(19)

(10)

(12)
(21)
(31)

SUOMI - FINLAND

(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS 22
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (23
FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE  (41)
(43)
(86)

"

(72)

(74

(54

F1 910113 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 910113

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

C12N 5/08

AB1L 27/00

Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 23.06.1989
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 09.01.1991
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 09.01.1991
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 13.06.2019
Kansainvélinen hakemus - 23.06.1989 PCT/US1989/002776
Internationell ansdkan - International

application

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

11.07.1988 US 217299

Hakija - S6kande - Applicant

1+Purdue Research Foundation, 328 ENAD Building West Lafayette, IN 47907, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1+Badylak, Stephen F., USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)
2 -Lantz, Gary, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

3 *Geddes, Leslie A., USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

4 «Coffey, Arthur C., USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention

Kudossiirrekoostumus ja menetelma

Sammansattning av vavnadstransplantat samt forfarande



10

15

20

25

30

Kudossiirrekoostumus ja menetelmi

Tamd keksintd koskee uutta kudossiirrekoostumusta,
jolla on monia synteettisid siirremateriaaleja parempi
lujuus, aukipysyvyys, kyky vastustaa infektioita, epdimmu-
nogeenisuus, epdtrombogeenisuus ja kyky vastustaa pullis-
tumien muodostumista. Tarkemmin md8riteltyn& tdm& keksinto
koskee kudossiirrekoostumuksia, jotka k&dsittavat limakal-
von alaisia ja limakalvon tyvialueen osia ochutsuolesta, ja
menetelmia maini;gnlaisten koostumusten valmistamiseksi ja
kayttédmiseksi.

Keksinndn tausta

Kudossiirremateriaalit ovat nykyisin saavuttaneet
huomattavan kliinisen ja taloudellisen merkityksen. Arvi-
oidaan, ettd vuonna 1986 kaytettiin 130 miljoonaa dollaria
yKksistddn verisuonisiirteisiin sepelvaltimo-ohitussiirteet
pois luettuina. Verisuonisiirretoimenpiteiden onnistumis-
tiheydet ovat kuitenkin heikompia kuin useimpien muiden
Kirurgisten toimenpiteiden. Kumulatiivista avoimmuusastet-
ta 50 % 5 vuoden aikana pidet&&dn esimerkiksi erinomaisena
ldpimitaltaan pienten verisuonisiirteiden kohdalla. T&l-
laiset alhaiset onnistumistiheydet johtuvat suurelta osin
talla hetkelld kliinisessa kaytdssad olevien siirremate-
riaalien yhdestd tai useammasta fysikaalisesta tai toimin-
nallisesta heikkoudesta.

Kudossiirteisiin soveltuvien materiaalien identifi-
ointi on erityisen vaikeaa, koska tdllaisilla materiaa-
leilla taytyy olla joukko eriluonteisia ominaisuuksia.
Verisuonisiirremateriaaleilta ei esimerkiksi vaadita pel-
kdstdan mekaanista stabiiliutta jatkuvan rasituksen alai-
sina, vaan niilld t8ytyy myds olla riitt&va huokoisuusaste
hiussuonien muodostumisen kannalta, samanlainen mukautu-
vuus kuin isdntdkudoksella ja korkea negatiivinen Zeta-

potentiaali (jotta ne olisivat epdtrombogeenisia). Lisdksi
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niiden tulisi olla allergisoimattomia, ei-karsinogeenisia
ja edullisesti halpoja valmistaa.

Harvoilla, jos mill&dan, kudossiirremateriaalilla on
kaikki n&m& toivottavat ominaisuudet. Kirjallisuudessa
olevat raportit verisuonisiirrealalla tehdystd tutkimuk-
sesta ja kehityksestd heijastavat meneilld&n olevaa mer-
kittdvaa tyo6td&8 nykyisin tunnettujen siirremateriaalien
heikkouksien voittamiseksi.

Verisuonisiirteisiin on kédytetty sekd synteettisia
etta autogeenisigdmateriaaleja. Synteettisten materiaalien
joukkossa paisutettu polytetrafluorieteeni (PTFE) on eris
yleisesti kadytetty verisuonisiirremateriaali, erityisesti
pienten suonien ohitusleikkausten yhteydessd. Paisutetusta
PTFE:sta valmistetut siirteet ovat kuitenkin alttiita uu-
den sisdkalvon liikakasvulle ja mydhemmille siirretromboo-
seille (avoimmuusaste on esimerkiksi noin 50 % 6 wvuoden
kuluttua reisi-polvitaiveohitusten kohdalla). PTFE-siir-
teiden onnistumustiheyden ilmoitetaan olevan vield pienem-
pi Kéytettdessd niitd laskimoverenkierrossa.

