice

zahrnovat telasubmukézni{ kolagenovou matrici, kterd obsahuje




latky =zplsobujic{ hore&ku v mnosstvi asi 1 endotoxinové
Jednotky na 1 g (EU/g9) nebho niZsf.

Ve shod& s predkladanym vyndlezem bude jestéd dalxf
vysoce <&istd telasubmukdzni tkan, jak Jje popsiana vyZe,
demonstrovat aktivnf angiogenezi in vivo pri implantaci

lidskému nebo zvifecimu pacientu.

Tento vyndlez se tykd o&isté&nych implantovatelnych
tkatiovych dtvard, zpldsobu k vytvoren! t&chto ttvard a jejich
pouZit{ k podpore op&tného ristu a ke zhojen{ po3kozenych
nebo nemocnych tkdiovych strutur. Zvlazts se vyndlez
zaméruje na o&istdné formy kolagenové matrice telasubmukdéz=ni
tkan&, kterd Jje vhodn4 pro pouZiti jako implantovatelni
tkan, a dale se =zam&fuje na zplsoby vytvareni téchto
uvedenych o&isté&nych foremn = implantovatelné tk4n& na bazi

kolagenu,

Tato a jin&d hlediska predkladandho vynalezu Jsou
z2rejm& osobdm obeznamenym se staven techniky, co® op&tovné

uvad{ ndasledujici podrobny popis.

P¥ehled obrazkd na vykrese

Obr. 1 zobrazuje v prostorovém zobrazen{ trubicovitou

Zt&povou protézn{ strukturu ve smyslu vynédlezu.

Priklady provedeni

Za Uu&elem snadn&j%{iho pochopeni principd vyndlezu se
odkazuje na ur&itd jeho vyhodna provedeni a k jejich popsani
bude =avedeno specifické terminologické vyjadteni. Nicméns

Lo nemd byt chipino jako omezen{ ramce plsobnosti vyndlezu,



im2 se nin{, e =de uvedené a zamyXlené dpravy, dalsi
modifikace a aplikace principt rodle wvyndalezu se pro

odbornfka v oboru mohou héZ2né vyskytovat.

Pri uvedeném rozboru reSeni se na tomto mistéd uZivi
mnoZstvi termind. Aby =e =zajistilo jasné a konzistentni
rorozuméni popisu a patentovym ndarokim, uviddéii se pro

terminy nasledujici definice.

Vyraz bioburden se vzt.ahuije k podtu 2Zijicich
nikroorganizmld, které se uvadd&€ji{ v Jjednotkdch (CFU), které
se vztahuji ke tvorb& jejich kolonie a kiteré lze =z=jistit na
daném a/nebo v daném mnoZstv nateridlu. Priklady

mikroorganizmi zahrnuji baktérie, houby a jejich spodry.

Vyraz dezinfekce se vztahuje ke sniZeni bioburdenu

v materidlu.

Vyraz sterilni se tykd podminky, kdy obsah bioburdenu
ve 2zkoumaném materidlu Jje takovy, Z2e pravdépodobnost
existence jednoho 2ivého mikroorganizmu (CFU) na a/nebo

v dané sekci materidlu je 1 v 1 000 000 nebo niZsi.

Vyraz pyrogeny se vztahuje k ldatce, kterd vytvari
hore&natou odezvu po zaveden{ této latky do té&la hostitele,

Vyraz endotoxin se vztahuje =zejména k pyrogenu, Ktery
je socouddst{ jednoho gramu bunéd&né stédny bez pritomnosti
bakterif{. Endotoxiny se nepretrité€ uvolitiuii{ = bakterif

a kontaminuji materidaly.

Vyraz Cisténi se tyka plsgobent na materidl

k odstran&ni jednoho nebo vice kantaminanta, které se



vyskytuj! spole®n® = materidlem, nap¥. kontaminantd, které
se vyskytuji s materidlem v pFirod&, a/nebo mikroorganizmd
nebo jejich &4st{, které se vyskytujf na materidlu. Tyto
kontaminanty pro objasn&ni mohou byt =zndmé tim, =2e jsou
pPri&inou toxicity, infekce, hore&ky, podrdidéni, reaktivity,

hemolyt.ické aktivity, karcinogenity a/nebo imunogenicity.

Vyraz biokompatibilita se Lykd schopnosti materialu
vyhovét zkouXkadm na biokompatibilitu, které jsou uverejiné&ny
v publikaci International Standard Organization (1IS0)
Standard &. 10993 a/nebo v publikaci U.S. Pharmacopeia (USP)
23 a/nebo v publikaci U.S. Food and Drug Adeministration
(FDA) v memorandu modré knihy &. G95-1, s ndzvem " Use of
International Standard IS0-10993, Biological Evaluation of
Medical Devices Part - 1: Evaluation and Testing”. Typicky
se t&mito =zkouXkami stanovuje toxicita materialuy, jeho
infek&nost, prrogenicita, draZdic{ potencidl, reaktivita,
hemolytickd aktivita, karcinogenicita a/nebo imunogenicita.
Biokompatibiln{ strukturou nebo materidlem se nin{ Lo, Ze
je-1li zavaddén dovnitr tédla véEtsiny pacientd, nebude
vyvoldvat nepfiznivou reakci nebo odezvu. Kromé& toho,
pozoruje se, Ze efekt biokompatibility lze uskute&nit pomoci
jinych kontaminantd napf. pomoci priond, povrchavéd aktivnich
&inidel, oligonukleotidd a jinych &inidel

s biokompatibilnimi G&inky nebo s jinymi kontaminanty.

Vyraz kontaminant se tykd neZddouc! sliouZeniny, ktera

je navdzéna na materidl nebo je v materidlu. Ty =zahrnujfi,
av8ak nejsou omezeny na: bioburden, endotoxiny, &inidla
k provaddn{ postupu jako nap¥. antimikrobidln{ <&inidla,
krev, krevn{ komponenty, viry, DNEK, RNK, spéry, =byLky
neZ2adoucich tkdfiovych vrstev, bunZZ&ny odpad, a mukdzu,




Vyraz telasubmukézni tkdfh se tykd vrstvy Pojivové

Ltkdn& s obsahen kolagenu, kterd se wve v&tZins Cast |
traviciho, regpirad¢niho, moXového 4 genitdlnfho traktu

21voZichl vyskytuje rod mukdézou.

Jak je wuvedeno vy3e, predklddany vyndlez v&Zeobecnd
poskyluje 3L&€povou protézu a materidly zahrnujfc{ o&ist&nou
matricovou strukturu na b4zi kolagenu, a zplsoby jejiho
2iskdnf a jeji pouliti. étépové pProtézy, jeZ jsou vyhodné
rpodle vyndlezu, se 2iskédvajl =e =zdroje submukézni tkang,
nap¥. tkanf{ = obsahen Zivodi%né tkan& jako je lidska tkan
nebo jiné tkan& saveq, nap¥. veprovd tkial, hovéz!{ nebo ov&f
tkar.

Telasubmukézn{ tka&% ve svém Prirozeném stavu, jako
mnocho  Zivodisnych tkdnf vS&eobecns neobsahuje choroboplodné
zdrodky, co2 =z=ajistuje, Ze &lovdk nebo =zvire nenf{ infek&nf
nebo nenf nemocné. Tento faktor se wuplatBuje zv1axsts
v pripadé telasubmukézn{ tkdn&, kterd je vnit¥nt vrstvou
zaZivaciho, respiraXniho, moXového nebo genitdlniho traktu
Z2ivodichd. Nent tedy vZeobecn& vystavena vlivu bakteril nebo
jinych bund&nych zbytikn jako je epitel trdviciho traktu.
Jedni{m ze znakd tohoto vyndlezu je objev, Ze pri dezinfekeci
telasubmukdézniho zdroje tkdn& jesL& pred laminaci, l1ze
asepticky stav telasubmukézni vrstvy chranit nebo v podstaté&
ochrdnit 2v1iste tak, Ze postup p¥i delaminaci probfha& =a

sterilnich podminek,

Zv1asté bylo =zjisté&no, Ze dezinfekce telasubmukézniho
zdroje s naslednym odstran&nim o&ist&né matrice, je3
zahrnuje telasubmukézu, kterou je napg. delaminace
telasubmukézy = tunica muscularis a 2 tunica mucosa

minimalizuje kontaminaci telasubmukézy bakteriemi a jinymi




kontaminanty. Obrdcen&, poZaduje-li se to, umoZfiuje tento
zplisob minimalizovat vliv dezinfek&nich nebo steriliza&nich
prostredkd na izolovanou telasubmukézni matrici, &imZ se
v podstaté zabezpeduje samotnd biochemie telasubmukédzni

tkdn® a ¢ tim i jejif blahodarny u&inek.

