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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
eine Zusammensetzung, die ein Collagen-enthaltendes
Tragermaterial aufweist, das Partikel aus mindestens ei-
nem polymeren Material (Polymerpartikel) enthalt, die min-
destens einen Wirkstoff enthalten, Verfahren zur Herstel-
lung der Zusammensetzung sowie die Verwendung der Zu-
sammensetzung als Arzneimittel, insbesondere zur topi-
schen Anwendung sowie als Implantat bei Menschen oder
Tieren. Die Zusammensetzung eignet sich besonders zur
Unterstitzung der Wundheilung.
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Beschreibung
EINLEITUNG UND STAND DER TECHNIK

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Zusammensetzung, die ein Collagen-enthaltendes Tragermate-
rial aufweist, das Partikel aus mindestens einem polymeren Material (Polymerpartikel) enthalt, die mindestens
einen Wirkstoff enthalten, Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung sowie die Verwendung der Zu-
sammensetzung als Arzneimittel, insbesondere zur topischen Anwendung sowie als Implantat bei Menschen
oder Tieren. Die Zusammensetzung eignet sich besonders zur Unterstutzung der Wundheilung.

[0002] Im Bereich der Biomaterialien nimmt das Bereitstellen von Wirkstoffen an Bedeutung zu. Die Kombi-
nation beispielsweise von ,scaffolds" (Gerlsten) des ,tissue engineerings" mit Wirkstoffen ist eine Strategie,
die sich in zahlreichen Publikationen widerspiegelt. Wirkstoffe, welche adsorptiv bzw. kovalent am ,scaffold"
gebunden oder kontinuierlich aus einen Depot freigesetzt ihre biologische Aktivitat Gber einen gréleren Zeit-
raum entfalten, gehdren zum Stand der Technik. Die kontinuierliche Freisetzung aus einem entsprechenden
Wirkstoffdepot eréffnet insbesondere bei Wirkstoffen, die eine kurze biologische Halbwertzeit besitzen, geziel-
te Eingriffe in die Wundheilung. So werden viele kritische Phanomene z.B. das Zellmuster, die Zellproliferation
und -aggregation, sowie die Genexpression durch Signalproteine beeinflusst. Die Verfligbarkeit und Differen-
zierung, die Regeneration oder der Ersatz einzelner Zellen, die Zellteilung und Regulierung stellen Hauptfor-
schungsziele dar (Rui Miguel Paz, Dissertation RWTH Aachen, noch unveréffentlicht). Das Ausriisten von Bi-
omaterialien mit biologisch aktiven Substanzen zur Verbesserung der Funktionalitadt veranschaulicht die Ent-
wicklung des rein passiven Implantatmaterials zum aktiven Implantat, das mit dem umliegenden Gewebe oder
der Gewebeflissigkeit in gezielte Wechselwirkung tritt. Die Kombinationen von biologisch aktiven Substanzen
mit Biomaterialien sind in der Medizin weit verbreitet und spielen zunehmend z.B. bei der Verhinderung imp-
lantatbedingter Infektionen eine Rolle. So spielt im Bereich der Wundauflagen ein verbessertes Wundmilieu,
eine Reduzierung von Infektionen sowie die Anregung des Zellwachstums durch Zusetzen von Wirkstoffen
eine zunehmend wichtigere Rolle.

[0003] Die Beladung von Collagenmatrices mit Protein-Wirkstoffen, wie Wachstumsfaktoren ist seit langem
bekannt. So beschreibt die WO 85/04413 das Beladen von Collagenmatrices mit Wirkstoffen, wie Wachstums-
faktoren, wie dem epidermalen Wachstumsfaktor, dem Thrombozyten-Wachstumsfaktor etc. Das Beladen er-
folgt dabei durch Zugeben der Wirkstoffe wahrend der Herstellung der Collagenmatrices. Auf diese Weise wird
jedoch eine unzureichende Immobilisierung der Wirkstoffe in der Matrix erreicht, so dass eine verlangerte Wirk-
stofffreisetzung praktisch nicht méglich ist.

[0004] Auch aus der US 521 9576 (EP 0428541 B1) sind Wachstumsfaktoren-enthaltende Collagen-Wund-
heilungssysteme bekannt.

[0005] Die EP 0562864 A1 beschreibt heteromorphe Schwammmaterialien, die aktive Bestandteile enthalten.
Sie bestehen aus einer Matrixstruktur, einer Substruktur und aktiven Bestandteilen. Als Substrukturen werden
Mikrospharen zwar erwahnt, die Herstellung von Wirkstoff-enthaltenden Mikrospharen und deren Einbringen
in eine Collagen-Matrix wird jedoch nicht beschrieben.

[0006] Die EP 0648480 B1 beschreibt ein Wundimplantat, umfassend eine Vielzahl von bioabsorbierbaren
Mikrokugelchen, die zusammen durch eine feste bioabsorbierbare Matrix verbunden sind, worin die Mikroku-
gelchen wenigstens 40% des Volumens des Materials umfassen. Bei dem dort beschriebenen Material handelt
es sich im wesentlichen um Mikrospharen, die durch ein Matrixmaterial miteinander verbunden sind. Dement-
sprechend erfolgt die Steuerung der Porositat durch die GrélRe der Mikrospharen und ihren Volumenanteil. Es
wird erwartet, dass ein solches Material, dass Eindringen von Korperflissigkeiten und Zellen erschwert.

[0007] Ausder EP 1053753 A1 sind lokale pharmazeutische Wirkstofftrager auf Collagenbasis oder auf Basis
anderer resorbierbarer, biokompatibler Stoffe bekannt, worin der Wirkstoff in Mikrokapseln eingelagert ist, wel-
che in dem Wirkstofftrager inkorporiert sind, Der Druckschrift sind jedoch keinerlei Details zur Art des verwen-
deten Collagens, zur Mikrokapselherstellung, zur Art der verwendeten Wachstumsfaktoren sowie zur Herstel-
lung des beladenen Wirkstofftragers zu entnehmen.

AUFGABENSTELLUNG

[0008] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand insbesondere darin, eine Zusammensetzung bereit-
zustellen, die im weitesten Sinne in der Wundheilung, wie als Implantat oder als Wundauflage verwendet wer-
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den kann und dort die Wundheilung durch die Erleichterung des Einwachsens neuer Zellen sowie durch die
Unterstitzung der Wundheilung insbesondere durch die Unterdriickung entziindlicher Prozesse etc. durch die
Freisetzung von Wirkstoffen Gber einen langeren Zeitraum férdert. Die Erfinder fanden, dass ein spezifisches,
Collagenenthaltendes, vorzugsweise poréses Tragermaterial, das Polymerpartikel enthalt, in die bestimmte
Wirkstoffe eingebracht sind, eine ausgezeichnete Wirkung in der Wundheilung erzielt, in dem das vorzugswei-
se pordse Collagen-enthaltende Tragermaterial das Einwachsen von Zellen férdert und gleichzeitig die in den
Polymerpartikeln enthaltenden Wirkstoffe, die verzdgert lokal in der Wundumgebung freigesetzt werden, die
Wundheilung in gewtlinschter Weise Uber einen verlangerten Zeitraum unterstiitzen. Das Einbringen von Wirk-
stoffen in die Polymerpartikel erlaubt es weiterhin die Wirkstoffe wahrend der Herstellung des Produktes ins-
besondere wahrend der Herstellung des Tragermaterials zu stabilisieren. Dadurch ist (iberraschend auch die
Verwendung von Wirkstoffen mdglich, deren Einbringen in eine Matrix aufgrund der Herstellungsbedingungen
der Matrix bislang nicht mdglich war.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0009] Die obige Aufgabenstellung wird geldst durch die Bereitstellung einer Zusammensetzung, enthaltend
ein Collagen-enthaltendes Tragermaterial, das Partikel aus mindestens einem polymeren Material (Polymerp-
artikel) enthalt, die mindestens einen Wirkstoff enthalten.

[0010] Die Zusammensetzung gemaf der Erfindung stellt insbesondere ein resorbierbares Material dar. D.h.,
das Material 16st sich beispielsweise nach subkutaner bzw, intramuskularer Anwendung unter den im Organis-
mus herrschenden Bedingungen hydrolytisch und/oder enzymatisch auf. Das Material kann also nach dem In-
kontaktbringen mit der Wunde auf bzw. in dieser verbleiben und dort die Wundheilung férdern. Ein Entfernen
des Materials entfallt vorteilhaft.

