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Beschrelbung

Die Erfindung betrift neue Zubereitungsformen
zur Verhinderung von Adhasionen von QCrganen und-
foder Organteilen.

Nach invasiven therapeutischen Eingriffen oder
im Verauf einer Erkrankung kdnnen Verklebungen
von Organen oder Organteilen zu lebensbedroh-
lichen Situationen fGhren. Die Bildung von Adhdsio-
nen wird auch nach chirurgischen Eingriffen In der
Brusthdhle oder in der Bauchhahle beobachtet. Trotz
erhGhter Anstrengungen, solche Adhisionen zu ver-
hindern, wurde bis heute keins zufriedenstellende
Behandiungsmethode gefunden.

Die Rolle der Fibrinbildung bei der Adh&sionsbil-
dung 1aBt sich wie folgt erkldren : nach invasiven the-
rapeutischen Eingriffen oder bej entzindlichen
Reaktionen kommt es zum Austritt von Plasmaprotei-
nef, wie auch von Fibrinogen und anderen Gerin-
nungsproteinen aus dem Gewebe. Das Fibrinogen
schidgt sich als Fibrin nieder. Das sich ausbildende
Fibrinnetzwerk verbindet (verklebt) dann benach-
barte Oberflachen von Organen oder anderen Organ-
tellen. Wird das Fibrin nicht aufgeldst, so bilden sich
dichte Adhésionen, die zum Beispiel zu gefahdichen
Damverschiingungen fithren kdnnen. Fibrinverkle-
bungen, die frisch gebildet worden sind, werden nach
und nach durch Fibroblasten zy festen Gewebover-
bindungen umgebaut.

Der Grad einer mdglichen spontanen Fibrinolyse
héngt von der Freigabe des Gewebeplasminogenak-
tivators (t-PA) aus dem vasculdren Endotheliumn aber
auch aus mesothelialen Zellen, wie sie im Bauchraum
vorliegen, ab. Nach einem peritonealen Eingriff
kommt es aber zu einer Reduktion derfibrinclytischen
Aktivitit in dlesen mesothelialen Zellen. Wird dadurch
die Fibrinolyse unvollstandig, so verhalten sich dje
Fibrinreste als Zentren, in welche Fibroblasten ein-
wachsen ; es bilden sich Kapillaren, die elne Fibrinad-
h&sion verursachen. Diese werden spiter durch
Collagen enthaltende Adhasionen ersetzt, wobei das
Collagen durch die Fibroblasten synthetisiert wird.

Zur Verhinderung der Bildung postoparativer
oder entziindungsbedingter Adhisionen wurde eing
systemische Verabreichung von Ibuprofen vorge-
schlagen (U.S. Patent 4.346.108) ; andere Vor-
schiage betreffen die parenterale Verabreichung von
Antihistaminen, Corticosteroiden und Antibiotika ader
die intraperitoneale Verabreichung von Dextranis-
sungen oder PolyvinylpymolidoniSsungen. Auch die
einschligige Anwendung von Streptokinase, Strepto-
domase und Urokinase wurde vorgeschlagen [vgl.
Ascherl etal., Medwalt 34, No, 13/83, Seiten 410-415;
Mund-Hoym et al., Geburtsb. u. Frauenheilkunde 44
(1984), Seiten 463-467 ; Minju et al., Acta Academiae
Medicinae Wuhan 3, (2), Seiten 77-83).

Auch Human-Fibrinolysin wurdse allein oder in
Verbindung mit anderen Medikamenten auf seine
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F&higkeit, postoperative Adhasionen zu unterbinden,
untersucht [vgl. Gazzaniga et al., Arch. Surg. Vol
110, Seiten 429-432 (1975). Holtz, The Journal of
Reproductive Medicine, Vol, 24, No. 4 (1980), Seiten
141-146, Rivkind et al., Eur. Surg. Res. (Schwsiz)
1985, Vol. 17, Nr. 4, Seiten 254-253 und Buckman et
al., Journal of Surgical Research, Vol. 20, Nr. 1, Sei-
ten 1-5] kamen zu dem Schiutt, dag die postoperative
Bildung von Adhiisionen in der Bauchhdhle mit einer
traumatisch oder ischamisch induzierten Reduktion
der Aktivitat des Plasminogenaktivators verbunden
ist.

Die daraus zu folgernde direkte topische Anwen-
dung des Gewebsplasminogenaktivators (t-PA) zur
Verhinderung postoperativer intraperitonealer Adh-
sionen wurde schliefilich in der EP-A-0227400
beschrieben. T-PA, welches im K&rper sowohl als ein-
striingiges als auch als doppelstringiges Molekiil vor-
kommt, besitzt eine hohe Affinitat fir Fibrin, welches
die Thromben aufbaut. Das natdriche t-PA jst glyco-
siliert und enthilt FettsSurereste. Alle diese Arten des
t-PA besitzen eine spezifische Affinitat for Fibrin und
aktivieren gleichzeitig das Plasminogen zu Plasmin.
Plasmin bewirkt hierbel den proteolytischen Abbau
des Fibrins. Da das Fibrin pathophysioclogisch flir die
Bildung von Adhasionen verantwortlich Ist, fihrt t-PA
zu elner Verhinderung der Adhéasionsbildung und,
gegebenenfalls, auch zur Aufidsung bereits gebilde-
ter Verklebungen, z.B. im Bauchraum nach operati-
ven Eingriffen oder nach entziindlichen Prozessen.
Das hierbei verwendete t-PA wird aus menschlichem
Gewebe isaliert oder unter Zuhifenahme der rekom-
binanten DNA-Technologie (vol. GB-A-2.119.804,
EP-A-0174835 und 0100982) gewonnen.

