Y RREN 5 T

71.163/SZE KOZZETETELI
PELDANY
Eljaras természetes kollagén folyékony kozegben valé

sterilezésére, a kapott természetes kollagén, az ezt tartalmazo

készitmények és alkalmazasuk
KIVONAT

A talalmany targya eljaras természetes formaju kollagén
eléallitasara, ami abbél all, hogy a kollagént egy kettés transzver-
zalis vagokésekkel ellatott keverdben elékezeljik, amely kevero-
ben a keverési sebesség és a nyirderé szabalyozhatd, és van
hozza egy termosztat, majd a kollagént folyékony koézegben
sterilezziik. A talalmany targya tovabba a steril kollagén, féleg az
l-es tipusi kollagén, természetes formajaban, valamint
gyogyszerek, és/vagy gyogyhatasu anyagok, és/vagy orvosi-

sebészeti és/vagy szemészeti és/vagy kozmetikai készit-
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Eljaras természetes kollagén folyékony kozegben valo
sterilezésére, a kapott természetes kollagén, az ezt tartalmazo
készitmények és alkalmazasuk

A jelen talalmany targya eljaras kollagén elballitasara, azzal
jellemezve, hogy az eljaras soran az emlitett kollagént sterilezzik,
a talalmany targya tovabba az igy kapott steril kollagén, valamint
a készitmények és alkalmazasuk, pontosabban a gyogyszerészeti
és/vagy gyogyhatasu és/vagy  orvosi-sebészeti é€s/vagy
szemészeti és/vagy kozmetikai készitmények és ezek hasznalata.

A kollagént és hasznalatat a szakirodalomban altalanossag-
ban leirtak [Collagen, 1, 2, 3, Marcel E. Nimni., CRC Press Inc.
(1988); Methods in Enzymology 144, szerk.: Leon W.
Gunningham (1987); Methods in Enzymology 82, szerk.: Leon W.
Gunningham (1982)].

Az kézismert, hogy a kollagén egy haromdimenziés szerke-
zet(l molekula, ami a legtobb emberi és allati szévetben jelen
van, és elsésorban a bérben, az inakban és a méhlepényben
fordul elé.

Az ismert szerepei k6zé tartozik, tébbek k6z6tt a hidratalas,
a véralvadasban és a sebek gyogyulasaban jatszott szerepe.

Ahhoz, hogy megoérizze a hemosztatikus hatasat, ahhoz al-
talaban arra van sziikség, hogy a kollagén az emberi testbe valo
beadas elétt megoérizze a természetes formajat [US-A-4,515-637

szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leiras].



Emellett a kt116nboz6 felhasznalasai miatt, kuilénésen orvosi
és/vagy kozmetikai alkalmazasai miatt a kollagénnek mentesnek
kell lennie mindenféle fertézéstél (virus, baktérium, prion, stb). A
kollagén sterilezését korabban kulénbozéképpen vizsgaltak,
amely modszerek az elmult néhany évben a kollagén természetes
eredete miatt 1j kihivasokkal kertltek szembe (az AIDS, a
Creutzfeld-Jakob szindroma, stb. atvitelének veszélye).

A kollagén szilard formaja sterilezési technikaiban etilén-
oxidot hasznalnak (FR-A-2,393,581 szamu francia szabadalmi
leiras) vagy besugarzast (béta vagy gamma ionizal6é sugarzast),
amint azt az EP-A-0,224,453 szamu szabadalmi leirasban ismer-
tették. Az utébbi, ami kollagén alapu szivacs tipus kozmetikai és
gyogyszerészeti hasznalatat ismerteti, a sterilezés szaraz formajat
javasolja, mivel a dokumentum szerint lehetetlen az emulzidokban
vagy oldatokban levé oldhaté természetes kollagén szaraz for-
maban valo sterilezése.

Az EP-A-0,664,132 szamu szabadalmi leiras egy ragasztot
ir le sebészeti alkalmazas céljara, oxidativ hasitassal modositott,
keresztkotést nem tartalmazo kollagénre alapozva. Az ismertetett
készitmény egy elényben részesitett megvaldsitasi modjaban is-
mertetik, hogy oxidativ hasitassal steril port készitenek a ke-
resztkotést nem tartalmazo I-es tipusu kollagénbdél, majd ezt a
port sterilre ultrasziirt vizben oldjak, oly médon, hogy kevertetes
kézben kortlbeliil 60 °C-ra melegitik. Azt specifikaljak, hogy az
elvégzett szabalyozott melegités alatt a kollagén elveszti a helika-

lis strukturajat és zselatinna alakul at. Emellett elmagyarazzak,



hogy a dokumentumban emlitett korabbi, a technika allasanak
megfelelé ragasztokat, amik keresztkotéses kollagénre alapulnak,
nem kénnytl kezelni, és alkalmazasi valamint mechanikai szi-
lardsagi problémakat vetnek fel.

Az EP-A-0667,352 szamu szabadalmi leirasban oldatban
levs kollagén lagos kezelését irjak le az esetleges prionok elimi-
nalasa céljabol. Abbol a célbdl, hogy az emlitett prionok
rezidualis fertézésének minden kockazatat elkeriiljék, a doku-
mentumban specifikusabban ismertetnek egy eljarast, amiben a
szdvetbdl extrahalt kollagént enzimes emésztéssel, vagy a kolla-
gén lancokat 6sszetarté kovalens kétés lugos hasitasaval viszik
oldatba, majd sztréssel eltavolitjak a szévettérmelékeket, és az
igy oldatba vitt kollagént lugos kezelésnek vetik ala.

Az FR-A-2,586,703 szamu szabadalmi leirasban ismertetik
atlatszé és fiziologias gélek, vagy kollagén oldatok készitését a IV-
es tipusu kollagénre alapozva. Meg kell azonban jegyeznunk,
hogy az I-es, Il-es vagy Ill-as tipusu kollagének, mivel gyakorla-
tilag oldhatatlanok semleges pH-n, csak atlatszatlan szuszpen-
ziok elodallitasat teszik lehetévé, és ezeket nem lehet atlatszo és
fiziologias gélek eléallitasara hasznalni, anélktil hogy a kollagén
molekulat kémiailag moédositanank, ami valoszinuleg antigénné
és/vagy toxikussa teszi.

A szakirodalom ismerete és a kutatomunka lehetévé tette a
jelen talalmany szerzéje szamara, hogy demonstralja az alabbi

nehézségeket és problémakat, amik a mai napig megmaradtak a



steril természetes kollagén, pontosabban az I-es tipusu kollagén
készitése soran:

*Kezelés

- A természetes kollagén magas viszkozitasa, ami technikai
nehézségeket okoz a szurés soran, kulénésen a hagyomanyos
természetes kollagén kézvetlen szirésénél.

* Denaturalédas

- A természetes kollagén részleges vagy teljes hédenatura-
cidja a kiilénb6zb szokasos sterilezé kezelések soran, ami a
strukturajanak és/vagy joékony tulajdonsagainak, azaz példaul a
reszorpci6é, mechanikai erésség vagy nedvesités, részleges vagy
teljes elvesztését okozza.

- Sugarzassal (ionizalé sugarzassal) vagy etilén-oxiddal
végzett sterilezés, ami a kollagénnel oldatban lev6 elényds aktiv
adalékanyagok, azaz példaul az antibiotikumok tdnkremenését
okozza, és/vagy ami egy hagyomanyos, kollagénbdl készult gél
két fazisra valo szétvalasat okozza, aminek kovetkeztében nem
lehet kereskedelmi forgalomba hozni.

- Denaturaléodas a hosszantartoé lugos kezelés kovetkezte-
ben.

* Toxicitas és/vagy fert6zédés (virusok, prionok)

- Rezidualis etilén-oxid nyomok visszamaradasa az ezzel a
modszerrel sterilezett termékekben/szennyezé anyagok jelenléte
a nyers kiindulasi anyagban.

* Inkompatibilitas



- pH inkompatibilitas a semleges pH-n oldhato, elényés
aktiv adalékanyagok, azaz példaul fertétlenité agensek és a kolla-
gén ko6zott, ami savas kézegben oldodik.

* Galenusi készitmény

- A természetes kollagén alapu készitmény nem kielégité
megjelenési formaja, mivel szalas és heterogén megjelenésu.

- A biolégiai ragaszték hagyomanyos készitményeinek a
megcélzott felhasznalashoz valé alkalmatlansaga (azaz példaul
olyan készitmények, amik nem azonnal hasznalhatok, és elkészi-
téstikhéz tal hossza idére van sziikseég).

Tehat a jelen talalmany targya az el6zékben emlitett nehéz-
ségek lekiizdése és az el6zékben emlitett probémak megoldasa,
foleg a kollagén folyékony koézegben valé sterilezése, ugy, hogy
kozben 6rizze meg természetes formajat, valamint mas, a kés6b-
biekben emlitett problémak.

A jelen talalmany targya tehat eljaras természetes formaju
kollagén eldallitasara, ami abbdl all, hogy a kollagént egy kettés
transzverzalis vagokésekkel ellatott keverében elékezeljuk, amely
keverében a keverési sebesség és a nyirderdé szabalyozhatd, és
van hozza egy termosztat, majd a kollagént folyékony kézegben
sterilezziik.

A jelen talalmany targya tovabba a steril kollagén, foleg az
I-es tipusu kollagén, természetes formajaban, valamint human-
és/vagy allatgyogyaszat célokra hasznalhaté készitmények, amik
aktiv adalékanyagként csak kollagént tartalmaznak, vagy

amikben a kollagén mas elénybés anyagokkal van kombinalva,



amik gyogyszerészeti szempontbol, a gyégyhatasu anyagok szem-
pontjabol, orvosi-sebészeti szempontbdl és/vagy szemeészeti
szempontbdl elfogadhatok.

A jelen talalmany targya tovabba a jelen talalmany szerinti
kollagén hasznalata olyan készitmények eldallitasaban, amiket
egy emberi- vagy allati test gyogyszerekkel, és/vagy gyogyhatasu
anyagokokkal, és/vagy orvosi-sebészeti szempontbdl és/vagy
szemészeti szempontbol valé kezelésében lehet hasznalni.

Ezek és mas szempontok a szaktertleten jartas szakember
szamara nyilvanvaloak lesznek az alabbi, részletes leiras elolva-
sasa utan.

A steril kollagén eléallitasanak jelenleg hasznalt médszerei
a megvalositas mas, mar az el6zékben emlitett problémaival ren-
delkeznek, és a mai napig nem teszik lehetévé a gyakorlatban a
kollagén folyékony kozegben 6nmagaban, vagy mas aktiv adalék-
anyagok jelenlétében valé olyan sterilezését, amit egyszeruien
végre lehet hajtani, és f6leg ami hatékonyan garantalja az igy
kapott kollagén sterilitasat és nativ természetét, ezzel megoérizve
jotékony tulajdonsagait.

A jelen talalmany elérte ezt a célt, és targyat a kollagén el6-
allitasi modszere képezi, ami a nem-steril természetes kollagén
kivonat (szolubilizalva és tisztitva, adott esetben pepszinnel ke-
zelve) sterilezése elétt tartalmaz egy mechanikai elokezelést egy
mixerben, azaz példaul egy ,vagé mixerben” [DITO-SAMA 175 (LA
BOVIDIA)], amit példaul a J.F.I. Graulhet (Franciaorszag) cég

modositott, és fel van szerelve egy hémeérséklet-ellenérzési rend-



szerrel. Ez az elokezelési 1épés varatlanul és meglepé modon
lehetévé teszi a kollagén folyékony formajanak a sterilezését és
természetes formajanak megoérzését, amikor nem pepszinizaljuk.

Az igy eléallitott kollagén féleg I-es tipusu.

Az igy eléallitott, féleg I-es tipusu kollagén steril, és nativ,
természetes formaju, azaz nem valtozott meg a szekunder és a
tercier strukturija, és megoérizte az Osszes jétékony tulajdon-
sagat, még a sterilezés utan is.

