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Bioforlikelige membraner oppbygget av materialer av naturlig,
syntetisk eller halvsyntetisk opprinnelse,
pad mellom 10 og 500 um,

og med en tykkelse
inneholdende et regelmessig serie-
menster av hull med konstant sterrelse mellom 10 og 1000 um,
separert fra hverandre med en konstant gjensidig avstand p&
mellom 50 og 100 um, og oppnadd ved perforering ved hjelp av
av mekaniske, termiske laser- eller ultrafiolette bestral-
ingsinnretninger. De bioforlikelige membraner er egnet for
bruk som en bazrer for in vitro vekst av epitelceller. De
bioforlikelige membraner er egnet for anvendelse som kunstig
hud og ved poding og transplantasjon.
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Den foreliggende oppfinnelse vedrerer nye bioforlikelige
perforerte membraner, fremgangsmate for deres fremstilling,

og fremgangsmate for fremstilling av kunstig hud som omfatter
slike membraner.

Tap av kutant materiale som skyldes traumatiske eller
patologiske arsaker blir vanlig avhjulpet ved hjelp av
autotransplantasjonsteknikk, under anvendelse av hudeksplan-
tater fra donoromrader. For a dekke sterre omrader kan disse
eksplantater ekspanderes ved hjelp av kirurgiske metoder, som
f.eks. nettpoding beskrevet av J. Mauchahal, J. Plast.
Surgery, 42, 88-91 (1989). Disse metoder gir positive
resultater bare med skader av mindre dimensjoner og pasienter
med en tilfredsstillende generell helseprofil. Hvis eldre
pasienter eller pasienter i en alvorlig svekket tilstand
behandles, oppnas utilfredsstillende resultater og tallrike
problemer oppstar i en grad slik at slike prosedyrer ikke kan
anvendes. I tillegg tillater de ikke en donorvev-ekspansjon

pad mer enn 10 ganger.

Et viktig vendepunkt ved behandlingen av disse skader ved
rekonstruktiv kirurgi var utviklingen av teknikken som
involverer in vitro dyrking av keratinocytter (J. Rheinwald
og H. Green, Cell, 6, 331-344, 1975), som tillot in vitro
ekspansjon av disse kulturer, for oppnaelse av epidermiske
cellemembraner som potensielt er egnet for a dekke skade-
omrader.

Denne teknikk er blitt hyppig anvendt ved klinisk praksis,
for det meste i tilfellet av pasienter som lider av forbrenn-
inger (G.G. Gallico et al., M. Engl. J. Med., 311, 448-451,
1984), men tallrike problemer oppsto fra denne ide, som
f.eks. manglende antagelse av noen podinger, skjerheten av
epitelfilmene og den derav felgende vanskelighet med
kirurgens handtering av filmen, den lengde av tid som kreves
for & oppna tilstrekkelige mengder av epidermiske kulturer og
vanskeligheten med & oppnd donorarealer med tilstrekkelig
sterrelse fra pasienter med store omrader av skadet kropps-

overflate. De in vitro epidermiske kulturer krever ogsa
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neyaktig orientering for & muliggjere at podingen skal antas,
idet dette er en sarlig risikabel operasjon med henblikk pa

skjerheten av in vitro dyrkede, epidermiske filmer.

En annen metode for & lese disse problemer er beskrevet av
Yannas et al., Science, 215, 174-176 (1982), som anvender
dermiske erstatninger i form av reabsorberbare porese
materialer bestdende av kopresipitater av kollagen og
glykosaminoglykaner (GAG), spesielt kondroitin-6-sulfat,
dekket med en tynn silikonmembranfilm. Egenskapene av disse
materialer er at de omfatter ikke-standardiserte porer som

interkommuniserer pa en mate liknende en svamp.

