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Produkte zur Bakterientoxinbindung und Elimination bei der
Behandlung von drtlichen Infektionen und ihre Herstellung

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Material zur Behandlung von lokalen
bakteriellen Infektionen sowie die Verwendung dieses Materials im
Wundmanagement.

Infektionen allgemein, aber ganz besonders oértliche, chronisch-infizierte
Wunden stellen in der Geschichte der Heilkunst seit ihrem Beginn
(Hippokrates, 460-370 v. Chr.) und bis heute ein ernsthaftes medizinisches
Problem dar, das auch eine geselischaftliche Dimension erhalt, wenn man
bedenkt, dass alleine in Deutschland etwa 2 - 3 Millionen Menschen unter
schlecht heilenden bzw. nicht heilenden Wunden leiden. Zu dem
personlichen Leid betroffener Patienten, das sich {iber viele Jahre erstrecken
kann, sind es bemerkenswerte ca. 2 % des Gesamtgesundheitsbudgets, die
in Deutschland jahrlich fiir ortlich begrenzte Infektionen und schlecht
heilende Wunden aufgebracht werden. ™ In den USA belduft sich der
Aufwand hierfir auf ca. 40 Milliarden US Dollar pro Jahr. Bei einer
steigenden Lebenserwartung von ca. 2 bis 3 Monaten pro Jahr wird sich
dieses Problem — ohne messbaren Fortschritt in der Behandiung — weltweit
noch weiter verstarken.

Die Wundheilung ganz allgemein, aber besonders die im kutanen Bereich,
zahlt zu den komplexesten Vorgdngen des menschlichen Korpers
Uberhaupt.'23

Normalerweise erfolgt die Wundheilung in bestimmten Phasen, die aber
vielfaltig gestért und in ihrem Ablauf verzégert werden kdnnen, bis hin zur
Entwicklung chronisch nicht heilender Wunden. In der ersten, der exsudativ-

inflammatorischen Phase leitet sich der Verlauf zur Heilung oder zu einer
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gestorten Heilung ein. Diesem ersten Heilungsabschnitt folgen dann, wenn
er erfolgreich verlduft, die proliferative Phase und spater die Phase des
Tissue Remodeling. 2

Die Behandlung von tiefliegenden, aber auch von oberflachlichen,
besonders von kutanen Wunden hat sich in den letzten zwei Dekaden
deutlich geandert. So ist ein Austrocknen von Wunden unter der Vorstellung
der Vermeidung von Infektionen (berholt, da dieses zu Stérungen der
Gewebereparatur und somit zu einer verlangsamten Wundheilung fiihrt. Ziel
der heutigen modernen Wundtherapie ist es vielmehr, ein physiologisches
Wachstums- und Heilungsmilieu im Bereich der Wunde zu garantieren, um
hierdurch pathologische Wundheilungsmechanismen und -prozesse zu
verhindern. 34

Ein erster Schritt hierbei war die Einfilhrung von hydroaktiven Wundauflagen
zur Regulation des Feuchtigkeitshaushalts im Wundgebiet. Trotz der grof3en
Vielfalt der zu diesem Zweck angebotenen Produkte von Wundauflagen und
unterschiedlichsten Drainagen (Endosponagen) bis hin zur
Vakuumbehandlung ist die Uberlegenheit einzelner iiber andere bislang aber
nicht evidenzbasiert nachgewiesen. ©®® So gibt es bislang auch noch keine
verbindlichen  Leitlinien zur  Standardisierung eines  modernen
Wundmanagement. Dieses erklart sich zum Teil dadurch, dass jede
Wundbehandlung ihrer Komplexitat wegen grundséatzlich individualisiert zu
sein hat und auf den jeweiligen Patienten anzupassen ist.

Eine Wunde ist definiert als der Verlust der Integritdt eines Organs durch
exogene oder endogene Einflisse. Abhangig von der Art der Wunde, von
lokalen Wundfaktoren, von systemischen Mediatoren und
zugrundeliegenden Ursachen (Verletzungen, Verbrennungen etc.), kann die
Wundbehandlung einen interdisziplindren therapeutischen Ansatz zwingend
erfordern.
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Ist der physiologische Ablauf der Wundheilung besonders in der Phase der
Exsudation und beginnenden Granulation gestort, entwickelt sich zumeist
auf dem Boden einer prolongierten Entziindungsreaktion eine chronische
Wunde. Das physiologische Exsudat einer Wunde ist in der Regel durch die
Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten gekennzeichnet, durch
signifikant erhdhte Konzentrationen von Zytokinen bzw. Chemokinen (IL-1,
IL-6, IL-8, TNF-a u.a.) durch Proteasen und Elastasen, sowie durch
Wachstumsfaktoren (FDGF, PDGF), die zusammen fiir die ungestorte
Proliferation von Fibroblasten zur Wundabdeckung notwendig sind. ©

