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Beschreibung

Kollagen wird seit geraumer Zeit in der Chirur-
gie verwendet. Es kann in Form von Schwammen
oder Fasern zur Blutstillung verwendet werden
und ist auch nach entsprechender Modifizierung
zur Beschleunigung der Wundheilung geeignet.
Bei Patienten mit defekter Blutgerinnung oder bei
grossflachigen Blutungen geniigen tbliche kolla-
gene Wundauflagen nicht. Man hat daher bereits
versucht, Kollagenmaterial mit dem Gewebe zu
verkleben, wobei man Kieber auf Basis Resorcin-
Formaldehyd, Kollagen oder Gelatine verwende-
te. Solche Kleber sind zwar hamostyptisch, je-
doch wegen ihrer Toxizitat fiir die Praxis ungeeig-
net. Dies gilt auch fir Acrylatkleber und die Kom-
bination mit kollagenen Wundaufiagen.

Es ist bekannt, dass Kollagen kovalente Vernet-
zungen mit Bindegewebebestandteilen eingehen
kann. Dabei finden Vernetzungen vom Kollagen
dber Schiff-Basen sowie Aldolkondensation
statt. Bekannt ist auch, dass bei Basalmembra-
nen die Gewebefestigkeit zusétzlich durch
S§-S-Briicken des Basalmembrankollagens er-
reicht wird. Bekannt ist weiterhin, Proteine, wie
Albumin mit intermolekularen $-S-Bindungen
nach milder Reduktion und nachfolgender Oxida-
tion, iiber S-S-Briicken zu vernetzen.

Bei Verletzungen bildet sich durch die Blutge-
rinnung ein primédrer Wundverschiuss. Hierfiir
sind aggregierte Thrombozyten und ein Fibrin-
netzwerk verantwortlich. Es ist bekannt, dass ein-
zelne Fibrinmolekiie durch Transglutaminase
vernetzt werden. Hierbei bilden sich neue Peptid-
bindungen zwischen Glutaminsiure und Lysin
zwischen benachbarten Ketten. Mit der Technik
der Fibrinklebung, aiso durch Verwendung von
Fibrinogen und Thrombin, wird die Endphase der
plasmatischen Blutgerinnung nachgeahmt.

Die Fibrinklebung allein ist nicht in der Lage,
grossflachige Blutungen zu stillen. Dies gelingt
erst durch eine kombinierte Anwendung der Fi-
brinklebung mit einer resorbierbaren kollagenen
Wundauflage. Jedoch muss man dabei drei Kom-
ponenten bereithalten, n@amlich die kollagene
Wundauflage, Thrombinidésung mit Antifibrinoly-
tika und eine tiefgefrorene hochkonzentrierte Fi-
brinogenidsung. Da Blutungen haufig plotzlich
und unprogrammiert auftreten, stehen diese drei
Komponenten im entscheidenden Augenblick
hdufig nicht anwendungsbereit zur Verfigung,
denn zumindest die tiefgefrorene Fibrinogenid-
sung muss zuvor aufgetaut werden. Auch das Mi-
schen vor der Applikation ist verhaltnismassig
kompliziert.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine kollagene
Wundauflage zur Verfiigung zu stellen, die mit
dem Gewebe verklebt und die bekannten Nach-
teite der Fibrinklebung in Kombination mit resor-
bierbarem Kollagen nicht aufweist. Verbunden
mit dieser Aufgabe ist eine Verbesserung der
kollagenen Wundauflagen zur lokalen Hamosta-
se.

Zur Lésung dieser Aufgabe dient eine gewebe-
verklebbare kollagene Wundauflage, die dadurch
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gekennzeichnet ist, dass Kollagen und Fibrinogen
durch Gefriertrocknung miteinander kombiniert
worden sind.

Die erfindungsgemadssen kollagenen Wundaut-
lagen kdnnen in an sich bekannter Weise mit Arz-
neimittelwirkstoffen beladen werden,

Das als Wundauflage verwendete Kollagen
liegt in der {iblichen Form von Wundauflagen,
also als Netz, Gewsbe, Schwamm und dgl. vor,
Solche Wundauflagen sind aus dem Stand der
Technik bekannt.

Das verwendete Kollagen zeigt eine Reinheit,
ausgedriickt durch den Faktor Stickstoff: Hydro-
xyprolin <4 vorzugsweise <3. Da Hydroxyprolin
nur in Kollagen vorkommt, ist dies ein Mass fir
die Reinheit des Kollagens.

Das Fibrinogen ist in der gewebeverklebbaren

kollagen Wundauflage in einer Menge von 0,5 biIS/‘

10 mg/cm? vorzugsweise 4 bis 6 mg/cm? entha
ten.