Zzang el al. foreslar i Burns, 12, 540-543 (1986) en metode,
kjent som mikrohudpoding, bestaende i auto-poding av meget
sma hudporsjoner, som sa utvikles til & ga sammen til et
eneste epitelium. Med denne metode er det maksimale
donoroverflate/dekkbare overflate-ekspansjonsforhold som kan
oppnas 1:15.

S. Boyce og J. Hansborough beskriver i Surgery, 103, 421-431
(1988) bruken av membraner tildannet fra kollagen og GAG for
pa deres overflate a fremme veksten av keratinocytter, slik
at overflateporesiteten av materialet reduseres. Et konti-
nuerlig ikke—porést lag er ogsa innlagt for & begrense den
epidermiske kulturutvikling til membranoverflaten. Den
mulige antigenisitet av disse dermiske substituenter, som kan
resultere i avstétning av podingen, er ikke enna sikkert
fastslatt.

Formalet for den foreliggende oppfinnelse er & tilveiebringe
bioforlikelige membraner som muliggjer in vitro dyrking av
keratinocytter, med kulturutvikling i lepet av en mye kortere
tid enn det tidligere var mulig. Et viktig resultat med
membranene i samsvar med den foreliggende oppfinnelse, er
muligheten til & oppna kolonisering av homologe eller
heterologe epitelceller i lepet av en tid som er overraskende

kort (6-10 dager) sammenliknet med den tid som normalt kreves
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(20-40 degn) ved tradisjonelle metoder for fremstilling av

sammenlignende arealer av in vitro epidermis-kulturer.

Denne fordel resulterer i fremstilling i lepet av kort tid av
en kunstig hud som tillater meget hurtig dekning av et areal,
hvorpa en epiteltransplantasjon kreves, slik at farene i

forbindelse med for sterkt organisk vasketap eller infeksjon
reduseres.

Et ytterligere formal for den foreliggende oppfinnelse er &
tilveiebringe bioforlikelige membraner som tillater hurtig
utvikling av keratinocytt-kulturer med et utmerket forhold
donoroverflate/dekkbar overflate, pa mellom 1:20 og 1:200,
idet dette forhold er betraktelig heyere enn det som tid-

ligere kunne oppnas med tradisjonelle metoder.

Et ytterligere formal for den foreliggende oppfinnelse er &
tilveiebringe en bioforlikelig og foretrukket bioreabsorber-
bar kunstig hud, som kan frembringes i lepet av en kort tid,
er sterk, og lett kan handteres ved tidspunktet for trans-
plantasjonen, og som videre kan paferes setet for skaden
uavhengig av dens opprinnelige orientering i dyrkings-
beholderen, og som lett kan lagres. I denne forbindelse er
en fordel ved den kunstige hud fremstilt i1 samsvar med den
foreliggende oppfinnelse at den lett kan kryokonserveres,
slik at dannelse av en bank av epitelvev, inkluderende
heterologt epitelvev, tillates. Muligheten til kryokonser-
vering reduserer betraktelig eller eliminerer ogsa, etter
minst to sykluser, det antigeniske potensial av overflate-

antigenene som uttrykkes av epitelcellene.

Disse og andre formdl oppnas ved de bioforlikelige membraner

i samsvar med den foreliggende oppfinnelse.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer saledes bioforlikelige
membraner, som er tildannet av materialer som tilherer en av
de feolgende klasser:

a) materialer av naturlig opprinnelse valgt fra gruppen

bestaende av kollagen eller kopresipitater av kollagen og
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glykosaminoglykaner, cellulose, geldannede polysakkarider
slik som chitin, chitosan, pektiner eller pektinsyrer,
agar, agarose, xantangummi, gellan, alginsyre eller
alginater, polymannaner eller polyglukaner, stivelser,
naturgummier og blandinger derav,

b) bioreabsorberbare materialer av syntetisk opprinnelse
valgt fra gruppen bestdende av polymelkesyre, polyglykol-
syre eller kopolymerer derav eller deres derivater, poly-
dioksanoner, polyfosfazener, polysulfoner og polyuretaner
og blandinger derav,

