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Neue Klebstoffe und Klebeverfahren

Die Erfindung betrifft Kombination von Einzelkomponenten aus
Peptiden, Polyphenoloxidasen und substituierten Polyhydroxy-
aromaten, ihre Verwendung’ zum Modifizieren wvon Oberflichen oder
zum Fixieren von Reagentien an Oberflidchen und im wassrigen

Umnfeld einsetzbare Klebeverfahren.

Stand der Technik

Die Entwicklung neuer Kombinationen, die flir die Verklebung in
wassrigen Milieu sowie zur Funktionalisierung von Oberfldchen
eingesetzt werden kd&énnen, hat in den letzten Jahren stark an
Bedeutung gewonnen. Ein Augenmerk liegt dabei vor allem auf der
biologischen Abbaubarkeit der eingesetzten Materialien. So
kénnen Kleber auf Acrylat-Basis nur auf oberfldchlichen Wunden

eingesetzt werden, da die Acrylate biologisch nicht abgebaut
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werden und beli einem Einsatz auf inneren Oberfldchen eine

toxische Gefdhrdung bedeuten kdnnen

Aus diesem Grund spielen fir die Klebstoffherstellung
beispielsweise Polymere pflanzlichen bzw. tierischen Ursprungs
eine groffe Rolle. Muscheln sind z. B. in der Lage, unter Wasser
besonders feste Verbindungen mit verschiedenen Trigersubstraten
einzugehen. Grund daflr ist die Bildung/Ausscheidung von MAPs
(mussel adhesive proteins). MAPs bestehen aus einer Vielzahl von

Proteinen, die je nach Muschelart variieren kann.

Im Stand der Technik sind Kleber auf Basis von MAP bekannt, die
in widssriger Umgebung eingesetzt werden kénnen. MAP werden
dabei, 2z.B. durch Catecholoxidase direkt miteinander verknlpft
(US 5,015,677). Auch die Vernetzung von polyphenolischen MAP
durch Polymere wie Poly(alkylenoxid) oder Polyethylenglykol
(PEG) ist bekannt (WO 94/28937).

EP 0 947 142 offenbart die Erhdhung des Molekulargewichts wvon
Proteinen durch ihre Vernetzung durch Multi-Rupfer-Enzyme, =z.B.
Laccasen. Die beschriebene Erhdéhung des Molekulargewichts der
Substratproteine trat nach 17 Stunden Inkubation auf. Die mit
Hilfe des Verfahrens nach EP 0 947 142 vernetzten Proteine sind
vor allem zur Verwendung in Nahrungsmitteln geeignet, =z.B. zur
Vefénderung der Konsistenz von Wurst. Eine Kreuzvernetzung von
Proteinen durch substituierte Dihydroxyaromaten  wird in

EP 0 947 142 jedoch nicht offenbart.

Demgegenliber stellt sich die Aufgabe, eine Kombination
bereitzustellen, die sowohl flr das Kleben im wassrigen Umfeld
als auch flr die Funktionalisierung von Oberflichen besonders
geeignet ist. Schwierig ist auch heute noch die akute Versorgung
stark blutender Wunden. Hier steht die Gefahr der Verblutung im
Vordergrund. Wenn Wundkleber eingesetzt werden sollen, besteht

die Gefahr, dass Klebekomponenten mit dem Blutstrom weggespllt
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werden und die Verklebung an einem unerwinschten Ort eintritt.

Damit wird die Thrombose-Gefahr stark erhdht.

Damit bei einem Einsatz zum VerschlieRen offener Wunden die
Kleberkomponenten nicht mit dem Blutstrom weggespllt werden, ist
eine Kombination mit einer blutstillenden mineralischen

Komponente zweckmafig.

Die bisher zur Blutstillung eingesetzten Syntheseprodukte sind
Alkali- und Erdalkalialuminiumsilicate wunterschiedlicher Zu-

sammensetzung.

Auf der Basis von synthetisierten und bei Uber 400 °C voll-
standig dehydratisierten Erdalkalialuminiumsilicaten wurde wvon
der Firma Z-Medica, U.S. flur die Sofortbehandlung von Kriegs-
verletzungen und 4k Notversorgung ein Syntheseprodukt
einwickelt. Durch eine starke exotherme Reaktion wird dem Blut
Wasser entzogen und es kommt so zur Blutstillung. Das Synthese-
produkt wird direkt in Granulatform auf die Wunde appliziert. Es
wird unter der Bezeichnung "Quikclot" vertrieben. Nachteilig
wurde beil diesem Produkt beschrieben, dass durch die exothermen
Reaktion (Temperaturen bis 60 ©°C) Schidigungen des angrenzenden

Gewebes auftreten. (Journal of Trauma 54 (2003) 6, 1077 - 1082).

Synthetische Lithiumalumosilikate (EP 1176991 Al, WO 00/69480)
wurden speziell fir die Wundversorgung entwickelt und werden
unter dem Handelsnamen CERDAC vertrieben. Im Falle von CERDAC
wird unter Aufwendung hoher Temperaturen (> 1000 °C) ein mikro-
porosiertes keramisches Produkt hergestellt, um eine optimale
Wundversorgung zu erreichen. Abgesehen von der z.T. aufwandigen
Herstellung ist die Kapillarkraftwirkung zu gering, um allen

Anforderungen zu genlgen.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass sowohl flir eine

schnelle Verschlieffung, die Versorgung von stark blutenden als
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auch vor allem flr die Versorgung chronischer Wunden bisher noch

keine in jeder Hinsicht befriedigenden Lésungen erreicht wurden.

Erfindungsgemaf wurde diese Aufgabe durch verschiedene
Kombinationen von Komponenten - gemaR den Merkmalen der
Patentanspriche - gelést. Dabei wurden Klebezeiten im

Minutenbereich oder darunter und eine akzeptable Festigkeit der
Verklebung erreicht, die z.B. einen Einsatz als Gewebekleber
ermdglichen. Die erfindungsgemdfien Kombinationen sind ferner
besonders geeignet zur Modifikation und/oder Beschichtung von

Oberfléachen.

Insbesondere stellt die Erfindung eine Kombination bereit,

umfassend
a) ein Polymer, das mindestens zwei Aminogruppen umfasst, und

b) einen substituierten Polyhydroxyaromaten, der kein

Peptidbestandteil ist, und

c) eine Polyphenoloxidase.

Es ist selbstverstandlich, dass im Rahmen der Erfindung
unabhdngig voneinander ein oder mehrere verschiedene Peptide,
Polyhydroxyaromaten oder Polyphenoloxidasen eingesetzt werden
kénnen. Einzahl und Mehrzahl wird daher in Bezug auf alle

Komponenten synonym gebraucht.

Bevorzugt werden  bei diesem  Verfahren die Komponenten
gleichzeitig mit einem Aminogruppen tragenden oder mit

Aminogruppen funktionalisierten Substrat in Kontakt gebracht.

Die Aminogruppen kdénnen auf Oberflachen, z.B.
Kunststoffoberflachen, Oberfldchen wvon Zellkulturplatten oder
GefaRen flUr diagnostische Anwendungen oder Oberfldchen von
Implantaten, nach im Stand der Technik bekannten Verfahren, z.B.

Plasmaverfahren, erzeugt werden (Schrdder, et al., Improved low-
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pressure microwave plasma assisted amino functionalization of
polymers, Plasma processes and polymers, Weinheim, Deutsch-
land, Weinheim: Wiley-VCH, 2005; Schrdder et al., Plasma-Induced
Surface Functionalization of Polymeric Biomaterials in Ammonia
Plasma, Contrib. Plasma Phys. 41, 2001, 562-572; Meyer-Plath et
al, Current trends in biomaterial surface functionalization -
nitrogen-containing plasma assisted processes with enhanced

selectivity, Vacuum 71, 2003, 391-406).

In den erfindungsgemdfen Verfahren eingesetzte Substrate oder
Oberfldchen kénnen z.B. eine Oberfldche mit einem Gehalt von
mindestens etwa 2% freien Aminogruppen aufweisen. Der Begriff
Oberflache beschreibt dabei nicht nur flache Flachen, sondern
Grenzschichten eines festen Substrats in jeder Form. Substrate
kénnen also z.B. auch Kugelchen (beads) oder komplex geformte

Oberfléchen sein.

Mit der erfindungsgemdfien Kombination  kdénnen  auf freie
Aminogruppen tragenden oder mit freien Aminogruppen
funktionalisierten Oberfldchen Polyhydroxyaromaten aufgebracht

werden.

Polyhydroxyaromaten (Polyphenole) sind aromatische Verbindungen
mit mehr als einer an dem aromatischen Ring oder den
aromatischen Ringen gebundenen Hydroxylgruppe. Der
Polyhydroxyaromat ist selbst kein Peptidbestandteil, sondern
vorzugsweise ein kleines organisches Molekul. Der Poly-
hydroxyaromat kann ein monozyklischer Dihydroxyaromat, ein

bizyklischer Dihydroxyaromat, ein polyzyklischer Dihydroxy-

aromat, ein bizyklischer Trihydroxyaromat oder ein poly-
zyklischer Trihydroxyaromat sein. Er weist Dbevorzugt ein
Molekulargewicht von 110 - 1 100 g/mol auf. Bevorzugt ist der

Polyhydroxyaromat ein substituierter monozyklischer Dihydroxy-
aromat. Durch die Verwendung eines organischen BrlUckenmoleklls

geringer GrdRe zur Vernetzung der Peptide werden bei der
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Polymerisation besonders glinstige Eigenschaften der Kombination
erreicht. Uber verschiedene Substitutionen kénnen besondere, der
Anwendung angepasste Eigenschaften erreicht werden. Der
substituilerte Dihydroxyaromat dient als Substrat von

Polyphenoloxidasen, insbesondere Laccasen.

Substituiert bedeutet im Rahmen dieser Erfindung, dass an ein
Molekll Reste gebunden sind, in diesem Fall an dem Aromaten
neben den beiden Hydroxylgruppen noch 1, 2, 3 oder 4 weitere
Reste, wobei wvon diesen unabhdngig voneinander ein oder mehrere
Reste H, CH;, COH, COCH;, CONH,, CON-Alkyl, CON-Alkyl-OH, COOH,
COO-Alkyl, Alkyl oder ein substituierter Aromat sein konnen,
nicht aber alle Reste H sind. Der Aromat kann auch Teil eines
bicyklischen oder polyzyklischen aromatischen Ringsystems sein.
Notwendig sind bei einem substituierten Dihydroxyaromaten 2 der

Reste H als verfligbare Bindungsstellen.

