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LU
Sikitkalvoista tehtyja putkia hermo- ja verisuonisiirteiti

varten

Keksinnén ala

Keksint® kohdistuu sikitkalvoista tehtyihin putkiin
hermo- ja verisuonisiirteitd varten. '

Keksinnén tausta

Olemme valinneet ldhtOmateriaaliksemme sikidkalvot
amnionin ja‘korionin useiden syiden perusteella. Ihmisestd
perdsin olevat sikidkalvot ovat edullisia, vaikka keksin-
néss8d onkin mahdollista kdyttdd eldinten kalvoja. (1) Yh-
dessd t&mdn keksinndén kohteessa olemme osoittaneet, ettd
humaaniamnionista ja -korionista tehtyjen johdinkanavien
immunogeenisyys on vdhdistd rotissa, mistd on saatu todis-
teita tutkittaessa niiden kalvoissa olevia erilaisia anti-
geenejd, pd&asiassa kollageenityyppejda I, II ja 1III,
fibronektiinid ja laminiinia, t&pl&blottaus- ja ELISA-me-
netelmilld. (2) Ihmisen istukoita on saatavilla suhteel-
lisen rajoittamattomia mé&&rid ja pienin kustannuksin. (3)
Amnionia ja korionia on kdytetty l&hes 90 vuotta useisiin
erilaisiin l&3ketieteellisiin ja kirurgisiin hoitotarpei-
siin., (4) Niill3 on osoitettu olevan uudissuonittuvuutta.
(5) Niitd on my0s sijoitettu ihonalaisiin taskuihin ihmi-
sessd, elkd ndyttdd akuutista hylkimisestd ole saatu seu-
rattaessa reaktiota jopa 7 viikon ajan. Sikidkalvot ovat
monimutkainen biokemiallinen rakenne, jonka fysikaaliset
ominaisuudet ovat ainutlaatuiset. Niitd voidaan modifioida
fysikaalisesti tdssd keksinndssd kuvattavalla valmistus-
menetelmdlld puolijiykiksi ja kimmoisiksi johdinkanaviksi,
joiden pituus, l&pimitta ja paksuus vaihtelevat. Amnion-
ja korionkalvojen biokemialliset komponentit ovat p&dasi-
assa kollageenityyppejd I, II ja III, laminiinia ja fibro-
nektiinid sekd muita glykoproteiineja. Laminiinin on osoi-
tettu edistdvin aksonin pitenemistd sen perusteella, ettd
se on vuorovaikutussuhteessa niiden aksonin glykopro-
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teiinien kanssa, jotka Kuuluvat integriiniryhman resepto-
reihin. Suorittamamme immunosytokemialliset tutkimukset
salvat meidit muuttamaan kdyttémidd&mme amnion- ja korion-
kalvojen valmistusmenetelmds tdssd keksinndssd tuonnempana
kuvattavalla tavalla laminiinin s8ilyttédmiseksi ndiden
johdinkanavien merkittdvdnd komponenttina. |

Vaikkakin ihmisen amnion- 3ja korionkalvot ovat
edullisia, muodostavat muista eldimistd perdisin olevat
vastaavat kalvot, kuten naudan kalvot, toisen puolen tastd
keksinndésta.

On kliinisesti hyviaksyttyd, ettd hermoautograftin
kdyttd on juuri se oikea menetelmd, jota tulee kayttda
puuttuvan hermonosan rekonstruoimiseen. Hermoautografteil-
la on osoitettu olevan useita haittoja, toisin sanoen
ndissd tarvitaan uutta kirurgista toimenpidett&, luovutus-
kohdan arpeutuminen, johon liittyy tunnottomuutta tai 1li-
sdantynyttd tuntoherkkyyttd, voi muodostaa ongelman, ja
luovutukseen kaytettyjen siirteiden mittasuhteet tuovat
usein rajoituksia. Vaikkakin hermoallografteilla on vidl-
tytty useilta autograftien haitoilta, muodostaa siirteen
hyljintd yh& suuren ongelman ja rajoittaa immunosuppres-
siivisten aineiden kaytdstd& huolimatta ndiden kliinista
kayttoa.

Mielenkiinto ja tulevaisuuden suuntaviivat hermo-
tutkimuksessa kohdistuvat kliiniseen kayttdH&&n soveltuvan
ihanteellisen hermon johdinkanavan kehitt@miseen. Useat
tutkijat ovat tutkineet eri materiaalien, joihin kuuluvat
silikonikumi, PTFE, polyortoesteri, polyglaktiini, meso-
teeliputket, 1lihaksen tyvikalvo ja verisuonisiirteet,
Kdyttbd hermon johdinkanavina. Jokaisella n&istd maini-
tuista materiaaleista on omat haittansa eikd mink&&n niis-
t8d ole osoitettu varmuudella saavan aikaan ihanteellista
ympdristdd regeneroituvalle hermolle. Ihanteellisen hermon
johdinkanavan olisi oltava vaikeuksitta saatavilla, kus-
tannuksiltaan alhainen, helposti valmistettavissa, saata-
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villa exi kokoisina, ei-immunogeeninen, mikrohuokoinen,
kokoonpainumaton, bioclogisesti hajoava ja valmistettavissa
biokemiallisista komponenteista, jotka muodostavat suo-
tuisan ympdristén regeneroituville aksoneille. Kuten tédssd
keksinnéssd on tuonnempana kuvattu, olemme kehitténeet
hermon johdinkanavan, jossa kiytetddn ihmisen amnion-
kalvoa, jolla on ehdotetun ihanteellisen hermon johdin-
kanavan useita ominaﬁsuuksia.