[0011] Als resorbierbares Tragermaterial wird erfindungsgemaf ein Collagen-enthaltendes, vorzugsweise
poroses Tragermaterial verwendet. Das erfindungsgemaf zur Herstellung des Tragermaterials verwendete
Collagen ist insbesondere bovinen, porcinen, equinen, humanen Ursprungs oder es handelt sich um gentech-
nisch hergestelltes Collagen. Besonders bevorzugt handelte es sich um Collagen bovinen Ursprungs. Die Her-
stellung eines besonders bevorzugten Collagens ist in der DE 4048622 A1 der Anmelderin beschrieben. Das
dort beschriebene Verfahren zur Herstellung von Collagenschwammen beinhaltet:

—das Unterwerfen eines Collagenrohmaterials einer Alkalibehandlung, wobei bevorzugt 3 bis 6 Gew.-% des

Collagens zu makromolekularen Peptiden abgebaut werden,

— das Unterwerfen des resultierenden Collagens einer Sdurebehandlung,

— das Waschen des resultierenden Collagenmaterials, und

— das Zerkleinern des resultierenden Collagenmaterials, insbesondere mit einer Kolloidmuhle,

wobei jeder der genannten Schritte ggf, mehrfach wiederholt werden kann. Dabei wird eine wassrige Colla-
gensuspension erhalten, die nach Zusatz der Polymerpartikel und gegebenenfalls weiterer Wirkstoffe, Struk-
turbildner und Hilfsstoffe zu dem erfindungsgemafen Produkt verarbeitet werden kann. Bei dem so erhaltenen
Collagen handelt es sich um sogenanntes saureunldsliches Collagen.

[0012] Die Verwendung eines saurel6slichen Collagens, wie vielfach im Stand der Technik beschrieben
(s.u.a. WO 85/04413) ist demgegenuber nachteilig, da der Trager auf Collagenbasis zu rasch resorbiert wird,
insbesondere bevor es zu einem Wundverschluss gekommen ist. Auch fiihrt eine zu schnelle Auflésung der
Collagenmatrix dazu, dass die Polymerpartikel zu schnell in die Wunde abgegeben werden und bei stark ex-
sudierenden Wunden aus der Wunde herausgespllt werden, womit ein unerwiinschter Wirkstoffverlust einher-
geht. Auf der anderen Seite ist jedoch eine zu geringe Degradationsgeschwindigkeit der Matrix ebenfalls un-
erwlnscht, da es zu einer verstarkten Narbenbildung kommen kann. Es ist daher erfindungsgemaf von be-
sonderer Bedeutung die Degradationsgeschwindigkeit fir eine optimale Wundheilung einzustellen. Die Degra-
dationsgeschwindigkeit des Collagenmaterials wird dabei sowohl durch die Beschaffenheit des, wie vorste-
hend beschrieben, erhaltenen Materials als auch durch die darauf angewendeten Trocknungs- bzw. Vernet-
zungsbedingungen bei der Herstellung der erfindungsgemaflen Zusammensetzung beeinflusst. Erfindungsge-
maRk werden mit dem, wie vorstehend beschrieben hergestellten, Collagenmaterial insbesondere in Kombina-
tion mit den weiter unten beschriebenen bevorzugten Herstellungsbedingungen der Collagenmatrix besonders
glnstige Degradationsgeschwindigkeiten erreicht. Die erfindungsgemaf verwendete Collagenmatrix weist be-
vorzugt in physiologischen Medien eine geringere Degradationsgeschwindigkeit auf als das polymere Material,
aus dem die Wirkstoff-haltigen Polymerpartikel gebildet sind.

[0013] Bevorzugt weist das Collagen-enthaltende Tragermaterial in der erfindungsgemafen Zusammenset-

3/37



DE 103 50 654 A1 2005.06.02

zung eine Degradationsgeschwindigkeit definiert als
Degradationsgeschwindigkeit (%) = 100 x (Ursprungsgewicht — Gewicht nach Abbau)/Ursprungsgewicht

bestimmt durch Behandlung des Collagen-enthaltenden Tragermaterials mit Collagenase aus Clostridium his-
tolyticum (Typ 1) in PBS (Phosphate Buffered Saline)-Puffer bei 37°C flr 2 Stunden von hdchstens etwa 60 %,
bevorzugter héchstens etwas 50 %, noch bevorzugter hochstens etwa 40 % auf, und bevorzugt betragt die
Degradationsgeschwindigkeit mindestens etwa 2 %, bevorzugter mindestens etwa 4 %, noch bevorzugter min-
destens etwa 8 %, noch bevorzugter mindestens etwa 10 %.

[0014] Weiterhin besitzen die aus saureldslichem Collagen hergestellten Materialien im feuchtem Zustand
eine unzureichende mechanische Festigkeit.

[0015] Zur Vorbehandlung des tierischen, bevorzugt des bovinen Collagenmaterials kann beispielsweise auf
die erwahnte DE 4028622 verwiesen werden. Das vorbehandelte tierische, insbesondere bovine Collagenma-
terial wird erfindungsgeman anschlielend in einem wassrigen alkalischen Medium bei pH > 7, bevorzugt > 8,5
behandelt und unmittelbar darauf in einem sauren wassrigen Medium (pH < 7, bevorzugt pH < 5,5) behandelt.
Dieser Schritt ist grundsatzlich im Stand der Technik bekannt und flhrt zu einer Reinigung des Rohstoffes von
allen nichtcollagenen Begleitstoffen. Ein Maf3 flir den chemischen Abbau des bovinen Collagens in der alkali-
schen Behandlung ist die Bestimmung des Amid-Stickstoffes, welcher gegeniber dem Ausgangswert um etwa
5 bis 30 mmol/100g gesenkt werden sollte. Im vorliegenden Fall sollte der Amid-Stickstoff nach Abschluss der
chemischen Behandlung etwa 10 bis 35 mmol/100g betragen. Der Reinigungs- und Quellungsgrad des Colla-
gens wird wie im Stand der Technik beschrieben (vgl. beispielsweise DE 32 03 957) bestimmt. Das erfindungs-
gemal bevorzugt verwendete Collagenmaterial wird besonders bevorzugt einer intensiven alkalischen Be-
handlung unterworfen. Die Alkalibehandlung wird Uber einen Zeitraum von 1 bis 5, vorzugsweise 1 bis 4 Wo-
chen durchgefiihrt, und die Konzentration des eingesetzten Natriumhydroxids betragt 1 bis 3 Gew.%.

[0016] AnschlieBend wird das Material griindlich mit Wasser gewaschen, um die Alkalireste mdglichst voll-
standig zu entfernen.

[0017] Die darauf folgende Saurebehandlung erfolgt, wie im Stand der Technik beschrieben (vgl. DE 32 03
957) etwa 10 bis 20 Stunden lang mit etwa 2 bis 4%-iger Salzsaure. Der pH-Wert des Mediums sollte bevorzugt
0,5 bis 1,5 und vorzugsweise 1 betragen.

[0018] Die erfindungsgemal bevorzugt durchgefiihrte Alkalibehandlung des Collagenmaterials fihrt zur De-
naturierung eines Teils des Collagens, wobei dieser Teil etwa 3 bis 6 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtcolla-
genmenge, betragen sollte. Die Kontrolle des Denaturierungsgrades erfolgt tGiber eine Bestimmung des Hexo-
samin- und Aminosauremusters, sowie Uber eine Bestimmung des "nativen" Collagengehaltes wie in der DE
4028622 beschrieben.

[0019] Die so behandelte Masse wird anschlieRend mit fliekendem Wasser solange ausgewaschen, bis der
pH-Wert des Materials etwa 2,5 bis 3,5, vorzugsweise 2,7 bis 3,3 betragt.

[0020] Bei dem auf diese Weise hergestellten Collagenmaterial handelt es sich im wesentlichen um Collagen
des Typs |, lll und V, hauptséachlich I. Bei Verwendung des erfindungemafien Produktes als Knorpelimplantat
ist Collagen des Typs Il, bei Knochenimplantaten ist Collagen des Typs | bevorzugt.

[0021] Im Anschluss an die partielle Denaturierung und das Waschen bis zu einem pH-Wert von 2 bis 4, vor-
zugsweise 2,7 bis 3,3, wird das Material nach bekannten Verfahren, wie beispielsweise in der DE 32 03 957
angegeben, vorzerkleinert, homogenisiert und zerfasert und eine wassrige Dispersion hergestellt. Die wassri-
ge Dispersion dient als Ausgangsmaterial fir die Herstellung des erfindungsgemaf verwendeten, bevorzugt
poroésen Collagen-Tragermaterials.

[0022] Das Trockengewicht der Dispersion sollte etwa 1,5 bis 3 Gew.-%, vorzugsweise 2 Gew.% betragen
und der pH-Wert mit verdiinnter Salzsaure auf etwa 2,5 bis 3,5, vorzugsweise 3 eingestellt werden.

