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Yhteentarttumista estivi aine - Antiadhesionsmedel

Tekniikan taso

Keksinto liittyy uusiin yhteentarttumista estdviin aineisiin, toisin sanoen tuottei-
siin, joilla kyetddn estimidin kudosten ei-toivottua yhteentarttumista haavan
paranemisen yhteydessid. Tuotteella kyetiiin my0s edistimédn paranemisen laadul-
lista tulosta sen perusteella, ettd timi stimuloi kudoksen regeneraatiota.

Keksinto sisdltii myds menetelmin tillaisen kudosten haitallisen yhteentarttumi-
sen estdmiseksi.

Keksinnén tausta

Eldmimme laadulle on mitd merkityksekkdinti, ettd kykenemme liikkumaan va-
paasti haluamallamme ja kulloisessakin tilanteessa tarvitsemallamme tavalla.
Liikuntakykymme edellyttd4 tuki- ja liikuntaelimistdn toimivan sopivasti tiiviissi
yhteistyOssd pdfasiassa ihon, limakalvojen ja hermokudoksen kanssa ja se vaatii
itsessddn sen, ettd eri rakenteet, kuten luut, lihakset ja jinteet, kykenevit
liikkumaan esteettd toistensa suhteen. Niihin toimintoihin  vaaditaan
liukuvyohykkeitd, mahdollisimman pientd kitkaa ja mahdollisimman suurta
liikkkumisvapautta. Optimaalisen toimintakyvyn saavuttamiseksi tarvitaan siten
esimerkiksi lukujirjestelmid, jotka sijaitsevat vierekkdisten lihasten ja jinteiden
vilissd sekd ihon ja sen vieressd olevien kudoksen vilissi. Sama pitee myos
sisdelinten, kuten ruoansulatuskanavan, sydidmen, keuhkojen, aivojen ja selkd-
ytimen, rakenteisiin. Liukujirjestelmid muodostavat irtonaisesta sidekudoksesta
muodostuneet ohuet kerrokset, joita vatsassa, rintaontelossa, sydianpussin
ontelossa, aivoissa ja selkdytimessd verhoavat mesoteelisolut. Samanlainen
rakenne esiintyy jinteiden vieruskudoksessa.

Nimé liukujdrjestelmét tulehtuvat ja vaurioituvat erittdin herkkésti. Niihin
muodostuu helposti arpikudosta, miki heikentid toimintakyky4 ja johtaa jopa sen
menetykseen. Yhteentarttumia, toisin sanoen syiden muodostumista, voi tapahtua
vatsaontelossa, ja vierekkdisten tai ympdrdivien kudosten membraanityyppiset
yhteentarttumat voivat lopulta aiheuttaa hengenvaarallisena tautitilana pidetyn
suolentukkeuman. Vammojen hoitoon, kasvainten poistoon tai muiden sairauksien
hoitoon tai korjaaviin leikkauksiin kiytettyjen kirurgisten toimenpiteiden johdosta
muodostuu aina arpikudosta, minkd perusteella "luonnollisia ja alkuperidisid"
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liukujérjestelmid hédvidd elimistostdi enemmdn tai vdhemmin laajassa
mittakaavassa.

Ihon ja limakalvojen peitteiden vauriot parantuvat monimutkaisesti toisaalta sen
perusteella, ettid sidekudos kykenee regeneroitumaan vain rajoitetusti, ja toisaalta
sen perusteella, ettd peitteisiin muodostuu kypsymétonti jyviiskudosta, ja viimeksi
mainittu kykenee vain rajoitetusti saavuttamaan normaalin kudoksen kypsyystilaa
muistuttavan tilan. Muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta verinahka ei nuorilla
eikd aikuisilla muodostu uudelleen vaurioitumisen jilkeen. Verinahan pienet ja/tai
pinnalliset vauriot paranevat siten, ettd menetetyn kudoksen tilalle syntyy viereista
kudostyyppid muistuttavia rakenteita sekd reagoivaa jyviiskudosta. Jos kudosta on
menetetty laajemmalti, kuten syvien palohaavojen syntymisen jilkeen, kolmannen
asteen palovammojen syntymisen jilkeen ja kun osa verinahasta on tuhoutunut,
niin paranemisen yhteydessd muodostuu viistimattd arpikudosta, kudosta hiviii
vaihtelevassa médrin mutta pysyvésti ja syntyy pysyvid epidmuodostumia.
Arpikudoksen sisdltimi mekaanisesti kestéivd komponentti on padasiassa tyypin III
kollageenia, joka on lyhytsiikeisti ja heikosti jarjestdytynyttd ja se on mekaanisilta
ominaisuuksiltaan siten heikompi kuin normaali optimaalinen kollageenityyppi I.
Amorfisen taipuisan perusaineen osuus samoin kuin solumiirid on pienentynyt.
Verisuonten médrd pienenee ajan myOti siitd, mitd se on normaalissa kudoksessa,
ja verisuonten jakaantuminen ja niiden tyypit ovat muuttuneet. Kyseisessi
kudoksessa tavataan usein suuria, ohutseindisid verisuonia, joiden toiminta on
vastaavia normaaleja verisuonia heikompaa ja imusuonitus on myos epinormaalia.
Liukujérjestelmien tilalle muodostuu siten lopulta jaykkis, siikeistid kollageenista
muodostuvaa sidekudosta.