Eine mikrobielle Besiedelung der Wunde filhrt nachhaltig zur Stérung des
physiologischen Milieus und beeinflusst darliber hinaus den
immunologischen Status in loco. Dieses hat zu einer immer intensiveren
Anwendung von Antiseptika (Silber, Jod u. a.) sowie zu einer fast
ungebremsten Verabreichung von Antibiotika bei der Wundbehandiung
gefihrt. Es war aber zu erwarten und ist unverkennbar, dass die
unkontrollierte Anwendung solcher Substanzen durch ihre Zell- und
Organtoxizitdt auch zu erheblichen medizinischen Problemen @® und vor
allem zur Entwicklung multiresistenter Bakterienstamme (MRSA, ORSA oder
VRE) fihrt. Dariiber hinaus provozieren die erforderlich hohen
Gewebespiegel solcher Substanzen haufig unerwiinschte Wirkungen bis hin
zu schweren Allergien zur Zelltoxizitdt und schweren Organschaden. ©¢'9 So
besteht heute ein allgemeiner Konsens dariiber, dass die Wirksamkeit dieser
Substanzen nur dann aufrechterhalten bleiben kann, wenn deren Umgang
sensibel kontrolliert und deren Einsatz nicht langfristig oder prophylaktisch
betrieben wird.

Von Uberragender pathophysiologischer Bedeutung bei der Entwicklung
chronisch infizierter Wunden, seien sie oberflachlich, tief oder im
abgekapselten Fokus gelegen, sind meist nicht die Bakterien selbst, sondern
vielmehr deren Toxine, die durch Abtétung der Bakterien entstehen und
negative bis schwere lokale sowie systematische Reaktionen auslésen

kénnen. In Abhédngigkeit vom Immunstatus des Patienten und der
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Konzentration der Bakterientoxine ben diese nicht nur einen negativen
Einfluss auf die Wundheilung selbst aus, sondern unterhalten die lokalen
Entzindungsprozesse und kdnnen sich in dem Gesamtkdrper ausbreiten,
was oft sehr schnell zu einem Organversagen, einem Multiorganversagen
bis hin zum septischen Schock fiihren kann. An dieser Komplikation sterben
auch heute noch nahezu 50 % aller betroffener Patienten. (' Bereits 100 ng
eines bakteriellen Toxins kdnnen beim Menschen erhebliche Wirkungen
zeigen, wenige Mikrogramm kénnen dessen Tod herbeifiihren.

Durch die typische Besiedelung Gram-positiver als auch Gram-negativer
Bakterien auf der Korperoberfliche kommt es bei Hautverletzungen und
-verbrennungen zu Komplikationen, die insbesondere durch Staphylococcus
aureus oder Pseudomonas aeruginosa hervorgerufen werden.

In loco filhrt die Anwesenheit von bakteriellen Toxinen (wie
Lipopolysaccharide [LPS] gram-negativer Bakterien und/oder
Lipoteichonsauren [LTA] gram-positiver Bakterien meist in Kombination)
neben der Aktivierung der Gerinnungskaskade, der Beeintrachtigung der
Fibrinolyse auch zur Freisetzung von lysosomalen Enzymen und von
Peroxid-Radikalen. Dies resultiert in einer massiven Verschiebung des
Mediatoren-Gleichgewichts im  Wundexsudat. In den komplexen
Entziindungsvorgangen und Reparationsprozessen kommt den Zytokinen,
den Immunmodelatoren und den Wachstumsfaktoren gemeinsam eine
bedeutende regulative Funktion zu. Erhdhte Konzentrationen an
Bakterientoxinen flihren zur Aktivierung von Monozyten, Endothelzellen und
neutrophilen Granulozyten. In der Folge kommt es zu einer vermehrten
Expression von proinflammatorischen und immunmodulatorischen Zytokinen
(IL-1B, TNF-a), weiterer Entziindungsmediatoren (Histamin, Kininen,
Stickstoffoxiden) sowie zu einem Apoptose-Ungleichgewicht zugunsten der
Apoptose-fordernden Mitglieder der Bcl-2 Gruppe. ?3'2 Dieses erklart die
negative Wirkung von Bakterientoxinen auf das Wundwachstum von
Fibroblasten wie auch auf die Reduktion der Blutzufuhr und damit auf die
Negativbilanz der Sauerstoffversorgung der infizierten Wunde. @3
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Die Besiedelung einer Wunde besonders mit Problemerregern verzdgert
also nicht nur die Wundheilung durch die direkten Folgen wie Eiterbildung
oder Gewebezersetzung, sondern und besonders auch durch die
Freisetzung von LPS und LTA - als Folge der antibakteriellen und
bakteriziden Therapie — den gesamten Heilungsverlauf und 16st vielfaltige
Komplikationen aus.

Um das therapeutische Ziel — die pathologisch wirksame Konzentration an
bakteriellen Toxinen im Wundgebiet zu minimieren - gab es in der Strategie
des modernen Wundmanagements bislang kaum wirksame therapeutische
Ansatzpunkte. Auch eine Renaissance alter Verfahren wie Silberionen,
Behandlung mit Maden, Behandiung mit Bienenhonig, Auflagen mit
Aktivkohle usw. einzeln oder in Kombination auch mit modernen Antibiotika
ist ohne nachweisbaren Nutzen hinsichtlich der Reduktion der pathologisch
wirksamen Konzentration an bakteriellen Toxinen im Wundbereich
geblieben.

