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Verfahren zur Behandlung biologischer Gewebe tierischen oder
menschlichen Ursprungs wie Schweine-, Rinderperikard- oder
menschlicher Leichen-Herzklappen sowie entsprechend behandeltes

biologisches Gewebe

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Behandlung biologischer Gewebe
tierischen und menschlichen Ursprungs, wie Schweineherzklappen, Herz-
klappen aus Rinderperikard oder menschlicher Leichen-Herzklappen, so-

wie ein entsprechend behandeltes biologisches Gewebe.

Zum Hintergrund der Erfindung ist festzuhalten, dass Operationsverfahren
mit einer Anwendung unterschiedlich vorbehandelter biologischer Gewebe
tierischen Ursprungs als kollagene Matrizen insbesondere im Rahmen des
Tissue-Engineerings in verschiedenen chirurgischen Teilgebieten an Be-
deutung flir kiinftige, verbesserte Therapieverfahren gewinnen. Einschligi-
ge Anwendungsgebiete sind in der kardiovaskuldren Chirurgie zu sehen,
aber auch die Orthopédie und Neurochirurgie sind als Einsatzbereiche

denkbar.

Fiir die Anwendung kollagener Matrices in der kardiovaskuldren Chirurgie
miissen eine gute Blutvertriglichkeit und mechanische Stabilitdt gewidhr-
leistet sein. Als Beispiel sind in diesem Zusammenhang Herzklappen tieri-
schen Ursprungs, wie Schweineklappen oder Klappen aus Rinderperikard,
genauso zu nennen, wie biologische Gefaflprothesen mit kleinen Durch-
messern und Pumpkammern biologischer oder mechanischer Blutpumpen.
Bei orthopadisch-chirurgischen Behandlungen sind besonders stabile Kol-
lagenmatrices zum Ersatz von Knorpeln, Bdndern und Sehnen von beson-

derem Interesse. In der Neurochirurgie schlieflich ist ein kollagenes Ge-
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webe zum Verschluss des Hirnschidels etwa nach Tumoroperationen als

Einsatzgebiet der vorliegenden Erfindung ins Auge zu fassen.

Die spezielle Problematik, wie sie der Erfindung zugrunde liegt, ist am
Beispiel von Ersatzherzklappen deutlich zu machen. So entfallen von den
weltweit jahrlich bei tiber 200 000 Patienten implantierten Ersatzherzklap-
pen etwa 50 % auf kiinstliche, mechanische Herzklappen und 50 % auf
biologische Implantate auf der Basis von Schweineherzklappen und Klap-
pen aus Rinderperikard. Die Implantation mechanischer Herzklappen er-
fordert zur dauerhaften Nachsorge die Verabreichung von blutgerinnungs-
hemmenden Medikamenten, um von den Prothesen ausgehende Embolien
zu vermeiden. Damit werden derart versorgte Patienten quasi zu , kiinstli-

chen Blutern®.

Biologische Herzklappen tierischen Ursprungs haben das Problem, dass sie
zur Erzielung einer Langzeitstabilitdt mit Glutaraldehyd behandelt werden
miissen. Durch die dabei entstehenden freien Aldehyd-Gruppen aus Glu-
tardialdehyd wirken die biologischen Herzklappen an sich toxisch und
konnen somit nicht mit Zellen besiedelt werden. Eine Zellbesiedlung sollte
diese Bioklappen bedeutend langer haltbar machen. Vor einer Zellbesied-
lung wire jedoch eine Detoxifizierung notwendig. Aus dem Stand der
Technik sind in diesem Zusammenhang medizinische Studien bekannt, bei
denen Substanzen zum Einsatz kommen, die freie Aldehyd-Gruppen bin-
den. Es wird in diesem Zusammenhang auf die folgenden Literaturstellen

verwiesen:

Gott J.P., Chih P., Dorsey L., Jay J.LL,, Jett G.K., Schoen F.J., Girardot

J.M., Guyton R.A. "Calcification of porcine valves: a successful new me-
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thod of antimineralization" in Ann Thorac Surg 1992;53:207-216; Jones
M., Eidbo E.E., Hilbert S.L., Ferrans V.J., Clarck R.E. "Anticalcification
treatments of bioprosthetic heart valves: in vivo studies in sheep” in J Car-
diovasc Surg 1989;4:69-73; Grabenwoger M., Sider J., Fitzal F., Zelenka
C., Windberger U., Grimm M. "Impact of glutaraldehyde on calcification
of pericardial bioprosthetic heart valve material" in Ann Thorac Surg
1996,62:772-7 und schliefllich Webb C.L., Benedict J.J., Schoen F.J., Lin-
den J.A., Levy R.J. "Inhibition of bioprosthetic valve calcification with
aminodiphosphonate covalently bound material to residual aldehyde

groups" in Ann Thorac Surg 1988;46:309-16.