Yhden lisévaikeuksia aiheuttavan erittdin tirkeén tekijan muodostaa se, etti arpi-
kudokseen ilmaantuu myofibroblasteja, toisin sanoen "tavallisia" sidekudossoluja
(fibroblasteja) jotka, kuten myds osa makrofageista, sisiltivit solulimassaan nor-
maalia runsaammin lihasproteiinikimppuja, joiden avulla solut kykeneviit
supistumaan hitaasti ja voimakkaasti ja pysymién supistuneina pitkin aikaa. Tami
voi johtaa kutistumiin, jotka saavat vaurioituneen kudoksen poikkeamaan yhi
enemmin alkuperdisesti muodostaan ja rajoittavat sen toimintakykyi.
Myofibroblastien médrin havaitaan lisdsintyvin esimerkiksi rintarauhasimplan-
taattien [rintojen suurentamiseksi tai rinnan ennalleen muotoilemiseksi siirrettivi
silikoniproteesi; titd kysymystd ovat yksityiskohtaisemmin kisitelleet Lossing, C.
& Hansson, H.-A. julkaisussa Plastic Reconstr. Surgery 91 (1993) 1277 - 1286
ilmestyneessd artikkelissaan] ympérilld ja ompeleiden ympirilldi sekd vieraista



10

15

20

25

30

35

materiaaleista valmistettujen muiden implantaattien ympdrilli. Tietyissd reuma-
taudeissa myofibroblasteja esiintyy normaalia useammin nivelten ympérilld, mika
voi johtaa sormien vairistymiseen ja joskus my0s sijoiltaan menoon. Tdmé solu on
juuri se sellaisia epidmuodostumia aiheuttava patogeeninen tekijd, joita
Dupuytrenin  kutistuskoukistumaa  sairastavat  potilaat saavat  késiinsi.
Myofibroblastit sekd tavalliset fibroblastit kiinnittyvdt kollageeniséikeisiin
spesifisten heterodimeeristen reseptorien avulla, joiden yhden yksikén muodostaa
aina l-integriini. Jos integriinien toiminta estetddn, niin lopputuloksena on
kontraktuurien eliminoituminen. Tulehdusta lievittdvit 1d4kkeet voivat vaikuttaa
integriinin ilmentymiseen.

Irtonaisen sidekudoksen sisédltdimit liukujdrjestelmét, joissa joko on tai ei ole
selvésti rajoittuvaa liukupintaa, palautuvat ainoastaan entiselleen niissi tapauk-
sissa, joissa tulehtuminen on jdfinyt hyvin véhiiseksi. Jyviiskudoksen muodostu-
mista tapahtuu kuitenkin vain tulehdusilmion yhteydessd, joka itsessdin johtaa
epikypsien solujen ja kudoskomponenttien muodostumiseen. Syynid siihen, etti
arpikudos on tasoltaan médrillisesti ja laadullisesti alkuperdisti kypsdd mutta
menetettyd kudosta heikompaa, on juuri se, ettei tdssd korjaustapahtumasarjassa
muodostunut uusi kudos kykene saavuttamaan normaalin erilaistumisen tasoja.
Regeneroituneen kudoksen kypsyminen vaatii sitd, ettd tarjolla on solujen,
sdikeiden ja perusaineen erilaistumista séfitelevid ja edistivid kasvutekijoiti.

Tekniikan taso

Laajamittaista tutkimusta on kohdistettu sen ongelman ratkaisemiseksi, kuinka
voitaisiin vélttyd siltd kudosten haitalliselta yhteentarttumiselta, joka liittyy haavo-
jen, esimerkiksi kirurgisissa toimenpiteissd tehtyjen leikkaushaavojen, onnetto-
muuksien, tulehdusten ja tuumorien aiheuttamien haavojen, paranemiseen. PCT-
patenttihakemusjulkaisussa nro US90/02 406 kuvataan tdhidn nimenomaiseen on-
gelmaan liittyvid keinoja ja sithen on myos liitetty suhteellisen laaja selvitys
tekniikan tasosta. Mainitussa patenttihakemusjulkaisussa kuvatut menetelmiit
perustuvat sellaisten kerroskonstruktioiden kéytt6on, jotka koostuvat biologisesti
hajoavasta, biologisesti aktiivisesta membraanista, jonka vastakkaisten pintojen
koostumukset poikkeavat toisistaan ja joiden biologiset toiminnot ovat siten
erilaiset. Vastaavia tuotteita ei kuitenkaan néiytd olevan saatavilla kaupallisesti.