Geman der obengenannten EP-A-0227400 wird
tPA toplsch z.B. im Bereich der chirurgischen Einwir-
kung mdglichst glefch nach Beendigung derselben
bzw. vor dem Einsetzen der Wundheilung zur Verhin-
derung des Verklebens von Gewebs- undfoder
Organteilen oder bei aufkommenden entziindlichen
Prozessen auf die entsprechenden Bersiche aufge-
tragen, eventuell erginzend wird auch eine t-PA-
Zubereitung dber einen am Orte des Eingriffs
endenden Katheter langsam appliziert.

Beschrisben werden sterile t-PA-Zubereitungs-
formen, die einen pharmazeutisch vertriglichen Tra-
ger enthalten, z.B. eine phosphatgepufferte
Kochsalzlosung, eine isotonische KochsalziSsung
oder gereinigtes Wasser, Als organische Triger kom-
men Lipide, z.B. Phosphoripidmicellen oder -vesikel,
aber auch Dextran, Polymere, wie p-Dioxanone, Lac-
tide und/oder Glycolide in Form von adsorbierbaren
Polymeren, die mikroverkapselt oder in Salbengrund-
lagen eingebettet sind oder in einer wilrigen Lsung
eines oberflichenaktiven Stoffes, z.B. sines Polyoxy-
ethylen-polyoxypropylen-biock-copolymars oder
eines Sorbltanfetts5ureester-polyoxyethyienethers,
verliegen, in Frage. Als bevorzugte Zubereitungsfor-
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men werden solche angesehen, bei welchen t-PA in
einam Trager mit verzégerter Wirkstoff-Freigabe ent-
haltan ist, der den Wirkstoff gesteuert innerhalb von

einem bis 7 Tage freigibt. Als Trager mit verzGgerier
kontrollierter Wirkstoff-Freigabe werden adsorbier-
bare Polymere, die als Mikrokapseln oderin einer Sal-
bengrundlage  vorliasgen, insbesondere  aber
Phospholipid-Vesikel, sogenannte Liposome,
genannt,

In der WO-A-8400111 werden Zubereltungsfor-
men zur Bahandlung von Verbrannungen, Schnitten,
Wunden und Abschirfungen der &uBeren Korper-
schichten {Haut) beschrieben. Diese Zubereitungs-
formen bestehen aus einem Hitze-sterilidierbaren
wisserigen Gel, das ein pharmazeutisch anwendba-
res Glycol und ain Hitze-sterilisierbares Cellulosede-
rivat, z.B. Hydroxyethyicellulose, und,
gegebenenfalls, ein Antiseptikum oder Antibiotikum
enthalt.

Es wurde nun gefunden, daB t-PA oder rt-PA {r =
rekombinant), geldst in sinem Hydroxyethylcellulose-
gel, die Bildung von Adhasionen nahezu vollsténdig
verhindert, auch wenn dieses Hydrogel nur einmalig,
d.h, kurz nach dem chirurgischen Eingriff ader nach
einem entzindlichen Reiz auf die zu Verklebungen
und Verwachsungen neigenden Zonen aufgetragen
wird.

Zur Herstellung einer geeigneten Zubereitungs-
form wird eine mikrobiologisch reine Hydroxyethylcel-
lulose in Wasser zu einem Hydrogel gelst. Dem
Wasser kdnnen zur Isotonisierung Salze, z.B.
Natriumchlorid, aber such Puffersubstanzen, wie
Dikaliumhydrogenphosphat und Natriumdihydrogen-
phosphat, beigefGgt seln. Das vorzugsweise lyophili-
slerte t-PA oder rt-PA wird in dem sterilisierten
Hydrogel geidst, wobei dieses gebrauchsfertige
Hydrogel auch fir einige Tage bei niederen Tempe-
raturen gelagert werden kann, Fir 1&ngere Lagerzei-
ten ist es aber von Vorteil, das sterilisierte Hydrogel
und das lyophilisierte t-PA oder r{-PA in getrennten
Behiltnissen aufzubewahren und die fertige Ldsung
erst kurz vor jhrer Anwendung durch Mischung dieser
beiden Komponenten herzustslien.

Untersuchungen ergaben, dalt auch das Hydro-
xyethyicellulose-Hydrogel selbst eine adhésionsver-
hindernde Wirkung ausdbt, die bis zu 40% im
Vergleich zu Fallen, bei welchen keine derartige Pro-
phylaxe durchgefiihrt wurde, ausmacht. Das Hydro-
xyethylcellulose-Hydrogel  erfdhrt  durch  die
Anwesenheit von t-PA eine Steigerung seiner prophy-
laktischen Aktivitat.

Eine erfindungsgemaBs Hydrogelzubereltung
138t sich auch, bel reduzierter Viskositét, leicht, z.B.
durch einen Kanal an einem Endoscop, an gefahrdete
Stellen, z.B. in K&rperhdhlan, instillieren.