Ferner wurden Versuche vorgenommen, eine Detoxifizierung mit Hilfe von
Zitronensdure zu erreichen. Dies ist offenbart in Gulbins H., Goldemund
A., Anderson I., Haas U., Uhlig A., Meiser B., Reichart B. "Preseeding
with autologous fibroblasts improves endothelialization of glutaraldehyde-
fixed porcine aortic valves" in J Thorac Cardiovasc Surg 2003;125:592-

601 teilweise gelungen..

Die dort erzielten Detoxifizierungsgrade betrugen lediglich 20 bis 30 %.

Bet einer geeigneten Detoxifizierung der mit Glutaraldehyd fixierten und
einer entsprechenden Beschichtbarkeit durch korpereigenes Gewebe nach
der Implantation — der sogenannten ,.Endothelialisierung™ — konnte das Ziel
einer lebenslang haltbaren Herzklappe ohne Medikamentengabe zur Blut-

gerinnungshemmung erreicht werden.
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Ein weiteres Beispiel fiir die Bandbreite der vorliegenden Erfindung sind
kleinlumige Gefafiprothesen. Derartige Implantate werden derzeit tibli-
cherweise aus Kunststoff, nimlich PTFE oder PET hergestellt. Sie Besitzen
eine vergleichsweise hohe Verschlussrate insbesondere bei ihrer Anwen-
dung als GefiBersatz peripherer Beingefille, aortokoronarer Bypisse und
peripherer Dialyseshunts. Die Folgen von Gefdllverschliissen in diesen Pro-
thesenbereichen sind mit Beinamputation, Myokardinfarkt mit Todesfolge
oder die Notwendigkeit einer Shuntrevision drastisch. Auch hier konnten
kleinlumige, glutaraldehydfixierte biologische Gewebe tierischen Ur-
sprungs in Form von Spendergefiflen des Schweins, Rinds oder der Ziege
eine erhebliche Verbesserung bringen, wenn derartige Gewebe detoxifiziert
und endothelialisiert werden kdnnten. oder sich auch im Blutstrom selbst
endothelialisieren.. Auch in der Anwendung von muskuldren Pumpen
konnten sich thromboembolische Komplikationen vermeiden lassen, wenn
die mit dem Blut in Kontakt tretenden Komponenten in ihrer Biokompati-
bilitit, beispielsweise durch geeignete Detoxifizierungsmallnahmen gestei-

gert werden kdnnten.

Weitere Anwendungsbereiche solcher biologischer Gewebe in Form kolla-
gener Matrices tierischen Ursprungs konnen stabile und biokompatible,
glutaraldehydfixierte und detoxifizierte biologische Gewebe zur Arthrose-
behandlung von Hiift,- Knie- und Sprunggelenken sein. Ferner sind weitere
Anwendungen zum Verschluss des Himschédels nach Verletzungen oder
Tumoroperationen mit Hilfe eines entsprechend glutaraldehydfixierten und
detoxifizierten Rinderperikards als zerebroprotektive Anwendung genau so
denkbar, wie Anwendungen beispielsweise in der Thoraxchirurgie als Tho-
raxwand oder Zwerchfellersatz, in der Abdominalchirurgie zum Bauch-

wandersatz oder im HNO-Bereich als Trommelfellersatz.
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Im Hinblick auf die geschilderten Probleme des Standes der Technik liegt
der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Behandlung kolla-
gener Gewebe tierischen oder menschlichen Ursprungs sowie ein entspre-
chend behandeltes biologisches Gewebe anzugeben, wobei die Biovertrag-
lichkeit und Langzeitstabilitit des Gewebes so gesteigert wird, dass die
Einsatzzeit des Gewebes im Korper drastisch - im Optimalfall bis zur Dau-

ereinsatzfahigkeit — erhoht werden kann.

Die grundsétzliche Konzeption der Erfindung sieht zur Losung dieser Prob-
lematik eine physikalische Plasmabehandlung des biologischen Gewebes

Vor.