Keksinnén yhteenveto
Tédméin mukaisesti timdn keksinnon kohteena on saattaa kiytt66n yhteentarttumista
estdvd aine, jonka kiyttd synnyttid vain lyhyen aikaa kestivin vihiisen
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tulehduksen, ja mainittu aine on lisdksi biologisesti hyviksyttivi ja kykenee ha-
joamaan biologisesti haitallisia hajoamistuotteita muodostamatta.

Tamin keksinnon toisena kohteena on saattaa kdytt6on yhteentarttumista estiva
aine, jolla kyetiin saamaan aikaan vastinpintoja ja jonka kdyttd tuottaa sen loppu-
tuloksen, ettd mekaaniset ja tekniset toimenpiteet esimerkiksi kirurgisten leikkaus-
haavojen yhteydessi yksinkertaistuvat.

Vield yhteni timén keksinnon kohteena on saattaa kiytt66n menetelmd, jolla vie-
reisten tai ympirodivien kudoksien ja elinten haitallinen tarttuminen haavan para-
nemisen yhteydessd saadaan estettyd tai titd saadaan vihennettyd huomattavasti.

Vield yhtend timén keksinnén kohteena on stimuloida kudoksen regeneraatiota
haavan paranemisen yhteydessa.

Tastd keksinnostd saadaan kdyttoon niihin sekd muihin seuraavassa patenttiselityk-
sessd tarkasteltaviin kohteisiin uusi kitosaanin ja siihen immobilisoidun poly-
sakkaridin kéyttdtapa, ja mainittu polysakkaridi on hepariini, heparaanisulfaatti tai
dekstraanisulfaatti. Kyseistd ainekoostumusta kdyttimilld voidaan tuottaa aine,
Joka kykenee eliminoimaan tai vihentimiin merkittivésti vaurioituneen kudoksen
haitallista tarttumista viereisiin tai ympirdiviin kudoksiin haavan paranemisen
yhteydessa.

Kiytetty polysakkaridi voidaan immobilisoida kitosaaniin paiasiallisesti kolmella
eri tavalla. Immobilisointi voi siten tapahtua ionisidoksin, kovalenttisin sidoksin
tai sen perusteella, ettd polysakkaridi sulkeutuu kitosaanin sisdin mekaanisesti
materiaalia liuoksesta saostettacssa. Menetelmd asianmukaisen polysakkaridin
kovalenttiseksi sitomiseksi aminoryhmid sisiltivdin alustaan on kuvattu US-
patenttijulkaisussa nro 4 613 665.

Polysakkaridina on erityisen edullista kdyttdd hepariinia tai heparaanisulfaattia,
joita mainittuja aineita on saatavilla kaupallisesti useilta valmistajilta. Voidaan
my0s luonnollisesti kiyttdd polysakkaridin osittain hydrolysoituja muotoja edellyt-
tden, ettd niissd on jiljelld biologista aktiivisuutta.

Tdméin keksinnon mukaisesti kiytettdvd yhteentarttumista estivd aine voidaan
tehdd erilaisiin fysikaalisiin muotoihin esimerkiksi kalvoiksi tai membraaneiksi,
geeleiksi, putkiksi tai letkuiksi, jauheiksi, aerosoleiksi tai liuoksiksi. Asian-
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omainen muoto on luonnollisesti hoidettavan vaurion mukainen. Kalvot ovat
kiyttokelpoisia useimmissa tapauksissa, kun taas putkia tai geelejd voidaan kdyttad
erityistapauksissa, esimerkiksi pitkdnomaisten omaan osastoonsa rajoittuvien ku-
dosten, esimerkiksi lihasten tai jénteiden, yhteydessa.

Kitosaani on 1,4-sidosten avulla muodostunut lineaarinen polysakkaridi, joka on
rakentunut B-D-glukosamiiniyksikdistd. Kitosaania valmistetaan N-deasetyloimalla
kitiini4, joka on muun muassa hyonteisten ja dyridisten ulkokuorta muodostava
polymeeri. Kitiinid saadaan kaupalliseen kdytt6on rapujen ja katkarapujen kuoris-
ta, jotka ovat kalastusteollisuuden tuottamaa jitettd. Kitiinien alkalikasittelyd
kontrolloimalla voidaan tehdi eriasteisesti N-asetyloituneita kitosaaneja. Kun ki-
tiinid késitellddn vikevilld emékselld, tavallisesti natriumhydroksidilla, tapahtuu
N-deasetyloituminen, toisin sanoen asetamidoryhmien muuttuminen amino-
ryhmiksi, misti saadaan kitosaania.

Kitosaanin kiyttGkelpoisuuteen vaikuttavat fysikaaliset ominaisuudet ovat riippu-
vaisia N-asetyloitumisasteesta, molekyylipainosta ja homogeenisuudesta. Kitosaani
hajoaa biologisesti sekd ruoansulatusjirjestelméssd esiintyvdn Kkitinaasin ettd ly-
sotsyymin ja muiden ruumiinnesteissé esiintyvien entsyymien vaikutuksesta.