Ein erfindungsgemifies walkriges Hydrogel
besteht aus 1 bis 3 g Hydroxyethylcellulose, geldstin
97 bis 99 g Wasser oder physiologischer Kochsalzi-
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sung, und enthalt 0,05 bis 50 mg/ml t-PA oder rt-PA,
vorzugswelse aber 0,3 bis 10 mg/ml mit oder ohne
Zusatz von basischen Aminosdiuren, z.B. Lysin, Arge-
nin.

Als wasserlGsliche Hydroxyethylether der Cellu-
lose dienen vorzugsweise solche mit einem mitiieren
molekularen Substitutionsgrad von 1,5 bis 3,0 Hydro-
xyethylgruppen pro Anhydroglucoseeinheit. Ein
bevorzugtes Hydrogel besteht aus 2 Gew.-% Hydro-
xyathylcellulose (z.B. Natrosol 250 HXR)), gelbst in
Wasser, physiologischer Kochsalz- oder Pufferdd-
sung und enthalt 2 mg/ml t-PA oder it-PA.

Eina Mischung von 1 mg/ml rt-PA und 2 Gew.-%
Hydroxyethylcellulose in physiologischer Kochsalzla-
sung wurde vergleichend mit einar Mischung aus 2
Gew.-% Hydroxyethylceliulose in physiologischer
Kochsalzldsung und Kontrollen (nur physiologische
Kochsalz- bzw. Pufferidsung) an Kaninchen unter-
sucht. Hierbei wurden Adhéasionen erzeugt

a} durch Anbringen einer Naht in der Bauchwan-

dung nach Laparotomie und

b} durch Relzung des peritonealen Gewebes im

Bereich von Zoekum und lleum und des kKeinen

Beckens mit siner Jodldsung.

Bei der Anbringung einer Naht in der Bauchwan-
dung nach Laparotomie (Fall a) wurde das Testmate-
rial aufgebracht und die Laparotomienaht
mehrschichtig verschtossen. Dem Operateur bzw.
dem Untersucher war die Zusammensetzung des
Testmaterials nicht bekannt. Nach einer Woche
wurde in einem groBen Hautschnitt das Gebiet der
alten Laparotomienaht umschnitten und aufgeklappt,
as wurde die LAnge des adharerenden Darmgewe-
bes an der Laparotomienaht gemessen und die ver-
wachsene Lange als Prozent der
Laparotomienahtidnge ausgedriickt.

Das Testmaterial {mit und ohne {-PA) wurde im
Fall b) sofort nach dem Eingsiff und vor dem Wieder-
verschlielen der BauchhShle appliziert. Auch hierbei
war dem Operateur die Zusammensetzung des Test-
materials nicht bekannt.

Sieben Tage nach diesem Eingriff wurden die
Tiere in Narkose relaparotomiert, um das Ausmal der
Verldebungen zu emnitteln, Dazu wurde die Fliche
zugfester Verklebungen der behandelten Darmab-
schnitte In den geschidigten Bersichen gemessen.
Die Ergebnisse sind als prozentuale Verklebung
bezogen auf die Flache der geschédigten Bereiche
dargestelit. Zusatzlich wurde das Kérpergewicht der
Tiere am Tag der Erst- und der Relaparotomie quan-
tifziort,

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der
Tabelle % dargestelit. In der Abzisse ist das Ausmal
der prozentualen Verklebung bzw. der prozentualen
Veranderung des Kérpergewichts dargestellt fiir

1.) Kontrolle,

2.) Natrosol (HEC) 2 Gew.-% In phystologischer

Kochsalzlisung und
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3.) t-PA in Natrosol (1 mg rt-PA pro ml physiolo-

gischer Kochsalzldsung mit 2 Gew.-% HEC).

Ein Vergleich der Ergebnisse der Tabelle 1 zeigt,
dall das Hydroxyethylcellulose-Hydrogel allein am
Zoekum und lleum im Mittel eine 40 bis 45%ige
Reduktion der durch die Bedingungen induzierten
Verklebungen (bezogen auf die Kontrollen) verur-
sachte, in Verbindung mit rt-PA aber am Zoekum eine
nahezu vollstandige (95%ige) Reduktion, am Heum
eine ca, 85%ige Reduktion herbelfiihrte. Fiir die Ver-
klebung der Laparotomienaht {(Bauchwand) mit den
darunterliegenden Geweben bewirkt das Hydrogel
allein berelts eine betr&chtiche Reduktion ; durch die
Gegenwart von rt-PA wird die Verklebung aber voll-
stindig unterdriickt,

Durch die Anwendung der erfindungsgemiten, t-
PA und rt-PA enthaltenden Hydrogelzubereitungen
wind der Verlust an K&rpergewlcht wihrend der ersten
Hellungsphase signifikant minimiert.