¢) materialer av syntetisk opprinnelse valgt fra gruppen
bestaende av silikon-, silan- eller siloksangummier, poly-
tetrafluoretylen, perfluorpolyetere, polystyren eller
vinylpolyklorid, polyakrylat eller derivater derav, poly-
hydroksyakrylat, polyhydroksymetakrylat, karboksyvinyl-
polymerer og deres derivater, maleinsyreanhydridpolymerer
og deres derivater, polyvinylklorid, polyvinylalkohol og
dens derivater, polyetylen og polypropylen og blandinger
derav,

d) materialer av halvsyntetisk opprinnelse, valgt fra gruppen

. bestaende av kollagen kryssbundet med kryssbindingsmidler
valgt fra gruppen bestdende av dialdehyder, bikarboksyl-
syrer eller halogenider derav, diaminer, og estere av
hyaluronsyre, gellan og alginsyre, og

som har en tykkelse pad mellom 10 og 500 um og hull med en

storrelse pa mellom 10 og 1.000 um, som er kjennetegnet ved

at de er perforert og ved det faktum at nevnte hull har en
definert og konstant sterrelse og danner en regelmessig rekke
hvori de er separert ved en konstant avstand pa mellom 50 og

1.000 um.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer ogsa en fremgangsmate
for fremstilling av de bioforlikelige membraner i samsvar med
oppfinnelsen, som er kjennetegnet ved at den omfatter a
perforere en kontinuerlig membran via et egnet skreening-
system under anvendelse av mekaniske eller laser-

perforeringsinnretninger.
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Den foreliggende oppfinnelse vedrerer videre en fremgangsmate
for fremstilling av kunstig hud som er sammensatt av de
bioforlikelige membraner i samsvar med oppfinnelsen og auto-
loge eller heterologe keratinocytter eller andre epitelceller
i det aktive formeringstrinn til stede i hullene i de bio-
forlikelige membraner, som er kjennetegnet ved at de bio-
forlikelige membraner inkuberes med epitelcellene i nerver av
dyrkingsmedier.

Membranene bestar foretrukket av halvsyntetiske derivater av
hyaluronsyre, s®rlig esterderivater derav som beskrevet i
eksempler 6, 7 og 24 i EP-A-0216453, idet disse er bio-
forlikelige og bionedbrytbare materialer i stand til & frigi
hyaluronsyre ved paferingsstedet, idet denne syre er vel
kjent & begunstige reparative vevsprosesser. En ytter-
ligere égenskap som gjor disse materialer sarlig egnet for
bruk ved den foreliggende oppfinnelse, er at de ikke frem-

bringer intoleranse-fenomener, idet de ikke er immunogene.

De bioforlikelige membraner, bestaende av ett eller flere av
de ovennevnte materialer, har en tykkelse pa mellom 10 og 500
pm og foretrukket mellom 20 og 40 um og er karakterisert ved
nezrvaer av en regelmessig rekke av hull med definert og kon-
stant sterrelse pa mellom 10 og 1000 um, og foretrukket
mellom 40 og 70um, separert fra hverandre med en konstant

avstand pa mellom 50 og 1000 um, og foretrukket 80 um.

Kontinuerlige bioforlikelige membraner, bestaende av ett
eller flere av de ovennevnte materialer, kan fremstilles ved
hjelp av de konvensjonelle metoder som exr beskrevet i

litteraturen.

De perforerte bioforlikelige membraner i samsvar med den
foreliggende oppfinnelse oppnas under anvendelse av mekaniske
perforeringsinnretninger, som f.eks. passende anordnede hull-
stansemaskiner, eller metoder som involverer bruk av termiske
eller ultrafiolettlasere som arbeider i et frekvensband slik
at det frembringes hull med den enskede sterrelse og gjen-

sidig avstand i membranen.
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Det feolgende eksempel viser fremstilling av en perforert
bioforlikelig membran i samsvar med den foreliggende
oppfinnelse.