A jelen talalmany szerinti kollagén jol hasznalhaté szamos,
az alabbiakban részletesen megadott alkalmazasban:

- Human- és allatgyogyaszati alkalmazasok:

gyogyszerkészitményben valé alkalmazasok

gyogyhatasu készitményben valo alkalmazasok

szemészeti alkalmazasok

orvosi-sebészeti alkalmazasok

- Kozmetikai alkalmazasok

Hasznalhaté6 6énmagaban, azaz minden hozzaadott aktiv
adalékanyag nélkil, példaul egy tiszta, steril oldat formajaban:

- injekciozhato készitményekhez

- vagy egy masik valtozat szerint biologiai ragasztoként, va-

lamint mas, a késébbiekben részletezett formaban

Hasznalhato kombinacids készitményekben

- alacsony pH-n, mas aktiv adalékanyagok hordozdjaként,
az adalékanyag azonnali felszabadulasanak biztositasara. Ezeket
az aktiv adalékanyagokat elénydsen az alabbi csoportbol valaszt-

hatjuk meg: véralvadasi faktorok, azaz példaul trombin, fert6t-



lenitészerek, azaz példaul metronidazol, antibiotikumok, féleg
makrolidok, azaz példaul gentamicin, a fluorokinolonok, azaz
példaul a pefloxacin, a gyulladascsékkenté anyagok, azaz példaul
a szteroid vagy nem-szteroid agensek acilkarbonsav- vagy oxicam
szarmazékai, gombaellenes agensek és noévekedési faktorok, féleg
a csontnévekedési faktorok, azaz példaul a szomatotropin €s az
epidermalis névekedési faktorok, azaz példaul az EGF.

Azonban bizonyos specifikus alkalmazasokban, példaul a
szemészetben vagy az olyan aktiv adalékanyagot tartalmazo
gyogyszerkombinaciok esetében, amik inkompatibilisek a savas
pH-val, mint amilyen példaul a vankomicin antibiotikum, hogy
csak ezt a két problémat emlitstik, természetesen elényds, ha a
kollagénnek semleges a pH-ja.

Akkor is elényés, hogy a kollagénnek semleges a pH-ja, ha
hordozéként hasznaljuk aktiv adalékanyagok, azaz példaul véral-
vadasgatlé faktorok hosszan tarté felszabadulasanak biztositasa-
hoz, vagy egy masik valtozat szerint akkor, amikor az utébbinak
az aktivitasat és egy mechanikai hatast akarunk keverni. Tehat
az is kuilénodsen elényés, ha a kollagént a jelen talalmany szerint
hasznaljuk.

- vagy rétegzett szilard formakban kombinalva a keét el6z6,
savas és semleges pH-ju kombinaciot, specifikus alkalmazasok-
ban, amiket késébb ismertetiink.

A jelen talalmany szerinti kollagén szamos

prezentaci6janak példaiként a kévetkezdket emlithetjiik:



- folyékony formak: gélek, féleg injekciozhato geélek, csep-
pek, habok, permetek,

- pszeudo-szilard formak: filmek, lemezek, membranok,
koétések vagy tapaszok, stb.

- szilard formak: porok, laminalt/rétegzett szivacsok,
filmek, membranok, fonalak, varratok, stb.

Az is lehetséges, hogy kihasznaljuk a jelen talalmany sze-
rinti steril kollagén savassagi és oldhatésagi tulajdonsagait
gyogyszerészeti és kozmetikai készitményekben, féleg hidratalo
készitményekben.

Az is lehetséges példaul, hogy a kollagént alacsony pH-n
hasznaljuk, a jelen talalmany szerinti eljarassal kapott pszeudo-
szilard formaban, vagy onmagaban, vagy mas aktiv adalékanya-
gokkal, azaz példaul E vitaminnal vagy C vitaminnal kombinalva,
kiilénosen széveti hidrataloszerként alkalmazva az epidermiszre,
és aktiv adalékanyag(ok) hordozéjaként hasznalva
arcpakolasban.

Ezeket és mas prezentaciokat a leiras hatralevé részében il-
lusztraljuk.

A jelen talalmany szévegbsszefuggésében:

a természetes kollagén” szakkifejezés jelentése egy olyan
kollagén, aminek a kiindulasi strukturaja nem valtozott meg, po-
lipeptid lancanak integritasa megoérzédott (beleértve a telopepti-
deket is), és a molekula helikalis struktiraja intakt maradt.

Az ,atelopeptid kollagén” szakkifejezés jelentése egy olyan

kollagén, ami enzimes emésztés kovetkeztében limitalt proteolizi-
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sen ment at, egy kollagenaztdl eltéré proteolitikus enzimmel,
azaz példaul tripszinnel, papainnal, stb., vagy még inkabb
pepszinnel, ami a telopeptidjei eltavolitasat eredményezi. Ha
természetes formaju, akkor természetesen megtartja a
trihelikalis strukturajat.

A ,steril kollagén” szakkifejezés jelentése egy olyan kolla-
gén, ami a World Health Organization, az Eurdpai Gyogy-
szerkoényv és az USA Gyogyszerkonyv (USP22) szabvanyai szerint
steril, azaz az érintett hatésagok altal elismert Kkritériumok
alapjan végzett mikrobiologiai elemzés szerint sterilnek bizonyult.

A ,folyékony kollagén” szakkifejezés jelentése oldatban levo,
vagy szuszpenzioban, diszperzioban vagy gélben levl kollagén.

A ,pszeudo-szilard kollagén” szakkifejezés jelentése egy gél-
formaju kollagén, ami nem folyik meg, és tébb mint 75% vizet
tartalmazo6 kompakt és homogén témeget képez.

A ,szilard kollagén” szakkifejezés jelentése olyan kollagén,
ami 10-25%-nal tébb vizet nem tartalmaz, és szilard formaju,
azaz példaul poritott, film, szivacs, membran, stb. formaju.

A ,polimerizalodasra képes természetes kollagén” szakkife-
jezés jelentése egy olyan természetes kollagén, amit a jelen talal-
many szerinti eljaras valamilyen variansaval allitottunk el6, és
ami folyékony formaban, vagy egy szilard formabol szolubilizalod-
va 37 °C-nal magasabb hémérsékleten folyékony. Homogén t6-
meggé transzformalodik és ,pszeudo-szilard” formaban van 37 °

C-on, vagy annal alacsonyabb hémérsékleten. Egy atelopeptid
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kollagén is megtarthatja az emlitett polimerizalodasra valo
képességet.

A ,szolubilizalt és tisztitott extraktum” szakkifejezés jelen-
tése nem-steril kollagén alacsony (1,5-6,5, hagyomanyosan 3-6,
elénydsen 4-5 pH érték kozott), amiben a szulfathamu tartalom
altalaban kisebb mint 2%, és a lipidtartalom altalaban kisebb
mint 1%, 12-13,9% hidroxiprolint és 17-18,7% 06ssz-nitrogént
tartalmaz, nincsenek benne triptofan-nyomok, és a polipeptid
lanc 95000 Da-nal kisebb.

Egy ilyen extraktumot szaritott meszezett friss boérbdl allit-
hatunk elé, azaz példaul borju- vagy nyulbérbél, és/vagy
kotészovetekbdl, féleg szarvasmarha, kecske, sertés, birka, 106,
nyul, szarvas, strucc, hal, stb. kétészévetekbdl, vagy szaritott
vagy friss allati csontokbél, szaruhartyabol, vagy éppen inakbdl
(példaul strucc Achilles inbél), vagy egy masik valtozat szerint
tisztitott kollagén szalakbol vagy porbél. Emberi eredeti
méhlepényekbdl is extrahalhato.

A jelen talalmany kérulményei koézott jol hasznalhaté kivo-
natot szamos kezelés utan kapjuk meg, ami 6sszefoglaléan az
alabbi 1épésekbdl all:

meszezés / szér-eltavolitas/ mosas/mésztelenités /epidermisz
és a béralatti szovetek eltavolitasa/feldarabolas/centrifugalas/1
mol/l natrium-hidroxid oldatba merités 12 érara 25 °C-on/mo-
sas, a natrium-hidroxid teljes eltavolitasaig/daralas/filmre va-
gas/zsirmentesités 0,01%-os Triton X-100 oldatban/adott eset-

ben az aminoglikanok eliminalasa KoHPO4
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fiird6ben/mosas/centrifugalas/mosas tisztitott vizzel/centrifu-
galas/savazas 102 mol/l ecetsavval, monoklorecetsavval vagy
citromsavval/adott esetben a kollagén kivonat higitasa.

A kivonat lehet vizes oldat, szuszpenzié vagy diszperzio,
vagy gél, vagy paszta, stb.

A jelen talalmany szerinti eljaras a kulénbozo, I-es, Il-es,
IlI-as, IV-es, stb. tipusu kollagénekre is hasznalhat6. Azonban a
tovabbiakban, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a
Jkollagén kivonat” és ,kollagén” szakkifejezés, hacsak az eltérést
kiilén nem jelezzik, féleg I-es tipusu kollagén kivonatra vagy kol-
lagénre vonatkozik.

Tehat a jelen talalmany Osszefliggéseiben a kollagén
kivonat féleg I-es tipusu tartalmaz, azaz t6bb mint 90% I-es ti-
pusu kollagént tartalmaz. A kivonat természetesen tartalmazhat
kizarélag I-es tipusu kollagént, példaul gy, hogy a Ill-as tipusu
kollagént folyamatosan eliminaljuk a dializis, centrifugalas és
natrium-kloridos differencial-kicsapas ismert technikait alkal-
mazva.

Az I-es tipusu kollagén egy nagy molekulasulyu, 285000
Daltonos polimer, ami trihelikalis formaban két polipeptid lanc
tartalmazza. Ez a fonalas kollagének csaladjaba tartozik (I-es, II-
es, IlI-as és V-0s tipusu).

A kollagénnek van egy denaturacios csucsa, ami fugg az
eredetétél, az eléallitasdhoz hasznalt extrakciés modszertél, €s

attol, hogy keresztkotéses vagy nem keresztkétéses formaju. A
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nem-keresztk6téses formaban a denaturaciés csucs 35-45 °C-nal
van.
| A kollagénben, féleg az I-es tipusban az alfas(I):/alfai(l)2
arany 0,48-0,52 kozétt van, amit a lancok elektroforézisével ka-
pott poliakrilamid gélen végzett denzitometriaval hatarozhatunk
meg.

Ennek a kivonatnak és az adott esetben jelenlevé pepszin-
nek a viralis inaktivalasat kémiai kezeléssel végezhetjuk el,
valtogatva tébbszér atbocsatva 13-as, vagy annal magasabb pH-
ju és 2,5-6s, vagy annal alacsonyabb pH-ju pufferoldatokon. Az
énmagukban ismert kezeléseket altaldban a szokasos moédon
hajtjuk végre, azaz 3%-os natrium-szulfiddal kombinalt 4%-os
kalcium-hidroxid flirdébe meritve, majd egy masodik, 2% ammo-
nium-kloriddal kombinalt 0,5%-os natrium-metabiszulfit fiirdébe
meritve.

A pepszin optimalis semlegesitését natriumos kezeléssel
végezhetjiik el, ami a pH-t 6,8-7,4-re viszi vissza, amint azt pél-
daul az FT 2,586,703 szamu szabadalmi leirasban kézlik.

Hasonl6é médon, a szarvasmarha szivacsos agyvelégyullada-
saért esetleg felelés agensek, amiket ,prionoknak” neveznek eli-
minalasat is elvégezhetjiik valamilyen ismert moédon, a World
Health Organization (WHO) direktivaiban,
(WHO/COS/VHP/92.104) és példaul az Eurépai Kézdsség 1991.
december 11-i direktivaiban ismertetett modszerrel. Ez az elimi-

nalas abbél all, hogy 1 mol/l natrium-hidroxiddal 1-48 ora
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hosszat 25 °C-on kezeljuk, vagy egy masik modszer szerint, leg-
alabb 1 éra hosszat, 25 °C-on natrium-hipoklorittal kezeljik.

Az elsé szempont szerint a jelen talalmany targya tehat
pontosabban eljaras kollagén eléallitasara nem-steril, természe-
tes kollagén szolubilizalt és tisztitott kivonatabdl. Ez hagyoma-
nyosan tartalmazza azt a lépést, hogy az emlitett kivonatot egy
kettés tanszverzalis késes keverében Gsszekeverjuk és nyirjuk 1-
60 percig, hagyomanyosan 15-40 percig, elényosen 10-20 pecig,
100-10000 per perc fordulatszammal, altalaban 500-7000 per
perc fordulatszammal, elény6ésen 1000-5000 per perc fordulat-
szammal, mikézben a hémérsékletet szabalyozzuk, majd az emli-
tett kivonatot sterilezziik, és ezutan sterilezzik az emlitett
kivonatot.