Die folgenden Beispiele beschreiben die Herstel-
lung von erfindungsgemalen Zubereitungsformen,

Beispiel 1

rt-PA-set mit 0,1 mg rt-PA/ml

1.) In einem geeigneten Behaltnis wird in 98 g ste-
rilfiitrierte  physiologische Kochsalzldsung 2 g
mikrobiologisch reine Hydroxyethylcellulose eln-
gestreut und unter Rdhren bei Raumtemperatur
in Lasung gebracht. Das gebildete Gel wird unter
Laminar-air-flow in 50 mi-Steckkappenflaschen
abgefliit, mit Gummistopfen verschlossen und
gebdrdelt sowle anschliefend 30 Minuten bei
121°C im gespannten Wasserdampf sterilisiert.
Das verschlossena Gel ist bei Raumtemperatur
zwel Jahre lagerfahig.
2.) rt-PA wird 2u 10, 20 und 30 mg unter sterilen
Bedingungen in Steckkappenfidschchen lyophili-
siert, mit Gummistopfen verschlossen und gebdr-
delt, Das verschiossene Flaschchen ist bls zu
zwei Jahre bei Raumtemperatur (bis zu 25°C)
lagerfahig.
3.) Gebrauchsfertige Losung :
in 50 g sterilem 2 Gew.-%igem Hydroxyethylcel-
lulosegel werden unter Laminar-air-flow-Bedin-
gungen 5 mg lyophilisiertes F-PA eingebracht
und mit einem sterilen Glasstab unter Riihren
geldst.
Dieses gebrauchsfertige Gel ist entweder sofort
auf die Wundnaht aufzubringen oder bis zu einigen
Tagen im Khischrank bei 4°C lagerf3hig.

Beispiel 2
-PA-Gel mit 1,0 mg ri-PA/ml

Vor Gebrauch werden in 50 g sterilem und isoto-
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nisiertem 2 Gew.-%Igem Hydroxyethylceliulosegel 50~
mg lyophilisiertes rt-PA eingebracht und mit einem
sterilen Glasstab unter Rihren gelSst.

Das gebrauchsfertige Gel ist bis zu einigen
Tagen im Kihischrank lagerfahig.

Beisplel 3

-PA-Gel mit 10,0 mg rt-PA/mi

Vor Gebrauch werden in 50 g sterilem und isoto-
nisiertem 2 Gew.-%lgem Hydroxysthylcellulosegel
500 mg Iyophilistertes rt-PA eingebracht.

Das gebrauchsfertige Gel ist bis zu einigen
Tagen im Kihischrank lage:fahig.

Patentanspriiche

Patentanspriiche far folgendeon
Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB,
IT, LI, LU, NL, SE

1. Zubereitungsformen zur Verhinderung von
Adhasionen von Organen und Organtellen nach inva-
siven therapeutischen Eingriffen oderim Verauf einer
Erkrankung enthaltend eln wiaBriges Hydrogel auf
Basis Hydroxyethylcellulose und t-PA oder nt-PA.

2. Zubereitungsformen gemaf Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dall dem t-PA oder rt-PA
enthaltenden Hydroxyethylcellulose-Hydrogel noch
isotonisierende Zus3tze und gegebanenfalls Puffer-
substanzen beigefiigt sind.

3. Zubereltungsformen gemat Anspruch 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daf disse ais Hydrogel 1
bls 3 Gew.-% Hydroxysthylcellulose in wiéfiriger
L&sung und 0,05 bis 50 mg/ml t-PA oder rt-PA enthal-
ten.

4. Zubereitungsform gemA&8& Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dal diese 0,3 bis 10 mg/ml t-PA
oder it-PA enthait.

5. Zubereitungsformen gemat® Anspruch 1, 2, 3
und 4, dadurch gekennzeichnet, daB diese als Hydro-
xyethylether der Cellulose einen solchen mit einem
mitleren molekularen Substitutionsgrad von 1,5 bis
3,0 Hydroxyethylgruppen pro Anhydroglucoseeinheit
enthalten.

6. Zubereitungsform gem3R Anspruch 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, daft diese 2 Gew.-% Hydro-
xyethylcellulose und 1 bis 2 mg/m! rt-PA in einer Puf-
feriGsung enthait.

7. Zubereitungsformen gemaR Anspruch 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, daf das sterilisierte Hydro-
gel und das lyophilisierte {-PA oder rt-PA in getrenn-
ten Beh3ltnissen gelagert werden, die es gestatten,
die fertige Ldsung erst kurz vor ihrer Anwendung
durch Mischung dieser beiden Komponenten herzu-
stellen.

<
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8. Verwendung von Hydroxyethylceliulose und t-
PA oder rt-PA in waliriger LOsung zur Herstellung von
Zubereitungsformen zur Verhinderung von Adhasio-
nen von Organen oder Organteilen nach invasiven
Eingriffen oder im Verlauf einer Erkrankung gemat
den Anspriichen 1 bis 7.

Patentanspriiche fiir folgende
Vertragsstaaten : ES, GR

1. Verfahren zur Herstellung von Zubereitungs-
formen zur Verhinderung von Adhésionen von Orga-
nen und Organteilen nach invasiven therapeutischen
Eingriffen oder im Verlauf einer Erkrankung dadurch
gekennzelchnet, dal eine sterilisierte Hydroxyethyl-
cellulose in Wasser zu einem Hydrogel gelgst und t-
PA oder rt-PA in diesem Hydrogel zur Ldsung
gebracht wird.

2, Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daB dem Wasser zur isotonisierung
Salze und, gegebenenfalls, auch Puffersubstanzen
beigefiigt werden.

3. Vearfahren gemal Anspruch 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, dak 1 bis 3 g Hydroxyethylcellulose
in 97 bis 99 g Wasser oder physiologischer Kochsalz-
I3sung geldst werden und in der L&sung 0,05 bis 50
mg/mt t-PA oder rit-PA aufgeldst werden.