Useat tutkijat selvittelevdt nykyisin kollageenin
kdyttdad hermon johdinkanavia varten. T&md8 kollageeni on
pakostakin alkuperdltdin joko allogeenistd tai kseno-
geenistd ja voi siten stimuloida immuunivastetta, mikad
saattaa estd33 hermon regeneroitumista. Témdn keksinndn
mukaisten amnion- ja korionhermojohdinkanavien immuno-
logisessa tutkimuksessa osoittautui esiintyvdn vd8hdinen ja
merkityksetén immuunivaste, ja t#dllaisilla kanavilla vdl-
tytddn siten joiltakin dinhiboivilta tekijéiltd, Jotka
saattaisivat vaikuttaa regeneroituvaan hermoon. Vaikkakin
amnion- ja korionjohdinkanavissa esiintyi paljain silmin
ja elektronimikroskoopilla tarkasteltaessa merkkejé biolo-
gisesta hajoavuudesta ja rakenteen uudelleenorganisoitumi-
sesta, paikallisten tulehdussolujen tunkeutuminen oli va-
hdistd ja se rajoittui johdinkanavan seindm8i ympdrdivdisn
alueeseen eikd tamd aiheuttanut muutoksia, jotka olisivat
muistuttaneet kroonisesta hermojen puristumisesta aiheutu-
via muutoksia. Naiden viimeksi mainittujen muutosten ke-
hittyminen on huomattava ongelma, joka on ilmaantunut k&y-
tettdessd silikonikumijohdinkanavia hermojen regeneroitu-
miseen.

Amnion- ja korionjohdinkanavia kdyttden suoritetus-
ta hermoregeneraatiosta tehty toiminnallinen ja morfologi-
nen arviointi osoitti t&mdn ylivoimaisuuden hermoauto-
grafteihin ja silikoniputkiin verrattuna.

On myds tarpeen saada kayttéHon verisuonia, jotka
voidaan yhdistdd proksimaali- ja distaalipdistd&n veri-
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suoniin niiden vahingoituttua, kuten silloin, kun niihin
on tullut +tromboosi ja osa verisuonesta poistetaan.
Ohitusleikkauksissa voidaan vdlttdd laskimoiden ottoa ala-
raajoista ndihin tarkoituksiin, ja vastaavanlainen tilanne
esiintyy myShemmissd8 ohitusleikkauksissa, kun potilaalla
ei ole vaatimukset t&yttdvda& laskimoa korvaamaan poistet-
tavia tromboottisia valtimoita. Laskimosiirteen k&yttod
rajoittavia merkittdvid ongelmia ovat my®s luovutuskohdan
sairastavuuden ohella siirteen seindmdn pettaminen ja on-
telon umpeenkasvu. Yleisesti kédytetyt verisuonijohdin-
kanavat ovat laskimosiirteitd, jotka on otettu potilaan
ala- tai yl&raajoista. Luovutuskohdan sairastavuus sekéa
se, ettei sepelvaltimon ohitusleikkaukseen ja periferaa-
listen verisuonten interpositio-ohitusleikkaukseen kidytet-
tdvien laskimosiirteiden pysymistd avoimina voida varmuu-
della ennustaa, ovat tunnettuja tosiasioita. On tehty ko-
keiluja monilla verisuonijohdinkanavilla, jotka ovat ylei-
sessd kdytdssd ja joihin kuuluvat naudan laskimosiirre-
preparaatit, dJdacronproteesit, teflonproteesit ja napa-
valtimosiirteet. N&illa siirteillsd on my®s ongelmana trom-
boosin ja infektioiden korkea ilmaantuvuus. Ihanteellisen
verisuonisiirteen konstruoimiseksi siirteen tulisi olla
ei-trombogeeninen, vaikeuksitta saatavilla, niitd tulisi
olla lapimitaltaan ja pituudeltaan vaihtelevia, laajennet-
tavissa olevia ja joustavia.

Tdman keksinndn mukaiset amnion- ja korionkollagee-
niputket tai -johdinkanavat ovat ei-immunogeenisid ja
niistd voidaan konstruoida suuremmitta vaikeuksitta eri-
ldpimittaisia ja eripituisia putkia. T&m&n keksinndn mu-
kaiset amnion- ja korionputket soveltuvat hyvin kidytettid-
védksi hermosiirteind +tai ohitusjohdinkanavina sepel-
valtimoiden ohitusleikkaukseen tai verisuonien ohitus-

leikkaukseen.
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Keksinnén yhteenveto

Tdm8 keksintd kohdistuu siihen, ettd siita saadaan
kdyttddn siirteiden tekoon soveltuvia hermo- ja verisuoni-
putkia tai -johdinkanavia hermoissa ja verisuonissa esiin-
tyvien katkosten yhdistdmiseksi. Kalvon muodossa olevien
kollageenityyppien I, 1II ja III, jotka ovat peraisin istu-
koiden amnionista ja korionista, fysikaalisia ominaisuuk-
sia on modifioitu ja putket on konstruoitu pysymdin avoi-
mina ja joustavina, jotta veri p#ddsee kulkemaan ontelon
1l3pi ja jotta niiden seind@m8t kestiisivat interstitiaalis-
ta painetta, ja joissa sis&puolen muodostaa kalvon sikidn
puoleinen eli kiilt&vd puoli, joka hermosiirteiden ollessa
kyseess8 edistdd aksonin kasvua.