Die der Erfindung =zugrundeliegende Aufgabe war es daher, die
Konzentration von Bakterientoxinen lokal durch geeignete Materialien
nachhaltig zu reduzieren, ohne gleichzeitig das physiologische Milieu der
Wunde, d. h. die natirlichen Konzentrationsverhéltnisse der biologischen
Mediatoren im Wundexsudat negativ zu beeinflussen oder deren Wirkung
durch lbermaRigen Flussigkeitsentzug zu stéren und damit der
Wundheilung entgegen zu wirken. Es war das Ziel des Vorhabens, die
Bakterientoxine von Beginn der Infektion an zu binden und dadurch zu
entscharfen ohne das physiologische Wundmilieu nachhaltig zu &ndern. Es
war ferner das Ziel, die im Rahmen der Antibiose immer zu erwartenden
unerwiinschten Wirkungen der Bakterientoxine zu minimieren. Obgleich die
Verwendung der beanspruchten Materialien hauptsachlich auf die ortliche
Behandlung von Hautwunden zielt, gilt dies gleichermallen fiir deren
Anwendung in jeglichen infizierten Wundgebieten bis hin zu Abzessen in
Kérperhéhlen, Organen oder im  Knochengewebe  (Peritonitis,
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Pleuraempyem u. a.). Es ist zu erwarten, dass die Adsorption und
Elimination von Bakterientoxinen u. U. auch anderer toxischer Substanzen
vor Ort dhnlich dem systemisch angewandten SAFE-Konzept (EP 1 602
387), das ,Outcome“ betroffener Patienten hinsichtlich Morbiditat und
Mortalitat deutlich verbessern wird.

Geldst wird diese Aufgabe durch die Bereitstellung eines Materials zur

Behandlung von lokalen bakteriellen Infektionen, insbesondere zur

Pravention oder Behandlung von schadlichen Auswirkungen von lokalen

bakteriellen Infektionen, welches dadurch gekennzeichnet ist, das es

a) ein Mittel zur Absorption von bakteriellen Lipopolysachariden (LPS)
oder/und Lipoteichonsauren (LTA) aufweist, welches gegebenenfalls in
Kombination eingesetzt wird mit

b) einem Wundauflagematerial oder einem Tragermaterial fiir a), welches
fir die Anwendung im menschlichen Kérper geeignet ist.

Das erfindungsgemaRe Material ist konzipiert als Mehr-Komponenten-
System: Einem Trager, der sich durch eine hohe Oberflache auszeichnet,
entweder verkniipft, vernetzt oder als Partikel und der durch eine spezifische
Oberflichenbehandlung selektive, absorbierende Eigenschaften hinsichtlich
bakterieller Toxine wie LPS und LTA besitzt. Ein solches Produkt kénnte, als
zusitzliche Komponente eingefiihrter auch neuerer Wundauflagen™® oder
auch isoliert als Sofortbehandlung nach einer Operation zuséatzlich in die
Infekthdhle eingebracht werden.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, dass bei der
Behandlung von infizierten Wunden chromatographisch wirksame
Adsorbentien, welche bakterielle Toxine binden, zum einen negative
Einflisse dieser Toxine, wie sie oben dargestellt sind, verhindern oder
verringern kénnen. Durch die adsorptive Bindung und damit Entfernung
insbesondere der Endotoxine von gram-negativen Bakterien, der
Lipopolysaccharide LPS, und auch der Toxine von gram-positiven Bakterien,
der Lipoteichonsdure LTA, aus dem Wundmilieu wird es ermdglicht, im
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Bereich der Wunde eine erhebliche Verbesserung der pathophysiologischen
Umstidnde  herbeizufihren, sodass die natirliche Wundheilung
weitestgehend ungehindert fortschreiten kann.

Ferner wurde festgestellt, dass mithilfe der erfindungsgeméafen Materialien
zwar eine Entfernung der schadlichen bakteriellen Toxine in &uBerst
effektiver Weise ermdglicht wird, dagegen aber das physiologische Milieu
der Wunde insbesondere im Hinblicke auf die Konzentrationsverhaltnisse
der biologischen Mediatoren im Wundexsudat, jedoch auch im Hinblick auf
das chemische Milieu des Wundsekrets nicht oder auflerst geringfligig
negativ beeinflusst wird.

