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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing a bioartificial and primarily acellular fibrin-based construct, wherein
a mixture of cell-free compositions containing fibrinogen and thrombin is applied to a surface and subsequently pressurised. An
additional aspect of the invention is directed to such fibrin-based bioartificial acellular constructs obtained according to the
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende FErfindung richtet sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines bioartifiziellen
undprimérazelluldren Konstrukts auf Fibrinbasis, wobei eine Mischung aus Fibrinogen-haltigen und Thrombin-haltigen zellfreien
Zusammensetzungen auf einer Oberfldche aufgebracht und anschlieend druckbeaufschlagt werden. In einem weiteren Aspekt
richtet sich die vorliegende Ertindung auf solche erfindungsgemél erhaltenden bioartifiziellen, azelluldren Konstrukteauf Fibrinbasis
mit verbesserten biomechanischen Eigenschaften,sowie deren Verwendung im Bereich der Implantologie, Knorpelersatz oder
Gewebeersatz.
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Verfahren zur Herstellung eines bioartifiziellen, primar azelluldaren Kon-

strukts auf Fibrinbasis und dieses Konstrukt selbst

Die vorliegende Erfindung richtet sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines
bioartifiziellen und primar azellularen Konstrukts auf Fibrinbasis, wobei eine Mi-
schung aus Fibrinogen-haltigen und Thrombin-haltigen zellfreien Zusammenset-
zungen auf einer Oberflache aufgebracht und anschliellend druckbeaufschlagt
werden. In einem weiteren Aspekt richtet sich die vorliegende Erfindung auf sol-
che erfindungsgemal erhaltenden bioartifiziellen, azellularen Konstrukte auf
Fibrinbasis mit verbesserten biomechanischen Eigenschaften, sowie deren Ver-
wendung im Bereich der Implantologie, Knorpelersatz oder Gewebeersatz.

Stand der Technik

Das Gebiet des Tissue Engineerings und hier insbesondere der Einsatz
von Tissue Engineering fur medizinische Transplantationstechnik nimmt eine
immer grolere Stellung bei der Versorgung von Patienten ein. Hier spielt die
Herstellung von artifiziellen, biologischen (Gewebe)konstrukten, die in der medi-
zinischen Transplantationstechnik eingesetzt werden kbnnen, eine immer wich-
tigere Rolle.

Seit mehr als 30 Jahren wird auf dem Gebiet des Tissue Engineerings
daran gearbeitet, kbrpereigene Materialien, wie Organe, Gefalte oder auch Ge-
webepatches moglichst gleichwertig durch im Labor hergestellte artifizielle Ge-
webekonstrukte aus biologischen und gegebenenfalls kGrpereigenen Materialien
zu ersetzen, die als medizinische Transplantate verwendet werden kénnen. Die

haufigsten Ansatzpunkte sind dabei solche, bei denen Gewebekonstrukte be-
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reitgestellt werden, die in vitro derart generiert werden, dass diese als funktions-
fahige Implantate Ublicherweise mit Zellen in den Korper eingebracht werden.
Das heil’t, dass die Gewebeimplantate bereits vollstandig mit entsprechenden
Zellen besiedelt und ausdifferenziert sind, so dass die Generierung des Gewe-
bes vollstandig in vitro erfolgt und anschlieRend dieses Gewebekonstrukt im-
plantiert wird. Es besteht ein hoher Bedarf geeignete bioartifizielle Konstrukte
bereitzustellen, die verschiedenste Erfordernisse erfullen missen. Sie durfen im
Korper selbst keine unerwiinschten Reaktionen hervorrufen, wie AbstoRungsre-
aktionen usw. Das heil3t, die Bio- und ggf. Hamokompatibilitat der Konstrukte
steht im Vordergrund. Das artifizielle Konstrukt soll nach Mdoglichkeit im Korper
so angenommen werden, dass es nicht als fremd erkannt wird und keine patho-
logischen Reaktionen ausgelost werden.

Daruber hinaus ist zu differenzieren, ob das Konstrukt eines mit einer
Matrix ist, das permanent im Korper verbleiben soll oder eines mit einer Matrix,
das sich uber die Zeit im Korper auflost.

Hierbei wird unter Gewebekonstrukten Ublicherweise ein Erzeugnis ver-
standen, dass aus einem Matrixmaterial und aus differenzierten und/oder undif-
ferenzierten Zellen gebildet wird, wobei diese Bildung in vitro stattfindet. Derzeit
wird versucht, solche bioartifiziellen Gewebekonstrukte als Ersatz fur syntheti-
sche Materialien zu verwenden. Als Matrixmaterial wird hierbei ein naturliches,
biologisches Material eingesetzt, zum Beispiel extrazellulare Matrizes wie sie in
der Natur vorkommen. Solche Materialien sind gewulnscht, um entsprechend im
Korper tolerierbar zu sein.

Alternativ kbnnen permanente Strukturen in das Gewebekonstrukt als
Matrizes eingesetzt werden, wie synthetische Strukturen einschlief3lich Kunst-
stoffstrukturen oder Metallstrukturen. Diese Strukturen verbleiben permanent im
Korper oder mussen gegebenenfalls durch einen zweiten operativen Eingriff ent-
fernt werden.

Aus dem Stand der Technik sind verschiedenste Verfahren zur Generie-
rung von bioartifiziellen Gewebekonstrukten bekannt. Beispielhaft wird hier auf
die WO 2013/091865 A1 verwiesen, das ein Verfahren und eine Vorrichtung zur
Herstellung von bioartifiziellen Gewebekonstrukten mithilfe von Rotationsverfah-
ren beschreibt. Dabei werden bioartifizielle Gewebekonstrukte hergestellt, mit
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denen Zellen-Matrix-Verbande erzeugt werden. Hierbei werden die Zellen direkt
zur in situ-Generierung des Gewebekonstrukts eingesetzt. Die meisten Verfah-
ren zur Herstellung von entsprechenden Gewebekonstrukten beinhalten, dass in
vitro die Zellen in oder auf die Matrix aufgebracht und gegebenenfalls anschlie-
Rend kultiviert werden, um zuerst ein Gewebekonstrukt auszubilden. Dieses
wird dann in den Korper implantiert.

Ein Problem solcher Gewebekonstrukte ist, dass diese meist in Einzelan-
fertigung zur direkten Anwendung erzeugt werden. Das heif3t, dem Patienten
werden in einem ersten Schritt Zellen entnommen, die dann Uber einen gewis-
sen Zeitraum in oder auf der Matrix kultiviert werden. Nach in vitro Generierung
des Gewebekonstrukts wird dieses in den Korper des Empfangers implantiert.
Solche Verfahren erfordern umfangreiche Schritte und aufwendige Einrichtun-
gen. Weiterhin erfordern solche Verfahren und die Generierung von solchen
Konstrukten umfangreiche Zulassungsverfahren, die einen Einsatz hiervon er-
schweren. Daher besteht ein Bedarf neue Verfahren bereitzustellen, die die Ge-
nerierung von bioartifiziellen Konstrukten erlaubt, die schnell sicher und einfach
hergestellt werden kdnnen, die eine hervorragende Lagerstabilitat aufweisen
und deren Einsatz keine umfangreichen singularen Zulassungserfordernisse be-
notigen.

Weiterhin ist es Ziel der vorliegenden Erfindung Konstrukte bereitzustel-
len, die auch komplexere Strukturen nachbilden kénnen. Die in der WO
2013/091865 A1 beschriebenen Strukturen sind Hohlkérper, die zwar als ent-
sprechende Hohlkdrper eingesetzt werden kénnen, flr die Ausbildung von ande-
ren Strukturen ist es aber notwendig, dass der Hohlkdrper aufgeschnitten und in
entsprechende gewulnschte Strukturen umgeformt wird. Dabei werden diese dort
hergestellten Gewebekonstrukte allerdings neuen Kraften ausgesetzt, die die
mechanischen Eigenschaften dieser Gewebekonstrukte verschlechtern kdnnen.

Entsprechend ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung die
Bereitstellung von Konstrukten mit verbesserten mechanischen Eigenschaften.

Zur Losung dieser Aufgaben werden mit einem Verfahren nach Anspruch
1 und entsprechende Konstrukte nach Anspruch 12 sowie deren Verwendung
nach Anspruch 16 bereitgestellt.
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Beschreibung der Erfindung
1. Das erfindungsgemale Verfahren ist ein Verfahren zur Herstellung eines
bioartifiziellen und azellularen Konstrukts auf Fibrinbasis mit den Schritten:

- Bereitstellung einer Fibrinogen-haltigen und zellfreien Zusammenset-

zung;

- Bereitstellung einer Thrombin-haltigen und zellfreien Zusammenset-

zung;

- Aufbringen der Fibrinogen-haltigen zellfreien und der Thrombin-haltigen

zellfreien Zusammensetzungen auf eine Oberflache;

- Druckbeaufschlagung der auf der Oberflache aufgebrachten Mischung

der Zusammensetzungen zumindest solange, bis die Fibrinbildung im
Wesentlichen abgeschlossen ist;

- Entfernen des azellularen bioartifiziellen Konstrukts auf Fibrinbasis von

der Oberflache.