Versuche haben gezeigt, dass durch diese physikalische Plasmabehand-
lung, bei der die eingesetzten Gase angeregt und radikalisiert werden, die
die Toxizitdt aufgrund der Glutaraldehydfixierung erzeugten freien Alde-
hydgruppen chemisch neutralisiert und damit als erster Schritt fiir einen zur
Besserung der Implantationseigenschaften des Gewebes eine gegeniiber
dem Stand der Technik deutliche verbesserte Detoxifizierung erreicht wer-
den konnen. Die erwidhnten Versuche haben einen Detoxifizierungsgrad
von Uber 80 % ergeben. Auf den Blutkontaktflichen der Versuchsgewebe

konnte dadurch ein geschlossener Endothelrasen angesiedelt werden.

Der bei der Plasmabehandlung grundsitzlich ablaufende chemische Pro-
zess kann am Beispiel des Prozessgases Sauerstoff kurz umrissen werden.
So bilden die im Plasma vorhandenen Komponenten, nimlich Sauerstoff-
ionen und der angeregte Sauerstoff bei der Reaktion mit Kohlenwasserstof-

fen an der Gewebeoberfliche Kohlendioxid und Wasser. Diese Reaktion
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kann also zur Entfernung der an den Gewebeoberfldichen vorhandenen Al-
dehydgruppen, wie sie durch die Glutaraldehydfixierung entstehen, im

Sinne einer Detoxifizierung herangezogen werden.

In den Unteranspriichen 2 und 3 sind bevorzugte Verfahrensbedingungen
fiir das eingesetzte Plasmagasverfahren angegeben, bei dem vorzugsweise
Sauerstoff als angeregtes Gas verwendet wird. Aber auch Stickstoff, Was-
serstoff und Argon konnen eingesetzt werden. Die Energieeinkopplung fiir
die Erzeugung des Plasmas wird vorteilhafterweise durch ein hochfrequen-

tes elektromagnetisches Feld, insbesondere ein Mikrowellenfeld, realisiert.

Die vorstehenden Plasmagasverfahren finden in der Regel durch Einleiten
des zu ionisierenden Gases in eine evakuierte Behandlungskammer statt.
Daneben ist es auch moglich, die Plasmabehandlung mit einem atmosphé-
rischen Plasma unter Einsatz eines Plasmastrahls mit angeregtem Reakti-
onsgas unter atmosphérischen Bedingungen durchzufiihren. Der Plas-
mastrahl wird iiber die Implantatoberfldche gefiihrt, so dass eine lokale
Reinigung stattfindet. Diese erfolgt dadurch, dass die im Reaktionsgas vor-
handenen Sauerstoffionen mit Kohlenwasserstoffen and der Gewebeober-

flache eine Reaktion eingehen und Kohlendioxid und Wasser bilden.

Wihrend bei der Plasmabehandlung unter atmosphirischen Bedingungen
eine Vorkonditionierung in Form einer Trocknung des Gewebes nicht mehr
erforderlich ist und damit auch feuchtes Gewebe in seinem Ursprungszu-
stand direkt behandelt werden kann, ist es fiir die Behandlung des biologi-
schen Gewebes mit den eingangs erwihnten Plasmagasverfahren in einer
Behandlungskammer sehr giinstig flir das Detoxifizierungsergebnis, wenn

die in aller Regel wissrigen biologischen Gewebe vor der Plasmabehand-
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lung einer Trocknung insbesondere durch Vakuum- und Temperaturein-

fluss unterzogen werden.

Damit wird das biologische Gewebe fiir die Dauer der Behandlung kom-

plett wasserfrei gehalten.

Dem der Plasmabehandlung unterzogenen Gewebe wird fiir den Implanta-
tionseinsatz Feuchtigkeit zugefiihrt, indem es beispielsweise in Fliissigkeit
eingelegt wird. Es erhdlt damit seine urspriingliche Konsistenz wieder und
ist beispielsweise bei einer entsprechenden Realisierung als Schweineherz-

klappe dauerelastisch und langzeitstabil.

Eine besonders bevorzugte Weiterbildung des erfindungsgeméfBen Verfah-
rens ist in den Anspriichen 8 bis 10 angegeben, wonach das der Plasmabe-
handlung unterzogene Gewebe mit einer biokompatiblen, metallhaltigen
Beschichtung versehen wird. Diese Beschichtung stellt eine zusétzliche
biokompatible Komponente auf den Implantatoberfldchen dar, die das

Zellwachstum nachhaltig fordert.