4. Verfahren gemal Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylcellulose mit
einem mittleren moiekularen Substitutionsgrad von
1,5 bis 3 Hydroxyethylgruppen pro Anhydroglucose-
einhelt zur Hersteliung des Hydrogels verwendet
wird.

Claims

Claims for the following Contracting States :
AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, L], LU, NL, SE

1. Preparations for preventing adhesions of
organs and parts of organs after invasive therapeutic
intervention or in the course of a disease, containing
an aqueous hydrogel based on hydroxyethylcellulose
and t-PA or rt-PA.

2. Preparations according to claim 1, character-
ised in that isotonic additives and optionally buffer
substances are also added to the hydroxyethylceliul-
ose hydrogel containing the t-PA or ri-PA.

3. Preparations according to claim 1 and 2,
characterised in that they contain as hydrogel 1to 3%
by weight of hydroxyethylcellulose in agueous solu-
tion and 0.1 to 50 mg/ml of t-PA or rt-PA.

4. Preparation according to claim 3, character-
ised In that it contains 0.3 to 10 mg/ml of t-PA orrt-PA.

5. Preparations according to claims 1, 2, 3 and 4,
characterised in that they contain as hyd-
roxyethylethers of celluiose those having an average
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molecular substitution level of from 1.5 to 3.0 hyd-

roxyethyl groups per unit of anhydroglucose.
6. Preparation acconding to claims 1 to 5, charac-

terised in that it contains 2% by weight of hyd-
roxyethyicellulose and 1 to 2 mg/ml of rf-PA in a buffer
solution.

7. Preparations according to claims 1 to 6,
characterised in that the sterilised hydrogel and the
lyaphilised t-PA or rt-PA are stored in separate con-
tainers which enable the finished solution to be made
up just before use by mixing these two components.

8. Use of hydroxyethylcellulose and t-PA orrt-PA
in agueous solution for the production of preparations
for preventing adhesions of organs or parts of organs
after invasive Interventions or in the course of & dis-
ease according to claims 1 to 7. :

Claims for the following Contracting States :
ES, GR

1. Process far producing preparations for pre-
venting adhesions of organs and parts of organs after
invasive therapeutic intarvention or in the course of a
disease, characterised in that a sterilised hyd-
roxyethyicellulose is dissolved in water to form a hyd-
rogel and t-PA or rt-PA is dissolved in this hydrogel.

2. Process according to claim 1, characterised in
that salts are added to the water to render it isotonic

and opticnally buffer substancas are glso added.

3. Process according to claims 1 and 2, charac-
terised in that 1 to 3 g of hydroxyethylcellulose are dis-
solved in 97 to 99 g of water or physiclogical saline
solution and 0.05 to 50 mg/m| of t-PA or rt-PA are dis-
solved in the solution.

4. Process according to claim 3, characterised in
that a hydroxyethylcellulose with an average molecu-
lar substitution level of from 1.5 to 3 hydroxyethyl
groups per unit of anhydroglucose Is used to prepare
the hydrogel.

Revendications

Revandications pour les Etats Contractants
suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI,
LU, NL, SE

1. Composltions pour préveni les adhésions
d'organes et de parties d'organes & la suite d'inter-
ventions thérapeutiques Invasives ou au cours d'une
maladie, contenant un hydrogel aqueux & base
d'hydroxyéthyiceliulose et de t-PA ot de rt-PA

2. Compositions selon la revendication 1, carac-
térisées en ce qu'a "hydrogel d'hydroxyéthylcellulose
contenant du t-PA ou du -PA sont ajoutés encore
des additifs pour le rendre isotonique et éventuelle-
ment des substances tampons.

3, Compositions selon les revendications 1 et 2,



9 EP 0 318 801 B1

caractérisées en ce qu'elles contiennent comme
-hydrogel 1 4 3% en poids d’hydroxyéthyicellufose en
solution aqueuse et 0,05 & 50 mg/mi de t-PA ou de rt-
PA.

4. Composition selon la revendication 3, caracté-
risés en ce qu'elle contient 0,3 & 10 mg/ml de t-PAou
de rt-PA.

5. Compositions selon les revendications 1, 2, 3
et 4, caractérisées en ce qu'elles contiennent comme
hydroxyéthyléther de cellulose un hydroxyéthyléther
ayant un degré de substitution moléculaire moyen de
1,5 & 3,0 groupes hydroxyéthyle par unité d'anhydro-
glucose.

6. Composition selon les revendications 1 a 5,
caractérisée en ce qu'elle contient 2% en poids
d’hydroxyéthyicelluiose et 1 & 2 mg/mi de nt-PA dans
une solution tampon.

7. Compositions selon les revendications 1 & 6,
caractérisées en ce que 'hydrogel stérilisé et le t-PA
ou rt-PA lyophilisé sont conservés dans des réci-
pients séparés qui permettent de préparer la solution
terminée peu de temps avant son utilisation par
mélange de ces deux constituants,

8. Utilisation de I'hydroxyéthylcellulose et du {-PA
ou du rt-PA en solution aqueuse pour la préparation
de compositions pour prévenir les adhésions d'orga-
nes ou de parties d'organes & {a suite d'interventions
invasives ou au cours d'une maladise, selon les reven-
dications 1 &47.

