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Stepové protéza (11) zahfita olistenti matricovii §truk-
tiru na baze kolagénu odobrani zo submukézneho tka-
nivového zdroja. Submukdézny tkanivovy zdroj sa ogisti
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biokompatibilna a vhodn4 na transplanticiu na tele ale-
bo vniitri tela pacienta.
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Stepovd protéza, materidly s fou spojené a spdsoby jej vyroby

Tadto prihldska nédrokuje prioritu americkych patentovych
prihldadSok &. 607024 542 a 60024 693 podanych dfa 23. augusta
1.996, respektive b. septembra 1996, pricom obidve sid  tu

Jednotlivo zacdlenené ako sdfast popisu.

Oblast techniky

Tento vyndlez sa tyka Strukbtdr v lekdrstve a hlavne Stepovej

protézy, materidlov s Nou spojenych a spOsobu jej vyroby.

Dotera sS4 stav technik

Tkanivoveé implantdty o Zistej forme, ktoré sdi odvodené ad
14tok na zdklade kolagénu sa beZne vyrdbajid a sd  popisané v
literatdre. Prostrednictvaom molekdl kolagénu alebo materidlov na
bidze kolagénu sa vyrdba jd kohezivne filmy s uvysokyvmi pevnostami v
tahu. Na zosietovanie wmolekdl kolagénu, ktoré tvoria filmy s
vysokymi  pevnostami v tahu sa  vSak vyuZivajd alcdehydy. Z
métériélov'tohmto typu e moiné'aldehydy z filmov vyldhovat napr.
pomocou hydrolyzy. KedZe zuysky tvchto zlacenin sd cytotoxické,

nie sd tieto filmy ako tkanivové implantdty vhodné.

CIng spbsoby, ktoré boli vyvinuté na zhotovenie tkanivovych
implantdtov na bdze kolagénu sa snaZia vyhndt problémom spo_jenym
so  zosietovanim molekdl kolagénu pomocou aldehydu. Jeden zo
spHsobov objasfuje U.S. patent €. 5 141 747, v ktorom sa uvddza,
Ze molekuly kolagénu sa zosietujd alebo spdjaji na svojich
epsilon aminoskupindch 1lyzinu,  potom nasleduje denaturdcia
spojenych a . vyhodne modifikovanych molekdl - kolageénu. Takto
upraveny kolagénovy materidl sa 'pou21va pre prepardciu
bubienkaovej membrdny. Zatial ©o sa zistilao, Ze tieto membriny
vykazu ju dobré fyzikdlne viliastnosti a Ze e mozné ich
sterilizovat ndslednvymi postupmi, nie si v3ak schopné pretvdarat
alebo wvytviarat podmienky pre rast buniek, alebo vieobecns

podporovat opidtovny rast a hojit poskodeng alebo choré tkanivoué
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Struktiry.

VZeaobecne povedandé, pracovnici vyskumu v oblasti chirurgie
sa vela rokov snaZia vyvindt nové postupy a materidly, ktoré by
sa  dali pouZit ako Hdimplantdty a tramnsplantdty tkaniv na
nahradenie alebo prepardciu pofkodenych alebo choryvech tkanivavych
Struktdr, napr. ciev, svalov, vidziv, Sliach a podobne. Dnes nie
Je  neobuyklé, nabr. v ortopedickej chirurgii ziskat _jabIlékoud
Slachu autogénneho alebo alogénneho pHvadu, ktord posobl ako
ndhrad a pri skriZene natrhnutom vdzive. Chirurgické postupy
pri pouZiti tvychto technik sd zndme. Pre chirurgov e obuyklé
pouzivat implantovatelné protézy vytvorenég z plastu, kovu aZalebo
z keramickeého materidlu s cielom obnovenia alebo ndhrady
fyziologickych Struktdr. AvZak napriek @ jich Sirokému vyuZitiu,
predstavujd implantované protézy pre pacienta vela s tym

suvisiacich rizik.

Vyskumni pracovnici sa tieZ pokiuZali vyvindt uspoko_jivé
polyméry alebo materidly z plastickej hmoty, ktoré by sld2ili ako
funkcéng tkamivoveé Struktdry aZalebo  1né spo_jivouvé tkaniva, napr.
pokial ide o tkanivd tykajlce sa prietrZe a pri pokaneni kibov
ich dislokdciou. Zistilo sa, Zze _je obtaZné poskytndt peuvny,
odolny plasticky materidl, ktory by bol vhodny ako dlhodobd
spojivovd tkanivovd ndhrada. Tkanivd, ktoré obklopuji plasticky
materidl, sa mb2u stat infek&nymi a taZkosti pri liefent tychto

infekcii Casto vedd k zlvhaniu implantdtov alebo protézy.

Ako uZ bolo uvedeng vy3Sie, ako tkamnivové ndhrady sa
vyuZiva jui rozne materidly na bdze kolagénu; aviak tieto materidly
bud nevykazuji poZadovand pevnost v tahu, alebo sa pri ich
pouZitl vytvdra infekcia &i iné imunogénne reakcie, opuzdrenie,
alebo sa vytvdrajd inég€ problémy pri zataZovani organizmu
antibiotikami, rastovymi faktormi a podobne. Napr. patent 1J.5.
. 4 956 178 uvddza kolagénovd matricu submukdzy, ktord sa ziska
z intestindlneho traktu cicavcov; priom sa uvddza, 2e kolagénovd
matrica _e zataZend antibiotikami. $ tym sdvisiaci patent U.S. ©.

5 372 821 uvédza, Ze kolagénovd matricu submukdzy e moZné
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sterilizovat obuvyklymi spdsobmi, napr. morenim pomocou aldehydu,
propylénoxidom, gama Ziarenim a kyselinou peroctovou. Okrem toho,
Ze vrstva submukdzy sa najprv  delaminuje z tkaniva, ktareho ho
obuvykle obklopuje, pred jej sterilizdciou, neuvddza patent Ziadne

Specifické kroky postupu.

Vznikd tu - preto poZiadavka z° tvchto zdrojov tkaniv. ziskat
zlepZené ofisteng farmy matric na bidze kolagénu. ﬁalej tu vznikad
potreba poskytndt postup, pomocou ktorého sa Tahko tieto matrice
z tkamiv odaoberd tak, aby sa zuySil uvtaZok odfistenvch produktouv.

Tento vyndlez tak riefi tieto poZiadavky.
Podstata vyndlezu

V zhode s jednou vyhodnou realizdciou tohoto vyndlezu sa
poskytu_je Stepovd protéza, ktord zahrnuje oistend matricouvd
Struktdru na bidze kolagénu odstrianend zo zdroja submukdzneho
tkaniva, pridom koncentrdcia znedistujlicej liatky v olistene

Struktdre _ju robil biokompatibilnou.

Ind vyhodnd Fealizécia podla. vyndlezu pﬁskytﬁje'%tepobd,
protézu, ktord zahrnuje ofistend matricovd 3Struktdru na bize
kolageénu odstrianend zo zdroja submukdzneho tkaniva, kde oftistend
Btruktidra mad koncentriciu endotoxinue niZf%iu ako 12 endotoxickych

Jdednotiek/qg.

Inda wvyhodnd realizdcia podla vyndlezu poskytuje Stepovd
protézu, ktory zahrnuje of¢istend matricovd Struktdru na baze
kolagénu odstrinend zo zdroja submukdzneho tkaniva, kde otistend
Struktdra obsahuje wmnoZstvo nukleovej kyseliny niZSie ako 2

ng/ka.

Ind wvyhodnd realizdcia podla vyndlezu poskytuje Stepouvd
protézu, ktord zahrnuje oCistend Stepovd $truktdru odstrinend zo
zdroja submukdzneho tkaniva, kde koncentrdcia virusov oftistene
Struktdry e niZsia ako 500 _jednotiek vytvdrajdcich ohranittenud

Skvrnu/g.



Tento vyndlez tieZ poskytuje Stepouvd protézu, ktord zahrnuje
ofistend matricovd Struktdru na bdze kolagénu adstrinend zo
zdroja submukdzneho tkaniwva, kde oCistend Struktdra md hladinu
cGindidla pre: uskutodnovanie postupu NiZSiu ako 100 000

cielov/milidn/kqg.

Dal%ia realizdcia podla vynélézu sa t9ka spisobu ziskania

matrice na bize kolagénu zo zdroja submukdzneho tkaniva. Spdsob

zahrnuje posobenie dezinfek®ného Sinidla na zdrod submukdézneho
tkaniva, pricom vytvdra zdroj dezinfikovanéhao submukdzneho

tkaniva, z ktorého potom nasleduje odobratie matrice na bize
kolagénu.

Ing wvyhodné realizdcie podlfa vyndlezu poskytuje spdsob
ziskania matrice na bdze kolagénu zo zdroja submukdzneho tkaniva,
ktory zahrnuje vytvorenie zdroja submukdzneho tkaniva ma ktoré sa
pOsobl dezinfeknym Cinidlom a potom sa odstrdni matrica ma bize

kolagénu zo zdroja submukdzrneho tkaniva.

Tento vyndlez sa.tie? tvka spdsobu, ktory zahrnu_je 3trukturu
s obsahom kolagénu odobrand zo zdroja tkaniva, kde _je spociatku
Struktira a iné tkanivo, kde #Struktdra s obsahom kolagénu nemd
koncentraciu endotoxinu vySESiu ako 12 endotoxinovych

Jednotiek/g.

Tento vyndlez tieZ poskytuje oCistend kolagénovd matricu,
pricom zdro_jom pre ziskanie watrice e tkanive cicavca, kde
matrica zahrnuje submukdzne tkanivo cicavcov a matrica sa ziska
postupom, ktory zahrnuje dezinfekciu tkaniva cicavca a potom

odobratie Struktidry z vysledného dezinfikovaného tkaniva cicavca.

Vo vyhodne] realizdcil poskytuje vyndlez ofistend formy
submukdznych kolageénovych matric, ktoreé pochddza_jd zo
zaZivacieho, respira®ného, mocového alebo genitdlneho traktu
Zivotichow, kde bioburdenovd koncentrdcia v matriciach _Jje v

podstate nulovd a/alebo kde predovietkym matrice neobsahujud
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pyrogény. Uprednostfovand _je kolagénovd matrica, ktord _je moZzné
implantovat lTudskému alebo zvieraciemu pacientovi bez vyvolania
cytotoxickej odpovede, infekcie, odmietnutia dimplantdtu alebo
akéhokolvek 3Skodlivého dfinku na vEsSinu  pacientov. Zatial &o
vvhodnd dimplantovatelnd kolagénovd matrica podla niektorych
hladisk tohoto vyndlezu primdrne obsahuje submukdzne tkanivo,
moZe v tomto - pripade kolagénovd matrica tie? obsahovat Sasti
vrstiev lamindrnej muscularis mucosa, muscularis mucosa lamina
propria, vrstuy stratum compactum a/alebo iného  tohoto
tkanivového materidlu, %o zdvist od zdroja z ktorého materidl

pochddza.