Erfindungsgemaf} wird dabei unter einem ,bioartifiziellen und azellularen
Konstrukts auf Fibrinbasis® ein Konstrukt verstanden, in dem primar keine Zellen
vorliegen. D.h. wahrende des Herstellungsverfahrens werden keine Zellen in
das Konstrukt eingebracht. Dieses Konstrukt ist auf Fibrinbasis, das heil3t die
Matrix dieses Konstrukts ist im Wesentlichen eine Fibrinmatrix oder weist eine
Schicht auf, die im Wesentlichen eine Fibrinmatrix ist.

Unter dem Ausdruck ,Matrix“ wird eine Stutzstruktur verstanden, die durch
Fibrin ausgebildet wird. Die Matrix ist dabei eine provisorische Matrix (das heif3t,
sie |0st sich nach Implantation auf), die ein StutzgerUst ausbildet und dem Kon-
strukt die entsprechende mechanische Festigkeit verleiht.

Das Konstrukt kann neben der aus Fibrin bestehenden Matrix weitere
Schichten oder andere nicht zellulare Bestandteile aufweisen.

Vorliegend werden die Ausdrucke ,zellfrei“ und ,azellular® synonym ver-
wendet.

Das Verfahren beinhaltet, dass eine Fibrinogen-haltige und zellfreie Zu-
sammensetzung bereitgestellt wird, eine Thrombin-haltige und zellfreie Zusam-
mensetzung bereitgestellt wird und diese Zusammensetzungen auf eine Ober-
flache eines Substrats aufgebracht werden.

In einer Ausfuhrungsform wird die Fibrinogen-haltige Zusammensetzung
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aus Plasma mittels herkdbmmlicher Verfahren gewonnen. Solche Verfahren
schlielen Kryoprecipitation oder Ethanolprecipitation ein. Dabei kann es sich bei
dem Plasma um eines handeln, dass von dem Empfanger des zukulnftigen, er-
findungsgemalRen Konstrukts stammt oder um allogenes oder xenogenes Fibri-
nogen bzw. Plasma. Gegebenenfalls kann die Fibrinogen-haltige Zusammenset-
zung vorab Wasch- und/oder Aufreinigungsschritten unterworfen werden, um
zum Beispiel andere Bestandteile, wie Fette oder Albumine, abzutrennen. Die
Zusammensetzung kann auch synthetisches oder rekombinantes Fibrinogen
aufweisen.

In einer Ausfuhrungsform wird dabei das separierte Fibrinogen aus dem
Plasma derart resuspendiert, dass die Konzentration des Fibrinogens maxi-
mal60 mg/ml wie maximal 50 mg/ml betragt, wie maximal 20 mg/ml. In einer
Ausfuhrungsform wird die Konzentration des Fibrinogens in der Fibrinogen-
haltigen Zusammensetzung derart eingestellt, dass diese eine Konzentration im
Bereich von 10 bis maximal 20mg/ml| aufweist. Die Resuspension kann z.B. mit
dem Plasma erfolgen. Zum Beispiel werden aus 50ml Plasma 8 bis 10ml Fibrin-
praparation erhalten.

Das Fibrinogen liegt dabei in einer Ausfuhrungsform in einer relativ stark
verdunnten Konzentration vor, die LOosung ist sehr wassrig und verteilt sich sehr
gut auf dem Substrat. Durch die geringe Konzentration findet die Vernetzung
des Fibrinogens langsam statt.

Die Thrombin-haltige Zusammensetzung ist in einer Ausfihrungsform ei-
ne Thrombin-haltige Lésung, die Thrombin in einer Menge von 100-1000 Einhei-
ten pro ml aufweist. Als LOsungsmittel kann zum Beispiel Aqua ad iniectabilia
eingesetzt werden. Dem Fachmann sind sowohl fur die Fibrinogen-haltige Zu-
sammensetzung als auch fur die Thrombin-haltige Zusammensetzung geeignete
Lésungsmittel bekannt.

In einer Ausfihrungsform wird bei Verwendung einer relativ stark ver-
dinnten Fibrinogenlosung, wie einer Fibrinogen-haltigen Losung mit einer Fibri-
nogenkonzentration von maximal 20mg/ml, eine ThrombinlGsung vorab zuge-
fugt, so dass das Verhaltnis von Thrombin (Einheiten pro ml) zu Fibrinogen (mg
pro ml) in einem Bereich von 1:1 bis 10:1 liegt.

Nach Aufbringen der Fibrinogen-haltigen azellularen und der Thrombin-
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haltigen azellularen Zusammensetzung auf einer Oberflache wird eine Druckbe-
aufschlagung der auf der Oberflache aufgebrachten Mischung der Zusammen-
setzungen durchgeflhrt. Diese Druckbeaufschlagung, die unmittelbar nach Auf-
bringen der Zusammensetzungen erfolgen kann, aber auch derart, dass die
Druckbeaufschlagung erst nach einem vorbestimmten Zeitpunkt erfolgt, erfolgt
zumindest solange, bis die Fibrinbildung im Wesentlichen abgeschlossen ist.
Dieses sollte in einem Zeitraum von maximal 30 bis 45 min abgeschlossen sein
und hangt vom Mischungsverhaltnis und Konzentration der Reaktanten, Fibrino-
gen und Thrombin, ab.

Das heildt, die Druckbeaufschlagung erfolgt derart, dass die Polymerisati-
on des Fibrinogens durch das Thrombin zur Ausbildung des Fibrinogens zumin-
dest teilweise unter Druck erfolgt. Fibrin ist das polymerisierte Fibrinogen, das
mithilfe des Thrombins vernetzt wird. Es bilden sich Fibrillen aus, die zu Fibrin-
fasern fuhren. Dabei bildet sich ein dreidimensionales Gebilde, eine Fibrinmatrix
aus.

Es wird davon ausgegangen, dass aufgrund der Druckbeaufschlagung die
Fibrinogenstrukturen naher zueinander gebracht werden, so dass eine verbes-
serte und verstarkte Vernetzung des Fibrinogens zum Fibrin erfolgen kann.
Dadurch kdénnen verbesserte mechanische Eigenschaften dieser Fibrinstruktur
erreicht werden. Die Fibrillen des Fibrinogens werden in einen engeren Kontakt
gebracht, eine starkere Quervernetzung zwischen den Fibrillen erfolgt. Diese so
im Vergleich zu einer nicht-druckbeaufschlagten Fibrinmatrix verdichtete Fibrin-
matrix weist eine hdhere Stabilitat gegenuber Scherung und Druckbeaufschla-
gung auf. Die Gefahr von Schaden dieser Struktur in einem Konstrukt, das in
einen Korper eingebracht wird, ist verringert. Ein Problem der derzeitig herge-
stellten Gewebekonstrukte, insbesondere solche die starken mechanischen Be-
lastungen ausgesetzt sind, wie Gefallprothesen oder Knorpel, weisen das Prob-
lem einer geringen mechanischen Stabilitat fur diese Verwendung auf. Entspre-
chend wird im Stand der Technik versucht, solche Gewebekonstrukte durch in
vitro Kultivierung mit entsprechenden Zellen zu stabilisieren um diese dann als
Gewebekonstrukte zu implantieren.

Es zeigte sich nun, dass durch entsprechende Druckbeaufschlagung Fib-

rinmatrizes erreicht werden, die als bioartifizielle und azellulare Konstrukte auf



10

15

20

25

30

WO 2017/005857 PCT/EP2016/066135

Fibrinbasis fur Implantate verwendet werden kdnnen.

Neben den verbesserten mechanischen Eigenschaften weisen diese Kon-
strukte auch eine verbesserte Lagerungsfahigkeit auf. Dadurch, dass diese
Konstrukte keinerlei Zellen enthalten, kann eine hervorragende Lagerungsstabi-
litat erreicht werden. Es ist sogar moglich, entsprechend durch Gefriertrocknung
kryokonservierte Konstrukte bereitzustellen. Es zeigte sich, dass die erfindungs-
gemaflen Konstrukte in einem entsprechenden Konservierungsmedium Uber
mindestens zwei Monate im Kuhlschrank gelagert werden konnten. Es zeigte
sich weiterhin, dass die so erhaltenen bioartifiziellen und azellularen Konstrukte
einer Kryokonservierung unterworfen werden konnen, womit die Lagerungsfa-
higkeit weiterhin gesteigert wird. Die Konstrukte kbnnen Gber sechs Monate ge-
lagert werden.