Revendications pour les Etats Contractants
suivants : ES, GR

1. Procédé de préparation de compasitions pour
prévenir les adhésions d'organes et de parties d'orga-
nes & la suite d'interventions thérapeutiques invasi-
ves ou au cours d'une maladie, caractérisé en ce
qu'une hydroxysthylcellulose stérilisée est dissoute
dans I'sau en un hydrogel et du t-PA ou du t-PA est
mis en solution dans cet hydroget.

2. Procédé seton la revendications 1, caractérisé
en ce qus des sels pour rendre isotonique st éventuel-
lement également des substances tampons sont
ajoutés & I'sau.

3. Procédé selon les revendications 1 et 2, carac~
térisé en ce que 1 & 3 g d'hydroxyéthyicellulose sont
dissous dans 97 4 99 g d'sau ou de sérum physiolo-
gique et 0,05 & 50 mg/ml de t-PA ou de rt-PA sont dis-
sous dans la solution.

4, Procédé selon la revendication 3, caractérisé
en ce que I"on wtilise une hydroxyéthylcellulose ayant
un degré de substitution moléculaire moyen de 1,5 2
3 groupes hydroxyéthyle par unité d'anhydroglucose
pour la préparation de I'hydrogel.
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The invention relates to new preparations for preventing

adhesions of organs and/or parts of organs.

After invasive therapeutic intervention or in the course
of a disease, adhesions of organs or parts of organs may
result in life~theatening situations. The formation of
adhesions is alsoc observed after surgical intervention
in the thoracic cavities or in the abdominal cavity. 1In
spite of greater efforts to prevent such adhesions, no
satisfactory method of treatment has been discovered
hitherto.

The role of fibrin formation in the formation of
adhesions can be explained as follows: after invasive
therapeutic treatment or in inflammatory reactions,
plasma proteins as well as fibrinogen and other
coagulation proteins'are released from the tissue.
Fibrinogen is deposited in the form of fibrin. The
fibrin network which forms then connects (attaches)
adjacent surfaces of organs or other parts of organs. If
the fibrin is not dissolved, dense adhesions are formed
which may result, for example, in dangerous
constrictions of the intestine. Fibrin adhesions which
have been freshly formed are gradually surrounded by
fibroblasts to form permanent tissue connections.

The degree of possible spontaneous fibrinolysis depends
on the release of tissue plasminogen activator (t-PA)
from the vascular endothelium, but also from mesothelial
cells such as those which occur in the abdominal cavity.
After a peritoneal intervention, however, there is a
reduction in the fibrinolytic activity in these
mesothelial cells. If fibrinolysis is incomplete as a
result, the fibrin residues behave like centres into

which fibroblasts grow; capillaries are formed which
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give rise to fibrin adhesion. They are later replaced
by collagen-containing adhesions, the collagen being
synthesised by the fibroblasts.

To prevent the formation of post-operative or inflam-
mation-induced adhesions, the systemic administration of
ibuprofen has been proposed (US Patent 4.346.108); other
proposals concern the parenteral administration of
antihistamines, corticosteroids and antibiotics or the
intraperitoneal administration of dextran soclutions or
polyvinylpyrrolidone solutions. The appropriate use of
streptokinase, streptodornase and urokinase has also
been proposed [cf. Ascherl et al., Medwelt 34, No.
13/83, pages 410-415; Mund- Hoym et al., Geburtsb. u.
Frauenheilkunde 44 (1984), pages 463-467; Minju et al.,
Acta Academiae Medicinae Wuhan 3, (2), pages 77-83].

Human fibrinolysin has also been investigated on its own
and in conjunction with other drugs for its ability to
suppress post-operative adhesions [cf. Gazzaniga et al.,
Arch. Surg. Vol. 110, pages 429-432 (1975). Holtz, The
Journal of Reproductive Medicine, Vol. 24, No. 4 (1980},
pages 141-146, Rivkind et al., Eur. Surg. Res.
(Switzerland) 1985, Vol. 17, No. 4, pages 254-258 and
Buckman et al., Journal of Surgical Research, Vol. 20,
No. 1, pages 1-5] came to the conclusion that the post-
operative formation of adhesions in the abdominal cavity
is connected with a traumatically or ischaemically
induced reduction in the activity of the plasminogen

activator.

The direct topical application of tissue plasminogen
activator (t-PA) to prevent post-operative intra-
peritoneal adhesions, which may be concluded from this,
was finally described in EP-A-0227400. T-PA which
occurs in the body both as a single-~stranded and as a
double-strained molecule, has a high affinity for fibrin
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which forms clots. Natural t~PA is glycosylated and
contains fatty acid residues. All these types of t-PA
have a specific affinity for fibrin and at the same time
activate plasminogen to form plasmin. Plasmin effects
the proteolytic breakdown of fibrin. Since fibrin is
pathophysiclogically responsible for the formation of
adhesions, t~PA results in the prevention of adhesion
formation and, in some cases, in the removal of
adhesions -already formed, e.g. in the abdominal cavity
after surgical intervention or after inflammatory
processes. The t-PA used is isolated from human tissue
or obtained using recombinant DNA technology (cf. GB-A-
2119804, EP-A~-0174835 and 0100982).

According to EP-A-0227400 mentioned above, t-PA is
applied topically, for example, in the area of surgical
intervention, if possible immediately after surgery has
ended or before the wound has started to heal, in order
to prevent adhesion of sections of tissue and/or organs
or, in the case of inflammatory processes, it is applied
to the affected areas and if necessary a t-PA
preparation is additionally applied slowly through a
catheter which ends at the site of intervention.