V zhode s predkladanym vyndlezom sa poskytuje ofistensg
delaminovand kolagénovd matrica submukdzneho tkaniva, ktors
pochddza zo zaZivacieho, respira®ného, mofového alebo genitdlneho
traktu zvierat a Iudi, kedy sa delamindciou z infikovaného zdroja
submukdzneho tkaniva wvytvoril uwvedend ofistend delaminovand
submukdzna kolagénovd matrica. Tdto matricu e moZné vyhodne
ziskat napr. postupom, pri ktorom sa pdsobl dezinfek®nym Sinidlom
na doteraz Ziadnym sphsobom nespracdvany  nedelaminovany
submukézny zdroj ziskany zo zaZivacieho, respiracného, mofového
alebo genitdlneho traktu Zivotlchow, pric¢om potom nasleduje
delamindcia submukdzne j kolagénove matrice =z pripevnenych
tkaniv. Vyhodnd kolagénovd matrica md koncentrdciu bioburdenu v
podstate nulovd, prictom  tdto matricu je moZng implantovat
pacientovi, ktorym je ¢lovek alebo zviera bez vyvolania ndsledne.
cytotoxickej odpovede, infekcie, odmietnutia dmplantdtu alebo
akéhokolvek diného gkodlivého dfinku pre VACGSEIinu 2z  tychto

pacientov.

V zhode s predkladanym vyndlezom sa poskytuje eSte dalsf
spHsob ziskania vysokotiste delaminovane j submukdzne j
kolagénovej matrice, ktord e v podstate o sterilnom stave, kde
nastdva delamimdcia dezinfikovaného zdroja submukdézneho tkaniva,
prifom sa ziska delaminovand submukdédzna kolagénovd matrica.
Vyhodny spsob  aobsahu_je pdsobenie dezinfekdného Sinidla na

nedelaminovany submukdézny zdrod, ktory sa ziska zo zaZfvacieho,
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respiracného, moc&ového a genitdlneho traktu zvierata alebo
C¢loveka, potom nasleduje delamindcia submukdézneho tkaniva z ingho
vliastného zdroja tkanie, ktoré sd pripevneng k submukdznemu

tkanivu.

V zhode s predkladanym vyndlezom sa poskytuje elte dal3ia
vysokodistd submukdzna  kolagénovad matrica pochddza_jdca zo -

zaZivacieho, respiraZnégho, moZového alebo genitdlneho traktu
Zivotichov, ktord md koncentrdciu biloburdenu v podstate nulovd a
kde uwvedend matrica necobsahuje na povrchu v podstate Ziadne
bunkové zuysky, napr. v podstate neobsahuje Ziadne  svalowvd
tkanivo, mukdzne vrstuy, lipidy alebo bunkovy odpad. Uyhodnd
kolagénovd matricu Jje wmoZné implantovat pacientovi, ktorym e
Elovek alebo zviera bez vyvolania nidslednej cytotoxicke
odpovede, infekcie, odmietnutia dimplantdtu alebo akéhokoYuek

Skodlivého dfinku na pacienta.

V zhode s predkladanym vyndlezom sa poskytuje elte dal3ie
vysokotiste  submukdzne tkandivo, ktoré pochdcdza zo zaZivacieho,
respiraného, moZového alebo  genitdlneho  traktu ZivoZichow,
priZom submukdzne tkanivo sa delaminuje pri v podstate sterilnych
podmienkach, ktoré obsahuji rastovych #initelov a submukdzny
zdroj sa obmyva rozpdStadlom napr-. vocdou, potom  nasleduje
pisobenie dezinfekdného cinidla, vwwhodne pomocou kyseliny
peroctovej pri pH asi 1,5 do asi 10 s ndslednou delamindciou
submukdzy 2z pripevnenych vldkien. Pri  pH uvy%Som ako 7 pésobl
kyselina peroctovd ako pufer. Tymto spdsobom vhodne vyrobené
matrice majd v podstate vyscoky obsah jedného alebo viacerych

rastovych Cinitelowv.

V zhode s predkladanym vyndlezom sa hogkytuje elte . dal®ia

tkanivova Stepovd kompozicia, ktord zahrnu_je submukdznu
kolagénovd matricu, ktora v podstate neohsahu je pyrogény.
Uyhodne jSie budud tieto kompozicie zahrnovat submukdznu

kolagénovd matricu, ktord obsahuje l4tky spdsobujdce hordtku v

mnoZstve asi 1 encdotoxinovej jednotky na 1 g CEU/9) aleba niZSie.



Vv zhode s predkladanym wvyndlezom bude e3te dal%ie
vysokotisté submuk dzne tkanivo, ako Je  popisang uvySSie,
demondtrovat aktivnu angiogenézu in vive pri implantdcii Tudskému

alebo zvieraciemu pacientovi.

Tento vyndlez sa tyka ocistenych implantovatelnych
tkanivoyych dtvarov, gpﬁéobu vytvorenia tychto dtvarov a-ich
pouZitia na podporu opitouvného rastu a'zahojenia pmékmdenbch
alebo chorych tkanivovych struktdr. Hlavne sa vyndlez zameriava
na oZistené formy kolagénovej matrice submukdézneho tkaniva, ktord
Je vhodnd pre pouZitie ako implantovatelnég tkamive a dalej sa
zameriava na spdsoby vytvdrania tychto uvedenvch ofistenyvoh
foriem z implantovatelného tkaniva na bdze kolagénu.

Tieto a iné hladiskd predkladaného vyndlezu s zre_jmé osobdm
obozndmenym so stavom techniky, o opidtovne uvddza nasledujdci

podrobny popis.

Prehlad obrizkov na vvkrese

Obr. 1 zobrazuje v priestorovom zobrazeni .trubicovitd

Stepovid protéznu Struktidru v znysle vyndlezu.

Priklacy realizdcie

S cielom Iah3ieho pochopenia principov vyndlezu sa odkazuje
na urgité jeho vvhodnég realizdcie a na ich popisanie bude
zavedené Specifické terminologické vy jadrovanie. Jednako len,
nemd to byt chdpang ako obmedzenie rdmca pdsobnosti vyndlezu, <Iim
sa mysli, Ze tu uvedené a zamy¥lané dpravy, dal%ie modifikdcie a
aplikdcie principov podla vyndlez sa pre odbornika v odbore méZu

beZne vyskytovat.

Pri uvedenom rozbore riesent sa na tomto mieste
pouziva mnoZstvo terminov. Aby sa zaistilo _jasné a konzistentné
pPorozumenie. popisu a patentovym ndrokom, uvddzajd sa pre terminy

nasledu_jice definilcie.
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VUvraz bioburden sa vztahu je na potet Zi jdcich
mikroorganizmov, ktoré sa uvddzajd v jednotkdch C(CFUD, ktoré sa

vztahujd na tvorbu bfch koldnie a ktoré _je moZ2né zistit ma danom
aZalebo v danom wmnoZstue materidlu. Priklady wmikroorganizmov

zahrnu ju baktérie, huby a ich spdry.

Vyraz dezinfekcia sa vztahuje na zniZenie bioburdenu v

materidli.

Vyraz sterilny sa tvka podmienky, kedy obsah bioburdenu v
skdmanom materidli je taky, 2Ze pravdepodobnost existencie _jedngho
Zzivého mikroorganizmu (CFU) na a/alebo v dane sekcii materidlu
Je 1 v 1 000 000 alebo niZSia.

Vyraz pyrogény sa vztahuje na latku, ktord vytvdra horednatud

adpoved po zavedeni te_jto liatky do tela hostitela.

Vyraz endotoxin sa vztahuje predovietkym na pyrogén, ktory
Je siutastou dedného  gramu - bunkove steny bez pritomnosti
baktérifl. . Endotoxiny sa nepretrZite uvolnu jii z baktérid a.

kontaminu_jd materidly.

Wraz gistenie sa tyka pdsobenia na materidl s cielom
odstrdnenia _jedného alebo viacerych kontaminantow, ktoré sa
vyskytu jd spoloZne $  materidlom, népr. kantaminantov, ktoré sa
vyskytu jid s materidlom v prirode a/alebo mikroorganizmov alebo
ich Castf, ktoré sa vyskytujd na materidli. Tieto kontaminanty
pre  objasnenie mdZu byl zndme tym, Ze si priZinou toxicity,
infekcie, hortdeky, podriZzdenia, reaktivity, hemolyticke j
aktivity, kaﬁcinogenity asalebo imunogenicity.

t

Vyraz biokompatibilita sa tvka schopnosti materidlu vyhouviet

skdSkam na biockompatibilitu, ktoré sd uverejnengd v publikdcii
International Standard Organization (ISO) Standard ©&. 10993
a/alebo v publikdcii U.S. Pharmacopeia <USP)Y) 23 arsalebo v

publikdcii U.S. Food and Drug Administration (FDA) v  memorande



modrej knihy €. G95-1 s ndzvom "Use of International Standard
IS0-10993, Biological Evaluation of Medical Devices Part - 1:
Evaluation and Testing”. Typicky sa tymito skdSkami stanovuje
toxicita materidlu, Jeho  dnfeknost, pyrogenicita, draZzdiaci
potencidl, reaktivita, hemolytickd aktivita, karcinogenicita
asalebo imunogenicita. Pod po_jmom bickompatibilng Struktdra alebo
materidl sa rozumie to, Ze ak _Jje zavddzany dovndtra tela vassiny
pacientov, nebude vyvoldivat hepriaznibu reakciu  alebo odpoved.
Okrem toho sa pozoruje, Ze efekt biokompatibility _e moZné
uskutocnit pomocou inych kontaminantov, napr. pomocou pridnav,
povrchovo aktivnych Sinidiel, oligonukleotidov a invch &inidiel s

biokompatibilnymi d&inkami alebo s inymi kontaminantmi.

Vyraz komtaminant sa tyka neZiaddce]j zludceniny, ktord e
naviazand na materidl alebo je v materidli. Tie zahrnujd, aviak
nie sd tak obmedzend na ne. bioburden, endotoxiny, &inicld na
uskutothovanie postupd, ako napr. antimikrobidlne &inidld, krv,
krune komponenty, virusy, DNK, RNK, spory, zvydky neZiaddcich

tkanivovych vrstiev, bunkovy odpad a mukdzu.

Vyraz submukdzne tkanivo sa tvka vrstuy $p0jiuového tkaniva

s chsahom kolagénu, ktord sa vo vatSine tCasti triaviaceho,
respiratnéhn, moffového a genitdlneho traktu Zivodfichov vyskytu je

pod mukdézou.

Ako e uvedend vySsdie, predkladany vyndlez vEeobhecne
poskytuje Stepouvd protézu a materidly zahrnu_juce ofistenud
matricovi Struktiru na bize kolagénu a spdsoby e ziskamia a e
pouZitia. Stepoué protézy, ktoré¢ sdid vyhodné podla vyndlezu, sa
~ziskavaji zo zdroja submukdzneho tkaniva. napr. -tkaniva s ohsahom
ZivoZiZneho tkaniva, ako _je napriklad Yudské tkanivo alebo iné
tkanivo cicavcov, napr. bravovée tkanivo, hoviadzie tkanivo alebo

oviie tkanivo.

Submukdzne tkanmiveo vo  svojom prirodzenom  stave, ako mnoho
ZivotZisnych tkaniv, vSeobecne necbsahuje choroboplodné zdrodky,

Co zaistuje, Ze tlovek alebo zviera nie _je infek®né alebo nie _je
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choreg. Tento faktor sa uplatiuje najmd v pripade submukdzneho
tkaniva, ktaré _je vndtornou vrstuou zaZfvacieho, respira®néha,
mocového alebo genitdlneho traktu Zivotichov. Nie _je teda
vSeobecne vystavendg vplyvu  baktérii alebo inych bunkouvych
zvyskov, ako je epitel triviaceho traktu. Jednym zo znakov tohoto
vyndlezu je objav, 2Ze pri dezinfekcii submukdzneho zdroja tkaniva
efte pred lamindciou, _je -moZné asepticky stav submukdézne vrstuy
chrdnit alebo v podstate ochrdnit najmi tak, Ze odstup pri

delamindcii prebieha pri sterilnych podmienkach.