Az elsé megvalositasi mod szerint elény6sen, és ha a kivo-
natot nem pepszinizaljuk (a tovabbiakban az ,1-es varians” kife-
jezés az egyszeruség kedvéért a jelen talalmanynak arra a meg-
valésitasi modjara utal, amiben a kivonatot nem pepszinizaljuk,
az eltérést kuloén jelezziik), a hémérséklet, amit mindig szabalyo-
zunk, altalaban nem haladja meg a 40-50 °C-t, vagy €ppen a 60-
80 °C-t egy keresztkdtéses agens jelenlétében (egy masik megva-
l6sitasi moéd szerint, ami ennek a megvalositasi modnak az alter-
nativaja, és késébb részletesebben ismertetjuk).

Elényésen, a jelen talalmany szerinti eljaras elsé variansa
szerint, mivel a kivonat nincs pepszinezve, hémeérséklete az emli-
tett keverében fokozatosan né szobahémeérsékletrél 40-50 °C-ig,

ezalatt a kiindulasi keverési sebesség lépésekben 500 per perc
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fordulatszamrél 5000-7000 per perc fordulatszamra né, és
ekézben a viszkozitas minden egyes fazisban né, a kivonatot hi-
gitani kell. A kollagént ezaltal a kivalasztott magas viszkozitasi
értéken tartjuk, mikoézben koncentracioja csékken. Az emlitett
viszkozitas elénydsen 17000-20000 cps (15-20 Paxs) kozott
valtozik. Ha példaul az emlitett maximalis hémeérséklet 42-44 °C,
akkor az emlitett kivonatot allni hagyjuk az emlitett sterilezési
lépés elbtt.

A sterilezés utan megfigyelhetjik, hogy az igy nem-pepszi-
nezett kivonatbél eldallitott kollagén megérzi a nativ formajat és
jobb tulajdonsagokra tesz szert, azaz megné az elaszticitasa és
mechanikai eréssége. Ragaszté6 és polimerizalé tulajdonsagai
lesznek.

Az emlitett kivonat hémérsékletét az emlitett keverében el6-
nydsen szobahémérsékletrél legfeljebb 40-50 °C-ra néveljuk, 2-
10 °C-os, elényésen 3-5 °C-os lépésekben, mikdzben egyidejuleg
noéveljik a kevertetési sebességet, szintén 500-1000 per perces
lépésekben, amig eléri az 1500-7000 per perc fordulatszamot,
elénydsen az 5000 per perc fordulatszamot.

Tény az, hogy a hémérséklet lépésekben valé novelése lé-
nyeges, mivel a hémérséklet hirtelen névelése ideiglenesen dena-
turalja a kollagént, anélkul hogy elegendé mértékben megnovel-
né elasztikus tulajdonsagait. Ezt a hémérsékletet néveljuk leg-
alabb 40 °C-ra, mivel ezalatt a hémeérséklet alatt az utana

kévetkezd sztirés nagyon nehéz, ha nem éppen lehetetlen.
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Az is lényeges, hogy a keverési sebességet lépésenkeént
noveljiik, mivel igy jobban kézben tarthatjuk a kivalasztott
magas viszkozitast, mialatt csékkentjik a kollagén koncentra-
ci6jat, amint azt korabban mar emlitettik.

A kivonatban a kollagén koncentraciéja 0,001-15%, altala-
ban 0,1-10%, elénydésen 3-6%.

Amint azt az el6zé6kben ismertettiik, az emlitett keverében a
hémérséklet akar 80 °C-ra is emelkedhet keresztkotéses
agensek, azaz példaul glutaraldehid és acilsavak, azaz példaul
hidrazin jelenlétében, vagy barmilyen mas keresztkotéses agens
jelenlétében, amik kompatibilisek a kollagénnel. Amikor jelen
vannak, akkor ezeknek az agenseknek a végkoncentracidja a
kivonatban a glutaraldehid esetében 0,00075-0,1%, elénybésen
0,0075-0,01%, és a hidrazin esetében 0,1-2%, elénytsen 0,5-
1,5%. Az ilymodon ,keresztkotésessé” valt Kkollagénnek
magasabbra allithatjuk a hémérsékletét, ami 40-50 °C kortl
lehet, és in vivo reszorpciés ideje a nem-keresztkotéses kolla-
génhez viszonyitva hosszabb, elérheti a 8-12 hetet.

A jelen talalmany szerinti eljaras ezen variansa egy
bizonyos megvalositasi mddja szerint, ami abbdl all, hogy steril,
nativ kollagént allitunk elé viszkézus folyadék formajaban, az
alabbi eljarast hajtjuk végre:

- Egy nem-steril, nativ kollagént, amit vagy nyulbérbél,
vagy strucc Achilles inabél vonunk ki, elég magas, koralbelal 10-

15%-o0s koncentraciéban allitjuk el6.



- A nem-steril, nativ kollagén kivonatat azutan a mar emli-
tett, kettés transzverzalis késeket tartalmaz6 kever6ben kever-
tetjuk és nyirasnak vetjik ala, 500-1000 per perc fordulat-
szammal, szobahémérsékleten, azaz koérilbelul 20 °C-on.

- A forgasi sebességet és a nyiroer6t 1épésekben noveljuk,
aminek az a hatasa, hogy nagymértékben fokozza a kivonat visz-
kozitasat. Ennek a viszkozitasnak az értéke 7000-20000 cps koé-
zott valtozik. 1500 cps-t6l a kivonatnak virtualis elasztikus meg-
jelenési formaja van, ami a keverében val6 keverését és nyirasat
rendkiviil nehézzé teszi.

- Az egyes fazisokban a viszkozitas novekszik, ekkor a kivo-
natot higitjuk, injekcioés viz (WFI) vagy 10-2 mol/l citromsav hoz-
zaadasaval, majd a keverében lépésenként megnéveljik a keve-
rési sebességet és a hémérsékletet, ameddig egy nagyon magas,
20000 cps-es (20 Paxs) viszkozitast el nem érunk.

- Ezt a muveletet tébbszor megismételjik, elénydsen
négyszer-6tszér, ameddig elérjuk a 35 °C-os hoémérsékletet,
3000-5000 per perc fordulatszamot és kértlbeltil 3-6%-os kolla-
gén koncentraciot.

- A terméket azutan néhany percig, elénydésen 3-5 percig
ezen a 35 °C-os hémeérsékleten és 3000-5000 per perc fordulat-
szamon tartjuk.

- A keverében a hémérsékletet 40-50 °C-ra, elénydsen a 40-
45 °C-ra néveljiik a nem-keresztkotéses kollagén esetében. Ezen
a hémérsékleten meglep6é modon a kivonat elfoly6sodasat tapasz-

taljuk, és a viszkozitas koralbeltil 40-100 cps-re esik vissza.
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- Az elézékben emlitett modon eléallitott kollagén kivonatot
azonnal alaposan megszurjuk, 40-50 °C-ra szabalyozott hémér-
sékleten, 0,45-0,22 pm pérusméreti membranon keresztul.

- Ezutan sterilezésnek vetjik ala, elény6sen abszolut szi-
réssel, 0,22 um-es membranon Kkeresztil, azaz példaul a
Millipore altal forgalmazott Millidisck membranon keresztiil, 40-
50 °C-ra szabalyozott Utizemi hdémeérsékleten. 40-50 °C-on a
sz(irési idét ugy valasztjuk meg, hogy ne haladja meg az 1 orat,
elénydsen a 10-20 percet. A sterilezést elényb6sen ugy is
elvégezhetjiik, hogy perecetsavat adunk hozza (az Air Liquide
vallalat terméke Soproper markanéven), aminek a végkoncentra-
ci6ja a gondosan megszurt kivonatban 0,5-50 témeg% kozo6tt val-
tozik, elénydsen 5-15t6meg% kozott, a kollagén szarazsulyara vo-
natkoztatva. Ennek a sterilez6 agensnek a semlegesitését ugy
hajtjuk végre, hogy 1 g perecetsavra szamitva 2-20 g natrium-
tioszulfatot adunk hozza, elényosen 4-12 g/g perecetsav mennyi-
séget. A perecetsavval vald sterilezéshez szlikséges érintkezési
id6é 1-24 6ra szobahémérsékleten, elénydésen 2-4 ora.

A jelen talalmany szerinti eljaras els6é variansanak megfele-
16 masik megvalositasi mod szerint, ami abbdl all, hogy a nativ
kollagént pszeudo-szilard gél formajaban allitjuk elé, mivel a kol-
lagén koncentracidja 0,5-10% ko6zott valtozik, elényésen kozvetle-
nul sterilezziik besugarzassal, 2,5 Mrad (2,5%10-5 Gy) dézissal
(béta vagy gamma ionizalé sugarzassal). Megfigyeltuk, hogy a
pszeudo-szilard gén a hagyomanyos gélekkel ellentétben

kompakt és homogén marad, megoérzi fizikai-kémiai tulajdon-



sagait és polimerizalodo képességét. Ez, a jelen taldlmany
szerinti eljarassal sterilezett pszeudo-szilard gél elény6sen
elfoly6sithato, tigy, hogy kombinalhaté legyen steril aktiv adalék-
anyagokkal, amik érzékenyek az ionizalé sugarzasokra, mint
példaul a véralvadasi faktorok, antibiotikumok, gombaellenes
agensek, stb., folyékony vagy szilard készitmények, foleg az
alabbiakban emlitett készitmények eldallitasahoz: szivacsok,
porok, filmek, membranok, tapaszok, stb.

Ha ezt a sterilezési modszert hasznaljuk a kollagén szilard
készitményeire, amit a jelen talalmany els6é variansa szerint alli-
tunk eld, és amik csak a kollagént tartalmazzak, vagy olyan aktiv
adalékanyagokkal vannak kombinalva, amik rezisztensek az
ionizal6é sugarzasokra, és a jelen talalmanyban emlitett terapias
osztalyokbol valaszthatok, a kollagén ezen formajanak sem a
fizikai-kémiai tulajdonsagai, sem a polimerizacios képessége,
sem a ragaszto ereje nem modosul.

Eszerint az 1. varians szerint a jelen taldlmany szerinti elja-
ras tartalmaz egy semlegesitési lépést is. A semlegesitést elvégez-
hetjiik a sterilezési lépés elétt és utan is. Ezt a semlegesitést
elvégezhetjiilk példaul natrium-hidroxiddal, azért hogy a pH-t
6,8-8,2 kozé allitsuk, elénydésen 7,0-7,4 kozé. Megjegyezzik
azonban, hogy meglepé maédon a viszkézus folyadék forméaju kol-
lagénnek ez a semlegesitése 40-50 °C ko6z6tt nem okozza a kolla-
gén kicsapodasat. A kivonat tiszta és attetsz6 viszkozus folyadék
marad, és gyorsan megdermed, mint az alacsony pH-n levé kolla-

gén. Ez nagyon elény6s, mivel bizonyos készitmények, azaz pél-
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daul egy kollagén alapu gél, vagy a kollagénnek vankomicinnel
valé kombinajanak eléallitasa ezidaig nem volt lehetséges, mivel
a kollagén semleges pH-n kicsapodik.

A jelen talalmany szerinti kollagén molekulak elemzése a
mar emlitett hagyomanyos technikakkal igazolja az igy semlege-
sitett kollagén primer, szekunder és tercier strukturainak integ-
ritasat.

Az 1. varians szerint kapott kollagén jellemzéi:

Megjegyezzik, hogy a jelen talalmany szerinti elsé vari-
ansnak megfeleléen sterilezett kollagén meglepé médon megoérzi
a nativ formajat.

40-50 °C-on viszkézus, attetsz6 folyadék.

Viszkozitasa altalaban 20-300 cps (20%x10-3-300%x10-3 Paxs)
kozott valtozik, elényésen 30-200 cps (30x10-3-200x10-3 Paxs)
ko6zott, és az a legjobb, ha 40-100 cps (40x10-3-100%10-3 Paxs)
ko6zott.

- pH-ja altalaban 1,5-6,5 k6zo6tt van, elény6ésen 2-5 kozott, és
még jobb, ha 3-4 koézott van.

Koncentracidja altalaban 0,001-15% ko6z6tt van, elénydsen
0,1-10% kozott, és még jobb, ha 3-6% ko6z6tt van. Nagyon gyor-
san megdermed 38 °C-on, vagy annal alacsonyabb hémérsékle-
ten. Pszeudo-szilard format vesz fel, aminek figyelemre mélto,
hemosztatikus ragasztokra jellemz6 ragasztasi tulajdonsagai van-
nak Dermedési ideje korulbeliil 38 °C-on kevesebb mint 1 perc,

5%-0s, vagy annal magasabb koncentracioban, 1-2 perc 3-4%
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ko6z6tt, és kortilbeltil 3 perc 2%-nal alacsonyabb koncentracio-
ban.