Durch die gute Lagerfahigkeit und Stabilitat wahrend der Lagerung ist ei-
ne schnelle Versorgung maoglich. Da die Konstrukte azellulare Konstrukte sind,
ist deren Einsatz vom Individuum unabhangig moglich. Im Gegensatz zu zellula-
ren Konstrukten, die eine individuelle in vitro Herstellung erfordern, konnen die
erfindungsgemalien Konstrukte gelagert und schnell eingesetzt werden.

In einer Ausfuhrungsform erfolgt die Druckbeaufschlagung der auf der
Oberflache aufgebrachten Mischung durch Einbringen dieser Mischung in eine
rotierende Hohlform (Rotationsform), so dass sich die Zusammensetzungen auf
die Oberflache der Hohlform verteilen und ausbreiten. In einer Ausfihrungsform
erlaubt die starke Verdlinnung der Fibrinogenpraparation eine hervorragende
Verteilung der Zusammensetzungen in der rotierenden Form. Die Druckbeauf-
schlagung erfolgt in Form von durch Rotation der Hohlform entstehende Zentri-
fugalkrafte.

Ein Rotationsverfahren zur Herstellung eines Gewebekonstrukts wird zum
Beispiel in der WO 2013/091865 A1 beschrieben. Dort wird allerdings ein Mat-
rixmaterial, wie Fibrinogen, zusammen mit Zellen mithilfe eines Applikators in
Form einer Lanzette in die rotierende Hohlform eingebracht, wobei der Applika-
tor wahrend des Einbringens langs der Rotationsachse verschoben wird. Erfin-
dungsgemal betrifft das Verfahren die Herstellung eines azellularen Konstrukts,
das heif’t, die eingebrachten Zusammensetzungen sind zellfrei.

Weiterhin ist in einer Ausfuhrungsform das Verschieben des Applikators
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langs der Rotationsachse nicht notwendig, da die Fibrinogen-haltige Zusam-
mensetzung und die Thrombin-haltige Zusammensetzung allein oder als Mi-
schung sehr wassrig sind und sich sehr gut in der rotierenden Form verteilen.
Eine Applikation kann auch derart erfolgen, dass sie an einem Ende der rotie-
renden Form erfolgt, die Mischung verteilt sich dann gleichmaRig in der rotie-
renden Form, wahrend diese Mischung durch Polymerisation aushartet.

Das Einbringen der Reaktanten und die Ausbildung des Fibrins erfolgt
dabei in einer Ausfuhrungsform derart, dass an der Oberflache der Hohlform
mindestens 600g vorliegen, wie zum Beispiel mindestens 800g, zum Beispiel
mindestens 900g.

In den bisherigen Rotationsverfahren, bei denen gleichzeitig Zellen mit
eingebracht werden, konnten aufgrund des Vorliegens von Zellen nur wesentlich
geringe g-Zahlen genutzt werden. So beschreibt die WO 2013/091865 A1 ein
Einbringen der Zellen wahrend der Rotation mit zwischen 100g und 600g. In den
Beispielen wurden dabei g-Zahlen von 150 und 330g genannt. Gleiches gilt fur
eine Druckbeaufschlagung im Allgemeinen.

Erfindungsgemaf kann bei Durchflhrung der Druckbeaufschlagung durch
Rotation eine wesentlich héhere Druckbeaufschlagung durch die Fliehkraft er-
folgen, namlich von mindestens 600g, wie mindestens 800g, z.B. mindestens
900g, wie mindestens 1000g. Dadurch konnen wesentlich verbesserte mechani-
sche Eigenschaften erreicht werden.

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann die Druckbeaufschlagung flachig
auf der Oberflache aufgebrachten Zusammensetzungen erfolgen. Diese flachige
Druckbeaufschlagung erlaubt die Ausbildung komplexer Konstrukte. Das heilt,
komplexere Strukturen mit individueller Geometrie kdnnen entsprechend ausge-
bildet werden. Dabei wird ein Substrat der gewilnschten Form bereitgestellt und
auf die Oberflache dieses Substrats werden die Zusammensetzungen aufge-
bracht. Der Vorteil der Ausbildung der flachigen Produkte auf Basis des bereit-
gestellten Substrats erlaubt gegenlber dem Rotationsverfahren nicht nur die
Ausbildung von entsprechenden rohrférmigen Konstrukten, sondern auch die
Moglichkeit, andere Geometrien bereitzustellen. Es kbnnen unterschiedlichste
Geometrien ausgebildet werden, hierbei ist im Wesentlichen jede Form vorstell-
bar auch hinterschnittene Bereiche.
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Entsprechend ist es mdglich, dass die so hergestellten Strukturen bereits
die gewlinschten mechanischen Eigenschaften aufweisen, die bei Ausbildung
von einfachen Strukturen auf einer Flache oder im Rotationsverfahren herge-
stellte Strukturen durch Veranderung des Konstruktes, wie Aufschneiden, Zer-
schneiden der Struktur und Anpassung an eine dreidimensionale Form, ver-
schlechtert werden.

In einer Ausfuihrungsform ist die Druckbeaufschlagung, die flachig auf der
Oberflache aufgebrachten Zusammensetzungen erfolgt, mit einem relativen
Druck von mindestens 1 bar, wie mindestens 5 bar, mindestens 10 bar, wie
mindestens 15 bar.

Durch das erfindungsgemalie Verfahren ist es moglich, Konstrukte bereit-
zustellen mit Wanddicken von mehr als 1mm, wie 1,5mm und dicker, zum Bei-
spiel mehr als 2mm. Solche Schichten sind aus dem Stand der Technik bisher
nicht beschrieben. Ublicherweise konnten Schichten von maximal 0,5 mm auf-
gebracht werden. Vorteilhafterweise erlaubt somit das erfindungsgemale Ver-
fahren die Bereitstellung von bioartifiziellen, azellularen Konstrukten mit erhoh-
ten Schichtdicken.

Erfindungsgemal wird in einem weiteren Schritt dann das so erhaltene
azellulare bioartifizielle Konstrukt auf Fibrinbasis von der Oberflache entfernt.
Entsprechend kann die Oberflache derart ausgebildet sein, dass ein einfaches
Entfernen erfolgt. Zum Beispiel kann es sich hier um eine Teflonoberflache oder
andere geeignete und bekannte Oberflachen handeln.

In einer Ausfuihrungsform ist es erfindungsgemaf moglich, dass die Zu-
sammensetzungen, die Fibrinogen-haltige Zusammensetzung und die Thrombin-
haltige Zusammensetzung, zusammen oder getrennt mehrfach aufgebracht
werden.

Hierdurch kénnen starkere Dicken des Konstrukts erzielt werden.

Das Verfahren beinhaltet Ausfihrungsformen, bei denen mehrere Schich-
ten aufgebracht werden. Bei diesen Schichten kann es sich um gleiche Schich-
ten handeln. Alternativ kdnnen die Konstrukte auf Fibrinbasis auch andere nicht-
Fibrin-haltige Schichten aufweisen.

In einer Ausfuhrungsform kann dabei die im Verfahren hergestellte obers-
te Schicht eine Heparin-haltige Schicht sein. Dazu wird erfindungsgemaf zuerst
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eine Thrombin-haltige Zusammensetzung als oberste Schicht aufgebracht und
anschlieend eine Heparin-haltige Zusammensetzung. Dem Fachmann sind die
entsprechenden Zusammensetzungen bekannt. Thrombin besitzt sowohl eine
Bindungsstelle fur Fibrin als auch flr Heparin. Durch die Applikation von Heparin
im letzten Schritt des Herstellungsprozesses wird das Heparin Gber das Throm-
bin an die Oberflache gebunden.

Durch Ausbildung dieser Heparin-haltigen Schicht kdbnnen bei Verwen-
dung des erfindungsgemalien Konstrukts als Gefallprothese Blutgerinnsel ver-
mieden werden.

Weiterhin kbnnen Schichten in dem Konstrukt vorliegen, die eine nicht-
Fibrin-haltige Schicht sind, diese nicht-Fibrin-haltige Schicht kann aus anderen
biologischen Materialien, die zellfrei sind, oder aus synthetischen Materialien
bestehen. Diese Materialien schlieRen ein biologische Materialien wie andere
Bestandteile der extrazellularen Matrix, z.B. Kollagen, synthetische biokompatib-
le Materialien z.B. Polymere, Keramiken oder Metalle, auch Hybride hieraus.
Auch die Einbringung von Wirkstoffen kann hier von Vorteil sein, z.B. selektive
Wachstumsfaktoren, antimikrobielle Substanzen oder Mediatorstoffe wie Cytoki-
ne.