Hlavne sa zistilo, 2e dezinfekcia submukdzrneho zdroda s
ndslednym odstranenim ofistenel matrice, s obsahom submukdzy,
ktorou e napr. delamindcia submukdzy 2z tunica muscularis a z
tunica mucosa, minimalizuje kontamindciu submukdzy baktériami a
inymi kontaminantmi. Naopak, ak sa to poZaduje, umo2Muje tento
spdsob  minimalizovat vplyy dezinfek®énych alebo sterilizadnych
prostriedkov na izolovand submukdznu matricu, &Im sa v podstate
zabezpefu je samotnd biochémia submukdzneho tkaniva a tvym aj _je

blahodarny udcinok.

Submukéznu  implantovatelnd kolagénovd matricu podla. tohoto
vyndlezu, ako _je uvedend vyiSie, Je moZneé ziskal zo zaZivacieho,
respiracného, mocového alebo genitdlneho traktu Zivodichou.

Uvhocdne submukdzne tkaniva, ktoré sd na bize kolagénu, teda s

previdda_jdcim kolagénom, pochidza_jd zo zazZivacieho traktu
cicaveov  a vyhaodnej$ie pochddzaji z Srevngho traktu offipanych.

Na_juyhodne jSim zdrojom je tenké trevo, ziskané 2z dospelych
prasiat, prifom kaZdé prasa vdZi viac ako asi 450 libier. Creva
ziskané zo zdravych zvierat ohsahuji v zaZfvacom trakte cievy a
privody krvi, ako aj v ldmene Griev rozne mikrdéby, ako napr. E.
coli. Preto - dezinfekcia celého treva, ktord predchdadza
delamindcii submukdzy, v podstate tieto kontaminanty odstrdni a
vyhodne poskytuje dmplantovatelng submukdzne tkanivo, ktoré o
podstate necbsahuje krv a krung komponenty, ako aj akékolvek iné
mikrobidlne organizmy, pyrogény alebo inég patogény, ktoré by
mohli byt pritomné. Veril sa, Ze pri tomto postupe sa v podstate

zabezpet! asepticky stav samotného submukdzneho tkaniva, aj ked
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by sa malo takto chdpat, 2e sa skutofnosti takto uvedenej
netyvkajd tohoto vyndlezu v tom zmysle, 2e¢ by vyndlez mal byt

obmedzeny akoukolvek tedriou.

Je tieZ Ziaddce, aby kolagénovd matrica podlfa tohoto
vynalezu v podstate neabsahovala akékolvek antibiotik3d,
Cantivirusové Cinidld -alebo akékoluvek Einidlé antimikrobidlneho
typu, ktoré mézu ovplyulovat samotnd biochémiu matrice a e
schopnost  implantdcie. Doteraz pouZdivanym spdsobom spracovania
tohoto tkanivového materidlu je obmyvanie delaminovaného tkaniva
fyziologickym roztakom, pricom materidl sa nechd nasiaknut
antimikrobidlnym Sinidlom, ako sa napr. uvddza v U.S. patente &.
4 956 178. Zatial ¢o tieto techniky m&Z2u byt volitelne
uskutodMovang s dizolovanou submukdzou, vwhaodné postupy podla
tohoto vyndlezu sa vyhybajd pouZitiu antimikrobidlnych &inidiel a
podobne, €o md nielen vplyvy na samotnd  biochémiu kolagénove j
matrice, ale matrica nemdZe byt tieZ zbyto®ne zavddzand do tkanitiv

pacienta.

Ako bolo diskutovang vy3Z%ie, objavilo sa, Ze vysokodistd
formu implantopatelhej $medk02nej kolagénove._j méﬁrice Je mozZné
ziskat na.prv dezinfekciou submukdzneho zdrojja, ktord predchddza
oclobratie, napr. pomocou delamindcie submukdzneho zcroja,
ofistenej kolagénove matrice, s obhsahom submukdznej vrstuy. Pri
uvedenom postupe boli tieZ objaveng urdité uvhody, ako aj
zlepSené vlastnosti vyslednej submukdzne]j vrstuy, ktoré zahrnujud
lTah&ie odstramnenie pripojenych tkaniv 2z vrstuy  submukdzy

a - typicky - nizky kontamina®ny diagram.

Postupy podla vyndlezu vhodne zahrnuijd najprv _jednondsobné
alebo viacndsobné obmytie submukdzneho zdroja rozpditadlom,
vwhodne vodou. Po obmyti nasleduje jeho dezinfekcia. DezinfekSnym
Cinidlom je vhodne oxidaZng Cinidlo. Uprednostitované Sinldld sd
peroxozlidceniny, vyhodne organické peroxozluceniny a vyhodne_Sie
perkyseliny. Dezinfek®né &inidl4d sa vVhodne pouziliva_jui ako
kvapaliny, vwwhodne ako roztoky s pH asi 1,5 aZ asi 10,

vvhodne iSie s pH asi 2 aZ asi 6 a najuvvhodne_Sie s pH asi 2 a

N¢
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asi 4. V uvedenych spdsoboch podla tohoto vyndlezu sa vieobecnd
pouZitie dezinfekZného ¢indidla podmietuje casovym obdobim, ktoré
zaistuje regenerdciu charakteristickych ofistenveh submukdznych
matric, ako s popilsang v tomto vyndleze, vyhaodne sa matrice
prejavu jd hlavne o tom, Ze neobsahujd bioburden aZalebo hlavne
neobsahu i  pyrogény. Z tohoto pohladu sd vhodné podla tohoto
.vynélezu tie postupy, ktoré'zahrnujq ponorenie tkanivouvého zdroja
(napr. pomocou potopenia alebo postrekom) kvapalnym prostriedkom
s obsahom dezinfekdného Sinidla s dobou pdsobenia aspol asi 5
min, charakteristicky v rozsahu od asi % min do asi 40 hod a

charakteristicke_j%ie v rozsahu od asi 0,5 hod do asi 5 hod.

Uprednosthovanym peroxodezinfekenym Sinicllom je peroxid
vodika. Koncentrdcia peroxidu vodika mdZe leZat v rozsabu od asi
0,05 Z do 30 2 objemovo. Vvhaodne j$ia koncentrdcia peroxidu vodika
le?f v rozsahu od asi 1 % do 10 % a najvyhodne jSie od asi 2 # do
5 % objemovo. Roztok peroxidu mHZe byt upraveny alebo nemusi byt
upraveny pomocou pufra na pH od asi % do 9. VUyhodne_j%ie _je pH od
asi B cdo 7, 5. Uvedené koncentricie _je mo2né zriedit vodou alebo
vadnym roztokom obsahujdcim od asi 2 # do asi 30 % .objemovo
alkoholu. Na_jvvhodne jSim alkoholom e etanol. Teplota roztoku
m&Ze leZat v rozsahu od asi 15 do 50 “C. Vvhodne_j%ia teplota
roztoku leZil v rozsahu od asi 20 do 40 °C, najuvhodne_j%ia teplota
roztoku lezf v rozsahu od asi 32 do 37 ©C. Doba pdsobenia mdZe
leZat v rozsahu od asi 10 do 400 min. Vvhodne Jje doba pédsobenia
od asi 120 do 240 min. Vyhodne j$le leZi doba pdsobenia v rozsahu
od 180 do 210 min.

Vyhodnym organickym peroxodezinfekEnym Cinidlom Je
perpropidnovd kyselina. Koncentrdcia perpropidnove kyseliny mbZe
lezat v rozsahu od asi 0,1 do 10 % objemovo. VUyhodnejfie -le3df
koncentricia perpropidnovej kyseliny v rozsahu od asi 0,1 do 1,0
Z objemovo a najvvhodne jSie od asi 0,2 do 0,5 % abjemovo. Tieto
koncentricie perpropidnovej kyseliny Jje moZné zriedit vodou alebo
vodnym roztokom s asi 2 aZ 30 % ob_jemovo alkoholu. Na_juvhodne_jZtm
alkoholom je etanol. Na submukdzny tkanivovy zdrol e moZné

poOsobit roztokom organického peroxidu pofas asi 15 wmin a2 asi 40
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hod. a typicky poZas asi 0,5 hod aZz asi 8 hod. Iné vhodné
peroxodezinfek®ng Zinidld sd  popilsané v publikdcii ODesinfection,
Sterilization and Preservation, S. Block, Editor, 4th Edition,
Philadelphia, Lea & Febiger, pp. 167-181, 1991 v  kapitole
"Peroxygen Compounds”, S. Block;:; a v publikdcii Irdustrila
Biocides, K. Payne, Editor, New York, John Wiley and Sons, pp.
91-116, 1988, v kapitole "Desinfection with peroxygens”, M.G.C.
Baldry aﬁd J.A.L. Fraser.

Inym oxidadnym &Sinidlom je chlérhexidin (1, 6-di(4-chlér-
fenyldiguanidodhexdn) vo forme diglukondtu. Rozsah koncentrdcie
chldrhexidindiglukondtu méZe leZat v rozsahu od asi (0,1 do 15 %
hmot. Vyhodne jSie leZzi koncentrdcia chldérhexidinglukondtu
vV rozsahu od asi 0,1 do 2 % hmotn. a najvvhodne j%ie od asi 0,2 do
0,5 X hmotn. Uvedeny roztok mdZ2e byt upraveny, ale tie? nemusdt,
pufracnym <Cinidlom na pH od asi § do 8. Vyhodnej%ie leZf pH
v rozsahu od 5,5 do 7. Tieto koncentridcie Jje mo2né zriedit vodou
alebo vodnym roztokom obsahujdcim asi 2 a%¥ asi 20 % objemovo
alkoholu. Najuyhodne jSim alkoholom je etanol s koncentrdciou asi
5 az 10 Z. Teplota roztoku mbéZe leZat v rozsahu od asi 15 do 30
°C. Cinidlo méZe pdsoblt potas asi 10 éi_400 min. Na_vyhodne Sie
pisobl Cinidlo pofas asi 30 aZ 60 min. Iné &inidld na bize chldéru
popisuje publikdcia Desinfection, Sterilization arnd Preservation,
5. Block, Editor, 4th Edition, Philadeiphia, Lea & Febhiger, pp.
274--289, 1991, v kapitole "Chlorhexidine". G.W. Denton.

Vo vyhodnych preparativnych postupoch je mo2né rozpustit
perkyselinu  alebo iné dezinfektné cinidlo v zriedenom vodrnom
roztoku alkoholu, priZfom alkohol md vvhodne od 1 do asi 6 atdmov
uhlika a kde celkovy cbsah alkoholu mdZ2e leZat v rozsahu od asi 1
‘do asi 30 %, vztiahnuté na ob_jem roztoku. Vyhodne $ie alkoholy
pre pouZitie podla tohoto vyndlezu sd vybrané zo skupiny zloZene.j
z etanolu, =z propanolov a butanolov. Pre tento ciel Je

na_jvvhodne jSim alkoholom etanol.

Ak sa pouZlje perkyselina na dezinfekciu, vyberie sa vyhodne

zo skupiny zloZenej z peroctove kyseliny, perpropidnove j
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kyseliny alebo perbenzoove kyseliny.