Telasubmukézn{ implantovatelnou kolagenovou matrici
podle tohoto wvyndlezu, djak je wuvedeno vyZe, lze ziskat
2 =zaZivaciho, respiraéniho, mo&ového, nebo genitdlniho
traktu 2Zivodichd. Vyhodn& telasubmnukézni tkand pochazeji,
jeZ jsou na bazi kolagenu, tedy s prPevlddajicim kolagenem,
ze zaZf{vaciho traktu =savch, a vyhodné&ji pochizeii{ =ze
stFfevnfho traktu vepri. Nejvyhodn&is%im z=drojem je tenké
stfevo, =zi{skané =z dospé&lych prasat |, pFi%em® kaZdé prase
vdz{ vice jak asi 450 liber. Streva =ziskand ze =dravych
zvirat obsahuji v zaZivacim traktu cévy a privody krve ,
jakoZ i v lumenu st¥ev rizné mikroby ijako nap¥. E. coli.
Proto dezinfekce celého streva , kterd predchaz{i delaminaci
telasubnukézy v podstaté tyto kontaminanty odstrani
a vyhodné& poskytuje implantovatelnou trelasubmuksézni tLKARN,
kterd v podstalé neobsahuje krev a krevn!{ komponenty, jako®
i jakékoliv jiné mikrobidlni{ organizmy, pyrogeny nebo jiné
patogeny, jeZ2 by mohly byt p¥itomné. VEF{ se, 3Ze pPFi tomto
postupu se v podstatd zabezpeldi asepticky stav samotné
telasubmukdzn{ tkdn&, adkoliv by m&lo byt takte chiapano, Ze
se skute&nosti takto uvedené netykaji{ tohoto vyndlezu v tom

smyslu, Ze by vynidlez m&l byt omezen jakoukoliv teorifi.

Je také 2idouci, aby kolagenovd matrice podle tohoto
vyndlezu v podstat® neobsahovala jakdkoliv antibiolika,
antivirovd &inidla nebo jakdkoliv &inidla antimikrobidlnfho
typu, jeZz mohou ovliviioval samotnou biochemii matrice a jeijf

schopnost implantace. Doposud pouZivanym zplsobem zpracovani



Lohoto tkanového materidlu je omyvdn{ delaminované tkan&
fyziologickym roztokem, priCemZ materidl se nechd naséknout
antimikrobi&lnim Zinidlem, jak se nap¥. uvadi{ v U.S. ratentu
& 4956 178. Zatimco tyto techniky mohou byt wvolitelnd
provddény s izolovanou submukézou, vyhodné postupy podle
tohoto vyndlezu se vyhybaji pouZil{ antimikrobialnich
€inidel a podobn&, coZ m& nejenom vliv na samotnou biochemii
kolagenové matrice, ale matrice nemiZe byt také zbyte&ns

zavedena do tkani pacienta.

Jak bylo diskutivdno vyse, bylo obieveno, %e vysoce
Jimwuu Iormu itBplantovavelnd telasubmukézni kolagenové
matrice 1ze =[skat nejprve dezinfekec! telasubmukézniho
2droje, jen2 predchdzi pred odejmutim, napr. pomoci
delaminace telasubmukézniho zdroje, o&istdné kolagenové
matrice, je2 zahrnuje telasubmukézni vrstvu. PFi uvedeném
postupu byly tLaké objeveny ur&ité vyhody, jakoZ i z=lepZené
vlastnosti vysledné telasubnukdznt{ vrstvy, které =zahrnuji
snadnéis{ odstranéni pripojenych tkani = vrstvy submukézy,

a typicky, nizky kontaminaZni diagram,.

Postupy podle vyndlezu vhodn& =zahrnuj{ nejprve
Jednondsobné nebo vicendsobné omyt{ telasubmukéznihe zdroje
rozpousté&dlem, vyhodn& wvodou. Po omyt{ nasleduje jeho
dezinfekce, Dezinfek&nim &inidlen je vhodns oxidadni
¢inidlo. UpFednosthovand €¢inidla jsou peroxyslou&eniny,
vyhodn& organické peroxysloudeniny, a vyhodn&ji rerkyseliny.
Dezinfek&n!{ &inidla se vhodn& pouZfvaj{ jako kapaliny,
vyhodn& jako roztoky s pH asi 1,5 a2 asi 10, vyhodn&ji s pH
asl 2 a%Z asi 6 a nejvyhodn&ji = PH asi 2 a%z asi 4.
V uvedenych =zplsobech podle Lohoto wvyndlezu se vZeobecné
pouzit{ dezinfek&niho &inidla podmifiuje &asovym obdobim,

které =ajiztuje regeneraci charakteristickych o&ist&nych




submukéznich matric, dak Jjsou popsany v tomto vyndlezu,
vyhodn& se matrice projevuj{ hlavn& v tom, 2Ze necbsahuijf
bioburden a/nebo hlavné neobsahuji{ pyrogeny. Z tohoto
pohledu jisou vhodné podle tohoto vyndlezu Lty postupy, které
zahrnuj{ ponoreni tkafriového =zdroje (napr. pomoc{ polopent
nebo postfikem) kapalnym prost¥edkem s obsahem dezinfekénfiho
&inidla s dobou plisocheni alespoft asi 5 min, c¢harakteristicky
v rozsahu od asi 5 min do asi 40 hod,

a charakteristi¢ié&ji v rozsahu od asi 0,5 hod do asi 5 hod.

UpFednostifiovanym peroxy dezinfek&nfm Sinidlem je peroxid
vodiku. Koncentrace peroxidu vodiku miZe byt v rozsahu od
asi 0,05 % do 30 % obijemovd. Vyhodn&j®%{ koncentrace peroxidu
vodiku je od asi 1 % do 10 ¥%, a nejvyhodn&i3f{ je od asi
2% do 5 % objemovd. Roztok peroxidu miZe byt upraven nebo
nemus{ byt upraven pomocif pufru na pH od asi 5 aZ 9,
Vyhodné&ji je pH od asi 6 do 7,5. Uvedené koncentrace lze
z¥edit vodou nebo vodnym roztokem obsahujfcim od asi 2 % do
agi 30 % objemov& alkoholu. NejvyhodnéjZim alkoholen je
ethanol. Teplota roztoku miZe byt v rozsahu od asi 19 do 50
il C. Vyhodn&j3i teplota roztoku je od asi 20 do 40 °C,
nejvyhodndjs{ teplota roztoku je od asi 32 do 37 ©C. Doba
pliscben{ mi2e byt v rozsahu od asi 10 do 400 min. VyhodnZ je
doba plsoben{ od asi 120 do 240 nmin. Vyhodn&ji Jje doba
pasoben{ od 180 do 210 min.

Vyhodnyn organickym peroxy dezinfek&nim &inidlem je
perpropionovda Kkyselina. Koncenbtrace perpropiocnové kyseliny
nlZe byt v rozsahu od asi 0,1 do 10 % objemové&. Vyhodnéji je
koncentrace perpropionové kyseliny od asi 0,1 do 1,0 %
objemové a nejvyhodn&iji od asi 0,2 do 0,5 objemové, Tylo
koncentrace perpropionové kyseliny lze =2Fedit vodou nebo

vodnym roztokem & asi 2 do agsi 30 % objemové alkoholu.




Nejvyhodn&isim alkoholem je ethanol. Na telasubmukdzni
tkatiovy =zdroj 1ze pusobit roztokem organického peroxidu po
dobu od asi 15 min do asi 40 hod., a Lypicky po dobu
v rozsahu od asi 0,% hod do asi 8 hod. Jind vhodnad peroxy
dezinfek&n{ &inidla jsou popsdna v publikaci Disinfection,
Sterilization and Preservation, S. Block, Editor, 4th
Edition, Philadelphia, Lea & Febiger, pp. 167-181, 1991 ve
stati "Peroxygen Compounds”, S, Block: a v publikaci
Industrial Biocides K. Payne, Editor, New York, John ¥Wiley
and Sons, pp. 91-116, 1988, ve stalti "Disinfection with
peroxygens", M.G.C. Baldry and J.A.L. Fraser.

Jinym oxida&nin Cinidiem je chlorhexidin
(1,6-di(4-chlorofenyldiguanido)hexan) ve form& diglukonatu.
Rozsah koncentrace chlorhexidindiglukondtu mdZe byt od asgi
0,1 do 15 % hnotn. Vyhodn&iji je koncentrace
chlorhexidindiglukonatu od asi 0,1 do 2 % hmotn.
a nejvyhodn&ii od asi 0,2 do 5 % hmotn. Uvedeny roztok miZe
byl upraven, ale také nenus{ pufradnim &inidlem na pH od asi
5 do 8. Vyhodn&ji je pH od od 5,5 do 7. TyLo koncentrace lze
zfedit vodou, nebo vodnym roztokem obsahujfcim asi 2 do asi
20 % objemové& alkoholu. HNejvyhodn&iZim alkoholem je ethanol
s koncentrac! asi 5 a2 10 %¥. Teplota roztoku miZe byt
v rozsahu od asi 15 do 30 °C. Cinidlo maZe plsobit po dabu
v rozsahu od asi 10 do 400 min. Vyhodn&ji plsob{ &inidlo po
dobu od asi 30 do 60 min. Jind &inidla na bazi chloru
popisuije publikace Disinfection, Sterilization and
Preservation, 5. Block, Editor, 4th Edition, Philadelphia,
Lea # Febiger, pp. 274-289, 1991, ve stati “Chlorhexidine",
G. W. Denton.

Ve vyhodnych preparativnich postupech lze rozpustit

perkyselinu nebo jiné dezinfek&ni &inidlo ve =zred&ném vodném



roztoku alkoholu, prFi®%em% alkohol ma& vyhodnd od 1 do asi 6
atomt uhliku a kde celkovy obsah alkoholu mO%e byt od asi
1 do asi 30 % wvztaZeno na objem roztoku. Vyhodn&j3{ alkoholy
pro puZiti podle tohoto vyndlezu Jmou vybriny =ze skupiny
sestdvajic!{ =2 ethanolu, = propanolll a butanocld. K tomuto

uZelu je nejvyhodndjXim alkoholem ethanol.