Bekannt ist, dass Kollagen als Trager fiir Anti-
biotika, wie Gentamycin, geeignet ist. Auch Te-
tracyclin oder weitere Antibiotika oder Chemo-
therapeutika kdnnen in das modifizierte Kollagen
eingearbeitet werden. Dies ist ein zuséatzlicher
Effekt, der bei den erfindungsgeméssen Wund-
auflagen erzielt werden kann.

Herstellung von Kollagenen:

Von allen Pigmentschichten und Muskelresten
befreite frische Rindersehnen wurden homogeni-
siert und eine Menge, die 100 g Trockengewicht
entspricht, in 31 0,06m Citratpuffer (pH3,7) 24
Stunden lang extrahiert und anschliessend ge-
gen 1% Essigsdure 12 Stunden lang dialysiert.

Das in 31 1% Essigsaure suspendierte Gewebe
wird 48 Stunden bei 15°C unter stindigem Rih-
ren mit Pepsin im Verhéltnis Kollagen:Pepsin =
50:1 inkubiert,

Der Ansatz wird mit 1% Essigsiure auf 5 Liter
verdiinnt und durch Zentrifugation von den unge-
Iésten Sehnenfragmenten befreit.

Die viskose Kollagenlsung wird gegen alkali-
siertes Leitungswasser (pH8,0) dialysiert und
dann scharf zentrifugiert. Der Rickstand wird er-
neut in b Liter 1% Essigsaure geldst und dialysiert.
Dieser Vorgang wird wiederholt, bis der Faktor
Stickstoff:-Hydroxyprolin <3 ist. Nach dem letz-
ten Dialysieren wird mittels 0,05% Essigséure
eine 1,6% Kollagenlosung hergestelit, die fiir die
nachfolgenden Versuche Verwendung findet.

Herstellung von Fibrinogenidsungen:

Im Handel befindliche sterile Fibrinogenbulk-
ware wird in sterilem Aqua dest. geldst, so dass
eine Losung von 50 mg Fibrinogen/ml Ldsung
vorliegt, die fiir die nachfolgenden Versuche ver-
wendet wird.

Beispiel 1
Herstellung einer Kollagen-Fribinogen-halti-
gen Wundauflage:

Von einer strahlensterilisierten 1,5%igen Kolla-
genlosung werden 10 mi unter aseptischen Be-
dingungen in eine sterile Flasche mit Septum ge-
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geben und im Kaltebad (Trockeneis-Athanol} un-
ter leichtem Rithren tiefgefroren. Nachdem etwa
24, dieser Lésung gefroren sind, werden 5 ml einer
Kollagen-Fibrinogenlésung (Koflagen:Fibrinogen
= 1:1) zugegeben und erneut tiefgefroren, bis 2/,
dieser Ldsung tiefgefroren sind. Dann werden
5 ml der Fibrinogenlésung zugegeben, tiefgefro-
ren und lyophilisiert.

Beispiel 2
Herstellung gentamycinhaltiger Wundaufia-
gen:

Zur Herstellung gentamycinhaltiger Wundauf-
lagen werden 100 mg Gentamycin zu 100 mi einer
1%igen Kollagenldsung gegeben und diese Lé-
sung wie vorher beschrieben zur Herstellung der
kollagen-fibrinogenhaltigen Wundauflage ver-
wendet.

Beispiel 3

Herstellung von Wundauflagen, die Kollagen
und Fibrinogen enthaiten:

Es wird zunachst 100 ml einer 0,5-1%igen Kolla-
genldsung in eine Metaliform von 10x10¢m ge-
geben, nach lblicher Technik gefriergetrocknet
und der resultierende Schwamm dann sterilisiert.
Unter aseptischen Bedingungen wird nun dieser
sterilisierte Kollagenschwamm mit einer Fibrino-
genlésung bespriht, wobei pro Quadratzentime-
ter Kollagenoberflache 0,5-10 mg Fibrinogen auf-
getragen werden. Anschliessend erfoigt eine er-
neute Gefriertrocknung und Verpackung unter
sterilen Kautelen.

Bei Anwendung der erfindungsgemaéssen mo-
difizierten  gewebeverklebbaren  kollagenen
wundauflagen in der Praxis findet die Resorption
innerhalb klinisch angemessener Zeitrdume statt.
Erfindungsgemaiss konnen grossflaichige Wun-
den insbesondere im Bauchbereich versorgt wer-
den.

Patentanspriiche

1. Gewsbeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge aus einer Kombination von Kollagen mit Fibri-
nogen, die Arzneimittelwirkstoffe enthalten kann,
dadurch gekennzeichnet, dass Kollagen und Fi-
brinogen durch Gefriertrocknung kombiniert
worden sind.

2. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge gemass Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet,
dass der Arzneimittelwirkstoff ein Antibiotikum
ist.

3. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das Antibiotikum Gentamyazin ist.
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4. Gewebeverkiebbare koliagene Wundaufia-
ge, gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass das Kollagen in Form eines Gewebes
oder eines Schwammaes vorliegt.

6. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Kollagen eine Reinheit ausgedrickt
durch den Faktor Stickstoff:Hydroxyprolin <4,
vorzugsweise <3 hat.

Claims

1. A tissue bonding collagenic surgical dress-
ing consisting of a combination of collagen with
fibrinogen, which can contain pharmaceutical ac-
tive ingredients, characterized in that collagen
and fibrinogen were combined by freeze drying.

2. A tissue bonding collagenic surgical dress-
ing as set forth in claim 1, characterized in that
the pharmaceutical active ingredient is an anti-
biotic.

3. A tissue bonding collagenic surgical dress-
ing as set forth in ¢laim 2, characterized in that
the antibiotic is gentamycin.

4. A tissue bonding collagenic surgical dress-
ing as set forth in claim 1, characterized in that
the collagen is present in the form of a fabric or of
asponge.

5. Tissue bonding collagenic surgical dressing
as set forth in claim 1, characterized in that the
collagen has a purity expressed by the factor ni-
trogen:hydroxyprolin <4, preferably <3.

Revendications

1. Pansement & base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus, constitué par une combinaison
de collagéne et de fibrinogéne, qui peut contenir
une substance active therapeutiquement, carac-
térisé en ce gue le collagéne et ie fribrinogéne
sont combinés par lyophilisation.

2. Pansement & base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus selon la revendication 1, caracté-
risé en ce que la substance active thérapeutique-
ment est un antibiotique.

3. Pansement a base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus, selon la revendication 2, carac-
térisé en ce que |"antibiotique est la gentamycine.

4. Pansement & base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus, selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que le collagéne se présente sous la
forme d’un tissu ou d'une éponge.

5. Pansement a base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus selon la revendication 1, caracté-
risé en ce que le collagéne a un degré de pureté
exprimé par le rapport azote:hydroxyproline infé-
riaur 3 4, de préférence inférieur a 3.
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Kollagene Wundauflage

Kollagen wird seit geraumer Zeit in der Chirur-
gie verwendet. Es kann in Form von Schwammen
oder Fasern zur Blutstiliung verwendet werden
und ist auch nach entprechender Modifizierung
zur Beschleunigung der Wundheilung geeignet.
Bei Patienten mit defekter Blutgerinnung oder bei
grossfldchigen Blutungen geniigen tibliche kolla-
gene Wundauflagen nicht. Man hat daher bereits
versucht, Kollagenmaterial mit dem Gewebe zu
verkleben, wobei man Kleber auf Basis Resorcin-
Formaldehyd, Kallagen oder Gelatine verwende-
te. Solche Kleber sind zwar himostyptisch, je-
doch wegen ihrer Toxizitét fiir die Praxis ungeeig-
net. Dies gilt auch fir Acrylatkleber und die Kom-
bination mit koliagenen Wundauflagen.

Es ist bekannt, dass Kollagen kovalente Vernet-
zungen mit Bindegewebebestandteilen eingehen
kann. Dabei finden Vernetzungen vom Kollagen
(iber Schiff-Basen sowie Aldolkondensation
statt. Bekannt ist auch, dass bei Basalmembra-
nen die Gewebefestigkeit zusatzlich durch S-S
Bricken des Basalmembrankollagens erreicht
wird. Bekannt ist weiterhin, Proteine, wie Albu-
min mit intermolekularen S-S Bindungen nach
milder Reduktion und nachfolgender Oxidation
uber S-S Bricken zu vernetzen,

Bei Verletzungen bildet sich durch fjie Blutge-
rinnung ein primédrer Wundverschlu$s. Hierfiir
sind aggregierte Thrombozyten undfein Fibrin-
netzwerk verantwortlich. Es ist bekannt, dass ein-
zelne Fibrinmolekille durch Transglutaminase
vernetzt werden. Hierbei bilden sich neue Peptid-
bindungen zwischen Glutaminsdure und Lysin
zwischen benachbarten Ketten. Mit der Technik
der Fibrinklebung, also durch Verwendung von
Fibrinogen und Thrombin, wird die Endphase der
plasmatischen Blutgerinnung nachgeahmt.

Die Fibrinklebung allein ist nicht in der Lage,
grossfiachige Blutungen zu stillen. Dies gelingt
erst durch eine kombinierte Anwendung der Fi-
brinklebung mit einer resorbierbaren kollagenen
Wundauflage. Jedoch muss man dabei drei Kom-
ponenten bereithalten, ndmlich die kollagene
Wundaufiage, Thrombintdsung mit Antifibrinoly-
tika und eine tiefgefrorene hochkonzentrierte Fi-
brinogentésung. Da Blutungen haufig plétzlich
und unprogrammiert auftreten, stehen diese drei
Komponenten im entscheidenden Augenblick
hdufig nicht anwendungsbereit zur Verfiigung,
denn zumindest die tiefgefrorene Fibrinogenli-
sung muss zuvor aufgetaut werden. Auch das Mi-
schen vor der Appliktion ist verhdltnisméssig
komptiziert.