Dabei kann diese nicht-Fibrin-haltige Schicht zwischen Fibrin-haltigen
Schichten angeordnet sein oder an einer Seite oder an beiden Seiten. Es wird
dabei davon ausgegangen, dass durch die nicht vollstandige Ausbildung des
Fibrins zwischen den Schichten, ob Fibrin-haltige Schichten oder zwischen Fib-
rin-haltigen und nicht-Fibrin-haltigen Schichten, eine Verbindung derart erfolgt,
dass die Schichten ineinander greifen.

Erfindungsgemall weisen die aufgebrachten Schichten nach Druckbeauf-
schlagung eine Dicke von mindestens 0,5 mm, wie mindestens 1mm auf, wie
mindestens 1,5mm, zum Beispiel mindestens 2mm.

In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei dem Fibrinogen um eines
aus Plasma isoliertes Fibrinogen. In einer weiteren Ausfuhrungsform handelt es
sich bei dem Thrombin um eines aus der gleichen Menge Plasma isoliertes
Thrombin.

Das eingesetzte Fibrinogen und/oder Thrombin kann dabei ein autologes,
allogenes oder xenogenes Material sein. Bevorzugt wird autologes oder alloge-
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nes Material verwendet, um mdgliche Reaktionen im Korper des Empfangers zu
vermeiden.

Das erfindungsgemalie Verfahren erlaubt die Bereitstellung von bioartifi-
ziellen, azellularen Konstrukten, wobei diese Herstellung schneller und deutlich
einfacher ist, als eine bei denen Zellen bereits wahrend des Herstellungsverfah-
rens integriert werden. Aufgrund des zellfreien Arbeitens ist es weiterhin mog-
lich, Matrixstrukturen in dem Konstrukt auszubilden, die einer wesentlich hdhe-
ren mechanischen Belastung ausgesetzt werden kdnnen, um so die biomecha-
nischen Eigenschaften des Konstrukts zu verbessern. Es wird davon ausgegan-
gen, dass dieses durch die weitaus starkere Verdichtung der Fibrinmatrix mog-
lich ist.

Es ist somit ein Einsatz wahrend der Operation moglich, azellulares auto-
loges Material von den Patienten zu isolieren, das Konstrukt erfindungsgeman
herzustellen und dieses anschlielend gleich in dem Empfanger einzubringen.

Weiterhin ist durch den Entfall des primaren Einsatzes von Zellen auch
das Herstellungsverfahren insgesamt einfacher, die entsprechenden Matrizes
konnen starker verdichtet werden, als dieses mit den darin enthaltenen Zellen
moglich ware. Bei den hohen erfindungsgemafy moglichen Kraften wirden bei
Zellen die Gefahr einer Zellschadigung oder eines Zelltods bestehen.

Das erhaltene Konstrukt mit seiner Fibrinmatrix weist weiterhin wesentlich
verbesserte biomechanische Eigenschaften gegenltber den bekannten Gewebe-
konstrukten auf. Dieses gilt sowohl fur die Scherkrafte als auch fur die weiteren
einwirkenden Kréafte.

Mithilfe des erfindungsgemafen Verfahrens kbnnen somit auch Konstruk-
te bereitgestellt werden, die in biomechanisch stark beanspruchtem Gewebe
eingesetzt werden kénnen, wie zum Beispiel Knorpel oder Herzklappensegel.

Durch den primaren Verzicht von Zellen kann weiterhin ein besser lage-
rungsfahiges Konstrukt bereitgestellt werden. Tatsachlich zeigte sich, dass ne-
ben der bekannten Lagerung in Ublichen Lagermedien, zum Beispiel Glutaralde-
hyd, die erfindungsgemafien Konstrukte auch einer Gefriertrocknung zuganglich
sind. Durch die Dehydrierung bei der Herstellung und insbesondere bei Gefrier-
trocknung bzw. Kryokonservierung kann die Matrix lagerstabil ausgebildet wer-
den. Auch nach Lagerung zeigen die Konstrukte die gewlnschte Stabilitat auf.
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Weiterhin ist mithilfe des Verfahrens der Gefriertrocknung nicht nur eine
theoretisch unbegrenzte und unkomplizierte Lagerungsfahigkeit moglich, son-
dern es kann gleichzeitig Uber den damit verbundenen Wasserentzug auch von
einer noch weiter verbesserten biomechanischen Belastbarkeit ausgegangen
werden.

Daruber hinaus kOGnnen Konstrukte bereitgestellt werden, die bei Einsatz
entsprechend in ihrer gewlnschten GrolRe ,angepasst” werden. Aufgrund der
guten Lagerungsfahigkeit und der einfachen Herstellung ist es moglich ein End-
losmaterial bereitzustellen, das entsprechend den Anforderungen angepasst
werden kann.

Darlber hinaus erlaubt das erfindungsgemafe Verfahren die Bereitstel-
lung von Konstrukten mit groRerer Wanddicke, dieses fuhrt entsprechend zu
verbesserten biomechanischen Eigenschaften.

Erfindungsgemald ist es auch moglich durch Variation der Druckbeauf-
schlagung bei Aufbringen von mehreren Schichten eines Konstrukts gebildet
aus mehreren Schichten diesen Schichten unterschiedliche mechanische Eigen-
schaften zu verleihen. Durch unterschiedlich starke Verdichtung und Zusam-
mensetzung der Komponenten kdnnen entsprechende unterschiedliche Eigen-
schaften der Schichten in einem Konstrukt generiert werden.

Erfindungsgemal konnen wahrend des Verfahrens weitere nicht-zellulare
Komponenten und Substanzen hinzugeflgt werden, die dann in das Konstrukt
integriert werden oder an der Oberflache des Konstrukts vorliegen. Solche Sub-
stanzen kdnnen Plasmakomponenten sein, diese kdnnen als autologe und/oder
allogene oder xenogene und/oder synthetische Plasmakomponenten eingesetzt
werden. Weiterhin kbnnen weitere stabilisierende Substanzen, zum Beispiel au-
tologen, allogenen, xenogenen oder synthetischen Ursprungs eingesetzt wer-
den, um biomechanische Eigenschaften weiter zu verandern.

Zusatzlich kbnnen auch andere Substanzen genutzt werden, zum Beispiel
solche zur Vermeidung/Verringerung von Infektionen oder zur Induktion von
Gewebeeigenschaften wie Induktion von Wachstum, Regeneration usw. Ein sol-
cher Einsatz von Substanzen war bisher nur sehr begrenzt méglich, da diese
gegebenenfalls toxischer Eigenschaften auf die im Gewebekonstrukt vorliegen-

den Zellen aufweisen kdénnen.
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Das erfindungsgemafie Konstrukt kann weiterhin andere Substanzen zur
Verbesserung der Gewebeeigenschaften enthalten, wie zum Beispiel Heparin,
Wachstumsfaktoren, antimikrobielle Substanzen aber auch toxische Substan-
zen.

In einer Ausfuhrungsform wird bei Druckbeaufschlagung durch Rotation
das Verfahren derart durchgefuhrt, dass mithilfe eines fest positionierten Appli-
kators die Zusammensetzungen bei Rotation in das System eingebracht werden.
Diese verteilen sich gleichmalig an den Wanden und Polymerisieren aus. In
einer Alternative ist der Applikator einer, der in der Form beweglich angeordnet
ist, so dass durch hinein- und hinausfahren die Fibrinogen- und die Thrombinl6-
sung aufgebracht werden. Dabei kdnnen die beiden Lésungen mdoglichst spat
miteinander in Kontakt kommen und vermischt werden, damit die Reaktion erst
nach Aufbringen erfolgt.

Dabei wird in einer Ausfihrungsform des erfindungsgemalRen Verfahrens
uber den ersten Zeitraum keine FlUssigkeit aus dem System gefuhrt. So ist die-
ser erste Zeitraum zum Beispiel ein Zeitraum von maximal funf Minuten, wie
maximal drei Minuten, wie maximal zwei Minuten nach Einbringen der Zusam-
mensetzungen. Anschlielend wird die Uberschussige FlUssigkeit abgeflhrt.