PouZije-1i se perkyselina k dezinfekci, vybere se
vyhodné =ze skupiny sestdvajici = rPeroctové kyseliny,

perpropionové kyseliny nebo perbenzoové kyseliny.

Nejvyhodnéisim dezinfek&nim &inidlem je kyselina
peroctova. Vyhodn& se tato kyselina zfed!{ alkoholem objemovd
na asi 2% a2 10% roztok. Koncentrace kyseliny peroctové miZe
byt napf. v rozsahu od asi 1,0 do asi 0,5 objemovych ¥%.
Nejvyhodn&i®{ koncentrace peroctové kyseliny je od asi 0,1
do asi 0,3 obijemovych %. Jako dezinfek&ni &inidio 1ze také
pouZi{t peroxid vodiku. Alternativn® nebo krom& toho lze
tkartovy =droj telasubmukézy, jim3 je nap¥. tenké strevo,
dezinfikovat =a pomoc{ dezinfek&nich <&inidel jako Je
glutaraldehyd, formalin a podobnych, které jsou zndmé svou
schopnost{ v podstaté zesfitovat kolagenové matrice, na
rozdfl vi&i uXinkdm jinych dezinfek&nich &inidel jako jscou
napi. perkyseliny, které tuto schopnost nemaji. Pro u&ely
dezinfekce lze krom& toho na telasubmukézovy zdroj plsobit

radiaci, napf gama radiact.

Odlisnosti pri dezinfek&nin postupu mohou ddle
zahrnovat:
1. Na intestindlni tkah se pusob{ 0,2% roztokem kyseliny
peroctové v 5% roztoku ethanolu v hmotnostnim pomdru
roztok:tkan 10:1. pH roztoku je 2,6. Roztok a tkat se spolu

intenzivné michaj{ 2 hod.




2. Na intestindln{ tkah se plsobi 1% Kkyselinou peroctovou
v 25% roztoku ethanolu v hnotnostnim pomédru roztok:tkas
5:1. pH roztoku je 2. Roztok a tkan se spolu intenzivng
michaji {1 hod.

3. Na intestindlni{ tkahd se plsobil 1% kyselinou peroctovou
v 15% ethanolu a v 10% roztoku peroxidu vodi{ku v hmotnostnim
pom&ru roztok:tkdn 5:1. Roztok a Lkal se spolu intenzivnd
michai{ 1 hod.

4. NeporuZend tkaM tenkého sti¥eva se oplachuje 4x velmi
¢istou vodou po dobu 15 min. Intestindlnf tkan je poté
podrobena radiaci elektronovymi paprsky o intenzit& 1,5
MRAD.

5. Zdrava Lkal tenkého si¥eva se omyva 4x velmi &istou vodou
po dobu 15 min. V podélném smé&ru se pohybujici pas
intestindln{ tkdn& se za G&elem dezinfekce podrobuje zarenf

pulzniho svétla o vysoké intenzitd.

Poté néasleduje dprava telasubmukdzn{ vrstvy popsanéd
vyZe, kdy se vrstva od svého zdroje delaminuje, piti&em®
zdrojem je nap¥. neporuZend intestindlni Lkan, délodni tkan
kravy a podobn&. Bylo zji%t&no, %e pFi ndsledujfcim obvyklén
postupu po-dezinfek&ni{ho odlupovan{ se snadn&ji =z upevn&nych
tkani nap¥. alespofi = tk4n® tunica muscularis, odds&l
telasubmukézni vrstva, ve srovndni s telasubmukézn{ vrstvou
odloupnutou p¥ed dezinfekef. Mimoto bylo objeveno, e
vyslednd telasubnukézni vrstva ve své nejvyhodn®iz{ formd
vrkazuje skvé&€lou histologii, 2e na svém povrchu obsahuje
mensi mnoZstvi upevn&nych tLkani a bun&&nych =zbytkl ve
srovndni{ s telasubmukdézni vrstvou 2iskanou nejprve
delaminaci{ telasubmukdézni vrsivy = jejfho =droje a poté
dezinfekc{ této vrstvy. Mimoto lze timto postupem =iskat
véts{ mnoZstvi stejnom&rné telasubmukézni tLk&nd, piiden:
takto =ziskand telasubmukézni tkah m4& stejné nebo podobné




fyzikalnf nebo biochemické vliastnosti, které se pri kaXdém
pokusu p¥i odd&lovén{ vrstvy vcelku nem&n{. DlleZité je, Ze
se pri tomto postupu =ziskd vysoce ¢istd, v podstatd sterilnt
telasubmukézni tkam.

Odlupovin{ telasubmukézy =z uvedendho 2droje se vyhodn&
Provad{ pomoc! dezinfikujfciho nebo sterilnfiho zarizeni
k &¢ist&ni strev, kde se vybLvart telasubmukéza, kbterd je
v podstaté sterilni s minimdlnim podtu krokd. Vhodnym
zat{zenim k &ist&n{ strev je Model 3-U-400 Stridhs Universal
Hachine for Hot Casing, komer&n® dostupny od firmy AB
Stridhs HMaskiner, theborq, Sweden. Proto 9Jsou m&Fené
koncentrace bioburdenu minimi&ln{ nebo v podstats O. Zajisté
Ize pousft k delaminaci telasubmukézniho zdroje i jiné
prostifedky bez cdchyleni se od podstaty tohoto vyndlezu, co3

zahrnuje nap?. delaminaci rukou.

Bylo ddle objeveno, Ze vyhodn&j&{ =zplsoby podle tohoto
vynalez=u nejense eliminuji nebo vyrazné redukuj{
kontaminanty obsa%ené v telasubmukézni kolagenové matrici,
ale také vytvéreji{ tkan, je2 v podstaté& nepodléhd degradaci
pokud se tykda fyzikdlnich a mechanickych vliastnosti, coz je
napy. rozdilnd porozita (t.5. stav kdy na jedné strang
submukézni vrstvy je vEtE{ porozita ne® na druhé strand),
ddle tkah vykazuje dobrou revnost, napy. revnost proti
prasknut{. D4le bylo objeveno, e vyhodné&js{ postupy
u telasubmukdézni kolagenové matrice nemaji nepriznivy vliv
na jeji rozdilnou poro=zitu, kterd rozhodujicim zpiscben
ovliviAuje u&innost tohoto tkariového implantéatu. Nenf{
nezbytné napr. na tkan plsobit zesitlovacim &inidlem nebo
pomoc{ materidlu, ktery rozrusuje porozitu , nebo zakladni
prirozenou strukturu kolagenové matrice. Mimoto, pouZije-1i

se peroxid vodfku, m& matrice Jjako celek v&txf§ porozitu,




jakoZ i vy3%{ obsah kysliku. To pom&hd =zabezped&it, 2e nejsou

pEitomny kontaminanty, napr. endotoxiny, pyrogeny a podobné&.

Ve vyhodném proveden{ matrice na b4zi kolagenu podle
tohoto vynalezu (napp. obsahujic{ telasubmukézu) Laké
Projevuj{ schopnost pfivodit aktivni augiogenezi, t.j. rist
¢év  uvnit¥ tkdhové matrice. V tomto ohledu tyto vyhodné
matrice podle vyndlezu obsahuj{ prosp&sné slolky vyskytuijict
se prirozend v matrici, které zahrnuji napg. jeden nebo vice
glykosaminoglykand, glykoproteinu, rroteoglykanli, a/nebo
ristové faktory (nap¥. pretvarejici ristovy faktor - 4,
pretvarejici rastovy faktor - %} a/nebo fibroblasticky

ristovy faktor 2 (=zdklad)).

Vshodné matrice na bazi kolagenu podle vyndlezu,
vyhodn& matrice s obsahem submukézy se také vyznadujii nizkou
koncentraci{ ne&istot, jak uvAdi{ dale Tabulka 1, pFidem3
koncentrace kaZdé ne&istoty se zjistuje individudlng nebo
v jakékoliv kombinaci s né&kterou nebo se vZemi ostatnimi
popsanymi ne&istotami. Uvedené zkratky v Tabulce vyjad#uji
nasledujic{: CFU/g = jednotky tvor{ci kolonii vztaZeno na
1 g PFU/g = jednotky tvorici ohrani&enou skvrnu vztaZeno na
1 g; u/mg = mikrogramy vztaZeny na 1 miligram: ppm/kg = dilud

na milion na kilogram.




Tabulka 1

Charakt. Prvn{ vyhodna Druh4 vyhodnd Tret{ vyhodnd

znak koncentrace koncentrace koncentrace
fndotoxin <12 BWs  <toms S
Bioburden <z cRws <1 crwe <0,5 crws
woba  <3crwe  <1cowe —
dikloov k. <10 nprmg <5 uwas  <3uwme
vire <500 prws <50 PEWE ——
sravertst <1000 <000 <100
&inidlo rrm/ kg Pem/ kg ppmn/ kg

Vyhodn&j&i koncentrace endotoxinu pro matrici na bazi
kolagenu podle vyndlezu je niZ%3%f ne 1 EU/g, priden2
neivyhodn&ji%{ koncentrace je ni23f jak 1 EU/g.