Dieses Verfahren kann zur Modifizierung von Oberflidchen
eingesetzt werden, z.B. zur Modifizierung von Implantaten,
chirurgischen Instrumenten, wie Endoskopiegeraten, oder von

GefaBen flr Zellkultur oder Diagnostik.

Durch die durch Beladung mit Polyphenolen modifizierte
Oberflache kann die Ausbildung von Biofilmen verhindert werden.
Damit wird ein groRes Problem vor allem in der Endoskopie

geldst.

Ferner wird ein in vivo oder in wvitro Verfahren zum Kleben
bereitgestellt, bei dem man die Komponenten der erfindungs-
geméfien Kombination oder des Medizinprodukts miteinander und mit
mindestens zwei zu verbindenden Substraten, die Hydroxylgruppen,
Merkaptogruppen und/oder Aminogruppen aufweisen, in Kontakt

bringt.
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Dabei ist in einer Ausfihrungsform mindestens eins der Substrate
ein Gewebe, insbesondere ein Organ, Bindegewebe, Haut, Sehne,
Blutgefdfs und/oder Nerv (Weichgewebe) und/oder Zahn bzw.
Zahnkompartiment (Schmelz, Dentin und/oder Zement) und/oder
Knochen (Hartgewebe. Eine besonders vorteilhafte Anwendung ist
die Fixierung von drug-delivery-Systemen im Gewebe. Dabei ist
der erste Schritt die Erzeugung von Aminogruppen an der
Systemoberflache vorzugsweise mit plasmagestltzten Verfahren.
Beispielsweise wird Polydimethylsiloxan in einem  Argon-
Mikrowellenplasma mit einer Zumischung von 1 % Ethlyendiamin bei
einem Druck von 0,5 mbar bei einer Leistung von 500 W fiir eine
Minute plasmabehandelt. Dabei bildet sich ein vernetzter Film
aus Ethlyendiamin, der die Oberfldche Uberzieht und Aminogruppen
enthalt. Im =zweiten Schritt erfolgt erfindungsgemar die
Fixierung im Gewebe mittels Polyphenolen und Polyphenoloxidase.
Die Substrate an der Systemoberfldche kénnen also z.B. auch
Kigelchen (beads) oder komplex geformte Oberfl&chen sein, die
mit Aminogruppen funktionalisiert werden. Auf diese Weise koénnen
z.B. Zytostatika enthaltende drug delivery Systeme in der
Umgebung eines Tumors fixiert werden, um die Nebenwirkung einer

systemischen Tumortherapie zu mindern..

Vorzugswelse sind die Substrate Wundrinder, die verklebt werden
sollen. Alternativ kann es sich jedoch auch z.B. um miteinander
zu verklebende anorganische oder organische Substrate handeln,
die keine Gewebe sind, etwa Kunststoff- oder Keramikoberfldchen.
Eine medizinische Anwendung ist z.B. bei der Klebung von
Implantaten denkbar. Nicht-medizinische Anwendungen finden sich
beim Kleben von Substraten unter Wasser oder in einem wissrigen

Milieu.

Es ist ebenfalls mdglich, als Substrate nicht nur makroskopische
Substrate einzusetzen, sondern auch andere Reagenzien, welche
Aminogruppen (und/oder Hydroxylgruppen) enthalten, etwa Peptide,

andere Wirkstoffe und/oder Zellen. Diese k&nnen untereinander,
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aber auch mit festen Tragern verbunden werden. Damit wird die
Verwendung der erfindungsgemdfen Kombination zur Bindung von
Peptiden und/oder Reagenzien, welche Aminogruppen und/oder
Hydroxylgruppen enthalten, wund/oder Zellen an Oberfléchen,
welche Aminogruppen und/oder Hydroxylgruppen enthalten oder mit

Aminogruppen und/oder Hydroxylgruppen funktionalisiert sind,

ermdglicht.

Solche Reagenzien kbénnen etwa Diagnostika, medizinische
Wirkstoffe (z.B. Antibiotika, Hormone, das Immunsystem
beeinflussende Substanzen, Zytostatika), Antikdrper, Antigene

oder sonstige Proteine sein. Somit kdénnen =z.B. Diagnostika mit
einer kovalenten Verbindung =zwischen einem Trager, z.B. einer
ELISA-Platte, und einem diagnostisch  verwendbaren = Peptid
hergestellt werden. Insbesondere bei sehr teuren Reagenzien
fdhrt dies zu einer wesentlichen Kostenreduktion. Die
Empfindlichkeit von Nachweisreaktionen wird verbessert. Da
intensivere Spllvorgdnge eingesetzt werden kdénnen, wird die
Spezifitdt der Nachweisreaktion erhdht. Genauso kdénnen reaktive
Gruppen enthaltende Oberflachen unter Verwendung der
erfindungsgemaiien Kombination mit Wirkstoffen, z.B.
antibiotischen Wirkstoffen oder das Immunsystem hemmenden oder

fdrdernden Substanzen, beschichtet werden.

Die Verbindung der Substrate erfolgt dabei durch eine Vernetzung
von Hydroxylgruppen und/oder Aminogruppen der Oligopeptide und

der Substrate durch die Dihydroxyaromaten.

Ein Produkt des beschriebenen Verfahrens zur Herstellung von
Diagnostika oder zum Immobilisieren von Peptiden ist in Formel 3

dargestellt.
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Schema 4:

FIE:EI

NH
R H
HO R

; k

In Schema 4 bedeuten R1 und/oder R2 unabhangig voneinander H,
CH;, COH, COCH;, CONH,, CON-Alkyl, CON-Alkyl-OH, COOH, COO-Alkyl,
Alkyl oder substituierter Aromat, insbesondere H, CH;, Alkyl oder

substituierter Aromat, nicht beide Reste H sind.

Die Komponenten R4-NH, (Peptid, und /oder Protein und/oder
Aminogruppen enthaltendes Reagenz und/oder Zelle, insbesondere
Aminos&ure, biologischer Wirkstoff (Antibiotikum, Pharmaka, di-
agnostisches Reagenz) werden Uber das Brlckenmolekiil an eine mit
Aminogruppen funktionalisierte Oberfldche/Matrix R3-NH, gebunden.
Die Reaktion kann bei ca. 2-80°C ablaufen, bevorzugt ist jedoch
eine Temperatur von ca. 10-60°C oder ca. 20-37°C oder 25-30°C,.
Damit kénnen alle Verfahren bei Raum- oder Kbrpertemperatur
durchgefihrt werden. Die besonders schonenden
Reaktionsbedinungen ermdglicht die Fixierung auch sehr

empfindlicher biologischer Wirkstoffe.

Ebenfalls GCegenstand der Erfindung ist ein in einem wéssrigen
Milieu durchgeflihrtes Klebeverfahren unter Verwendung der oben
beschriebenen erfindungsgemdffen Kombination, z.B. ein Verfahren

zum Kleben unter Wasser.

Die erfindungsgemé&fen Verfahren werden bevorzugt mit einem oder
mehreren wassrigen Ldésungsmittel durchgefthrt, die Konsistenz
der eingesetzten Komponenten der Kombination muss Jjedoch mnicht
flissig sein, sondern eine pastdse Konsistenz ist ebenfalls

geeignet. Der pH ist bevorzugt 2-10, insbesondere 4-8 oder 7.
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Gegenstand der Erfindung sind auch Produkte, die durch das
erfindungsgemafie Verfahren erhdltlich sgind. In diesem Produkt
kénnen =zwei  Substrate durch den erfindungsgemdfen Kleber
vernetzt sein. Insbesondere handelt es sich um ein medizinisches
oder diagnostisches Produkt, in dem Peptide und/oder Proteine
und/oder Aminogruppen enthaltende Reagenzien und/oder Zellen an
eine Oberflédche gebunden sind, =z.B. sind Diagnostika (z.B.
Antikdrper oder Antigene) medizinische Wirkstoffe (z.B.
Antibiotika, Zytostatika, Hormone, das Immunsystem
beeinflussende Substanzen) und/oder sonstige Proteine an eine
Oberflache gebunden, z.B. Kunststoffoberflichen, Oberflichen von
Zellkulturplatten, ELISA-Platten oder anderen Gefalken flir
diagnostische Anwendungen oder Oberflichen von Implantaten. Bei
Produkten mit modifizierten Oberfldchen ist die Oberflidche durch
Briickenmolektile der erfindungsgemdfen Kombination modifiziert,
d.h., die Oberfldche ist mit den polymerisierten Bestandteilen
der erfindungsgemdfen Kombination und gegebenenfalls anderen

Reagentien, kovalent verbunden.

Filr das VerschlieBen von Wunden umfasst die erfindungsgemile

Kombination die Einzelkomponenten

a) Oligopeptide, die mindestens eine Diaminos&dure, vorzugsweise
mindestens zwei Diaminosduren, enthalten und

b) substituierte Dihydroxyaromaten oder Substrate von
Polyphenoloxidasen (vorzugsweise von Laccasen) und

c¢) Polyphenoloxidasen. (vorzugsweise Laccasen).

Flr diese Anwendung ist das Polymer bevorzugt ein Peptid. Im
Rahmen der vorliegenden Erfindung wird als Peptid sowohl ein
Oligopeptid (2 bis ca. 100 Aminosduren L&nge, bevorzugt ca. 4
bis ca. 20 Aminosduren Lidnge oder ca. 6 bis ca. 10 Aminosduren

Lédnge) als auch ein Protein (Eiweil, etwa 100 bis etwa 5000
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Aminosduren Lange, bevorzugt 100-1000 oder 100-200 Aminosiuren
Lange) bezeichnet. Bevorzugt weist das Peptid eine Lange von 10-
1000 Aminosdauren auf. Das Peptid kann ein Molekulargewicht von
etwa 1 bis etwa 100 oder bis etwa 200 kDa, insbesondere etwa 2
bis etwa 50 kDa oder etwa 5 bis etwa 20 kDa aufweisen. Es kann
modifiziert bzw. substituiert sein, z.B. glykosyliert. Neben den
Ublichen proteinogenen Aminosduren kénnen auch modifizierte bzw.
untypische Aminosduren wie Hydoxylysin in dem Oligopeptid
enthalten sein. Der Einsatz von D-Aminos&uren anstelle von L-
Aminosduren oder zusdtzlich dazu ist mdglich und verlangsamt den

Abbau des Peptids.