Tédmin keksinnén mukaisen kdyton yhteydessd on edullista, etti kitosaanin N-
asetyloitumisaste on korkeintaan noin 90 % ja edullisemmin korkeintaan noin
50 %. On erityisen edullista, ettd N-asetyloitumisaste on alle noin 25 %.

Téstd keksinnOstd saadaan myds kidytto6n menetelmid haavojen paranemisen yh-
teydessd tapahtuvan kudosten haitallisen kiinnitarttumisen estimiseksi tai sen vi-
hentdmiseksi merkittivissi méadrin. Tdhdn menetelméidn sisiltyy se, etti haavan
paranemiskohtaa kisitelld4n aineella, joka koostuu kitosaanista ja tihin immobili-
soidusta polysakkaridista, joka on hepariini, heparaanisulfaatti tai dekstraani-
sulfaatti.

Kyseessd olevan haavan luonteen mukaan voidaan ainetta lisitid kalvon muodossa,
geelin muodossa tai putken tai letkun muodossa. Kéiytto6n valittavaa tuotetta kos-
keva ratkaisu voidaan tehdd vaikeuksitta esimerkiksi kyseessd olevan kirurgisen
toimenpiteen yhteydessa.
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Edullisten sovellutusmuotojen yksityiskohtainen kuvaus

Titd keksintdd kuvataan seuraavaksi titd keksint6d rajoittamattomien esimerkkien
yhteydessi. Esimerkeissd kaikki kalvot on valmistettu petrimaljoilla, joiden pinta-
ala on 54 cm2.

Esimerkki 1

Kitosaanikalvon valmistus

5 g kitosaanin hydrokloridisuolaa (asetyloitumisaste 50 %, Pronova) liuotetaan
tislattuun veteen (0,51, 1 % v/w). 10 ml saatua liuosta pipetoidaan petrimaljalle ja
kitosaanikalvo muodostetaan haihduttamalla ja kuivattamalla ldmpokaapissa 70 °©
C:ssa 24 tunnin ajan. Tdméin jilkeen saatu kalvo neutraloidaan lisd4mélld siithen
0,2 M natriumfosfaattipuskuria, jonka pH on 9,0. Kalvon annetaan jiidi petri-
maljaan mainittuun puskuriin huoneenldmpd6n 2 - 4 tunnin ajaksi ja se pestiin
sitten 3 - 4 kertaa vedelld ja sen annetaan kuivua.

Esimerkki 2

Kitosaanikalvon valmistus

5 g kitosaanin hydrokloridisuolaa (asetyloitumisaste 20 %, Pronova) liuotetaan
2-%:iseen etikkahappoliuokseen (0,51, 1 % v/w). Liuosta autoklavoidaan 1 tunnin
ajan 125 °C:ssa sen steriloimiseksi. Kun seos on jddhtynyt, niin kalvo tehddin
petrimaljassa kdyttien tissd tapauksessa 20 ml liuosta. Kalvon annetaan tdmén jil-
keen kuivua huoneen ldmpétilassa ja se neutraloidaan lisdaamailld 0,2 M natrium-
fosfaattipuskuria, jonka pH on 9,0, jota puskuria lisitiin maljaan. Kalvon anne-
taan jdddd tdhdn puskuriin 2 - 4 tunnin ajaksi huoneenldmpdétilaan ja se pestiin
tdmén jilkeen tislatulla vedelld 3 - 4 kertaa ja annetaan jilleen kuivua.

Esimerkki 3

Hepariinin pilkkominen typpihapokkeella

Yksi gramma hepariinia liuotetaan 300 ml:aan vettd. Liuos jadhdytetdin 0 °C:een
jddvedessd ja seos pidetddin kylmédnd. Seokseen lisdtddn ensin 10 mg
natriumnitriittii (NaNOj). Témén jélkeen liuokseen lisdtdsin 2 ml etikkahappoa
liuosta samalla sekoittaen. Reaktioseosta pidetdén 0 °C:ssa kahden tunnin ajan, se
dialysoidaan ja kylmékuivataan. Saanto on 0,7 g pilkkoutunutta hepariinia.

Esimerkki 4

Hepariinin hapettaminen perjodaatilia
Natriunperjodaatilla hapetettu natriumhepariiniliuos valmistetaan seuraavalla taval-

la: Yksi gramma natriumperjodaattia, NalOy4, liuotetaan 200 ml:aan tislattua vetti.
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Natriumperjodaattilinokseen lisitddn kymmenen grammaa natriumhepariinia ja siti
sekoitetaan pimedssd yon yli. Kun liuokseen on lisédtty 10 ml glyserolia ja sitd on
sekoitettu kahden tunnin ajan, niin saatu linos dialysoidaan vettd vastaan. Vesi
vaihdetaan kerran tunnissa. Tastd saadaan liuos, joka siséltdd perjodaatilla hapetet-
tua hepariinia, jonka konsentraatio on noin 19 mg/ml.