O¢ist&né matrice na bazi kolagenu podle tohoto
vyndlezu lze pripravit mnno3stvim =zplhsobu, pricdem® lze
vytvorit kolagenn{ matrice vhodné pro pouZiti jak in vivo
tak in vitro. Lze nap¥. utvorit submukézni matrici
k =zajistént tkafovych #t.&ph vhodnych pro vaskularnt
aplikace, jak nap¥. vSeobecn® popisuje U. S. patent 2 127
903 a 4 902 S508. S odvolanim na Obr. 1 se obvykle pro
vaskul arni{ transplantaci pouzije trubicovité Stépové
protézové struktury 11, kterd je vyLvorena z matrice nebo

kterd =zahrnuje matrici na bazi kolagenu 12, jej{Z priOmé&r "D"




se prizplsobuje cévé&, kterd vede krev piri{jemce. PFi jednon
ze zplsobll toho lze desdhnout uchopenim trubicové &asti nebo
pdsu telasubmukézni matrice k definovani valce, jenZ ma
prowEr D"  pribli%né stejny jako je primér cévy p¥Fijemce,
pridem? sefitim, svédzadnim nebo jinak =zabezpedujicim podélnym
Svem 13 se vytvari vhodnd velikost trubicového vaskularniho
itL&pu, 5 prisvitem 14, kudy prochd=z{ krev. PPi nazornych
pripravnych postupech se 3t8p vytvaF{ =ze sterilni tyZinky
nebo trnu s vndjisim primé&rem p¥ibliZné shodnym s uvedenou
cévou, je% se md transplantovat. Napr. se tLy¢inka =zavad|
dovnity prisvitu telasubmukédzn{ Zasti, kierd zustivd ve svénm
pPirozeném trubicovitém tvaru. PobLé se odebere prebytednd
Lkal a poZadovany pramér prisvitu se dosdhne sefitim St&pu
v podélném sméEru {napy. pouzitin dvou nepfetrZitych
seXfvacich niti{ nebo jednodufe prerufovanou sesfivac{ nitf)
nebo pouZim jinych =e stavu techniky =zndmych technik
k podvazani c¢év. Jinou moZnosti je, Ze pas Lelasubmukdzni
tkana se ovine okolo ty&inky, ptridemZ se vybtvori
prednivajici Zev, ktery lze se3{l, slepit nebo Jinak
podvazat a vytvar{ se tak trubicovity Sté&povy dtvar,
V uprtednostiiovanych tvarech miZe byt wvnitfn{ lumindlnf{

povrch 2té&pu tLvoren mukézni stranou telasubmukdzni tkans.

Mechanické vlastnosti telasubmukdzni tkadné& podle
vyndlezu jsou velice vhodné jako materidly tkdfiovych Stépa
ve wvaskularnich 1&&ebnych prostredcich, pri&em® +LkAan ma
nizky index porozity, vysokou poddajnost a vysokou pevnosti
proti prasknuti. Odbornik obeznimeny se stavem techniky si
bude wv&dom, Ze vyhodny tkahfovy Zt&povy materidl bude mit
dostatedn® nizkou porozitu, kterid =zabrafuje p¥i operaci
vnitfrn{imu krvacent a pritom jests dostatedné vysokou
porozitu, jen% dovoluje nataZen!{ nové pFipravenych vasa

vagsorum po celém 3St&povém maleridlu, pridemnZ se vyZ2ivuje




novad vnit¥ni vrstva stény cévy a a jejif lumindlni povrch.

Telasubmukézni Lka# podle tLohoto vyndlezu lze také
pPipravit jako tekuté kompozice, napf. =a pouZiti technik
uvedenych v U.S. patentu &. 5 275 826. V tonto pripadé& lze

PFipravit roztoky a suspenze telasubnukdznt tkang
rozmélné&nim a/nebo vyluhovanim s protedzou {(napr.
s trypsinen nebo s PepsSinem) PO dobu nezbyLnou

k solubilizaci tkané =z=a tvorby v podstatZ homogennfiho
roztoku. Vychoz{ submukézni materidl se vhodn& rozmé&lni
natrhdni{m, naFezanim, rozdrcenim, rozstrihanim a prodobné,
Vyhodné je drtit telasubmukézni tkafh ve =zmrazeném nebo
mrazem vysufeném stavu, a%koliv dobré vysledky lze ziskat
stejn® tak =zpracovanim kouskd submukdzy v suspenzi  ve
rychlob&2ném migi&i spolu s odvodn&nim a je-1i to nezbytné
odst¥eddnim a oddekantovanim nadbyted&ného odpadu.
Rozm&1nénou telasubmukézni tkan lze vysu3it na praSek nap¥.
sufSenim pomoci vymrazovani. Je-li poireba, l1ze poté tento
prasek hydratovat, tedy jej smisit s vodou nebo s pufradnim
fyziologickym roztokem nebo jej voliteln® smisit s dal3imi
farmaceulicky prijatelnymi vehikuly, aby se vyLvorila tekuta
tkafiovd St&pova kompozice, je% mad napF. viskozitu asi 2 az
300000 c¢ps pii  teplot& 25 ©C. étépové kompozice s vy55|

viskozitou mohou mit gelovitou nebo pastovitou konzistenci.

Tekutd telasubmukdézni LEKA&H podle tohoto vynalezu
nachazi pouz%iti jako injek&n{ tkahovy xenoimplantat napf .
p#i nutn&é korekci nebo pro naridst kostn{ nebo m&kké tkanég,
neicharakteristiétéji pri ndpravé poranéni nebo wvad
vyvolanych nemocemi tkanf. Tyto tekuté submukdzni{ kompozice
se také s vyhodou pou%ijif jake plnivo Kk implantovanym
utvartm, jeZ zahrnuji nap¥. jeden nebo vice telasubmnukdéznich

pasil vytvorenych jako uzaviend (se3itd) pouzdra s pouZitim




v kosmetice nebo pri chirurgickych operacich pro napravu

Uraza.

V ilustrativnim postupu pFipravy telasubmukézni tkané
podle tohoto vyndlezu se telasubmukézni tLkah zmenduje na
malé kousky (napf. pomoci trhanfi), které se vioZi na ploché
dno nerezové ocelové nadoby. Za u&elem zmrazeni vzorkl se do
niddoby privede kapalny dusik, vzorky se polé rozmélnfi,
zat fmco pPFi =zmrazent se tvor{ hruby telasubmukdézn{ prasek.
Tento postup lze provadé&t napf. =za pouZiti h¥ebenopvého lisu
=] vilcovitynm mosaznym ingotem priléhajicim shora
k povrchu zmrazenych vzork}. Ingot slouZi{ jako meziplocha
mezi vzorky a zdrojem tlaku, t.rnem. Aby byly vzorky stale
Znrazend, maZe se kapalny dusik ke vzorkim telasubmukdzni

tkang& priddvat v pravidelnych intervalech,

Pro rozm&ln&ni vzorkd Lelasubmukézn{ tkané& na vhodnou
prafkovitou telasubmukézni tkal ve shod® s timto vyndlezenm
lze vyuZit i jiné zplsoby. Lze nap¥. vzorky telasubmukédznt
tkang su3it zmrazenim a poté rozdrtit za pouzit{ ruZniho
hiebenového lisu nebo pomoc!{ jinych drticich prostredki.
Nebo jinak, praSkovou telasubmukézu l1ze =iskat postupen
v misi&i plisobicim velkym smykovym napétim, pridemZ se

odvodrinje a susf{.

Dal%im drcenim telasubmukézniho prasku pomoci{ predem
vyanrazené L¥eci misky a tloudku l1ze vytvoril konzistentni
velmi Jjemn& rozddleny produkt. B&hem kone&ného drcent,
k udrZeni{ pevnych zmrazenych &dstic, jak je polreba, se opét
pouZije kapalny dusik. Pr&ZSek lze snadno hydratovat napr.
pomoc{ pufrovaného fyziologického roz=toku, pridem? dojde
k vyivoren{ tekutého tkafového materidlu podle tohoto

vyndle=zu, ijenZ ma pozZadovanou viskozitou.
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P¥ri pri{pravé jiného vyhodného tekutého materidlu lze
prdSek telasubmukézn{ tkdn® prosit pres dréténé sito, jimat
a podrobit proteolytickému vyluhovdnf{, pridemZ se v podstaté
vytvo#{ homogenn!{ roztok. Nap¥iklad 1ze priZek vyluhovat po
dobu 48 hod p#i pokojové teploiLé pepsinem v mnoZstvi 1
mg/ml (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo.) a 0,1 H roztokem
kyseliny octové, pri%em® se upravi pH na 2,5 pomoc{ HCl. Po
Léto vpravd 1ze reakd&ni prost¥edi neutralizovat hydroxiden
sodnym, aby se inaktivovala peptickd aktivita. RozpuZt&nou
submukézu lze potom =z=Koncenlrovat srdZenim ve form& soli
a odd31lit ji k dalsfmu &istén{ a/nebo vymrazovacimu susenfi,
&im3 se ziska prisek intestindln{ submukdézni tkané

s rozpustEnnou proted=zou,

Tekuté telasubmukézni kompozice podle tohoto vynalezu
nalézaji{ Hiroké pouZiti pri tLkdnovych ndhradich, pri
naridstani a/nebo pri reparaci tkang. Tekutych subnukoznich
kompozic lze wvyu2it Kk vyvoldni op&tného ristu pPirozené
pojivé tkan& nebo kosti v mist& existujici poruchy. Pri
injek&nin poddni a&inného mnoistvi tekuté subnukdzn
kompozice do mista s poruchou tkdn& nebo do otevrené rany,
kterou e nutno wvylédit, miZe kdokoliv ihned vyuZit

vyhodnych biotropnich vlastnost{ telasubmukézy.