Weiter konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung festgestellt werden,
dass die Wundheilung auch dann positiv beeinflusst wird, wenn keine anti-
mikrobiellen Substanzen eingesetzt werden. Ganz in Gegenteil zu der bisher
Uberwiegend angewandten antibiotischen Behandlung von infizierten
Wunden kann namlich durch Malnahmen der vorliegenden Erfindung
vermieden werden, dass der Heilungsprozess durch die Freisetzung von
bakteriellen Toxinen in der Folge einer Antibiose negativ beeinflusst wird.
Soweit es dennoch angezeigt erscheint, Antibiotika lokal einzusetzen, kann
bei Verwendung der erfindungsgemafen Materialien vermieden werden,
dass eine massive, lokale Freisetzung von bakteriellen Toxinen zum Ubertritt
dieser Toxine in den Blutstrom und damit in den gesamten Kérper des
Patienten flhrt, was die bekannte Folgekaskade auslést, die Uber
Aktivierung von Mediatoren teilweise autoimmun-destruktiv voranschreitet
und zu septischen Erscheinungsformen bis hin zum septischen Schock und
Tod des Patienten fiihren kann.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann jegliches
Wundauflagematerial/Tragermaterial verwendet werden, welches fiir die
betroffene Wundsituation geeignet ist. Fir eine Anwendung an
oberflachlichen Wunden kommen dazu alle gangigen
Wundauflagematerialien in Betracht, welche die Heilung der Wunde férdern.
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Derartige Materialien sind keimfrei, bevorzugt steril und nicht flusend. Die
Wundauflagematerialien sollten einen mechanischen Schutz der Wunde
gewabhrleisten, wobei eine mdglichst geringe Einschrankung der Mobilitat
des Patienten gewahrleistet bleiben sollte. AuBerdem sollten die
verwendeten Wundmaterialien mdglichst nicht am Wundgrund anhaften.
Insbesondere sollten die verwendeten Wundauflagematerialien einen
Gasaustausch ermdglichen und eine angemessene Exsudataufnahme
gewahrleisten, um eine unerwinschte Bildung von feuchten Kammern zu
verhindern.

Prinzipiell sind sowohl Materialien zur feuchten, als auch zur trockenen
Wundbehandlung einsetzbar.

Materialien zur trockenen Wundbehandiung sind dem Fachmann bekannt.
Diese sogenannten ,passiven Wundauflagen* decken die Wunde in erster
Linie ab und saugen Exsudat auf, greifen jedoch nicht in den
Wundheilungsprozess ein. Bei Verwendung derartiger Materialien zur
trockenen  Wundbehandlung wird das  Wundsekret in das
Wundauflagematerial aufgesaugt. Im Wundsekret enthaltene bakterielle
Toxine kénnen zur Adsorption (LPS und LTA) an Materialien der Erfindung
gebunden werden.

Bevorzugt werden in Rahmen der vorliegenden Erfindung Materialien, die zu
einer feuchten = Wundbehandlung  dienen. Diese Form  der
Verbandsmaterialien hat sich in der jlingeren Zeit besonders bewahrt.
Solche ,aktiven” Wundauflagen férdern den Wundheilungsprozess, indem
sie ein feuchtes Wundmilieu, das der Wundheilung besonders forderlich ist,
aufrechterhalten.

Geeignete Wundauflagen sind dem Fachmann ebenfalls bekannt und
umfassen unter anderem Schaumstoffe, Hydrogele, Hydrofasern,
Hydrokolloide und Alginate.
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Das feuchte Wundmilieu, weiches bei Verwendung solcher Materialien
erhalten bleibt, ermdglicht einen guten Kontakt zwischen dem Wundsekret
und dem Mittel zur Adsorption der bakteriellen Toxine (LPS und LTA) und
garantiert so die hdchste Effektivitat der Behandlung.

Neben der Behandlung von oberflachlichen Wunden sind auch interne
Wunden wie postoperative Wund- und auch Abszesshdhlen fiir eine
Behandlung mit dem erfindungsgeméRen Material geeignet. Bei derartigen
Wundverhéltnissen kann das erfindungsgemaRe Material in die Wunde oder
Hohle eingebracht und nach einer angezeigten Behandlungsdauer entfernt
werden. Wesentlich ist, wie auch bei der Behandlung der oberflachlichen
Wunden, dass die bakteriellen Toxine gebunden werden, sich nicht im
Wundmilieu verteilen und nicht in die Blutbahn gelangen. Es ist hierbei auch
denkbar, ein Tragermaterial in Form eines Drainagematerials
auszugestalten, welches ohne erneuten operativen Eingriff spater leicht
durch Herausziehen entfernt werden kann.

Das erfindungsgemaf als Komponente a) eingesetzte Mittel zur Adsorption
von bakteriellen Toxinen, LPS wund LTA, bestent aus einem
Adsorptionstragermaterial, das durch eine chemische Modifikation eine
hohe, spezifische Bindefahigkeit fir LPS und LTA erhélt.

Ahnliche Materialien sind zur Verwendung im Rahmen einer Blut- oder
Plasmapherese bereits beschrieben. Verwiesen wird hiermit auf die
entsprechende Offenbarung der Materialien in DE 44 35 612 und EP
1602387 B1, auf deren Offenbarung beziiglich der geeigneten Materialien
ausdricklich Bezug genommen wird.

Insbesondere ist es vorteilhaft, als Adsorptionstragermaterial ein solches
einzusetzen, welches eine groRtmdgliche Oberflache fiur die
chromatographische, adsorptive Bindung von bakteriellen Toxinen
Adsorptionsreaktion  bereitstellen  kann. In  einer  bevorzugten
Ausfiuhrungsform ist ein solches Tragermaterial ein Hohlfasermaterial.
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Erfindungsgemale Hohlfasermaterialien gewahrleisten eine selektive und
effiziente Elimination von bakteriellen Toxinen und sie sind in aller Regel
ohne Verlust oder Veranderung ihrer Eigenschaften mit Hitze oder gamma-
Strahlen sterilisierbar. Sie weisen auBerdem die medizinisch erforderliche
Bio- bzw. Hamokompatibilitdt auf und beeintrachtigen weder physiologische
Regelkreise noch Schutzmechanismen, wie beispielsweise das Immun-,
Komplement- oder Gerinnungssystem.