Erdstd toista synteettistid materiaalia - Dacronia® -
kdytetddn usein l&pimitaltaan suuriin verisuonisiirteisiin
liittyvissd toimenpiteissd (esimerkiksi munuaisentakaisis-
sa aortasiirteissd). Neulotun Dacronin huokoisuusaste on
kuitenkin suhteellisen korkea, ja se taytyy esihyydyttaa
ennen istutusta, jotta valtetdan runsas verenvuoto. Tama
esihyydytysmenettely ei aina ole kdytadnndllinen eikid me-
nestyksellinen. Kudotun Dacronin®, vaikka se onkin v&hemm&n
huokoista, mukautuvuus on vain 20 % normaalin aortan yh-
teydessa havaittavasta. Lopuksi mainittakoon, etté& Dacron®-
siirteet toimivat heikosti l&pimitaltaan pienissid valti-
moissa tai laskimoissa, joissa veren virtaus on suhteelli-
sen hidasta.

Erds merkittdvimmistd ongelmista, joita liittyy
synteettisten materiaalien k&yttoon kudossiirremateriaa-

leina, on se, ettd synteettisten materiaalien kyKky vastus-



10

15

20

25

30

taa infektoitumista on heikko. Synteettisten siirteiden
istutusta seuraavissa infektioissa kuolevuus on 66 3. Syn-
teettisilld materiaaleilla on taipumus ker&td mikro-orga-
nismeja koloihinsa ja ne ovat kontaminoituneina &8rimmé&i-
sen epaherkkid antibakteeriselle hoidolle. Infektoitunei-
den synteettisten siirteiden poistaminen on k3dytanndlli-
sesti katsoen vaistamdtonta.

MyShemmin tutkijat ovat kuvanneet synteettisten
iho- ja verissuonivastineiden valmistusta kdyttdm&lla el&-
via i_hmis:'soluja_:_J Katso US-patenttijulkaisut 4 604 346,
4 546 500, 4 539 716, 4 485 097 ja 4 485 096.

Autogeenisista materiaaleista on jalkavarren iho-
laskimoa, ihmisen napalaskimoa, nurinkddnnettyd ohutsuolta
ja varttinadvaltimoa kaikkia kdytetty, mutta kussakin nédis-
t8 materiaaleista on esiintynyt myds huomattavia heikkouk-
sia. Jalkavarren iholaskimo saattaa olla sopimattoman ko-
koinen tiettyihin toimenpiteisiin tai sit& ei ehkd@ ole
saatavana sairauden aiheuttaman vaurioitumisen vuoksi.
Lisdksi jalkavarren iholaskimossa saattaa olla hyvaksytta-
vdd enemmd@n suonikohjuja, ja se k&rsii kiihtyneestad valti-
mohaurastumien syntymisestd "valtimoksimuuttamisen" jal-
keen. Sek& napalaskimosiireitd ettd nurinkddnnetystd ohut-
suolesta valmistettuja siirteita vaivaavat varhaisvaiheen
tromboosi ja mydhempi pullistumien muodostuminen. Myds
vadrttimdvaltimon kayttokelpoisuus on rajoitettu, koska se
on vaikea ottaa talteen ja saattaa vahingoittua siirteen
istutuksen j&lkeen.

Téman keksinndn yhtend p&a&mddrana on tarjota kayt-
t66n kudossiirremateriaali, jolla ei ole monia t&lla het-
kelld kliinisesti k&ytettdviin siirremateriaaleihin liit-
tyvistd haittapuolista.

Tdmé&n keksinndn yhtensd toisena p&dmddrdnd on tarjo-
ta kdyttoon menetelméd uuden kudossiirremateriaalin valmis-

tamiseksi osasta ohutsuolta.
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Taman keksinndn yhtend pddmadridnd on vield tarjota
kdyttoén menetelmd uuden monikadyttdisen kudossiirremate-
riaalin kayttdmiseksi omakudos-, omalaji- ja vieraslaji-
siirresovelluksissa.

Tdmdn keksinndn yhtend lisdpdamddrdnd on vield tar-
jota kayttddn menetelmd wuuden kudossiirrekoostumuksen
kayttémi;éksim;gfisuonién kéfvaamiééén;'

Piirustuksen lyhyt kuvaus 7

Kuvio 1 on poikkileikkauskuva osasta ohutsuolta.

Keksinnégﬁyksityiskohtainen kuvaus

Tamd keksint® koskee kudossiirrekoostumusta, joka
kdsittda padasiassa vaihtolé&mpbisen selkdrankaisen ohut-
suolipalan limakalvonalaiskudoskalvoa. Limakalvonalaisku-
doskalvo erotetaan kerroksena lihaskalvosta ja ainakin
ohutsuolipalan limakalvon ontelonpuoleisesta osasta. Sa-
malla kun keksinndn mukaisella kudossiirrekoostumuksella
on osoitettu olevan erinomaiset toiminnalliset ominaisuu-
det sellaisissa sovelluksissa kuin omakudos- ja omalajive-
risuonisiirteissd, t&madn keksinnon mukaisille kudossiirre-
koostumuksille odotetaan 1loytyvan laajaa kayttdd jopa vie-
raslajisiirteingd sekd verisuoni- ettd muissa kudossiirre-
sovelluksissa. Tam&n hakemuksen tekijdt ovat havainneet,
ettd kyseiselld kudossiirrekoostumuksella on useita fysi-
kaalisia ja biologisia ominaisuuksia, jotka tekevat siitad
erityisen sopivan kudossiirrekayttbtarkoituksiin.