Die Aminogruppen koénnen primdre oder sekundire Aminogruppen
sein. Besonders reaktiv sind jedoch primére Aminogruppen. Min-
destens eine der reaktiven Gruppen des Peptids ist bevorzugt Be-
standteil einer Diaminos&dure, z.B. von Lysin. Bevorzugt umfasst
das Peptid daher mindestens eine Diaminosiure, bevorzugt minde-
stens 2, 3, 4, 5 oder mehr Diaminosduren. Bevorzugt werden Ly-

sin-haltige Peptide (bzw. Oligopeptide oder Eiweife) eingesetzt.

Auch andere Aminosduren, wie Arginin, Asparagin, Glutamin oder
Histidin, tragen reaktive Aminogruppen, die mit dem Dihydroxy-

aromaten reagieren kdnnen.

Die reaktiven Aminogruppen, insbesondere die durch die
Diaminosdure bereitgestellten Aminogruppen, sind fUr die
Vernetzungsreaktion zwischen Peptid und Oligolacton besonders
geeignet. Auch Hydroxylgruppen oder Merkaptogruppen in dem
Peptid kénnen jedoch 2zu der Vernetzungsreaktion beitragen.
Bevorzugt umfasst das Peptid daher mindestens eine Aminosiure
mit einer Hydroxylgruppe, also insbesondere Serin, Threonin oder
Tyrosin oder einer Merkaptogruppe, z.B. Cystein. Auch
Hydroxylysin oder polyphenolische Aminosdurebausteine, wie sie
in den MAPs vorliegen, kénnen in den erfindungsgemaf

eingesetzten Peptiden vorkommen. Ein Vorteil der vorliegenden



WO 2007/090384 12 PCT/DE2007/000241
Erfindung ist jedoch, dass die Anwesenheit dieser spezifischen
Aminosdurebausteine und damit die Verwendung von MAPs nicht
notwendig ist. Die verwendeten Peptide kdnnen daher z.B. ohne

weiteres rekombinant hergestellt werden.

Die durch Reaktion der Brlckenmolekiile mit dem Peptid
entstehende Vernetzung hangt wesentlich davon ab, wie hoch der
Anteil der zur Verfligung stehenden reaktiven Gruppen in dem
Peptid ist. Gute Klebeeigenschaften kd&énnen ab einem Anteil an
Aminosduren des Peptids, die eine reaktive Aminogruppe (z.B.

Diaminosduren wie Lysin) tragen, von mindestens 10 % erreicht

werden. Ist das Polymer kein Peptid, so betrdgt der Anteil an

Polymerstrukturelementen, die eine Aminogruppe tragen,
mindestens etwa 10%. Bevorzugt liegt der Anteil dieser

Aminosauren oder Strukturelemente jedoch hoéher, bei mindestens
20%, mindestens 30%, mindestens 40 oder mindestens 50% oder
sogar bei mindestens 80 bis 100%. Natlrlich vorkommende Peptide
und Proteine, z.B. Albumin oder Casein, kénnen verwendet werden,

besonders geeignet sind z.B. MAPs.

Es kénnen Jjedoch auch besonders geeignete klirzere, leicht
kinstlich herstellbare Peptide eingesetzt werden. In einer
besonders bevorzugten Ausflhrungsform der Erfindung sind etwa
50% der Aminosduren des Peptids Lysin. Zus&tzlich kdénnen etwa
50% der Aminosauren des Peptids Tyrosin sein. Lysin und Tyrosin
kénnen z.B. als sich wiederholende Dipeptid-Einheit angeordnet
sein. Auch eine andere Abfolge oder die Aufnahme weiterer
Aminosduren, insbesondere von Arginin, Asparagin, Glutamin oder
Histidin (anstelle von Lysin oder =zusdtzlich), Serin oder
Threonin (anstelle von Tyrosin oder zusdtzlich), von Cystein
oder anderen Aminosduren ist jedoch mdglich. Eine Lange des
Peptids wvon ca. 10-20 Aminosduren ist besonders bevorzugt.
Hervorragende Ergebnisse konnten etwa mit Peptiden von 10-20

Aminosduren Lange, die aus sich wiederholenden Dipeptideinheiten



WO 2007/090384 13 PCT/DE2007/000241

von Lysin und Tyrosin bestanden ([Lys-Tyr]ls oder [Tyr-Lysla, n=5

oder n=10), erzielt werden.

Der substituierte Polyhydroxyaromat dient als organisches
Briickenmolek{il zum Vernetzen des Peptids. Im EP 0 947 142 werden
als Substrate der Enzyme Proteine eingesetzt. Im vorliegenden
Fall sollen/koénnen dagegen Brlckenmoleklile eingesetzt werden,
die nicht proteinogener Herkunft sind. Uberraschenderweise wurde
festgestellt, dass substituierte Polyhydroxyaromaten gegeniuber
unsubstituierten Polyhydroxyaromaten besonders glnstige
Polymerisationsegenschaften aufweisen, insbesondere wird eine
schnelle Polymerisiation und eine gute Festigkeit der Verklebung
erreicht. Eine geeignete Substitution der Aromaten kann sogar
dazu fihren, dass nunmehr als Brluckenmolekul auch

Monohydroxyaromaten zur Vernetzung geeignet sind.

gubstituiert bedeutet im Rahmen dieser Erfindung, dass an ein
Molekiil Reste gebunden sind, in diesem Fall an dem Aromaten
neben den beiden Hydroxylgruppen noch 1, 2, 3 oder 4 weitere
Reste, wobei von diesen unabhingig voneinander ein oder mehrere
Reste H, CH;, COH, COCH;, CONH;, CON-Alkyl, CON-Alkyl-OH, COCH,
CoO-Alkyl, Alkyl oder ein substituierter Aromat sein kdénnen,
nicht aber alle Reste H sind. Der Aromat kann auch Teil eines
bicyklischen oder polyzyklischen aromatischen Ringsystems sein.
Bevorzugt sind bei einem substituierten Dihydroxyaromaten 2 oder

3 der Reste H.

Als substituierte Dihydroxyaromaten kommen =z.B. 2,5-Dihydroxy-
benzamide, vorzugsweise 2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benz-
amid, in Betracht. Es wurde gefunden, dass substituierte
Dihydroxyaromaten fir die erfindungsgemafe Kombination wesent-

lich besser geeignet sind als unsubstituierte.

Alkyl bedeutet verzweigte oder unverzweigte aliphatische Kohlen-

wasserstoffketten, bevorzugt mit 1-20, mehr bevorzugt 1-6
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Kohlenstoffen, z.B. Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Isobutyl, n-
Pentyl, n-Hexyl.

Der substituierte Polyhydroxyaromat ist ein Substrat einer Poly-
phenoloxidase. Die Polyphenoloxidase dient als Katalysator £ir
die Reaktion zwischen Peptid und Polyhydroxyaromat. Bevorzugt
ist die Polyphenoloxidase eine lignolytische Polyphenoloxidase,
insbesondere Laccase (EC 1.10.3.2). Lignolytische Polyphenol-
oxidasen wie Laccase weisen - im Gegensatz etwa zu Tyrosinasen
oder Catecholoxidagen, ein besonders breites Substratspektrum

auf.

Laccasen sind im Stand der Technik bekannt. Sie kdnnen aus
Pflanzen oder Fungi stammen oder von natlrlichen Enzymen
abgeleitet =sein. Die im Rahmen der Erfindung verwendeten
laccasen koénnen rekombinant hergestellt oder aufgereinigt sein.
Dabei ist eine besondere Reinheit der Laccase im allgemeinen
nicht erforderlich. Es kdénnen auch Ubersténde lignolytischer
Pilze eingesetzt werden. Fir medizinische Anwendungen ist jedoch
eine wesentliche Abtrennung von mikrobiologischen Substanzen wie
Lipopolysacchariden wiinschenswert. Beispiele sind Laccase aus
den Arten Aspergillus, Neurospore, Podospora, Botrytis,
Collybia, Fomes, Lentinus, Pleurotus, Pycnoporus, Pyricularia,
Trametes, Rhizoctonia, Coprinus, Psatyrella, Mycelophtera,
Schtalidium, Polyporus, Phlebia oder Coriolus. Die Herstellung

von Laccasen ist z.B. in EP 0 947 142 offenbart.

In der bevorzugten Ausflhrungsform der erfindungsgemafken
Kombination ist das Peptid ein Oligopeptid mit einer Lange von
etwa 10-20 Aminosduren, bevorzugt mit einem Anteil von etwa 50%
Diaminosduren wie Lysin, das Brlckenmoleklll ist 2,5-Dihydroxy-
benzamid, vorzugsweise 2, 5-Dihydroxy-N- (2-hydroxyethyl) -benz-

amid, und der Katalysator ist Laccase.

Die Vernetzungsreaktion verlauft beli der erfindungsgemafien

Kombination entsprechend dem in Reaktionsschema 1 beispielhaft
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dargestellten Schema. Formel 1 oder 2 stellt ein erhaltenes
Produkt schematisch dar, bei dem Peptide/Polymere durch den

substituierten Dihydroxyaromaten verbunden sind.

Schema 1:
=¥
| B3
23 NH - _,,;..-Fzs.__ﬁ fd
R4 R1 5 -
o+ o Lacouss
RE 7 —_— HO ﬁx =7
HO 2 " RS
I ks

In Reaktionsschema 1 ist R1, R2, R3 und/oder R4 unabhidngig
voneinander H, OH, CH,, COH, COCH;, CONH,, CON-Alkyl, CON-Alkyl-
OH, COOH, COO-Alkyl, Alkyl oder substituierter Aromat,
insbesondere H, CH;, Alkyl, oder substituierter Aromat.
Mindestens einer dieser Reste ist nicht H. Bevorzugt sind drei
dieser Reste H und der vierte Rest ist CON-Alkyl-OH,
insbesondere CON-C,H,-OH.

R6-R5(-NH,) -R7 stellt das Aminogruppen tragende Peptid oder
Polymer dar, wobei R6 oder R7 H sein kann oder beide Reste
Aminosdureeinheiten oder Polymereinheiten darstellen. R5(-NH/-
NH-) ist eine Diaminos&ure oder eine endstdndige Aminosaure des
Peptids/Aminogruppe des Polymers mit einer freien Aminogruppe

oder deren Reaktionsprodukt.