Aufgabe de Erfindung ist es, eine kollagene
Wundauflage zur Verflgung zu stellen, die mit
dem Gewebe verklebt und die bekannten Nach-
teile der Fibrinklebung in Kombination mit resor-
bierbarem Kollagen nicht aufweist. Verbunden
mit dieser Aufgabe ist eine Verbesserung der
kollagenen Wundauflagen zur lokaien Hémosta-
se. .
Zur Losung dieser Aufgabe dient eine gewebe-
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verklebbare kollagene Wundauflage, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass sie Kollagen in Kombi-
nation-mit einem resorbierbaren Biopolymer aus
der Gruppe Fibrinogen,SH-Gruppen-modifizierte
Gelatine, SH-Gruppen-modifiziertes Kollagen
oder SH-Gruppen-modifizierte Oxyzellulose ent-
halt.

Kollagen und Fibrinogen oder die mit SH-Grup-

pen modifizierte Gelatine, entsprechend modifi-

ziertes Kollagen oder entsprechend modifizierte
Oxyzellulose kdnnen vorteilhaft durch Gefrier-
trocknung miteinander kombiniert werden. tm

Falle der Kombination von Kollagen mit SH-

Gruppen modifizierten Kotlagen ist es aber auch
maglich, SH-Gruppen in das Kollagen einzufih-
ren.

Die Erfindung wird anschliessend anhand der
Kombination von Kollagen mit Fibrinogen be-
schrieben, jedoch steht Fibrinogen hier stellver-
tretend fur die genannten resorbierbaren Biopo-
tymere, ndmlich SH-Gruppen-modifizierte Gela-
tine, SH-Gruppen-modifiziertes Koilagen oder
SH-Gruppen-modifizierte Oxyzeliulose.

Problematisch bei der Fibrinogenapplikation ist
das vereinzelte Auftreten von Hepatitis. Diese
Problematik kann natirlich vollstindig vermie-
den werden, wenn man nicht Fibrinogen einar-
beitet, sondern andere reaktive SH-Gruppen-hal-
tige Biopolymere einfiihrt. Solche SH-Gruppen-
haltigen Biopolymere sind SH-Gruppen - modifi-
zierte Gelatine, SH-Gruppen-modifizierte re-
generierte  Oxyzellulose oder SH-Gruppen-
modifiziertes Kollagen.

Die Einfihrung von SH-Gruppen in Kollagen
kann in an sich bekannter Weise erfolgen. Bei-
spielsweise kann man gemass der Vorschrift von
Benesch & Benesch in «Proceedings of the Na-
tional Academy of the USA, Washington», Band
44,1958, S. 848 bis 863 arbeiten.

Die Einfihrung von SH-Gruppen in Kollagen
kann aber auch dadurch erfolgen, dass man eine

- SH-Gruppen - modifizierte-Gelatine, oder eine
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entsprechend modifizierte regenerierte Oxyzellu-
lose auf Kollagen aufbringt oder mittels eines
Gradientenmischers einmischt. Gelatine entsteht
durch chemische bzw. enzymatische Spaltung
aus Kollagen und hat daher die gleiche chemi-
sche Zusammensetzung. Infolgedessen haben
auch kollagene Wundauflagen, welche mit SH-
Gruppen-modifizierter Gelatine versehen sind,
im wesentlichen die Eigenschaften des Kolla-
gens, verbunden mit dem Vorteil, dass durch die
SH-Gruppen in diesen Materialien oxidativ eine
Vernetzung erfolgen kann.

Die erfindungsgemissen kollagenen Wundauf-
lagen kdnnen in an sich bekannter Weise mit Arz-
neimittelwirkstoffen beladen werden.

Das als Wundaufiage verwendete Kollagen
liegt in der iblichen Form von Wundaufiagen,
also als Netz, Gewebe, Schwamm und dgl. vor.
Solche Wundauflagen sind aus dem Stand der
Technik bekannt.




Das verwendete Kollagen zeigt eine Reinheit
ausgedriickt durch den Faktor Stickstoff: Hydro-
xyprolin <4 vorzugsweise < 3. Da Hydroxyprolin
nur in Kollagen vorkommt, ist dies ein Mass fir
die Reinheit des Kollagens.

Das resorbierbare Biopolymer ist in der gewe-
beverkiebbaren kollagenen Wundauflage in einer
Menge von 0,5 bis 10 mg/cm? vorzugsweise 4 bis
6 mg/cm? enthalten. Die Anzahl der SH-Gruppen
pro Molekil des resorbierbaren Biopolymers
kann in einem weiten Bereich schwarken. Sie
liegt bei Gelatine mit einem mittieren Molekular-
gewicht von etwa 40000 bei etwa 2 bis 7 und im
Durchschnitt bei etwa b und bei den anderen re-
sorbierbaren Biopolymeren in der gleichen Gras-
senordnung.