Yhdessd t&mdn keksinndn kohteessa t#dllaisen siir-
teen aikaansaamiseksi amnion ja korion otetaan varastoi-
mattomista istukoista, jotka ovat edullisesti ihmisestd,
amnion- ja korionkerrokset erotetaan istukasta ja toisis-
taan, kalvon sikiénpuoleisen tyvikalvon pddlli sijaitseva
vksisolukerrosmateriaali poistetaan, mik& tapahtuu tryp-
siini- tai pepsiinikédsittelylld, amnion ja korion huuhdel-
laan useita kertoja fosfaattipuskuriliuoksella tai tisla-
tulla vedelld kunnes ne on saatu puhtaiksi, mink& j&dlkeen
amnion tai korion silloitetaan joko gammasiteilytt&mdlli
tai kdyttden kemiallisia silloitusaineita, kuten glutaari-
aldehydid, jollainen k&sittely steriloi kudoksen, antaa
suojan virustautien levi&mistd vastaan, vahvistaa raken-
netta ja mahdollistaa materiaalin muokkauksen uudelleen
ohuesta kalvosta johdinkanavan muotoon. Ohuet amnion- ja
korionkalvot k#d&ritdsn itsensi ymparille kerroksiksi si-
ten, etta kiiltdvd sikidn puoleinen pinta suuntautuu lo-
pullisen putken sisidpintaa kohti. Kddrittdvien kerrosten
lukumd8rsd on riippuvainen putken pituudesta ja l&pimitas-
ta. Tamdn jdlkeen putket kuivataan ja pannaan pulloihin,
jotka suljetaan, joihin kiinnitet&idn nimilaput ja jotka
haluttaessa k&sitell&dsn 2,5 Mradin suuruisella gamma-
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sédteilyannoksella johdinkanavan kollageenin silloittamisen
jatkamiseksi ja sen steriloimiseksi uudelleen. Kerrokset
voidaan haluttaessa liimata yhteen sopivalla 1liimalla,
kuten fibriiniliimalla, kerrosten irtoamisen estdmiseksi
erityisesti suurehkoissa johdinkanavissa, Kuten verisuoni-
siirteisiin kédytettdvissd kanavissa. '

Putket tai johdinkanavat voidaan sitten ennen nii-
den kayttodnottoa varastoida esimerkiksi -20 °C:ssa.

Hermosiirteiden ollessa kyseess8 voidaan amnion- ja
korionputkissa k&yttidd implantaatiota tehtdessd hermon
kasvua edistavida tekijoitd, esimerkiksi tyvikalvopartik-
keleita, fibronektiinid, kollageeniuutetta, hermokasvute-
kijditd ja muita nd8itd muistuttavia kasvutekijoiti.

Edelld olevan esityksen mukaisesti té&mén keksinnédn
kohteena on saattaa kayttddn vahingoittuneen direishermon
proksimaalisten ja distaalisten p#iden tai verisuonen
proksimaalisten ja distaalisten pdiden yhdisté&miseen so-
veltuva putkimainen siirre, jolla vdltyt#dn edelld maini-
tuilta tekniikan tason mukaisten ratkaisujen haittateki-
jbilta ja josta saatavat edut on mainittu edelld.

Tdmidn keksinndn kohteena on lisdksi saattaa kdyt-
to6n siirre, joka soveltuu vahingoittuneen #8reishermon
proksimaalisten ja distaalisten tynkien yhdistdmiseen tai
verisuonen proksimaalisten ja distaalisten p&iden yhdisté-
miseen ja joka k#dsittdd sylinterimdisen seindmdn, joka on
muodostettu tyypin I, II ja II1 kollageenista muodostuvan
ja ihmisen istukasta perdisin olevan steriloidun ohuen
kalvon kerroksista, josta solumateriaali on olennaisesti
poistettu ja jonka sikidnpuoleinen puoli suuntautuu si-
s8dnpdin ja sen kollageeni on silloitettu s&teilytt&mdlla
tai kemiallisesti, jossa sylinterissd on riittidvd m&drd
kerroksia sylinterin pitamiseksi vapaana tai avoimena, ja
sylinteri on pitempi kuin proksimaalisten ja distaalisten
tynkien tai p&iden vdlinen etdisyys ja sen laApimitta vas-
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taa ainakin distaalisten tynkien tai paiden sidekudosten
ldpimittaa.

Tédmdn keksinndén kohteena on lisdksi saattaa kédyt-
td6n sellainen siirre, jossa amnion- ja/tai korionkalvojen
kerrokset on liimattu silld tavoin yhteen, ett& kerrokset
eivdt paddse erottumaan.

Vield yhtend t&dm&n keksinntn kohteena on saattaa
kayttddén sellainen sylinterimdinen siirre, jossa inter-
stitiaalinesteen kulkeutuminen seindmdn l8pi on mahdollis-
ta, mik&d edistdld siirteen ravinnonsaantia varhaisessa
kehitysvaiheessa ja hermosiirteiden ollessa kyseessd mah-
dollistaa Schwannin solujen kasvuun tarvittavan ravinnon-
saannin.