Schema 2: Formel 1 und 2:
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In Formel 1 und 2 (Schema 2) ist R1 und/oder R2 unabhangig
voneinander H, OH, CH;, COH, COCH;, CONH;, CON-Alkyl, CON-Alkyl-
OH, COOH, CO0O-Alkyl, Alkyl, substitulerter Aromat, insbesondere
H, CH;, Alkyl, oder substituierter Aromat, wobei nicht beide
Reste H sind. R4-R3-R5 stellt das Aminogruppen tragende
Peptid/Polymer dar, wobei R4 oder R5 H sein kann oder beide
Reste Aminosdureeinheiten/Polymereinheiten darstellen. R3(-NH-)
ist das Reaktionsprodukt einer Diaminosdure oder einer
endstadndigen Aminosdure des Peptids/Aminogruppe des Polymers mit

einer freien Aminogruppe.

Im Allgemeinen liegen die einzelnen Komponenten der Kombination
vor der Verwendung getrennt voneinander vor, insbesondere liegen
die Komponenten a und b getrennt voneinander vor. Es kann jedoch
auch eine Vormischung von Komponenten erfolgen, die die
Verwendung vorbereitet, beispielsweise kdénnen Peptid/Polymer und
Katalysator bereits gemischt sein. Vorteilhafterweise werden
Briickenmolekil und Peptid/Polymer erst dann gemischt, wenn die
Reaktion =zwischen beiden erwlinscht ist. Wenn jedoch der
Katalysator erst direkt vor der Anwendung hinzugefligt wird, kann
auch eine Mischung, die sowohl Peptid/Polymer als auch

Briickenmoleklil umfasst, noch in einem gewissen Rahmen lagerfahig

sein.

In der Kombination kénnen eine oder mehrere Komponenten - ge-
meinsam oder getrennt - in einem oder mehreren Ldsungsmittel
aufgenommen  sein. Fir medizinische Anwendungen ist das

Losungsmittel nicht toxisch und biologisch vertraglich.
Bevorzugt ist das Losungsmittel ein Phosphatpuffer wie
Calciumphosphat oder Natriumphosphatpuffer oder PBS, es kann
aber auch ein organisches Ldsungsmittel wie DMSO oder eine
Mischung aus einem wdssrigen und einem organischen Losungsmittel
sein. Alternativ kann die Kombination oder ihre Bestandteile

erst vor der Verwendung in dem Lédsungsmittel aufgenommen werden.
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In einer Ausfihrungsform ist die Kombination bereits in einer
Zwelkomponentenspritze, bevorzugt bereits mit angesetztem Misch-
extruder, zur Anwendung vorbereitet, wobei die eine Komponente
das Peptid und gegebenenfalls den Katalysator umfasst und die
andere Komponente das BrlUckenmolekul. Dies erlaubt eine
besonders exakte Dosierung und einfache Handhabung. Bevorzugt
ist eine Doppelkammerspritze etwa vom Typ Mixpac (Mixpac Systems

AG, Rotkreuz, Schweiz).

Bevorzugt liegen die Bestandteile der Kombination schon in einem
Mengenverhaltnis vor, das flir ihre Verwendung angemessen ist und
ein umstadndliches Dosieren der Zutaten erspart. Der Anteil der
Peptide an der Kombination kann z.B. etwa 20-99% (die Prozent-
angaben beziehen sich auf Gew.-%, bezogen auf die Gesamtmasse
ohne Lésungsmittel), bevorzugt etwa 40-90%, betragen. Der Anteil
der Bruckenmoleklile kann z.B. etwa 1-80%, bevorzugt etwa 5-70%,
betragen. Der Anteil an Polyphenoloxidase betragt etwa 0,001-5%,
bevorzugt etwa 0,01-1% oder etwa 0,05-0,5%.

Besonders bevorzugt ist folgende Zusammensetzung des Klebers:
[Tyr-Lyslq, n=4-35, 8,5 mM; 2,5-Dihydroxy-N- (2-hydroxyethyl) -
benzamid 12,5 mM; Enzym: 0,32 U (156 nmol ml™ min™*). Variationen
sind sowohl beim Peptid als auch beim Brlickenmolekiul etwa von 1-

50 mM méglich.

Die Mengenverhdltnisse kénnen in Bezug auf die gewlnschte An-
wendung angepasst werden. Eine anteilig groéfiere Menge an
Brickenmolektl fihrt dabei zu einem hdheren Vernetzungsgrad.
Ferner werden reaktive Amino-, Merkapto und/oder Hydroxylgruppen
von zu verklebenden Substraten verstarkt in die Vernetzung
einbezogen, wenn ein geringerer Anteil an Peptid vorliegt. Die
Menge an Enzym beeinflusst die Geschwindigkeit der Rektion,
wobei, je nach Anwendung, ein schnelles Erreichen des Gelpunkts

oder vollstandiges Aushdrten oder eine langere Verarbeitbarkeit
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der Kombination erwlinscht sein kann. Eine Optimierung ist durch

Versuche méglich.

Die Kombination kann weitere Zusatz- und Hilfsstoffe enthalten,
z.B. FOllmittel wie Collagen, Albumin, Hyaluronsdure oder
dhnliches. Bevorzugt betrigt der Gesamtanteil wvon Peptid und
Briickenmoleklll etwa 25-100%, insbesondere etwa 50-90%. Auch die
Wundheilung fdrdernde Substanzen, z.B. Wachstumsfaktoren, oder
antibiotisch wirksame Substanzen koénnen enthalten sein. Werden
z.B. aminosdurehaltige antimikrobielle Wirkstoffe durch Ein-
wirkung der erfindungsgemdfen Komponenten modifiziert und an
Oberfléchen fixiert, ergibt sich eine antimikrobielle
Ausrlistung. Derartige Modifikationen sind z.B. zur Versorgung

infizierter Wunden von Interesse.

Die erfindungsgemdffe Kombination ist insbesondere ein Kleber,
d.h., sie 1ist geeignet zum Kleben von Substraten, 2z.B. von
Gewebe. Bevorzugt liegt die erfindungsgemdfe Kombination als
Medizinprodukt vor. Das Medizinprodukt ist zum Kleben von Gewebe
geeignet, kann aber auch zum Kleben anderer Substrate, z.B.
Implantate verwendet werden. Eine Klassifizierung als
pharmazeutisches Préparat ist, abhingig von nationalem Recht,
ebenfalls méglich. Diese Begriffe sind £ir die Zwecke der
Beschreibung der Erfindung austauschbar. In einem Aspekt stellt
die vorliegende Erfindung eine Verwendung der Kombination zur

Herstellung eines Medizinprodukts zum Kleben von Gewebe bereit.

Eine Sterilisierung des Medizinprodukts bzw. seiner einzelnen
Komponenten kann vorteilhafterweise ohne Strukturveranderung
erreicht werden. Moéglich ist z.B. eine Sterilfiltrierung von
Lésungen. Bevorzugt ist jedoch eine Sterilisierung Uber Gamma-
Strahlung, da diese bereits verpackt erfolgen kann und somit
keine aseptische Abflllung ndtig ist. Der Aktivitdtsverlust der

Laccase bei der Gammasterilisation, der bis zu 50 % betragen
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kann, kann durch eine entsprechend héhere Ausgangskonzentration

leicht ausgeglichen werden.

Das Medizinprodukt kann zum Kleben von Hart- oder Weichgewebe
verwendet werden. Zum Beispiel kann Bindegewebe, Haut, Sehne,
Organ, Blutgefdf und/oder Nerv (Weichgewebe) und/oder Zahn
und/oder Knochen (Hartgewebe) geklebt werden. Selbstverstandlich
kédnnen auch verschiedene Gewebe miteinander verklebt werden,
z.B. Sehnen und Knochen. Eine besonders bevorzugte Anwendung
findet sich béim Verkleben von Wundréndern oder beim Kleben von
Rupturen verschiedener Organe, wie Leber, Niere oder Milz. Auch
die Versorgung von chirurgisch gesetzten Wunden, z.B. nach der
Entfernung von Tumoren, ist mit dem erfindungsgemafien

Medizinprodukt mdéglich.

Die Vorteile der erfindungsgemi&fRen Kombination ermdglichen die
Anwendung in besonders schwierigen Féllen, insbesondere auch bei
der Versorgung von chronischen Wunden. Bei solchen Wunden
entsteht mnach der notwendigen chirurgischen Versorgung eine
starke Zugspannung, die die Wundheilung erschwert. Die hohe
Festigkeit des erfindungsgemdRen Wundverschlusses ermdglicht
auch in diesen Fdllen eine feste Abdichtung und verhindert
wundinfektionen. Nach Abschluss der Vernetzungsreaktion konnen
auf den so verschlossenen Wunden Kompressiv-Bandagen angewandt

werden, um die Odembildung zu verhindern.

Die Kombiantion kann =zur Fixierung von Implantaten, z.B.
Gef&Rprothesen, bioabbaubaren Implantaten, Kathetern, Stents und
anderer Materialien genutzt werden. Bel einer vorteilhaften
Ausfithrungsform werden in das zur Fixierung von Implantaten
vorgesehene Klebersystem pharmazeutische Wirkstoffe eingelagert,
um so Infektionen 2zu verhindern, unerwlunschtes Zellwachstum zu
unterbinden wund Heilung zu beschleunigen. Mit Hilfe der
eingelagerten pharmazeutischen Wirkstoffe koénnen Resorption und

Heilung aufeinander abgestimmt werden.
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Eine vorteilhafte Anwendung dieser Kombination ist die flexible,
Uber einen gewissen Zeitraum resorbierbare Abdichtung von
Anastomosen und Patchen an GefaRen bzw. auf Hohlorganen. Die
Kombination ist auch flr die Fixierung von Drug-Delivery Devices
und von pordsen Tragerstrukturen bzw. Membranen £lir den
potentiellen Einsatz in der regenerativen Medizin (Tissue

Engineering) geeignet.

Weitere erfindungsgemdfe Verwendungen sind:

- als Mittel zur Ersten Hilfe nach Unfadllen

- zur Wundsanierung bei infizierten Wunden

- in der plastischen, rekonstruktiven und/oder kosmetischen
Chirurgie, insbesondere zur Verhinderung der Narbenbildung,
die beim Nadhen von Wunden induziert wird

- Verschluss und Abdichtung von Flussigkeit- und Luftleckagen
Z. B. Abdichtung von Stichkanalblutungen in der Gefafs-
chirurgie, bei arteriellen Bypassoperationen oder zur

Abdichtung von Lungenleckagen in der Thoraxchirurgie.