In einer anderen Ausfuhrungsform weist die Form Bohrungen auf, so dass
FlUissigkeit durch diese Bohrungen abgefuhrt werden kann. Diese Bohrungen,
zum Beispiel mit einem Durchmesser zwischen 0,1 mm und 1mm, sind in einer
Ausfluhrungsform mit einem semipermeablen Material, bevorzugt an der Aul3en-
seite der Form, abgeschlossen. Dieses semipermeable Material erlaubt die Ab-
trennung von Flussigkeit, wahrend das Fibrinogen und das Thrombin sowie das
gebildete Fibrin in der Form verbleiben. Durch diese Drainage ist es moglich,
ausreichend Flussigkeit abzuziehen und dem Konstrukt die notwendige Stabilitat
zu verleihen.

In einem weiteren Aspekt wird erfindungsgemal ein bioartifizielles, azellu-
lares Konstrukt auf Fibrinbasis erhaltlich gemal dem erfindungsgemalien Ver-
fahren bereitgestellt. Dieses mithilfe des erfindungsgemafen Verfahrens erhalt-
liche azellulare, bioartifizielle Konstrukt weist gegentber den bekannten Gewe-
bekonstrukten verschiedenste Vorteile auf:

Das erfindungsgemalie Konstrukt weist hervorragende biomechanische
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Eigenschaften auf, so dass auch ein Einsatz bei stark beanspruchten Geweben,
wie Knorpel oder Herzklappensegel moglich ist.

Die Konstrukte weisen aufgrund des Verzichts auf Zellen eine verbesserte
Lagerungsfahigkeit auf, insbesondere kann eine Gefriertrocknung des Kon-
strukts erfolgen. Erfindungsgemaf konnen somit gefriergetrocknete bioartifiziel-
le, azellulare Konstrukte auf Fibrinbasis bereitgestellt werden. Erfindungsgeman
umfasst ein erfindungsgemalies Verfahren damit in einer Ausfihrungsform wei-
terhin den Schritt der Gefriertrocknung des erhaltenen Konstrukts.

Das Konstrukt ist deutlich einfacher herzustellen und aufgrund des Ver-
zichts von Zellen ist die Herstellung hiervon und der Einsatz auch unter Zulas-
sungsbedingungen wesentlich vereinfacht. Insbesondere erlaubt das erfin-
dungsgemafe Konstrukt auf Fibrinbasis die Individualisierung der Lange und
des Durchmessers hiervon. Es kbnnen vorgefertigte Konstrukte als Medizinpro-
dukte bereitgestellt werden, um dann individuell angepasst dem Empfanger ein-
gesetzt zu werden.

Das erfindungsgemalfie Konstrukt zeichnet sich durch eine starkere Ver-
dichtung im Vergleich zu herkbmmlichen Gewebekonstrukten aus, die die bio-
mechanischen Eigenschaften verbessern.

Weiterhin kdbnnen Konstrukte bereitgestellt werden, die eine wesentlich
starkere Dicke aufweisen, zum Beispiel Hohlkérper mit Wanddicken von >2mm.
DarlUber hinaus kdnnen die erfindungsgemafen Konstrukte Beschichtungen, wie
Heparinbeschichtungen aufweisen, die das Ausbilden von Thromben verhindern.

Die erfindungsgemalien bioartifiziellen, azellularen Konstrukte kbnnen
dabei individualisierte Formen unterschiedlichster Geometrien aufweisen.

Darlber hinaus zeigte sich Uberraschend, dass solche Konstrukte, wenn
sie als GefalRprothese eingesetzt werden, mindestens die gleich guten Eigen-
schaften aufweisen, wie in vitro generierte Gefallprothesen, die entsprechende,
im Gefall vorhandene Zellen enthalten, wie glatte Muskelzellen, Endothelzellen,
usw. Tatsachlich zeigte sich, dass die Gefallprothesen auch ohne Zellen einge-
setzt werden kdnnen und Zellen einsprossen und sich entsprechende Strukturen
ausbilden. Diese Ausbildung erfolgt dabei derart, dass die Strukturen den glei-
chen Aufbau haben wie die naturlich vorkommenden Strukturen, zum Beispiel

bei Gefallen Strukturen mit entsprechender Anordnung von Endothelzellen, glat-
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ten Muskelzellen usw. Das Sprossen der Zellen geht von aufden nach innen, der
Durchmesser der Gefalle wird aber nicht beschrankt. Das heildt, die Zellen
wachsen aus dem umgebenden Gewebe in die Konstrukte aber nicht in das Lu-
men des Hohlkdrpers. Es zeigte sich, dass sechs Wochen nach Implantation die
erfindungsgemalien Konstrukte nicht mehr unterscheidbar waren zu normalen
Gefalistrukturen. Das Fibrin der Struktur war nach einigen Monaten nicht mehr
nachweisbar, so dass die erfindungsgemafien Konstrukte nach Implantation
vollstandig abgebaut werden.

Die erfindungsgemafien Konstrukte kbnnen dabei je nach Herstellungs-
verfahren als Patch oder als rohrféormiger Kérper ausgebildet sein.

Diese erfindungsgemafien Konstrukte kbnnen dann in Tissue Engineering
eingesetzt werden, zum Beispiel auch zur in vitro Prakonditionierung. So ist zum
Beispiel ein Einsatz als Knorpelersatz moglich, das heil3t, es werden kleine
Stuckchen des Fibrinkonstrukts in die betreffenden Bereiche im Korper einge-
bracht und es findet in vivo eine Besiedlung durch die Chondrozyten und Chond-
roblasten statt.

Weitere Anwendungsgebiete der erfindungsgemafen bioartifiziellen, azel-
lularen Konstrukte auf Fibrinbasis neben der Gefaliprothese sind alle Arten von
Implantaten, wie Knorpelersatz, aber auch als Matrix fur die in vitro Herstellung.
Darlber hinaus kdnnen die erfindungsgemafen Konstrukte auch fur biomecha-
nisch stark beanspruchte Gewebe eingesetzt werden, wie Knorpel oder Herz-
klappensegel.

In einer Ausfuhrungsform ist das bioartifizielle, azellulare Konstrukt auf
Fibrinbasis dabei eines erhaltlich durch Verwendung von autologen Materialien.

SchlieBlich richtet sich die Anmeldung auf die Verwendung der erfin-
dungsgemafen bioartifiziellen, azellularen Konstrukte als Implantat, Knorpeler-
satz, Matrix fur in vitro Herstellung von Gewebeersatz oder Gefaliprothese, ge-
nauso wie fur Herzklappensegel, Gewebe zur Rekonstruktion kardiovaskularer
Strukturen wie z.B. dem Vorhof- oder Ventrikelseptum oder dem links- oder
rechtsventrikularen Ausflusstrakt. Auch Strukturen des Horapparates, der Haut
oder innerer Organe lassen sich damit generieren. Die erfindungsgemafen
Konstrukte kbnnen auch zur in vitro Prakonditionierung, zum Beispiel bei Gewe-

betransplantation bei Verbrennungspatienten usw. eingesetzt werden. Ein As-
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pekt der vorliegenden Erfindung richtet sich somit auf ein Verfahren zur Trans-
plantation eines azellularen Konstruktes in ein Individuum, mit dem Schritt des
Implantierens eines erfindungsgemalfien bioartifiziellen und azellularen Kon-
strukts auf Fibrinbasis.

In der Abbildung 1 wird eine erfindungsgemaf verwendbare Rotations-
form 1 dargestellt. Die Rotationsform 1 weist dabei eine aulere Hulle 2, die zum
Beispiel in Form eines Metallrohrs ausgestaltet sein kann, auf. Die innere Form
3 ist derart ausgebildet, dass das Fibrinkonstrukt nicht daran haftet. Zum Bei-
spiel kann die innere Form 3 durch zwei Teflonhalbschalen ausgebildet sein. Die
GroRRe der inneren Form 3 bestimmt den aulleren Durchmesser des herzustel-
lenden Fibrinkonstrukts.

In einer Ausfuhrungsform kann die aulere Hulle 2 mindestens eine Boh-
rung 4 aufweisen. Diese Bohrungen 4 in der auferen Hulle 2 der Form 1 erlau-
ben, die Flussigkeit aus der Form 1 bei Rotation herauszufthren.

Weiterhin weist die Rotationsform 1 an beiden Enden eine Manschette 5a,
5b, auch als Cuff bezeichnet, auf. Diese Manschette ist dabei derart ausgebil-
det, dass sie im mittleren Bereich durchlassig ist flr FlUssigkeiten und tber ei-
nen gesamten Bereich fur Gase. Die Manschetten 5a, 5b mit mehreren Ab-
schnitten 6, 7 bestimmen den FlUssigkeitsspiegel der eingebrachten Fibrinogen-
und Thrombinsuspension.