Tédmé&n keksinndn erdédssd edullisessa suoritusmuodos-
sa kudossiirremateriaali ké&asittdd limakalvonalaiskudosta
ja limakalvon tyvikudosta, jotka on irrotettu kerroksena
osasta ohutsuolta, edullisemmin tyhjdsuolesta, pohjukais-
suolen ja sykkyrdsuolen vadlisestd ohutsuolen osasta. Ohut-
suocli koostuu ennen k3sittelemistd (delaminointia) taman
keksinndtn mukaisen siirremateriaalin saamiseksi joukosta
erillisi& kudoskerroksia. Kuvio 1 on poikkileikkauskuva
ohutsuolesta, jossa n&kyvdt sen erilliset kudoskerrokset

merkittyind kirjaimilla A - G (uloimmasta kerroksesta si-
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simpddn), jotka kerrokset yhdessd muodostavat suolen sei-
naman. Uloin kudoskerros A edustaa suolilievekudoksia.
Suclilievekudokset esitet&dn erillisend kerroksena pelkas-
tdadn asian valaisemiseksi. Tdllaiset kudokset eivdt taval-
lisesti esiinny erillisend kerroksena vaan ennemminkin
epdjatkuvina kudossegmentteind. Kerrokset B ja C edustavat
herakalvoa (tunica serosa) ja vastaavasti lihaskalvoa
(tu-nica muscularis). Kerros D, limakalvonalaiskudoskalvo
(tunica submucosa), on tiivistd, epdsddanndllistd kollagee-
nisidekudosta, jgfsa on usein lukuisia sydttdsoluja. Nais-
t4 syottosoluista perdisin oleva hepariini on todenndkOi-
sesti ainakin osaksi syynd siirremateriaalien varhaisen
trombogeenisuuden puuttumiseen.

Kerrokset E, F ja G edustavat yhdessd niin kutsut-
tua limakalvoa (tunica mucosa). Kerros E on siled8n lihak-
sen soluista koostuva kerros, joka tunnetaan limakalvon
lihaskerroksena (lamina muscularis mucosa). Kerros F, tii-
vis kerros (stratum compactum), koostuu soluttomasta kol-
lageenista ja elastiinikuiduista. Kerros G Koostuu lima-
kalvon epiteelikerroksesta (lamina epitheliasis mucosa) ja
sen tukikerroksesta (lamina propria), jotka ovat yhdessa
jarjestyneet nukkahaarakkeiksi, sarjaksi limakalvon sormi-
maisia ulkonemia.

Jaljemp&anad yksityiskohtaisesti selostettavaa suoli-
kudospalan kdsittelyd tamén keksinnon mukaiseksi siirrema-
teriaaliksi seuraava histologinen tutkimus osoittaa, etta
limakalvon epiteelikerros ja sen tukikerros on poistettu
samoin kuin lihaskalvo ja herakalvo. T&amdn keksinndn mu-
kainen edullinen siirremateriaali k&sitt&d siten limakal-
vonalaiskudoskalvon D yhdessd limakalvon tyviosien, eri-
tyisesti limakalvon lihaskerroksen E ja tiiviin kerroksen
F, kanssa. N&itd kerroksia kutsutaan yhdessa jaljempana
ohutsuolen limakalvonalaiskerroksiksi ("SIS", Small Intes-

tine Submucosa).
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Tamén keksinndén mukainen SIS-omakudossiirre voidaan
valmistaa esimerkiksi leikkaamalla ensin irti osa autogee-
nisesta proksimaalisesta tyhjdsuolesta, kun vatsa on avat-
tu keskiviivan kohdalta. Poistettu tyhjdsuolen osa kaadri-
tddn sitten kirurgisiin sieniin, joita on liotettu fysio-
logisessa suolaliuoksessa. Kun suoliyhdysaukko on saatu
valmiiksi, poistettu suolen osa kédsitelld&8n j8ljempdna
kuvattavalla keksinndn mukaisella menetelmdlld kdytetté&-
vdksi kudossiirremateriaalina. Omalajisiirteitd valmiste-
taan Vastaavastixfamaan lajiin kuuluvista elinten-/kudok-
senluovuttajista poistetusta suolikudoksesta. Vieraslaji-
siirteitda voidaan valmistaa esimerkiksi kissan, sian tai
naudan suolikudoksesta, joka on otettu lopetetuista eldi-
mistd teurastustoimenpiteiden yhteydessad. T&hdn mennessé
on havaittu vain hyvin pienid morfologisia eroja eri laji-
en suolikudoksissa. T&midn keksinndn mukaisen ihmisesta
perdisin olevan siirrekudoksen histologisen ulkond&dn ha-
vaittiin itse asiassa olevan l&hes identtinen koiran vas-
taavan kudoksen kanssa. Ainoa havaittavissa oleva morfolo-
ginen ero oli ihmiskudoksen hieman vdhemmdn tiivis stratum
compactum.