Vield yhtend tdmdn keksinnén kohteena on saattaa
kayttddn sylinterimdinen siirre, joka toimii tutkimus-
mallina ja johon on tarkoitus lis&td materiaalia, joka
kuuluu hermojen regeneraation l&a&kehoidon tutkimukseen
neurologian alalla.

Vield yhtend t&mdn keksinndn kohteena on saattaa
kdyttddn hermosiirre, joka k&sittda amnion- ja/tai korion-
putken, joka sisdltdd asiaankuuluvia kasvutekijditd.

Vielda yhtend téamdn keksinntén kohteena on saattaa
kdyttH6H6n hermosiirre, joka k#sittad tyvikalvopartikkeleita
sis8ltévdn amnion- ja/tai korionputken.

Vield yhtenid tamién keksinndén kohteena on saattaa
kayttdon siirre, joka voidaan tehdd suhteellisen pitkéksi,
joka ei mene mutkalle, joka s#&ilyttda muotonsa ja jossa
oleva kanava pysyy vapaana taili avoimena.

Téaman Keksinndn muut ja edelld mainitsemattomat
kohteet, piirteet ja edut kdyvdt ilmi muualla tdssd kek-
sinndssa.

Edullisten sovellutusmuotojen selitys

A. Amnionin talteenotto ja kdsitteleminen

Tdssd t&8mdn Kkeksinndn kohteessa amnion hankitaan
kdyttddn ihmisen istukoista, jotka eivdt ole ehtineet vie-
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18 vanhentua. Istukat saadaan sairaalaan synnyttamdsn tul-
leilta synnytyspolttojen ja synnytyksen jdlkeen 24 tunnin
kuluessa synnytyksestd. Valmistukseen kdytetddn istukoita,
jotka on saatu ainoastaan niilt8 dideiltd, joille on suo-
ritettu AIDS- ja hepatiittivirusseulonta ja jotka eivit
kuulu korkean riskin ryhmiin, kuten suonensiséisten huu-
meiden kdyttdjiin. Valmistuksessa huolehditaan siitd, ettd
ihokosketusta veren ja kudoksen kanssa vdltetddn ja ettd
tybskentelytilojen kontaminoituminen n4illi materiaaleilla
j&d mahdollisimman vih&diseksi.

Amnionkerros erotetaan istukasta esimerkiksi irrot-
tamalla se sormin. Kaikesta talteenotetusta amnionista
valikoidaan sellaisia mahdollisimman suuria amnionkappa-
leita, jotka ovat tasapaksuisia. Valitut kalvokappaleet
pestddn veren ja kaikkien kudosjadtteiden poistamiseksi
kdyttden runsaasti pesunestettd, joka on edullisesti fos-
faatilla puskuroitua fysiologista suolaliuosta tai tislat-~
tua vedettd. Kalvojen pesua jatketaan, kunnes n&md ovat
valkeita ja 1l&pindkyvii.

Kalvon sikidtad vastaan olevalla puolella sijaitse-
van tyvikalvon pinnan yksisolukerros poistetaan, mihin
kdytetdan trypsiinikésittelyd. Kalvoja kdsitelldsn kahden
tunnin ajan huoneenldmméssd tislatusta vedestd ja trypsii-
nistd suhteessa 1:1 valmistetussa liuoksessa. Kidytetty
trypsiini on edullisesti perédisin sian haimasta, sen kon-
sentraatio on 25-prosenttinen eikd siind kdytetd kalsiumia
eikd magnesiumia. Trypsiinikdsittelyn j&lkeen amnion huuh-
dellaan useita kertoja, mihin k3ytetdidn edullisesti fos-
faatilla puskuroitua fysiologista suolaliuosta tai tislat-
tua vettd, kunnes saadaan puhtaita valkeita kalvoja, jois-
sa el ole endd jdljellsd yhtddn vaaleanpunaista trypsiinié.

Huuhdotut ohuet amnionkalvot pannaan pulloihin tis-
lattuun veteen ja niitd s#teilytetd#n 500 000 radin annok-
sella gammasdteilyd. Amnionin sateilytys silloittaa kolla-

geenin, steriloi kudoksen, antaa eldimille suojan virus-
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tautien levidmistd8 wvastaan ja mahdollistaa materiaalin
uudelleenmuotoilun ohuesta kalvosta kanavan tai putken
muotoon. Pullot varastoidaan sitten pakastimessa
-80 °C:ssa. Amnionkalvot voidaan haluttaessa silloittaa
kemiallisesti k&yttden esimerkiksi glutaarialdehydi&.

B. Johdinkanavan valmistus '

Pakastettu amnion noudetaan varastosta ja se sula-
tetaan sitten 3 - 4 tuntia huoneenl&mm$ssd. Ohuet amnion-
kalvot tutkitaan preparointimikroskoopissa niissd esiinty-
vien virheellisyyksien havaitsemiseksi ja kalvon sikidn-
puoleisen eli kiiltdv&n puolen mddrittdmiseksi. Sellaiset
amnionkalvot, jotka ovat riittévén leveitd halutunpituista
ja -levyistd johdinkanavaa varten, kootaan varovasti tal-
teen rullauslaitetta kayttden. Amnionkalvot asetetaan
niin, ettd sikidn puoleinen kiiltdvd pinta suuntautuu val-
miin putken sis8pintaan péin.