Bekannt ist. dass Kollagen als Trager fir Anti-
biotika, wie Gentamvcin geeignet ist. Auch Te-
tracyclin oder weitere Antibiotika oder Chemo-
therapeutika kénnen in das SH-Gruppen-modifi-
zierte Kollagen eingearbeitet werden Diss ist gin
zusatzlicher Effekr dcr mei den arfndungsge-
missen Wundauflagen erzielt werdan kann

Herstellung von Kollagenen:

Von allen Pigmentschichten und Muskelresten
befreite frische Rindersehnen wurder homogeni-
siert und eine Menge, die 100 g Trockengewicht
entspricht, in 3! 0.05 m Citratpuffer IpH 37 24
Stunden lang extrahiert und anschliessend ge-
gen 1% Essidkaure 12 Stunden lang dialysiert.

Das in 31 4% Essigdsure suspendierte Gewebe
wird 48 Stihden bei 15°C unter stiindigem Riih-
ren mit Pepsin im Verhiltnis Koilagen:Pepsin
50:1 inkubiert.

Der Ansatz wird mit 1% Essigsiure auf 5 Liter
verdunnt und durch Zentrifugation von den unge-
I6sten Sehnenfragmenter: befreit.

Die viskose Kollagenldsung wird gagen alkati-
siertes Leitungswassaer (pH 80) dialysiert und
dann scharf zentrifugiert. Der Rickstand wird er-
neutin b Liter 1% Essigsdure geldst und dialvsiert.
Dieser Vorgang wird wiederholt, bis der Faktor
Stickstoff:Hydroxyprolin <3 ist. Nach dem letz-
ten Dialysieren wird mittels 0,05% Essigsaure
eine 1,6% Kotlagenldsung hergestellt, die fur die
nachfolgenden Versuche Verwendung findet.

Herstellung einer SH-modifizierten Gelatine, SH-
Kollagen oder SH-regenerierten Oxyzellulose:

1000 m| einer 2% Geiatineldsung {die Vorschrift
gilt analog fir 1,5% Kollagenlosung oder einer
Suspension von 50 g Kollagen bzw. regenerierter
Oxyzellulose) werden bei pH 7,0 mit 318mg
N-Acetylhomocysteinsdurethiolacton  versetzt
und dann werden 340 mg AgNOQ, zugegeben, wo-
bei die Lésung durch Zugabe von NaOH auf pH
7.0 gehalten wird.

Nach zwei Stunden wird mit 1n HCI auf pH25
einge tellt und Thioharnstoff im Uberschusszuge-
geben. Mit einem Kationenaustauscher werden
die Silberionen entfernt und die Lésung unter
Stickstoff dialysiert. Dann stellt man einprozenti-
ge Ldsungen der modifizierten SH-Gelatine so-
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wie des modifizierten SH-Kollagens fir die nach-
folgenden Versuche her,

Die regenerierte Oxyzellulose wird durch Lyo-
philisierung getrocknet.

Herstetlung von Fibrinogenldsungen:

Im Handel befindliche sterile Fibrinogenbulk-
ware wird in sterilem Aqua dest. geldst, so dass
eine Losung von 50 mg Fibrinogen/ml Lésung
vorliegt, die fiir die nachfolgenden Versuche ver-
wendet wird.

Beispiel 1
Herstellung einer
gen Wundauflage:

Kollagen-Fibrinogen-halti-

Von einer strahlensterilisierten 1,5%igen Kolla-
genlésung werden 10 ml unter aseptischen Be-
dingungen in eine steriie Flasche mit Septum ge-
geben und im Kiltebad {Trockeneis - Athanol)
unter leichtem Rihren tinfgefroren. Nachdem
etwa % diese Ldsung gefroren sind, werden 5 mi
einer Kollagen-Fibrinogenlésung (Kollagen:Fibri-
nogen = 1:1)zugegeban und erneut tiefgefroren,
bis ¥ dieser Lésung tiefgefroren sind. Dann wer-
den 5ml der Fibrinogenlésung zugegehen, tief-
gefroren und lyophilisiert.

Beispiel 2 -
Herstellung einer Wundauflage, die Kallagen
und modifizierte SH-Gelatine enthilt:

Van einer Kollagenlésung {1,5%) werden 10 ml
in eine Flasche mit Septum gegeben und im K&i-
tebad {Trockeneis-Athanal) unter leichtem Riih-
ren tiefgefroren. Nachdem etwa % dieser Losung
gefraren sind, werden 10 ml der modifizierten
SH-Gelatineldsung zugegeben, tiefgefroren und
lyophilisiert. Dieser Schwamm wird dann strah-
lensterilisiert.