Tamdn keksinndn mukainen kudossiirremateriaali val-
mistetaan hankaamalla suolikudoksesta pois ulommat Kerrok-
set, mukaan luettuina sekd herakalvo ettd lihaskalvo (ker-
rokset B ja C kuviossa 1), ja sisemm&t kerrokset, mukaan
luettuina ainakin limakalvon (kerrokset E - G kuviossa 1)
ontelonpuocleinen osa (kerros G). Lievissd hankausolosuh-
teissa limakalvo delaminoituu stratum compactumin (Kerros
F) ja kerroksen G tukikerroksen vdlistd. Tarkemmin ilmais-
tuna sen jadlkeen kun suolenpalasta on poistettu mahdolli-
set suolilievekudokset kdyttamallsd esimerkiksi Adson-
Brown-pinsettejd ja Metzenbaum-saksia, herakalvo ja lihas-
kalvo (ulommat kudoskerrokset) irrotetaan suolenpalasta
hankaamalla pituussuuntaisin pyyhkimisliikkein leikkaus-

veitsen varrella ja kostutetulla sideharsolla. Kun suolen-
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pala on kdannetty nurin, irrotetaan limakalvon ontelo-osa
sen alla olevasta kudoksesta kdyttam&dlla samanlaista pyyh-
kimisliikettd. Huolehditaan limakalvonalaiskudoksen puhke-
amisen esta@misestd. Samoin siirteen pinnalle irrotetuista
kerroksista mahdollisesti jad&neet "kudoslaput" poistetaan.
Suolenpala voidaan mahdollisesti k&&ntda ensin nurin,
poistaa sitten ontelonpuoleiset kerrokset ja k&iantdd se
sitten takaisin alkuperdiseen asentoonsa herakalvon ja
lihaskalvon poistamista varten. Siirremateriaali on valke-
ahko, lépikuultgya kudosputki, jonka paksuus on noin
0,1 mm ja joka koostuu tyypillisesti limakalvonalaiskudos-
kalvosta ja siihen kiinnittyneistda 1lihaskalvosta ja
stratun compactumista. Verisuonisiirteen valmistamiseksi
k8&nnetddn valmistettu siirre alkuperdiseen asentoonsa,
niin ettd stratun compactum toimii siirteen ontelonpuolei-
sena pintana.

Valmistettu siirremateriaali huuhdotaan tyypilli-
sesti fysiologisella suolaliuoksella ja laitetaan 10 %
neomysiinisulfaattia sisdlt&dvddn liuockseen noin 20 min:n
ajaksi, minkd jalkeen siirremateriaali on valmis kKaytettad-
vdksi. Siirteitd ké&ytetddn tavanomaisin kirurgisin menet-
telyin, joita yleisesti kaytetd&dn kudossiirresovelluksis-
sa. Muissa kuin verisuonikudossiirresovelluksissa kdytet-~
tdvaksi putkimainen siirremateriaali voidaan leikata pi-
tuusssuuntaisesti ja avata "kudoslapuksi". Koko edelld
kuvattu kudosten delaminointimenettely voidaan itse asias-~
sa tehdd@ "suolikudoslapuille", jotka on valmistettu leik-
kaamalla suolenpala putuussuunnassa ja "avaamalla" se
siirrelappuesituotteeksi. Valmistettuja siirrekudoslappuja
voidaan k&yttdd esimerkiksi ihosiirremateriaalina tai mui-
den elimistdn kudosvaurioiden korjaamiseen, joiden yhtey-
dess& voidaan kirurgisesti kdyttdsd kudossiirrelappua, jol-
la on t&mén keksinndn mukaisen siirrekoostumuksen fysikaa-

liset ja toiminnalliset ominaisuudet.
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Verisuonisiirrekdytdssd siirteen ldpimitan tulisi
0lla suunnilleen sama kuin siirteen vastaanottavan veri-
suonen. Tamd toteutetaan kdsittelemdlld kudossiirre sylin-
teriksi, jonka l8pimitta on suunnilleen sama kuin vastaan-
ottavan verisuonen, ja ompelemalla tai muulla tavalla
kiinnittamdlld kudossiirre pituussuunnassa mainitun veri-
suonisiirteen muodostamiseksi. Niinp& verisuonisiirre voi-
daan valmistaa esimerkiksi valitsemalla steriili lasisau-
va, jonka ulkoldpimitta on yht& suuri kuin vastaanottavan
verisuonen, ja txgntéméllé lasisauva siirteen sisidan. Sit-
ten ylimddradinen kudos ker&dt&&n kokoon ja ontelon haluttu
ldpimitta saavutetaan ompelemalla siirteen pituussuunnassa
(kdyttamallad esimerkiksi kahta jatkuvaa ommelrivid tai
yKksinkertaista ep&jatkuvaa ommelrivida) tai kayttamdlla
muita alalla tunnettuja kudoksenkiinnitysmenetelmia.