A kapott nativ steril kollagénnek az alabbi mas fontos jel-
lemz6i és tulajdonsagai vannak:

- a kollagén féleg I-es tipustu azaz 90%-ban vagy annal
nagyobb mértékben tartalmaz I-es tipusu kollagént, azaz az
alfay(I): /alfai(l)2 arany 0,48-0,52 k6z6tt van

- a viztartalom nagyobb mint 80%

- megjelenés: folyadék korulbeliill 38 °C-nal magasabb
hémérsékleten, és érintésre ragados; pszeudo-szilard kompakt és
homogén géles tomeg korulbeltll 38 °C-nal alacsonyabb hémeér-
sékleten

- Ossz-nitrogén: 17,0-18,7%-1g

- hidroxiprolin: 12-13,9%

- mentes triptofantél, aminoglikanoktol és 95000 dal-
tonnal kisebb molekulasulyt polipeptidektoél

- lipid: <1%

- szulfathamu

- denaturalasi csucs: 38 - 45 °C, differencial-termogra-
fiaval (DSC) mérve

- ragasztoképesség

polimerizaloképesség

- szobahémérsékleten megérzédik

- azonnal hasznalhato.

Tehat a jelen talalmany targya még egy olyan kollagén, ami

az el6z6kben emlitett jellemzokkel rendelkezik.
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A jelen talalmany szerinti eljaras els6 variansa szerint
kapott kollagén alapu készitmények és alkalmazasok:

Amint azt korabban mar emlitettiik, a jelen talalmany sze-
rinti kollagén semleges vagy savas pH-n polimerizal6é képességgel
és emlitésre mélté ragaszté tulajdonsagokkal rendelkezik. Ez
utébbi, a hemosztatikus és reszorpciés tulajdonsagokkal kombi-
nalva, adja a felszivodé hemosztatikus ragasztéanyag mindseégeét.

A jelen talalmany szerinti kollagén elénydésen 2-5 ml-es
fecskenddkbe vagy ampullakba mérheté szét, amik elényosen
tivegbdl késziiltek, és amiket olyan hémérsékleten tartunk, amik
lehetévé teszik, hogy polimerizalédjanak vagy megdermedjenek
0-38 °C ko6zott, de még jobb, ha ez szobahémérsékleten térténik.

Ennek, a jelen talalmany szerinti felszivédé hemosztatikus
ragasztéanyagnak egy masik elényds megjelenési formaja a sza-
raz, poritott vagy szivacsos forma. Ezt a format felhasznalas elétt
nem Kkell el6késziteni.

Ahhoz, hogy egy ilyen format megkapjunk, a jelen talal-
many szerinti, viszkézus formaban kapott kollagént példaul liofi-
lezzuk.

A kollagént a jelen talalmany szerinti folyadék formajaban
egyenléen mérjuk szét tartéedényekbe (liofilezé talcak), aszepti-
kus korulmények kozott, igy olyan liofilizatumokat kapunk,
amiknek a vastagsaga 1-20 mm, elényésen 2-10 mm, de még
jobb, ha 3-5 mm. A kapott liofilizatum krémszini és enyhén

elasztikus, filmképzé tulajdonsagu. Viztartalma 1-25%, elény6-
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sen 5-15%. A liofilizatumot megérolhetjiik, hogy elére meghata-
rozott részecskeméreti port kapjunk.

A por-készitményekhez az az elényés, ha a kollagén kon-
centracioja liofilezés elétt kérulbeltl 3-6% vagy tébb, ami a jobb
permetezhetéséget biztositja.

Orlés utan a port steril, duplafedelti polietilén ampullakba
tehetjuk, vagy mas olyan tartéedénybe, ami lehetéve teszi a steri-
litas megbrzését, és elésegiti a hemorragias felszinre valé perme-
tezést.
lag alacsonynak, kortilbeltil 1-2%-nak kell lennie.

A filmképzé szivacsok a liofilezés utan csomagolhatok
egyenként, dupla csomagolasban vagy buborékcsomagolasban,
amit hoével lehet lezarni. Ezeknek az alakja lehet négyszog, ha-
romszég vagy kerek, és oldalhosszuk vagy atméréjuk a felhasz-
nalastol fuggéen 1-30 cm.

Az elézékben emlitett két szaraz forma hatasa hasonlit a
mar ismertetett folyékony forma hatasahoz. A filmépzé szivacs-
nak azonban mechanikai hatasa is van, ami gyakran létfontossa-
g1 hemorragia és véromlenyek esetében, féleg a hastiregben.

A ragasztéanyag, barmilyen is a formaja, azaz lehet viszko-
zus folyadék, pszeudo-szilard, filmképzé szivacs vagy por, kombi-
nalhaté aktiv adalékanyagokkal, pontosabban gyogyszerészetileg
aktiv adalékanyagokkal, azaz példaul véralvadas faktorokkal,
amik a hemosztazis gyorsitasaban jatszanak szerepet (azaz pél-

daul a trombin, fibrinogén, Xll-es faktor, stb.), vagy egy masik
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valtozat szerint antibiotikumokkal, pontosabban a csontsebészet
esetében.

Ha véralvadasi faktorokat tartalmaz, akkor ez a ragaszto-
anyag elénydsen kombinalhato stabilizaloszerekkel, azaz példaul
poliolokkal (példaul glicerinnel vagy polialkilén glikollal, amiben
az alkiléengyék 1-4 szénatomot tartalmaz, mint példaul a polieti-
lénglikol vagy polipropilénglikol), vagy mono-, di- vagy polisza-
charidokkal (azaz példaul glukézzal vagy szacharozzal).

Ami a jelen talalmany szerinti eljaras 1. variansanak megfe-
lel6 modszerrel kapott viszkézus folyadék formaju mas készitme-
nyeket illeti, az alabbiakat emlithetjik meg:

Egy pszeudo-szilard tapasz, extradermalis lokalis alkalma-
zas aktiv adalékanyaga hordozojaként, vagy egy masik valtozat
szerint egy sebgyogyité permet, ami bizonyos, harmadfoku égési
sebeket kapott betegek esetében hasznalhato, vagy hidratalo
maszk kozmetikai alkalmazasokban.

A tapasz tartalmazhat egy vagy tdbb antibiotikumot, gyulla-
dascsékkenté agenst, antiszeptikumokat, antibakterialis agense-
ket, gombaellenes agenseket és antimikotikus agenseket, vala-
mint mas fiziologiasan és gyogyszerészetileg elfogadhato aktiv
adalékanyagokat, pontosabban szalicilsavat vagy nikotint. Ezeket
az aktiv adalékanyagokat 40 °C-nal magasabb hémérsékleten
adjuk hozza, amig homogén elegyet kapunk. Az elegyet gazmen-
tesitjiik, majd nyomas alatti rendszerrel, példaul adagolé szi-
vattyuval mozgatjuk, majd lezaré csomagolasba mérjuk szét (pél-

daul buborék vagy polietilén filmek vagy hasonlok). A folyadé€k
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szobahémérsékletre valé lehuitése utan a csomagolast hével
zarjuk le.

A tapaszokban hasznalt kollagén koncentracio 1-8%, el6-
nyosen 2-5%.

Amikor jelen vannak a keverékben, akkor az antibioti-
kumok koncentraciéja mg antibiotikum/mg kollagén egységben:

Gentamicin: 0,01 - 2 mg/mg, de jobb a 0,1 — 0,7 mg/mg,
elc"myiisen 0,15 mg/mg -0,5 mg/mg kozott

Vankomicin: 0,01 — 2 mg/mg, de jobb a 0,1 - 0,7 mg/mg,
elényésen 0,15 mg/mg -0,5 mg/mg kozott

Pefloxacin: 0,01 — 2 mg/mg, de jobb a 0,05-0,5 mg/mg, elé-
nydsen 0,075 mg/mg-0,25 mg/mg kozott.

A tapasz vastagsaga 1-5 mm, vagy vastagabb lehet.
Azonban az 1,5-2,5 mm vastag tapaszokat részesitjiik elényben.

A hosszt és a szélességet az elképzelt hasznositasnak meg-
feleléen allitjuk be.

A jelen talalmany szerint eléallitott tapasz pszeudo-szilard
formaju, flexibilis, erés és erésen hidratalt (viztartalma t6bb mint
80%), €s attetsz6 megjelenési formaju.

Kénnyen alkalmazhat6 belsé vagy kulsé szovetfelszinekre,
attol foggéen, hogy karosodottak-e vagy egészségesek. A kulsé
epidermalis felhasznalasok esetében a tapaszt rogzithetjik egy
atjarhatatlan hipoallergén ragasztéanyagra, ami lehetévé teszi,
hogy a szévet felszinére tapadjon, €és ott is maradjon.

A maszk, amit ugy kapunk, hogy a kollagént énmagaban,

vagy egy aktiv adalékanyaggal, azaz példaul vitaminokkal (C, E,
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stb.), feliiletaktiv anyaggal, azaz példaul benzalkénium-kloriddal
vagy nedvesité szerekkel, azaz példaul glicerinnel kombinalva
példaul egy lassan mozgo szallitészalagra ontjik, ami lehetéve
teszi, hogy egyenl6 vastagsaga, homogén filmet kapjunk. Lehutés
utan megfelelé6 méreti, pszeudo-szilard formaju darabokra
vagjuk fel, majd hermetikusan lezart zacskokba tessziik (példaul
belsé polietilén boritassal rendelkezé aluminiumbol készilt
zacskoba).

Egy ilyen maszk eléallitasanal j61 hasznalhato kollagén kon-
centracié altalaban 0,2-3% ko6zétt van, még jobb, ha 0,5-2%
kozott, és eléonydsen 1-1,5% kozott.

Az alakokat és a méreteket nem korlatozzuk. Egy arcmaszk
hagyomanyos alakja és mérete egy A4-es lap (21x29,7 cm). A
vastagsag 0,5-3 mm koz6tt valtozik, elénydésen 1-1,5 mm kozott
van.

A maszk pszeudo-szilard formaju, nagyon flexibilis, lagy
érintésii és attetszé, erésen hidratalt (viztartalma nagyobb mint
97%). Nagyon konnyen felviheté a bérre. A kollagénnel kompa-
tibilis egy vagy tébb festéket és mas aktiv adalékanyagot adha-
tunk hozza.

A permet a kollagént és az aktiv adalékanyagokat ugyanab-
ban a koncentraciéoban és ugyanabban a kombinacioban tartal-
mazza, mint amit az el6z6kben a tapaszra ismertettiink. Elény6-
sen egy dozist (5-25 ml) tartalmazé ampulakba vagy permetezok-
be csomagolhaté, amik elényoésen Uvegbdl vagy polietilénbél

készulnek.
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Felhasznalas el6tt a kollagént, ami szobahémérsékleten po-
limerizalédva van, vizflirdében vagy egy inkubatorban 2-3 percig
az eredeti csomagolasaban melegitve elfolyositjuk. A kollagént
adott tavolsagrol permetezzik a szovet felszinére, miel6tt
megdermed.

Az igy permetezett kollagén a szovet felszinére tapad €s
ezen a felszinen gyorsan polimerizalédik, ezzel homogén
hemosztatikus és sebgyogyité filmet képez. Egy ilyen permet
ktilénosen akkor hasznalhaté, ha a cél a sebgyogyito hatas,
és/vagy az aktiv adalékanyagok (azaz példaul az antibiotikumok,
antiszeptikumok, antimikotikus agensek, gyulladascstkkent6
agensek, stb.) szabalyozott felszabadulasa.

Ennek a berendezésnek, amivel egy adott tavolsagbodl lehet
permetezni, megvan az az elénye, hogy a muikodteté semmikép-
pen nem érintkezik a karosodott szdvet felszinével, és ezzel
minden fert6zésveszélyt el lehet keriilni.

Ennek a permetezének az egyik alkalmazasa, ami ktlono-
sen elényds és a jelen talalmany szerinti kollagén specifikus tu-
lajdonsagai teszik lehetévé, a betegek egy részének fontos,
akiknek harmadfoku égési sériuiléseik vannak, és akiknek a
sterilitas garantalasa, valamint a kezelés gyorsasaga sziikséges.

A kollagén viszkozus formajabél a jelen talalmany szerinti
eljaras 1. variansa szerint kapott té6bbi készitményhez hasonloan
az alabbiakat emlithetjuk meg: egy polietilén szalagra o6nto6tt

filmek és membranok, szelléztetett inkubatorban vagy csékken-
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tett nyomason levegén val6 szaritas utan. A mikoédési hémeérsék-
let 10-35 °C, elényodsen 20-25 °C.