EKSEMPEL 1

En membran av hyaluronsyre-benzylester med 100 % forestring
(som beskrevet i EP-A-0216453) i form av et kvadrat av 12 x
12 cm og 25 um tykkelse, ble perforert under anvendelse av en
datastyrt UV-laserinnretning som arbeider ved en frekvens pa
273 pm under felgende arbeidsbetingelser: Arbeidsfrekvens

200 Hz, avgitt energi 250 mJ. Under anvendelse av et pas-
sende skreeningsystem ble hull med diameter 40 um oppnadd med

avstand fra hverandre pa 80 um, som vist i figurene la og 1b.

De perforerte bioforlikelige membraner i samsvar med den
foreliggende oppfinnelse kan fordelaktig anvendes for in

vitro dyrking av epitelceller, spesielt keratinocytter.

For dette formal kan membranene fikseres til bunnen av celle-
dyrkingsbeholderne, til metallgittere eller hvilken som helst
annen struktur egnet for cellekulturer ved luft/dyrkings- '
medium-grenseflaten, under anvendelse av steril vaselin,
sterilt silikon eller andre lim-systemer, som tillater lett
fjernelse av membranen, eller ved systemer som involverer
bruk av biologisk materiale som kollagen, fibrin eller
fibrinlim. Disse membraner kan inkuberes i dyrkingsmedia
egnet for vekst av epitelceller, enten alene eller i narver
av andre celler, som bestrilte fibroblaster, som beskrevet i
den anferte litteratur, uten at det i lepet av den tid som er
fastsatt for vekst og hullkolonisering bevirkes endring i
mekaniske egenskaper som ville nedsette deres handterbarhet

og styrke for den spesielle anvendelsen.

Noen av de tester som er gjennomfert er beskrevet i det

felgende for & illustrere bruken av membranene i samsvar med

oppfinnelsen.
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EKSEMPEL 2
Den felgende test ble gjennomfert for 3 vise fravaer av enhver
inhibering av hyaluronsyrederivat-membranene pa in vitro

vekst av humane keratinocyttcellekulturer.

Membraner benevnt HYAFF 11 oppkuttet sterilt til 2 x 2 cm
kvadrater og bestaende av hyaluronsyre-benzylester med 100 %
forestring (som beskrevet i EP 0216453) ble anbragt pa bunnen
av dyrkingsbeholderne ved hjelp av sterilt silikon. 2 x 10°
humane keratinocytter ble tilsatt derpa i et volum pa& 0,5 ml,

i nerver av 4 x 10° letalt bestralte 3T3 fibroblaster ved den
andre gjennomgang.

Kapslene ble inkubert ved 37°C i to timer i en 5 % CO,
atmosfere for a tillate at cellene festet seg til matriksen.
Etter denne periode ble 5 ml CEC dyrkingsmedium (Green H. et
al., J. Proc. Nation. Acad. Sci., 76, 5665-5668, 1979) til-
satt og kapslene pa nytt inkubert. Dyrkingsmediet ble byttet
hvert 2. degn. Cellene ble behandlet med trypsin 9 degn ett-
er tilsetning og talt. Alle forsek ble gjennomfert in duplo.

RESULTATER
Antall humane keratinocytter % inhibering
pr. plate (x 10°)
Kontroll ' 27 0 %
HYAFF 11 membran 27 0 %

Disse resultater viser at det anvendte biomateriale ikke har

noen inhiberende virkning pa keratinocyttkulturer.

EKSEMPEL 3

Vekst av humane keratinocytter under anvendelse av de
perforerte bioforlikelige membraner i samsvar med oppfinn-
elsen, oppnadd ved hjelp av fremgangsmaten beskrevet i
eksempel 1.