Na_juyhodne jSim dezinfek&nym ¢indidlom e kyselina peroctovs.
Vvhodne sa tdto kyselina zriedi alkoholom, objemovo na asi 2% a2
10Z roztok. Koncentrdcia kyseliny peroctove méZe leZat napr. v
rozsahu od asi 0,1 do asi 0,5 objemovych %. Na_jvvhodne_j%ie
koncentrdcia peroc£mvej kyseliny leZfl v rozsahu od asi 0,1 do asi

0, 3 objemovych #%. Ako dezinfek®né Sinidlo e moZné  tie? pouZit

peroxid vodika. Alternativne, alebo okrem toho, Je  moZné
tkanivovy zdroj submukdzy, akym Je mapr. tenké Srevo,
dezinfikovat pPomocou dezinfek®nych Cinidiel, ako Je
glutaraldehyd, formalin a podobne, ktoreé s zndme svo_jou

schopnostou v podstate zosietovat kolagénové matrice, na rozdiel
od dinkov inych dezinfek&nych tinidiel, ako sd  napr.
perkyseliny, ktoré tdto schopnost nemajd. Pre ciele dezinfekcie
Je moZné okrem toho na submukdzovy zdroj pdsobit radidciou, napr.

gama radidciou.
Odlisnosti pri dezinfekZnom postupe mb62u dalej zahrnovat:

i. Na intestindlne tkaniQo ‘sa’ pésobi 0, 2% roztokom kyseliny .
peroctove_j v, 5% roztoku etanolu v hmotnostnom pomere
roztok:tkanivo 10:1. pH roztoku je 2,6. Roztok a tkanivo sa spolu

intenzivne mieda jd 2 hod.

2. Na intestindlne tkanivo sa pdsobl 12 kyselinou peroctovou v
254 roztoku etanolu v hmotnostnom pomere roztok:tkanivo 5:1. pH

roztoku je 2. Roztok a tkanivo sa spolu intenzivne mie@ajd 1 hod.

3. Na intestindlne tkanivo sa pdsobil 12 kyselinou peroctovou v
15% etanole a v 10X roztoku peroxidu vadika v hmotnostnom pomere

roztok:tkanivo 5:1. Roztok sa tkanivo sa spolu intenzivne miesa_jd
1 hod.

4. NeporuSenég tkanivo tenkého Sreva sa oplachuje 4x velmi Sistou
vodou pocas 15 min. Intestindlne tkanivo Jje potom podrobeng

radidcii elektrdnovymi lddmi s intenzitou 1,5 MRAD.
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5. Zdravé tkanivo tenkého cerva sa obmyva 4x velmi Sistou vocdou
potas 15 min. V pozdlZnom smere pohybujici sa pds intestindlneho
tkaniva sa s cilelom dezinfekcie podrobuje Ziareniu pulzného

svetla s vysokou intenzitou.

Potom nasleduje dpréua submukéznej vrstvy  poplsand vySsie,
kedy sa vrstva od svojho zdroja delaminuje, prigom zdrojom je
napr. neporudeng intestindlne tkanivo, matermicové tkanivo krawvy
a podobne. Zistilo sa, Ze pri nasledujldcom obuvklom postupe
podezinfekdného odlupovania sa lah3ie 2z upevnenych tkamiv, napr.
aspof z tkaniva tunica muscularis, oddelil submukdzna vrstua, v
porovnani s submukdznou vrstuvou odldpnutou pred dezinfekciou.
Okrem toho bolo objaveng, Ze vyslednd submukdzna vrstva vo svojej
na_jvvhadne jSei forme vykazuje skveld histoldgiu, Ze na svo_jom
povrchu obsahuje mensie mnoZstvo upevnenych tkanfiv a bunkovych
zuySkov v  porovnani s submukdznou vrstvou ziskanou najprv
cdelamindciou submukéznej vrstuy z jej zdroja a potom dezinfekciou
tejto vrstuy. Okrem toho _je moZné tymto pastupom ziskat viacsie
mnoZstvo rounomehného submukdzneho tkaniva, prittom takto ziskané
submukézne © tkanive m& . rovnaké alebm. podobné fyzikdlne alebo,
bhiochemickeé vlastnosti, ktoré sa pri kaZdom pokuse pri oddeXovandi
vrstuy veelku nemenia. DoleZité je, Ze sa pri tomto postupe ziska

vysokotiste, v podstate sterilnég submukdzne tkanivo.

Ocdlupovanie submukdzy =z uvedenégho zdroja sa vyhodne
uskutodhuje pomocou dezinfikujdceho alebo sterilnégho zariadenia
na cistenie Oriev, kde sa vytvdra submukédza, ktord je v podstate
sterilnd s minimdlnym poctom krokov. Vhodnym zariadenim na
Cistenie Criev je Model 3-U-400 Stridhs Universla Machine for HOt
Casing, komerdne dostupny od Firmy AB  Stridhs Maaskiner,
Giteboryg, Sweden. Preto sd merané koncentrdcie bioburdenu
minimdlne alebo v podstate nulové. Samozrejme _Jje moZné pouZit na
delamindciu submukdzneho zdroja aj iné prostriedky bez odchylenia
sa od podstaty tohoto vyndlezu, o zahrnuje napr. delamindciu

rukou.



16

Neddvno bolo objaveng, Ze vyhodnej¥ie spésoby podla tohoto
vyndlezu nielen Ze eliminuji alebo vyrazne redukuji kontaminanty
obsiahnuté v submukdzne j kolagénove] matrici, ale tieZ vytvdrajud
tkanivo, ktoré o podstate nepodlieha degraddcii, pokial ide
0o fyzikdlne a mechanické vlastnosti, Co e napr. rozdielna
parovitost (to  znamend stav, kedy na jedne] strane submukdzne
curstuy e vdtSia pdrovitost ako na druhe] strane), dale ] tkamnivo
vykazu je dobrd pevnost, napﬁ. pevnost  proti prasknutiu. Dalej
bolo ob_javené, Z2e vyhodne jSie postupy pre submukdznu kolagénovd
matricu nemajd nepriaznivy uvplyy na jeld rozdielnu pdrovitost,
ktory rozhodu jdcim spdsobom ovplyviiuije  dZinnost tohoto
tkanivového idmplantdtu. Nie je nevyvhnutng napr. na tkanivo
pOsobit zosietovacim <Cinidlom alebo pomocou materidlu, ktory
rozrusu je pérovitost alebo zdkladnd prirodzend Struktdru
kolagénove i matrice. Okrem toho, ak sa pouZije peroxid vodika, mé&
matrica ako celok VECSiu pdrovitost, ako aj vysEs1 obsah kyslika.
To pomdha zabezpeZit, 2e nie suU pritomné kontaminanty, napr.

endotoxiny, pyrogény a podobne.

Vo vyhodne realizdcii matrice na bdze kolagénu podla tohoto
vyndlezu napr. s- obsahom submukdzy) tiez brejauujﬁ schopnost
privodit aktivnu angiogenézu, to znamend rast ciev vndtri
tkanivove j matrice. V tomto obXade tieto uyhodné matrice pocla

vyndlezu obsahujd prospe3ng zloZky vyskytujldce . sa prirodzene v

matrici, ktoré zahrnu jd napr-. Jeden alebo viac
glykozaminoglykdnow, glvkoprotelnoy, proteoglykdnov a/alebo
rastoveé faktory (napr. pretvdrajici rastovy faktor - 4,

pretvdrajlici rastovy faktor - _a a/alebo fibroblasticky rastouvy
faktor 2 (zdkladd)).

Vyhodné matrice na bdaze kolagénu podla'vynalezu, vyhbdne
matrice S obsahom submukdzy sa tieZ vyznadu jui  nizkou
koncentriciou neistdt, ako wvddza dalej Tabulka 1, pri&om
koncentricia kaZdej nefistoty sa zistuje bdndividudlne alebo o
ake_ jkolvek kombindcii s niektorou alebo so v3etkymi oastatnymi
popisanymi necistotami. Uvedeng skratky v Tabulke vy jadruju

nasledujdce: CFU/g = jednotky tvoriace koldniu vztiahnuté na 1 g;
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PFU/g = _jednotky tvoriace ohranicend Skvrnu vztiahnutée na 1 g;
pu/mg = mikrogramy vztiahnuté na 1 miligram; ppm/kg = dielov na

milion na kilogram.

Tabulka 1

Charakt. Prvd vyhodna "Druhd vyhodnd - Tretie vvhodnd
znak koncentracia koncentricia koncentricia
Endotoxdin < 12 EU/g < 10 EuU/g < 5 EU/g
Bioburden < 2 CFlU/g < 1 CFU/g < 0,5 CFU/g
Huba . < 2 CFl/g < 1 CFuU/yg < 0,5 CFU/g
Nukleovd < 10 pg/mg < 5 ng/my < 2 ng/mg

kys.

Virus < 500 PFU/g < 50 PFU/g < 5 PFU/g
Upravujuce - < iDDDDD _ » < 1000. ' < 100

tinidlo ppm/kg ppm/ky ppm/kg

Vvhodne jSia koncentrdcia endotoxinu pre matricu na bdze
kolagénu podYa vyndlezu Je nizsia ako 1 EU/g, pricom

na_jvvhodne jSia Jje niZ2Sia ako 1 EU/g.

. OCistend matrice na bdze kolagénu podla tohoto vyndlezu je
mo2né pripravit mnoZstvom spésobov, priZom Je moZné vytvorit
kolagénne matrice vhodné pre pouZ2itie ako in vive, tak aj in
vitro. Je moz2né napriklad vytvorit submukdznu watricu na
zaistenie tkanivovych Stepov vhodnych pre vaskuldrne aplikdcie,
ako napriklad vSeobecne popisuje U.S. patent 2 127 903 a 4 902
508. S odvolanim na Qbr. 1 sa obvykle pre vaskuldrne
transplantdcie pouZije trubicovité Stiepenie protézove étruktﬁry

.
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11, ktqré Je vytvorend z matrice alebo ktord zahrnuje matricu na
bize kolagénu 12, ktore]j priemer "D" sa prispdsobuje cieve, ktord
vedie krv prijemcu. Pri jednom zo spdsobov je to moZné dosiahnut
uchopenim trubicove j Casti alebo pdsu  submukdznej matrice pre
definovanie valca, ktory md priemer "D" pribliZne rouvnaky ako je
priemer cievy prijemncu, pric¢om zo3itim, zviazanim alebo inak
zabezpedu jdcim pozdiinym gvom 13 sa . vytvdra vhodna velkost

trubicového vaskulirneho Stepu, s priesvitom 14, kadial prechidza

krv. Pri ndzornych pripravnych postupoch sa Step vytvdra z
sterilnej tyginky alebo trfa s  vonkaiStim priemerom pribliZne
zhodnym s " uvedenou cievou, ktord sa md transplantovat. Napr. sa
tyZinka zavddza dovnidtra priesvitu submukdzrnej Sasti, ktord
zostdva vo  svo jom  prirodzenom trubicovitom tvare. Potom sa
odoberie prebytofnég tkanivo a poZadovany priemer priesvitu sa
dosiahne zoZitim &tepu v pozdiZnom smere (napr. pou®itim dvoch
nepretrzitych zoSfivacich nitf alebo jednoducho preruSovanou
zoSlvacou nitow alebo pouZitim inych zo stavu techniky znamych
technik na podviazanie ciev. Inou moznostou Jje, Ze pds
submukdzneho tkaniva sa ovinie okolo ty&inky, pricom sa vytvord
pretnievajici Sev, ktohy Je  moZné zofit, - zlepit alebo inak
podoiazaﬁ a vytvdra sa tak .tFUbiémuitﬁ .§tepouy dtvar. V
uprednostiovanych tvaroch wHZ2e byt vndtorny lumindlny pouvrch

Stepu tvoreny mukdznou stranou  submukdzneho tkaniva.