Ahhoz, hogy olyan filmeket kapjunk, amiknek a vastagsaga
1 mm-nél kisebb, elénydsen 25 pm — 250 pm kozétti a kollagén
oldatokat 2-5%-os koncentracié-tartomanyban hasznaljuk, elé-
nybsen a 2,5-3,5%-o0s koncentracio-tartomanyban. A szaritas
idétartama 1-120 6ra lehet. A szaritas idétartama elénybésen 24
ora. A megfigyelésiink az, hogy a legjobb eredményeket akkor
kapjuk, ha a szaritas viszonylag lassu, €s a levegének viszonylag
kicsi az aramlasi sebessége.

Az igy kapott filmek vagy membranok viztartalma 1-15%
ko6z6tt van, elénydsen 5-10% kozott. Aszeptikus kdrtilmények Ko-
z6tt vagjuk fel éket, kézzel vagy géppel, €s lepecsételt, at nem
ereszté csomagolasba tesszuk.

Az elézékben emlitett formakhoz hasonléan, a filmek vagy a
membranok tartalmazhatnak aktiv adalékanyagokat, azaz példa-
ul antibiotikumokat, antiszeptikumokat vagy gyulladascsékkentd
agenseket, stb. Eléallithatjuk savas (alacsony pH) vagy semleges
kollagénbdl is.

Ezeket kiilséleg vagy belséleg hasznaljak sebgyogyitasra
és/vagy egy aktiv adalékanyag, példaul egy gyogyszer felszabadi-
tasara. Egy hemorragias nedves feltllettel valo érintkezés hatasa-
ra beallo elaszticitasuk miatt elényosen egy burkot képezhetnek,
ami a karosodott szévet tertiletére tapad.

A szemészeti alkalmazasokban ezeket kollagénbdl allitjuk

el6, elénydsen pH=6,8-7,2 kozott. Ebben az esetben a filmek vagy
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membranok felvehetik egy tarolé henger, vagy egy attetszé kon-
taktlencse alakjat példaul azzal a céllal, hogy aktiv adaléka-
nyagok lokalisan vagy szabalyozott médon szabaduljanak fel. Ha
arra van sziikség, hogy a kollagénnek ezeket a prezentacioit fo-
lyékony formaban (cseppek/szemmosé folyadék) hasznaljuk,
akkor a kollagént kapszulakban vagy mas egyszeri dozist tartal-
mazé csomagolasban tartjuk, amit a felhasznalas elétt fel kell
melegiteni.

A szemészeti felhasznalasokban a kollagén koncentraciok
semleges pH-n, a membranokhoz vagy a lencsékhez 1-2,5% ko-
zOtt vannak, elényésen 0,5-2% kozott, és a szemcseppek eseté-
ben semleges pH-n a kollagén koncentracioja 0,1-1,5% ko6zott
valtozik, elényosen 0,2-0,5% kozott.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba az el6z6kben em-
litett készitmények, amiknek esetében illusztralas céljabol né-
hany lehetséges gyogyszerészeti format megemlitettiink.

A jelen talalmany szerinti eljaras masodik variansa szerint,
a kivonatot az emlitett, hémérséklet-szabalyozéval ellatott keve-
rében valé mechanikai kezelés el6tt egy megfelelé enzimmel (kol-
lagenaz kivételével), azaz példaul tripszinnel, papainnal vagy pep-
szinnel, elényésen pepszinnel, korlatozott proteolizisnek vetjik
ala, az alabbiakban ismertetett médon. A kivonatban a kollagén
koncentraci6éja altalaban 0,1-2% kozodtt valtozik, még jobb, ha
0,2-1% kézbétt van, a legelénydsebb, ha 0,3-0,5% kozott van.

Az emlitett pepszinezett (tisztitott, szolubilizalt) kivonatot

azutan az alabbiak szerint kezeljuk:
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- Tisztité sztiréseket végziink, egymas utan, kialénb6zé
porozitasi membranokkal, azaz példaul 100-50, majd 20 pm-es,
1 um-es, egészen 0,45 pm-es porusméretl membranokig.

- Ezutan egy 14j tisztitasi lépést hajtunk veégre alkalifém
sokkal, azaz példaul natrium-kloriddal, elénydsen natrium-klo-
riddal végzett differencialé kicsapassal, adott esetben ezt kove-
téen KHyPOs és NapHPOs4 pufferrekkel szemben végzett
dializissel, majd végezetiil centrifugalasokkal, hogy kinyerjik a
kicsapodott kollagént.

- Az igy kapott ulledéket homogenizaljuk, enyhén kever-
tetve tisztitott vizben, a kollagén koncentraciéja 1-30%, majd 2-
3-szor mossuk tisztitott vizben valé reszuszpendalas elétt, majd
48 6ra hosszat 0-20 °C-on, elényosen 0-10 °C-on kevertetjiik

- Ezt a szuszpenziét centrifugaljuk, majd centrifugala-
sos szaritassal dekantaljuk. A kollagént 102 mol/l citromsavas
oldatban gytijtjik dssze alacsony, 2-5-6s pH-n, elénydsen 2,5-
3,5-6s pH-n, aminek a térfogatat a valasztott végsé kollagén kon-
centracio6 fiiggvényében hatarozzuk meg.

- Az Uledéket ebben a savas oldatban hagyjuk allni,
keverés nélktil, alacsony hémérsékleten, azaz 0-10 °C kézott, 2-
48 o6ra hosszat, elénydsen 12-24 ora hosszat. A kollagén uledék
megduzzad, elveszti fehér elszinezédését, igy attetszéve valik.

- Az tledéket dupla transzverzalis késekkel ellatott
keverébe vissziikk at, azaz példaul a mar emlitett DITO-SAMA
darabolé/keverébe, majd a keverést és a nyirast fokozatosan

emeljuk, anélkill hogy meghaladnank a 10000 per perc fordulat-
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szamot, ameddig elérjuk az 1000-5000 per perc fordulatszamot,
még jobb, ha a 2500 per perc fordulatszamot, ugyanakkor 2-10 °
C-onként, elényésen 3-5 °C-onként szabalyozzuk a hémérséklet
emelkedését, hogy ne haladja meg a 35 °C-t, elény6sen a 25 °C-t,
ameddig elérjiik a teljes szolubilizalast. A kapott odat tiszta.

A kollagént itt is kollagén-kivonatbél allitjuk elé, ami el6-
nyosen féleg I-es tipusu.

Eszerint a 2. varians szerint az igy eléallitott természetes
kollagén elénydsen abszolut szurével (0,22 pm-es pérusméretu
membran) végzett sterilezésen megy at, az eljaras hémérsékletén,
azaz eszerint a varians szerint elényosen 20-25 °C-on, vagy egy
masik valtozat szerint perecetsavat adunk hozza olyan kérul-
mények kézott, amik azonosak az elé6zékben emlitettekkel, vagy a
sterilezést ionizalo sugarzassal hajtjuk végre (2,5‘Mrad; 2,5%x105
Gy) ) egy elészaritott forman, amit adott esetben arra szantunk,
hogy steril folyékony kozegben legyen szolubilizalva, azzal a
céllal, hogy egy steril készitményben kombinaljuk olyan aktiv
adalékanyagokkal, amik érzékenyek az ionizalé sugarzasokra, és
amiket ebben a leirasban emlitett terapias osztalyokbol valaszt-
hatunk ki.

Az opcionalis semlegesitést elényosen a sterilezési lépés
utan hajtjuk végre, szobahémérsékleten. Szobahémérsékleten az
figyelnetd meg, hogy a semlegesités masodik oOrajatol kezdve
csapadék kezd képzdédni. Ezért kulonosen elényds, ha a kollagént
0-8 °C-on tartjuk, majd elkészitjik a kollagén és mas aktiv ada-

lékanyagok - amik alacsony pH-n (1-6,5 k6z6tt) inkompatibilisek
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- kombinacio6it vagy keverékeit, a semlegesités utani els6 két
6raban, elénydsen az els6 oraban, de még jobb, ha 30 percen
belil, majd elkezdjiik kivitelezni az opcionalis muveleteket, azaz
példaul a fagyasztast, liofilezést vagy szaritast, levegon vagy
csokkentett nyomason.

A 2. variansnak megfeleléen kapott kollagén jellemzéi:

Az igy eléallitott atelopeptid kollagén steril €s megobrizte
trihelikalis strukturajat. Formaja tiszta oldat, aminek alacsony a
viszkozitasa, azaz 2-40 cps (2x10-3 — 40x10-3 Paxs) és aminek a
pH-ja savas, vagy ha kell akkor semleges.

Az igy eléallitott kollagén mas jellemz6i az alabbiak:

- kollagén, ami 90%, vagy még tébb I-es tipusu kolla-
gént tartalmaz, azaz az alfas(I))/alfa;(l)2 arany 0,48-0,52 ko6zott
van.

- denaturacioés csucs: 38 — 45 °C, differencialé termo-
grafiaval (DSC) mérve

- 6ssz—nitrogén: 17,0-18,7%-1ig

- hidroxiprolin: 12-13,9%

- mentes triptofantdl, aminoglikanoktél és 95000 dal-
tonnal kisebb molekulasulyu polipeptidektdl

- lipid: <1%

- szulfathamu <2%

Tehat a jelen talalmany targya egy atelopeptid steril nativ

kollagén.
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A 2. varians szerint eléallitott kollagén alapjan készitett ké-
szitmények, és azok felhasznalasa. Példaként az alabbiakat em-
litjuk meg:

- Modositas nélkul hasznalva folyékony formaban, sa-
vas pH-n, szévet-hidrataloként vagy készitményekben kombinal-
va kozmetikailag aktiv adalékanyagokkal, példaul 0,1-3%-ban;
sebgyogyité terapias készitményekben kombinalva, példaul der-
matologiailag aktiv adalékanyagok azaz példaul gyulladascsok-
kenté agensek, lokalis antiszeptikumok, antibakterialis agensek,
gombaellenes agensek, szalicilsav, stb. jelenlétében. Ezek a keé-
szitmények krém, gél, hab vagy kendcs formajuak kulsé hasz-
nalathoz, a kollagén koncentracidja ezekben 1-3%. Ezeknek a
formaja kiilsé hasznalat esetében lehet folyadék vagy permet,
amikben a kollagén koncentracidja 0,1-1%. Az emlitett aktiv ada-
lékanyagokat az ismert terapias dézisokban hasznaljuk.

- Semleges pH-n valé hasznalat paszta vagy gél forma-
jaban, foszfatokkal és alkalikus sokkal (példaul natrium-klorid)
kombinalva, a kollagén koncentraci6ja példaul 2-7%, bérpanga-
sok, azaz rancok, finom vonalak kijavitasaban, vagy egy masik
valtozat szerint simaizmok megerdsitésére, azaz példaul vizelet-
visszatartasi problémak esetében, vagy végezetll szovet-helyette-
siték, azaz példaul szivbillentytik, vagy csont-helyettesit6k eléalli-
tasaban a kollagén hidroxiapatittal vagy korallal van kombinalva.

- Semleges vagy savas pH-n valé hasznalat olyan hab
eléallitasara, aminek alacsony a kollagén koncentraciéja, és ami

kiiléndsen jol hasznalhaté a sebészetben vagy mikrosebészetben,
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karosodott szévet helyreallitasara, valamint annak biztositasara,
hogy a szdvetkézi és parenchimalis tér megmaradjon, €s el lehet
kertilni az anatomopatologias tapadasokat a karosodott vagy le-
zios szovetek kozott (elénydsen parenchimalis, kardiovaszkularis,
mellkasi, plasztikai vagy ENT sebészetben). Ez a hab tartalmaz-
hat aktiv adalékanyagokat, pontosabban antibiotikumokat, anti-
szeptikumokat és gyulladascsokkenté agenseket, az el6zékben az
1. varians szerint eléallitott készitményeknél emlitett koncentra-
ciékban. Egy ilyen habot a késébbiekben részletesebben ismer-
tetunk.

A 2. varians szerinti steril kollagént hasznalva az is lehetsé-
ges, hogy féleg liofilezéssel végzett szaritassal allitsunk elé felszi-
vodo hemosztatikus szivacsokat, amik kiilénosen elényések a he-
mosztatikus hatasuk miatt, valamint azért, mert lokalisan juttat-
nak el egy vagy tébb aktiv adalékanyagot, féleg fertézés elleni
agenseket és/vagy véralvadasi faktorokat.