2 telasubmukézni tkan® je také moZné vytviret dablvary
s velkym m&rnym povrchem spojenim dvou nebo vice &asti
submukézni tkan® podle wvynalezu, nap¥. =a pouZiti =zplsobii
popsanych v U.S. patentu 2 127 903 a/nebo uverejn&nych
v mezindrodni prihldSce &. YO a6/ 32146 2verejnéné
17.10.1996, ve zverejnéngd mezindrodni prihlasce &,
PCT/US96/04271, podané 5. dubna 1996, Tedy napfiklad l=ze

velké mnoZstvi proZ2kil telasubmukézy vzajemnd spojit jeden ke
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druhému nap?¥. stla¥enim preénivajicich ploX%ek prouZkid, za
podminky, 2e dojde k dehydrataci a vytvo¥i se tak celoplo3ny
ttvar s m&rnym povrchem vétiim neZ byl povrch u kteréhokoliv

jednotlivého prouzku pouZilého k vytvoren{ utvaru.

Telasubnukézni tkanm podle vyndlezu lze také vyu2it
k pPipravé Lkanhovych StSpovych utvartd vhodnych jako lé&ebné
ortopedické prostfedky pro mékké tkanég, napf. pri reparaci
Zlach nebo vaziv pomoci =zplsobl zndmych =ze stavu techniky,
které se vyu3fvajf v praxi i u jinych materidld odvozenych
od prirodnich nebo syntetickych #t&povych materidld. Napr.
repara&ni zplsoby vZeobecné& popisuji! U.S. patent &. 2 127
903 a U.S. 5 281 422, pomoc{ nichZ lze pouit telasubmukdzni
tkan podle tohoto vynalezu.

K aplikaci nahrad Zlach a vaziv, Ilze s=segment
telasubnukdzn{ tkané& predem upravit prodlouZenim jeho
napindnim v podélném smé&ru. Nap¥. segment telasubmukdzy lze
prodlouzit pri dlouhotrvajici aplikaci Jjeho zatiZenim ve
snEru jeho podélnéd osy (nap¥. =zavéSenym z4avazim) po dobu,
kterid je nezbytnd pro prodlouZen!{ o asi 10 % do asi 20 %
segmnentu tkiné. étépovy materidl l1ze také predem upravit
laterdlné. Samotny telasubmukdzni segment lze poton
vytvarovat nebo v kombinaci s ostatnimi segmenty na mnoZstvi
raznych tvard, kiteré slou2{ jako ndhrady vaziv nebo %lach,
nebo 3jako ndhrady k sesazen! =zlomeného nebo pretrZeného

vaziva nebo slachy.

Pro tylLo pojivé tkanové 3Stépové 1éZ&ebné prostitedky se
segment  vhodné utvar{ tak, aby mé&l jednovrstvé nebo
vicevrstvé usporddani, pri&emn® vicevrsivy 5tLép materidlu m4é
vytLvorend alespofi protilehlé koncové &4sti a/nebo protilehlé
laterdlni Sasti pro zajistént vyztuZeni k upnut {




k fyziologickym strukturdm jako je kost, %lacha, vaz,
chrupavka a sval. Pri aplikaci ndhrady wvazu, se protilehlé
konce ndhrady upevn{ k prvnf{ a ke druhé kosti, respektive
kosti =me typicky spoji do kloubu jako je v pripadé kolenniho
kloubu. P¥i nahrazeni{ Zlachy se jeden konec St&pového utvaru

upeviiuje ke kosti a druhy konec¢ ke svalu.

Jak se uvadi wvySe, pri aplikacich pojivovych tkani
bude vyhodné, vytvaret, nebo Lvarovat koncoveé &asti
Stépového utvaru, jenZ ma& byt upevn&n, nap¥. ke kostni
struktu¥e tak, 2Ze dtvar bude sniZovat moZnost roztrZeni
2tépu v misté upnuti. Pro tytLo G&ely lze tLelasubmukdzni
st&povy materidl zrasit nebo Sastedn& obritit wven, &im2 se
zajisti vice vrstev wvzhledem k sevren{, jimiZ Jjsou napr.
svorkové upfnade nebo sedf{vacl svorky. Nebo jinak,
telasubmukézni segment 1lze pFehnout na sebe, spoji{ se
koncové &4asti a vytvor! se tak prvni poiivova &4st, ktera se
md upevnit nap¥. k prvni kosti a obloukem v prostredn{ &4asti
se =zajist{ druhd pojivd &ast, kterd se piipevni ke druhé

kosti kloubem vzhledem k prvni{ kosti.

Prizplsobit l=ze napP. jednu = koncovych &asti
telasubmukézniho StE&pu tak, aby 3Zel protdhnout vnitékem
tunelu stehenn!i kosti, a wupevni se k nf, zatimco jinou
koncovou &4t lze piizplhsobit k  protazZeni{ tunelem holennf
kosti, a upevni se k nf, coZ2 =ajidtuje ndhradu prirozené
zkF{Zenédmu vazivu, prifemZ segment se prizplsob! tak, aby
jei 3lo umistit p¥ri napiti plisobicim mezi tunely kostf
a zajistila se tak funkce vaziva, t.3j. napindni a funkce

v rlznych polohdch, klterou umoZfivje normilni vazivo.

Jelikoz ge tyto Sté&py vyuZivaitl v ortopedii ,

a voperovdvaji se v napjatém stavu, je tedy vyhodné sludovat



dva nebo dokonce vice tkalovych segmentl, &im3 se vytvoii
vicedetny (vicevrstvy) Sté&povy ttvar. Jinym pFedmdtem tohoto
vynalezu je proto =ajistit tyto Stépy v nichZ jsou
usporddany dva nebo vice submukéznich segmentt tak, 2e maijf
své koncové &4dsti spojeny dohromady a laterdlnf &asti
prizpdsobeny tak, aby Zly upevnit na kosit, %lachu, vaz nebo
jinou fyziologickou strukturu,. Jednim 2e zpiscbi
zajisdtujfcim vytvoreni dvojitého segmentu maZe byt vytaZent
jednoho trubicovitého segmentu = vnit¥ku dal%f{ho segmentu
, pPri&emz se vytvor{ trubice s dvojitou sténou
a s pripfnacimi konci, kiLeré 1ze upnout nap#. na kost,
Slachu nebo na vazivo. TyLo dvojité segmenty zajistuji vyssi
pevnosti v tahu a retela submucosatance k pruZnosti p#i
napéti. PFi jinych vice&etnych formich telasubmukdédznich
segment nebo prouzkd lze sestavit segmenty do tvaru
spletenych &iilr, nap¥. 3i0r s tvarem koso&tvercd nebo lanek,
nebo = tvarem =sitoviny, kterd =zahrnuje viceletnd smydky
v pirech se sousednimi smy&kami, které Jjsou uZite®né pri

reparaci vaziv nebo %lach.

Telasubmukézni tkalh podle tohoto vynalezu lze také
pouzit k zajistdni ortopedického 3L&pu jako pojivé tLk4nd,
jenz pifidrZuje pohromad& kusy zlomené kosti a je vhodné
smérovand vi&i L&lu, pri¢emz tkafiovy segmenti je vytvoren
tak, Ze aby =zaobaloval zlomené &4isti frakturované kosti,

pric¢em® je upevnén ke kosti.

Jesté pri dalsi ortopedické apl ikaci, 1ze
telasubmukdzni tkan podle vyndlezu pouZit k reparaci kostnf
tkané, napf. =a pouZiti{ postupld popsanych v patentu U.5. 5
641 518, Telasubmukdézni tkai ve form& prd¥ku lze implantovat
do proskozenych nebo nemocnych &ast kosii. Prasek

telasubmukdézn!{ tkan& lze pouZit samotny nebo v kombinaci



8 jednim nebo dalsfmi biocaktivnimi &inidly jake Jjsou
fyziologicky sluitelnéd mineraly, ristové faktory,
antibiotika, chemoterapeuticki ¢inidla, ant igeny,
protilatky, enzymy a hormony. UpFednostiiuje se implantat ve
form& prasku, ktery je slisovidn do pfedem ur&eného tvaru,
ktery se naslednd implantuje do &&sti kosti a bude si
v podstaté& zachovavat svidj tvar b&hem nahrady kosti St&pem

s obsahem endogennich tkanf{.

Tealsubmukézni tkan podle vyndlezu lze také vyusit
jako substrat rdstu bundk kdy v ilustrativninm provedeni jde
o substrat ve form& péasu, rasty nebo gelu ve spojent
8 Zivinami, jeZ podporuj{ rist na nich z4vislych bungk,
napr. eukaryot ickych buné&k napy. plodovych buné&k,
fibroblastickych bunék, fetdlni kdZe, osteosarkomu a bun&k
adenckarcinomu (coZ wuvadi napf. mezindrodni z=verejn&na
prihlaska &. WO 96/24661 s datem 15. srpna 1996, =verejindna
mezindrodni prihl&ska &. PCT/US96/01842 podané 9. unora
1996. A uprfednostiovanych formdach budou kompozice
telasubmukézniho substratu podporovat vznik nové se tvorfef
tkan& a/nebo podporovat d&leni bundk savel, je Zahrnuijf{
i lidské buiky.