HYAFF 11 membraner bestaende av hyaluronsyre-benzylester med
100 % forestring (som beskrevet i EP-A-0216453) i form av 3 x
3 cm kvadrater ble limt til bunnen av 6 cm diameter Petri

skaler under anvendelse av steril vaselin. Letalt bestralte
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3T3 fibroblaster ble tilsatt pa membranene til en konsentra-
sjon pa4 700.000 celler pr. flate, under betingelsene
beskrevet i eksempel 2. Etter adhesjon av 3T3 cellene, dvs.
etter omtrent 24 timer, ble en cellesuspensjon av humane
keratinocytter som skrev seg fra sekundzre kulturer, tilsatt
med en konsentrasjon pa 38.000 celler pr. cm?. Dyrkings-
betingelsene var analoge med dem som er beskrevet i eksempel
2. Utviklingen av keratinocyttkulturen ble fulgt daglig
under anvendelse av et fasekontrastmikroskop. Utviklingen av

inokulerte epitelceller ble iakttatt pa membranen, idet disse

hadde naddd sammenflyting 8-10 degn etter tilsetningen.

Av sarlig viktighet er det forhold at selv pa& den andre dag
etter tilsetningen inneholder tallrike hull keratinocytter,
idet deres vekst er mer aktiv i hullene enn pa overflaten,
til totalt & fylle dem ved omtrent den 6. dag (Figurene 2, 3
og 4).

Et ytterligere faktum av stor betydning er at nar de
analyseres ved histologiske metoder viser cellene inne i
hullene et basaloid utseende som dokumenteres ved funn i
figurene som viser hyppig mitose (Figurene 5 og 6), som betyr
hey reproduktiv vitalitet. Disse funn ble bekreftet ved
hjelp av immunohistokjemiske metoder under anvendelse av
spesifikke antisfoffer (Mab) .

Epitelcellene dyrket inne i hullene kan derfor totalt ansees
til & vere i det aktive formeringstrinn og saledes effektivt
brukbare p& transplantasjonsomrader.

Den kunstige hud, oppnadd ved de ovennevnte prosedyrer,
bestar derfor av en bioforlikelig og foretrukket bio-
reabsorberbar bazrermembran bestiaende av materialer av
naturlig, syntetisk eller halvsyntetisk opprinnelse, og med
en tykkelse pa mellom 10 og 500 um, og foretrukket mellom 20
og 40 um, karakterisert ved & omfatte en regelmessig rekke av
hull med en definert og konstant sterrelse mellom 10 og 1000
um, separert fra hverandre ved en konstant avstand pa mellom
50 og 1000 um, sammen med autologe eller heterologe
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keratinocytt-mikrokolonier i det aktive formeringstrinn
tilstede i hullene. Denne kunstige hud kan lett formes av
operateren pa basis av de omrader som skal behandles, og har
en mekanisk styrke som muliggjer at den kan handteres uten
vanskelighet og sutureres. S& snart de er implantert pa det
skadede omradet, skaper keratinocytt-mikrokoloniene vekst-
kjerner med hurtigvoksende epitelvev, som i lepet av en kort
tid fullstendig re-epitelialiserer det omradet hvorpa
transplantasjonen er blitt gjennomfert.

Membranen anvendes ved a trekke den ut fra dyrkings-
beholderen, fjerne alle spor av dyrkingsmedium ved hjelp av
en steril fysiologisk opplesning og pafere den det omradet
som skal behandles uten at det behever a ofres sarlig
oppmerksomhet pa paferingsretningen, idet membranen er like
effektiv om den paferes med den ene eller den andre av sine
to sider, i motsetning til tradisjonelle keratinocytt-

kulturer.

Den kunstige hud fremstilt i samsvar med den foreliggende
oppfinnelse kan anvendes for & dekke selv omfattende skader
pa kroppsoverflaten av traumatisk opprinnelse som forbrenn-
inger, av kirurgisk opprinnelse som f.eks. uttrekningsomrader

ved plastisk kirurgi, eller patologisk opprinnelse som f.eks.
stasis-sar eller liggesar.