Amnionkalvot k&aaritaddn edullisesti kerroksiksi
erittdin hyvin kiillotetulla ruostumattomasta terdksestd
valmistetulla telalla, jonka halkaisija on sopivan suurui-
nen, vaikkakin amnionkalvot wvoidaan k&&rid milld& tahansa
halutulla tavalla.

Se amnionkalvojen kierrosten tai kerrosten lukumdd-
rd, joka tarvitaan amnionsylinterin muodon s&ilyttdmisek-
si, mutkalle menemisen valttédmiseksi ja pitdmd&n se vapaa-
na tai avoimena, on riippuvainen putken tai sylinterin
pituudesta ja l&pimitasta. Esimerkiksi 4,1 - 4,16 cm:n
(1,6 - 1,8 tuuman) ldpimittaisiin johdinkanaviin tarvitaan
noin 10 kierrosta amnionia ja ldpimitan ollessa 6,35 cm
(2,5 tuumaa) saadaan tyydyttdvd tulos kaytt&malls 15 kier-
rosta. Johdinkanavat voivat olla niin pitki&d kuin niiden
halutaan olevan. Teloilla olevat putket kuivataan sitten
40 - 60 °C:ssa lampdkaapissa noin 30 minuutin ajan. Kui-
vaaminen helpottaa putkien poistamista teloilta. Kerrosten
irtoamisen estdmiseksi voidaan haluttaessa kdyttdd sopivaa
liimaa, kuten fibriiniliimaa, liimaamaan amnionkalvojen
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kerrokset tai kierrokset vyhteen. Putket pannaan sitten
pulloihin, jotka suljetaan, varustetaan nimilapuilla ja
sdteilytetddn 2 000 000 radin annoksella gammasdteilysd
johdinkanavien kollageenin steriloimiseksi uudelleen ja
tdmdn silloittamisen jatkamsiseksi. T&man jdlkeen johdin-
kanavat varastoidaan ennen kaytt&énottoa -20 °C:ssa.

Esimerkki 1

Tdssd esimerkissd arvioitiin humaaniamnionin tyvi-
kalvon eheys ja tyvikalvon pitoisuus immunosytokemialli-
silla menetelmilld ennen johdinkanavien konstruointia ja
tdmé&n j&dlkeen. Tdmdn keksinnén mukaisten humaaniamnion-
johdinkanavien immunogeenisyys on viahdistid, mistid saatiin
todisteita tutkimalla t&pl&blottaus- ja ELISA-menetelmilli
amnionkalvossa olevia eri antigeenejd, jotka ovat pé#ddasi-
assa tyypin 1 kollageenia, fibronektiinid ja laminiinia.
Amnionia on kdytetty l&hes 90 vuotta hyvin moniin erilai-
siin l&8ketieteellisin ja kirurgisiin hoitotarpeisiin ja
silld on osoitettu olevan uudissuonittuvuutta. Sitd on
my&s asetettu ihonalaisiin taskuihin ihmiselld eikd ndyt-
to8 akuuttista hyljinndstd kyetty saamaan seurattaessa
reaktiota jopa 7 viikon ajan.

Sikidkalvot ovat monimutkainen biokemiallinen ra-
kenne, jonka fysikaaliset ominaisuudet ovat ainutlaatui-
set. Ne modifioidaan fysikaalisesti té&dssd keksinndssid ku-
vatulla valmistusmenetelmdlld johdinkanaviksi, jotka ovat
puolijaykkid, kimmoisia ja pituudeltaan, l&pimitaltaan ja
paksuudeltaan eri suuruisia. Amnionkalvojen biokemialliset
komponentit ovat pddasiassa tyypin I ja tyypin III kolla-
geenia, laminiinia, fibronektiinid ja muita glykopro-
teiineja. Laminiinin on osoitettu edistavan aksonin pite-
nemistd sen perusteella, ettd se on vuorovaikutussuhteessa
niiden aksonin glykoproteiinien kanssa, jotka kuuluvat
integriiniryhmén reseptoreihin. Tamin keksinn®én mukaisen
amnionkalvon valmistusmenetelmdt s#ilyttévat laminiinin
merkittédvidnd komponenttina ndiden komponenttien joukossa.
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Tdmdn keksinndn mukaisella menetelmdlld, jossa kdytetdidn
gammasdteilytystd, on useita etuja. On osoitettu, ettd
kaikki bakteerit, sienet ja virukset (mukaan lukien AIDS)
tuhoutuvat 0,20 Mradin annoksella. Edullisesti kidytetdédn
2,5 Mradin annosta, jotta voidaan varmistua lopullisen
materiaalin tédydellisestd steriiliydestd. T&md annos mnyos
lisdd amnionkollageenin silloittumista, mikd lujittaa sitad
ja mahdollistaa siten sen, ettd amnionjohdinkanavat ovat
valmistettavissa puolijdykk&&n muotoon ja ne sdilyvat sa-
malla jonkin verran kimmoisina pysy#&dkseen avoimina implan-
taation jdlkeen., Kuten aiemmin mainittiin, kemiallinen
silloitus tunnetuilla menetelmilld, kuten glutaarialdehy-
diké8sittelylld, on kuitenkin tehokas ja tyydyttdvasn tu-
lokseen johtava keino.