In der Abbildung 2 ist das Einbringen der Fibrinogen und Thrombin enthal-
tenden LOsung dargestellt. Dazu wird mithilfe eines Applikators 8 durch die
Manschette 5 die Losung beziehungsweise die Suspension appliziert. Dabei
sind zum Beginn des Rotierens die Bohrungen 4 abgedeckt mit einer Abdeckung
9. Diese Abdeckung 9 kann zum Beispiel in Form einer [6sbaren Folie etc. sein.
Alternativ kbnnen die Bohrungen mit einem semipermeablen Material als Abde-
ckung 9, wie einem Vlies oder ahnliches, abgedeckt sein. Dieses semipermeab-
le Material erlaubt ein Abtrennen der FlUssigkeit, wahrend das Fibrinogen und
das Thrombin in der Form verbleiben.

In der Abbildung 3 wird die Fibrinogen- und Thrombin-haltige Losung Uber
den Applikator 8 weiter durch die Manschette 5 appliziert. Die Abdeckung 9
wurde gegebenenfalls von den Bohrungen 4 entfernt, um ein Abziehen der Flus-

sigkeit zu ermoglichen. Bei Verwendung eines semipermeablen Materials ver-
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bleibt die Abdeckung auf der Aullenseite. Die Fibrinogensuspension enthaltend
das Thrombin ist Ublicherweise sehr wassrig ausgebildet, durch die geringe
Konzentration des aktivierenden Thrombins findet eine langsame Polymerisie-
rung statt und erlaubt eine gleichmalige Verteilung in der Rotationsform. Die
Abdeckung 9, wenn notwendig, wird zum Beispiel gebffnet, wenn die Form zur
Halfte gefullt ist. Das Fibrinkonstrukt 10 bildet sich an der inneren Form 3 aus.
Wenn die Abdeckung 9 ein semipermeables Material ist, verbleibt dieses auf der
Aulenseite.

Die Fibrinogen-/ Thrombin-haltige L6sung wird Uber den Applikator 8
durch die Manschette 5 weiter appliziert, wie in der Abbildung 4 dargestellt.
Durch die Bohrungen 4 kann die Uberschussige Fllssigkeit entweichen, bereits
polymerisiertes Fibrin 10 wirkt dabei als Filter und halt weiteres Fibrin und Fibri-
nogen zurick, so dass nur Flussigkeit, das heilt das wassrige Losungsmittel,
durch die Bohrungen 4 abgefluhrt werden. Die Flussigkeit wird durch die Rotati-
on aus der Form herausgepresst, wahrend das polymerisierende Fibrin durch
die Zentrifugalkrafte verdichtet.

In der Abbildung 5 ist die Verdichtung des polymerisierenden Fibrinkon-
strukts weiter dargestellt. Abbildung 5 oben zeigt die wahrend des Rotationsver-

fahrens weiter eingebrachte Thrombin und Fibrinogen enthaltende Suspension
unter Ausbildung des Fibrinkonstrukts. Diese Suspension wird so lange einge-
bracht, bis diese den von der Manschette 5 nur Gas durchlassenden Bereich 6
ausgefullt ist.

In der Abbildung 5 unten ist die Verdichtung des Fibrinnetzes 10 darge-

stellt. Die Zentrifugalkrafte verdichten das polymerisierte Fibrin an der Wand der
Form 1, wahrend FlUssigkeit aus der Form gepresst wird. Die Verdichtung des
Fibrinnetzes ist auf der rechten Abbildung zu erkennen.

Das so ausgebildete Konstrukt kann dann aus der Rotationsform 1 als
Hohlkorper herausgenommen werden. Ein Protokoll zur Durchfihrung des erfin-
dungsgemalen Verfahrens mit einer solchen Rotationsform ist in den Beispielen
ausgefuhrt.

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher erlautert
ohne hierauf beschrankt zu sein:
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Beispiel 1
Protokoll zur Generierung eines bioartifiziellen GefalRersatzes mittels einer Ro-

tationsform (Centrifugal casting):

1.

Prazipitation des Fibrinogens aus Plasma eines Spenderbluts mittels eines
Gefrier-/ Auftau-Zyklus (Kryoprazipitation) gemaf bekannter Verfahren. Alter-
nativ mittels Zugabe von Ethanol (Ethanolprazipitation). Ublicherweise werden
aus 50 ml Plasma 8-10 ml Fibrinogenpraparation prazipitiert.

. Resuspension des separierten Fibrinogens im abgetrennten Plasma in gerin-

ger Konzentration (10 bis maximal 20 mg/ml).
Das Fibrinogen liegt im Plasma relativ stark verdunnt vor (10 — 20 mg/ml), so
dass nun eine vergleichsweise hoch konzentrierte Thrombinkomponente da-
zugegeben werden kann, um das Fibrinogen zur Aushartung zu bringen. Alle
bisherigen Ansatze im Stand der Technik versuchten Uber die Konzentration
des Thrombins die Geschwindigkeit der Aushartung des Fibrinogens zu steu-
ern. Es zeigte sich aber, dass der hier verwendete Ansatz vorteilhaft ist im
Hinblick auf eine homogenere Durchmischung und Verteilung des Gemisches
in der rotierenden Form.
Applikation der Fibrinogenpraparation simultan mit einer Thrombinlésung im
Verhaltnis 6:1 in die rotierende Form. Die Thrombinkomponente besteht pro 1
ml aus:

- 850 Einheiten Thrombin in 850 uyl CaCl-L6sung (40 mmol/l)

- 100 pl CaCl (1 M)

- 50 pl Aprotininldsung (250.000 KIU/ ml)

. Aufgrund der starken Verdunnung der Fibrinogenpraparation ist diese Losung

sehr wassrig und wird langsam fest und verteilt sich daher sehr gut in der ro-
tierenden Form. Daher kann in diesem Ansatz die Applikation von einem En-
de der rotierenden Form erfolgen. Es ist auch moglich Konstrukte langer
Segmente von mindestens 20 cm und von Segmenten mit einem inneren
Durchmesser von 2 mm herzustellen.

Applikation der Losungen also von einem Ende. Die Form rotiert bereits initial
mit 10.000-15.000 rpm (je nach Durchmesser der Form bis zu 900g). Zu-
nachst werden die Bohrungen in der Form, Uber die Uberschlssige Flussigkeit
wahrend der Zentrifugation aus der Form heraus gepresst wird, verschlossen.
Die Form wird zu 40% ihres Volumens gefullt.

. Zentrifugation bei 10.000-15.000 rpm flr 2 min. Dann werden die Bohrungen

in der Form wieder geoffnet. Gegebenenfalls muss die Form dazu kurz ange-
halten werden, um die Abdeckung der Bohrungen zu entfernen.

Danach weitere Applikation der Fibrinogen- und Thrombinlésungen (Verhalt-
nis 6:1) bei Rotation der Form mit 10.000-15.000 rpm.

. Applikation von insgesamt 8-10 ml der Fibrinogenpraparation (150-200 mg

Fibrinogen) separiert aus 50 ml Plasma.
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9. Nach vollstandiger Applikation (Dauer insgesamt ca. 5 Minuten) weitere Rota-
tion der Form fUr weitere 15 Minuten.
10.FUr eine Heparinbeschichtung der Oberflache werden dann 1 ml Thrombinl6-
sung in die weiter rotierende Form appliziert. Die Losung besteht aus:
- 850 Einheiten Thrombin in 850 uyl CaCl-L6sung (40 mmol/l)
- 150 pl CaCl (1 M)
11.Nach weiterer Rotation der Form flr 5 min. Applikation von 1 ml Heparinlo-
sung (5.000 Einheiten Heparin pro ml).
12.Weitere Rotation der Form fur weitere 15 Minuten.
13.Anhalten der Rotation und Entnahme des Gefalles aus der Form.
In der Abbildung 7 sind Eigenschaften des so hergestellten Konstrukts gezeigt.
Durch den temporaren Verschluss der Bohrungen wirkt bereits appliziertes und
an der Wand der Form polymerisiertes Fibrin als Filter fur weiteres Fibrinogen,
das nachfolgend appliziert wird. Mit dieser Technik werden eine gleichmafige
Verteilung des Fibrins (a) und eine gleichmalige biomechanische Stabilitat der
Wand (b) erreicht. Bei dieser Technik kbnnen bis zu 250 mg Fibrinogen in eine
rotierende Form mit 100 mm Lange und 6 mm Durchmesser appliziert werden.
Damit konnen Fibrinsegmente generiert werden, die einen maximalen Bers-

tungsdruck (Burst strength) von etwa 400 mmHg aufweisen (c).