Mechanickeg vlastnosti submukdzneho tkaniva podla vyndlezu su
velmi vhodné ako materidly tkanivovych Stepov vo vaskuldrnych
lieCebnych prostriedkoch, pricom tkanivo ma nizky index
pdrovitosti, vysokd poddajnost a vysokd pevnost proti prasknutiu.
Odbornik obozndmeny so stavom techniky si bude vedomy toho, Ze
vyhodny tkanivovy 3Stepovy materidl bude mwat dostatofne nizku

pdérovitost, ktord zabrahfuje pri operdcii vndtorngmu krvicaniu a

pritom edte dastatodne vysokld pdrovitaost, ktord dovoluje
natiahnutie novo pripravenych vasa vasorum po celom Stepovom

materidli, pricom sa vyZivuje novd vndtornd vrstva steny cievy a

Jelj lumindlny povrch.

Submukdzne tkanivo tohoto vynéleiu Jje moZné tieZ pripravit



ako tekuté kompozicie, napr. pri pouZitl technik uvedenych v U.S.
patente &. B 275 826. V tomto pripade _je moZ2né pripravit roztoky
a suspenzie $ubmdkéznehm tkaniva rozmelenim a/alebo vyldhovanim s
protedzou (napr. s trypsinom alebo s pepsinom) potas nevyhnutne j
cdoby pre solubilizdciu tkaniva za tvorby o podstate homogénneho
roztoku. Vychodiskovy submukdzny materidl sa vhodne rozmeldf
natrhanim, narezanim, rozdrvenim, rontrihanim a podobne. Vyhodné
Je drvit submukdzne tkanive v zmrazenom alebo mrazom vysusSenom
stave, aj ked dobré vysledky Je mozZné ziskat rovnako tak aj
spracovanim kdskov submukdézy v suspenzii o rychlobeZnom mieSadci
spolu s odvodnenim a ak Je to nevyhnutneé, odstredenim a
aoddekantovanim nadbytofného odpadu. Rozmelend submukdzne tkanivo
Je moZné vysuiit na priasok napr. sulenim pomocou vymrazovania. Ak
Jie to potrebné, Je moZné potom tento prdSck hydritovat, teda ho
zmiesat s vodou alebo s pufradnym fyziologickym roztokom alebo ho
volitelng zmiesat S dalSLimi farmaceuticky pri_jatelnymi.
vehikulami, aby sa vytvorila tekutd tkanivova Stepovd kompozicia,
ktord ma napr. viskozitu asi 2 aZ 300000 cps pri teplote 25 <C.
Stepoveé kompozicie s vySSou viskozitou mdZu mat gélovitd alebo

pastovitd konzistenciu.

Tekut# submukdzne tkanivo podla tohoto vyndlezu nachddza
pouZitie ako injekny tkanivovy xenoimplantdt, napr. pri nutne
korekcii alebo pre ndrast kostného alebo midkkeého tkaniva,
na_jcharakteristicke jSie pri. ndprave poranenit alebo chyb
vyvolanych chorobami tkanfiv. Tieto tekuté submukdzne kompozicie
sa tiez s vyhodou pouZijd ako plnivo pre implantované dtvary.
ktoré zahrnujud napr. jeden alebo viac submukdznych pasov
vytvorenych ako uzatvorendg (zo#ité) pldzdra s pouZitim v kozmetike

alebo pri chirurgickych operdcidch pre ndpravu drazov.

V 1lustrativnom postupe pripravy submukdzneho tkaniva podla
tohoto vyndlezu sa submukdzne tkanivo zmenSuje na malé kuisky
(napr. pomocou trhamniad, ktoré sa vlioZia na ploché dno nddoby z
nehrdzave jdcej ocele. $ cielom zmrazenia vzoriek sa do nddoby
privedie kvapalny dusik, vzorky sa potom rozmeld, zatial ¢o pri

zmrazenl sa tvoril hruby submukdzny préSok. Tento postup e moZné



uskutoZhovat napr. pri pouZitl hrebefového  lisu s valcovitym
mosadznym dignotom  priliehajdcim zhara k povrchu zmrazenych
vzoriek. Ingot sl1dZi ako medziplocha medzi vzorky a zdrojom
tlaku, trMom. Aby boli vzorky stdle zmrazené, mdZe sa kvapalny
dusik k vzorkdm submukdzrneho tkaniva priddvat v pravidelnych

intervaloch.

Na rozmelenie vzoriek submukdzneho tkaniva na vhodné
praskovité submukdzne tkanivo v zhode s tymto vyndlezom e moZné
vyuZit aj inég spdsoby. Je moZné napr. vzorky submukdzneho tkaniva
susit zmrazenim a potom rozdrvit pouZitim runého hrebebového
lisu alebo pomocou inych drviacich prostriedkov. Alebo inak,
priskovd submukdzu je moZné ziskat postupom v mielaci posobiacom

velkym sSmykovym napidtim, pricom sa odvodiuje a susli.

Dalsitm drvenim submukdzneho prasku pomocou dopredu
vymrazenej trecej misky a tlika Jje moZné uvytvorit konzistentny,
velmi jemne rozdeleny produkt. Pofas konedného drvenia, s cieXom
udrzZania pevnych zmrazenych tastic, ako e potrebné, sa opdat
pouZi je kvapalny dusik. PraSok Jje wmoZné lahko hydritovat napr.
pomocou pufrovaného 'Fyziblmgickéﬁo roztoku, pricom fdﬁjdé k
vytvoreniu tekutého tkanivového materidlu podla tohoto vyndlezu,

ktory md poZadovand viskozitu.

Pri priprave ingho vvyhaodného tekutého materidlu e moZ2né
prddok submukdzneho tkaniva preosiat cez droteng sito, brat a
podrobit proteclytickému vyldhovaniu, pri¢tom sa v podstate
vytvori homogénny roztok. Napriklad _je wmo2ng priasok vyliuhovat
poZas 48 hod pri izbove] teplote pepsinom v mnoZ2stve 1 mg/ml
(Sigma Chemical Co:, St. Louis Mo.) a 0,1 M roztokom kyseliny
octovej, priom sa upravi pH na 2.5 pommcbu HC1l. Po tejto dprave
Je mozZné reak®né prostredie neutralizovat hydroxidom sodhnym, aby
sa dnaktivovala peptickd aktivita. Rozpustend submukdzu _je moZ2né
potom skoncentrovat zriZanim vo forme soli a oddelit ju pre
dalSie Cistenie a/alebo vymrazovacie suenie, ©Im sa ziska préd3ok

intestindlneho submukdzneho tkaniva s rozpustenou protedzou.
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Tekuté submukdzne kompozicie podla tohoto vyndlezu
nachidza_jd Siroké pouZitie pri tkanivouych nahr-adédch, pri
narastani a/alebo pri repardcil tkaniva. Tekuté submukdzne
kompozicie je mozZnée vyuzZit na vyvolanie opdtovného rastu
privradzengho spojivového tkaniva alebo kosti v mileste existujdce
poruchy. Pr-i injek&nom podandl dcinnégho mnoZstva tekute
asubmukdzne kompozicie do miesta s poruchou tkaniva élebu
do otvorene]j rany, ktord je nutné uvylieit, mdZe ktokoluek hned

vyuzit vyhodné biotroprné vliastnosti submukdzy.

Zo submukézneho tkaniva Je tiez moZné vytvdrat dtvary s
velkym mernym povrchom spojenim  dvoch alebo viacerych Gasti
submukdzneho tkaniva podla vyndlezu, napr. pri pouZiti spésobov
popisanych v U.S. patente 2 127 903 a/alebo uvere_nenych v
medzindrodne i prihlddke . WO 96/32146 zverejnene 17.10.1996, v
zverejnenej medzindrodnej prihldske €. PCT/US96/04271, podane] 5.
aprfla 1996. Teda napriklad _Jje moZ2nég velké mnoZstvo priZkov
submukdzy vzdjomne spojit  jeden k druhému, napr. stlagenim
precnievajlicich ploSiek prdaZzkaov, pri podmienke, 2e dojde k
dehydratdcii a vytvori sa tak celoplo$ny dtvar s mernym pouvrchom
VEESEIm ako bol povrch ktoréhokolvek jednotlivého. pruZku pouZitého

na vytvorenie dtvaru.

Submukdzne tkanivo podla vyndlezu Jje moZ2né tieZ2 uyuZit pri
priprave tkanivovych Stepovych dtvarov vhodnych ako liefebng
ortopedické prostriedky pre midkké tkaniva, napr. pri prepardcii
Eliach alebo vdziv pomocou spdscbov  zndmych zo stavu  techniky,
ktoré sa wvyuZivajld v praxi aj u invch materidlov ocdvodenych od
priracdnych alebo syntetickych Stepovych materidlov. Napr.
reparatne spfsoby viecbecne popisujd U.S. patent €. 2 127 903 a
U.s. 5 281 422, pomocou  ktorych je moZné. pouzZit éubmukﬁzne
tkanivo podla tohoto vyndlezu.

Pre aplikdciu ndhrad $liach a vidziv Jje mo2né segment
submukézneho tkaniva dopredu upravit prediZentim Jjeho napinanim v
pozdlZznom smere. Napr. segment submukdzy _je moZneg prediZit pri

dlhotrva_jdcej aplikdcii _jeho zataZenim v smere _jeho pozdIZneJ osi
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(napr. zavesenym zdvazim) pofas doby, ktord je nevyhnutnd pre
prediienie od asi 10 2 do asi 20 2 segmentu tkaniva. §tep0vy
materidl je moZné tieZ dopredu upravit laterdlne. Samotny
submukdzny segment je moZné potom vytvarovat alebo v kombindcii s
astatnymi segmentmi na mnoZstuvo rdzryvech tvarov, ktoré sladZia ako
ndhrady vdziv alebo 3liach, alebo ako ndhrady na zosadenie

zlomenéhé alebo bretrhnuté vidziva alebo $lachy.

Pre tieto spojivové tkanivové Stepové liedebné prostriedky
sa  segment vhodne utvdra tak, aby mal Jednouvrstuoveé alebo
viacvrstvové usporiadanie, pricom viacvrstyvovy Step materidlu md
vytvarend aspoft protilahlé koncové Sasti aZalebo  protilahlé
laterdlne Casti na zaistenie vystuZenia na upnutie Kk
fyziologickym Struktdram, ako _je kost, SYacha, wviz, chrupka a
sval. Pri aplikdcii ndhrady vdzu sa protilahlé konce ndhrady
upevnia k prvej a k druhej kosti, respektive kosti sa typicky
spoja do klbu, ako je to v pripade kolernného kibu. Pri nahradent
STachy sa jeden koniec 3tepového dtvaru upeviiuje ku kosti a druhy

koniec k svalu.

. Ako  sa uvadza Qyééie, pfi aplikdcidch spojivovych tkaniv
bude vyhodné vytvdrat alebo tvarovat koncové Sasti Stepového
dtvaru, ktory md byt upevneny, napr. ku kostne] Struktire tak, Ze
dtvar bude zniZovat moZnost roztrhnutia Stepu v mieste upnutia.
Pre tieto ciele Jje moZ2né submukdzny Stepovy materidl zriasit
alebo Ciastofine obrdtit von, €Im sa zaistl viac vrstiev vzhladom
na zovretia, ktorymi sd napr. svorkové upinate alebo zoXfvacie
svorky. Alebo inak, submukdézny segment e moZné prehndt na seba,
spoja sa koncové Sasti a vytvorl sa tak prvd  spojivovd cast,
ktord sa ma upevnit napr. k prve] kosti a obldkom v prostrednej
casti sa zai$ti druhd spojivovd Cast, ktord sa pripevni k druhe]
kosti kIbom uvzhladom na prud kost.