Der Fachmann kann gemaB diesem Anforderungsprofil geeignete Hohlfaser-
Adsorptionsmaterialien auffinden. Im Prinzip kénnen Hohlfasermaterialien
verwendet werden, welche aus Polyamid, Polysulfon, Polyether, Polyethylen,
Polypropylen, Polyester oder Derivaten oder/und Mischungen solcher
Polymere hergestellt wurden. In besonders bevorzugter Ausfiihrungsform
der Erfindung bestehen die Hohifasern aus Nylon.

Erfindungsgemall geeignete Hohlfasermaterialien basieren z.B. auf
Affinitdtsmembranen, wie sie u.a. im U.S. Patent Nr. 5,053,133, 5,766,908,
in der WO 96/22316 beschrieben sind. Diese Membrangrundmaterialien
kénnen nach an sich bekannten Methoden und insbesondere durch
Pfropfpolymerisation modifiziert werden, beispielhaft sei in diesem
Zusammenhang auf die WO 96/22316 hingewiesen, in der ein
entsprechendes Verfahren beschrieben ist. Andere
Derivatisierungsverfahren flr entsprechende Polymermaterialien, welche zur
Herstellung von Hohifaseradsorptionsmaterialien geeignet sind, sind dem
Fachmann ebenfalls bekannt und im Rahmen der vorliegenden Erfindung
anwendbar.

AuRer in Form von Hohlfasermaterialien kénnen die genannten geeigneten
Adsorptionstragermaterialien auch in anderer Ausgestaltung eingesetzt
werden, wie z.B. als Flachmembranen, porése Partikel, Schwamme oder
Filtermaterialien. Wesentlich fir die Wirksamkeit der erfindungsgemafen
Materialien ist, dass ihre chemische Modifikation eine gute adsorptive

Bindung von Bakterientoxinen erbringt. Ferner ist es von Vorteil, wenn eine
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gute Benetzung der Materialien durch das Wundsekret gewahrleistet ist und
die Materialien im Wundsekret eine moglichst groe Oberflache bieten. Die
(Filter-) Materialien missen also grundsétzlich fiir chromatographische
Anwendungen geeignet sein. Am besten geeignet habe sich zu diesem
Zwecke Hohlfasern, Flachmembranen und porése Partikel erwiesen.

Moderne und geeignete Membranen sind z.B. in einer Ubersicht von Liu et
al. (Journal of Biomedical Materials Research A/Aug. 2010, Vol. 94A, Issue
2, S. 499) beschrieben.

Weitere besonders gut geeignete chromatographische Tragermaterialien
sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung solche, wie sie in der EP 1 348
999 beschreiben sind. Diese Materialien weisen AusschlussgroRen von
kleiner 15.000 Da auf. LPS und LTA sind sehr grof3e Biopolymere, die bis zu
einige Millionen Dalton Molekulargewicht aufweisen kénnen. Die toxische
Substanz im Rahmen von LPS und LTA ist aber jeweils ein Lipid mit einem
Molekulargewicht von etwa 1.500 Da. Bei LPS handelt es sich um Lipid A,
welches an die Kopfseite der veresterten Zuckerpolymere von LPS
gebunden ist. Bei LTA ist die eigentliche toxische Substanz ebenfalls ein
Lipid, das gleiche chemische, ionische und hydrophobe Eigenschaften wie
Lipid A aufweist. Lipoteichonsduren bestehen aus einer hydrophilen Kette
aus Alditolphosphaten und einem Glycolipid, welches die Kette in der
Membran der Bakterien verankert.

Bei der Wundinfektion kommt es in der Regel zu einem enzymatischen
Abbau von LPS und LTA, bei dem die toxischen Lipide freigesetzt werden
und so ihre negativen Auswirkungen verursachen. Es sind vornehmlich
Hydrolyasen, die fir diesen Abbau verantwortlich sind.

Um zu vermeiden, dass durch das Adsorptionsmaterial fiir die Wundheilung
wichtige Makromolekile aus dem Wundsekret entfernt werden, ist es von
groBRem Vorteil, wenn in das eingesetzte Material keine Makromolekiile
eindringen kdnnen, es aber dennoch in der Lage ist, das toxische Prinzip
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von LPS und LTA - die jeweiligen Lipide — chromatographisch aufzunehmen
und Uber die immobilisierten Liganden Modifikation des Materials selektiv zu
binden.

Dies wird ermdglicht bei Verwendung von Materialien mit AusschlussgréRen
von kleiner als 100.000 Da, vorzugsweise kleiner 50.000 Da. und besonders
bevorzugt kleiner 15.000 Da.

