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RO 126534 B1

Inventia se refera la o matrice naturala, peliculogend, bioactiva, destinata utilizarii ca
substrat/suport biocompatibil si stimulator, obtinut din tendon bovin, cu caracteristici de colagen
fibrilar, nativ, tip |, pentru culturi celulare si modele functionale, experimentale, in vitro, in bioingi-
neria celulard, pentru evaluarea citotoxicitatii unor agenti si produse.

Este cunoscuta diversitatea bioproduselor si a aplicatiilor, in special, medicale, ale cola-
genilor per se si, mai ales, prin transformarea chimica a acestora, si formarea de biocompozite
cu alti biopolimeri, polimeri sintetici si alte substante bioactive (US 516430; 4841482). Se
cunosc, de asemenea, unele productii de membrane, fire, fibre, implanturi pentru vindecarea
ranilor (US 5110604; RO 83083; RO 95354; RO 110780 B; RO 118118 B1; RO 115693 B1),
implanturi (US 4233360), reticulant biologic, cosmetica (US 4320201) etc.

RO 110780 B se refera la un biopreparat peliculogen cu efect protector si cicatrizant si
la procedeul de obtinere a acestuia. Biopreparatul peliculogen este constituit din 0,8...1,6 parti
in greutate solutie 0,3...0,6% de colagen cu greutatea moleculard medie 280000...350000 si
puritatea de 80...95%, 0,2...0,5 parti in greutate solutie 0,1...0,3% de glicozaminoglicani cu
greutatea moleculard medie 15000...5000 si continut in hexozamine de 20..35% si
0,002...0,010 parti in greutate glicerina, si este conditionat sub forma de pelicule sterile.

RO 110398 B se refera la un unguent cu efect regenerativ si cicatrizant, destinat utilizarii
in dermatologie. Unguentul conform inventiei este constituit din 4...10 parti colagen cu greutatea
moleculara medie 4.000...10.000, 1...5 parti condroitin sulfat, cu greutatea moleculard medie
15.000...30.000, 10...25 parti alcool cetilic, 20...40 parti vaselina farmaceutica, 10...20 parti
glicerina farmaceutica, 1...10 parti tween 80, 0,1...0,5 parti nipagin, 0,05...0,3 parti nipasol si
25...60 parti apa distilata, partile fiind exprimate in greutate.

Problema pe care o rezolva inventia este de a realiza o matrice naturala, bioactiva,
peliculogena, ca substrat/suport stimulator al dezvoltarii celulare in vitro.

Matricea naturald, bioactiva, peliculogena, ca substrat/suport stimulator al dezvoltarii
celulare in vitro, este constituita din 0,6...1% extract de colagen nativ, fibrilar, nedenaturat, de
tip I, cu greutate molecularéd medie 400.000...500.000 si puritate 80...98%, cu sau fara adau-
garea de glicerina 0,5...1%, ca plastifiant, si glutaraldehida 0,1...0,5%, ca reticulant, sub forma
de membrane cu grosimea de 0,3...1 mm.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- materia prima si substantele utilizate sunt accesibile, de provenienta indigena, iar pro-
cedeul de obtinere a tipurilor de matrice membranare este simplu, economic si nepoluant
(substantele utilizate sunt, in general, produse naturale, netoxice);

- procedee simple de obtinere a unei matrice colagenice, biocompatibile, cu conservarea
calitatilor native ale proteinei structurale si implicarea pozitivd a acestora in procesele de
crestere si dezvoltare celulara in vitro, de modelare a unor sisteme functionale experimentale,
pentruingineriatisulara, de evaluare a biocompatibilitatii unor agenti si produse destinate uzului
uman;

- se aplica la orice tip de celule (culturi primare, linii celulare), pentru sustinerea si stimu-
larea dezvoltarii celulare si formarea de mono si multistratificari celulare, ca etapa de trecere
la organizarea structurald, supracelulara.

Prezenta inventie se situeazad in domeniul chimiei si al aplicatiilor materialelor
colagenice, siimbogéateste gama bioproduselor, darin viziunea bioingineriei celulare sitisulare,
ca matrice naturale, biocompatibile, sub forma de membrane/pelicule/filme cu rol de
suport/substrat stimulator al dezvoltarii celulare in vitro si initierea procesului de organizare
supracelulara prin mono si pluristratificare.

Colagenul (formulare generala care reuneste o familie de peste 21 de tipuri) poate fi
obtinut din orice organism animal, dar sub aspect economic, se prefera tendoanele si pielea
mamiferelor, in special, ale mamiferelor domestice, datoritd prezentei in cantitate mare a
acestei proteine structurale.
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Prezenta inventie se bazeaza pe obtinerea de colagen ex vivo, sub forma de solutie,
continand fibre si fibrile de colagen nativ, tip |, nedenaturat, neimunogen, care poate fi pastrata
si utilizata per se sau prin reticularea cu glutaraldehida.