Vynalezend telasubmukézn{ tkal md3e také slouXit jako
kolagenn{ matrice v kompozicich s produkc! pFem&ndnych bun&k
(co2z2 uvad{ napfF. zverejndnd mezindrodni pPFihldZka &.WO
96/25179 s datem 22. srpna 1996, mezindrodn{ prihlaska &.
PCT/US/02136 podand 16. unora 1996; a =zverein&nd mezindrodni
prihlaska &. WO 95/22611 s datem 24. srpna 1995, mezindrodnf
pfihlaska & PCT/US95/02251 podand 21. unora 1995). Obecné&
budou obsahovat iLyto kompozice k pretvareni bundk oXist&nou
telasubukézni tkdii podle tohoto vyndle=zu, nap¥. v tekuté

nebo pastovité form& ve spojen{ s rekombinadnim vektorem




(nap¥. plazmidem), jenZ obsahuje sekvenci nukleové kyseliny,
s ni2 se geneticky premé&fiujl terdovité bufiky iIn vitro nebo
in vivo. Pred preménou ter&ovitych bun&k mohou buiiky

obsahovat nap¥. plhvodn!i kostn{ buiky.

Telasubmukdézni tkan podle vyndlezu l1ze btaké vyuzit
k reparaci t&ln{i sté&ny c¢o2 =zahrnuje nap¥. reparaci p¥i

abdomindlnich defektech sLény jako Jjsou kyly za pou2iti

Zplsobu, které jsou analogické k postuplim wuvedenynm
v publikacich Ann. Plast. Surg., 1995, 35:3740380: J. Surg.
Res. , 1996, 60:107-114. P¥i t&chto aplikacich Se

uprednostiiuj{ Stépy telasubmukdzn! tkané podle vyndleszu,
které priznivd plscobi na organizmus, na jeho cévn{ z4asoben|
a a vytvarej! pevnou pretvorenou tkarh. Pri koZnich
aplikacich Ize telasbmukdzni{ Lkail podle wvyndlezu vyuZit na
reparaci pfi lehkém nebo tLE2kém =z=randEni{ kiZ%e a p¥i nardastu
kdiZe s pouZitim obecnych transplanta®nich postupll, znamych
ze stavu techniky a z literatury (jak nap?¥. uvad{ publikace:
Annals of Plastic Surgery 1995, 35:381-388). HMimoto, je
vEZeobecné znamé v mistE® léfeni spaleniny zajistit vyivorent
koZnich ndhraZek, na nichZ se epidermdlni koZni Stépy
(vyhodné kultivované epidermdlni autoité&py nebo CEA 3t&py)
transplantujf{. Tyto kultivované Eidpy tLypicky =ahrnuji na
kozZni nahxrads& transplanta&ni keratinocyty a/nebo
fibroblasty. Podle tohoto vyndlezu l=ze o&isténou
Ltelasubmukdzn! tkand wvyuZit jako koZn{ ndhraZky napi. ve
formé pdsku a nasledn& CEA 4t&p transplantovat na
telasubmukdzni tkan. Podle praktické stranky jednoho ze
zplisobll tohoto wvyndlezu, 1ze Keratinocyly trangsplantovat
napy . nao&kovdnim nebo pfend&nou keratinocytu na mukozilnd
strané telasubnukdzni tkans. Také fibroblasty lze
transplantovat na mukoz4ln{ a/nebo na protilehlé

(ablumindlni{) stran& telasumukdzni tLkdns.




Telasubmukézn{ tkdn& podle vyndlezu lze také vyuiit
pFi  urogenitdln{ tkafovych transplantacich. Telasubmukézni
Ltkan lze napr. vyuzit prfi reparaci moZového mEchyre
k vytvoren{ skeletu mo&ového m&chy¥e pro jeho regeneraci =za
pouzZit{ zplsobld odpovidajfcich FeZfenim obecné& popsanym v U.
S. patentu 5 645 860: v publikaci Urelogy, 1995,
46:396-400; a v publikaci J. Urology, 1996, 155:2098. Je-1i
telasubmukdzn! tkant ve form& tekutiny, lze ji také wvyuzit
pii endaskopickén injek&nf{ postupu pri ndpraveé
vezikureterdlniho zp&tného toku. PPi tL&chto aplikacicich se
injekce se subnukézni{ tkani pou¥ije nap¥. v mistéE pod
ureterdlnim olvorem pacienta, aby se navodil ridst hladkého

svalu a tvorba kolagenu.

Pri 1é&ent jinych chorob lze wvyuZiif utvard tLkaNovych
Et&pi tvorenych telasubmukézni tkan{ podle vyndlezu pi¥i
neurologickych aplikacich napp. pri postupech s reparact
defektd zavin&nych urazy, kde je pot¥ebnd duralovd nahrada,
nebo p¥i nddorové resekei nebo p¥i operacich pro uvoelndni

tlaku.

K vétEimu porozuméni tonmuto vynidlezu, jeho
specifickych znakl a vyhod Jjsou uvedeny ndsledujici
charakteristické p¥iklady. Rozumi se, %e tyto priklady +jsou

ilustrativn{, a nijak nelimitui{ uvedeny vyndlez.

Priklad 1

Zdravd intestindlni tkdl s velikosti 30 stop odejmuta
ze =zdravého dospé&lého vepFe se omyje vodou. Na tento
materidl se poté plsobi 0,2 % obj. peroctové kyseliny

v 5 % obj. roztoku ethanolu ve vodé& za stdlého michan{ po




dobu 2 hod. Ze této intestinslnf tkan& se poté delaminuje
vrstva telasubmukézn{ Lkan& v predem dezinfikovaném =zafizeni
k &isté&ni stéev. Delaminovana telasubmukézni tkan se poté
omyje 4x vodou bez choroboplodnych =z4&rodkd, pii&em se
2Ji3tujf nedistoly nebo kontaminanty jako nap#. endotoxiny,
mikribidlnt mikroorganizmy a PrYrogeny. Koncentrace
bioburdenu u vysledné tkdn& byla =ji3t&na v podstats Q.
V souladu s tLim se vrstva telasubmukézni tkan& snadno oddé] f
= uvedené intestindln{ tk4&n&, Pricem®2 se na jejim

pPovrchu zjistila minimadlnt pfitomnost bun&&nych =bytkl.

Priklad 2

Odrfznut4 &4st =zdravé intestinalnt tkdn& prasete kters
8 velikosti 10 stop se omryje vodou. Po omytfi, se na tuto
cast, co2 je zdroj Ltelasubmukézniho intestindlniho
kolagenového materi4iu, Pisob! =2a stalého michani ro dobu
asi 2,5 hod roztokem 0,2 % obj. kyseliny peroctové v 5 %
obij. u ethanolu ve vods. Kyselina peroctova pritonm
2 intestindlni tkans delaminuje vrstvu telasubmukézn { tkang .
Vyslednd telasubmukézni Lkan se poté 4u omyje vodou bhez

chorocboplodnych z4&rodk(. MnoZstv{ bioburdenu bylo v podstats
0.

fiklad 3

Mald Z4st telasubmukézniho intestindlniho materidlu na
bazi kolagenu byla subkutinns implantovdna na krysu. Bé&hen

72 hod se objevila angiogeneze

Priklad 4

Dvé odebrané &4asti tenkého stFeva se Zpracovavaii




rOznymi zpuasoby. Prvni{ kus se omyje vodovodn{ vodou, po dobu
2 hod dezinfikuje S obj.% roztoku ethanolu ve vodé&, jenZ
obsahuje 0,2 % obj. peroctové kyseliny s pH pFiblizZné 2,6,
priZemZ se delaminuje tLelasubmukdzni tkan, poté se omyva
v ¢isté vod&, rozd&lf{ na 2 vzorky a rychle zmraz{. Druhy kus
se omyje vodovodni vodou delaminuje se telasubmukézni tLKA&R,
omyje se v &isté vodé a umist{ se po dobu 20 min do 10%
roztoku neomycinsulfatu (jak popisuje U.S. patent &. 4 902
508), omyje se <&istou vodou a rozdéli se na dva vzorky,
kteréd se rychle zmraz{. U &Ly¥ vy3e pripravenych vzorkid se
zjiZtuif koncentrace bioburdenu a endotoixinu. U kaZdého
z prvinich dvou vzorklt je koncentrace bioburdenu ni23{ ne2
0,1 CFU/g a koncentrace endotoxinu ni2%{ neZ 0,1 EU/qg,.
U druhy¥ch dvou vzorkd jsou koncentrace bioburdenu 1,7 CFU/g
a 2,Y% CFU/g, respektive koncentrace endoltoxinu 23,9 EU/g
a 15,7 EU/g.

P¥iklad S5

TFi odebrané <&4asti tenkého st¥eva =se zpracovavail
rdznymi =zplisoby. Prvni g4&st se omyje vodovodni vodou,
dezinfikuje se 2 hod roztokem 5% obj. ethanolu s obsahem
0,2 % obj. kyseliny peroctové s pH asi 2,6, delaminuje se
telasubnukézni{ Lk&n, omyvad se v <¢islé wvodé& a rychle se
zorazi. Druhy dil se omyje veodovodn{ vodou delaminuje se
telasubmukéz=zni LkAN, omyje se ¢&istou wvodou, dezinfikuje
steinym zplUsobemn, jak uvadi P¥iklad 1 v U.5. patentu &. 5
460 962 (podrob{ se pusobeni po dobu 40 hod v 0,1% obj.
vodného roztoku kyseliny peroctové, pufrovdano na pH 7,2),
a rychle se zmrazi. Treti dil se omyje vodovodn! vodou,
delaminuje se telasubmukdzni Ltkan, omyje se &istou vodou,
polé dezinfikuje stejnym zplsoben, jak uvadd{ Priklad 2 U.5.
patentu &. 5 460 962 (podrobi se pUsoben{ 0,1% obj. roztoku




v silném roztoku

V&echny 3

kysel iny peroctové
7,2) a

so0li, pufrovdno na
zkous{

vzorek bylal0, 14

pH

rychle zmraz{. vzZorky se na

endotoxiny. Koncentrace
EU/qg,
EU/g.

endotoxinu pro 1.