Bespiel 2
Alternativprotokoll

1. Aufbau der Rotationsform aus einer auf’eren Messinghulse, in die zwei
Halbschalen aus Teflon eingepasst werden. Die beiden Enden werden mit
jeweils einem Cuff aus Teflon, der jeweils eine zentrale Bohrung mit 3 mm
Durchmesser hat, eingeengt um einen Verlust des Fibrins an den Enden zu
vermeiden. Aufkleben von Leukopor (BSN Medical GmbH, Hamburg) von
aullen auf das Messingrohr der Form.

2. Die so praparierte Form wird in den Konnektor eines Elektromotors gescho-
ben, mit dem die Form rotiert wird.

3. Der Applikator wird aus einem Stahlrohr mit einem Durchmesser von 2,5 mm
und zwei Silikonschlauchen mit einem Durchmesser von 1 mm zusammen-
gesteckt, so dass das Ende der Schlauche etwa 2 mm uber das Ende des
Stahlrohrs hinausragen. Das andere Ende des Silikonschlauches wird Uber
Luerlock-Konnektoren jeweils an eine Spritzenpumpe angeschlossen.
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4. Fixierung des Applikators auf einem justierbaren elektrisch betriebenen
Schlitten, so dass das Ende des Applikators entsprechend der Lange der
Form freihangt. Das freihangende Ende kann dann mit dem elektrisch be-
triebenen Schlitten in die Form hineingefahren werden.

5. Aufziehen der Fibrinogenpraparation und der Aktivatorlésung in jeweils eine
Spritze, die an die Silikonschlauche im Applikator angeschlossen werden.
Verwendung einer aufgereinigten Fibrinogenpraparation (s. Beispiel 3) mit
einer Konzentration von 40-60 mg/ml. Die Konzentration des Thrombins in
der Aktivatorlosung betragt 100 Einheiten pro ml.

6. Rotation der Form mit 5.000-8.000 Umdrehungen pro min. (rpm), wahrend
mit einem Vorschub von 2 (1-3) mm pro Sekunde der Applikator von einem
Ende her in die Form hineingefahren wird. 7. Mehrmalige Wiederholung
des Schrittes 6.

Beispiel 3
Aufreinigung/ Waschen von Fibrinogen

1. Einfrieren von gewonnenem Plasma bei -20°C flir mindestens 24 Stun-
den.

2. Auftauen des Plasmas bei Raumtemperatur.

3. Zentrifugation des vollstandig aufgetauten Plasmas bei 200-300 g fur 3
Minuten.

4. Vollstandiges Abnehmen des uberstehenden Plasmas und Resuspension
des Fibrinogen-/Proteinpellets aus 50 ml Plasma in 20 ml Aqua ad
iniectabilia, das fur mindestens 24 Stunden bei -20 °C eingefroren.

5. Die eingefrorene Fibrinogen-/ Proteinsuspension wird bei Raumtempera-
tur aufgetaut. Die vollstandig aufgetaute Suspension wird bei 200-300 g
fur 3 Minuten zentrifugiert.

6. Vollstandige Abnahme des Uberstandes und Resuspension des noch
wassrigen Fibrinogenpellets im Wasserbad bei 37°C ohne weitere Zugabe

von Flussigkeit.

Beispiel 4

Protokoll zur Generierung eines Gewebepatches im Druckbehalter
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Die Fibrin-haltige und die Thrombin-haltige LOsung werden simultan unter
gleichzeitiger Durchmischung in einem entsprechenden Applikator in eine Form
gegeben, so dass das Verhaltnis von Thrombin (Einheiten pro ml) zu Fibrinogen
(mg pro ml) in einem Bereich von 1:1 bis 10:1 liegt.

GroRe und Form der Form sind variabel. Die Form erlaubt die Zufuhr von
Druckluft bis zu einem Druck von 15 bar. Eine por6se Grundplatte der Form er-
moglicht das Entweichen von Flussigkeit wahrend der Durckbeaufschlagung.

Die Druckbeaufschlagung erfolgt in einer Ausfuhrungsform wahrend der
Polymerisierung des Fibrins. In einer Ausflhrungsform erfolgt die Druckbeauf-
schlagung im Wesentlichen nach der Polymerisierung des Fibrins.

Die Druckbeaufschlagung erfolgt mittels Druckluft flachig auf die Oberfla-
che der aufgebrachten Zusammensetzungen, mit einem relativen Druck von
mindestens 1 bar, wie mindestens 5 bar, mindestens 10 bar, wie mindestens 15
bar fur 10 Minuten wie mindestens 20 Minuten wie mindestens 60 Minuten.

Nach der Druckbeaufschlagung wird die fertige Fibrinmatrix von der
Grundplatte entfernt.

Beispiel 5
Zur Lagerung werden die Fibrinsegmente dehydriert. Dies kann durch Kryokon-
servierung, Gefriertrocknung oder Vakuumtrocknung oder einfache Trocknung in
trockener Luft erfolgen.
Beispielprotokoll flr die Dehydrierung eines Fibrinsegments in trockener Luft:
1. Das in einer Rotationsform generierte Fibrinsegment wird auf einen Tro-
kar (im Beispiel 3 mm Durchmesser) aufgefadelt.
2. Trokar und Fibrinsegment werden aufrecht in einen Behalter gestellt, an
dessen Boden 20 g Salz gefullt sind.
3. Wechsel des mit Salz befullten Behalters alle 24 Stunden.
4. Dehydrierung Uber 72 Stunden.
5. Lagerung in einem sterilen Behaltnis (nicht mit Salz befullt) bei Raumtem-
peratur.
Fur die Implantation werden die dyhydrierten Fibrinsegmente dann in physio-
logischer Kochsalzlésung rehydriert. Alternativ kommen auch andere FlUssigkei-
ten wie Kalziumchloridldsung in Betracht. Durch die Dehydrierung kommt es zu
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einer weiteren Verdichtung des Fibrins mit einer erheblichen Verbesserung der
biomechanischen Eigenschaften, die nach Rehydrierung nicht oder nur teilweise
wieder verloren gehen (Abbildung 8). Die Dehydrierung/ Trocknung des Fibrins
fuhrt zu einer weiteren Verdichtung des Fibrins. Die Analyse der Fibrinstruktur
anhand histologischer Schnitte zeigte, dass nach Dehydrierung und nachfol-
gender Rehydrierung die Zwischenraume (Trabecular space) zwischen den Fibr-
infibrillen signifikant abgenommen hat sowohl was die Grolke der Zwischenrau-
me im Mittel als auch deren maximale GroRe angeht (a). Gleichzeitig hat die
Zahl der Querverbindungen im Vergleich zu verdichtetem Fibrin, das nicht dehy-
driert worden ist signifikant zugenommen (b).

Die De-/ Rehydrierung fuhrt dementsprechend auch zu einer weiteren Zu-
nahme der Stabilitat der Segmente. Aus 250 mg Fibrinogen kdnnen damit Fib-
rinsegmente mit einem Berstungsdruck (Burst strength) von etwa 700 mmHg
hergestellt werden (c).

Entsprechend behandelte Fibrinsegmente weisen im Druckbereich bis 200
mmHg sogar vergleichbare biomechanische Eigenschaften hinsichtlich der Elas-
tizitat auf wie eine native Arterie. Bislang konnten wir zeigen, dass dehydrierte
Fibrinsegmente fir mindestens 6 Monate bei Raumtemperatur gelagert werden
konnen (Abbildung 9). Eine deutliche langere Lagerbarkeit bei 4°C ist zu erwar-
ten.

Die Dehydrierung und nachfolgende Rehydrierung fihrt zu einer Verbes-
serung der biomechanischen Eigenschaften der Fibrinsegmente. Bis zu einem
Druck von 200 mmHg weisen diese Fibrinsegmente sogar eine vergleichbare
Elastizitat auf, wie eine native A. carotis. Diese Eigenschaften bleiben auch
nach sechsmonatiger Lagerung bei Raumtemperatur erhalten, siehe Abbildung
9.