Ca urmare, s-au luat in considerare o serie de procedee de extractie prin tratament
enzimatic (US 3131130; 353037; 2934446; RO 96291), in mediu de acid acetic si purificarea
prin precipitare cu clorura de sodiu. Se obtine o solutie neimunogend, cu continut de 0,8%
substanta uscata 80...98% colagen si o greutate moleculara medie de 400.000...500.000, care
se conserva si se utilizeaza ca atare sau se foloseste la asamblarea de fibrile (micropolimeri
fibrosi), ca baza pentru matrice naturale, conditionate in stare uscatd (membrane/pelicule).

Fibrilele de colagen, vizualizate in microscopia electronica si scanning, sunt compuse
din subunitati structurale (cunoscute ca molecule de colagen) de circa 3000 Alungime si 15 A
diametru, care contin trei lanturi polipeptidice cu configuratie tripluhelicoidala.

Colagenul nativ, rezultat din purificare, se concentreaza variabil (1...20 mg/ml) si solutia
libera de agregate mari se foloseste per se, ca baza pentru matrice naturale, conditionale in
stare uscata (pelicule/membrane).

Prepararea de membrane (pelicule) se realizeaza cu solutie apoasa de colagen tip | sau
reticulat chimic cu glutaraldehida 0,1...0,5%, adusa la concentratia de 0,01...10% colagen i
expusa pe suprafata inerta din polietilena. Grosimea peliculelor variaza intre 0,1 $i 0,5 mm, iar
suprafata membranelor cu rol de substrat/suport este la alegere, in functie de dimensiunile
corespunzatoare conditiilor de cultura celulara in vitro.

Se dau, in continuare, doua exemple de realizare a matricei celulare, conform inventiei.

Exemplul 1. Pentru obtinerea compozitiei pentru membrane din solutia stoc de colagen
fibrilar, nativ, tip |, nedenaturat, obtinuté din tendon bovin, prin procedee biochimice, nedena-
turante, se omogenizeza la turatii intre 9.000 si 11.000 x 1000 rpm, se adauga, treptat, apa dis-
tilatd, cu reglarea unui amestec cu concentratii de 0,5...2% colagen, raporturile fiind exprimate
in greutate.

Dupa omogenizarea completa (aspect transparent al solutiei), se scade turatia aparatului
la 0,3...0,1 x 1000 rpm, si se agita continuu, pana la dezaerarea completa, si apoi se va turna
pe suprafete plate din polietilend, care vor fi mentinute in hota cu flux, la circa 33°C.

Membranele rezultate se sterilizeaza la UV sau vy, apoi se ambaleaza in pungi din
plastic, pentru mentinerea conditiilor aseptice.

Exemplul 2. Cantitatea de solutie stoc, stabilitd pentru obtinerea de matrice mem-
branare, se omogenizeaza, folosind o baie de abur si agitare usoara continua si o temperatura
intre 37 i 40°C. In aceste conditii, se realizeaza dezaerarea compozitiei si relaxarea retelei
colagenice. Se amesteca cu volumul de apa distilata, calculatad pentru concentratia de colagen
dorita, la turatie joasa (0,3...0,1 x 1.000 rpm).

Solutia finald, obtinuta prin cele doua procedee, este folosita per se, la conditionarea
membranelor cu rol de substrat, pentru culturi celulare in vitro. In functie de scopul urmarit, se
pot adauga, pe parcursul procesarii:

1. glicerina 0,5...1%, ca plastifiant, si antibiotice, antibacteriene sau alte substante
biologice, active, la prepararea membranei sau

2. la aplicarea membranei prin aditionare imediata, in functie de utilizare.

Alta varianta consta in transpunerea chimica a colagenului, prin reticulare cu 0,1...0,5%
glutaraldehida si prelucrarea solutiei conform descrierii anterioare.

Fatéd de valorile standard, recomandate pentru compozitia colagenului nativ, tip |,
nedenaturat, biocompatibil, membranele se caracterizeaza si prin: prezenta structurii fibrilare
specifice, porozitate, rezistenta la rupere sau tractiune, insolubilitate sau solubilitate redusa a
colagenului.
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Revendicare

Matrice naturald, bioactiva, peliculogena, caracterizata prin aceea ca este constituita
din 0,6...1% extract de colagen nativ, fibrilar, nedenaturat, de tip |, cu greutate moleculara medie
400.000...500.000 si puritate 80...98%, cu sau fara adaugarea de glicerind 0,5...1%, ca
plastifiant, si glutaraldehida 0,1...0,5%, ca reticulant, sub forma de membrane cu grosimea de
0,3...1 mm.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 10/2015
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