Prispdsobit Je  mozZné napr-. _jednu p4 konéouych Casti
submukdzneho Stepu tak, aby ho bolo moZné pretiahnut vrdtra_jSkom
tunelu stehennej kosti a upevni sa k nej, zatial Co ind koncowvd

Zast _je moZ2né prispdsobit pre pretiahnutie cez tunel holenne



kosti a upevni sa k nej, ¢Co zaistuje ndhradu prirodzene
skriZenému vdzivu, pricom segment sa prispdsobil tak, aby ho bolo
moZné umiestit pri napdtl posobiacom medzi tunelmi kosti a
zaistila sa tak funkcia viziva, to znamend napinanie a funkcia v

roznych polohdch, ktoré umoZfuje normdlne vizivo.

KedZe sa tieto Stepy vyuZfvajd v ortopédii a voperdvajd sa o
napnutom stave, e teda vyhodng zluZovat dva alebho dokonca viac
tkanivovych segmentoy, SIlm  sa vybtvoril viacpodetny (viacuvrstvouy)
Stepovy Gtvar. Inym predmetom tohoto vyndlezu je preto zaistit
tieto Stepy, v ktorych sd usporiadané dva alebo viac submukdznych
segmentov  tak, Ze majd svoje koncové Casti spojeng dokopy a
laterdlne Castl prispdsobené tak, aby ich bolo moZné upevnit na
kost, SYachu, vdz alebo ind fyzioclogickd Struktdru. Jednym zo
spisobov  zaistujdcich vytvorenie dvojitého segmentu mdZ2e byt
vytiahnutie _jedného trubicovitého segmentu z vndtrajflku dalSieho
segmentu, prigom sa vytvorl trubica s  duojitou stenou a s
pripinacimi koncami, ktoré _je moZzné upndt napr. na kost, STachu
alebo na vdzivo. Tieto dvojité segmenty zaistujud vy3Siu pevinaost o
tahu a retela submucosatance k pruZznosti pri napdtfl. Pri inych
uiadpméetnych formdch -submukdznych segmentov alebd prdikdv Je
moZneé zostavit segmenty do tvaru spletenych 3ndr, napr. 3ndr s
tvarom kosoStvorcov alebo laniek, alebo s tvarom sietouviny, ktord
zahrnuje viacpofetng sluttky v pdroch so susednymi slutkami, ktoré

st uZito®né pri repardcii viziv alebo Fliach.

Submukdzne tkarnivo podla tohoto vyndlezu _je moZ2né tie?
pouzit na zaistenie ortopedického Stepu ako spojivového tkaniva,
ktoré pridruZuje dokopy kusy zlomene kasti a Jé vhodne smerovand
voi telu, pricom tkanivovy segment je uytvoreny tak, aby
zaobaloval - Zasti frakturovane] kosti, priZ%om _Je upevneny ku

kosti.

ESte pri dalsej ortopedicke aplikdcii _je moZné submukdzne
tkanivo podla vyndlezu pouZit na repardciu kostného tkaniva,
napr. pri pouzZitil postupov popisanyvch v patente U.S. 5 641 518.

Submukézne tkanivo wvo forme priaskua  je mozZné implantovat do
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posSkodenych alebo chorych tastl kostl. Préd3ok submukdzneho
tkaniva _je moZné pouZit samotny alebo v kombindcii s _jednym alebo
dalfimi bicaktivnymi Sinidlami, ako sd fyziologicky zluditelné
materidly, rastové faktory, antibiotikd, chemoterapeutickeé
Cinidld, antigény, protildtky, enzymy a hormdny. Uprednostiuje sa
implantdt vo forme prdasku, ktory e zlisovany do dopredu
uréengho tvaru, ktory sa potom ihplantuje do- Castl kosti a bude
si v podstate zachovdvat svo tvar potas ndhrady kosti Stepom s

obhsahaom endogénnych tkaniv.

Submukdzne tkanivo podla vyndlezu je maZné tieZ vyuzit ako
- substrat rastu buniek, kedy v ilustrativne] realizdcii ide o
substrdt vo forme pdsu, pasty alebo gélu v spojentl s Zivinami,
ktoreé podporu_jd rast od nich zdvislych buniek, napr.
eukaryotickych buniek, napr. plodovych buniek, fibroblastickych
buniek, fetdlnej koZe, osteosarkdmu a buniek adenokarcindmu (o
wvddza napr. medzindrodnd zvere_nend prihld@ka 2. W0 96/24661 s
ddtumom 15. augusta 1996, zverejnend medzindrodnd prihliaska .
PCT/US96/01842 podand 9. februdra 1996). V uprednosttfovanych
formdch budd kompozicie submukdzneho materidlu podporovat vznik
novo  sa’ tvohiaéich tkaniv a/Zalebo 'ﬁodpdrooéﬁ"délenie buniek

cicavcoy, ktoré zahrnujd aj Yudské bunky.

Vyna_ jdeng submukdzne tkanivo mdZe tieZ2 sluZ2it ako kolagénna
matrica v kompozicidch s produkciou premenenych buniek (o uvidza
napr. zvereinend medzindrodnd prihldska <. WO 96725179 s ddtumom
22. augusta 1996, medzindrodnsd prihldska &. PCT/ZUS/01136 podand
16-februdra 1996; a zverejnend medzindrodnd prihldaska ©. WO
95722611 s  datumom 24. augusta 1995, medzindrodnd prihldska ©.
. PET/US95/02251 podand 21. februdra 1995). VSeobecne budd
obsahovat tieto kompozicie na pretvaraﬁie buniek ocistené
submukdzne tkanivo podla tohoto vyndlezu, napr. o tekute alebo
pastovitej forme v spojeni s rekombina&énym vektorom (napr.
plazmidom), s obsahom sekvencie nukleovej kyseliny, s ktorou sa
geneticky premiefajd tercovité bumky Zim vitro alebo in vive. Pred
premenou  terdovitych buniek mé2Zu bunky obsahovat napr. pdvodné

bunky.



Submukdzne tkanivo podla vyndlezu je moZné tieZ vyuZit na
prepardciu  telove] steny, Co zahrnu je napr. repardciu  pri
abdomindlnych defektoch steny, ako sd prietrZe, pri pouZiti
spdsaboyv, ktoré sd analogické s postupmi  uwvedenymi v publikdcii
Ann. Plast. Surg., 1995, 35:3740380; J. Swg. Res., 1996,
60:107-114. Pri tychto aplikdcidch sa. uprednostiiujd  Stepy
submukdzneho tkaniva podla vyndlezu, ktoré priaznivo p@sobia na
organizmus, na jeho cievne zdsobenie a vytvdrajd pevnég pretvoreng
tkanivo. Pri koZnych aplikdcidch _je moZné submukdzne tkanivo
podla vyndlezu vyu2it mna repardciu pri lahkom alebo taZkom
zranenl koZe a pri ndraste koZe pri  pouZiti vEeobecnych
transplantaZnych postupowv, znamych 20 stavu techniky a 2z
literatuiry C(ako napr. uwiddza publikdcia: Annals of Plastic
Surgery 19495, 35:381-388). (krem toho e v3eobecne zndme v mieste
lietenia spdleniny zaistit vytvorenie koZnych ndhradok, na ktoré
sa epidermdlne koZné Stepy (uvhodne kultivovang epidermdlne
autostepy alebo CEA Stepy) transplantujd. Tieto kultivovang Stepy
typicky zahrnujid na koZnej ndhrade transplantatné keratinocyty
a/alebo fibroblasty. Podla tohoto vyndlezu e moZné ofistend
submukdzne tkanibm' vyu2i£3.ak0 koZnd .néh?adku napr. vo forme
pdsika a nasledne CEA 3Step transplantovat na submukdzne tkanivo.
Podla prakticke] strdanky jedného zo spdsobov  tohoto vyndlezu je
moZné keratinocyty transplantovat napr. naockovanim alebo
premenou keratinocytu na mukozdlne strane submukdzneho tkaniva.
TieZz fibroblasty e moZné transplantovat na mukozdlnej aZalebo na

protilahlej C(ablumindlnej) strane submukdzneho tkaniva.

Submukdzne tkanivd podla vyndlezu je moZné tieZ vyuZit pri
urogenitdlnych tkanivouvych transplantdcidch. Submukdézne tkanivo
Jje moZné - napr. vyuZit pri repardécii moZoveého mechldra na
vvtvorenie skeletu wmoZovéha mechidra pri _jeho regenerdcii pri
pouzitl spdsobov zodpovecdajicich rieZeniam vieobecne popisanym o
U.S. patente 5 B45 860; v publikdcii Urology, 1995, 465:396-400; a
v publikdcii J. Urology, 1896, 155:2088. Ak _je submukdzne tkanivo
vo forme tekutiny, Je mozné ho tieZ wvyuZit pri  endoskopickom

injek&nom postupe pri ndprave vazikureterdlneho spidtngho toku.



Pri tvchto aplikdcidch sa injekcia so submukdznym tkanivom
pouZije napr. v mieste pod ureterdlnym otvorom pacienta, aby sa

navodil rast hladkého svalu a tvorba kolagénu.

Pri lieceni invch chordb _Jje moZné uyuZit dtvary tkanivouvych

1

Stepov tvorenych submukdznym tkanivom podla vyndlezu pri
neurologlckych ﬁaplikéciéch, napr. pri postupoch s repardciou
defektov zavinenych Grazmi, kde je potrebnd duralovd ndhrada,
alebho pri nddorovej resekcii alebo pri operdcidch na wolnenie
tlaku.