Tamdn keksinndn pdamadrat toteuttavalla SIS-koostu-~
muksella on kudossiirremateriaalien yhteydessd hyvin toi-
vottavat mekaaniset ominaisuudet, mukaan luettuina alhai-
nen huokoisuusaste, hyvd mukautuvuus ja korkea puhkaisu-
painearvo. Mitd huokoisuuteen tulee, ammattimies tiennee,
ettd kudossiirremateriaalin huokoisuusasteen tulee olla
riittdvan alhainen, jotta estetdidn verenvuoto leikkauksen
aikana, mutta kuitenkin riittavan korkea, jotta mahdollis-
tetaan uudelleen kehittyneiden suonenseindm&suonten ulot-
tuminen siirremateriaalin l&pi ravinnon tuomiseksi uuteen
sisdkalvoon ja ontelopintaan. Siirremateriaalin huokoi-
suutta mitataan tyypillisesti vesimdaralla (ml), joka kul-
kee siirteen l&pl nelibdsenttimetrid kohden minuutissa pai-
ne-eron ollessa 120 mmHg. SIS-siirremateriaalin huokoi-
suusaste on 10, paljon alhaisempi kuin alalla nykyisin
tunnettujen muiden siirremateriaalien. (Kudotun Dacronin®
huokoisuusaste on esimerkiksi 50.) T&std alhaisesta huo-
koisuusasteesta huolimatta SIS on silti riittdvdn huokois-
ta uusien hiussuonien muodostumisen mahdollistamiseksi

SIS-siirteen sisd&n. Verisuonisiirrekaytdssa SIS-koostu-
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mukset mahdollistavat veren tdyttamien, ontelopintaan asti
ulottuvien hiussuonien muodostumisen siirteen seindmaan
jopa neljan vuorokauden kuluessa leikkauksen jalkeen.
Mita siirteen mukautuvuuteen tulee, alalla on ku-
vattu mukautuvuuden ja avoinnapysymisen vdlisen suoran
riippuvuuden olemassaoloa. Siirremateriaalin tulisi ihan-
netapauksessa olla vahintddn yhtd mukautuvaa kuin kudos,
jonka se korvaa. SIS-siirremateriaalin pituussuuntainen
mukautuvuus mitattiin ka8yttam&lla yksinkertaista vetokoet-
ta. Mittauksen a;§upituus muodostettiin tekemdlld musteel-
la kaksi merkkid 5,0 cm:n etdisyydelle toisistaan. Venyma
ja kdytetty voima mitattiin kuormitettaessa ndytteita ve-
tonopeudella 32 cm/cm/min, jolloin saatiin seuraavat tu-
lokset:
SIS-siirteen mukautuvuus: 0,045 cm/N pituussenttimetria
kohden
Normaalin koiranaortan mukautuvuus: 0,017 cm/N pituussent-
timetri&d kohden.
Niinpad SIS-materiaaleilla on itse asiassa suurempi mukau-
tuvuus kuin normaalilla aortalla. Tadma on merkittdva edis-
tysaskel verisuonisiirrealan tekniikan tasoon n&hden.
Kaikki t&ll& hetkelld saatavissa olevat synteettiset siir-
teet ovat 3 - 10 kertaa vadhemmidn mukautuvia kuin luonnol-
linen valtimo ja vastaavassa suhteessa luonnollista valti-
moa alttiimpia tromboosille. Tekniikan tasoa vastaava me-
netelmd tamdn mukautuvuusepdsuhteen kompensoimiseksi on
kdyttdd siirremateriaalia, jonka l3dpimitta on suurempi
Kuin viereisen luonnollisen valtimon. T&m& menetelmd on
kuitenkin johtanut lisdongelmiin. Lapimitaltaan suuremman
siirresegmentin l&pi wvirtaavan veren nopeus on pienempi.
Té&llaisissa olosuhteissa verihiutaleiden ja fibriinin ke-
rddntyminen ja sitd seuraava tromboosi ovat todenndk&disem-
pid. Koska SIS-materiaalilla on mainitunlainen hyva mu-
kautuvuus, voidaan kayttdd la&apimitaltaan yhta suuria

SIS-siirteitd ilman t&llaisten ongelmien ilmaantumista.
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Keksinndn mukaisella SIS-siirremateriaalilla on
havaittu olevan selvdsti korkeampi puhkaisupainearvo, Kkuin
mitd esiintyisi fysiologisesti. Puhkaisupainetesti tehtiin
kiinnittam&lla putkimainen SIS-siirrepala kahteen sylinte-
riin, joiden l&pimitta oli 25 mm, ja paineistamalla siirre
typpikaasulla kadyttdm&lla vakiovirtausnopeutta. Kaytettiin
kahta virtausnopeutta. Pienemm&lla virtausnopeudella paine
kohosi aluksi, putosi sitten ja asettui sitten stationaa-
ritasolle kaasun ulosvirtauksen siirteen seindman 1lapi
asettuessa tasagginoon kaasun sisaanvirtauksen Kkanssa.
Suuremmalla virtausnopeudella paine kohosi valittomdsti
puhkaisuolosuhteita vastaavaksi, suunnilleen arvon
400 mmHg, mik3 osoittaa, ettd siirremateriaali pystyy hel-
posti kesté&m&d&n jatkuvia pulssipaineita, joita tavataan
normaalissa fysiologisessa verisuonisiirrekdytOssd.