[0023] Das Einflhren der wirkstoff-tragenden Polymerpartikel sowie wahlweise vorhandener sonstiger Tra-
gerkomponenten, wie nicht Polymerpartikel-gebundener Wirkstoffe, Strukturbildner, Vernetzungsmittel und
Hilfsstoffe wie unten beschrieben, in die erfindungsgemalle Zusammensetzung kann an dieser Stelle durch
Zugeben davon zur wassrigen Collagensuspension erfolgen. Aus der so erhaltenen wassrigen Collagensus-
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pension kann anschliefiend durch Trocknung, insbesondere Gefriertrocknung die Zusammensetzung geman
der Erfindung hergestellt werden.

[0024] Wahlweise kann das Einbringen der Polymerpartikel jedoch auch nach der Herstellung des Collagen-
tragermaterials erfolgen, beispielsweise durch eine gegebenenfalls vakuumunterstiitzte Trank- bzw. Aufsaug-
behandlung, gegebenenfalls mit nachfolgendem chemischen oder physikalischen Immobilisierungsschritt und
anschlieBender Trocknung. Bevorzugtes ist jedoch das vorstehend beschriebene Verfahren des Zusetzens zur
wassrigen Collagenausgangssuspension.

[0025] Der wassrigen Collagensuspension kdnnen an dieser Stelle auch chemische Vernetzungsmittel zuge-
setzt werden, solange sie mit den wirkstoffhaltigen Polymerpartikeln und den sonstigen Wirk- oder Hilfsstoffen
kompatibel sind. Dabei handelt es sich bevorzugt um mindestens ein polyfunktionelles Vernetzungsmittel. Die-
ses wird beispielsweise aus Carbodiimiden, wie EDC (Ethylcarbodiimid), das gegebenenfalls in Anwesenheit
von N-Hydroxysuccinimid (NHS) umgesetzt wird, Diepoxiden, wie 1,4-Butandioldiglycidylether und Glutaralde-
hyd ausgewahlt.

[0026] Die Verwendung derartiger chemischer Vernetzungsmittel fiihrt zu einer grélReren mechanischen Fes-
tigkeit und einer verringerten Degradationsgeschwindigkeit des Collagenmaterials. Uberraschend hat sich da-
bei gezeigt, dass die Vernetzung mit EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) zu einer Verbesse-
rung der angiogenetischen Eigenschaften des erfindungsgemafRen Produktes flhrt, wobei die Ursachen hier-
fur noch unklar sind.

[0027] Die chemische Vernetzungsbehandlung kann wahlweise auch nach Herstellung der die Wirkstoff-Po-
lymerpartikel enthaltenden Collagen-Matrix erfolgen. Insbesondere kann die Vernetzungsbehandlung vor oder
nach der Gefriertrocknung erfolgen. EDC wird zweckmaRig nach der Gefriertrocknung verwendet. Andere Ver-
netzer, die auch im sauren reagieren, kdnnen auch vor der Gefriertrocknung zur Collagensuspension gegeben
werden.

[0028] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird zur Herstellung der erfindungsgemafen Zu-
sammensetzung die vorstehend beschriebene Collagendispersion, die insbesondere die wirkstoffenthaltenden
Polymerpartikel sowie gegebenenfalls weitere Wirkstoffe, Strukturbildner und Hilfsstoffe enthalten kann, an-
schlieRend Uber einen Zeitraum von 0,5 bis 4 Stunden, vorzugsweise 1 bis 3 Stunden bei einer Temperatur
von —10 bis —60 °C in Form von Platten eingefroren. Die Dicke der resultierenden Platten kann 1 bis 3 cm, vor-
zugsweise 1,5 bis 2,0 cm betragen. Die Porengrofie der erfindungsgemalfen Zusammensetzung wird dabei im
wesentlichen Uber die Einfriergeschwindigkeit gesteuert, sie kann jedoch zusatzlich durch Hinzufligen oberfla-
chenaktiver Substanzen beeinflusst werden. Die Anwendung solcher Substanzen ist jedoch weniger bevor-
zugt.

[0029] Die erhaltenen Platten kdnnen gegebenenfalls bei —3°C bis —35 °C zwischengelagert werden. Bei der
Lagerung tritt ein Konditionierungseffekt ein, der sich vorteilhaft auf das Endprodukt auswirkt. Es erfolgt dabei
ein leichter Viskositatsabfall, der die Reproduzierbarkeit des Produktes verbessert. Vorzugsweise werden die
eingefrorenen Platten mindestens 24 Stunden lang gelagert.

[0030] Nach dem Einfrieren und gegebenenfalls Zwischenlagern gelangen die Platten zur Gefriertrocknung.

[0031] Erfindungsgemal ist es besonders bevorzugt die Gefriertrocknung der eingefrorenen Collagensus-
pension bei relativ hohen Temperaturen von mindestens etwa 50°C bis etwa 180° C, bevorzugter bei etwa
80°C bis 150°C, noch bevorzugter zwischen 110 und 140 °C Uber einen langeren Zeitraum durchzufihren. Un-
ter diesen Bedingungen findet eine Vernetzung der Collagenmolekiile statt, welche das Collagen modifiziert
und seine Stabilitat im nassen Zustand insbesondere unter physiologischen Bedingungen entscheidend ver-
gréRert. Diese Vernetzung verlauft sehr langsam und wird durch das Einwirken erhdhter Temperatur auf das
im wesentlichen bereits trockene Material unter Vakuum erreicht. So lasst man zweckmaRig mindestens etwa
12 Stunden lang Umgebungstemperaturen von 110 bis 150 °C bei einem Vakuum von etwa 0,5 bis 3,0 mbar
auf das im wesentlichen bereits trockene Material einwirken, wobei der Endpunkt der eigentlichen Gefriertrock-
nung in bekannter Weise anhand der Druckanstiegsmethode bestimmt und damit der Beginn der Tempera-
tur-Nachbehandlung festgelegt wird. Eine solche Behandlung des Collagentragermaterials bei erhdhten Tem-
peraturen (héher als Raumtemperatur (25°C), bevorzugt mehr als 50 ° C, noch bevorzugter mehr als 80 °C,
noch bevorzugter mehr als 110 ° C bis maximal etwa 200°C, bevorzugter bis etwa 180°C, bevorzugter bis etwa
140°) bei Normaldruck, bevorzugt unterhalb Normaldruck, bevorzugt bei etwa 0,1 bis 50 mbar, bevorzugter bei
etwa 0,5 bis 3,0 mbar, bezeichnet man auch als Dehydrothermalvernetzung. Die Anwendung einer solchen Be-
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handlung auf die Collagentragermatrix der erfindungsgemafen Zusammensetzung ist erfindungsgeman be-
sonders bevorzugt, da durch sie eine optimale Degradationsgeschwindigkeit der die Wirkstoff-Polymerpartikel
enthaltenden Zusammensetzung fir die Zwecke der Wundbehandlung erreicht wird.

[0032] Es war dabei vdllig Uberraschend, dass es mdglich ist, die an sich thermolabilen Wirkstoffe, wie prote-
inogene Wirkstoffe den Bedingungen der Dehydrothermalvernetzung zur Herstellung der Collagentragermatrix
ohne substantiellen Aktivitatsverlust auszusetzen.

[0033] Erfindungsgemal wird daher die Collagentragermatrix besonders bevorzugt einer Dehydrothermal-
vernetzung, insbesondere in einer Umgebung mit einer Temperatur von 50 bis 200°C und einem Druck von 0,1
bis 50 mbar unterworfen.

[0034] Der Vernetzungseffekt und die damit einhergehende Verringerung der Degradationsgeschwindigkeit
der Collagenmatrix kann mit Gblichen Bestimmungsmethoden nachgewiesen werden. So ist beispielsweise die
Resistenz einer Collagenstruktur gegentiber Collagenase ein Mal fur die Vernetzung, wobei nicht vernetztes
Material erheblich schneller abgebaut wird, als dies bei vernetztem Material der Fall ist.

[0035] Die so durch Gefriertrocknung erhaltene erfindungsgemalfe Zusammensetzung ist ein Poren aufwei-
sendes Produkt. Ein solches pordses Produkt ist erfindungsgemal bevorzugt. Es kann in eine gewtinschte
Form geschnitten und steril abgepackt werden.

[0036] Das erfindungsgemafRe Produkt kann aber auch ein nicht-pordses Material, wie ein Folienmaterial
sein, dass nach ublichen Verfahren wie durch Giessen und anschlieRendem Trocknen hergestellt wird.

[0037] Die erfindungsgemalie porése Zusammensetzung weist bevorzugt die Form eines schichtartigen Ma-
terials auf, dass eine Dicke (Dimension, die die geringste Langenausdehnung besitzt) bevorzugt etwa 0,1 bis
20 mm aufweist. Die nicht-porésen folienartigen Materialen sind im allgemeinen dinner und sind weniger als
1, bevorzugt weniger als 0,1 mm dick.