Na lep%ie pochopernie tohoto vyndlezu, Jeho . Specifickych
znakov a vyhod s uvedeng nasledujice charakteristické priklady.
Rozumie sa, 2e tieto priklady sd ilustrativine a nijako nelimitujd

uvedeny vyndlez.
Priklad 1

Zdraveé intestindlne tkanivo s velkostou 30 stHp odobrang zo
-zdravej dospelej o3fipane]j sa. obmyje vodou. Na tento materidl sa
'p0£6m pasobi-0.2 4 me.‘perobtoveJ kyseliny .v 5 me; rozﬁoku
etanolu vao vode pri stdlom mieSani polas 2 hod. Z  tohto
intestindlneho tkaniva sa potom delaminuje vrstva submukdzneho
tkaniva v dopredu dezinfikovanom zariadeni na Cistenie Criev.
Delaminovang submukdzne tkanivo sa potom obmyje 4% vodou bez
choroboplodnych zdrodkov, priZom sa zistujd nedistoty alebo
kontaminanty, ako mapr. endotoxiny, mikrobidlne mikroorganizmy a
pyrogény. Koncentricla bioburdenu vysledného tkaniva bola zistend
v podstate nulovd. V sdlade s  tym sa vrstva submukdzneho tkaniva
Yahko oddeli od uvedeného intestindlneho tkaniva, pritom sa na

Jed povrchu zistila minimdlna pritomnost bunkovych zuyékbv.-
Priklad 2
Odrezand &ast zdravého intestindlneho tkaniva o3ipane

s velkostou 10 stdp sa obmyje vodou. Po obmytli sa na tdto cast,

Co Jje zdrogj submukézneho intestlindlneho kolagénového materidlu,
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pdsobl pri stdlo mielani pofas asi 2,5 hod roztokom 0,2 % obj.
kyseliny peroctove) v 5 % obj. etanole vo vode. Kyselina
peroctovd’ pritom z dntestindlneho tkamniva delaminuje vrstuu
submukdzneho tkaniva. Vysledné submukdézne tkanivo sa potom  4x
obmyje vodou bez choroboplodnych zdrodkov. MnoZstuvo bioburdenu

bolo v padstate nuloveé.
Priklad 3

Mald cast submukdzrneho intestindlneho materidlu na bize
kolagénu bola subkutdnne implantovand na potkana. Pottas 72 hod sa

objavila angiogenéza.
Priklad 4

Dve odobrang¢ casti tenkého Sreva sa spracdvajul rdznymi
spsobmi. Prvy kus sa obmyje vodovodnou vodou, poZas 2 hod
dezinfikuje 5 obj. % roztoku etanolu vo vode, s obsahom 0,2 ¥
ob_j. peroctovej kyseliny s pH pribliZne 2,6, pricom sa delaminu_je
submukdzne tkanivo, potom sa obmyva v &istej vode,. rozdell na 2
vzorky a rychlo zmrazi. Druhy kus sa ,oEmyJe vodovodnou vodou,
delaminu je sa submukdzne tkanivo, obmyije sa v Cistej vaode
a umiesti ma 20 min do 10Z roztoku neomycinsulfitu (ako popisuje
U.S. patent €. 4 902 508), obmy_je sa Sistou vodou a rozdell sa na
dve vzorky, ktoré a rychlo zmrazia. Zistujd sa koncentrdcie
bioburdenu a endotoxinu 3tyroch vySSie pripravenych vzoriek.
Kazdd z pruvych dvoch vzoriek méd koncentrdciu bioburdenu niZzsiu
ako 0,1 CFU/g9 a koncentriciu endotoxinu ni2%iu ako 0,1 EU/g.
Druheg dve vzorky maji koncentrdciu bioburdenu 1,7 CFU/g a 2,7

CFU/9, respektive koncentrdciu endotoxinu 23,8 EU/g-a 15,7 EU/g.
Priklad S

Tri odobrané Sasti tenkého Sreva sa spracdvajd roznymi
spdsobmi, Prvd Cast sa obmyje vodovodnou vodou, dezinfiku_je sa 2
hod roztokom 5% obj. etanolu s obsahom 0,2 % obj. kyseliny

peroctove j s pH asi 2,6, delaminu_je sa submukdézne tkanivo, obmyva
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sa v Cistej vode a rychlo sa zmrazi. Druhy diel sa obmyje
vodovodnou  vodou, delaminuje sa submukdzne tkanivo, obmyje sa
cistou vodou, dezinfikuje rovnakym spdsobom, ako uvddza Priklad
1 v U.S. patente ¢. 5 460 962 (podrobl sa pdsobeniu pofas asi 40
hod v 0, 1% obj. vodného roztoku kyseliny peroctovej, pufrované na
PH 7,2) a rychlo sa zmrazi. Tretd diel sa obmyje voadovodnou
vadou,’ delaminu je sa submukdzne tkamiQo, mbmyJe sa Cistou vodou,
potom sa dezinfikuje rouvnakym spﬁéabom ako, uvacdza Priklad 2 U.S.
patentu ¢. 5 460 962 (podrobi sa pdscobeniu 0, 1% obj. roztoku
kyseliny peroctovej v silnom roztoku soli, pufrovang na pH 7,2) a
rychlo sa 2zmrazi. V&etky 3 vzorky sa skdSajd na endotoxiny.
Koncentrdcia endotoxinu pre 1. vzorku bola <0,14 EU/g, pre 2.
vzorku bola >24 Ell/g a pre 3. vzorku bola >28 EU/g.

Priklad &

Dve odobrané Zasti bravZového tenkého Sreva boli infikovanég
mnoZstvom virusu 7x10° jednotiek tvoriacim  ohranicend Skurnu
(PFU) . Na obidve Casti sa potom pdsobil 0, 18% kyselinou peroctovou
4, 8% roztoku etanolu  vo vode s - hmotnostnym pomerom
roztok:materidl 9:1. Prva deﬁké bola na 5 min ponorend ao tohmtm'
roztoku; druhd vzorka bola do toho istého roztoku ponorend na 2
hod. Materidl vzorky s dobou pdsobenia roztoku 5 min vykdzal
hodnotu 400 PFUJ mna 1 g9 materidlu. Materidl vzorky s dobou
poisobenia roztoku 2 hod nevykazoval Ziadnu hodnotu PFU na 1

g materidlu a bol 0.
Priklad 7

O&istené submukdzne tkanivo pripraveng postupom podla tohoto
vynaleiu sa podrobl skdske - na stanouenie obsahu nukleovych
kyselfn. Styri vzorky skumaného materidlu, kaZ%dy s hmotnostou 5
mg sa podrobl DNK/RNK extrakcii, ako dopodrobna uvddza publikdcia
Amersham Lifescience Inc., Arlington Heights, Illinois v kapitole
DNA/RNA Isolation Kit. MnoZstuvo nukleovych kyselfin sa stanovi pre
roztok spektrofotometricky pri optickych hustotdch 260 a 280 nm.

Priemerny obsah nukleovych kyselin bol 1,9 + 0,2 ug/mg materidlu.



Submukdzne tkanivo tenkého c¢reva  pripraveng spdsaobom
popisanym v patente WU.S. 4 902 508 sa podrobl skidske na
stanovenie obsahu nukleovych kyselin. §tyri vzorky skidmangho
materidlu, ka2dd s hmotnostou 5 mg sa podrobia DNK/RNK extrakcii,
ako podrobne uwvddza kapitola DNA/RNA Tsolation Kit v publikdcii
Amer-sham. MhoZstuvo nukleovych kysellin sa zistu je
spektrofotometricky stanovenim optickych hustdt roztoku pri
vinove j diXke 260 nm a pri 280 nm. Priemerny obsah nukleovych
kyselin bol 2,4 = 0, 2 ug/mg materidlu.

Priklad 8

Odobranég casti submukdzneho tkaniva pripraveng podla
spbsobov popisanych v tomto vyndleze boli zaslané do nezdvisleho
skdSobného laboratdria (Nam$SA, Inc., Northwood, 0Ohiod na skdSku
biokompatibility, ktord popilisuje Standard IS0 1.0893.
UskutoZhovala sa skilka na USP akudtnu systémovd toxicitu, USP
intrakutdnnu toxicitu, cytotoxicitu, LLAL  endotoxin, strednd
pyrogenicitu materidlu, priamy ‘kontakt s hemolyzou a prvotné
.dréidenié:. koZe.. Vzorky 'luyhouovali vEetkym .$kd§kam. -ktoré

poturdzu jdi, 2Ze materidl _je biokompatibilny.

Je zre jmé, 2Ze obmeny tykajlice sa vySEie uvedenédho postupu sd

mienené tak, Ze patria do rdmca tohoto vyndlezu. Napr. zdroj

tkaniva pre submukdzne tkanivo, ako e napr. 2Zalddok, neporusdend
Srevo, kravskd maternica a podobne, Je mozZné Ciastotne
delaminovat, alebo POMOCOU Cinidiel dezinfikovat alebo

sterilizovat a potom dplne delaminovat submukdézne tkanivo.
Napriklad, upevnené mezenterné vrstuy aZalebo  vrstuy serdznych
" bldn zdravého inteétinalnehn tkaniva Jje mozné - s vyhodou odobrat
pred . pdsobenim dezinfek@ného cinidla a potom nasleduje
delamindcia 2zvySnych upnutych tkaniv submukdzneho tkaniva. Po
tychto krokoch mdZu nasledovat, ale nemusia, dalSie dezinfektneg
kroky, napr. enzymatické cistenie a/Zalebo odstrinenie nukleaovyvceh
kyselin. Alternativne _je moZné na zdroj submukdzneho tkaniva

pOsobit v minimdlnom mnoZstve dezinfeknym alebo inym &inidlom,
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pricom sa submukdzne tkanivo delaminuje z  tunica muscularis a z
tunica mucosa, potom nasleduje celkovd dezinfekcia, aby sa
dosiahla poZadovand koncentrdcia necistot. Setky tieto obmeny a -
modifikdcie s zamydlané ako sdZast postupu popisaného v tomto

vyndleze a patria do rdmca tohoto vyndlezu.

Okrem  toho e zrejmé, Ze citované publikdcie v ' tomto
vyndleze sU vodidlom pre odborntka v ocbore, ktory sa v tejto
problematike vyznd a kaZdd z uvedenych publikdcii sa tu zaclemu je

ako celok.
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PATENTOVE NAROKY

1. Stepovd protéza obsahu jdca:

ofistend’ matricoud Struktdru na baze kolagénu odobrand zo
zdroja submukézneho tkaniva, priftom uvedend ofistend Struktira mé

koncentridciu necistdt takd, ktord ju robi biokompatibilnou.

2. Stepovi protéza podla ndroku 1, vy zna“tu juca
s a tym Ze uwedend ofistend Struktdra mad koncentrdciu endo-

toxinu nizSiu ako 12 endotoxinovyech jednotiek na gram.

3. Stepovd protéza podla ndrocku 2, vy zmna©tu juca

s a tym 2Z2e uwvedend koncentrdcia endotoxinu e niZ23ia ako 10

endotoxinovych jednotiek na gram.

4. Stepovd protéza podla ndroku 3, vy znadcu judea

s a tym. 2¢ uvedend koncentrdcia endotoxinu je niZX%ia ako. 5

endotoxinovych _jednotiek na gram. - ' ' o ‘.
5. Stepova protéza podla ndroku 4, vy znadtujudcea
sa tym 2 uwvedend koncentricia encotoxinu e niZ2Sia ako 1

endotoxinovych jednotiek ma gram.

6. §tepoua protéza podla ndroku 1, vy zna tu judca
sa tym Ze wedend odlistend Struktdra ma koncentriciu
bioburdenu niZSiu ako 2 jednotky tvoriace koldniu na gr-am.

7. Stepovd protéza podla ndroku 6, u vznadtujdca
sa tymwm Ze uwvedend koncentricia bioburdenu _e ni2Sia ako 1

Jdednotka tvoriaca koldniu na gram.

8. Stepovd protéza podta ndroku 7, vy zna©tu_judca

s a tym Ze koncentrdcia bioburdenu je Nnizsia ako 00,5

Jednotky tvoriacej koldniu na gram.

Pl 23%- 19
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9. Stepovd protéza podla nmdroku 1, vy znadcu jdoca
sa tym 2Ze uvedend ocistend Struktdra md obsah nukleove
kyseliny niZ%i ako 10 mikrogramov na miligram.

P3

10. §tepové protéza podla ndroku 9, vy znau juca

s at ym- 2e obsah uvedene nukleove kyseliny je niZ2%f ako 2

mikrogramy na miligram.

1. §tepové protéza pod¥fa ndroku 1, vy znadcu judldrcoa
sa tym Z2e uwedend ofistend Struktdra ma koncentriciu virusu
Nni.Z2S%iu ako 500 _jednotiek tvoriacich ohranicend Zkvrnu na gram.

12. ﬁtepové protéza podla ndroku 11, vy znadcu juca
s a tym Ze uwedend koncentricia virusu Jje niZSia ako 100
Jednotiek tvoriacich ohranitend Skvrnu na gr-am.