Die Besiedlung einer azellularen Tragerstruktur mit autologen
(=korpereigenen) Zellen des Empfangers hat sich in den letzten Jahrzehnten als
ein Grundprinzip des Tissue Engineerings etabliert. Damit soll erreicht werden,
dass die Implantate vom Organismus als kdrpereigen erkannt werden und dem
korpereigenen Remodeling unterliegen. Bei kardiovaskularen Implantaten soll
durch die Besiedlung der Oberflache mit Endothelzellen zudem die Thromboge-

nitat des Implantats verringert werden. In einer in vivo-Studie wurden nicht be-
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siedelte azellulare Fibrinsegmente als Ersatz der A. carotis im Schaf implantiert.
Bei Explantation der Segmente nach 6 Monaten waren alle Implantate durch-
gangig. Die histologische Aufarbeitung der explantierten Fibrinsegmente zeigte,
dass diese nach Implantation in vivo einem ausgepragten Remodeling unterlie-
gen. Aus dem umgebenden Gewebe wandern Zellen (unter anderem Endothel-
zellen und glatte Muskelzellen) in das Fibrin ein und ordnen sich entsprechend
dem Aufbau einer Gefallwand an. Das Lumen wurde durch eine Endothelschicht
ausgekleidet. Das Fibrin wird durch andere Matrixproteine wie Kollagen ersetzt.
Diese Ergebnisse zeigen, dass es keiner Besiedlung der Fibrinsegmente vor
seiner Implantation als Gefaldersatz bedarf. Zur Verringerung der Thrombogeni-
tat wird lediglich Heparin an der luminalen Oberflache gebunden.
Das auf die Besiedlung der Fibrinsegmente verzichtet werden kann bietet
mehrere Vorteile:
- Die Fibrinsegmente konnen leichter hergestellt werden, da die sonst noti-
gen Besiedlungsschritte entfallen.
- Die Fibrinsegmente nicht mehr individualisiert, d.h. sie werden nicht mehr
individuell fir einen Empfanger hergestellt.
- Die azellularen Fibrinsegmente konnen gelagert werden.
Im Vergleich mit dem derzeitigen Stand der Technik muss letzterer in zwei
Gruppen unterschieden werden:
- Synthetische Gefallprothesen (z.B. aus den Materialien Dacron oder Po-
lytetrafluorethylen).
- Besiedelte bioartifizielle Gefalersatzstlcke.
Gegenulber den synthetischen Gefalprothesen bieten die entwickelten azellula-
ren Fibrinsegmente den Vorteil, dass sie nach Implantation in vivo einem Remo-
deling also den korpereigenen Umbau- und Reparaturmechanismen unterliegen.
Damit kann im ldealfall ein Langzeitverlauf wie der einer nativen Arterie erwartet
werden. Der groRe Vorteil gegenuber besiedelten bioartifiziellen Gefallersatz-
stucken ist die Lagerbarkeit. Auf diese Weise konnen Gefalersatzsticke auf
Vorrat produziert und vor Ort gelagert werden. Ein entscheidender Vorteil im
Hinblick auf eine klinische Nutzung.

Beispiel 6 Vergleich statisches Konstrukt und erfindungsgemafies Konstrukt
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Die biomechanische Stabilitat wurde mit Hilfe der Software Boned /
ImagedJ, www.bonej.org untersucht. Die Untersuchungen wurden an histologi-
schen Schnitten durchgeflhrt. Die Ergebnisse sind in Figur 6 dargestellt. Die
Fliehkrafte in der rotierenden Form fuhren zu einer Verdichtung des applizierten
Fibrins (verdichtetes Fibrin) im Vergleich zu einer Fibrinmatrix, die unter stati-
schen Bedingungen generiert wurde (statisch). Die Zwischenraume zwischen
den Fibrinfibrillen (Trabecular Space) werden sowohl im Mittel als auch in der
maximalen Grole kleiner (a). Das fuhrt zu einer Zunahme der Quervernetzung

zwischen den Fibrillen (b).

Beispiel 7 Biomechanische Eigenschaften von Fibrin-Patches

Die gemalR Beispiel 2 hergestellten Fibrin-Patches wurden auf ihre bio-
mechanischen Eigenschaften hin untersucht. Hierzu wurden druckbeaufschlagte
Fibrin-Patches mit nicht druckbeaufschlagen Fibrin-Patches untersucht, wobei
die Druckbeaufschlagung 6 bar fur 20 Minuten betrug.

In der Abbildung 10 ist der Effekt der Verdichtung in Bezug auf Zugkraft,
Dichte und Zugfestigkeit dargestellt. Es konnte gegenuber den nicht verdichte-
ten Fibrin-Patches eine verbesserte Zugkraft und insbesondere Zugfestigkeit
(nahezu Vervierfachung) erreicht werden. Weitere Untersuchungen ergaben,
dass Patches mit steigender Fibrinkonzentration eine groRere Zugkraft aufwei-
sen.

Die untersuchten Fibrin-Patches wurden dabei gleichzeitig gegossen, ein
Teil wurde ohne Druckbeaufschlagung, ein Teil mit Druckbeaufschlagung auspo-
limerisiert, wobei bei beiden Patches die Moglichkeit gegeben wurde, dass FlUs-

sigkeit abflielen kann.
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Patentanspriiche:

Verfahren zur Herstellung eines bioartifiziellen und azellularen Konstrukts

auf Fibrinbasis mit den Schritten:

- Bereitstellung einer Fibrinogen-haltigen und zellfreien Zusammenset-
zung;

- Bereitstellung einer Thrombin-haltigen und zellfreien Zusammenset-
zung;

- Aufbringen der Fibrinogen-haltigen zellfreien und der Thrombin-haltigen
zellfreien Zusammensetzungen auf eine Oberflache;

- Druckbeaufschlagung der auf der Oberflache aufgebrachten Mischung
der Zusammensetzungen zumindest solange, bis die Fibrinbildung im
Wesentlichen abgeschlossen ist;

- Entfernen des azellularen bioartifiziellen Konstrukts auf Fibrinbasis von
der Oberflache.

Verfahren zur Herstellung eines bioartifiziellen und azellularen Konstrukts
auf Fibrinbasis nach Anspruch 1, wobei das Aufbringen der Zusammenset-
zungen in eine rotierende Hohlform erfolgt und die Druckbeaufschlagung
durch Rotation der Hohlform erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Rotation der Hohlform wahrend des
Einbringens und der Fibrinbildung derart erfolgt, dass an der Oberflache

mindestens 600g vorliegen.

Verfahren zur Herstellung eines bioartifiziellen und azellularen Konstrukts
auf Fibrinbasis nach Anspruch 1, wobei die Beaufschlagung flachig auf die
auf der Oberflache aufgebrachten Zusammensetzungen erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Druckbeaufschlagung mit einem re-
lativen Druck von mindestens 1 bar, wie mindestens 5 bar erfolgt.
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Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei die Zusammenset-

zungen, zusammen oder getrennt, mehrfach aufgebracht werden.

Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 6, wobei als Zusammensetzun-
gen, die die oberste Schicht ausbilden, zuerst eine Thrombin-haltige Zu-
sammensetzung aufgebracht wird und anschlieend eine Heparin-haltige

Zusammensetzung.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriche, wobei die Fibrinogen-
haltige Zusammensetzung eine ist, wobei das Fibrinogen aus Plasma er-

halten ist.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriche, wobei die aufgebrachte
Schicht eine Dicke von mindestens 0,5 mm, wie mindestens 1mm aufweist,

wie mindestens 1,5mm.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriche, wobei mehrere Schichten
nacheinander aufgebracht werden und wobei diese Schichten unterschied-
liche Anteile an Thrombin-haltiger Zusammensetzung und Fibrinogen-
haltiger Zusammensetzung aufweisen kdnnen und/oder wobei mindestens
eine Fibrin-haltige Schicht aufgebracht wird und mindestens eine nicht-
Fibrin-haltige Schicht, insbesondere andere biologische Materialien oder
synthetische Materialen aufweisende Schicht, aufgebracht wird.

Verfahren nach einem der Ansprlche 2 bis 10, wobei wahrend des Rotati-
onsverfahrens FlUssigkeit ber Bohrungen durch eine semipermeable
Membran abgefuhrt wird.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, wobei die Fibrinogen-
haltige Zusammensetzung eine Losung ist, die Fibrinogen in einer Konzent-

ration von maximal 60 mg/ml, wie maximal 20mg/ml aufweist.
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Bioartifizielles, azellulares Konstrukt auf Fibrinbasis erhaltlich mit einem

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12.

Bioartifizielles, azellulares Konstrukt auf Fibrinbasis nach Anspruch 13,

wobei dieses als Patch oder als rohrenférmiger HohlkGrper ausgebildet ist.

Bioartifizielles, azellulares Konstrukt auf Fibrinbasis nach Anspruch 13 oder
14, wobei dieses ein Implantat, ein Knorpelersatz, eine Matrix flr in vitro

Herstellung von Gewebeersatz oder eine Gefaliprothese ist.

Verwendung eines bioartifiziellen, azellularen Konstrukts erhaltlich mit ei-
nem Verfahren der Anspriche 1 bis 12 als Implantat, Knorpelersatz, Matrix

fur in vitro Herstellung von Gewebeersatz oder Gefallprothese.

Verfahren zur Implantation eines bioartifiziellen, azellularen Konstrukts in
einem Individuum umfassend den Schritt des Implantierens des Konstruk-

tes nach einem der Ansprtche 13 bis 15 in das Individuum.
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