Das erfindungsgemaRe Mittel zur Absorption von LPS und LTA weist als
chemische Modifikation eine solche auf, die es erméglicht, LPS und LTA
selektiv und effektiv zu binden und somit aus dem Wundsekret aufzunehmen
bzw. aus dem reaktiven Wundraum zu entfernen. Das Tragermaterial ist
hierzu modifiziert, weist also Liganden auf, welche LPS und LTA binden.
Bevorzugt wird mittels einer Propfpolymerisation eine Gruppierung
eingebracht, die gute Bindungseigenschaften fiir LPS oder/und LTA
aufweist.

Derartige Materialien sind z.B. aus EP 1 602 387 bekannt.

Als wiederum besonders bevorzugt hat es sich erwiesen, zur Bindung von
LPS oder LTA bzw. deren Lipide Anionenaustauschergruppierungen
aufzupfropfen. Derartige Anionenaustauschergruppierungen sind besonders
vorteilhaft als l1&ngere Ketten ausgestaltet mit einer Vielzahl von kationischen
Gruppen, als sogenannte Tentakel. Derartige tentakelartige Fortsatze auf
dem Grundmaterial sind fahig, mehrere LPS- bzw. LTA-Molekiile zu binden,
wodurch die Effizienz des Hohlfasermaterials nochmals gesteigert werden
kann. Fir diese Modifikation des Hohlfasermaterials mittels Tentakel werden
vorzugsweise synthetische oder/und halbsynthetische oder/und natirliche
Polykationenketten eingesetzt, wobei diese Ketten in linearer oder
verzweigter Form vorliegen kénnen. Derartige Kationen- bzw.
Polykationenketten  weisen bevorzugt tertifre oder/und quartére
Amingruppen auf.
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Bevorzugte Anionenaustauschergruppen auf den Hohlfasermaterialien
schlielen Di- oder Trialkylaminoalkyl-, Di- oder Trialkylaminoaryl-, Di- oder
Triarylaminoalkyl-, Di- oder Triarylaminoaryl-, Di- oder
Trialkylammoniumalkyl-, Di- oder Triarylammoniumalkyl-, Di- oder
Triarylammoniumaryl- und Di- oder Trialkylammoniumaryl-Reste ein. Des
Weiteren sind Polymere aus positiv geladenen oder tertidre oder quartare
Aminogruppen enthaltenden Aminosauren, wie Polylysin, Polyarginin oder
Polyhistidin oder Mischpolymere oder Derivate hiervon im Rahmen der
Erfindung als  Anionenaustauschermaterialien geeignet, ebenso

Polyethylenimin.

Eine bevorzugte Anionenaustauschergruppierung enthalt
Trimethylbenzylammonium-Reste.  Eine  entsprechende  beispielhafte
Verbindung, welche als Anionenaustauschergruppierung verwendet werden
kann, ist Cholestyramin (Poly(trimethylammoniomethylstyrolchlorid-co-

divinylbenzol)).

In ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung enthalt
das erfindungsgemafle Mittel ein mit Diethylaminoalkyl- bzw.
Diethylaminoaryl-Resten modifiziertes Polyamid-Hohlfasermaterial,

insbesondere Diethylaminoethyl-Polyamid.

In Abhangigkeit von dem verwendeten Wundauflagematerial oder
Tragermaterial als Komponente b) kann das erfindungsgemafle Material als

einschichtiges Material oder als mehrschichtiges Material ausgestaltet sein.

Bei einer Ausgestaltung als einschichtiges Material werden das
Wundauflagematerial bzw. das Tragermaterial und das Mittel zur Adsorption
von LPS und LTA als eine gemischte Schicht eingesetzt. Dabei ist es
maoglich, das Mittel zur Adsorption von LPS und LTA in irgendeiner geeignet
erscheinenden Form im Wundauflagematerial/Tragermaterial darzustellen.
Je nach den Bedirfnissen der einzelnen zu versorgenden Wunde kann

anstelle von verschiedenen Materialien fur Wundauflage/Schutzmaterial und



10

15

20

25

30

WO 2012/123363 PCT/EP2012/054120

-14 -

Adsorptionsmaterial auch eine Schicht eingesetzt werden, in welcher das
Adsorptions-Tragermaterial, also z.B. das Hohlfasermaterial oder die
Flachmembran, selbst das Wundauflagematerial darstellt. Eine derartige
Ausgestaltung ist auch insbesondere bei Anwendung in Kdrperhohlrdumen
des Patienten einsetzbar. Eine Abdeckung durch ein den Wundbereich
schitzendes Material kann dann, falls gewlinscht, insbesondere bei
oberflachlichen Wunden, mithilfe einer dariiber angeordneten Schicht eines

beliebigen anderen geeigneten Wundverbandsmaterials erfolgen.

Ebenso ist es maglich, eine Schicht aus einem bekannten Wundmaterial in
Kombination mit dem Mittel zur Adsorption zu kombinieren, indem eine

gemischte Schicht aus beiden Materialien erzeugt wird.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird ein mehrschichtiges
Material eingesetzt. Hierbei ist es zum einen maoglich, eine oder mehrere
Schichten bekannter Wundverbandsmaterialien mit einer oder mehreren
Schichten des Adsorptionsmittels zu kombinieren. In dieser Ausgestaltung ist
es lediglich wichtig, dass die Materialien ausreichend Saugfahigkeit und
Durchiassigkeit fiir Wundsekret aufweisen, sodass die Kapazitaten des
Adsorptionsmaterials zur Bindung von LPS und LTA genutzt werden kénnen.
Insbesondere ist zu vermeiden, dass durch ein Material, welches nicht die
aulerste Schicht darstellt, eine Barrierewirkung fur das Wundsekret

verursacht wird.