[0038] Die erfindungsgemale Zusammensetzung kann neben Collagen und den Wirkstoff-enthaltenden Po-
lymerpartikeln wahlweise mindestens einen weiteren Bestandteil enthalten, der aus der Gruppe ausgewahlt
wird, die aus Wirkstoffen, Strukturbildnern und Hilfsstoffen besteht. Die zusatzlichen, nicht polymerpartikelge-
bundenen Wirkstoffe kénnen grundsatzlich die gleichen sein, wie die in den Polymerpartikeln enthaltenen un-
ten beschriebenen Wirkstoffe, wodurch sich naturgeman unterschiedliche Freisetzungsgeschwindigkeiten die-
ser Wirkstoffe ergeben. Bevorzugt werden diese, in der Collagenmatrix nicht polymerpartikel-gebunden ent-
haltenen Wirkstoffe und Strukturbildner jedoch aus extrazellularen Matrixbestandteilen ausgewahlt. Diese so-
genannten extrazellularen Matrixbestandteile werden bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt, die aus Elastin,
Elastin-hydrolysaten, Glykosaminoglykanen, wie Heparan Sulfat, Chondroitin Sulfat, Dermatan Sulfat, Keratan
Sulfat, Heparin und Hyaluronsaure, Proteoglykanen, wie Aggrecan, Fibromodulin, Decorin, Biglycan, Versican,
Perlecan, Basalmembran-Proteoglykan hoher Dichte, Syndecan und Serglycin, Fibrin, Fibronectin, Glucanen,
wie Paramylon besteht. Bevorzugte derartige Bestandteile sind Elastin und -hydrolysate, Hyaluronsaure
und/oder Paramylon.

[0039] Derartige Strukturbildner und nicht polymerpartikel-gebundene Wirkstoffe kdnnen beispielsweise der
porodsen Collagentragermatrix in Anteilen von 0,1 bis 20 Gew.-%, bevorzugt 0,1 bis 10 Gew.-% bezogen auf
das Collagenmaterial zugesetzt werden.

[0040] Weitere in der Collagenmatrix dispergierte zusatzliche Wirkstoffe kbnnen beispielsweise einschlieflen:
die Wundheilung férdernde Mittel, entzindungshemmende Mittel, die die Wundheilung insbesondere in einem
Stadium unterstitzen, in dem sie noch nicht sehr weit fortgeschritten ist und die Gefahr von Infektionen beson-
ders hoch ist, wie Antiinfektiva, wie Antibiotika.

[0041] Die Zusammensetzung gemal der Erfindung enthalt in der vorstehend beschriebenen Collagenmatrix
dispergiert Polymerpartikel, in die mindestens ein, bevorzugt die Wundheilung unterstitzender Wirkstoff ein-
gebracht ist.

[0042] Bei dem polymeren Material, dass die Partikel neben den inkorporierten Wirkstoffen im wesentlichen
bildet, handelt es sich insbesondere um naturliche biologisch abbaubare Polymere (Biopolymeren) oder syn-
thetische biologisch abbaubare Polymere, die insbesondere bevorzugt unter physiologischen Bedingungen re-
sorbierbare Polymere sind, die fir die Wirkstofffreisetzung geeignet sind. Unter resorbierbaren Polymeren fir
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Wirkstofffreisetzungssysteme versteht man biokompatible Polymere die sich z.B. nach subkutaner bzw. intra-
muskularer Applikation unter den im Organismus vorherrschenden Bedingungen hydrolytisch und/oder enzy-
matisch abbauen und deren Abbauprodukte ausgeschieden oder in den Stoffwechsel einbezogen werden. In-
nerhalb der resorbierbaren Polymere kann zusatzlich zwischen der Oberflachen- und der Bulkdegradation un-
terschieden werden. Hierbei handelt es sich um zwei Extreme des physikalischen Phdnomens der Erosion. Im
allgemeinen liegen beide Arten nebeneinander vor. Faktoren, die eine Ubersicht struktureller, chemischer und
verarbeitender Eigenschaften und das Abbauverhalten der Polymere beeinflussen sind:

— die chemische Struktur und Zusammensetzung

— die Verteilung der Wiederholungseinheiten in einem Copolymer

— die Anwesenheit ionischer Gruppen

— die Anwesenheit unerwarteter Einheiten oder Kettendefekte

— die Strukturkonfiguration

— die Molekulargewicht und Gewichtsverteilung

— die Morphologie (amorphe/semikristalline, mikrostrukturelle, Restspannungen

— die Anwesenheit von niedermolekularen Zuséatzen

— die Prozessbedingungen, das Tempern, die Sterilisation

— die Lagerung

— die Form

— der Anwendungsort

— die absorbierten und absorbierten Substanzen (Wasser, Lipide, lonen, etc.).

— die physiko-chemischen Faktoren (lonenaustausch, lonenstarke, pH).

— der Mechanismus der Hydrolyse (enzymatisch, nicht-enzymatisch).

[0043] Eine Anzahl verschiedener unter physiologischen Bedingungen labiler Bindungen kann fiir die Synthe-
se resorbierbarer Polymere herangezogen werden. Auf der Grundlage bekannter Hydrolysedaten niedermole-
kularer Analoge, kann folgende Einteilung der Resorptionsgeschwindigkeiten unter neutralen Bedingungen
gemacht werden.

o o 0 o~ o)
\OJJ\O/ > )LO/ g \N)LO/ > \o*o/ > )J\N/

Polycarbonate  Polyester Polyurethane Polyorthoester ~ Polyamides

[0044] Diese Einteilung ist jedoch abhangig von der Morphologie und den Substituenten des Polymers und
kann die Hydrolysegeschwindigkeit deutlich beeinflussen.

[0045] Die erfindungsgemal fir die Herstellung der Partikel verwendeten Polymere werden bevorzugt aus
der Gruppe ausgewabhlt, die aus Polypeptiden, wie Collagen, Gelatine, und Hydrolysaten davon, Polysaccha-
riden und Derivaten davon, Polyvinylalkohol (PVA), Polyvinylpyrrolidon (PVP), Poly(meth)acrylaten, wie Poly-
methylmethacrylat (PMMA) und Polymethylacrylat (PMA), Polyalkylcyanoacrylaten (PACA), Acrylcopolyme-
ren, Polyethylen-vinylacetat-Copolymeren, Polyhydroxyalkanoaten, wie Polyhydroxybutyrat (PHB), Hydrokol-
loiden, wie Cellulosederivaten, wie Hydroxypropylcellulose, Polyanhydriden, wie Polysebacinsaureanhydrid,
Polyorthoestern, Poly-¢-caprolacton (PCL), Copolymeren aus Poly-e-caprolacton und Polylactiden, Polyamino-
sauren, Polyurethanen, Polyethylenglykolen, Polymilchsaure (PLA), Polylactiden, Polycarbonaten, wie Polytri-
methylencarbonat (Poly(TMC)), Copolymeren aus Polylactiden, Polyglycoliden und Polycarbonaten, Copoly-
estern aus Milchsaure und Glykolsaure (PLG), Poly-L-lysin und deren Homologen und Cokondensaten, und
Polycarbonaten besteht.

[0046] Erfindungsgemal besonders bevorzugt sind Polymilchsdure bzw. Polylactide (PLA), Polyglycolide
und Copolymere davon. Dabei handelt es sich um Homo- und Copolymere der Milch- bzw. der Glykolsaure,
Polylactide (PLA) und -glycolide (PGA) sind aliphatische Polyester und gehéren zu denPoly-(a-)Hydroxysau-
ren. Polylactide sind im Vergleich zu Polyglycoliden, dem einfachsten aliphatischen Polyester, hydrophober.
Milchsaure besitzt im Gegensatz zur Glykolsaure am a-C-Atom eine Methylgruppe und liegt in zwei enantio-
meren Formen als D-Lactid und L-Lactid vor. Wahrend enantiomerenreines Poly(D-lactid) bzw. Poly(L-actid)
kristalline Bereiche aufweist, ist das racemische Poly(D,L-lactid) amorph und hierdurch zugéanglicher fir den
hydrolytischen Abbau. Erfindungsgemal ist die Anwendung der racemischen Form bevorzugter.

[0047] lhre Herstellung erfolgt in der Regel durch eine katalysierte Ringéffnungspolymerisation in der Schmel-
ze bei Temperaturen von 140 bis 180°C. Durch Variation der Lactid- und Glykolidanteile kbnnen PGA/PLA-Co-
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polymere mit unterschiedlichen physikalischen und mechanischen Eigenschaften hergestellt werden. Abbau-
versuche unter zeigen, dalk die Abbauzeit vom Copolymerverhaltnis abhangt. Copolymere mit einem 24 bis 67
mol% Glykolsaure Anteil sind amorph.

Siehe Abb. 1.

[0048] Derartige Polymere sind im Stand der Technik bekannt und sind kommerziell erhaltlich.