Pro 2. vzorek bylar»24 EU/q,

a pro 3. vzorek byla»28

Priklad 6

Dv& odebrané &4&sli veprového tenkdho stireva

78100
Na ob& g4asti
4, 8%

byly

infikovany mnoZstvim viru jednotek tvorfcim

se pak plsob{ O, 18%
vodés

ohrani&enou skvrnu (PFU).

ethanolu

9:1,

kyselinou peroctovou ve roztoku ve

s hmotnostnim pomdrem roztok materiil Prvn{ vzorek

byl na 5 min ponoren do tohoto roztoku;

t.ého#

druhy vzorek byl do

roztoku ponoFen na 2 hod. Materidl

vzorku s dobou

400 PFU

dobou plisobeni roztoku 2 hod

pisobeni roztoku 5 min vykazal hodnotu na 1

g materidlu. HMateridl vzorku s

nevykazoval ZAdnou hodnotu PFU na 1 g materidlu a byl O.

Priklad 7
O¢isténd telasubmukdzni Lkan Pripravend postupemn
tohoto wvyndlezu se podrobi =zkoulice ke stanoven! obsahu

nukleovych kyselin. étyfi vzorky zkoumaného materidlu, kazdy

o hmotnost.i 5 DNK/RNK jak de

se podrobf

rublikace

ng extrakci,

uvadi

rodrobna Anersham

Inc.,

stati DNA/RNA Isolation Kit.

Lifescience
Arlington Heights,
MnoZstvi

Illinois ve
nukleovych roztoku

a 280 nm.

kyselin se stanov!i u

speklrofotometricky pri
obsah

optickych hustotich 260

Primé&rny nukleovych kyselin byl 1,9 3+ 0,2 ug/nmg

materidlu,

Submukdzni tkai tenkého streva pripravend zplsoben

podle




popsanym v patentu U.S.4 902 508 se podrobi zkouice na
stanoven{ obsahu nukleovych kyselin. 5Lyii vzorky zkoumaného
mateidlu, ka32dy o hmotnosti 5 mg se podrobi DNK/RNK
extrakei, jak podrobn& uvad{ statt DNA/RNA Isolation Kijt
v publikaci Amersham. HNMnoZstvi{ nukleovych kyselin se
2jistuje spekirofotometrickym stanovenim optickych hustot
roztoku pri vinové déice 260 nm a pri 280 nm. Prim&rny obsah

nuklieovych kyselin byl 2,4 + 0,2 pg/mg materidlu.

Priklad 8

Odebrané <¢asti telasubmukdézn{ Lkan& pFipravené podle
2plsobi popsanych v tomto vyndlezu byly =zasldny do nezavislé
zku3Sebn{ laboratoite (NamSA, Inc., Northwood,Ohio) na zkouXku
biokompatibility, kterou popisuje standard IS0 10993,
Provadéla se zkouZka na USP akutn{ systémovou toxicitu, USP
intrakutann{ toxicitu, c¢ytotoxicitu, LAL endotoxin, stéedni
pyrogenicitu materidlu, pfimy kontakt s hemolyzou a prvobnft
drazdéni kiiZe. Vzorky vyhovély wvXemn z2kou3kam, které

potvrzujf, Ze materidl je biokompatibilnfi.

Je z=reijimé, Ze obméEny Lykajici se vy3e uvedendho
postupu jsou minény tak, Z2e spadaii do ramce tohoto
vynalezu. Napt. =z=droj tkan& pro telasubmukédzn{ tkan jako je
napr. Z2aludek, neporufené sirevo, kravgskd d&loha a podobns
lze Z4steln& delaminovat, nebo pomocf &inidel dezinfikovat
nebo sterilizovat a nasledné& zcela delaminovat
telasubmukdzni tkan. P¥ikladn&, upevn&né mezentern{ vrstvy
a/nebo vrstvy seroédznich blan zdravé intestindlni tk&nsd lze
s vyhodou odejmout pred plsobenim dezinfek&niho &inidla
a poLé nasleduje delaminace zbylych upnutych tkant
telasubmukézni tkan&. Po t&chto krocfch mohou nasledovat,

ale nemuseji dal&{ dezinfek&ni kroky, nap¥. enzymatické




¢isté&ni{ a/nebo odstran&n{ nukleovych kyselin. Alternativng
lze na =droj telasubmukézni tkand plsobit v ninindlnim
mnozstv{ dezinfek&nim nebo jinym ¢&inidlem, prid&en® se
telasubmukézni tkan delaminuje =2 tunica nuscularis
a 2 tunica mucosa, poté nasleduje celkova dezinfekce, aby se
dosdhlo po3adované koncentrace neZistot. V3echny Lyto obm&ny
a modifikace jsou =zamy%leny jako souZist postupu popsaného

v tomoto vyndlezu a spadaji do ramce tohoto vyndlezu.

Mimoto je =fFejmé, Ze citované publikace v tonmto
vyndlezu jsou vodftkem pro odbornika oboru, ktery je v této
problematice 2zb&hly a ka3d4 = uvedenych publikaci se zde

zafletiuje jako celek.



PATENTOVE NAROKY

1. étépové protéza obsahujfci:
o¢ist&nou matricovou strukturu na bazi kolagenu
odejmutou =ze =zdroje submukdézn{ tLkan&, ppisems uvedens
otist&nd struktura ma koncentraci ne&istot takovou, kterd ji

&inf{ biokompatibilnt .

2, étépova Protéza podle naroku 1, vyznadujici{ se tim,
¥e uvedena otist&na struktura mpa koncentraci endotoxinu

niZzs{ nesz 12 endotoxinovych jednotek na gram.

3. §Lépova proté=a podle néroku 2, vyznadujici{ se tim,
Ze uvedend koncentrace endotoxinu je niZ&f{ nex 10

endotoxinavych jednotek na gram.

4, §tépcva Protéza podle naroku 3, vyznaduijici{ se tim,
Ze uvedend koncentrace endotoxinu je nNiZsf{ nesx 5

endotoxinovych jednotek na gram.

5. §tépova protéza podle naroku 4, vyzna&uifci{ se tim,
Se uvedena koncentrace endotoxinu je nizs{ nex 1

endotoxinovd jednotka na gram.

6. étépova proté=za podle naroku 1, vyznadujicl{ se Lim,
Ze uvedendi oCisténa struktura mi koncentraci bioburdenu

nizZs{ nes 2 Jednotky tvorici kolonii na gram.

7. étépova protéza podle niroku 6, vyznadujici{ se tim,
Z2e uvedens koncentrace bioburdenu je ni%XE{ nesz 1 jednotka

tvorici kolonii na gram.




8. §tépové protéza podle naroku 7, vyznafujici se tim,
2e koncentrace bioburdenu je nizxt ne2 0,5 jednotek

tvoff{cich kolonii na gram,

9, §Lépova protéza podle naroku 1, vyznadujici se tim,
2e uvedend o&istEns struktura m& obsah nukleové kyseliny

niZ2%{ nes® 10 mikrogram® na miligram.

10. §Lépova pProtéza podle nédroku 9, vyznadujic!{ se
tim, %e obsah uvedené nukleové kyseliny ije ni%%{ nez 2

mikrogramy na miligram.

11. étépova protéza podle niroku 1, vyznadujfci{ se
tim, Ze uvedeng oCisténad struktura ma& koncentraci viru nisxf

neZ 500 jednotek tvoffcich ohrani&enou skvrnu na gram.

12. §Lépova protéza podle ndroku 11, vyznadujfci se
tim, Ze uvedeni koncentrace viru Je niZZ{ ne2 100 jedntek

tvoricich chrani&enou skvrnu na gram,

13. étépové protéza podle ndroku 12, vyzna&ujici se
tim, 2Ze uvedeni koncentrace vird Jje ni%sg nez 1 jednotka

tvo¥ici ohrani&enou skvrnu na gram.

14, §Lépova pProtéza podle naroku 1 vyznadujici se tim,
Ze uvedend oZisk&nd struktura m4 koncentraci &inidla
k provdd&n{ postupu niss{ nez 100 000 dflQl na milion na
kilogram.

15. étépova Protéza podle naroku 14, vyznadujici se
tim, e koncentrace uvedendho Cinidla k provad&ni postupu je

niZ5{ ne2 1000 df{1d na milion na kilogram.




16. étépové Proté=a podle naroku 15, vyzna&ujfic! se
Lim, Ze koncentrace uvedeného &inidla k provad&ni rPostupu je

niZ8f{ nez 100 d{1d na milion na kilogram.

17. §Lépova protéza podle narcku 1, vy¥znadujic{ se
tim, 2Ze uvedend oXistsns struktura m4& koncentraci hub nizsf

nez 2 jednotky tvorici kolonii na gran.

i8. étépova protéza podle ndroku 17, vyznadujici se
tim, %e uveden4 koncentarce houby je nizs{ neZ 1 jednotka

tvorici kolonii na gram.

19. étépové rrotéza podle naroku 18, vyznadujici se
Lim, Ze uvedend koncentrace houby je nisg nez 0,5 jednotek

tvoficich kolonii na gram.