Beispiel 3
Hersteliung gentamycinhaltiger Wundaufla-
gen:

Zur Herstellung gentamycinhaitiger Wundau-
flagen werden 100mg Gentamycin zu 100 ml
einer 1%igen Kollagenldsung gegeben und diese
Losung wie vorher beschrieben zur Herstellung
der kollagen-fibrinogenhaltigen Wundauflage
sowie zur Herstellung der kollagen-SH-gelatine-
haltigen Wundauflage verwendet.

Beispield
Herstellung von Wundauflagen, die Kollagen
und Fibrinogen enthalten:

Es wird zundchst 100 ml einer 0,5-1%igen Kolla-
genldsung in eine Metallform von 10x10¢m ge-
geben, nach Gblicher Technik gefriergetrocknet
und der resultierende Schwamm dann sterilisiert.
Unter aseptischen Bedingungen wird nun dieser
sterilisierte Kollagenschwamm mit giner Fibrino-
genlésung bespritht, wobei pro Quadratzentime-
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ter Kollagenoberflache 0,6-10 mg Fibrinogen aut-
getragen werden. Anschliessend erfolgt eine er-
neute Gefriertrocknung und Verpackung unter
sterilen Kautelen.

Bei Anwendung der erfindungsgemaéssen mo-
difizierten  gewebeverklebbaren  kollagenen
Wundauflagen in der Praxis findet die Resorption
innerhalb kiinisch angemessener Zeitrdume statt.
Erfindungsgemiss kénnen grossflachige Wun-
den insbesondere im Bauchbereich versorgt wer-
den.

Patentanspriiche

1. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge, dadurch gekennzeichnet, dass Kollagen in
Kombination mit einem resorbierbaren Biopoly-
mer aus der Gruppe Fibrinogen, SH-Gruppen-
modifizierter Gelatine, SH-Gruppen-modifizierten
Kollagen oder SH-Gruppen-modifizierter regene-
rierter Oxyzellulose vorliegt.

2. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass sie zusatzlich einen Arzneimittelwirkstoff
enthalt.

3. Gewebeverkiebbare kollagene Wundaufla-
ge gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass der Arzneimittelwirkstoff ein Antibiotikum
ist.

4. Glwebeverkiebbare kollagene Wundaufla-
ge gemgpss Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass df§s Antibiotikum Gentamyzin ist.

5. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufia-
ge, geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass das Kollagen in Form eines Gewebes
oder eines Schwammes vorliegt.

6. Gewebeverklebbare kollagene Wundaufla-
ge gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Koliagen eine Reinheit ausgedriickt
durch den Faktor Stickstoff:Hydroxyprolin - 4,
vorzugsweise <. 3 hat.

Claims

1. Tissue-bonding collagenic surgical dress-
ing, characterised in that collagen is present in
combination with a reserbable biopolymer from
the group of fibrinogen, SH group-modified gela-
tines, SH group-modified collagen or SA group-
maodified regenerated oxycellulose.
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2. Tissue-bonding collagenic surgical dressing
according to claim 1, characterised in that it addi-
tionally contains a pharmaceutical active ingre-
dient.

3. Tissue-bonding collagenic surgical dressing
according to claim 2, characterised in that the
pharmaceutical additive is an antibiotic.

4. Tissue-bonding collagenic surgica! dressing
according to claim 3, characterised in that the an-
tibiotic is gentamicin.

§. Tissue-bonding collagenic surgical dressing
according to claim 1, characterised in that the
collagen is present in the form of a fabric or a
sponge.

6. Tissue-bonding collagenic surgical dressing
according to claim 1, characterised in that the
collagen has a purity expressed by the nitro-
gen:hydroxyprolin factor of <4, and preferably
<3

Revendications

1. Pansement a base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus, caractérise en ce que la coltagé-
ne se présente en combinaison avec un biopoly-
mére résorbable du groupe fibrinogéne, gélatine
modifiée a groupes SH, collagéne modifié a
groupes SH ou oxycellulose régénérée modifiée
a groupes SH.

2. Pansement & base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus selon la revendication 1, caracteé-
risé en ce qu’'il contient en plus une substance ac-
tive thérapeutiquement.

3. Pansement a base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus selon la revendication 2, caracté-
risé en ce que la substance active thérapeutique-
ment est un antibiotique.

4. Pansement a base de collagéne pouvant ad-
heérer aux tissus selon la revendication 3, caracté-
tisé en ce que l"antibiotique est la gentamygcine.

5. Pansement a base de collagéne pouvant ad-
hérer aux tissus, selon la revendication 1, carac-
térisé en ce que le coilagéne se présente sous la
forme d'un tissu ou d'une éponge.