[0049] Ein weiteres bevorzugtes Polymer zum Aufbau der erfindungsgemaf verwendeten Polymerpartikel
stellt Gelatine dar. Die Gelatine kann durch Reaktion vor allem der Amino-Gruppen mit mono- oder polyfunkti-
onellen Reagenzien, unter anderem mit Acylierungsmitteln, Aldehyden, Epoxiden, Halogen-Verbindungen, Cy-
anamid oder aktivierten ungesattigten Verbindungen chemisch modifiziert und in ihren Eigenschaften breit va-
riiert werden. Somit kdnnen erfindungsgemal diffusionskontrollierte Freisetzungssysteme auf Gelatinebasis
durch chemische Vernetzung der Gelatine hergestellt werden. Die Freisetzungsgeschwindigkeit der Wirkstoffe
kann Uber den Vernetzungsgrad beeinflusst werden. Erfindungsgemall anwendbare Vernetzungsreaktionen
reichen von kovalenter chemischer Vernetzung mit kleinen bifunktionellen Verbindungen (Glutaraldehyd,
Formaldehyd, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid) tiber radikalische Polymerisation mit radikalbil-
denden Polymerendgruppen oder bifunktionellen Verbindungen (Oligo(PEG fumarate), Methacrylierte Dextra-
ne) bis zu inter- und intra-molekularer Kondensationspolymerisation durch hohe Temperaturen, reduzierten
Druck und Dehydrierung.

[0050] Die erfindungsgemal verwendeten Polymerpartikel stellen bevorzugt sogenannte Nano- und Mikros-
pharen dar. Mit ihnen kann unter anderem eine verlangerte bzw. anhaltende Wirkdauer der erfindungsgeman
verwendeten Wirkstoffe erreicht werden.

[0051] Als Nano- bzw. Mikrospharen werden in der vorliegenden Erfindung kolloidale Partikel mit einem
Durchmesser von zweckmafig 10 — 1000 nm (Nanosphéaren) bzw. 1 — 2000 pm (Mikrospharen), die im Gegen-
satz zu Vesikeln, aus einer soliden Matrix bestehen, bezeichnet. In der Literatur werden Spharen und Partikel
haufig synonym verwendet.

[0052] Erfindungsgemal sind Polymerpartikel mit einem mittleren Teilchendurchmesser von etwa 0,01 um bis
etwa 1500 ym bevorzugt, wobei die Bestimmung des mittleren Teilchendurchmessers in an sich bekannter
Weise durch Laserlichtbeugung erfolgt. Erfindungsgemaf weisen die Polymerpartikel bevorzugt eine im we-
sentlichen kugelférmige, d.h. spharische Gestalt auf.

[0053] Die Herstellung dieser mit Wirkstoffen beladenen Spharen kann erfindungsgemalf in an sich bekannter
Weise erfolgen. Zahlreiche Verfahren wurden zur Herstellung von Wirkstoff enthaltenden Spharen auf Poly-
merbasis entwickelt.

[0054] Im allgemeinen kdnnen diese in
— das Lésemittel-Emulsions-Evaporations-Verfahren
— das Losemittel-Emulsions-Extraktions-Verfahren,
— das Spruhtrocknungs-Verfahren oder
— das Schmelz-Emulsions-Verfahren

eingeteilt werden.

[0055] Erfindungsgemal bevorzugt sind das Emulsions-Evaporations-Verfahren und das Lésemittel-Emulsi-
ons-Extraktions-Verfahren, zur Herstellung der sogenannten Nano- und Mikrosphéaren.

[0056] Das Emulsions-Evaporations-Verfahren basiert auf der Dispersion einer Polymerldsung in einer geeig-
neten kontinuierlichen Phase und der anschlieRenden Evaporation des Polymerldsemittels. Es sind verschie-
dene Verfahren bekannt, die auf einer einfachen (o/w)-, (w/0)-, (o/0)-Emulsion bzw. komplexen ((w/o)/w)- oder
((o/o)/w)-Emulsion basieren. Erfindungsgemaf bevorzugt ist das auf einer ((w/o)/w)-Emulsion basierende Ver-
fahren fur hydrophile Wirkstoffe, wie die proteinogenen Wirkstoffe, wie insbesondere Wachstumsfaktoren und
Insulin.

[0057] Das anzuwendende Verfahren ist von den hydrophilen bzw. lipophilen Eigenschaften des Polymers
und des Wirkstoffs abhangig.

[0058] Das Schema der einfachen Emulsions Evaporations Methode am Beispiel der (o/w)-Emulsions-Eva-
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porations-Methode ist in der folgenden Abbildung dargestellt, Das Verfahren der (o/w)-Emulsions-Evaporati-
ons-Methode ist bei lipophilen Wirkstoffen anwendbar.

[0059] Beidiesem Verfahren wird das Polymer bevorzugt in einem fliichtigen, organischen Lésungsmittel, wie
Methylenchlorid oder Chloroform, geldst. Der einzuschlielende Wirkstoff wird dann in derselben Lésung ent-
weder geldst oder suspendiert. Die organische Phase wird in einer wassrigen Phase, die einen Emulgator ent-
halt und das Polymer nicht 16st, emulgiert. Sobald sich die (o/w)-Emulsion gebildet hat, wird der Druck verrin-
gert beziehungsweise die Temperatur erhéht, um das Verdampfen des leichtfliichtigen Lésemittels aus den Mi-
krotropfchen herbeizufiihren. Durch das Austreten des Ldsemittels aus den Mikrotrépfchen, entstehen feste
Wirkstoff enthaltende Mikrospharen. Die festen Mikrospharen werden durch Zentrifugieren, Filtrieren oder De-
kantieren aus der wassrigen Phase isoliert und anschief3end gewaschen und gefriergetrocknet.

Siehe Abb. 2.

[0060] Das verwendete Polymer bestimmt zusammen mit dem Wirkstoff das anzuwendende Verfahren
((o/w)-, (w/o)-Emulsion etc.) und entscheidet liber den Freisetzungsmechanismus (diffusions-kontrolliert, de-
gradationskontrolliert, etc.)

[0061] Fur hydrophile Wirkstoffe, die erfindungsgemafl bevorzugt sind, sind das w/o-, w/o/w- und das
w/o/o-Emulsions-Evaporations oder das Extraktionsverfahren geeignet.

[0062] Probleme oder Nachteile, die bei diesem Herstellungsverfahren auftreten kénnen, sind die Agglome-
ration der Mikrospharen sowie der Verlust von einzuschlieBender Substanz an die wassrige Phase. Letzteres
ist ein grofRes Problem, wenn hydrophile Substanzen in den Mikrospharen eingeschlossen werden sollen.

[0063] Versuche die Effizienz der einzuschlieRenden Substanz zu erhéhen beinhalten beispielsweise:

—die Sattigung der wassrigen Phase mit der einzuschlieRenden Substanz (geeignet fur preiswerte Substan-
zen)

— das Herabsetzen der Loslichkeit der einzuschlieBenden Substanz in der wassrigen Phase durch veran-
dern des pH-Wertes der wassrigen Phase (saure oder basische organische Arzneistoffe kdnnen durch
Wahl des pH-Wertes in die nichtionisierte Form Uberfuhrt und in ihrer Wasserloslichkeit herabgesetzt wer-
den)

— die Zugabe von Hilfsstoffen, die das Lésevermdgen der wassrigen Phase reduzieren (Herabsetzen der
Hydrophilie der kontinuierlichen Phase durch Zugabe eines zweiten Lésemittels oder Zugabe von Salzen,
welche die Loslichkeit der Substanz in der wassrigen Phase herabsetzen).

[0064] Neben den angeflihrten Methoden zur Verbesserung der Effizienz kann auch auf andere Verfahren zu-
rickgegriffen werden.

[0065] Das (w/o)-Emulsionsverfahren stellt dabei eine Alternative dar. Hierbei werden wasserlosliche Poly-
mere z.B. Polyvinylalkohole (PVAI) oder Gelatine verwendet, die in einer organischen kontinuierlichen Phase
emulgiert werden. Im Gegensatz zur (o/w)-Emulsion, bei dem leichtfliichtige organischen Lésemittel verwendet
werden, wird in der Regel die dispergierte wassrige Phase durch Extraktion entfernt.

[0066] Steht jedoch kein geeignetes (w/0)- Emulsionssystem zur Verfliigung, kdnnen hydrophile Substanzen
mit Hilfe der komplexen ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode in Sphéaren eingeschlossen werden.
Siehe Abb. 3.

[0067] Dieses Verfahren ist bei der Verwendung proteinogener Wirkstoffe zusammen mit hydrophoben Mat-
rices bzw. Polymeren besonders bevorzugt.

[0068] Beim Herstellungsverfahren der Polymerpartikel sind verschiedene Faktoren zu bericksichtigen.