Immunclogisessa tutkimuksessa ilmeni, ettd amnion-
hermojohdinkanavasta aiheutui wv&h#dinen ja merkityksetdn
immuunivaste, mikd siten merkitsee sitd, ettd ndailld voi-
daan vdlttds joitakin inhibitorisia tekijditad, jotka saat-
taisivat wvaikuttaa regeneroituvaan hermoon. Vaikkakin
amnionjohdinkanavissa osoittautui esiintyvdn merkkeja bio-
logisesta pilkkoutuvuudesta ja rakenteen uudelleen-
organisoitumisesta paljain silmin ja elektronimikroskoop-
pisesti tutkittaessa, oli paikallisten tulehdussolujen
tunkeutuminen kudokseen vidhdistd ja se rajoittui johdin-
kanavan sein&mdid ympdrdivadn alueeseen eikd saanut aikaan
krooniseen hermojen puristumiseen johtavia muutoksia. T&-
man viimeksi mainitun ilmién kehittyminen on merkittdvi
ongelma, joka on ilmaantunut k3ytettdessd hermojen regene-
roitumista varten tarkoitettuja silikonikumisia johdin-
kanavia, joiden on viime aikoina ehdotetty soveltuvan
kliiniseen kdyttoon.

Amnionjohdinkanavien pitk&8aikaistutkimuksissa on
saatu ndyttdd huomattavista rakenteellisista muutoksista,
mistd ovat todisteina Schwannin solujen tyyppisten solujen
tunkeutuminen kudokseen johdinkanavan kerrosten l&dpi sekd
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kollageenin uudelleenorganisaatio, mik& viittaa biologi-
seen pilkkoutuvuuteen ja uudelleenorganisoitumiseen, mik4
on amnionjohdinkanavan ainutlaatuinen ominaisuus.

Kuten aiemmin mainittiin, voidaan t&mdn keksinndn
mukaista amnionputkea kdyttdd kantajamateriaalina hermojen
regeneraatiota edistéville monille materiaaleille, kuten
tyvikalvo, fibronektiini, kollageeniuute, hermokasvuteki-
jédt ja muut n&ditd muistuttavat tekijdt. Kollageeniuute on
humaanisikidkalvoista uutettua kollageenia, kuten esimer-
kiksi US-patenttijulkaisussa nro 5 002 071 kuvattua uutet-
ta. Tyvikalvoa voidaan esimerkiksi k&ytt&& amnionputkessa
implantaatiota tehtdessd kylmdkuivattuna, jauhettuna, po-
laroituna tai s8ildttynd8 mihin tahansa sdilyteaineliuok-
seen.

Esimerkki 2

Tdssd esimerkissd mddritettiin hermojen regeneraa-
tio tadmdn keksinndn mukaisen johdinkanavan ldpi morfologi-
sia ja toiminnallisia piirteitd seuraten vertaamalla niiti
autografeihin ja muuntyyppisiin hermoputkiin koe-eldin-
mallissa.

Yksitoista kissaa jaettiin viiteen ryhmd&n s&&ri-
hermoon tehdyn 4 cm mittaisen katkoksen l&dpi tapahtuvan
hermojen regeneraation arvioimiseksi.

Ryhm& 1 (3 eldintd) amnionputki.

Ryhmd 2 (3 eldintd) amnionputki ja tyvikalvo lihak-
sesta eristettynd neurotrofisena tekijana.

Ryhm& 3 (3 eldintd) hermoautografti.

Ryhmd 4 (1 eldin) valeleikkaus kontrollina.

Ryhmda 5 (1 eldin) ei korjausta.

El&imi&d seurattiin kuusi kuukautta, jonka j&lkeen
ne otettiin tutkittaviksi ja hermosegmentit tutkittiin
morfologisesti ja histologisesti.

Kissat nukutettiin k&yttd8en Demerolia ja feno-

barbitaalia lihaksensis8isesti ja halotaania ja NO,:ta in-
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halaationa. S&&rihermo paljastettiin ja siitd irrotettiin
4 cm:n pituinen segmentti, joka korjattiin seuraavasti:

Ryhmdssd 1 (amnion) ommeltiin amnionputki distaali-
seen ja proksimaaliseen tynk&&n, milld varmistettiin
4 cm:n pituisen katkoksen syntyminen. Tehtiin kaksi ommel-
ta, jotka sijoitettiin kummallekin puolelle 180° kulmaan
toisiinsa ndhden ja ne l&vistivdt pelk&dstddn hermon tyngén
epineuriumin sis&dltidvan putken koko sen paksuudelta.

Ryhmdssd 2 (amnionputki - tyvikalvo) - menetellen
edelld olevan kohdan mukaisesti hermosta irrotettiin
4 cm:n pituinen segmentti ja aukko sillattiin amnion-
putkella, johon oli lisd&tty tyvikalvoa.

Ryhmdssd 3 (hermoautografti) irrotettiin 4 cm:n pi-
tuinen segmentti, joka sitten kiinnitettiin takaisin kayt-
tden epineuraalimenetelmdi.

Ryhméssd 4 (valeleikkaus) tutkittiin sd&drihermo,
johon ei koskettu.

Ryhmidssd 5 (ei korjausta) irrotettiin siarihermosta
4 cm:n pituinen segmentti ja sen jd&minen korjaamattomaksi
varmistettiin ompelemalla hermontyngidt alla olevaan lihak-
seen.

Eldimid seurattiin kuusi kuukautta eikd8 missdén
kokeeseen osallistuneessa ryhmdssid valeleikkausta lukuun
ottamatta havaittu tapahtuneen toimintojen parantumista.