Az ilyen kollagénbél a 2. varians szerint savas pH-n eléal-
litott szivacsok nagyon elénydsek, mivel azonnal oldédnak, mi-
helyt egy folyékony kozeggel hozzuk érintkezésbe, ami lehetéve
teszi egy vagy tobb aktiv adalékanyag azonnali felszabadulasat.
Ugyanezek a szivacsok, amiket a 2. varians szerint semleges pH-
n kollagénbél allitunk elé, amiknek a megjelenési formaja mikro-
fibrillaris, lehet6vé teszi a lassu felszabadulast, és el6nyos
mechanikai hatasuk van azon a hemorragias felszinen, amihez

hozzatapad.
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A savas vagy semleges pH-ju kollagén, 0,1-3%o0s koncent-
racioban, elénydsen 0,2-2%-os koncentracioban, vagy még els-
nyosebben 0,5-1%-os koncentraciéban hasznalhat6 ilyen sziva-
csok eldallitasara.

Amikor jelen vannak, akkor az alabbi antibiotikumokat:
gentamicin, pefloxacin és vankomicin, hasznaljuk az 1. varians
készitményeinél mar emlitett koncentraciokban.

Mas aktiv adalékanyagok is lehetnek jelen, azaz példaul
trombin, Nemzetkézi Egység per mg kollagén koncentracioban
kifejezve 0,1 NE/mg-20 NE/mg koncentracioban, elény6ésen 0,5
NE/mg-10 NE/mg, és elényésebben 1 NE/mg-5 NE/ mg koncent-
raciéban, vagy fibrinogén (mg fibrinogén per mg kollagén for-
maban kifejezve) 0,1 mg/mg-20 mg/mg, elényésen 0,1 mg/mg-
10 mg/mg, és még elénydsebben 0,5-5 mg/mg koncentracioban.
Mas aktiv adalékanyagokat is kombinalhatunk veliik, azaz példa-
ul mas vérkészitményeket, féleg protrombint, Xa faktort, IXa fak-
tort, XIII faktort, és a véralvadas belsé és kiilsé6 mechanizmusai-
nak barmilyen mas aktivatorait vagy proaktivatorait, adott eset-
ben mas fiziolégiasan és farmakologiailag aktiv anyagokkal azaz
példaul a plazminogén vagy antifibrinolitikus agensek aktivato-
raival és inhibitoraival. Mas anyagok is kombinalhatok ezekkel,
példaul specifikus enzimek, amik szabalyozzak a kollagén felszi-
vodasat, vagy egy masik valtozat szerint keresztkotéseket képezo
agensek.

A jelen talalmany szerinti kollagén és az el6zékben emlitett

aktiv adalékanyag(ok) keverékeit taroléedényekben allitjuk elé,
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amiket rozsdamentes acélbél, tivegbél vagy polietilénbdl allitunk
elé 5-35 °C kozotti hémérsékleten, elénydsen 10-30 °C, még eld-
nydsebben 15-20 °C koz6tti hémérsekleten.

Amint azt mar emlitettiik, ha semleges a pH-ja, akkor a
kollagént a semlegesités utan 2 o6ran belil fel kell hasznalni. Az
elegyet azutan liofilez6 edényekbe mérjik szét, amikben rétegek
alakulhatnak ki, elényésen 1-20 mm, elénydésen 3-15 mm, még
elényésebben 5-8 mm vastagsaguak. Ezeket a készitményeket
azutan monoréteg formajaban liofilezhetjik, az alabbi eljarasi
paraméterek szerint: fagyasztasi hémérséklet -5 °C-tdl —60 °C-ig,
reszorpcios hémeérséklet 20 °C-tol 50 °C-ig, altalaban 25-40 °C
kozott és elényosen 30-35 °C kozott.

A szivacsok igy liofilezett készitményeinek a szine fehér, ho-
mogén, szdvott, bolyhos megjelenésii. Viztartalmuk 1-25% ko6zo6tt
van.

A jelen talalmany szerinti szivacsok modositas nélkul hasz-
nalhaték, vagy in situ laminalason mehetnek at (a liofilez6 kam-
rajaban), egyedileg nyomast fejtve ki rajuk, vagy azon kivil,
aszeptikus korulmények kozott, egy forgé malmon atbocsatva. Ez
a muvelet teszi lehet6vé, hogy noveljuk az ilyen tipusu szivacs
erésségét.

Az emlitett készitmények elénydsen liofilezheték egy vagy
tobb rétegben. Ebben az esetben a rétegek kozotti tapadas elo-
nyosen a fagyasztasi fazisban 1ép fel, -11 °C és —20 °C koz6tti ho-
meérsékleten, elényésen —11 °C és —-13 °C koézott. Ezutan egy la-

minatumot kapunk, amiben a két alsé réteg példaul tartalmaz-
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hat savas pH-ju kollagént, példaul trombinnal és fibrinogénnel
kombinalva (lehetévé téve ezeknek a termékeknek a
felszabadulasat és biologiai ragasztéanyag képzddését), és
amikben a fels6 réteg példaul semleges pH-ju kollagént tartalmaz
(ami lehetévé teszi a mechanikai hatast a hemorragias felszinen,
amint azt mar emlitettiik). Az el6zékben emlitett forma lehetéve
teszi, nagyon elénydsen, hogy a biolégiai ragasztéanyagot minden
elézetes kezelés nélkiil eljuttathatjuk a helyére, az ismert ragasz-
téanyagokkal ellentétben. A semleges pH-ju réteg elénydsen tar-
talmaz antibiotikumokat, és lehetévé teszi a szabalyozott
felszabadulasukat, ami kuilonosen elényds a csontfertézések
esetében. A rétegek sorrendjének és szamanak megvalasztasa
nem lényeges, az a szakterlleten jartas szakember ismeretei
ko6zé tartozik, aki az utobbit az elére lathato felhasznalasnak
megfeleléen allitja be.

Ezekben a jelen talalmany szerinti kombinaciokba stabiliza-
l6szereket is tehetiink, azaz példaul poliolokat, polialkilén gliko-
lokat vagy poliszacharidokat, vagy egy masik valtozat szerint a
kollagénnel kompatibilis aminosavakat vagy mas aktiv
agenseket, azaz példaul gyulladascsokkentd agenseket, vagy egy
masik valtozat szerint az eléz6kben emlitett modon keresztkotod
agenseket, azzal a céllal, hogy megndéjon, megint elény6sen, a
felszivodasi idejiik. Az is lehetséges, hogy kombinaljuk mas
felszivodo agensekkel, amiknek mechanikai hatasuk van, és

amik lehetévé teszik varratok készitését, példaul cellulozzal vagy
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oxidalt celluléz szovetekkel vagy vicrylN-rel (ez az Ethnor vallalat
terméke).

Emellett a még a jelen taldlmany szerinti eljaras 2. vari-
ansanak megfeleléen kapott, savas vagy semleges pH-ju kolla-
gén, esetleg mas aktiv adalékanyagokkal kombinalva képes
hemosztatikus port adni liofilezés vagy szaritas utan. A hasznalt
kollagén koncentracioja 1-3%.

A jelen talalmany targyat képezik tehat az el6z6kben ismer-
tetett készitmények, amikre példaként megadtunk néhany lehet-
séges gyogyszerészeti készitményt, amik a 2. variansnak megfele-
16en kapott nem-polimerizalt kollagén készitményeit képviselik.

A tovabbiakban a jelen talalmany néhany targyara nem-
korlatozé6 példakat adunk meg, az alabbi abrakra valo
hivatkozassal:

- Az 1. és 2. abra poliakrilamid gélelektroforézis dia-
grammja, ami az I-es tipusu kollagén elvalasztasat mutatja, a ta-
lalmany szerinti mechanikai- és hékezelés utan (1. varians).

- A 3. és 4. abra a kollagén hoével valé denaturalasanak
diagrammija, amik a kollagén nativ (nem-denaturalt) termeészetét

mutatjak, a mechanikai- és hékezelés elétt (1. varians) és utan.

Példak
1. Példa

Eljaras polimerizalodé képességgel rendelkezé kollagén eldalli-

tasara (1. varidns: nem-pepszinezett kivonat)
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Strucc Achilles inakbél készitett 10%-os kollagén kivonatot
egy mar emlitett, kett6s transzverzalis késekkel ellatott keverébe
visztink at. A kevertetést és nyirast azutan 1500 per perc fordu-
latszammal, szobahémeérsékleten (20 °C) hajtjuk végre, 7 percig.
Megfigyelhetd, hogy a viszkozitds 1500 cps-re né. A kivonat fehé-
res szinU lesz, és elasztikus mgjelenési format vesz fel. Ezutan
litjuk. Az egyes higitasok utan a hémérsékletet 4 °C-kal emeljuk,
majd a keverés sebességét lépésenként, 500 per perc fordulat-
szammal néveljik, 3-4 percenként. Amikor a 3500 per perc for-
dulatszam keverési sebességet és a 35-36 °C-t elérjuk, akkor
ezeket a kortilményeket kortilbeltll 3 percig tartjuk fenn, majd a
keverést leallitjuk és a kivonatot 30 percig ugyanolyan, 35-36 °C-
on hagyjuk allni. Ezutan egy 14j (6tszords) higitast hajtunk vegre,
és a sebességet 5000 per perc fordulatszamra néveljuk, majd a
hémeérsékletet 3-4 perc alatt 42 °C-ra néveljik. A kollagén ekkor
képlékeny, viszkozitasa 17000-20000 cps (17-20 Paxs). A hé-
mérsékletet 44 °C-ra noveljik. Azutan ezeket a kértilményeket
0,5-1 percig tartjuk fenn; a képlékeny kollagén gyorsan
elfolyésodik, folyékony megjelenési format vesz fel, viszkozitasa
30-50 cps-re (30x10-5Paxs — 50x10-5Paxs) cs6kken.

Az elfolyositott kivonatot azonnal egy nyomas alatt muké6dd
sziréberendezésbe vissziik at, amit el6zéleg hével sterileztlink,
és ami vizkeringéses kettés képennyel rendelkezik, ami lehetéve
teszi, hogy a hémérsékletet 42-45 °C-on tartsuk. A kivonatot

azutan gondosan atszurjuk két sterilszir6 membranon, az elso-
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nek a pérusmérete 0,45 pm, a masodik pérusmérete 0,22 pm. A
szlrletet egy nyomas alatt levd, duplafalu tartéedényben Ossze-
gytjtjiik, és a hémérsékletet 42-45 °C-on tartjuk. Ezt a szlrletet
azutan abszolut szurésnek vetjuk ala, 0,22 pm-es porusmeéreti
membranon keresztul.

A kapott kollagén steril, amit az Eurépai Gyogyszerkony
szerint végzett bakteriologiai tesztekkel hatarozhatunk meg.

Emellett az igy kapott kollagénnek a mechanikai- és héke-
zelése el6tt, alatt és utan végzett elemzése azt mutatja, hogy a
kollagén aminosav-dsszetétele nem valtozik. Emellett poliakril-
amid gélelektroforézissel nem lehet kimutatni 95000 Daltonnal
kisebb molekulasulya polipeptideket (1. és 2. abra). Az is
megjegyzésre érdemes, hogy az alfa(I):/alfai(l)2 arany 0,49, azaz
a kapott kollagén tobb mint 95% I-es tipusu kollagént tartalmaz.

A differencial-termografiaval (DSC) végzett termografias
elemzés (a Perkin Elmer Delta-Series DSC 7 modelljével, a
mechanikai- és 40-50 °C-os hékezelés soran végrehajtva) igazolja
a kollagén denaturacidés csucsanak az eltinését, ami megfelel a
molekula trihelikalis strukturajanak. Ez az eltinés azonban csak
ideiglenes, mivel a denaturaciés csucs megjelenik a kollagén
lehtitése és megdermedése utan (3. és 4. abra). Ez a bizonyiték
arra, hogy a kollagén trihelikalis strukturajanak elvesztése a
jelen talalmany szerinti hé- és mechanikus kezelés soran

reverzibilis természetqi.
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Ezek az eredmények igazoljak, hogy a szekunder és tercier
struktiira megmarad, és ezaltal az igy eléallitott kollagén nativ
formaju.