Esimerkit

Esimerkki 1

Ohutsuolen limakalvonalaiskudos l&pimitaltaan suu-
rena valtimosiirteenad

On tehty sarja kokeita, joissa on testattu kolmen
erilaisen ohutsuolikonfiguraation kyky& toimia verisuoni-
siirteend koiran munuaisentakaisessa aortassa. Ensimmai-
sessd Kokeessa kdytettiin tidyspaksuista, nurinkd@antamaton-
td tyhjdsuolipalaa joko koskemattomine suoliliepeen veri-
suonihermol&hteineen tai k&yttam&lla siirremateriaalina
vapaata, eristettyd palaa. Veren ja siirteen vdlisena ra-
japintana oli suolen limakalvo. Kaikki 4 koiraa kuolivat
tdssd kokeessa 18 tunnin kuluessa leikkauksesta siirreseg-
mentin tromboosin ja ompeleista tapahtuneen verenvuodon
seurauksena.

Toisessa kokeessa Kiytettiin eristettyd ja nurin-
kadnnettyd tyhjdsuolipalaa siirteend, jolloin herakalvo
toimi veren ja siirteen valisend rajapintana. T&ass& Kko-
keessa kaytettiin kahta koiraa. Ensimmdisen koiran siir-

teeseen Kehittyi tromboosi 4 tunnin kuluessa leikkaukses-
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ta, ja toinen koira kuoli ldhemmdssd liitoskohdassa esiin-
tyneeseen akuuttiin verenvuotoon 4 pdivan kuluttua leik-
kauksesta.

Kolmannessa kokeessa testattiin vain osan suolen
seinamidsta kayttdad siirremateriaalina. Kustakin koirasta
otettiin talteen vapaa pala autogeenista ylemp&& tyhj&a-
suolta ja poistettiin sitten p&dosa limakalvosta raaputta-
malla ontelopintaa leikkausveitsen tylp&lld kddensijalla.
Samalla menettelylld poistettiin sitten herakalvo ja 1li-
haskalvo. Téssé_§yolenpalan ndenndisesti karkeassa k&sit-
telyssd j&ljelle ja&dnyt kudos oli limakalvoalaiskudoksesta
ja tyvikudoksesta koostuva osa, jonka paksuus oli 100 pm.
Tam3 siirre sijoitettiin sitten 15 koiran munuaisentakai-
seen aortaan, ja se on ollut huomattavan menestyksellinen.
Tamén kolmannen kokeen tuloksista esitetd&n seuraavassa
yvhteenveto.

13 koiralla 15:sta siirre s8ilyi avoimena lopetus-
hetkeen asti. 11 koiraa lopetettiin eri aikoina, 4 pai-
vdd ~ 1 vuosi, leikkauksen jalkeen. El&imissd ei esiinty-
nyt merkkeijd siirteeninfektoitumisesta, pullistumien muo-
dostumisesta eikd tromboosista. Kahdessa kocirassa havaittu
siirteen ep&onnistuminen johtui teknisistd8 virheistsd, mm.
metallisten liittimien v&8r&std sijoituksesta ja huonosta
liittdmistekniikasta. Kaksi eldimistd on edelleen elossa
t&ta Kirjoitettaessa, ja niité& seurataan siirteen pitempi-~
aikaisen avoinnapysymisen suhteen.

Siirteiden avoinnaolo varmistettiin positiivisella
kontrastikuvauksella 4 - 7 pé&ivan Kuluttua leikkauksesta
ja 6 - 8 viikon vadlein sen jdlkeen. Lis&ksi siirteen a-
voinnapysymistd seurattiin kliinisesti tarkkailemalla voi-
makkaan reisivaltimopulssin l&sndcloa ja takaraajojen tur-
votuksen puuttumista.

11 koirista, joilla siirre pysyi avoinna, lopetet-
tiin ari aikoina leikkauksen jalkeen (4, 7, 10 ja 14 pai-

vaad ja 9, 11, 13, 17, 26, 44 ja 52 viikkoa). Juuri ennen
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lopettamista el&d&ille tehtiin lisdksi angiografia siirten
aukiolon varmistamiseksi ja vertailukuvan saamiseksi siir-
teen laajentumisen, ahtautumisen ja pullistumien muodostu-
misen arvioimiseksi. Kaikilla 11 el&imelld siirre oli tdy-~
sin aveoin eikd siind esiintynyt merkkejé tuhoisista onte-
lomuutoksista.

Ndiden siirrepalojen karkeassa patologisessa tutki-
muksessa nakyi kiiltavé ontelopinta, jossa oli sattumanva-
raisesti jarjestyneitd& punaisia ja valkoisia alueita ja
jossa ei nékynytﬂperkkejé etenevidstd tukoksen muodostumi-
sesta. Siirteessd havaittiin ympérdivan lujan, siirteen
seindmé&n kanssa yhteenkasvaneen sidekudoksen kerdantymis-
ta. Yhdess&k&dadn aiemmin kuin 6 kuukautta leikkauksen j&l-
keen tutkitussa ndytteessd ei ndkynyt merkkejd endoteeli-
solujen kasvusta siirteen pinnalla. Ndiden siirteiden pin-
taa peitti tasainen, suhteellisen tiivis ja organisoitunut
kollageenikerros.