Kissat tapettiin kuuden kuukauden kuluttua ja niis-
td tehtiin morfologiset ja histologiset tutkimukset. Tu-
losten mukaan on suositeltavaa kaytt&dd8 amnion-tyvikalvo-
yhdistelmdd vahvana ehdokkaana hermojen regeneraatioon ja
ne osoittivat, ettd lihaksen tyvikalvon lisdys amnion-
kollageeniputkeen tehostaa hermojen regeneraatiota.

Aksonien ldpimitoista valmistetuissa histogrammeis-
sa amnion-tyvikalvoyhdistelmén sisdltavassa ryhmésséd
osoittautui esiintyvédn jakautuma, joka oli verrattavissa
valeleikkaukseen, ja tamdn aksonit olivat jopa suurempia

ja huomattavan suuri osa aksoneista (9 %) osui 1,5 - 2,25
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mikrometrin alueelle. Hermoautograftin ollessa kyseessa
histogrammi oli verrattavissa valeleikkaukseen, mutta suu-~
rempi osuus aksoneista (37 %) osui 0,5 - 0,75 mikrometrin
alueelle. Amnionputkiryhm&ssd aksonien l&pimitat ulottui-
vat 0,1 - 1 mikrometrin alueelle ja suurin osa aksoneista
(58 %) osui 0,25 - 0,5 mikrometrin alueelle. Aksonien 1&-
pimittaa kuvaavat histogrammit osoittivat, ettd tyvikalvo
myStdvaikutti suurempien aksoneiden muodostumiseen ja
niistd saatin ldhinn&d normaaleja olevia aksoneita.

Johtopaatdkset tdstd esimerkistd ovat, ettd humaa-
niamnionjohdinkanavat ovat vahvoja ehdokkaita kdytettivak-
si wvaihtoehtoisten materiaalien tilalla hermosiirteiden
tekoon, ja ettd lihaksen tyvikalvo osoittautuu olevan hyvéa
neurotrofinen materiaali amnionkollageeniputkeen lisdtty-
nd. Amnionjohdinkanavat, joihin on lisdtty tyvikalvoa,
ovat ylivoimaisesti hermoautografteja parempia. Humaani-
amnionkollageeniputket ovat hyvid johdinkanavia hermojen
regeneraatioon ja niitd voidaan kdyttdd minkd tahansa neu-
rotrofisen materiaalin varastona.

Esimerkki 3

Tdssd esimerkissd kdytettiin humaaniamnionin tilal-
la humaanikorionia. Korionkalvo erotettiin amnionkalvosta,
minkd jdlkeen se otettiin talteen ja kéasiteltiin kappa-
leessa A esitetylld tavalla ja kappaleessa B esitetylla
tavalla muodostetut johdinkanavat olivat ominaisuuksiltaan
esimerkeissd 1 ja 2 kuvattuja ominaisuuksia vastaavat ja
niilld saatiin tyydyttédvat tulokset seka hermojen kasvun
ettd verisuoniputkien ollessa kyseessd. Mikali korion on
erotettu amnionista, voidaan trypsiini- tai pepsiini-
kdsittelyn sis&ltdvad vaihe jattda pois.

Esimerkki 4

Tdssd esimerkissd kdytettiin humaanikalvojen tilal-
la naudan amnion- ja korionkalvoista perédisin olevia
kollageenityyppejd I, II ja II ja ndiden yhdistelmid, jot-

ka esikdsiteltiin ja joista muodostettiin johdinkanavia
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tai putkia edelld kuvatulla tavalla ja joista saatiin seka
hermojen kasvun ettd verisuoniputkien osalta samanlaisia
ja asetetut vaatimukset tyydyttdvid8 +tulcoksia kuin mité
edelld on kuvattu humaanikalvojen kyseessd ollessa.

Tdmin keksinndn mukaiset menetelmdt kdsittdvit sen,
ettd vahingoittuneen hermon proksimaaliset ja distaaliset
tyngdt tai pdat tai proksimaaliset ja distaaliset veri-
suonen paidt yhdistetddn putkella, joka ké&sittdd ainakin
yhden kerroksen steriloitua silloitettua kalvoa, jossa ei

.0le solu- tai epiteelimateriaalia, joka k&sittsa tyypin I,

IT tai III kollageenia tai ndiden seoksia, laminiinia,
fibronektiinid ja muita glykoproteiineja ja jonka sikién-
puoleinen puoli suuntautuu sisdédnpidin. Kalvo steriloidaan
ja silloitetaan sdteilyttam&lla tai kemiallisesti ja siina
on riittdvd mAdrd kerroksia niiden pitamiseksi avoimena
paikoillaan. Putken pituus on vadhintdadan yhtd suuri kuin
proksimaalisten ja distaalisten tynkien tai pdiden etdi-
syys ja sen lapimitta on ainakin yhtd suuri kuin ja edul-
lisesti hieman suurempi kuin proksimaalisten ja distaalis-
ten tynkien tai pdiden sidekudoksen l&pimitta. Kuten aiem~
min jo mainittiin, voi putki hermosiirteiden ollessa ky-
seessd sisdlt8d8 hermokasvutekijoitd, kuten tyvikalvoa,
fibronektiinid tai kollageeniuutetta tai ndiden yhdistel-
mid. Putki ommellaan tai kiinnitet&&n jollakin muulla ta-
valla hermon tynkien tai verisuonen pdiden viereiseen
sidekudokseen.