Die erfindungsgemalen Materialien ermdglichen eine effektive Entfernung
von bakteriellen Toxinen aus Wundsekret. Es gelingt damit, diese fur die
Wundheilung, aber auch im Hinblick auf septische Reaktionen schadlichen
Substanzen einfach und effektiv zu beherrschen. Nach Verbandswechsel
sind die gebundenen bakteriellen Toxine aus dem Wundmilieu entfernt und
ein neuer Verband kann bei fortbestehender bakterieller Besiedelung

wiederum freigesetzte Toxine adsorbieren und unschadlich machen.
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Die erfindungsgemalien Materialien konnen aufgrund ihrer guten
Bindungseigenschaften fiir LPS und LTA auch in Kombination mit Antibiotika
oder anderen bakteriziden Wirkstoffen eingesetzt werden, ohne dass die
Abtotung von Bakterien durch diese Wirkstoffe und die damit
einhergehende, oben beschriebene Freisetzung der Toxine Schéden
verursacht. Somit kann eine Therapie mit Antibiotika oder anderen
bakteriziden Mitteln durch die erfindungsgemalRen Materialien unterstitzt

und damit die Wundheilung deutlich verbessert werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung
der erfindungsgemafen Materialien zur Behandlung von lokalen bakteriellen

Infektionen, insbesondere von oberflachlichen oder inneren Wunden.

In einer Ausflihrungsform der Erfindung wird dabei das erfindungsgemaRe

Material ohne weitere bakterizide Wirkstoffe eingesetzt.

In einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung wird das
erfindungsgemale Material gemeinsam mit bakteriziden Mitteln eingesetzt.
Die bakteriziden Mittel konnen dabei in das erfindungsgeméalle Material
integriert sein, indem z.B. das Material mit einer entsprechenden Losung

getrankt wurde.
Ebenfalls moglich ist es, zuerst die Wunde mit bakteriziden Wirkstoffen in
geeigneter Anwendungsform zu behandeln und dann die behandelte Wunde

mit dem erfindungsgemaflen Material abzudecken.

Andere mdgliche Formen der Behandlung sind dem Fachmann ersichtlich

und mussen hier nicht ndher erlautert werden.

Die Erfindung soll durch das folgende Beispiel veranschaulicht werden.
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Beispiel

Adsorption und Elimination von LPS und LTA aus simuliertem Wundexsudat

in Gegenwart von Zytokinen und eines Wachstumsfaktors

Das simulierte Wundexsudat bestand aus Humanalbumin (2
Gewichtsprozent), Calciumchlorid (0.02 M), Natriumchlorid (0.4 M) und
Trismethylamin (0.08 M), gelost in destilliertem Wasser. Der pH Wert wurde
auf pH 7.5 eingestelit.

Zu dem simulierten Wundexsudat wurden folgende bakteriellen Toxine,

humane Zytokine und ein reprasentativer Wachstumsfaktor hinzugefugt:

A. Lipopolysaccharide (LPS, 2 EU/mL, E.coli 055: B5 Endotoxin; Fa.
BioWhitaker)

B. Lipoteichonsauren (LTA, 1 ug/mL, Streptococcus pyogenes; Fa. Sigma
Aldrich)

C. Recombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor alpha (rh TNF-a, 10
pg/ml; Fa. Biomol)

D. Recombinantes humanes Interleukin-6 (rh IL-6, 50 pg/mL; Fa. Biomol)

E. Recombinanter humaner Platelet-Derived-Growth-Factor A (rhPDGF A;
50 ng/ml; Fa. Biomol

Ein Aliquot (5mL) des simulierten bzw. mit bakteriellen Toxinen und
humanen Zytokinen sowie mit einem Wachstumsfaktor versetzten
Wundexsudats wurde mit jeweils 100 mg der nachstehend aufgefiihrten
Adsorbentien versetzt, flir 4 Stunden bei 37°C inkubiert und danach bei
1000g abzentrifugiert.

Verwendete Adsorbentien:
1. Cholestyramin (Quantalan, Bristol Meyer Squibb)

2. LiChrospher XDS DEAE (entsprechend EP 1019188 A1; E.Merck
KGaA)
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3. Toyopearl DEAE (M-grade; Tosoh Bioscience)
4. DEAE-modifizierte Polyamid-Hohlfaser (entsprechend DE 10258944
A1; B.Braun Melsungen AG)

Die verwendeten Adsorbentien (1-4) besitzen die nachfolgend aufgefuhrten,

mittleren Porendurchmesser. 1) 2 nm; 2 ) 6 nm; 3) 100nm; 4) 500um.

Die dem simulierten Wundexsudat hinzugefligten Stoffe (A-E) haben
folgende Molekulargewichte: A und B) gemeinsame Lipid A Untereinheit ~
2000 Dalton; C) ~ 50000 Dalton; D) ~ 25000 Dalton; E) ~ 30000 Dalton.