Uberraschend wurde gefunden, dass die entwickelten
Medizinprodukte auch hervorragend zum Kleben von Hartgewebe,
z.B. zur Knochenklebung verwendet werden kémnen. Fir das Kleben
von Knochen sowie flUr die schnelle Integration von Implantaten,
insbesondere im Bereich der Knochen, ist die Akzeptanz des
implantierten Materials durch die Knochenzellen von
fundamentaler Bedeutung. Dies trifft nattrlich auch auf die
verwendeten Kleber zu. Durch die schnelle Besiedlung mit
Osteoblasten wund deren anschlieRBender Ausreifung wird die
Knochenneubildung gefdérdert und der Heilungsprozess verkurzt.
Implantate werden daher Dbevorzugt mit mikrostrukturierten
Oberflachen gefertigt. Der erfindungsgemdRe Gewebekleber erhalt
diese Struktur und unterstitzt die Knochenneubildung. Fir die
Produktion wvon Kollagen, das fUr die Knochenheilung unent-
behrlich ist, sind die Aminosduren Lysin und Prolin notwendig.

Lysin ist an der Klebestelle in grofem Umfang enthalten. Daraus
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resultiert eine positive Beeinflussung der Knochenbildung. Die
gebildete extrazelluldre Matrix wird Uber Integrine, wie z.B.
alpl oder o3pl, anhand der RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp) erkannt.
Dadurch wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die in der
Zelle Ver&dnderungen am Zytoskelett ausldst und zwischen Prolife-
rationsstadium und Differenzierungsstadium umschaltet. Die ge-
bildete Proteinmatrix dient auRerdem der Einlagerung von

Calciumsalzen.

Das ermdglicht die Anwendung bei komplizierten Brlichen und die
Einfligung von Knochensplittern. Gerade bei der Operation
komplizierter Briche sind die Vorteile der erfindungsgemafen
hohen Klebekraft von grofRer Bedeutung. Das erfindungsgemifie
Medizinprodukt dient daher bevorzugt zum Fixieren von Trummer-

frakturen z.B. im Gesichtsschédelbereich oder der Extremitdten.

Ferner ist die erfindungsgemdfe Kombination aufgrund der hohen
Zugfestigkeit auch besonders zur Herstellung von Medizin-
produkten zur Fixierung von Muskeln, Béndern und Sehnen an

Knochen geeignet.

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit findet sich im Bereich der
Zahnmedizin, z.B. bei der Klebung von Inlays und Kronen oder bei

Aufbaufillungen.

Die Viskositdt und FlieRfdhigkeit der verwendeten Kombination
kann, abhingig z.B. von der Lange der zu fixierenden Wunde und
der Wundspalttiefe bzw. den zu verklebenden Substraten angepasst
werden. Neben der L&nge der verwendeten Peptide/Polymere hat
auch die Menge an Ldsungsmittel einen Einfluss auf diese
Parameter. Auch Zusatzstoffe wie Thixotropiemittel kdnnen zur
Anpassung von Viskosit&t wund FlieRfdhigkeit verwendet werden.
Typischerweise wird zum Kleben von Hartgewebe ein Medizinprodukt

mit hdherer Viskositdt verwendet als zum Kleben von Weichgewebe.
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Ein Vorteil der erfindungsgemdffen Kombination ist, dass die
durch Reaktion der Komponenten entstandene Verbindung biologisch
abbaubar igt, insbesondere beim Einsatz von Peptid als Polymer.
Durch die Verknlipfung von Peptidsequenzen, die die flr eine
Klebewirkung relevanten Aminosduren enthalten, entsteht eine
sehr feste Verklebung, die aber im Verlauf des Heilungsprozesses
resorbiert werden kann. Die anfangliche Hartungsphase, verbunden
mit hohen Klebeigenschaften, und die zeitabhangig langsame
Resorption im Kérper bei fortgeschrittenen Heilungsprozessen

sind von besonderem Vorteil.

Bevorzugt wird die venetzte Kombination im Korper innerhalb von
etwa einem Jahr resorbiert (biologisch abgebaut), bevorzugt in
einem Zeitraum von etwa 28 Tagen bis zu etwa 6 Monaten. Der
Mechanismus der Resorption kann z.B. hydrolytisch  oder
enzymatisch sein. Insbesondere kdnnen die Peptide gespalten und
einzelne Fragmente abtransportiert und ausgeschieden werden.
Alternativ k&énnen Fragmente oder Aminosduren auch in das sich

regenerierende Gewebe eingebaut werden.

Durch die Erfindung wird ein Verfahren =zur Herstellung
verbundener Polymere bereitgestellt, bei dem man die Komponenten
der erfindungsgemdfen Kombination miteinander in Kontakt bringt.
Die entstehenden Produkte sind hochmolekular vernetzt und kénnen
z.B., abhingig von den Ausgangskompnenten, in diesem Fall
bevorzugt Peptide/Proteine, die zum Verzehr geeilgnet sind, zZur

Herstellung von Nahrungsmitteln eingesetzt werden.

In einer Ausfiihrungsform wird die erfindungsgemifie Kombination,
die zum Kleben von Gewebe geeignet ist, zur Herstellung eines
Medizinprodukts zur Versorgung blutender Wunden verwendet, das
in Kombination mit einem blutstillenden Mittel eingesetzt wird.
Somit wird eine vorteilhafte Kombination des Gewebeklebers mit
einem blutstillenden Mittel zur Verfigung gestellt, die bei

blutenden Wunden gemeinsam eingesetzt werden kann. Es hat sich
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herausgestellt, dass ein neuartiges blutstillendes Mittel in

diesem Zusammenhang besonders geeignet ist.

Die vorliegende Erfindung stellt daher eine Kombination zur

Versorgung blutender wunden bereit, umfassend

i) ein Dblutstillendes Mittel, umfassend ein Zeolithfein-
granulat mit einem Zeolithanteil von mindestens 70% und
einer mittleren Porengrdfke von 0,3 bis 0,5 nm, ,erhadltlich

durch Dehydratatisation bei Temperaturen < 200 °C

ii) einen Kombination zum Kleben von Gewebe, umfassend
a) ein Polymer, insbesondere ein Peptid, das mindestens zwel
Aminogruppen umfasst, und
b) einen substituierten Polyhydroxyaromaten, insbesondere
Dihydroxyaromaten, der kein Peptidbestandteil ist, und

¢) eine Polyphenoloxidase, insbesondere eine Laccase.

Die Kombiantion kann die erfindungsgemife Kombination in allen

im Detail oben beschriebenen Ausfihrungsformen sein.

Das Zeolithfeingranulat ist bevorzugt ein Naturzeolithfeingranu-

lat, das Klinoptilolith, Chabasit und/oder Mordenit enthalt.

Der Zeolith wird nach Trocknung und Vorzerkleinerung fraktio-
niert. Die Blutstillung wird durch Naturzeolithfeingranulate mit
einem Mikroporenraum mit einer mittleren PorengrdfRe von 0,3 bis
0,5 nm erreicht. Es wurde gefunden, dass im Mikroporenraum
dieser Mineralien bestimmte an der Blutgerinnung beteiligte
Faktoren selektiv angereichert werden. Das fthrt zu einer
Aktivierung der physiologischen Blutgerinnung, die zu einer den
herkémmlichen Hamostyptika deutlich Uberlegenen Blutstillung
fiihrt. Von besonderem Vorteil ist dabei, dass keinerlei toxische
stoffe an die Wunde abgegeben werden. Ausgewahlte Naturzeolithe
kénnen erfindungsgemdf so aufbereitet werden, dass sie nunmehr
kostenglinstig auf direkten Weg als blutstillende Mittel und

Mittel zur Wundversorgung bereitgestellt werden kdnnen.
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Verwendet wird die Fraktion mit Kornband 0,8 - 0,2 mm. Bezlglich
Reinheit sind die Anforderungen nach US Pharmacop. bzw. Europ.
Pharmacop. zu erfullen. Eine schonende Dehydration erfolgt
bevorzugt bei Temperaturen unter 200 °C durch Behandlung in

Temperaturintervallen.

Die Dehydratation erfolgt bevorzugt nur teilweise, so dass bei
der Aufnahme von Flussigkeit, =z.B. Blut, keine starke, das

Gewebe schidigende exotherme Reaktion auftritt.

Bevorzugt ist das Zeolithfeingranulat also durch Vermahlen, ins-
besondere von Naturzeolith mit einem Anteil an Klinoptilolith,
Chabasit und/oder Mordenit und Fraktionierung sowie schonende
Teildehydratisierung bei Temperaturen < 200 °C vorbehandelt. Es
wird ein Mineralfeingranulat mit starken elektrostatischen Fel-
dern im Kristallgitter erhalten, das bevorzugt selbst schwere
Blutungen innerhalb 1 min stoppen kann. Uberraschenderweise hat
sich herausgestellt, dass das erfindungsgeméfe Produkt den am
Markt befindlichen Produkten auf Basis mikroporosierter synthe-
tischer Lithiumsilikate (EP 1176991 Al, WO 00/69480, US 6833486
Bl), z. B. CERDAC, durch eine 5-10-fach hohere Kapillarkraftwir-
kung Uberlegen ist. In Folge der partiellen Dehydratisierung
tritt keine exotherme Reaktion auf, die Gewebeschidden durch

Verbrennung verursachen kann.

Da Gerinnungsfaktoren auf Grund der hohen Kapillarkraft wir-
kungsvoll konzentriert werden, ist Anwendung zur Blutstillung
mdglich. Die hohe Kapillarkraft dist auch fir den Einsatz zur
Wundversorgung, insbesondere zur Versorgung VoIl schwer heilenden
und bereits chronifizierten Wunden von besonderer Bedeutung.
Besonders angezeigt ist der Einsatz bei Wunden mit einer
Exsudation, d.h. einem Austfitt von Blutbestandteilen an einer
entzlindeten Wunde. Oft ist eine Exsudation ein Anzeichen £4r
eine Infektion an einer Verletzung Die erfindungsgeméfie erhalte-

ne Mikroporenstruktur ermdglicht die Aufnahme von Wundexsudat,
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dass bei ,ndssenden“ Wunden im Uberschuss abgegeben wird.
Gleichzeitig sorgt die Aufnahme des Uberschiissigen Exsudats fhr
eine feuchte Atmosphdre Uber der Wunde, was flir die Wundheilung

von Bedeutung ist.

Bei der Anwendung auf der blutenden Wunde entsteht durch die Ak-
tivierung des Fibrinsystems eine feste schorfdhnliche Abdeckung,
die die Wunde zuverldssig vor bakterieller Infektion schitzt.

Diese Abdeckung wird im Laufe der Wundheilung abgestofen.