6. Pansement & base de collagéne selon la re-
vendication 1 pouvant adhérer aux tissus, carac-
térisé en ce que le collagéne a un degré de purete
exprimé par le rapport azote:hydroxyproline infé-
rieur a 4, de préférence inférieur 4 2.
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Collagenic Surgical Dressing

Collagen has been used in surgery for a long time. It
can be used in the form of either sponges or threads
to stop bleeding and is suited, after appropriate
modification, for speeding wound healing. The normal
collagenic surgical dressings are however not suffi-
cient for patients with defective blood coagulation
or with widespread bleeding. It has already been
tried to bond collagenic material to tissues, whereby
one has tried bonds composed of resorcin-formal-
dehyde, collagen or gelatine., Such bonds are hemosty-
pic, are however unsuited for practical use because
of their toxicity. This applies also for acrylate
bonds and the combination with collagenic surgical

dressings.

It is known, that collagen covalent interlaced with
components of connective tissue can shrink thereby
interlacing of collagen over Schiff-Basen as well as
aldol condensation occurs. It is also known that the
tissue firmness of basal membranes is achieved by
additional "S-S" bridges of the basal membrane colla-
gens. It is known furthermore how to connect pro-
teins, like albumin with inter-molecular bonds after
a mild reduction and subsequent oxidation over "S-S"

bridges,

After injuries the blood clots build a primary scar.
Aggregate thrombocyte (blood platelets) and fibrin
network are responsible for this. It is known that
individual €fibrin molecules are <cross-linked by
transglutaminase. Hereby new peptic connections are
formed between the glutamin acids and lysin and be-
tween neighbouring chains., By the use of the tech-
nique of fibrin bonding, in other words through the
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use of fibrinogens and thrombines, the end phase of

plasmic blood coagulation is simulated.

The fibrin bonding is not sufficient of itself to
stop widespread bleeding. This can be achieved only
through a combined application of fibrin bonding and
resorbable collagenic surgical dressings. However,
one must hold three components at the ready, namely,
the collagenic surgical dressing, a thrombrin solu-
tion with antifibrinolytics and a deep frozen, highly
concentrated fibrinogen solution, Since bleeding
often begins suddenly and unprogrammed, these three
components are not necessarily ready and available in
crucial moments, for example the deep frozen fibrin
solution must first be thawed. Also the mixing of
the solution before application is relatively diffi-
cuit,

It is the object of this invention to produce a
surgical dressing, that will bind with the tissue and
which will not show the known disadvantages of the
fibrin-bonding in combination with resorbable colla-
gens. Coupled with this object is an improvement of
the collagenic surgical dressing for local haemosto-

sis.

A tissue bonding collagenic surgical bond, which is
characterized in that it contains collagen in com-
bination with a resorbable biopclymer from the groups
fibrinogen, SH~groups-modified-gelatine SH-groups of
modified collagen and SH-groups - modified =~ oxy-
cellulose, will accomplish this object.

Collagens and fibrinogens, or SH-groups-modified-

gelatines, correspondingly modified collagens or



correspondingly modified oxycellulose can be combined
advantageously with each other through freeze dried
processing. In the case of the combination of

collagens with SH-modified-collagens is however also

possible to introduce SH-groups into the collagen.

The invention is described in the following by exam-
ple of the combination of collagen with fibrinogen,
however fibrinogen is used here representatively for
the above mentioned resorbable biopolymere, namely
SH-groups-modified gelatine, SH-groups-modified
collagen or SH groupsmodified oxycellulose.

Problematic with the application of fibrinogens is
the occasional appearance of hepititus. This problem
can be naturally totally avoided, if one does not use
fibrinogens, rather one introduces other reactive
SH-groups, which are contained in biopolymers. Such
SH-groups containing biopolymers are SH-group-
modified gelatines, SH-group-modified regenerated
oxycellulose or sH-groupmodified collagens. The
introduction of SH-groups in collagens can occur in a
way known per se. For example, one can work accord-
ing to the regulations of Benesch & Benesch in
"Proceedings of the National Academy of USA,
Washington"™ volume 44, 1958, pages 848 to 853,

The introduction of SH-groups into collagens can how-
ever, occur thereby, that one applies SH-group-
modified gelatines or a correspondingly regenerated
oxycellulose to the collagens, or by mixing it in a
gradient mixer. Gelatine is produced by chemical or
enzymatic splitting of collagen and therefore has the
same chemical composition. Consequently, collagenic
surgical dressings, which have been treated with
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SH-group~modified gelatines, have essentially the
same properties as the collagens, together with the
advantage, that because of the SH-groups in these
materials, cross-linking occurs through oxidation.

The collagenic surgical dressings, according to the
invention, can also be used in the conventional way

with pharmaceutical active ingredients.

The collagens which are used as surgical dressings
are available in the standard form of surgical dress-
ings, as gauze, tissue, sponge etc, Such surgical

dressings are known in the state of the art.

The collagens which have been used, show a purity ex-
pressed through the amount of carbondioxide: hydroxy-
prolin < 4 preferably < 3, Since hydroxiprolin
exists only in collagen, it is used as the measure of
the purity of the collagen.