Az igy kapott kollagén mas {6 jellemzéi €s tulajdonsagai az
alabbiak:

- viztartalom: 95%

- megjelenési forma: koérulbelil 38 °C-nal magasabb
hémérsékleten viszkézus folyadék, ragadds tapintasu, pszeudo-
szilard kompakt és homogén gélesedett témeg korulbelil 38 °C-
nal alacsonyabb hémeérsékleten

- viszkozitas: 45 cps (45x10-5Paxs) a folyadék formaban

6ssz-nitrogén: 17,9%

hidroxiprolin: 128%

- mentes triptofantél, aminoglikanoktél és 95000 dal-
tonnal kisebb molekulasulya polipeptidektol

- pH: 5,5

- lipid: <1%

- szulfathamu <2%

Az elézékben ismertetett steril kollagént korlatozott ideig
42-45 °C-on tartjuk, hogy médosulas nélkul gyorsan szét lehes-
sen mérni megfelelé tartéedényekbe vagy csomagolasba, azaz
példaul ampullékba, fecskendékbe, buborék-csomagoloanyagba,
stb., vagy mas aktiv adalékanyagokkal, azaz példaul véralvadasi
faktorokkal valé keverés utan, amely adalékanyagokat sziikség

esetén eldzileg sterileztiink.
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Ha 6nmagaban hasznaljuk, akkor az igy eléallitott kollagén
kivalé hemosztatikus tulajdonsagokkal rendelkezé ragaszto-
anyag, amit az altalanos, parenchimalis, kardiovaszkularis,
mellkasi, ortopédiai, ENT, urologiai, maj, zsigeri és szulészeti-
négyogyaszati, valamint  transzplantaciés és csontveld
sebészetben lehet hasznalni; a mikrosebészetben, valamint
barmilyen olyan orvosi teruleten, ahol sztikség van ennek a
gyogyszerformanak a hatasara, adott esetben mas aktiv adaléka-
nyagokkal kombinalva.

Szobahémérsékleten tartjuk, ahol megdermed.

Ez vilagosan megkulénbozteti a jelenleg piacon levé tébbi
ugynevezett biologiai ragasztoéanyagtol, azaz példaul a TissucolN-
tol (Immono-AG, Ausztria), vagy a BiocolleN-tél (Laboratories des
Fractionnements et des Biotechnologies, Franciaorszag), aminek
a szaraz formajat alacsony hémeérsékleten, kértlbelil +4 °C-on
kell tartani.

A jelen talalmany szerinti kollagén alapu ragasztoanyagot
felhasznalas elétt folyadék formaban kell elkésziteni. Ehhez 2-3
perces melegités elég, példaul egy 40-45 °C-os inkubatorban
vagy vizfirdében, majd kézzel lassan kevertetve.

Tehat az elézékben emlitett ismert ragasztéanyagokkal
dsszehasonlitva a jelen talalmany szerinti kollagénre alapuld ra-
gasztéanyagnak, az elényos tulajdonsagai mellett, még az elke-

szitési ideje is korulbelul 10x gyorsabb.
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Ha a véralvadasi faktorok jelen vannak, akkor a kolla-
génhez val6é hozzaadas el6tt az alabb ismertetett modon el6 kell
késziteni 6ket.

2 NE/mg kollagénnek vagy 1 NE/mg kollagénnek megfelel6
mennyiségli trombint vagy fibrinogént 40 mmol/1 kalcium-klorid
oldatban (azaz 1 ml kollagén 50 NE trombinhoz) és injekcids
vizben (WFI) oldunk. A szurést azutan kulén hajtjuk veégre egy
0,22 pm-es pérusmeéreti abszolut sziirémembranon keresztul.

Ezutan a trombint vagy a fibrinogént hozzaadjuk a steril
kollagénhez, amit elézéleg semlegesitettiink (pH=7,0), az el6z6k-
ben ismertetett moédon. Az elegyet homogenizaljuk és szétmeérjuk.

A szétmérést tulnyomas alatt, példaul egy adagolo szi-
vattyuval végezziik, megfelelé tartéedényekbe, pontosabban tveg
ampullakba vagy fecskendékbe, példaul a biologiai ragaszto-
anyagok esetében; hével lezart buborékcsomagolasba vagy zacs-
kokba, példaul a tapaszok, filmek, hidratalé maszkok esetében,
vagy egy masik valtozat szerint egy liofilezé berendezés talcaiba,
hogy egy port vagy egy szivacsot, stb. kapjunk az el6zékben is-

mertetett modon.

2. Példa

Kollagént és trombint tartalmazo steril folyékony biologiai ragasz-

téanyag
Az 1. példaban kapott termék steril folyadék formajat hasz-
nalva 2 ml 5%-os kollagént és 200 NE trombint tartalmazd keé-

szitményt allitunk el6é tivegampullaban.



Az egy hemorragias felszinen valé hasznalatanak idején
megdermed és a szdvet felszinére tapad, ezzel lehetévé teszi a lé-
zi6 vagy bemetszés lezarasat, és kontakt hemosztatikus agens-

ként hat, ami leallitja a vérzést.

3. Példa

Steril kollagént + fibrinogént tartalmazo por

Az 1. példaban kapott terméket hasznalva, a fibrinogénnel
kombinalt kollagén liofilezése és 6rlése utan, steril poritott for-
maban, ampullanként 700 NE fibrinogént tartalmazé 360 mg
kollagén steril polietilén ampullakba mérjuk szét.

Ennek a pornak, ha permetezéssel egy hemorragias fel-
szinre alkalmazzuk, ktiléndsen mikrosebészetben, olyan feltle-
tekre, amik nehezen hozzaférheték, a hemosztatikus hatasaval le
lehet allitani a vérzést, a véralvadas kuils6 és belsé bioszintézis
utjara gyakorolt hatasan keresztiil, és hozzatapad a hemorragias

felszinhez.

4. Példa

Steril kollagént és trombint tartalmazo szivacs

Az 1. példaban eléallitott, majd semlegesitett 35 ml 1%-os
steril kollagénbél indulunk ki, majd talcakra vagy 5x7 cm-es bu-
borék-csomagolasra mérjuk szét. Ezutan liofilezzlik, majd a tal-
cakat vagy a buborék-csomagolasokat aszeptikus koértilmények

kozott lezarjuk, és steril dupla zacskékba csomagoljuk.
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Az igy eléallitott szivacs lehetévé teszi 35 cm?-es terulet
lefedését, és mennyisége 350 mg, 700 NE trombint tartalmazoé
kollagénnek felel meg.

Ennek a szivacsnak gyors hemosztatikus hatasa van, ami a
kollagén hatasat kombinalja a trombinéval és a véralvadas
mechanizmusaval, majd a hemorragias felszinhez tapad, ami le-
hetévé teszi, hogy jelentés mechanikai hatast fejtsen ki. A
filmképzé tulajdonsagai lehetévé teszik, hogy nagy hemorragias

teruleteket fedjen le.

5. Példa

Kollagént (pszeudo-szilard) és metronidazolt tartalmazo tapasz

A metronidazol fertézés-ellenes anyagot folyadék formaban,
sterilre sztirve hozzaadjuk az 1. példaban folyadék formaban ka-
pott, 42-45 °C-os, az el6z6kben emlitett modon semlegesitett 2%-
os kollagénhez, 0,05 mg/mg szaraz kollagén aranyban.

Lehtités utan a kollagént, ami 1 mm vastag tiszta és homo-
gén pszeudo-szilard gél, sterilezésnek vetjuk ala (besugarzas 2,6
Mrad béta-sugarzassal, Laboratoires Caric Orsay, Franciaorszag).

Meglep6é megfigyelés, hogy a jelen talalmany szerinti kolla-
génbdl készitett gél ,nem torik meg”, azaz nem valik szét két fa-
zisra, egy hagyomanyos géltdl eltéré modon, ami ugyanazon a be-
sugarzasos sterilezésen esik at.

Ennek a tapasznak, ha egy fert6zott sebre alkalmazzuk, to-
pikalis védé hatasa van, a metronidazol jelenléte és felszabadu-

lasa miatt fertétlenitdé szerként hat.



46 E:: ..:: e

6. Példa

Atelopeptid kollagén, aminek polimerizaloképessége van (1. vari-

ans

Friss strucc Achilles inbél szarmazé tisztitott 10%-os kolla-
gén kivonatot hasznalva az alabbi eljarast hajtjuk végre:

- a kollagént meghigitjuk, 102 citromsavat adva hozza
(pH=2,5), ameddig az 1%-os koncentraciot elérjuk.

- pepszint adunk hozza, 1/10 témeg/témeg szaraz kol-
lagén aranyban,

- szobahémérsékleten (20 °C) 7 6ra hosszat hagyjuk
reagalni,

- a 7. napon a kollagént 30%-os natrium-hidroxiddal
semlegesitjik, a pH-t 7,2-re allitva. A kollagén kicsapoédik, az ol-
datban maradt nem-kollagén fehérjéket és pepszin maradékot
centrifugalassal eltavolitjuk, példaul a Rousselet vallalat altal
forgalmazott RC40 berendezéssel,

- az uledéket ionmentesitett vizzel mossuk, majd cent-
rifugalassal szaritjuk, a viz mennyisége tizszerese az uledék
tdmegének, majd a kollagén tliledéket nedves szalak formajaban
kapjuk meg,

- ezt a muiveletet haromszor megismételjik azonos ko6-
raulmények koézétt, igy 70%-os viztartalmu kollagén fonalakat ka-
punk,

- az uledéket szolubilizaljuk 10-2 mol/l citromsavval

(pPH=2,5),
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- az elegyet addig szolubilizaljuk, amig a szolubilizacio
teljes lesz, igy kapunk egy 10%-os kollagén kivonatot, ami tiszta,
viszkozitasa 6000 cps (6%10-5Paxs),

- a kivonatot kettés transzverzalis vagokkal ellatott
keverébe vissziik at, majd az eljarast az 1. példaban leirt moédon
addig folytatjuk, amig koértlbeltil 5%-os kollagént kapunk.

Ez a steril, atelopeptid nativ kollagén, aminek megvan a po-
limerizacios képessége, killdnosen elényds a szemészeti alkalma-
zasokban, formaja lehet lencse, flexibilis membran vagy szem-
csepp/szemoéblits, az elézékben ismertetett médon. Emellett a
potencidlisan immunogén telopeptidek hianya ktilénoésen

vonzova teszi.
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7. Példa

Kollagén hab (2. varians)

A habot nedves kollagén szalakbdl allitjuk elé, amiknek a
viztartalma 70%, amit a mar ismertetett 2. varians szerint alli-
tunk el6. Ezt az tilledéket homogenizaljuk és 48 ora hosszat +4 °
C-on kevertetjiik tisztitott vizben. Centrifugalas utan az tledéket
10-2 mmol/1 citromsavban (pH=2,5) vesszuk fel, a kollagén kon-
centraciojat 2,5%-ra allitva. 24 oéra hosszat 4 °C-on hagyjuk allni,
majd az tledéket dupla transzverzalis vagokkal ellatott keverébe
vissziik at. A keverési sebességet, a nyiréerét és a hémérsékletet
fokozatosan néveljik, amig a 2000 per perc fordulatszamot és a
25 °C-t elérjiuk. A kivonatot azutan egy 0,22 pm poérusmeéretu
abszolut membran szurjuk at, 25 °C-on.

Benzalkénium-kloridot adunk az igy kapott 2,5%-os steril
kollagénhez, 1,5 g/l koncentraciéban. Az elegyet kevertetjuk, a
keverés fordulatszamat fokozatosan 500 per perc fordulatszamrol
2500 per perc fordulatszamra noévelve atmoszférikus koértl-
mények kozoétt, ekkor a kivonat viszkozitidsa megné és fehéres
szinu lesz, igy kapjuk a jelen talalmany szerinti habot.

A habot 10 ml-es vagy nagyobb adagolé szivattyuval mérjuk
szét, ami katéterrel van ellatva, ami lehetévé teszi olyan helyekre
valé eljuttatasat, amiket egyébként nehezen lehet elérni, ami
gyakori eset a mikrosebészetben.

Igy konzervalodva ez a hab szobahémérsékleten tarolva leg-

alabb 24 hoénapig stabil. Héérzékeny aktiv adalékanyag jelen-
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létében az az elényds, ha ennek az igy eléallitott habnak a
tarolasi hémeérséklete 4-10 °C.

Ezt a habot elénydsen féleg a parenchimalis és mellkasi se-
bészetben hasznaljuk. Kulondsen elényds a szévetkézi é€s pa-
renchimalis tér fenntartasaban, és lehet6vé teszi, hogy elkeruiljuk
az anatomo-patolégias 6sszetapadasokat a karosodott szévetek

ko6z0ott.

8. Példa

Rétegzett vagy egyrétegi hemosztatikus szivacsok eléallitasa (2.

varians

A szivacsokat a 7. példaban leirt médon a 2. variansnak
megfeleléen eléallitott kollagénbél allitjuk eld, amit egy 0,22 um-
es pérusméretli membranon keresztil térténé abszolut sztGréssel
sterileziink.