Das blutstillende Mittel kann ferner Biomasse aus aguatischen
Organismen, z.B. Algen, enthalten. V&llig Uberraschend wurde ge-
funden, dass die Mineralstoffe mit der Porenweite 0,3 bis 0,5 nm
im Verhadltnis 1 : 10 bis 10 : 1 vorteilhafterweise mit der Bio-
masse aus aquatischen Organismen gemischt werden koénnen. Insbe-
sondere wahlt man Mikroalgen mit antibakterieller Aktivitat aus,
lyophilisiert und mahlt deren Biomassen und mischt sie mit den
Mineralstoffen (Zeolithen), so dass eine Keimbesiedlung behan-
delter Wunden verhindert wird. Vorzugsweise werden Mikroalgen
mit einem Lipidanteil > 20 % und vielen ungesdttigten Fettsduren
ausgewdhlt, da diese eine hohe antibakterielle Aktivitat auf-
weisen und/oder Poly-N-Acetyl-Glucosamine enthalten. Weitere
nattirliche Inhaltsstoffe der Mikroalgen fdrdern die Zellprolife-
ration und wirken entzindungshemmend und immunstimulierend.
GemdR einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung werden ge-
friergetrocknete Biomassen der Grinalge Chlamydomonas und/oder
der Mikroalgen Spirulina und/oder Anabaena eingesetzt. In einer
geeigneten Anwendungsform kénnen die Feingranulate aus Naturzeo-
lithen und Mikroalgenbiomasse auch zur Herstellung von Medizin-
produkten eingesetzt werden, um stark infektidse, ndassende
Wunden zZu therapieren, die danach gegebenenfalls mit

Gewebekleber verschlossen werden kénnen.

Die in der erfindungsgemidfen Kombination enthaltenen blut-

stillenden Mittel kénnen zus&tzlich Collagen umfassen, auf einer
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Collagenmatrix aufgebracht werden oder =zur Fixierung von

Collagen dienen.

Die Komponenten der Erfindung sowie weitere Zusatzstoffe kdnnen
in unterschiedlichen Schichten auf eine Collagenmatrix
aufgebracht werden. Die Biomasse der verwendeten aquatischen
Organismen enthdlt Lipide, welche die Phagozytose unterstiitzten
und so einer vollstlndige Resorption des Collagens parallel zur
Wundheilung flhren. Die Biomasse kann =z.B. in Collagen-
hydrolysaten gelést wund/oder suspendiert werden und durch

Lyophilisieren auf eine Collagenmatrix aufgebracht werden.

Es ist in einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung auch
méglich, den Mineralstoff zur Blutstillung in einer Umhtllung
z.B. auf Zellulosebasis oder auf textiler Basis oder auf Basis
eines Collagenvlieses anzuwenden. Nach der Blutstillung kann der
Mineralstoff in diesem Fall vollstindig entfernt werden. Durch
die Aktivierung des Fibrinsystems sind die Wundrander
miteinander verklebt. Die ReiRfestigkeit des Wundverschlusses

ist aber geringer als bei herkémmlichen Fibrinklebern.

Um die Reiffestigkeit des Wundverschlusses zu erhdhen, wird in
Kombination mit dem blutstillenden Mittel der oben beschriebene
erfindungsgemdfe Gewebekleber bereitgestellt, mit dem in einem
zweiten erfindungsgemdfen Schritt die Wunde verklebt werden
kann. Die erfinderischen Produkte ergeben in ihrer Gesamtwirkung
einen besonderen Vorteil, der darin 1liegt, dags nunmehr
Hamostyptika und Gewebekleber bereitgestellt werden kénnen, die

sich bei verschiedenen Anwendungen vorteilhaft erginzen.

In einem Aspekt lehrt die vorliegende Erfindung die damit
Verwendung der beschriebenen Kombination zur Herstellung eines
Medizinprodukts. Das Medizinprodukt ist zur Versorgung blutender

oder nassender Wunden geeignet. Diese Vorsorgung erfolgt durch
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insbesondere durch Blutstillung und nachfolgendes Verkleben der

Wundrander.

Durch die Mineralstoffkomponenten wird dabei ein blutfreies
Operationsfeld geschaffen. Bei der Applikation des Wundklebers
ist deshalb die Wunde gut einsehbar. Das ermdglicht die exakte
lokale Zuordnung der Wundradnder. Durch die Aktivierung des
Fibrinsystems sind die Wundrédnder miteinander verklebt. Die
Gefahr, dass die filir den Klebevorgang bendtigten Komponenten des
Klebers, etwa die Polyphenoloxidasen, durch die Blutung verdinnt
oder weggeschwemmt werden, besteht nicht. Ebenso ist ausge-
schlossen, dass durch einen starken Blutstrom Komponenten des
Klebesystems weggespllt werden und in anderen Geweberegionen zu
Klebereaktionen fuhren. Die Thrombose-Gefahr, die beim
herkédmmlichen Fibrinkleber gegeben ist, wird drastisch
vermindert. Die erfindungsgemiffen Kleber sind dartiber hinaus
weitaus leichter handhabbar. Besondere Anforderungen an die
Lagerung wie bei tiefgekuhlten Fibrinklebern bestehen nicht. Die
laccase kann z.B. in geldster Form eingesetzt werden, dann ist
eine Lagerung bei Kihlschranktemperatur ausreichend. Es ist auch
mdéglich, die Laccase in Pulverform zu liefern und vor einer
absehbaren Anwendung zu l&sen. Die erfindungsgemafien Kleber sind
eine Alternative sowohl =zur Elektrokoagulation als auch zum

Wundverschluss mit Nadel und Faden.

Die Erfindung soll anhand von Ausfithrungsbeispielen erldutert

werden, ohne auf diese Beispiele beschrankt zu sein.
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BeisEiele

Beispiel 1: Herstellung der Naturzeolithfeingranulate

Selektiv abgebaute Mineralien mit 2 70 % Zeolithanteilen,
vorzugsweise Klinoptilolith, Chabasit und Mordenit werden nach
Trocknung und Vorzerkleinerung durch Fraktionierung mit Kornband
0,8 - 0,2 mm gewonnen. Bezliglich Reinheit sind die Anforderungen
nach US Pharmacop. bzw. Europ. Pharmacop. 3zu erfiillen. Durch
schonende thermische Behandlung in ausgewdhlten Temperatur-
intervallen bei Temperaturen < 200 °C erfolgt eine Teildehydra-

tisierung unter Erhalt der Kristallgitterstruktur.

Beispiel 2: Prufung des Mikroporenvolumens und der

KorngréRenverteilung

Die nach Beispiel 1 hergestellten Produkte verflgen Uber 25 -
50% Mikroporenraum (bezogen  auf das Gesamtvolumen) und

durchschnittliche Nanoporendurchmesser im Bereich 0,3 - 0,5 nm.

NanoporengrdRe und Feingranulataufbau ermdglichen eine maximale
Blutadsorption wund schnelle Durchdringung des Adsorberfein-

granulates.

Die Kapillarkraftwirkung ist 5 bis 10fach héher als bei dem

vergleichsweise untersuchten Handelspraparat CERDAC

Beispiel 3: Priufung der Feingranulate auf Eignung zZuxr
Blutstillung
Methodik:

Es wurden 2 Feingranulate, hergestellt nach Beispiel 1, gepruft.

Die Untersuchungen erfolgten an der Rattenleber als einem Proto-
typ fUr ein stark durchblutetes Organ. Zu diesem Zweck wurden

Ratten narkotisiert. Nach Offnung des Bauchraums wurde mit dem
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Skalpell ein etwa 1 cm langer Schnitt gemacht. Die Blutung wurde

gefilmt. Die Zeit bis zur Blutstillung wurde gemessen.

Ergebnis:

Bei Anwendung der erfindungsgemdfien Granulate wird eine Blut-
stillung innerhalb von 1 min erreicht (Kontrolle ohne Behandlung
bis zu 8 min). Es bildet sich eine schorfdhnliche Verkrustung,

die die Wunde schutzt.

Beispiel 4: In vitro-PrUfung der Feingranulate auf Eignung zur

Blutstillung

Bel Untersuchungen an verschiedenen Blutplasmen wurden folgende

Ergebnisse erzielt:

a) Normalplasma (mit Vorinkubation von 2 min)

Normalplasma Granulat 1 Granulat 2

Rekalzifizierungszeit 115 s 60 s 60 s
PTT - 15 s sofort clot
nach 3 min Inkubation

Clot= Gerinnung

b) Mangelplasma

Granulat 1 Granulat 2

F - VII MPI Clot nach 5 min Clot nach 210 s

Ohne Granulat erfolgte keine Gerinnung.

c)Heparinplasma (mit 2 und 3 min Vorinkubation)

ohne Granulat Granulat 1 Granulat 2

2 min 3 min 2 min 3 min
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l. 168 s 46 s 43 s 65 s 28 s

2. |45 s 38 s 17 s 37 s 10 s

Die Ergebnisse belegen, dass das endogene Gerinnungssystem akti-
viert wird, wobei der Mangelfaktor F - VII und Gewebsfaktor zu
verstarkter Trombin- und Fibrinbildung flUhren. Es erfolgt eine
relative Fibrinkonzentrationserhdhung durch die wmineralische

Wundauflage nach Beispiel 1.

Beispiel 5: Prufung von Extrakten aus Mikroalgen auf

antibakterielle Wirksamkeit
Methodik:

Verschiedene Staphylokokken-Stamme wurden mittels Whitley
Automatic Spiral-Plater im linearen Modus gleichmdRig auf der
Agarplatte (Miller-Hinton-II-Agar Fertigplatten von Becton

Dickinson) verteilt.

Acetatgewebe, wie es flUr die Herstellung von Wundauflagen
verwendet wird, wird mit 2 mg Extrakt entsprechenden Menge

Extraktldsung betropft und trocknen gelassen.

Zur Herstellung der Extrakte wurden gefriergetrocknete Biomassen
der Grinalge Chlamydomonas, der Mikroalgen Spirulina (Blue
Biotech Blsum) und Anabaena (Stammsammlung des Instituts £ur
Pharmazie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald) ver-
wendet. Zur Extraktion mit n-Hexan wurde der Extraktor DIONEX
ASE 200 genutzt. Die Extraktldésung wurde mittels Rotationsver-

dampfer vom L&sungsmittel befreit.

Ergebnisg:

2
Bei der Kontrolle werden 70- 120 Keime/cm gezdhlt. Unter den

beschichteten Wundauflagen lassen sich keine als Erreger von
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Wundinfektionen geflirchteten Methicillin resistenten
Staphylokkus-ausreus-Stéamme (MRSA) nachweisen. Bei anderen
Staphylokokken war das Keimwachstum auf 10 bis 20 % der

Ausgangskeimzahl reduziert.