PATENTKRAV

1. Bioforlikelige membraner, som er tildannet av materialer

som tilherer en av de felgende klasser:

a) materialer av naturlig opprinnelse valgt fra gruppen
bestaende av kollagen eller kopresipitater av kollagen og
glykosaminoglykaner, cellulose, geldannede polysakkarider
slik som chitin, chitosan, pektiner eller pektinsyrer,
agar, agarose, xantangummi, gellan, alginsyre eller
alginater, polymannaner eller polyglukaner, stivelser,
naturgummier og blandinger derav,

b) bioreabsorberbare materialer av syntetisk opprinnelse

valgt fra gruppen bestaende av polymelkesyre, polyglykol-
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syre eller kopolymerer derav eller deres derivater, poly-
dioksanoner, polyfosfazener, polysulfoner og polyuretaner
og blandinger derav,

c) materialer av syntetisk opprinnelse valgt fra gruppen
bestadende av silikon-, silan- eller siloksangummier, poly-
tetrafluoretylen, perfluorpolyetere, polystyren eller
vinylpolyklorid, polyakrylat eller derivater derav, poly-
hydroksyakrylat, polyhydroksymetakrylat, karboksyvinyl-
polymerer.og deres derivater, maleinsyreanhydridpolymerer
og deres derivater, polyvinylklorid, polyvinylalkohol og
dens derivater, polyetylen og polypropylen og blandinger
derav,

d) materialer av halvsyntetisk opprinnelse, valgt fra gruppen
bestaende av kollagen kryssbundet med kryssbindingsmidler
valgt fra gruppen bestdende av dialdehyder, bikarboksyl-
syrer eller halogenider derav, diaminer, og estere av
hyaluronsyre, gellan og alginsyre, og

som har en tykkelse pad mellom 10 og 500 um og hull med en

sterrelse pa mellom 10 og 1.000 um,

karakterisert v e d at de er perforert og ved

det faktum at nevnte hull har en definert og konstant ster-

relse og danner en regelmessig rekke hvori de er separert ved
en konstant avstand pa mellom 50 og 1.000 um.

2. Bioforlikelige membraner som angitt i krav 1,

karakterisert v e d at tykkelsen er mellom 20

og 40 um.

3. Bioforlikelige membraner som angitt i krav 1,

karakterisert v e d at hullsterrelsen er

mellom 40 og 70 pum.

4. Bioforlikelige membraner som angitt i krav 1,

karakterisert v e d at avstanden mellom

hullene er 80 um.
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5. Bioforlikelige membraner som angitt i krav 1,
karakterisert v e d at den bioforlikelige

membran bestdr av hyaluronsyrebenzylester med 100 % for-
estring.

6. Fremgangsmate for fremstilling av de bioforlikelige
membraner som angitt i krav 1,

karakterisert ved at den omfatter a
perforere en kontinuerlig membran via et egnet skreening-
system under anvendelse av mekaniske eller laser-

perforeringsinnretninger.

7. Fremgangsmate for fremstilling av bioforlikelige membraner
som angitt i krav 6,
karakterisert v e d at den mekaniske perforer-

ingsinnretning er en hullstanse.

8. Fremgangsmate for fremstilling av bioforlikelige membraner
som angitt i krav 6,
karakterisert v e d at laser-perforeringsinn-

retningen er en UV-stralingslaser.

9. Fremgangsmate for fremstilling av kunstig hud som er
sammensatt av de bioforlikelige membraner som angitt i krav 1
og autologe ellef heterologe keratinocytter eller andre
epitelceller i det aktive formeringstrinn til stede i hullene
i de bioforlikelige membraner,

karakterisert v e d at de bioforlikelige
membraner inkuberes med epitelcellene i nervaer av dyrkings-
medier.
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Fig. 1b
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Fig. 5

Fig. 6
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