[0069] Das organische Lésungsmittel oder das Lésungsmittelgemisch, das verwendet wird:
Die Loslichkeit des organischen Losungsmittels in der wassrigen Phase beeinflusst entscheidend den Prozel’
der Mikrospharenhartung. Das Losungsmittel darf sich nur geringfiigig in der wassrigen Phase I6sen, und es
darf nicht zu schnell verdampfen, da sonst unregelmafig geformte Mikrospharen entstehen,
— die Eigenschaften des verwendeten Polymers, vor allem sein Molekulargewicht:
Es beeinflusst die Viskositat der organischen Phase und die GroRe und Porositat der Mikrosphéaren,
— die Prozelparameter, wie Riihrgeschwindigkeit, Temperatur, Druck und das Volumen der organischen
Phase,
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—die Eigenschaften der einzuschlielRenden Substanz, ihre Loslichkeit in der organischen und der wassrigen
Phase sowie ihre Stabilitdt in den verwendeten Losungsmitteln.

[0070] Diese Herstellungsverfahren sind erfindungsgemaR bevorzugt, da sie eine schnelle reproduzierbare
Methode zur Gewinnung spharischer Partikel verschiedener GréRen (Nano- bzw. Mikro-Malstab) und enger
Grolenverteilung darstellen. Dabei lassen sich die Eigenschaften der Mikrosphéaren und die damit verbunde-
nen Freisetzungseigenschaften durch Veranderung der Herstellungsbedingungen leicht beeinflussen.

[0071] Eine Ubersicht verschiedener Parameter und den damit verbundenen Einfliissen auf die Spharenmor-
phologie und das Freisetzungsverhalten ist in der folgenden Tabelle gegeben.
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Parameter

Einfluss

Polymer
- resorbierbar,
nicht-

resorbierbar

- Hydrophilie,
Hydrophobie

- Molekularge-

wicht

-  Konzentration

das Polymer bestimmt zusammen mit dem Wirkstoff
das anzuwendende Verfahren und entscheidet Uber
den Freisetzungsmechanismus (diffusionskontrolliert,

degradationskontrolliert, etc.)

hydrophile bzw. hydrophobe Wechselwirkungen des
Polymers mit dem Wirkstoff sowie das
Quellvermdgen des Polymers im Freisetzungsmedium
beeinflussen den Diffusions-koeffizienten des
Wirkstoffes und die damit verbundene Freisetzung
des Wirkstoffes, bei resorbierbaren Polymeren nimmt
bei zunehmendem hydrophobem Charakter die

Hydrolysegeschwindigkeit ab

die Abhdngigkeit der Viskositdt der Polymerlésung
wirkt sich auf die SphdérengréBenverteilung, den
Wirkstoffgehalt und das Abbauverhalten

resorbierbarer Systeme aus

die Verminderung der L&slichkeit des Polymers mit
Zunahme des Molekulargewichts in der dispergierten
Phase, kann zu einer porésen Oberfldche durch ein

beschleunigtes Ausfdllen fUhren

eine Zunahme der Polymerkonzentration in der
dispergierten Phase ist mit einer VergréBerung der
SphdarengréBeverteilung verbunden und einer
verbesserten Effizienz in Bezug auf den
Wirkstoffgehalt
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Parameter Einfluss
Wirkstoff
- Einwaage der Wirkstoffgehalt und das Freisetzungsverhaiten der
Spharen ist abhdngig von der eingesetzten
Wirkstoffmenge
Wirkstoff
- Hydrophilie, durch zunehmende Wechselwirkung mit der

Hydrophobie

Polymermatrix kann die Freisetzungsgeschwindigkeit

deutlich abnehmen

der hydrophile/hydrophobe Charakter des Wirkstoffes
kann  EinfluB auf die Stabilitdt der (wl/o)-
Primé&remulsion der komplexen ((wl/0)/w2)-Emulsions-

Verfahren haben

ein geringe Loslichkeit des Wirkstoffes in der GuBeren
kontinuiertichen Phase erhdht die Effizienz des
Wirkstoffgehalts in Bezug auf die eingesetzte

Wirkstoffmenge

Phasen

wl-Phase

die Eigenschaften der dispergierten inneren wil-
Phase wirken sich auf die Stabilitat der (wl/o)-
Priméaremulsion des komplexen ((w1/0)/w2)-Emulsions-
Verfahrens und den Wirkstoffgehalt der Mikrosphdren

aus
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Parameter Einfluss
o-Phase die Auswahl! der dispergierten Phase hat Einfluss auf
den Wirkstoffgehalt, die Aushdrtgeschwindigkeit, die
SphdarengréBenverteilung, sowie die
Emulsionsstabilitdt der dispergierten inneren wl-
Phase des komplexen ((wl/o)/w2)-Emulsions-
Verfahren
bei proteinischen Wirkstoffen kann die hydrophobe
Grenzfldche zur Denaturierung oder Agglomeration
des Wirkstoffes und dem damit verbunden
Aktivitatsverlust fuhren
Phasen
w2-Phase die Viskositdt und Dichte haben Einfluss auf die
SphdrengréBenverteilung
das Losungsvermodgen der w2-Phase wirkt sich auf
den Wirkstoffgehalt der Sphdaren aus
wl.o - die Stabilitdt der Emuision und der Emulsionstyp wird

Phasenverhdalinis

durch das Phasenverhdaltnis der (wl/0)-
Primd@remulsion des komplexen ((w1/0)/w2)-Emulsions-
Verfahrens entscheidend bestimmt und wirkt sich auf

den Wirkstoffgehalt aus

die innere Struktur der Mikrosphé@renmatrix des
((wl/0)/w2)-Emulsions-Verfahrens ist abhdngig vom
Phasenverhdltnis und erhdht bei zunehmender
Porositéat der Mikrosphdrenmatrix die

Freisetzungsgeschwindigkeit
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Parameter

Einfluss

o:wW2 -

Phasenverhdaltnis

die Aushdrtgeschwindigkeit nimmt mit zunehmender
partieller Mischbarkeit der o-Phase in der duBeren
Phase zu und kann dann zu ungleichmdaBigen und
porésen Mikrosphdren fuhren, die sich auf den

Wirkstoffgehalt auswirken

Tenside, Emulgatoren

- Typ
-  Konzentration

der HLB-Wert (hydrophilic-lipophilic-balance) der
Tenside bzw. Emulgatoren nimmt Einfluss auf den
Emulsionstyp und die StabilitGt der einzelnen

Emulsionstypen

die Konzentration und der Typ der Tenside bzw.

Emulgatoren bestimmt die SpharengréBenverteilung

die L&éslichkeit des Wirkstoffes in der w-Phase kann
durch Tenside bzw. Emulgatoren erméglicht werden
und fuhrt zu einer Abnahme des Wirkstoffgehaltes der

Mikrosphdren

Scherkraft

die SphdarengréBenverteilung wird durch die

verwendeten Scherkrafte maBgeblich bestimmt

Einwirkungen hoher Scherkrafte auf labile Wirkstoffe
kédbnnen zum Verlust der biologischer Aktivitdt fUhren
z.B. bei Proteinen zur Agglomeration oder

Denaturierung
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Parameter Einfluss

Temperatur die Prozesstemperatur nimmt direkten Einfluss auf die
Stabilitét der Emulsion, darltber hinaus kann eine
Blasenbildung innerhalb der o-Phase durch Sieden
des Polymerldsemittels zu Rissen und Lochern in den

Sphdarenwdanden fuhren.

die Wirkstoffloslichkeit in der w-Phase kann mit der
Temperatur variieren und nimmt Einfluss auf den

Wirkstoffgehalt der Spharen

Druck der Prozessdruck hat Einfluss auf die
Aushdartgeschwindigkeit und die Porositat der

Mikrosphdéren

pH-Wert Wirkstoffloslichkeit in der kontinuierlichen w-Phase

Hilfsstoffe Porenbildner

Erhdhung des Osmotischen Drucks

Tabelle 1: Ubersicht verschiedener Prozessparameter der Emulsions-Evaporations-Methode zur Herstellung
Wirkstoff enthaltender Mikrospharen auf das Freisetzungsverhalten

[0072] Die vorstehend beschriebenen Polymerpartikel enthalten mindestens einen Wirkstoff, der bevorzugt
aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus proteinogenen Wirkstoffen, Wirkstoffen pflanzlicher Herkunft, Wirk-
stoffen tierischer Herkunft und sonstigen pharmazeutischen oder kosmetischen Wirkstoffen besteht.

[0073] Die hier genannten Wirkstoffe kdnnen dariber hinaus wie vorstehend bereits erwdhnt auch in der Col-
lagentragermatrix enthalten sein, ohne in den Polymerpartikeln enthalten zu sein.

[0074] Besonders bevorzugt handelt es sich um einen Wirkstoff, der die Wundheilung fordert.
[0075] In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Wirkstoff um Insulin.