26, 44 ja 52 viikon kuluttua otettujen né&ytteiden

"

histopatologisessa tutkimuksessa ndkyi litistyneitd, "en-
doteelin kaltaisia" soluja, jotka osittain peittivdt ohuen
(noin 500 pm) tiiviisti jarjestyneen fibriinikerroksen.
Veren t&ayttédmi& hiussuonia oli koko Kkudoksen alueella,
eikd alkuperdisen gsiirremateriaalin ulkorajaa voitu erot-
taa ympéroéivadstd sidekudoksesta. Ontelopinnan tutkiminen
pyyhkédisyelektronimikroskoopilla osoitti kerroksen litis-
tyneitd soluja, joita ei voitu erottaa endoteelisoluista
ja joissa oli pientyneit&d& "valejalkoja". Naiden siirteiden
tutkiminen l&pdisyelektromikrokoopilla viitasi myds onte-
lopintaa peittdvien endoteelisolujen ldsndoloon. Immuuni-
fluoresenssivadrjdykselld havaittu tekijdan VIII liittyvéan
antigeenin lasndolo viittasi lis&ksi ndiden siirteen onte-
lopinnan solujen endoteelialkuperddn. Siirremateriaalista
tutkittiin endoteelisolujen lédsn8clo myds testaamalla en-
doteelistd peré&isin olevan relaksaatiotekijan ldsné&olo.

Siirrendytteiden pinnalle levitettiin asetyylikoliinia ja
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otettiin talteen effluentti. Effluentin osoitettiin sisdl-
tavan endoteelistd peradisin olevaa relaksaatiotekijgd ha-
vaitsemalla siledn lihaksen relaksaatio rotanaortaprepa-
raatissa. Verenpaine p&8n puolella ja toisella puolella
SIS-siirteeseen né&hden ja SIS-siirteessd m&dritettiin kus-
takin 10 lopetetusta koirasta. Verenpaineet olivat yhta
suuret kaikissa 3 kohdassa kullakin koiralla, mikd heijas-
taa SIS-siirremateriaalin k&ytdn aiheuttamien haitallisten
hemodynaaamisten ilmididen puuttumista.

Seuraavatﬂ$laboratorioparametrit mitattiin ennen
leikkausta, paivan kuluttua leikkauksesta ja sitten muina
aikoinen seuraavien kuukausien aikana kaikista koirista:
hematokriitti, protrombiiniaika, aktivoitu osittaistrombo-
plastiiniaika, verihiutalem&&8r&, verisolujen kokonaismd&ra
ja pieni seeruminkuva. Tulokset osoittivat kaikkien elain-
ten olevan normaaleja ndiden laboratoriomittausten mukaan
kaikkina aikoina. N&ille el&imille annettiin hepariinihoi-
toa pienelld& annoksella (600 yksikkdd IV) leikkauksen ai-~
kan mutta ei antikoagulantteja leikkauksenjadlkeisen jakson
aikana. Kaikkien muutosten puuttuminen koagulaatiotesteis-
s& ja verihiutalemd8rissd oli erityisen rohkaisevaa, kun
otetaan huomioon koiran suhteellisesti hyperaktiivinen
koagulaatiojirjestelmd8 ihmiseen verrattuna.

Esimerkki 2

Ohutsuolen limakalvonalaiskudos ldpimitaltaan pie-
nend valtimosiirteena

Tdssd kokeessa istutettiin 18 koiraan kaikkiaan 36
siirrettd sekd@ reisivaltimoon etté& yhteiseen paénvalti-
moon. 33 siirretta 36:sta pysyl avoinna. Ndiden eldinten
kohdalla tehtiin samanlaiset laboratoriomittaukset kuin
ensimmdisessd tutkimuksessa eikd havaittu mitd&n epédnor-
maaliuksia. Lis&ksi kédytettiin tavanomaista kaksiulotteis-
ta ultraddnikuvausta avoimmuuden ja suonen poikkileikkaus-

ldpimitan mittaamiseen.
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Neljan p&ivan kuluttua leikkauksesta lopetetusta
koirasta otetun siirrekudoksen patclogisessa tutkimuksessa
ndkyi ei-tromboottinen ontelopinta ja lievdsti ahtautunut
lidhempi liitoskohta. Histologinen tutkimus osoitti veren
tayttamien hiussuonien varhaisen lasndolon siirteen seina-
médssd, joka on mahdollisesti elimistdédn luonnollinen puo-
lustautumiskeino infektiota vastaan. Viisi n&8istd koirista
on edelleen elossa lisdtutkimuksia varten t&td kirjoitet-
taessa. T&ssd kokeessa pisimp&in elossa sdilynyt koira on
nyt elanyt 7 kuqﬁsutta leikkauksen j&lkeen.

Esimerkki 3

Ohutsuolen limakalvonalaiskudos laskimosiirteend

Tadssd kokeessa SI1S-siirre sijoitettiin kahden koi-
ran taempaan onttolaskimoon (vastaa ihmisen alaonttolaski-
moa) ja viiden koiran etupuoliseen onttolaskimoon (vastaa
ihmisen yl&onttolaskimoa). Vaikka taemman onttolaskimon
siirteet pysyivat avoinna vain 11 ja vastaavasti 14 pé&i-
va3, patologinen tutkimus osoitti siirteiden epionnistumi-
sen johtuvan teknisist& virheist&, joiden yhteydessd vial-
linen liitoskohta oli ahtautunut (ldpimitta 8 mm luonnol-
lisen onttolaskimon ja laheisen siirteen ldpimitan ollessa
16 mm). Lissksi kummankin siirteen ontelopintoja peitti
ei-tromboottinen "vale-epiteeli", joka koostui tiiviisti
pakkautuneesta fibriinisté& ja epdkypsdsta kollageeniside-
kudoksesta.