Das Verfahren der Wahl zur Realisierung der metallhaltigen Beschichtung
ist ein PACVD-Verfahren, das bei der Beschichtung von Kunststoffober-
flichen bei kiinstlichen medizinischen Implantaten bereits tiberzeugende
Ergebnisse beziiglich der Biovertridglichkeit der damit behandelten Ober-
flichen erzielt hat. Diese metallhaltige Beschichtung ist ausgewdhlt aus der
Gruppe von Metallen bestehend aus Ti, Ta, Nb, Zr, Hf, Ir, Au, Pd, Pt, Ag
und Cu. Besonders bewihrt hat sich in diesem Zusammenhang Titan, das
als besonders biokompatibles Material in vielerlei Implantatanwendungen

seit langer Zeit im Einsatz ist. Die ebenfalls erwidhnten Beschichtungsmate-
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rialien Silber und Kupfer kénnen zusitzlich oder ausschlieBlich als antibak-

terielle Reagenzien in die Beschichtung eingebracht werden.

Die Anspriiche 11 bis 14 beziehen sich auf biologische Gewebe tierischen
oder menschlichen Ursprungs, wie sie als Implantat in einem menschlichen
oder auch tierischen Korper eingesetzt werden kdnnen. Entsprechend der
vorliegenden Erfindung ist mindestens die mit dem Korper in Kontakt
bringbare Oberflache einer erfindungsgemifien Plasmabehandlung zur De-
toxifizierung unterzogen. Die Biokompatibilitdt wird — wie oben erortert —
durch eine biokompatible, metallhaltige Beschichtung auf dem biologi-
schen Gewebe verbessert. Bevorzugtermallen handelt es sich bei dem bio-
logischen Gewebe um eine Herzklappe, GefaBprothese, Blutkontaktfldche
mechanischer oder biomechanischer Blutpumpen, Verschlusseinsatz fiir
Hirnschidel6ffnungen, Knorpel-, Knochen-, Sehnen-, Zwerchfell-, Tho-

raxwand-, Bauchwand- oder Trommelfellersatz.

Die folgende Beschreibung erlautert die Erfindung niher in einem

Ausfithrungsbeispiel:

Als Beispiel fiir ein kollagenes Gewebe tierischen Ursprungs, das als Imp-
lantat in einen menschlichen Korper eingesetzt werden soll, wird eine

Schweineherzklappe herangezogen.

Diese wird nach der Entnahme aus dem Spendertier zur Stabilisierung in

tiblicher Weise prépariert, dezellularisiert und glutaraldehydfixiert. Dabei
wird die Klappe in Glutaraldehydldsung zwischen 0,1 und 0,4% gebracht
und in stromender Losung bei geringen Drucken von 3-6 mm Hg iiber 24-

48 Stunden fixiert.
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Die so préaparierte Schweineherzklappe wird dann unter Vakuum und Zu-
fiihrung von Temperatur langsam getrocknet und damit komplett entwis-

sert.

Danach wird in einer Behandlungskammer eine Plasmagasbehandlung der
Schweineherzklappe vorgenommen. Dazu wird die Behandlungskammer
vollstindig evakuiert und anschlielend Sauerstoff eingeleitet. Ein Plasma
wird durch Einkoppeln eines hochfrequenten elektromagnetischen Feldes
von beispielsweise von 40 kHz oder 13,56 MHz oder durch Anregung mit
Mikrowellen geziindet. Durch die .damit verbundene Energiezufuhr wird
das in der Behandlungskammer vorhandene Sauerstoffgas angeregt und

radikalisiert.

Dieses Plasmagas wirkt auf die Kohlenwasserstoffgruppen C,H, an der
Oberflidche des glutaraldehydfixierten Implantats gemif folgender Reakti-

onsgleichung:
CH,+(x+y/4)O, — x CO,+y/2 H,0.

Erkennbarer Weise werden also Kohlenwasserstoffe an der Implantatober-
flache, wie beispielsweise Acetaldehyde in die vergleichsweise harmlosen
chemischen Verbindungen Kohlendioxid und Wasser umgewandelt, die

leicht von der Implantatoberflache entfernt werden kénnen.

Die vorstehende Plasmabehandlung wird dann zum Aufbringen der metall-
haltigen Beschichtung auf der Implantatoberfliche weitergefiihrt. Dazu
wird in die Beschichtungskammer ein gasformiger Precursor zugeflihrt, der

sich unter dem Einfluss der Plasmaenergie in seine atomaren Bestandteile
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zerlegt. Die so entstehenden Ionen lagern sich an der Oberfléche an. Typi-
scherweise wird als metallhaltige Beschichtung in erster Linie Titan mit
Hilfe des PACVD-Verfahrens aufgebracht. Das Verfahren als solches ist
im Ubrigen in der EP 0 897 997 B1 am Beispiel der Beschichtung eines

Kunststoffsubstrats ausfiihrlich beschrieben.