Esimerkki 5

tapahtuva kiinnittiminen

Esimerkin 1 mukaisesti valmistettuun neutraloituun kitosaanikalvoon lisdtdén
20 ml livosta, joka sisiltdd 125 mg esimerkin 3 mukaisesti valmistettua nitriitilla
pilkottua hepariinia, joka on liuotettu 0,5 1:aan vetti ja joka sisdltid 4,4 g NaCl:ia.
Liuokseen lisitddn 15 mg natriumsyaaniboorihydridid. Liuoksen pH sdddetdén ar-
voon 3,9 kdyttden 0,5 M suolahappoa tai jotain muuta happoa. Kitosaanikalvon si-
siltdvin liuoksen annetaan olla paikoillaan huoneen 1dmpétilassa 14 tunnin ajan ja
késitelty kalvo pestdédn tdimén jilkeen 3 - 4 kertaa vedelld ja sen annetaan kuivua.

Esimerkki 6

Kovalenttisesti sidottua hepariinia sisltivin kitosaanikalvon valmistus (useasta
pisteestd tapahtuva kiinnittiminen)

Esimerkin 2 mukaisesti valmistetun neutraloidun kitosaanikalvon annetaan jiida
paikoilleen 24 tunniksi 20 ml:aan liuosta, jonka koostumus on esitetty seuraavaksi.
4,4 natriumkloridia ja 125 mg perjodaatilla hapetettua hepariinia, joka on valmis-
tettu esimerkissd 4 kuvatulla tavalla, liuotetaan 0,5 l:aan vetti, pH sdidetiin ar-
voon 3,9 kiyttien 0,5 M suolahappoa. Tahidn liuokseen lisdtiin 15 mg natium-
syaaniboorihydridid ja liuosta pidetddn 10 tuntia huoneen ldmpotilassa. Kisitelty
kalvo pestidin timén jilkeen 3 - 4 kertaa vedelld ja sen annetaan kuivua. Tietoa
timén hepariinin kovalenttisen kiinnittimismenetelmin yksityiskohdista on saata-
vissa tutustumalla edelld mainittuun US-patenttijulkaisuun nro 4 613 665.

Esimerkki 7

Ionisidoksin kiinnittynyttd hepariinia sisdltdvan kitosaanikalvon valmistus
Neutraloitu kitosaanikalvo valmistetaan esimerkissi 2 kiytetylld tavalla. Tédhdn li-
sétddn hepariinilivosta (125 g 0,5 l:ssa vettd, joka sisiltid 4,4 g NaCl:ia). Kun
kalvoa on pidetty 3 tuntia huoneen limpétilassa, se huuhdellaan 2 X 0,5 1:1la vetti
ja kuivataan.
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Esimerkki 8

Biologinen tutkimus, kontrolli

Esimerkin 2 mukaisesti valmistettua kalvoa kiytetddn tarttumista estivind mem-
braanina seuraavassa eldinmallissa.

Rotan vatsan seinimi avataan ja pituussuuntaisen leikkauslinjan kummallekin
puolelle tehddsn kirurgisin keinoin haava, joka on kooltaan noin 12 x 10 mm.
Toinen haava peitetdéin esimerkistd 2 perdisin olevalla membraaninkappaleella,
jonka koko on 18 x 15 mm, kun taas toinen haava jitetién avoimeksi. Membraani
ommellaan kiyttien Dexon®7-0:aa siten, ettei ommelta tule lainkaan vatsaontelon
puolelle.

Tulos arvioidaan 2 ja 4 viikon kuluttua. Téssd yhteydessd havaitaan pienid vatsa-
ontelon ja membraanin kiinnittymia, kun taas siind tapauksessa, jossa kudosvaurio
ei ollut kalvon peittimé, voitiin osoittaa laaja-alaista kiinnittymista.

Kalvon alla oleva vatsassa sjjaitseva haava paranee péddosin arpikudoksen
muodostuksen avulla, ja merkkeji tulehdusreaktiosta ja kapselin muodostumisesta
kalvon ympdrille on havaittavissa.

Esimerkki 9

Biologinen tutkimus, timéin keksinndén mukainen materiaali

Esimerkin 3 mukaisesti valmistettua kalvoa kéytetdin tarttumista estivinid mem-
braanina seuraavassa eldinmallissa.

Rotan vatsan seindmid avataan ja pituussuuntaisen leikkauslinjan kummallekin
puolelle tehdddn kirurgisin keinoin haava, joka on kooltaan noin 12 x 10 mm.

Toinen vaurio peitetiddn kalvolla, jonka koko on noin 18 x 15 mm, kun taas toinen

vaurio jatetddn avoimeksi. Membraani ommellaan samalla tavoin kuin esimerkissi
8.