Sterile t-PA preparations containing a pharmaceutically
acceptable carrier, e.g. a phosphate-buffered saline
solution, an isotonic saline solution or purified water,
are described. Suitable organic carriers include
lipids, e.g. phosphorus lipid micelles or vesicles and
also dextran, polymers such as p-dioxanones, lactides
and/or glycolides in the form of adsorbable polymers
which are microencapsulated or embedded in ointment
bases or occur in an aqueous solution of a surfactant
substance, e.g. a polyoxy-ethylene/polyoxypropylene
block copclymer or a sorbitan fatty acid

ester/polyoxyethylene ether. The preferred preparations
are those in which t-PA is contained in a carrier with
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delayed release of the active substance, which releases
the active substance in controlled manner within a
period from 1 to 7 days. Examples of carriers with
delayed, controlled release of active substance include
adsorbent polymers which occur as microcapsules or are
present in an ointment base, but more particularly

phospholipid vesicles, so-called liposomes.

WO-A-8 400 111 describes preparations for treating
burns, cuts, wounds and grazes of the outer layers of
the body (skin). These preparations consist of a heat-
sterilisable aqueous gel which contains a
pharmaceutically useable glycoel and a heat-sterilisable
cellulose derivative, e.g. hydroxyethylcellulose, and

optionally an antiseptic or antibiotic.

It has now been found that t-PA or rt-PA (r = recom-
binant), dissolved in a hydroxyethylcellulose gel, will
prevent the formation of adhesions almost entirely, even
if this hydrogel is applied only once, i.e. shortly
after surgical intervention or after an inflammatory
irritation on the areas with a tendency to adhesions and

accretions.

In order to produce a suitable preparation, a microbio-
logically pure hydroxyethylcellulose is dissolved in
water to form a hydrogel. Salts such as sodium chloride
may be added to the water to make it isotonic, as well
as buffer substances such as dipotassium hydrogen
phosphate and sodium dihydrogen phosphate. The
preferably lyophilised t-PA or rt-PA is dissolved in the
sterilised hydrogel, and this hydrogel ready for use may
also be stored for some days at low temperatures. For
longer storage periods, however, it is advantageous to
keep the sterilised hydrogel and the lyophilised t-PA or
rt-PA in separate containers and prepare the solution
only just before it is required by mixing the two




components together.

Tests have shown that even hydroxyethylcellulose
hydrogel on its own has an adhesion-preventing effect
which is up to 40% compared with cases in which no such
preventative treatment is carried out. The presence of
t-PA causes an increase in the preventive activity of

hydroxyethylcellulose hydrogel.

A hydrogel preparation according to the invention may
also readily be instilled, e.g. through a channel in an
endoscope, into sites which are at risk, e.g. in body
cavities, if the viscosity of the preparation is

reduced.

An aqueous hydrogel according to the invention consists
of from 1 to 3 g of hydroxyethylcellulose dissolved in
97 to 99 g of water or physiological saline sclution and
contains 0.1 to 50 mg/ml of t-PA or rt-PA, but
preferably 0.3 to 10 mg/ml with or without the addition
of basic amino acids, e.g. lysine, arginine.

The water soluble hydroxyethyl ethers of cellulose used
are preferably those with an average molecular
substitution level of from 1.5 to 3.0 hydroxyethyl
groups per unit of anhydroglucose. A preferred hydrogel
consists of 2% by weight of hydroxyethyl-cellulose (e.qg.
Natrosol 250 HX(R)), dissolved in water, physiological
saline or buffer sclution and contains 2 mg/ml of t-PA
or rt-PA.

A mixture of 1 mg/ml of rt-PA and 2% by weight of
hydroxyethylcellulose in physiological saline solution
was investigated by comparison with a mixture of 2% by
weight of hydroxyethylcellulose in physiological saline
solution and controls (using only physiological saline

or buffer solution) in rabbits. Adhesions were produced
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a) by applying stitches to the abdominal wall after

laparotomy and

b) by irritating the peritoneal tissue in the region of
caecum and ileum and the small pelvis with an iodine

solution.

When stitches were inserted in the abdominal wall after
laparotomy (case a) the test substance was applied and
the laparotomy incision was closed up in several layers.
The operating surgeon or investigator was not aware of
the composition of the test substance. After 1 week, in
a large section of skin, the area of the old laparotomy
incision was cut and folded open, the length of
intestinal tissue adhering to the laparotomy incision
was measured and the length which had adhered was
expressed as a percentage of the length of the

laparotomy incision.

The test substance (with and without t-PA) was applied,
in case b), immediately after the intervention and
before the abdominal cavity had been closed up. Once
again, the operator was not aware of the composition of

the test substance.

Seven days after this intervention, the animals were
subjected to laparotomy once more under anaesthesis to
determine the extent of the adhesions. The area of firm
adhesions in the treated sections of intestine in the
damaged areas was measured. The results are shown as
the percentage adhesion based on the area of damage. In
addition, the body weight of the animals was determined
on the day of the original laparotomy and the second

laparotomy.

The results of these experiments are shown in Table 1.