13. Stepovd protéza podYa ndroku 12, v yvznatu_juca
sa tym Ze uwwedend koncentrdcia virusov Jje niZ3dia ako 1

Jednotka tvoriaca ohraniZend Skvrnu na gram.-

14. Stepovd protéza podla ndroku 1, vy znaé&u jdca
s a tym Ze uwwedend ofistend Struktdra md koncentriciu Sinidla
na uskutohfovanie postupu nNiZSiu ako 100 000 dielov na milidn na
kilogram.

15. Stepovd protéza podla ndroku 14, vy znadacujudca
s a tym Ze koncentricia uvedengho Sinidla na uskutoXhovanie
postupu je niZdia ako 1000 dielov na wmilidn na kilogram.

z

16. Stepovd protéza podla ndroku 15, v vznadcu judcoca
s a t ym Ze koncentrdcia uvedengho Sinidla na uskutodNovanie
postupu _je niZs$ia ako 100 dielov na milidén na kilogram.

17. §tep0ué protéza podla ndroku 1, v v zna®u_jdca
s a tym Z2e uwvedend ollistend Struktira md koncentrdciu hab

NniZsiu ako 2 _jednotky tvoriace koldniu na gram.
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18. Etepmvé protéza podla ndroku 17, vy znadcu judca
s a tvyvm Ze uwedend koncentricie huby Jje niZsia ako 1

Jednotka tvoriaca koldniu na gram.

o
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19. §tep0vé protéza podla ndroku 18, vy zna & u j

ai

sa tyvm Ze uwuvedend  koncentrdcie huby _je niZzsia ako 0,

Jjednotky tvoriace koldniu na gram.

20. §tepoué protéza podla ndroku 1, vy znadcu jucoca
sa tym 2 uvedend ofistend Struktira obsahuje delaminovany

zdroj submukdzneho tkaniva.

21. Stepovd protéza podYa ndroku 1, v y zna cu juaca

a tym Z2e uwedend olistend Struktidra obsahuje dezinfikovany

0

a delaminovany zdroj submukdzneho tkaniva.

22.§tepoué protéza pod¥a ndroku 1, vy znadcujudca
t

a v m, Ze uvedend ofistend Ztruktdra obsahuje dezinfikovany

0.

- a potom delaminovany zdroj submukdézneho tkaniva.

23. itepoua protéza obsahu_jdca:

oCistend matricovd Struktdru na bdze kolagénu odobrand zo
zdro_ja submukdzreho tkaniva, pricom uvedend ofistend 2truktdra mé
koncentrdciu endotoxinu nizsiu ako 12 endotoxinovych Jjednotiek na

gram.

4. Stepovd protéza obsahujdca:

N

oistend matricovd S$truktdru na bdze kolagénu odobrand: zo
zdro_ja submukdzneho tkaniwva, pritom obsah nukleovej kyseliny v
uwvedene, ] ofistene]j Struktire _Je niZ31 ako 2 mikrogramy na

miligram.

25. Stepova protéza obsahujuica:



34

oCistend matricovd Struktiru na bize kolagénu adobramnd zo
zdroja submukdzneho tkaniva, prictom koncentrdcia virusov v
oistenej Struktdre je niZ&ia ako 500 _jednotiek tvoriacich

ohranicend Skvrnu na gram.
26. Stepovd protéza aobsahu juca:

ofistentt  matricovd Struktdru na bdze kolagénu odobrand zo
zdroja submukdzneho tkaniva, pri¢om koncentriacia <inidla na
uskutodfovanie postupu v wedene ofistenej Jtruktidre _je niZ2Zia

ako 100 000 dielov na milidn mna kilogram.

27. Spdsob ziskania matrice na bdze kolagénu zo submukézneho

tkanivového zdro_ja, ktory obsahu_je:
posobenie dezinfek&ného Sinidla na  submukdzny tkanivovy
zdraoj zaistu jdce vytuvorenie dezinfikovangho submukdzneho

tkanivového zdroja; a

odobranie matrice na bize kolagénu z dezinfikovangho

submukidzneho tkanivového. zdro ja,

28. Spdsob podla néroku 27, vyznadtcujgdceoeci s a

—~

tvom, Ze submukdznym tkanivouvym  zdrojom e zazivacil trakt

cicavca.

29. Spdsob  podla ndroku 28, Vy zna

(94
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tym, Ze cicavcom _je oSipand.

30. Spbdsob pondla ndroku. 29, vyznagtu_ jdcecdi s a

t ym Z2e zdrojom submukdzneho tkaniva je tenké &revo oSlpanej.

31. Sposob podla ndaroku 27, vy znadc¢ujdecili s a

tym, Ze dezinfekdnym Sinidlom _je oxida®né &inidlo.

32. Spbésob  podia naroku 27, vyzna¢eu jdcili s a

tym, Z2e dezinfekdnym éinidiom Je peroxozldcenina.



33. Spdsob  podla ndroku 32, vy znat¢u juci s a
t. v om, Z2e dezinfeknym Sinidlom Jje organickd peroxozldcenina.

34, Spdsob podla ndroku 33, vyznadcu judcoci s a
tyom, Ze dezinfekEnym C¢inidlom _je perkyselina.

35. Sposob podla ndroku 34, vyznadcu judci s a
t yom, Ze perkyselina sa vyberie zo skupiny zloZenej z perocto-
vej kyseliny, perpropidnove. kyseliny a z perbenzoovej kyseliny.

36. Spdsob  podla nédroku 35, vyznadcujdceci s a
tym, Ze perkyselina _je peroctovd kyselina.

37. Spbsob  podla naroku 34, vyznat€tujldcdi s a
t.ym, Ze wvedeng pdsobenie na zdrod submukdzneho tkanivového
zdroja zahrnuje pdsobenie prostriedku obsahujuiceho alkohol a

perkyselinu.

38. Sposob  podla

t oy om,

39. SpbHsob podla

tvm 2Ze alkohol

sa
propanolov a butanolov.
40.

Sphsobh  podla

t j m, Ze
41 .

Spbsob- podXa

t'y-m, zZe prostﬁiedkom Je vodny roztok etanolu
0,1 # do asi 0,3 % ob_Jm.

Ze¢ alkohol md asi 1 aZ 6

naroku 34, vyznat

afdmdQ uhlika. .

Uu-j dci s a

ndroku 34, vyznatcu jdceci s a
vyberie zo skupiny zloZenej =z etanolu,
Nndraku 349, vyznadctujudeci s a

alkoholom _je etanol.

naroku 40, vy znait

peroctovej kyseliny.

42 . Spdsob  podla ndroku 34, vy zna¢t
t vm Ze wedeny postup zahrnuje
ceho perkyselinu s pH asi 2 az asi 6

zdroj.

obs

4

u jdeci s a

ahu_juci od asi

U4 judci s a

pOsobenie prostriecdku obsaku ju-

na tkanivovy submukdzny



43. Spdsob podla niaroku 42, vyznadcu juceci s a

t vyvm Ze pH prostriedku je od asi 2 do asi 4.

44 SpiHsob podla ndroku 43, vyznadcu jdecd s a
t v m 2Ze perkyselinou e kyselina octovd a prostriedok obsabhuje

asi 0, 1 % a% asi 0,3 % obj. peroctove_j kyseliny.
45 . Sphsob  ziskania matrice na bdaze kolagénu z tkanivouvého

submukdzneho zdroja, ktory obsahu_je:

poskytnutie submukdzneho tkanivového zdroja, na ktory sa
pHsobilo dezinfektnym Ccinidlom; a
aodobranie matrice na bdze kolagénu 2z uvedeného zdrola

submukdzneho tkaniva.

46. Spisob  podlXa ndaroku 45, vyznatu_ jdci s a

t v m Ze uedeny submukdzny zdroj e z tenkého treva.

47.. Spdsob podla ndroku 47, vyznadcujgucoeci s-a
tyvom, Ze wvedend dezinfekcia zahrnuje poscobenie oxidaéngho

tinidla na submukdzny tkanivouy zdrogj.

48. Spdsab  podla ndaroku 47, vy znadcu_ jdci s a
tvom, Ze uvedené& pisobenie zahrnuje kontakt submukdzneho
tkanivavého zdroja s vodnym prostriedkom, ktory obsahuje oxida®né

Ginidlo.

49. Spdsob podla ndroku 47, vyznacdcu judci s a
t v om, Ze uvedené pasaobenie zahrnuje kontakt submukdzneho
tkanivového zdroja s vodnym prostriedkom, ktory obsahu_e

peroxozlideninu.

1)

50. Spésob podla ndroku 49, vyznadcujuecoei a

t ym, Ze peroxozldcéeninou je perkyselina.



51. Spdsob podl¥fa ndroku 50, vyznatctu jdci s a
tym, 2e perkyselinou je peroctovd kyselina.

52. Postup podla ndroku 51, vyznadcujudci s a
t v m 2Ze prostriedok obsahujs alkohol.

53. Postup ~ podla naroku B2, vy zna % u Jdci s a
t vm 2Ze alkoholom _je etanol.

54, Spisob  podla ndroku 51, vy znadcu judeili s a

tym Ze tenké Crevo e z ollpanej.

55. Kompozicia obsahujdca:

Struktiru obsahujicu kolagén najprv odobramd =z tkanivového
zdroja, ktory obsahuje uvedené Struktdru a iné tkanivo, pricom
uvedend Struktura cbsahu_juca kolagén nema encotoxinovd

koncentrdciu vyssiu ako 12 endotoxinovych jednotiek na gram.

56. Kompozicia .podla ndroku 55, vy znat©¢uj deca s a
tym Ze uvedenou vrstuou  obsahujicou kolagén .je submukdza a

uwvedenym tkanivovyim zdrojom e tenké Srevo.

57. Kompozicia podla ndroku 56, vy zmnmadcujdeca s a

t v m Ze uvedenym tkanivouvym zdro_jom _je tenké crevo ofEipane.
58. Kompozicia pod¥a ndroku 55, vy zma®tu judca s a
tym 2Ze wedend koncentricia endotoxinue _Jje niZ2Sia ako 10

encotoxinovych _ednotiek na gram.

59. Kompozicia podla ndroku 58, vV y z n a & u J'a C a

0
o

tvm, Ze uwvedend koncentrdcia endotoxinu e niZS%ia ako 5

endotoxinovyech _jednotiek na gram.

60. Kompozicia podla ndroku 58, vy znadu_judca ¢ a
t ym, Ze uwvedend koncentrdcia endotoxinu _je niZSia ako

endotoxinovd _jednotka na gram.
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61. Kompozicia podla ndroku 60, vy znacu jldca s a

tym 2e uvedend koncentrdcia endotoxinu je niZzZsia ako 0,5

endotoxinovej _jednotky na gram.

62. OCistend matrica obsahu_jdca kolagén, ziskand =z
tkamivového zdroja cicavca, priémm uvedens matriqa obsahu_je
submukdzne tkanivo cicavca a zuydkové neéistoty z uvedeného
zdroja a uvedend Struktdra sa ziska postupon, ktory obsahu je
dezinfekciu uvecdeného tkanivového zcroja ocicavca a potom

odobranie Struktdry z tohto dezinfikovaného tkaniwva.
63. Kompozicia podla ndroku B2, vy znadc¢u_ jdca s a
t vm Ze uvedend dezinfekclia zahrnuje kontakt zdro_ja tkaniva

cicavea s vodnym roztokom obsahu_jdcim perkyselinu.

B4. Spdsob podla ndaroku 63, vy znat ujud

O
=
®
)

tvyom, Ze perkyselinou je peroctovd kyselina.
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