Ahhoz, hogy egy egyrétegti szivacsot kapjunk, ami emellett
tartalmaz példaul egy véralvadasi faktort, az alabbi eljarast hajt-
juk végre:

- 35 ml 1%-os koncentracigju folyékony kollagént, amit
elézéleg 700 NE steril trombinnal vagy 350 NE steril
fibrinogénnel kevertiink 6ssze majd semlegesitettiink, 5x7 cm-es
buborékcsomagolasba mértiink szét,

- mindegyik elézékben emlitett kollagén kombinaciot (a
fagyasztasi és reszorpcios hémérséklet —25 °C illetve 35 °C) ha-

gyomanyos moédon, kuilén liofilezzuk.
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Az igy kapott semleges pH-ji szivacs bolyhos, enyhén
fonalas megjelenési formaju, és fibrinogén valamint trombin je-
lenlétében fehér vagy krémszinu.

Ennek a szivacsnak hemosztatikus hatasa van, ami a kolla-
génnek a véralvadas mechanizmusaira gyakorolt kiils6 és bels6
hatasaval all kapcsolatban, amit tovabb erésit a véralvadasi fak-
torok, nevezetesen a trombin és a fibrinogén hemosztatikus
hatasa.

Tovabba, a 2. variansnak megfeleléen kapott semleges pH-
ja kollagén, mivel oldhatatlan, mechanikai hatast fejt ki a he-
morragias szovet felszinére, amit a véralvadasi faktorok nem
tudnak megtenni, ha énmagukban, liofilezett formaban hasz-
naljuk 6ket.

Emellett, amint azt az el6z6kben mar emlitettiik, egy ilyen,
a jelen talalmany szerinti prezentacioban a véralvadasi faktorok
aktivitasa teljesen megérzédik, a hagyomanyos készitményekkel
(azaz példaul a TachocombN, Hafslund Nycomed, leirasa megta-
lalhaté az EP-A-59265 szamu szabadalmi leirasban) ellentétben.
amikben az utobbit ionizalé sugarzassal sterilezik, és ezaltal
részlegesen denaturalva van.

Ahhoz hogy rétegzett szivacsot kapjunk, az alabbi eljarast
hajtjuk végre:

- 18 ml, pH 5-6s folyékony kollagént (koncentracioja
0,5%), amit el6zéleg 700 NE trombinnal és 1 ml 40 mmol/1 kalci-
um-kloriddal kevertiink éssze, 5x7 cm-es buborékcsomagolasok-

ba osztunk szét, majd
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- enyhe fagyasztas végzink -10 °C-on, majd 18 ml
0,5% os, pH 5-6s, elézdleg 350 NE fibrinogénnel 6sszekevert fo-
lyékony kollagént adunk az els6 réteghez, majd

- ismét enyhe fagyasztast végzink, az eléz6kben emli-
tett korulmények kozott, majd egy végsd, 1%-os kollagént, minek
semleges a pH-ja, tartalmazo réteget adunk az igy kapott maso-
dik réteghez, és végul

- az elézékben az egyrétegli szivacsra ismertetett mo-
don liofilezzuik.

Igy tehat haromrétegi rétegzett szivacsot kapunk, ami az
alabbi, figyelemre mélté tulajdonsagokkal rendelkezik:

* ha alkalmazzuk, akkor a kollagén savas pH-n azonnal
oldatba megy, felszabaditva a véralvadasi faktorokat, amik hemo-
sztatikus ragasztéanyagot képeznek a hemorragias felszinen,

* a kiilsé réteg semleges pH-n szintén mechanikai ha-
tast fejt ki, ezzel erésitve a hemosztatikus ragasztoanyag hatasat,
annal is inkabb, mivel a hemorragias tertlet nagy.

Emellett, ez, a jelen talalmany szerinti szivacs azzal az
elénnyel is rendelkezik, hogy nem felhasznalas elétt kell elkészi-
teni.

A hemosztatikus prezentaciénak ez a tipusa kiilénésen al-
kalmas altalaban, parenchimalis, kardiovaszkularis, mellkasi,
plasztikai, ortopédiai, ENT, urolégiai, maj, zsigeri és szulészeti-
négyogyaszati mutétekhez, transzplantaciéos €s csontvelé mute-
tekhez és a mikrosebészetben, valamint altalaban minden, ilyen

hemosztatikus hatast igénylé teruileten.
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9. Példa

Szivacs + vankomicin (2. varians)

Az alabbi eljarast hajtjuk végre:

- 6 liter, a jelen talalmany szerinti eljaras 2. variansa
szerint kapott 1,4%-os kollagén oldatot steril tartéedénybe te-
sziink, majd natrium-hidroxid hozzaadasaval semlegesitjik,
majd

- a semlegesitést kovetd egy oran belil 1 liter 42 g/l
koncentraciéjii vankomicin hidroklorid oldatot adunk a szobahé-
meérsékleten tartott kollagén oldathoz, majd

- az oldatot homogenizaljuk, majd adagolé szivattyuval
a kapott elegyet egy 0,22 pm-es péorusméretli membranon nyom-
juk at liofilezé tartéedényekbe, 70 ml-t egy 10 cm-es tarto-
edénybe, majd

- -25 °C-ra lefagyasztjuk, ezt kdveti a szublimalas majd
a deszorpci6 35 °C-ig,

- végiil steril szivacsokat kapunk, amik 7 mm vastagok,
és 8,4 mg kollagént valamint 4,2 mg vankomicin hidrokloridot
tartalmaznak cm?2-enként, vagy végil 1-2 mm vastag szivacsokat
kapunk, automatikusan nyomast fejtve ki a liofilez6kben levé
rétegekre, azért, hogy laminalt szivacsot kapjunk, majd

- a buborékcsomagolast hével lezarjuk és steril dupla-

falti zacskokba tesszuk.
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A jelen talalmany szerint azonos szivacsokat allithatunk
elé, amik gentamicint, pefloxacint vagy mas antibiotikumot vagy
fertétlenitészert tartalmaznak a vankomicin helyett.

Ezek a szivacsok, amikbél lokalisan, fokozatosan szabadul
fel az aktiv adalékanyag tartalmuk, kalénésen jol hasznalhatok
szamos kor kezelésében, pontosabban csont, zsiger, traumatolo-
giai és sebészeti koresetekben, pontosabban a lehetséges mikro-
biolégiai szennyezédések megelézésében vagy kezelésében.

Ezek a jelen talalmany szerinti kollagént tartalmazo6 sziva-
csoknak, amellett, hogy kival6 a toleranciajuk és biolégiai lebont-
hatésaguk, az a nagy elénytik, hogy vankomicint tartalmaznak,
amit sziréssel sterileztiink, az el6z6kben ismertetett médon, ami
igy a hagyomanyos készitményekkel ellentétben, amikben az
antibiotikum részlegesen denaturalodik az ionizalé sugarzassal

végzett sterilez kévetkeztében, megdérzi minden aktivitasat.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

Eljaras kollagén eléallitasara egy szolibilizalt és tiszti-

tott, adott esetben pepszinezett nem-steril kollagén kivonatbol,

azzal jellemezve, hogy az alabbi lépéseket alkalmazzuk:

@)

az emlitett kivonatot egy transzverzalis vagokésekkel
ellatott keverdben kevertetjuk és nyirjuk, mikézben
fokozatokban 10000 per perc fordulatszamig néveljik
a keverési sebességet, a hdmérsékletet pedig 2-10 °C-
rél, elénydésen 3-5 °C-rol noveljik hogy néveljik a ki-
indulasi kérnyezeti hémérsékletet, a szabalyozott
maximalis hémérsékletig, elényésen 50 °C-nal kisebb
hémérsékletig, majd

az emlitett kivonatot folyékony allapotban sterilezzik,
aminek eredményeképpen steril és nativ formaju kol-
lagént kapunk.

Az 1. igénypont szerinti eljaras, amiben a szolubilizalt

és tisztitott kivonatot nem pepszinezzuk, azzal jellemezve, hogy

az (i) lépésben a kivonatot minden olyan lépésben meghigitjuk,

amikor az emlitett kivonat elér egy eldére kivalasztott magas, 15-

20 Paxs kozotti viszkozitast, és ha az emlitett maximalis hémér-

séklet 42-44 °C, akkor az emlitett kivonatot allni hagyjuk,

kézvetlenul a (ii) 1épés elbtt.

3.

Az 1. és 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a (ii) 1épés elétt az emlitett kivonatot alaposan megszirjuk
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az emlitett szabalyozott maximalis hémeérsékleten, 0,45-0,22 pm-
es pérusméretii membranokon keresztul.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, amiben az emlitett
szolubilizalt és tisztitott kivonatot pepszinezzik, azzal jellemezve,
hogy az emlitett kivonatot az alabbiak szerint kezeljuk:

- tisztité sztiréseket végziink kaszkadban, kulénb6zé
poérusméreti membranokon keresztil, egészen 0,45 pm
porusmeéretig, majd

- a szurlet differencialé kicsapasat hajtjuk végre natri-
um-kloriddal.

és (i) lépésben az elért maximalis hémeérséklet 35 °C, el6-
nyosen 25 °C, és a keverési sebesség 1000-5000 per perc fordu-
latszam, elényésen 2500 per perc fordulatszam.

S. A 3. és 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a (ii) lépésben egy abszolut szlirést hajtunk végre egy 0,22 p
m-es poérusmérett membranon keresztiil, vagy a Kkivonatot
perecetsav hozzaadasaval sterilezzuk.

6. Az el6zé igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy tartalmazza az emlitett kivonatnak a (ii) lépes
el6tti vagy utani semlegesitési lépését.

7. Az el6z6 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kollagén fonalas tipusu, elényésen féleg I-es ti-
pusu kollagén.

8. Az el6zé igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal

jellemezve, hogy a kollagén kivonatot sz6rmékbdl, kétdszovetek-
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b6l vagy allati inakbdl, féleg nyulbérbél és strucc Achilles inbol
allitjuk elo.

9. Nativ I-es tipusu kollagén, amit az 5-8. igénypontok
barmelyike szerinti eljarassal allithatunk elé, és a kovetkezo jel-

lemzoékkel vagy tulajdonsagokkal rendelkezik:

alfas(I)1/alfa;(I)2 aranya 0,48-0,52 koézott van

- az Eurépai Gyogyszerkonyv szabvanyai szerint steril

- Ossz-nitrogén: 17,0-18,7%-ig

- hidroxiprolin: 12-13,9%

- mentes triptofantoél, aminoglikanoktél és 95000

daltonnal kisebb molekulasulya polipeptidekt6l

- lipid: <1%

- szulfathamu <2%

10. Gyoégyszerészeti és/vagy gyoégyhatasu és/vagy orvosi-
sebészeti és/vagy szemészeti és/vagy kozmetikai készitmeény,
ami vagy csak a 9. igénypont szerinti kollagént tartalmazza, vagy
legalabb egy masik aktiv adalékanyaggal van kombinalva.

11. Az el6z6 igénypont szerinti készitmény, amiben az em-
litett masik aktiv adalékanyagot az alabbi csoportbol valaszthat-
juk ki: véralvadasi faktorok, példaul trombin, fertétlenito szerek,
pontosabban metronidazol, antibiotikumok, pontosabban makro-
lidok, azaz példaul gentamicin, glikopeptidek, mint példaul van-
komicin, és fluorokinolinonok, azaz példaul pefloxacin szteroid
vagy nem-szteroid gyulladascsékkentd agensek acilkarbonsavas
vagy oxicam szarmazékai, novekedeési faktorok, féleg csontnove-

kedési faktorok, azaz példaul szomatotropin, és epidermalis no-
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vekedési faktorok, azaz példaul EGF (epidermalis névekedési fak-
tor), feliiletaktiv anyagok, hidratalok, stabilizaloszerek és vita-
minok.

12. A 10. vagy 11. igénypont szerinti készitmény gyogy-
szerészeti kiszerelési formai, amiket az alabbi csoportbél valaszt-
hatunk ki: gélek, féleg injekciozhaté gélek és pszeudo-szilard
gélek, habok, szemobliték, egyrétegli vagy rétegzett szivacsok,
porok, lemezek vagy kotések, maszkok, permetek, filmek, memb-
ranok, lapok és fonalak, féleg varratok készitéséhez.

13. A 9. igénypont szerinti kollagén hasznalata egy olyan
készitmény eléallitasaban, amit emberi vagy allati test gyogy-
szerészeti és/vagy gyogyhatasu és/vagy orvosi-sebészeti és/vagy

szemészeti és/vagy kozmetikai kezelésére szantunk.
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