Beispiel 6: Herstellung von Feingranulaten aus Naturzeolithen

und der Biomasse von Mikroalgen

Den nach Beispiel 1 hergestellten Mineralfeingranulaten k&nnen
Mikroalgenbiomassen mit einem Lipidanteil > 20 % im Verhdltnis
1:10 bis 10:1 zugemischt werden. Hierdurch  wird die

Keimbesiedlung der Wunden verhindert.

Beispiel 7: Prifung der Feingranulate auf Eignung ZUur

Blutstillung und zum Wundverschluss

a) Methodik:

Es wurden 2 Feingranulate, hergestellt nach Beispiel 1, ,

gepruft.

Die Untersuchungen erfolgten an der Rattenleber als einem
Prototyp flr ein stark durchblutetes Organ. 2Zu diesem Zweck
wurden Ratten narkotisiert. Nach Offnung des Bauchraums wurde
mit dem Skalpell ein etwa 1 cm langer Schnitt gemacht. Die
Blutung wurde gefilmt. Die Zeit bis zur Blutstillung wurde

gemessen. Der Wundverschluss wurde visuell beurteilt.

Ergebnis:

Bei Anwendung der erfindungsgemdfien Granulate wird eine
Blutstillung innerhalb von 1 min erreicht (Kontrolle bis zu 8
min). Es bildet sich eine schorfdhnliche Verkrustung, die die

Wunde schitzt.
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b) In weiteren Versuchen, wurde die Verkrustung nach 1 min mit

dem Skalpell entfernt.

Ergebnis:

Es wird eine nicht mehr blutende, oberflachlich geschlossene
Wwunde mit visuell gutem Wundverschluss erhalten. Der Wund-
verschluss ist bei Feingranulaten auf Mineralstoff/Algen-
biomasse-Basis besser als bei der Verwendung der ausschlieflich

auf mineralischer Basis hergestellter Praparate.

¢) In weiteren Versuchen wurden die Feingranulate durch ein

Zellulosetuch von der Wunde getrennt.
Ergebnis:

Auch unter diesen Bedingungen wird eine Blutstillung in weniger
als einer Minute erreicht. Es entsteht ein sehr Ulbersichtliches
Operationsgebiet, so dass eine feste Verklebung der Wunde mit

dem erfindungsgemifen Gewebekleber problemlos erfolgen kann.

Beispiel 8. Herstellung der Kleberprépolymere und Durchfthrung

der Klebereaktion flr die Weichgewebe- und Hartgewebeklebung

Der entwickelte Kleber resultiert aus einer Mischung der

einzelnen Komponenten Oligopeptid 1 (Aminosduresequenz aus sich

wiederholenden Dipeptideinheiten von Tyrosin und Lysin mit n = 5
oder n = 10), Brlckenmolekil 2 (2,5-Dihydroxy-N- (2-hydroxy-
ethyl) -benzamid) und dem Enzym Laccase (Schema 5). Die

Untersuchungen wurden in Phosphatpuffer durchgefihrt.

Schema 5:
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Die Klebewirkung erfolgt durch die enzymatische Reaktion der
Laccase mit dem Bruickenmolekil, das mit dem Oligopeptid

verknipft wird.
Es wurden folgende Mischungsverhdltnisse eingesetzt:

[Tyr-Lyslng, ne4-35, 8,5 mM; 2,5-Dihydroxy-N- (2-hydroxyethyl) -
benzamid 12,5 mM; Enzym: 0,32 U (156 nmol ml™* min'). Der

Lésungsmittelanteil an Methanol betrxrug 10% (v/v).

Beispiel 9: Prufung der Festigkeit der Klebefuge

Zur Prufung der Festigkeit der Klebefuge im Zugversuch mussten
die zu untersuchenden Gewebeteile vorher fixiert werden.
Porcines Weichgewebe wurde mit Cyanacrylatkleber an
Probenhaltern aus Polymethylmethacrylat (PMMA) fixiert bzw.
Knochenplatten aus Knochen bovinen Ursprungs wurden in
mechanischen Klemmen eingespannt. Anschliefend wurde die zu
untersuchende Klebermischung (s. Bsp. 6) auf das Gewebe
aufgetragen. Beili der Weichgewebeklebung wurde nach 10 Minuten
die Festigkeit der Klebefuge unter Zugbeanspruchung an der
Prifmaschine Zwick BZ2.5/TN1S (Prifgeschwindigkeit: 10 mm/min)
ermittelt. Die mechanische Testung der Klebefuge nach
Hartgewebeklebung erfolgte bei Zug-Scherbeanspruchung mit einer

Prifgeschwindigkeit von 5 mm/min.
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Ergebnis: Es wird ein doppelt so starke Festigkeit erreicht wie

bei den vergleichend untersuchten kommerziellen Fibrinklebern.

Beispiel 10: Diffusionshemmtest mit dem erfindungsgemaf
dotierten Collagenvlies im Vergleich =zu einem mit einem

konventionellen Antibiotikum dotiertem Vlies.
Methodik:

Es wurde der Agardiffusionstest nach Burkhardt (Burkhardt, F.
(Hrsg.) Mikrobiologische Diagnostik. Georg-Thieme Verlag
Stuttgart, New York 1992, S 724) durchgefihrt. Fir 15 die
Testung wurden Mueller-Hinton II-Agar in Stacker-Petrischalen
(Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, USA)
eingesetzt. Als Teststamm wurden S. aureus Stamm ATCC 6538
ausgewdhlt. Die Einsaat dieses Teststamms wurde so gewahlt, dafs
sich nach 1620 h Bebritung dicht stehende, Jjedoch nicht
konfluierende Einzelkolonien entwickeln. Nach dem Trocknen der
beimpften Nihrbdden werden die dotierten Collagenvliese auf die
Agaroberfléche aufgelegt. Nach 18 + 2 h Bebritung bei 36 0 C

werden die Hemmhdfe gemessen

Ergebnisse:

Hemmhof gegen S. aureus ATCC 6538

Dotierung | Gentamycin | Erfindungsgemd dotiertes Vlies
15 % 30

20 % 24 36

30 % 38

40 % 38

Das erfindungsgemédRe Vlies weist folgende Vorteile auf:

e verbesserte antimikrobielle Wirksamkeit, auch bei

multiresistenten Keimen
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e sehr gute hamostyptische Wirkung

e gute Haftung auf der Wunde bei einfacher Applikation.

Beispiel 11: Prifung von erfindungsgemd® mit Polyphenolen

dotierten Oberflichen auf antibakterielle Wirksamkeit
Methodik:

Verschiedene Staphylokokken-Stamme wurden mittels Whitley
Automatic Spiral-Plater im linearen Modus gleichmaRig auf der
Agarplatte (M{iller-Hinton-II-Agar Fertigplatten wvon Becton

Dickinson) verteilt.

Polymere Biomaterialien (jeweils 1 cm?) werden nach
Contrib.Plasma Phys. 41, 2001, 562-572 im Ammonik-Plasma
funktionalisiert. Danach erfolgte die Umsetzung mit 2,5-
Dihydroxy-N- (2-hydroxyethyl) -benzamid (12,5 mM) unter dem
Einfluss der Daccase (0,32 U (156 nmol mwml™? min™*). Der

Losungsmittelanteil an Methanol betrug 10% (v/v) .

Nach dem Trocknen werden die Platten auf den Agar gelegt

Ergebnis:

2
Bei der Kontrolle werden 120 Keime/cm gez&hlt. Unter den

beschichteten Oberflichen lassen sich keine Keime nachweisen.

Beispiel 12: Verwendung der erfindungsgemafien Kombination zur

Versorgung blutender Wunden.
Methodik:

Ratten werden wie in Beispiel 7 narkotisiert, der Bauchraum
gedffnet und eine Schnitt in der Leber gesetzt. Die Blutung wird
wie in Beispiel 7 c gestillt. Die sich bildende Kruste wird

entfernt. AnschlieRend wird der Schnitt mit Wundkleber geklebt.
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Daflir werden die in Beispiel 6 beschriebenen Oligopeptide in
PBS (Phosphate Buffered Saline, 2,7 M NaCl, 54 mM KCl, 87 mM
NapHPO4, 30 mM KHpPO4, pH 7.4) aufgenommen und Laccase zugegeben
(Komponente 1). 2,5-Dihydroxy-~N-(2-hydroxyethyl)-benzamid wird
in PBS geldst (Komponente 2). Es werden verschiedene
Verhdltnisse von Oligopeptid/2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-
benzamid/Laccase getestet, =z.B. 1/1/0,1; 1/2/0,5; 1/10/1) Die
Menge an Losungsmittel wird minimal gewahlt, um eine moéglichst
konzentrierte Losung der Komponenten =zu erreichen. Die
Komponenten werden in eine Zweikomponentenspritze mit
Mischextruder vom Typ Mixpac (Mixpac Systems, Rotkreuz,

Schweiz) gegeben und in den Wundspalt eingebracht.

Ergebnis: Bereits durch das Hamostyptikum erfolgt ein guter
Wundverschluss. Der Kleber kann direkt in den resultierenden
engen Spalt gegeben werden. Es resultiert eine sehr feste

Verklebung der Wundrédnder.

Beispiel 13 Verklebung von Collagen

Methodik:
Collagenfolie (DOT GmbH) wurde auf einer ebenen Unterlage
fixiert. Die Collagenfolie wurde in 8 Segmente (je 4 in zwei

Reihen) unterteilt und der Kleber direkt auf der Folie (unter

Ausnutzung der Oberfl&chenspannung) zusammengemischt. Der
Kleber war in Phosphat-Citrat-Puffer geldst. Es wurden
unterschiedliche Konzentrationen Brickenmolekiils (Laccase-

Substrat) getestet. Das Kleberprotein hatte ein MW von ca.
4000D) . AnschlieBbend wurden kleine Collagenfolienstiicke

aufgebracht, leicht angedriickt und trocknen gelassen.

Ergebnis:

Es wurde beim Verkleben wvon Collagen eine feste Bindung
erreicht. Die Verklebung erfolgt auch ohne Zugabe von
Kleberproteinen. Durch die Kleberproteine wird Jjedoch die

Bindungskraft verstarkt.
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Beispiel 14 Mischung einer Collagenlosung mit dem Kleber

Mikroskopisch ist nach dem Vermischen der Collagenldsung mit
dem Kleber eine starke Strukturierung zu erkennen. Die
geldsten wund zufdllig angeordneten Collagenmolekiile werden

parallelisiert - unter Ausbildung von Fasern.