Etupuolisen onttolaskimon siirteet pysyivat avoinna
siihen asti, kun kolme koirista lopetettiin 7, 14 ja vas-
taavasti 21 p&ivan kuluttua leikkauksesta. Kaksi koirista
ovat edelleen hengissd td&ta kirjoitettaessa, ja siirteet
ovat avoinna 7 viikon kuluttua leikkauksesta. L&hemm&ssa
ommellinjassa ndkyi kaikissa kolmessa Kkoirassa merkkejéa
varhaisesta tromboosista kohdassa, jossa siirteen reuna
cli k&d&nnetty ja aiheutti veren pydrteistd virtaamista,
mutta muu osa loppuosa siirteestada o©li ei-tromboottinen.

Lisdksi karkeat patologiset ja histologiset tutkimukset
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osoittivat, ettd siirrettd vuorasi kiiltévd, siled punai-
nen pinta, jonka ulkondkd oli samanlainen kuin aiemmissa
kokeissa tutkittujen varhaisvaiheen siirteiden pinnan.

Esimerkki 4

Chutsuolen limakalvonalaiskudos omalajivaltimosiir-
teend

SIS:&83 on kaytetty l8pimitaltaan suurena omalaji-
siirteend8 koiran aortassa. Omalajisiirteet valmistettiin
samalla tavalla kuin edelld omekudosaortasiirretutkimuk-
semme.yhteydesséHfuvatut. Téta kirjoitettaessa koe-eldin-
ten leikkauksesta on kulunut vasta 8 viikkoa, mutta niissa
el ndy mitd&n merkkejd siirteen tromboosista, infektoitu-
misesta tai pullistumien muodostumisesta (angiogrammein
osoitettuna).

Esimerkki 5

Ohutsuolen limakalvonalaiskudos vieraslajivaltimo-
siirteend

SIs:8a on k&8ytetty vieraslajisiirteend koirassa.
Kissasta perdisin oleva SIS-siirre valmistettiin edella
kuvattujen menettelyjen mukaisesti ja sijoitettiin koi-
raan. Tatd kirjoitettaessa koe-eldimen leikkauksesta on
kulunut kaksi viikkoa eikd siinad nay mitd&n negatiivisia

merkkeja.
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Patenttivaatimukset

1. Kudossiirrekoostumus, joka k&sittdid lamminveri-
sen selkarankaisen ohutsuolipalan limakalvon alaiskudos-
kalvoa (tunica submucosa) Jja limakalvon lihaskerrosta
(muscularis mucosa) ja tiivistd kerrosta (stratum
compactum), jotka mainitut limakalvonalaiskudoskalvo, 1li-
haskerros ja tiivis kerros on irrotettu kerroksena maini-
tun ohutsuolipalan lihaskalvosta (tunica muscularis) ja
limakalvon (tunica mucosa) ontelonpuoleisesta osasta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kudossiirrekoos-
tumus, tunnettu siitd, ettd suolikudospala ote-
taan tyhjadsuolesta (jejunum).

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kudossiirrekoos-
tumus, tunnettu siitd, ettd se on muotoiltu sy-
linteriksi, jolla on ennalta md&ratty ontelon lédpimitta ja
joka on ommeltu sylinterin pituussuunnassa.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen kudossiirrekoos-
tumus, tunnettu siitd, ettd tiivis kerros muodos-
taa sylinterin ontelopinnan.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen kudossiirrekoos-
tumus, tunnettu siitd, ettid se on muotoiltu sy-
linteriksi, jolla on ennalta mddratty ontelon ldpimitta ja
joka on ommeltu sylinterin pituussuunnassa.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen kudossiirrekoos-
tumus, tunnettu siitd, ettd tiivis kerros muodos-
taa sylinterin ontelopinnan.

7. Menetelmd kudossiirrekoostumuksen valmistamisek-
si ohutsuolipalasta, t unne t t u siitd, ettd mene-
telm& kdsittdd vaiheen, jossa mainittu osa kaavitaan hera-
kalvon (tunica serosa), lihaskalvon (tunica muscularis) ja
vahintdan ontelopuoleisen osan limakalvosta (tunica muco-
sa) poistamiseksi koostumuksen tuottamiseksi, joka kdsit-
tad lamminverisen selkarankaisen ohutsuclipalan limakalvon

alaiskudoskalvoa (tunica submucosa) ja limakalvon lihas-
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kerrosta (muscularis mucosa) ja tiivistd kerrosta (stratum
compactum) .

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd koostumus muotoillaan sylin-
teriksi, jolla on ennalta madrdtty ontelon ldpimitta ja
joka on ommeltu sylinterin pituussuunnassa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan koostumus, jossa

tiivis kerros muodostaa sylinterin ontelopinnan.
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