Avoimeksi jitetylld haava-alueella esiintyi useita yhteentarttumiskohtia, piin-
vastoin kuin kalvolla peitetylld haavalla, jossa esiintyi hyvin harvoja
yhteentarttumiskohtia tai néiti ei ollut ollenkaan.
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Esimerkki 10

Ionisidoksin kiinnittynyttd hepariinia sisdltdvén kitosaanikalvon valmistus

5 g kitosaanin hydrokloridisuolaa (asetyloitumisaste 45 %, Pronova) liuotetaan
veteen (0,51, 1 % v/w). Liuosta autoklavoidaan 1 tunnin ajan 125 °C:ssa sen
steriloimiseksi. Kun liuos on jidhtynyt, niin kalvo tehdd4n petrimaljalle, mihin
tdssd tapauksessa kdytetdfin 20 ml livosta. Kalvon annetaan sitten kuivua huoneen
lampdtilassa ja siihen lisdtddn hepariiniliuosta (125 g 0,5 1:ssa vettd). Kun kalvoa
on pidetty huoneen ldmpdtilassa 3 tuntia, se huuhdellaan 2 x 0,5 1:1la vetti ja se
kuivataan.

Esimerkki 11

Kitosaanikalvon valmistus

5 g kitosaanin hydrokloridisuolaa (asetyloitumisaste 45 %, Pronova) liuotetaan
veteen (0,51, 1 % v/w). Liuosta autoklavoidaan 1 tunnin ajan 125 °C:ssa sen
steriloimiseksi. Kun liuos on jddhtynyt, niin kalvo tehdddn petrimaljalle, mihin
tdssd tapauksessa kiytetdfin 20 ml liuosta. Kalvon annetaan sitten kuivua huo-
neenldmpdtilassa ja se neutraloidaan lisdimailld 0,2 M natriumfosfaattipuskuria,
jonka pH on 9,0 ja joka lisitiin maljaan. Kalvon annetaan olla paikoillaan tissi
puskurissa 2 - 4 tuntia huoneenlimpdétilassa ja se pestdin sitten tislatulla vedelld
3 - 4 kertaa ja annetaan kuivua uudelleen.

Esimerkki 12

Biologinen tutkimus, tdimén keksinnén mukainen materiaali

Edelld olevassa esimerkissd 10 kuvatusta kitosaani-hepariinista valmistettu kalvo
asetetaan peittimédn haavoja (10 x 12 mm, syvyys 1 mm), jotka on tehty edelld
kuvatulla tavalla vatsan parietaaliseen seindmédn. Vatsan seinimiin tehdiin
vastakkaisen kyljen puolelle identtinen haava ja timid peitetiin esimerkin 11
mukaisella kitosaanikalvolla. Yhteentarttumien muodostumisen esiintymisti
arvioidaan 2 viikon jilkeen. Hepariini-kitosaanikalvolla peitetyssd haavassa ei
esiinny yhteentarttumia kun taas haavassa, joka on peitetty pelkilld kitosaani-
kalvolla, esiintyy muutamia pienid yhteentarttumia. Tarkasteltaessa hepariini-kito-
saanimembraania valomikroskoopilla haavan havaitaan parantuneen paremmin ja
olevan mesoteelityyppisten solujen peittimi, ja hepariini-kitosaanikalvon ja haa-
van sisdltivin vatsan seinimikudoksen viliseen rajapintaan tunkeutuneiden tu-
lehdussolujen méérd ji4 pienemméiksi kuin vastaavalla pelkilld kitosaanikalvolla
peitetylld alueella.
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Esimerkki 13

Kitosaani-hepariinikalvojen valmistus

5 g kitosaanin hydrokloridisuolaa (asetyloitumisaste 16 %, Pronova) liuotetaan
2-% iseen etikkahappoliuokseen (0,51, 1 % v/w). Liuosta autoklavoidaan 1 tunnin
ajan 125 °C:ssa sen sterilisoimiseksi. Kun liuos on jadhtynyt, niin kalvo valmiste-
taan petrimaljassa, mihin tissid tapauksessa kdytetdfin 20 ml liuosta. Kalvon anne-
taan timén jalkeen haihtua ldmpoékaapissa 70 °C:ssa 16 tunnin ajan. Kalvoa kisi-
tellddan 0,1 M NaOH-liuoksella 3 tunnin ajan huoneen ldmpdtilassa ja se pestdén
tdimén jilkeen 3 - 4 kertaa tislatulla vedelld ja sen annetaan kuivua uudelleen 70 °
C:ssa 2 tunnin ajan. Tulokseksi saatu kalvo siirretidn tdmén jilkeen petrimaljalle
ja siithen lisdtddn 30 ml steriilid natiivin hepariinin liuosta (1 % w/v, sian lima-
kalvoa, Kabivitrum) 0,2 M fosfaattipuskurissa (pH 6,4). Kalvoa pidetdan huoneen
lampétilassa yon yli ja se huuhdellaan sitten steriililld vedelld ja kuivataan LAF-
poydilld. Nelja muuta kalvoa valmistetaan samoin kuin edelli kdyttien sellaisia
muutoksia, joissa kalvoja kasitellddn 0,5-%:isessa, 0,1-%:isessa, 0,01-%:isessa ja
0,00- % :isessa hepariiniliuoksessa, tissd jirjestyksessd mainittuna. Heparinisoi-
duille kalvoille tehdddn alkuaineanalyysi, josta kdy ilmi, ettd kalvot sisaltavit
1,2 %,0,9 %, 1,3 %, 0,23 % ja 0,007 % rikkia, tissi jirjestyksessi ilmoitettuna.
Nami arvot vastaavat kymmenesti biopsiasta, jotka oli jaettu kuuteen ryhméin,
saatuja hepariinipitoisuuksia, joiden havaittiin olevan 92 %, 7,7 %, 10,8 %
1,9 % ja0 %.