The resorbable biopolymer is contained in the tissue
bonding collagenic surgical dressing in an amount of
0,5 to 10 mg/cm2 preferably 4 to 6 mg/cmz. The
number of SH-groups per molecule of the resorbable
biopolymer can fluctuate in a wide range., It lies by
gelatines with an average molecular weight from about
40 000 at approximately 2 to 7 and in average
approximately at 5, with similar resorbable biopoly-

mers in the same range.

It is known that collagens are suitable as carriers
for antibiotics such as gentamycin. Also tetracyclin
or other antibiotics or chemotherapeutics can be
worked into SH-groups-modified collagens. This is an
additional effect, which can be reached with the
surgical dressing according to the invention,
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The production of collagens:

Fresh beef sinew freed from all layers of pigment and
muscle rests are homogenized and an amount that
equals 100 g dried weight was extracted in3L 0,05 m
citrate buffer (pH 3,7) for 24 hours. Afterwards
they are subjected to dialysis for 12 hours in 1%

acetic acid.

The tissue which had been suspended in 3 L of 1%
acetic acid, is then incubated at 15°C under constant
stirring with pepsin in a relation collagen: pepsin =
50:1.

The composition with the 1% acetic acid is then
thinned to 5 liters and freed from the undissolved

sinew fragments by centrifuge.

The viscous collagen solution is then dialysiert
against alkalized tap water (pH 8.0) and then centri-
fuged sharply. The residue is again then dissolved
in 5 liters of 1% acetic acid and dialysed. This
procedure is repeated until the factor carbondioxide
to hydroprolin & 3 1is reached. After the final
dialysation a 1,5% collagenic solution is produced
using 0,05% acetic acid, which is then used for the

final tests.

The production of SH-modified gelatines, SH-collagens

or SH-regenerated oxycellulose:

1000 ml of a gelatine solution (this requirement
applies analogously for 1,5% collagenic solutions or
a suspension of 50 g collagen or regenerated OXy-
cellulose) are added at pH 7,0 to 318 mg acetylhomo-
cysteine acidthiolactone, then 340 mg AgNO3 are
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added, whereby the solution is held at PpH 7,0 through
the addition of NaOH.

After two hours the solution is brought with 1n HC1
to pH 2,5 and thiourea is added in excess. The
silverions are removed by cation exchanger and the
solution is dialysed under carbondioxide. From the
resulting solution one then produces the modified
SH-gelatines as well as the modified SH-collagens in
a concentration of one percent for the f£following

experiments.

The regenerated oxycellulose is dried by lyophili-

zation.

The production of fibrinogen solutions:

Commercial sterile figrinogen bulk product is dis-
solved in sterile Acqua dest. so that a solution of
50 mg fibrinogen/ml solution results, which is then

used for the following experiments.

Example 1
The production of collagen~fibrinogenic surgical
dressings.

Approximately 10 ml from a 1,5% collagenic solution,
which has then been sterilized by radiation, is plac-
ed under antiseptic conditions in a sterile bottle
with septum and is deep frozen in a cold bath (dry
ice - ethancl) while being stirred slightly. After
approximately 2/3 of the solution has been frozen, 5
ml of the collagenic-fibrinogen solution (collagen:
fibrinogen = 1l:1) is added and again deep frozen
until 2/3 of this solution is deep frozen. Then 5 ml
of the fibrinogenic solution is added, deep frozen
and lyophilized.
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Example 2:
Production of a surgical dressing, which c¢ontains

collagens and modified SH-gelatines:

10 ml1 of a collagenic solution (1,5%) is placed in a
bottle with septum thereafter in c¢old bath (dry
ice/ethanol) and frozen, while being 1lightly
stirred. After approximately 2/3 of the solution is
frozen, 10 ml of modified SH-gelatine solution is
added, deep frozen and lyophilized. The sponge is
then sterilized by radiation.

Example 3:

The production of surgical dressing containing genta-
mycin:

To produce surgical dressings containing gentamycin,
100 mg gentamycin is added to 100 ml of a 1% colla-
genic solution. This solution is then used to pro-
duce the collagen fibrinogenic surgical dressings as
well as for the production of collagenic SH-gelatine
surgical dressings,

Example 4:

The production of surgical dressings, which contain
collagens and fibrinogens:

100 ml of a 0,5 -~ 1% collagenic soclution is placed in
a metal form measuring 10 x 10 cm, it 1is then
lyophilized according to the usual techniques and the
resulting sponge is then sterilized. Under anti-
septic conditions the sterilized collagenic sponge is
then sprayed with a fibrinogenic solution, whereby
0,5 to 10 mg of fibrinogen is applied per square
centimetre of collagenic surface. These are then

again frozen and packed under sterile conditions.



Through application of the modified tissue bonding
collagenic surgical dressings according to the in-
vention, resorption occurs in practice in a clinical-
ly reasonable time. By means of this invention large
wounds, in particular those in the stomach area can

be treated.