Siirteitd voidaan varastoida pitkid aikoja ja niis-
ta3 saadaan k8yttodn helposti saatavilla olevaa l&htOmate-
riaalia siirteitd varten. Siirteet voidaan valmistaa tar-
peen mukaan halkaisijaltaan tai pituudeltaan mink& tahansa
suuruisiksi ja siirteen kerrokset voidaan liimata yhteen,
etteivdt ne irtoa toisistaan kaytdssi.

Edelld esitetyn perusteella tédssd keksinn®ssd kiy-
tettéviksi soveltuvia ja siind tyydyttavdt tulokset anta-
via ovat siirteet, jotka on tarkoitettu vahingoittuneen
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hermon tai verisuonen proksimaali- ja distaalip&iden vdli-
sen katkoksen siltaukseen ja jotka ké8sittdvat sylinterin,
jonka seindmd on muodostettu ainakin yhdestd Kerroksesta
steriloitua ja silloitettua kalvoa, joka on perdisin istu-
kasta saadusta tyypin I, II tai III kollageenista tai ndi-
den yhdistelmistd.

Edelld esitetyn perusteella t&mid keksintd soveltuu
hyvin sille asetettuihin tavoitteisiin ja tarkoituksiin ja
sitd voidaan muokata ndiden mukaiseksi ja silld on maini-
tut ominaisuudet ja edut sek& muut niihin sisdltyvdt omi-
naisuudet ja edut.

Vaikkakin td@mén keksinnén nykyiset edulliset sovel-
Jutusmuodot on esitetty sen selittémiseksi, voidaan tata
keksint&d muuttaa ja muokata poikkeamatta keksinndn hen-
gestd, Jjoka on oheen liitettyjen patenttivaatimusten

suojapiirin rajoittama.
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Patenttivaatimukset:

1. Siirre vahingoittuneen hermon proksimaali- ja
distaalipdiden v#dlisen katkoksen tai verisuonen proksi-
maali- ja distaalipdiden vidlisen katkoksen yhdistimiseen,
tunnettu siitd, ettd se kisittaa |

sylinterin, jonka pituus vastaa ainakin vaurioitu-
neen hermon tai verisuonen proksimaalisten ja distaalisten
pdiden valistd etdisyyttd ja jonka ldpimitta vastaa aina-
kin vaurioituneen hermon tai verisuonen proksimaalisten ja
distaalisten pdiden ldpimittoja, ja

mainitussa sylinterissd@ on seindmd, joka on muodos-
tettu ainakin yhdestd kerroksesta steriloitua ja silloi-
tettua kalvoa, ja mainittu kalvo koostuu kollageenista,
joka on tyyppid I, +tyyppid II, tyyppi&d III tai nididen
seoksia, ja

mainittu kollageeni on perdisin istukan amnionista,
istukan korionista tai n#iden yhdistelmisti.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen siirre, t u n -
nettu siitd, ettd mainittu seindmd kdsittda ainakin
kaksi kerrosta ohuen kalvon muodossa olevaa mainittua kal-
voa, jotka on liimattu yhteen niin, ettd t#dmin tuloksena
estetdidn kerrosten irtoaminen k&ytossi.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen siirre, t un -
nettu siitd, ettd siirre mahdollistaa interstitiaali-
nesteen Kulkeutumisen sylinterimidisen seindmidn l&pi.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tail 3 mukainen siirre,
tunnettu siitd, ettd siirre on hermosiirre ja etta
se sisgdltd8 ainakin yhtd hermokasvutekijaid.

5. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen siirre,
tunnettu siit8, ettd siirre on hermosiirre ja etta
se sisdltdd tyvikalvoa, fibronektiinii, amnionkollageeni-
uutetta tai ndiden yhdistelmis.

6. Menetelmd@ vahingoittuneen hermon hermotoiminnan

palauttamiseksi, tunne t tu siitd, ettd se kisittii
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sen, ettd liitet&dan vahingoittuneen hermon proksimaali- ja
distaalipddt patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaiseen

siirteeseen.
7. Menetelmd vahingoittuneen hermon hermotoiminnan

palauttamiseksi, t unne t tu siitd, ettd se kdsittai
sen, ettd

liitetddn vahingoittuneen hermon proksimaali- ja
distaalip&8t patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaiseen
siirteeseen, ja

hermosiirre sis#ltdd ainakin yhtd& hermokasvu-
tekijaa.

8. Menetelmd vahingoittuneen hermon hermotoiminnan
palauttamiseksi, t unne t t u siitd, ettd se kisittdi
sen, ettd liitetddn vahingoittuneen hermon proksimaali- ja
distaalip&dt patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaiseen
tyvikalvoa sis&dltédvddn siirteeseen.

9. Menetelmd korvaavan osan sijoittamiseksi veri-
suoneen, t unne-ttu siitd, ettd se kisittdd sen,
ettd liitet88n verisuonen proksimaali- ja distaalipdét
patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaiseen siirteeseen.

10. Patenttivaatimuksen 1, 2, 3, 4 tai 5 mukainen
siirre, tunnet tu siitd, ettd amnion- tai korion-
kalvo on perdisin ihmisen istukasta.

11. Patenttivaatimusten 6, 7, 8 tai 9 mukainen me-
netelmd, tunnet tu siitd, ettd siirre on perédisin

ihmisen istukasta.
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