Der Reaktordruck sowohl fiir die Vorbehandlung als auch fiir die Be-
schichtung liegt zwischen 0,1 und 1030 mbar. Bei Anwendung eines Plas-
mas sollte der Druck idealerweise >50 mbar betragen. Fiir die Vorbehand-
lung wird das Arbeitsgas (z.B. Sauerstoff) mit einem Gasvolumenstrom
von 0,04 Nl/min. in den Reaktor eingeleitet. Nach Stabilisierung des End-
druckes auf ca. 1 mbar erfolgt die kapazitive Plasmaeinkopplung mit einer
Leistung von 20 W fiir eine Dauer von 60 sec. AnschlieSend wird die Gas-
zufuhr unterbrochen und die Reaktorkammer komplett evakuiert. Fiir die
nachfolgende Beschichtung wird das Trigergas (Wasserstoff) mit einem
Gasvolumenstrom von 0,09 NI/min tiber den Precursor Ti[N(CHj3),], gelei-
tet und in die Beschichtungskammer eingebracht. Die Beschichtungsdauer
betrdgt ca. 300 sec. mit einer eingestellten Plasmaleistung von 20 W.
Anschliefliend wird die Gaszufuhr wieder abgestellt und die Beschich-

tungskammer beliiftet.

Nach dieser Vakuumbehandlung zur Plasmabeaufschlagung und Beschich-
tung der Schweine-Herzklappen werden diese wieder in Fliissigkeit einge-
legt, so dass sie durch die zugefiihrte Feuchtigkeit ihre urspriingliche Kon-

sistenz wieder erhalten.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Behandlung biologischer Gewebe tierischen oder mensch-
lichen Ursprungs, wie Schweine-, Rinderperikard- oder menschliche Lei-
chen-Herzklappen, zur Steigerung der Biovertrédglichkeit, gekennzeich-

net durch eine physikalische Plasmabehandlung des Gewebes.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als ionisier-
tes Gas bei einem Plasmagasverfahren als Plasmabehandlung Stickstoff,

Wasserstoff, Argon oder vorzugsweise Sauerstoff verwendet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Ener-
gieeinkopplung fiir die Erzeugung des Plasmas durch ein hochfrequentes
elektromagnetisches Feld, insbesondere ein Mikrowellenfeld erzeugt

wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Plas-
mabehandlung mit einem atmosphérischen Plasma unter Einsatz eines

Plasmastrahles unter atmosphirischen Bedingungen erfolgt.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass vor der Behandlung mittels des Plasmagasverfahrens das Gewebe

getrocknet wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Trock-

nung durch Vakuum- und Temperatureinfluss erfolgt.

7. Verfahren nach Anspruch S oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass dem

getrockneten Implantat nach der Plasmabehandlung Feuchtigkeit zuge-
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fithrt wird.

8. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das der Plasmabehandlung unterzogene Gewebe mit einer

biokompatiblen, metallhaltigen Beschichtung versehen wird.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die metall-

haltige Beschichtung mittels eines PACVD-Verfahrens aufgebracht wird.

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
metallhaltige Beschichtung ausgewéhlt ist aus der Gruppe bestehend aus

Ti, Ta, Nb, Zr, Hf, Ir, Au, Pd, Pt, Ag und Cu.

11. Biologisches Gewebe tierischen oder menschlichen Ursprungs zum
Einsatz als Implantat in einem menschlichen oder tierischen Korper, da-
durch gekennzeichnet, dass mindestens seine mit dem Korper in Kon-
takt bringbare Oberflidche einer Plasmabehandlung zur Detoxifizierung

unterzogen ist.

12. Biologisches Gewebe nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die plasmabehandelte Oberflidche mit einer biokompatiblen, metall-

haltigen Beschichtung versehen ist.

13. Biologisches Gewebe nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass die metallhaltige Beschichtung ausgewihlt ist aus der Gruppe beste-

hend aus Ti, Ta, Nb, Zr, Hf, Ir, Au, Pd, Pt, Ag und Cu.

14. Biologisches Gewebe nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch

gekennzeichnet, dass es als Herzklappe, Geféfiprothese, Blutkontaktfli-
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che mechanischer oder biomechanischer Blutpumpen, Verschlusseinsatz
fiir Hirnschiadeloffnungen, Knorpel-, Knochen-, Sehnen-, Zwerchfell-,

Thoraxwand-, Bauchwand- oder Trommelfellersatz ausgebildet ist.



	Page 1 - front-page
	Page 2 - description
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - claims
	Page 13 - claims
	Page 14 - claims