Beispiel 15 Verkleben von Collagen und Polystyren

Methodik:

Ein Tropfen (20pl) Citrat-Phosphat-Puffer (Kontrolle) bzw.
Kleberldsung (Puffer, Laccase, Laccase-Substrat) wurde auf die
Oberflédche einer 60mm TCPS-Zellkulturschale aufgebracht und je
ein kleines Stiick Collagenfolie (8x4mm) aufgesetzt und leicht

angedrickt und dann trocknen gelassen.

Ergebnis:
Trotz der absolut glatten und inerten Oberfliche wurde eine
Verklebung erreicht. Das Collagen wurde dauerhaft mit dem

Untergrund verbunden.

Beispiel 16

Zelladhédsion an den mit Collagen beladenen Oberfl&chen
Methodik:

Die Zelladhdsion wurde mit einer Fibroblasten-Zelllinie (FL-
Zellen) untersucht.

Die Zelladhssion erfolgte an 60 mm TCPS-Zellkulturschale, die
nach Beispiel 15 mit Collagen beschichtet war. Nach Anfirbung
der Zellen mit Kristallviolett erfolgte die Auswertung mit dem
CellExplorer.

Ergebnis:

Die FL-Zellen werden stdrker gebunden.

Beispiel 16: Beschichtung fiur kurzliegende percutane Katheter

Ein fir kurzzeitig liegende Katheter vorgesehener
Katheterschlauch aus Polyurethan, beispielsweise
Polyetherurethan, wird in einem Mikrowellenplasma bei einem
Druck von 0,1 mbar in Ammoniak bei einer Leistung wvon 500 W

fir 10 Sekunden plasmabehandelt. Die im Ergebnis entstandenen
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2 % Aminogruppen an der Oberfldche werden mit 10 mmol 2,5-
Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid unter dem Einfluss der
Laccase (0,32 U (156 nmol ml™* min™). umgesetzt. Der so
behandelte Katheterschlauch wird als percutaner Abschnitt in
Kathetersysteme eingebaut. Er bewirkt eine Verminderung der

Infektionsgefahr.

Beispiel 17: Beschichtung flur langliegende Implantate

Eine flr ein langliegendes fest fixiertes Drug-delivery-System
(beispielsweise zur lokalen Behandlung von Tumoren)
vorgesehene dinne flexible Kaniile aus Polydimethylsiloxan wird
in einem Argon-Mikrowellenplasma mit einer Zumischung von 1 $%
Ethlyendiamin bei einem Druck~von 0,5 mbar bei einer Leistung
von 500 W fiur eine Minute plasmabehandelt. Dabei bildet sich
ein vernetzter Film aus Ethlyendiamin, der die Oberflédche
Uberzieht und Aminogruppen enthidlt. Die Fixierung im
Zielgewebe erfolgt durch Zugabe von einem Oligopeptid
(Aminosduresequenz aus sich wiederholenden Dipeptideinheiten
von Tyrosin und Lysin mit n = 5 oder n = 10), einem
Briickenmolekil (2,5-Dihydroxy-N-(2-hydroxyethyl)-benzamid) und
dem Enzym Laccase 0,32 U

Das so eingefligte Drug-delivery-System ist langzeitig prizise

am Zielort fixiert.

Beispiel 18: Bindungsfdhige Titerplattenbeschichtung

Titerplatten aus optisch-transparenten, inerten Kunststoffen,
beispielsweise aus Polystyrol, Polycarbonat, zyklischen
Olefin-Copolymer oder Polypropylen werden in einem
Mikrowellenplasma bel einem Druck von 0,1 mbar in Ammoniak bei
einer Leistung von 500 W fur 10 Sekunden plasmabehandelt.
Dabei erfolgt ein bindungschemischer Aufbau auf Aminogruppen.
Danach erfolgt die Zugabe der Polyphenole und der Lacase sowie
der Funktionsmolekiile. Die so entstandene die Stereochemie
wenig Dbeeinflussende Oberfldche wird zur Anbindung von

Funktionsmolekiilen benutzt.
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Patentanspriiche

Kombination, umfassend

a) ein Polymer, das mindestens zwel Aminogruppen umfasst, und
b) einen substituierten Polyhydroxyaromaten, der kein Peptid-
bestandteil ist, und

c) eine Polyphenoloxidase.

Kombination nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das

Polymer ein Peptid ist.

Kombination nach den Ansprlchen 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Anteil an Polymerstrukturelementen oder
Aminosauren des Peptids, die eine Aminogruppe tragen,

mindestens etwa 10% betragt.

Kombination nach den  Ansprichen 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die Aminogruppe Bestandteil einer

Diaminosdure sind.

Kombination nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch

gekennzeichnet, dass Diaminosdure Lysin ist.

Kombination nach den Ansprlchen 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Peptid eine Laénge von 10-1000 Aminosauren

aufweist.

Kombination nach den Ansprlichen 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Polyhydroxyaromat ausgewahlt ist aus einer
Gruppe umfassend einen monozyklischen Dihydroxyaromaten,
einen bizyklischen Dihydroxyaromaten, einen polyzyklischen
Dihydroxyaromaten, einen bizyklischen Trihydroxyaromaten oder

einen polyzyklischen Trihydroxyaromaten.

Kombination nach den  Anspruchen 1 bis 7, dadurch

gekennzeichnet, dass der substitulerte Polyhydroxyaromat ein
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10.

11.

12.

13.

14

15.

16.

17.

18.

Molekulargewicht von 110 - 1 100 g/mol aufweist.

Kombination nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Polyhydroxyaromat 2,5-Dihydroxybenzamid

ist.

Kombination nach den  Ansprlichen 1 bis 9, dadurch

gekennzeichnet, dass die Polyphenoloxidase Laccase ist.

Kombination nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine oder mehrere Komponenten der Kombination

in einem oder mehreren Losungsmitteln geldst ist/sind.

Kombination mnach den Anspriichen 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass die Komponenten a und b getrennt

voneinander vorliegen.

Medizinprodukt, umfassend die Kombination nach den Anspriichen

1l bis 12.

. Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass die

Kunststoffoberflache vor der Umsetzung mit der Kombination
nach den Ansprlichen 1 bis 12 durch ein Plasmaverfahren mit

Aminogruppen funktionalisiert wird.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das
Plasmaverfahren nicht schichtbildende ProzeRgase wie Ammoniak

oder Mischungenaus Ammoniak und Wasserstoff verwendet.

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das
Plasmaverfahren Aminogruppen enthaltende, dampffdrmige

Substanzen zur Deposition bringt.

Produkte mit funktionalisierter Oberfldche, die durch ein

Verfahren nach einem der Anspriche 14 bis 16 erhalten wurden.

Verfahren =zur Herstellung verbundener Polymere, dadurch

gekennzeichnet, dass man die Komponenten der Kombination nach
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den Anspriichen 1 bis 12 oder des Medizinprodukts nach
Anspruch 13 miteinander und/oder Produkte nach Anspruch 16 in

Kontakt bringt.

19. Verfahren nach wenigstens einem der Anspruche 14 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Komponenten mit
mindestens einem Aminogruppen tragenden oder mit Aminogruppen

funktionalisierten Substrat in Kontakt bringt.

20. Verfahren zZur Modifizierung von Oberfléachen, dadurch
gekennzeichnet, dass man das Verfahren nach Anspruch 18
durchfithrt und das Substrat eine Aminogruppen tragende oder

mit Aminogruppen funktionalisierte Oberfléche ist.

21. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika und/oder zur
Tmmobilisierung wvon Proteinen, dadurch gekennzeichnet, dass
man die Komponenten der Kombination nach den Anspriichen 1 bis
12 oder des Medizinprodukts nach Anspruch 13 miteinander und
mit mindestens =zwei =zu verbindenden Substraten in Kontakt
bringt, wobei ein oder mehrere Substrate ausgewahlt sind aus
einer Gruppe, umfassend Peptide und/oder Proteine und/oder
Aminogruppen enthaltende Reagenzien und/oder Zellen, und das
andere Substrat eine Aminogruppen tragende oder mit Amino-
gruppen entsprechend wenigstem einem der Angpriche 14 bis 17

funktionalisierte Oberfl&che ist.

22.Verfahren nach wenigstem einem der Anspriche 14 bis 20,
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Substrat ein
Kunststoff mit einer Oberfldche mit einem Gehalt von

mindestens etwa 2% freien Aminogruppen ist.

23 . Verfahren ZUur Verhinderung von Biofilmen, dadurch
gekennzeichnet, dass eine mit Polyphenolen modifizierte
Oberfliache nach wenigstem einem der Ansprlche 14 bis 22

erzeugt wird
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24.

25.

26,

27.

28

29.

Verfahren zur Fixierung von drug delivery Systemen, dadurch
gekennzeichnet, dass das eine mit Aminogruppen
funktionalisierte Systemoberfldche nach wenigstem einem der
Anspruiche 14 bis 22 erzeugt wird, die mittels der Kombination

nach Anspruch 1 im Gewebe fixiert wird.

Verfahren nach den Anspruchen 14 bis 24, dadurch gekenn-

zeichnet, dass man es in einem wassrigen Milieu durchflhrt.

Verfahren nach wenigstens einem der Anspriiche 14 bis 25,
dadurch gekennzeichnet, dass die Verbindung der Substrate
durch eine Vernetzung von Aminogruppen und/oder
Hydroxylgruppen und/oder Merkaptogruppen der Peptide und der

Substrate durch die Dihydroxyaromaten erfolgt.

Produkt, erhaltlich durch das Verfahren nach wenigstens einem
der Ansprichen 15 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens Zwel Substrate durch Brickenmoleklile der

Kombination nach den Ansprlchen 1-12 vernetzt sind.

. Produkt mit einer modifizierten Oberfliche, erhdltlich durch

ein Verfahren nach den Ansprlchen 15-26, dadurch
gekennzeichnet, dass die Oberfldche durch Brlckenmoleklile der

Kombination nach den Ansprlchen 1-12 modifiziert ist.

Produkt nach wenigstem einem der Ansprliiche 17,27 oder 28,
dadurch gekennzeichnet, dass es sgsich um ein medizinisches
oder diagnostisches Produkt handelt, in dem Peptide und/oder
Proteine und/oder Aminogruppen enthaltende Reagenzien

und/oder Zellen an eine Oberfliche gebunden sind.
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