Bestimmungsmethoden:

LPS wurde mit Hilfe des chromogenen kinetischen Limulus-Amoebocyten-
Lysat Tests (LAL-QCL, Fa. Cambrex) bestimmt.

Der Nachweis von LTA wurde indirekt mit Hilfe eines Vollblut-
Stimulationstests  durchgefiihrt. Hierzu wurde frisch gewonnenes
heparinisiertes Vollblut eines gesunden Spenders mit dem unbehandelten
bzw. behandelten prapariertem Wundexsudat im Verhaltnis 6/1 (v/v) versetzt
und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde nach
Zentrifugation (3000 g fir 10 min.) und Gewinnung der entsprechenden
Plasmafraktion, die durch die LTA stimulierte Interleukin-6 (IL-6)
Biosyntheserate bestimmt. Rekombinantes humanes Interleukin-6 (IL-6) und
rh PDGF-A wurde mit Hilfe eines entsprechenden ELISA-Tests (Fa.Biomol
GmbH) quantifiziert.

Die Konzentration des rekombinanten humanen TNF-a wurde Uber einen
EIA-Kit (Fa. Biomol GmbH) bestimmt.

Ergebnisse:
Nach Inkubation mit dem praparierten Wundexsudat und Entfernung der

verwendeten Adsorbentien durch Zentrifugation, wurde in dem jeweiligen

Uberstand die prozentuale Abreicherung (Eliminationsrate) der zugefiigten
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Komponenten (A-E, d.h. bakterielle Toxine, Zytokine,und Wachstumsfaktor)

bestimmt.

Es ergaben sich folgende Eliminationsraten [%]:

Adsorber
1 2 3 4
LPS 95 90 90 85
LTA 95 85 90 90
TNF 10 10 75 70
[IL-6 10 15 90 80
PDGF-A 5 5 85 80
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Anspriiche

Material zur Behandlung von lokalen bakteriellen Infektionen, insbeson-

dere zur Pravention oder/und Behandlung von schadlichen Auswirkun-

gen von lokalen bakteriellen Infektionen,

dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel

a) ein Mittel zur Absorption von bakteriellen Lipopolysachariden
(LPS) oder/und Lipoteichonsauren (LTA) aufweist, welches
gegebenenfalls in Kombination eingesetzt wird mit

b) einem Wundauflagematerial oder einem Tragermaterial fur a),

welches fur die Anwendung im menschlichen Korper geeignet ist.

Mittel nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass das Wundauflagematerial zur Anwen-

dung an oberflachlichen Wunden ausgestaltet ist.

Mittel nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass das Wundauflagematerial zur Anwen-
dung bei internen Wunden, insbesondere chirurgischen Wunden sowie

abgekapselten Infektionen und Abszessen ausgestaltet ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass das Wundauflagematerial Wundfliissig-
keit und Wundsekret adsorbiert.

Mittel nach Anspruch 3 oder 4,
dadurch gekennzeichnet, dass das Wundauflagematerial als Drainage-

material ausgestaltet ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass das Material ein mehrschichtiges Mate-

rial ist.
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12.

-922.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zur Adsorption von bakteriel-
len Lipopolysacchariden und Lipoteichonsduren auf mindestens eine

Lage des Wundauflagematerials aufgebracht ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspruche,

dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zur Adsorption von bakteriel-
len Lipopolysacchariden und Lipoteichonsauren als mindestens eine ei-
gene Schicht innerhalb eines mehrschichtigen Wundauflagematerials

ausgestaltet ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zur Adsorption von bakteriel-
len Lipopolysacchariden und Lipoteichonsauren auf ein Wunddraina-
gematerial oder eine Wundtamponage als Tragermaterial aufgebracht

ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zur Entfernung von bakteriel-
len Lipopolysacchariden und Lipoteichonsduren Anionenaustauscher-
gruppierungen aus Polykationen und hydrophobe Eigenschaften auf-

weist.

Mittel nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet, dass die Polykationenketten aus syntheti-
schen oder/und halbsynthetischen oder/und natirlichen Polykationen-

ketten bestehen, welche in linearer oder verzweigter Form vorliegen.

Mittel nach einem der Anspriche 10 und 11,

dadurch gekennzeichnet, dass die Anionenaustauschergruppierungen
Di- oder Trialkylaminoalkyl-, Di- oder Trialkylaminoaryl-, Di- oder Tria-
rylaminoalkyl-, Di- oder Triarylaminoaryl-, Di- oder Trialkylammoniumal-

kyl-, Di- oder Triarylammoniumalkyl-, Di- oder Triarylammoniumaryl-,
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oder Di- oder Trialkylammoniumaryl-Reste enthalten oder Polymere
aus positiv geladenen oder tertiare oder quartare Aminogruppen ent-
haltenden Aminosauren, wie Polylysin, Polyarginin oder Polyhistidin

oder Mischpolymere oder Derivate hiervon oder Polyethylenimin sind.

Mittel nach einem der Ansprutche 10 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, dass die Anionenaustauschergruppierung Tri-

methylbenzylammonium-Reste enthalt.
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