[0076] Erfindungsgemal wird der proteinogene Wirkstoff bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt, die aus
Wachstumsfaktoren, proteinogenen Hormonen, Enzymen, Coenzymen, Glykoproteinen, Blutkoagulationsfak-
toren, anderen Cytokinen und rekombinant hergestellten Varianten der vorstehend genannten Wirkstoffen be-
steht.

[0077] Erfindungsgemal einsetzbare Wachstumsfaktoren werden bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt, die
aus VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), FGF-1 (saurer Fib-
roblast Growth Factor), TGF-B, TGF-a (Transforming Growth Factor g bzw. a), EGF (Endothelial Growth Fac-
tor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor a), IGF | bzw. Il (Insulin-like Growth Fac-
tor/Insulin Binding Growth Factor | bzw. 1), Heparin Binding Growth Factor | bzw. Il, PDGF (Platelet Derived
Growth Factor), PD-ECGF (Platelet Derived Endothelial Cell Growth Factor), BMP (Bone Morphogenetic
Growth Factor), GHRP (Growth Hormone Release Factor), Cartilage Inducing Factor A bzw. B, Bone Growth
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Factors, Interleukin 8, Angiopoietin, Angiogenin, Aprotinin, und vWF (von Willebrand Factor) besteht.
[0078] Glykoproteine als Wirkstoffe schlieRen beispielsweise Immunglobuline und Antikérper ein.
[0079] Blutkoagulationsfaktoren als Wirkstoffe schlieRen beispielsweise Fibrinogen ein.

[0080] Andere Cytokine als Wirkstoffe schlieRen beispielsweise Interleukine und Interferon ein.

[0081] Wirkstoffe pflanzlicher Herkunft als Wirkstoffe schlieRen beispielsweise Fruchtextrakte mit wundhei-
lender Wirkung, wie Traubenkernextrakt, Blitenpollen, Polysaccharide und Derivate davon, wie D-Glucane,
wie B-Glucan (wie Paramylon) und Phytosterole ein.

[0082] Wirkstoffe tierischer Herkunft als Wirkstoffe schlieRen beispielsweise Honig und Honigextrakte und
Propolis ein.

[0083] Sonstige Wirkstoffe schliefen beispielsweise Vitamine, Antiseptika, wie Povidon-Jod, Entziindungs-
hemmende Mittel, wie insbesondere Dexpanthenol, Glycolipide (Ceramide), Enzyminhibitoren, Immunstimu-
lantien (wie Echinacea, Pelargonium reniforme/sidoides), Immunsuppressiva, Lokalanasthetika, Antiinfektiva,
wie antibakterielle Mittel, antivirale Mittel, Antioxidantien, Steroidhormone und Mineralstoffe, wie Salze von Al-
kali- und Erdalkalimetallen ein.

[0084] Diese Wirkstoffe sind allein oder in Kombination mehrerer Wirkstoffe in den Polymerpartikeln bevor-
zugt in einer Menge von zweckmalig bis zu 80 Gew.-%, bevorzugt bis zu 60 Gew.-%, bevorzugter bis zu 40
Gew.-% bezogen auf die Gesamtmasse der Polymerpartikel vorhanden.

[0085] Im Falle der proteinogenen Wirkstoffe, wie insbesondere auch Insulin kénnen diese bevorzugt in einer
Menge von bis zu 10 Gew.-% bezogen auf die Gesamtmasse der Polymerpartikel vorliegen.

[0086] In der erfindungsgemalen Zusammensetzung kénnen die Polymerpartikel aber auch die Collagentra-
germatrix wahlweise mindestens einen Hilfsstoff umfassen. Derartige Hilfsstoffe werden bevorzugt aus der
Gruppe ausgewahlt, die aus Wirkstoffstabilisatoren und die Freisetzung des Wirkstoffs steuernden Mitteln be-
steht.

[0087] Die Wirkstoffstabilisatoren werden bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt, die aus Kryoprotektoren,
Lagerstabilisatoren, pH-Stabilisatoren, thermische Stabilisatoren und Feuchtigkeitsstabilisatoren besteht. Der-
artige Wirkstoffstabilisatoren schliefen beispielsweise Zucker, wie Mannit, Mannose, Glucose, Polyole, wie
Glycerin, Salze, wie Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Serumalbumine, wie HSA (Human Serum Albumine) und
BSA (Bovine Serum Albumine), Gelatine und Kollagen ein.

[0088] Die erfindungsgemale Zusammensetzung weist bevorzugt einen Volumenanteil der Polymerpartikel
von weniger als 30 Vol.-%, bevorzugt weniger als 25 Vol.-% bezogen auf das Gesamtvolumen der Zusammen-
setzung auf.

[0089] Die erfindungsgemafle Zusammensetzung weist bevorzugt einen Gewichtsanteil der wirkstoffbelade-
nen Polymerpartikel, bezogen auf die Gesamtmasse der Zusammensetzung von bis zu 80 Gew.-%, bevorzug-
ter bis zu 70 Gew.-%, noch bevorzugter bis zu 60 Gew.-% und noch bevorzugter von bis zu 40 Gew.-% auf.

[0090] Erfindungsgemal besonders bevorzugte Wirkstoffe sind die Wundheilung férdernde Wirkstoffe, wie
insbesondere Wachstumsfaktoren, also Proteine etc. Die Wirkstoffklasse der Peptide, Proteine und Enzyme
hat infolge rekombinanter DNA Technologie vermehrt an Bedeutung als therapeutischer Wirkstoff in der Medi-
zin gewonnen. Rekombinante Impfstoffe, Hormone und Wachstumsfaktoren kdnnen hierfiir als Beispiele ge-
nannt werden. lhre biologische Aktivitat ist jedoch von der entsprechenden Bioverfiigbarkeit abhangig. Die
kontrollierte Freisetzung auch groRer hochmolekularer Proteine bzw. Enzyme aus biokompatiblen Polymeren
eroffnet dieser Wirkstoffklasse neue Mdglichkeiten. Im Gegensatz zu niedermolekularen Wirkstoffen besitzen
Proteine und Enzyme grofRe globulare Strukturen mit einer komplexen internen Architektur, welche ihre einzig-
artige biologische Aktivitat bestimmt und zahlreiche chemisch reaktive Bereiche als auch chemisch labile Bin-
dungen. Hierdurch begriindet stellt die Proteinstabilitat eine der entscheidenden Hirden bei der Formulierung
von kontrollierten Freisetzungssystemen zum Beispiel von Mikrospharen dar. Chemische als auch physikali-
sche Prozesse haben Einfluss auf die Proteinstabilitat und kénnen Auswirkungen auf die biologische Aktivitat
haben. Neben chemischen Modifizierungen, die zur Verminderung oder gar zum Verlust der Aktivitat fihren,
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kénnen physikalische Prozesse Einfluss auf die tertiar Struktur haben und zur Agglomeration, Denaturierung
bzw. Ausfallung des Proteins flihren. Eine Ubersicht verschiedener Faktoren, welche die biologische Aktivitat
von Proteinen und Enzymen beeinflussen ist in der folgenden Abbildung dargestellt und muss bei der Herstel-
lung Protein und Enzym enthaltender Mikrospharen berticksichtigt werden.

Siehe Abb. 4.

[0091] Der Einfluss von organischen Lésemitteln, in der Regel werden hydrophobe aprotische Polymerlése-
mittel verwendet, auf die Nativitat der Proteine ist stark von ihrer Vorgeschichte abhangig. So haben der
pH-Wert und Stabilisatoren bei der Gefriertrocknung, sowie der Restwassergehalt des Proteins direkten Ein-
fluss auf die Nativitat, wenn diese organischen Losemitteln ausgesetzt werden. Der Einfluss beruht auf einer
Restmobilitdt der Proteine im organischen Lésemittel, welche zur Denaturierung bzw. Aggregation der Protei-
ne, sowie der Fahigkeit des organischen Lésemittels dem Protein Wasser zu entziehen und seine katalytischen
Zentren zu zerstoren. Werden wassrige Proteinldsungen organischen Lésemitteln zugefiigt, so kann die Diffu-
sion des organischen Lésemittels in die wassrige Phase zu einer Veranderung der lonenstarke fiihren oder
Bindungen mit dem Protein eingehen und schlieRlich mit der Denaturierung und Agglomeration des Proteins
abschlieRen. Die Herstellung von Protein enthaltenden Mikrospharen besteht aus verschiedenen Arbeitsschrit-
ten die zu einer extremen VergréRerung der Oberflache fuhren. Typische Methoden zur Erzeugung von Emul-
sionen sind einfaches Mischen (Vortex), Homogenisieren (Ultraturrax) und Ultraschallbehandlung. Die dabei
gebildeten hydrophilen/hydrophoben Grenzflachen sowie die angewendeten Scherkrafte kénnen die Nativitat
der Proteine stark beeintrachtigen und zum Verlust der biologischen Aktivitat fiihren. Bei der Herstellung Pro-
tein enthaltender Mikrospharen missen die Parameter, welche Einfluss auf die Nativitat von Proteinen und En-
zymen haben, bei der Auswahl der entsprechenden Methode in Hinblick auf einen grof3t moglichen Erhalt der
biologischen Aktivitat berlicksichtigt werden.