20, §Lépova protéza podle narocku 1, vyznaujici se
tim, 2e uvedend o&istL&na struktura obsahuje delaminovany
2zdroj submukézn{ tk4&ns.

21, §Lépové protéza podle nédroku 1, vyzZnadujici se
Lim, 2e uvedend o&istdns struktura obsahuje dezinfikovany

4 delaminovany 2droj submukézn{ tkans.

22, étépové protéza podle ndroku 1, vy2naujic{ se
tim, Ze uvedend o&isténa struktura obsahuje dezinfikovany

4 poté delaminovany =zdroj subnukdzn{ tkans&.

23, §Lépové protéza obsahujici:
ofist&nou matricovou strukturu na bazi kolagenu
odejmutou =ze =zdroje submukézn{ Lkdn&, pri&enz uvedeni
ofist&nd struktura m& koncentraci endotoxinu ni%3{ nez 12

endotoxinovych jednotek na gram,




24. §tépové protéza obsahujici:
o¢ist&nou matricovou strukturu na b4&zi kolagenu
odejmutou ze zdroje submukézni tkan&, priZem® obsah nukleové
kyseliny v uvedené o&isténe struktufe je ni%%i nez 2

mikrogramy na miligram,

25. §Lépové protéza obsahujict:
oCisténou matricovou strukturu na bazi kolagenu
odejmutou =ze =droje submukézni tkdn&, priZem® koncentrace
virh v oZist&né struktupe Je niZ3{ neZ 500 jednotek

tvoriecich ohrani&enou skvrnu na gram.

26. §Lépova protéza obsahujici:
oCist&nou matricovou strukturu na b&=i kolagenu
odejmutou ze =zdroje submukézn{ tkdn&, priZem% koncentrace
Cinidla k provadéni postupu v uvedené o&ist&ng struktu¥e je
niz2%{ neZ 100 000 dild na milion na kilogram.

27. Zplsob =ziskdn{ matrice na bazi kolagenu ze
submukédzniho tkalového zdroje, jen? obsahuije:
pisoben{ dezinfek&niho &inidla na submukdzn {
tkdnovy z2droj zajisdtujict vytvoren{ dezinfikovanédho
submukdézniho tkalového zdroje; a
odejmut § matrice na bazi kolagenu

2 dezinfikovaného submukézniho tkanového zdroje.

28. Zpldsob podle ndroku 27, vyvznatujicl{ gse tim, Ze

submukdzninm tkdtovym =drojem je zaZivaci trakt savee.

29, ZpOsob podle ndroku 28, vyznadujici se tim, savcem

Je vepr.




30. Zpasob vodle ndaroku 29, vyznadujici se tim, Ze

2drojem submukézn{ tkans je tenké stEevo vepre .,

31. Zplsob puodle ndroku 27, vy2nadujici se tim, 3e
dezinfek&nim Cinidlem je oxidadni Zinidlo.

32. Zplisob podle ndroku 27, v¥znadujici se tim, e

dezinfek&nim Cinidlem je Peroxyslou&enina.

33, Zplsob podle naroku 32, vyznadujici se tim, e

dezinfek&ninm ¢inidlem je organickd Peroxysloudenina,

34, Zpasob rodle naroku 33, v¥znafujicl se tim, e

dezinfek&nim €inidlen je rerkyselina.

35. Zpasob podle naroku 34, vy2na&duijfct{ se tim, Ze
pPerkyselina ge vybere =ze skupiny sestavajfc! z pPeroctové
kyseliny, Perpropionové kyseliny a = Perbenzoové kyseliny.

36. Zplsaob podle ndroku 3%, vy¥zZnadujfci se tim, e

Perkyselinou je peroctovi kyselina.

37. Zplsob podle naroku 34, V¥Znadujic{ ge Lim, Ze
uvedené pdsoben{ na 2droi submukézniho tkanovéha 2droje
zahrnuje plsoben{ Prost¥edku obsahujicfiho alkohol

a4 perkyselinu.

38. Zplsochb rpodle naroku 37, vy¥2nadujic{ se tim, 3e
alkohol m4 1 ax asi 6 atom uhlfiku.

39. Zpisob podle n4roku 38, vyznadujici{ se Ltim, 2e
alkohol ge vyhere =e skupiny sestavajici = ethanolu,

Propanold a butanolun.




40. Zpasob podle naroku 39, vyzna&ujici sge tim, =e
alkoholem je ethanol .

41. Zpdsob podle naroku 40, vyznadujici se tim, Ze
prostrfedkem je vodny roztok ethanolu obsahujict od asgi 0,1

% do asi 0,3 % obj. peroctaové Kyseliny.

42. Zplsob podle niroku 34, vyznadujici se tim, Ze
uvedeny rostup z2ahrnuje pisobeni rProstiredku obsahujfciho

rerkyselinu s PH asi 2 a% asi 6 na tkdfiovy subrukézni 2droj.

43. Zplsob podle naroku 42, vyznadujici{ se tim, Ze pH

prostiedku je od asi 2 do asi 4.

44. Zpdsob podle naroku 43, vyznaduijici se tim, Ze
perkyselinou je kyselina octova a prost¥edek obsahuje asi

0,1 % a2 asi 0,3 % obj. peroctové kyseliny.

45. Zplsob 2iskant{ matrice na bazi kolagenu
=z tkdnového subnukéz=niho 2droje jens obsahuje:
roskytnut § submukézniho tkdového 2droje, na
néhoZ se plsobilo dezinfek&nim &inidlem: a
odejmutf matrice na bazi kolagenu =z uvedeného
zdroje submukézn{ Lk4n& .

46. Zplisob podle ndroku 45, vyznadujici se tim, Ze

uvedeny submukézni{ tkdnhovy =droj je 2z tenkého streva.

47 . Zplsob podle ndroku 46, vyznadujic{ se tim, e
uvedend dezinfekce zahrnuje plisobeni oxidanfho &inidla na

subnukézn § tkdnovy zdroj.




48. Zplsob podle ndroky 47, vyznadujict Sse Lim, e
uvedené plsoben Zahrnuje kontakt submukdzn{ho tkamového

zdroje g vodnymn Prostredkem, jex obsahuje oxida&ni &inidlo.

49. Zplsob podle ndroku 47, vyznadujict ge tim, Ze
uvedené plsoben{ 2ahrnuje kontakt subnukdézni{ho tkd&Mového

Zdroje g vodnym pProstredken obsahuj{cinm rPeroxyslou&eninu,

30. Zplsob podle nadroku 49, v¥znadujic! se tim, Ze

Peroxyaloudeninou Je perKkyselina.

51, Zplsob podle naroku 50, vyznadujfci se tim, Ze

Perky¥selinou je peroctovi kyselina.

52. Postup podle néaroku 51, vrznacdujici se tim, =e
pProst¥edek obsahuje alkohol.

53. Postup podle ndroku 52, v¥Znadéujfci se tim, e
alkoholen je ethanol.
54. Zplisob podle naroku 51, v¥znafujfci sge tim, e

tenké strevo Je = veppe.

55. Kompozice obsahujfct:
strukturu obsahuj{ct kolagen nejprve odejmutoy
= tkdnového 2droje, jenx obsahuje uvedenouy strukturu
4 Jinou tka&n, Pridem® uvedens struktura obsahuj{ct kolagen

nemé& endotoxinovou koncentraci VYE31 nez 12 endotoxinovych

jednotek na gram.

56. Kompozice podle ndroku 55, vy¥znadujici sge tim, Ze
uvedenou vrstvou obsahujict kolagen je submukéza a uvedenym

tkafiovyn 2drojem je tenké strevo.




57. Kompozice Podle naroky 56, vV¥2Znafujici ge tim, =Ze

uvedenyn tkdhovyn zdrojem je Ltenké stievo vepre.

58. Kompozice podle naroku 55, Vy¥znadujic{ sge tim, e
uvedend koncentrace endotoxinu je nizsq nes 10

endotoxinov?ch Jednotek na gram,

59. Kempozice Podle ndroku 58, V¥z2naduj{c{ se tim, e
uvedend koncentrace endotoxinu je NiZX{ nex 5 endntoxinov?ch
Jednotek na gram.

60. Kompozice rpodle naroku 50, V¥Znadujfic{ se tim, e
uvedend koncentrace endotoxinu je niZXf nex 1 endotoxinova
Jednotka na gram,

61. Kompozice pPodle ndroky 60, v¥zZnadujfci sge tim, 3¢
uvedens konecentrace endot.oxinu je nisxg{ nes 0.5

endotoxinov?ch Jednotek na gram,

62. OCistans matrice obzgahujict kolagen 2iskana
2 tkafového 2droje Savce, piijidems uvedend matrice obsahuje
telasubmukézn g tkan savee 3 2bytkove ne¢istoty = uvedendho
zdroje, a uvedend struktura sSe zisk4s Postupem, jenxz obsahuje
dezinfekei uvedeného tkafového zdroje sayce a Poté odejmut {

uvedend struktury 2 této dezinfikovane tkan&.

63, Kompozijce Podle ndroky 62, v¥zZnadujfci ge tim, e
uveden4 dezinfekce Zahrnuje kontakt 2droje tLkans Savce

8 vodnyn roztoken obsahujfcim rerkyselinu.

64. Zplsobh rpodle ndroky 63, v¥zna&ujict{ ge tim,

Perkyselinou ie peroctovsa kyselina.
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