The x axis shows the extent of percentage adhesion or
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the percentage change in body weight for
1) the control,

2) Natrosol (HEC), 2% by weight in physiological saline
solution, and

3) t-PA in Natrosol (1 mg rt-PA per ml of physiological
saline solution containing 2% by weight of HEC).

A comparison of the results in Table 1 shows that
hydroxyethylcellulose hydrogel on its own brought about,
on average, a 40 to 45% reduction (based on the
controls) in the adhesions induced by the conditions, in
the caecum and ileum, but in conjunction with rt-PA
there was an almost total (95%) reduction in the caecum
and a reduction of approximately 85% in the ileum. As
for the adhesion of the laparotomy incision (abdominal
wall) with the underlying tissue, hydrogel on its own
results in a substantial reduction; however, the

presence of rt-PA prevents adhesion completely.

The use of the hydrogel preparations according to the
invention containing t-PA and rt-PA significantly
minimises the loss of body weight during the first stage
of healing.

The Examples which follow describe the production of

preparations according to the invention.

Example 1

rt-PA set containing 0.1 mg rt-PA/ml

1) In a suitable container, 2 g of microbiologically
pure hydroxyethylcellulose are sprinkled into 928 g

of sterile-filtered physiological saline solution
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and dissolved therein with stirring at ambient
temperature. The gel formed is transferred, under
laminar air flow, into 50 ml vials with insertable
caps, then sealed with rubber stoppers and flanged,
then sterilised for 30 minutes at 121°C in
pressurised steam. The sealed gel can be stored

for two years at ambient temperature.

2) rt-PA is lyophilised in quantities of 10, 20 and 30
mg under sterile conditions in vials provided with
insertable caps, then sealed with rubber stoppers
and flanged. The sealed vial can be stored for up
to two years at ambient temperature (up to 25°C).

3) Solution ready for use:
5 mg of lyophilised rt-PA are introduced, under
laminar air flow conditions, into 50 g of sterile
2% by weight hydroxyethylcellulose gel and
dissolved therein with stirring using a sterile

glass rod.
This gel ready for use may either be applied to the

stitches in the wound immediately or may be stored

for a few days at 4°C in a refrigerator.

Example 2

rt-PA gel containing 1.0 mg of rt-PA/ml

Before use, 50 mg of lyophilised rt-PA are introduced
into 50 g of sterile, 2% by weight hydroxyethylcellulose
gel which has been made isotonic and is dissolved

therein by stirring with a sterile glass rod.

The gel ready for use may be stored for a few days in
the refrigerator.




Example 3

rt-PA gel containing 10.0 mg of rt-PA/ml

Before use, 500 mg of lyophilised rt-PA are introduced
into 50 g of sterile, 2% by weight hydroxyethylcellulose
gel which has been made isotonic.

The finished gel may be stored for a few days in the

refrigerator.
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Claims
for the contracting states: AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT,
LI, LU, NL, SE

1. Preparations for preventing adhesions of organs and
parts of organs after invasive therapeutic intervention
or in the course of a disease, containing an aqueous
hydrogel based on hydroxyethylcellulose and t-PA or
rt-PA.

2. Preparations according to claim 1, characterised in
that isotonic additives and optionally buffer substances
are also added to the hydroxyethylcellulose hydrogel
containing the t-PA or rt-PA.

3. Preparations according to claim 1 and 2,
characterised in that they contain as hydrogel 1 to 3%
by weight of hydroxyethylcellulose in aqueous solution
and 0.1 to 50 mg/ml of t-PA or rt-PA.

4. Preparation according to claim 3, characterised in
that it contains 0.3 to 10 mg/ml of t-PA or rt-PA.

5. Preparations according to claims 1, 2, 3 and 4,
characterised in that they contain as hydroxy-
ethylethers of cellulose those having an average
molecular substitution level of from 1.5 to 3.0
hydroxyethyl groups per unit of anhydroglucose.

6. Preparation according to claims 1 to 5,
characterised in that it contains 2% by weight of
hydroxyethylcellulose and 1 to 2 mg/ml of rt-PA in a

buffer solution.

7. Preparations according to claims 1 to 6,
characterised in that the sterilised hydrogel and the

lyophilised t-PA or rt-PA are stored in separate




containers which enable the finished solution to be made

up just before use by mixing these two components.

8. Use of hydroxyethylcellulose and t-PA or rt-PA in

aqueous solution for the production of preparations for
preventing adhesions of organs or parts of organs after
invasive interventions or in the course of a disease

according to claims 1 to 7.
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Claims for the contracting states ES, GR

1. Process for producing preparations for preventing
adhesions of organs and parts of organs after invasive
therapeutic intervention or in the course of a disease,
characterised in that a sterilised hydroxyethylcellulose
is dissolved in water to form a hydrogel and t-PA or
rt-PA is dissolved in this hydrogel.

2. Process according to claim 1, characterised in that
salts are added to the water to render it isotonic and

optionally buffer substances are also added.

3. Process according to claims 1 and 2, characterised
in that 1 to 3 g of hydroxyethylcellulose are dissolved
in 97 to 99 g of water or physiological saline solution
and 0.05 to 50 mg/ml of t-PA or rt-PA are dissolved in

the solution.

4. Process according to claim 3, characterised in that
a hydroxyethylcellulose with an average molecular
substitution level of from 1.5 to 3 hydroxyethyl groups
per unit of anhydroglucose is used to prepare the

hydrogel.
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