Esimerkki 14

Haavojen valmistus in vitro -olosuhteissa

Steriilid ihmisen ihoa saadaan masektomiandytteistd. Jokaisessa kokeessa kiyte-
td4n vain yhdeltd luovuttajalta perdisin olevaa ihoa. Steriileissd olosuhteissa leika-
taan halkaisijaltaan 6 mm:n kiekkoja biopsianaskalilla (Stiefel Laboratories, UK).
Jokaisen kappaleen keskelle ndiden epidermaaliselle puolelle tehdddn pienempi
haava 3 mm:n biopsianaskalilla ja tisti saadut kappaleet siirretdsn 12-kuoppaisiin
levyihin (Costar) epidermaalinen puoli ylospédin. Jokaiseen kuoppaan lisitiin
Dulbeccon modifioimaa Eaglen mediumia (DMEM) epidermin yl4pinnan tasolle
siten, ettd haava pysyy kaasun ja nesteen viliselld rajapinnalla. Kaikkiin niyttei-
siin lisdtaén fetaalista vasikanseerumia, 2 % (FCS), ja antibiootteja (penisilliini
50 pug/ml ja streptomysiind 50 pg/ml).
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Esimerkki 15

Paranemistutkimus in vitro -olosuhteissa

Esimerkissd 14 kuvatut in vitro -olosuhteissa tehdyt haavat jaetaan viiteen ryh-
méin, joissa jokaisessa ryhmédssd on kymmenen biopsiaa. Jokainen haava peite-
tddn esimerkin 13 mukaisella heparinisoidulla kalvolla. Mediumit vaihdetaan joka
piivd. Seitsemidn pidivian kuluttua kappaleet kiinnitetifin 4-%:isessa neutraalissa
puskuroidussa formaldehydissd, niistd poistetaan vesi etanoli-ksyleenisarjoissa
avulla ja niistd valmistetaan parafiinivalmisteet. 10 - 20 mm paksuiset poikki-
suuntaan tehdyt kudosleikkeet vérjitdin hematoksyliinilla ja eosiinilla ja epiteelin
uudismuodostuminen méidritetddn valomikroskopialla. Vain sellaisten haavojen
katsotaan parantuneen, jotka ovat tdysin peittyneet keratinosyyteilld.

Kuten kuviosta 1 kiy ilmi, niin kalvot, joiden hepariinipitoisuus on alle 2 %, eivit
stimuloi solujen lisdintymisti.

Esimerkki 16
Geelikoostumusten valmistus

Seuraavien neljin geelikoostumuksen valmistamiseen kiytetddn vettd, joka sisiltdi
0,9 % NaCl:ia.

A = 2 % metyyliselluloosaa

B = 2 % metyyliselluloosaa + 0,2 % natriumhepariinia

C = 0,5 % metyyliselluloosaa + 1 % kitosaania (asetyloitumisaste 16 %)

D =0,5 % metyyliselluloosaa + 1 % kitosaania (asetyloitumisaste 16 %) +
0,2 % natriumhepariinia

Esimerkki 17

Paranemistutkimus in vitro -olosuhteissa

Esimerkissd 14 kuvatut in vitro -olosuhteissa tehdyt haavat jaetaan kuuteen ryh-
méién, joissa jokaisessa ryhméissd on kymmenen biopsiaa. Jokainen haava viidessi
ryhméssd peitetddn esimerkin 16 mukaisella geelikoostumuksella. Viimeisti ryh-
mid kiésitellddn vain mediumilla (2-%:inen FCS). Mediumit vaihdetaan joka
péivd. Seitsemdn piivin kuluttua palat kiinnitetdsin 4- % :isessa neutraalissa pusku-
roidussa formaldehydissd, niistd poistetaan vesi etanoli-ksyleenisarjoissa ja niisti
valmistetaan parafiinivalmisteet. 10 - 20 mm paksuiset poikkisuuntaan tehdyt
kudosleikkeet vérjitidn hematoksyliinilla ja eosiinilla ja epiteelin uudis-
muodostuminen médritetdéin valomikroskopialla. Vain sellaisten haavojen katso-
taan parantuneen, jotka ovat tdysin peittyneet keratinosyyteilla.
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Kuten kuviosta 2 kidy ilmi, niin geeli, joka koostuu kitosaanin ja hepariinin yhdis-
telméistd, parantaa haavat paremmin kuin geelit, joissa on vain kitosaania tai vain
hepariinia.

Esimerkki 18

Biologinen tutkimus, timén keksinnén mukainen materiaali
Esimerkki 9 toistetaan kdyttden esimerkin 7 mukaisesti valmistettua kalvoa

Edelld kuvattujen biologisten tutkimusten perusteella on selvdi, ettd kiyttAmailld
tdimin keksinndn mukaisia menetelmii on mahdollista edistdd merkittdvisti
paranemisominaisuuksia yhteentarttumisen ehkdisemisen ja kasvun stimuloitumi-
sen kannalta katsoen. Tdmi keksintd ei rajoitu ylld kuvattuihin esimerkkeihin ja
keksinndn suojapiirid rajoittavat vain oheisten patenttivaatimusten suojapiiri.

Taméin keksinndn sovellutusmuotojen kyseesséd ollessa voidaan mainita, ettd edelld
kuvatulla tavalla valmistettuja kalvoja tai membraaneja, geelejd tai jauheita tai
liuoksia voidaan kdytti4 haavojen ja vammojen yhteydessi, jotka ovat elimissi tai
rakenteissa tai ndiden pdilla ja jotka ovat: vatsaontelon seindmé; rintaontelon sei-
ndmd; keuhkot; sydin-sydidnpussi; keskeiset verisuonet; ruoansulatuskanava; uro-
genitaalikanava; kallo; serebraaliset aivokalvot; selkdydin; janteet; hermot; lihak-
set; luu; limakalvo; sarveiskalvo; iho ja muut niiti vastaavat kohteet.

Putkien tai letkujen tai geelien muodossa olevia tuotteita voidaan kiyttdd ohjaa-
maan stimuloitua kasvua siilyttien samanaikaisesti liukupinnat sen tosiseikan pe-
rusteella, ettd tarttuminen ympérdiviin kohteisiin on viltettivissa. Tillaisia tuot-
teita voidaan kéyttdd hermojen, jinteiden ja ligamenttien, ruoansulatuskanavan,
urogenitaalikanavien, verisuonten ja muiden vastaavien rakenteiden yhteydessa.

Paranemisen laatua voidaan mahdollisesti saada edistettyd vield tistidkin yhdisti-
milli tihdn keksintd6n kasvutekijoiti.
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Patenttivaatimukset

1. Kitosaanin ja sithen immobilisoidun polysakkaridin kdyttd, joka polysakkaridi
on hepariini, heparaanisulfaatti tai dekstraanisulfaatti, sellaisen aineen valmistami-
seksi, joka kykenee estimiin tai merkittdvisti vihentiméidn haavan paranemisen
yhteydessi tapahtuvaa kudoksen haitallista kiinnitarttumista viereisiin tai ympé-
réiviin kudoksiin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kdyttd, tunnettu siiti, ettd polysakkaridi im-
mobilisoidaan kitosaaniin ionisidosten avulla.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kiyttd, tunnettu siitd, etti polysakkaridi im-
mobilisoidaan kitosaaniin kovalenttisten sidosten avulla.

4. Minki tahansa edellisistd patenttivaatimuksista mukainen kiytt6, tunnettu siiti,
ettd polysakkaridi on hepariini tai heparaanisulfaatti.

5. Minké tahansa edellisistd patenttivaatimuksista mukainen kiytté, tunnettu siiti,
ettd aine on kalvon tai membraanin muodossa.

6. Minkd tahansa patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen kiyttd, tunnettu siiti, etti
aine on putken tai letkun muodossa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen kiyttd, tunnettu siiti, etti aine on geelin
muodossa.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen kiyttd, tunnettu siitd, ettfi aine on jauheen,
aerosolin tai linuoksen muodossa.

9. Minké tahansa edellisisti patenttivaatimuksista mukainen kiyttd, tunmettu siiti,
ettd kitosaanin N-asetyloitumisaste on korkeintaan 90 % ja edullisesti korkeintaan
50 %.

10. Menetelmd haavan paranemisen yhteydessi tapahtuvan kudosten
yhteentarttumisen estdmiseksi tai timidn vihentimiseksi huomattavasti, tunnettu
siitd, ettd haavan paranemiskohdassa kiytetiin aineetta, joka koostuu kitosaanista
ja sithen immobilisoidusta polysakkaridista, joka on hepariini, heparaanisulfaatti
tai dekstraanisulfaatti.
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11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmai,
kdytetddin kalvon tai membraanin muodossa.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,
kiytetddn geelin muodossa.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelma,
kdytetddn putken tai letkun muodossa.

14. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,
kiytetddn jauheen, aerosolin tai liuoksen muodossa.

tunnettu siiti,

tunnettu siiti,

tunnettu siiti,

tunnettu siiti,

ettd ainetta

etti ainetta

ettd ainetta

ettd ainetta
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