[0092] Um die erfindungsgemafen Bedingungen der Einfihrung von Proteinwirkstoffen in die Polymerpartikel
zu optimieren wird Meerretichperoxidase als Modellsubstanz verwendet. Der optimale pH-Wertbereich fur die
katalytische Aktivitat der Meerrettichperoxidase liegt bei pH 6 — 7. Das Protein ist als Enzym in der Lage, sub-
stratvermittelt mit verschiedenen Chromogenen unterschiedliche Farbreaktionen zu katalysieren. Dadurch eig-
net sich dieses Protein gut als freizusetzendes Modellprotein, das bequem nachgewiesen werden kann.

[0093] Ein erfindungsgemal besonders bevorzugter Wirkstoff stellt das Insulin dar.

[0094] Erfindungsgemal wird besonders bevorzugt rekombinant hergestelltes Humaninsulin verwendet. Ver-
schiedene Arbeiten zeigen am Beispiel von immobilisiertem Insulin auf unterschiedlichen Polymeroberflachen,
den positiven Einfluss auf die Proliferation von Fibroblasten. Es bt daher auch gunstige Einflisse bei der
Wundheilung aus.

[0095] Die oben bereits beschriebene ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode kann bevorzugt zur Her-
stellung eines Freisetzungssystems fir Signalmolekiile z.B. Wachstumsfaktoren zur Unterstitzung des Tissue
Engineerings herangezogen werden. Im Rahmen der Erfindung wurde porcines Insulin, das wachstumsfor-
dernde Eigenschaften besitzt und mit Hilfe des Bradford-Test quantitativ bestimmt werden kann, verwendet.

Herstellung von Insulin enthaltenden Poly (D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 — Mikrosphéaren

[0096] Die Herstellung Insulin enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrospharen erfolgt nach der
komplexen Emulsions-Evaporations-Methode. Hierbei wird Insulin in einem alkalischen Bicarbonat Puffer (pH
9,4) oder verdinnter (10%-iger) Essigsaure gelOst/suspendiert und in einer Poly(D,L-lactid-co-glycolid)
50:50/Methylenchlorid-Lésung mit Hilfe eines Ultraturrax (IKA) bei 1 6000 U/min emulgiert. Diese priméare
w1/o-Emulsion wird in einer auf 15°C temperierten wassrigen Polyvinylalkohol-Ldsung durch Rihren unter
Ausbildung einer komplexen w1/o/w2-Emulsion (w1 = innere wassrige Phase; w2 = dulRere wassrige Phase)
emulgiert. Durch Reduzieren des Druckes auf 400 mbar wird die leichtflichtige Methylenchlorid-Phase voll-
standig entfernt und die Insulin enthaltenden Mikrospharen nach mehrfachem Waschen isoliert und lyophili-
siert. Die Herstellungsparameter Insulineinwaage und das Phasenverhaltnis w1:0 der primar Emulsion werden
in Hinblick auf Effizienz in Bezug auf die eingesetzte Insulinmenge untersucht. Studien zum Freisetzungsver-
halten Insulin enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrospharen werden in Abhangigkeit von den
Herstellungsparametern

— w1/o0-Phaseverhaltnis

— Polymerkonzentration in Abhangigkeit der Polymereinwaage

— Polymerkonzentration in Abhangigkeit des Volumens der dispergierten o-Phase

— Insulineinwaage
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in PBS-Puffer bei 37°C durchgefiihrt.

[0097] Einfluss verschiedener Herstellungsparameter auf den Insulingehalt Insulin enthaltender Poly
(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphéaren

[0098] Die Vereinigung der dispergierten inneren wirkstoffenthaltenden Phase (w1) mit der dufderen kontinu-
ierlichen wassrigen Phase (w2) fuhrt zum irreversiblen Verlust an Wirkstoff und ist von verschiedenen Herstel-
lungsparametern der w/o/w-Emulsions-Evaporations-Methode abhangig. Die Effizienz der Herstellung in Be-
zug auf den eingesetzten Wirkstoff ist ein entscheidender Parameter fir das Freisetzungssystem. So spielen
die einzelnen Phasenverhaltnisse w1/o sowie o/w2, die Wirkstoff- und Polymerkonzentration und die Stabilitat
der Primaremulsion (w1/0), Temperatur und Druck eine entscheidende Rolle.

[0099] Einfluss des w1:0-Phasenverhaltnisses auf die Effizienz der Verkapselung am Beispiel von Insulin ent-
haltenden PLGA 50:50-Mikrosphéren.

[0100] Die Effizienz der Insulinverkapselung nimmt bei identischer Insulineinwaage mit steigendem w1-Volu-
men von 52% auf 69% zu (s. folgende Abbildung).
Siehe Abb. 5.

[0101] Der Verlauf der Verkapselungseffizienz wird durch die Wirkstoffkonzentrationsverhaltnisse der
w1-Phase durch Zunahme des w1-Volumens entscheidend beeinflusst. Bei gleicher Trépfchengrofie der dis-
pergierten Phase w1, durch identische Scherkrafte, hat der Verlust der w1-Phase mit héheren Wirkstoffkon-
zentrationen gréRere Wirkung auf die Verkapselungseffizienz als bei niedrigen Wirkstoffkonzentrationen. Die-
ser Effekt wird durch nachfolgende Abbildung untermauert. Die konzentrationsabhangige Effizienz der Verkap-
selung nimmt bei zunehmender Konzentration und gleichem w1:0-Phasenverhaltnis von 69% auf 49% ab.
Siehe Abb. 6.

[0102] Der Einfluss der w1/o-Phasenverhaltnisse zeigt im untersuchten Bereich zwischen 0,1-0,6 keinen si-
gnifikanten Einfluss auf die Oberflachenmorphologie (siehe nachfolgende Abb. 7, A-D). Die Mikrospharen wei-
sen eine geschlossene Oberflache auf, die eine sphéarische himbeerférmige Struktur besitzt.

Freisetzungsstudien von Insulin aus entsprechenden Mikrosphéaren

[0103] Die folgenden Freisetzungsprofile von Insulin aus resorbierbaren PLGA 50:50 Mikrospharen in Abhan-
gigkeit von:
— der Insulineinwaage
— der Polymerkonzentration in der dispergierten Methylenchlorid-Phase (o-Phase) durch verschiedene Po-
lymereinwaagen
— der Polymerkonzentration der dispergierten Methylenchlorid-Phase (o0-Phase) durch Variation des Methy-
lenchloridvolumens bei gleicher Polymereinwaage
— des w1/o-Phaseverhaltnisses

wurden Uber einen Zeitraum von 6 Wochen in PBS-Puffer bei 37°C untersucht. Die freigesetzte Insulinmenge
ist Uber die Zeit kumulativ aufgetragen. Bei der vorliegenden untersuchten Freisetzung handelt es sich um eine
Kombination des diffusions-, quellungs- und degradationskontrollierten Freisetzungsmechanismus.

Siehe Abb. 8.

Siehe Abb. 9.

[0104] Das Freisetzungsprofil von Insulin aus RESOMER RG 504-Mikrospharen in Abhangigkeit des
w1:0-Phasenverhéltnisses (vorstehende Abbildung) zeigt, dass bei zunehmendem w1:0-Phasenverhaltnis im
gleichen Zeitraum eine Zunahme der Insulinfreisetzung stattfindet. Alle Freisetzungsprofile weisen innerhalb
der ersten 12 h einen fir Mikrospharen typischen ,burst"-Effekt auf. Flur die Phasenverhaltnisse 0,75:20 und
1,5:20 ist eine weitere Freisetzung von Insulin Gber einen Zeitraum von 14 d zu beobachten. Fir das Phasen-
verhaltnis 0,25:20 wird nach der anfanglichen Freisetzung keine signifikante Freisetzung von Insulin innerhalb
des Inkubationszeitraums festgestellt. Die Erniedrigung des Phasenverhaltnisses fiihrt zu einer deutlich dich-
teren Mikrospharenmatrix mit isolierten insulinhaltigen Kavitaten, die Insulin erst nach weiterem Abbau des Po-
lymers freisetzt.

[0105] Die Anderung der eingesetzten Polymerkonzentration der o-Phase (Siehe Abb. 10) zeigt, dass bei ab-
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nehmender Polymereinwaage die Freisetzung von Insulin im gleichen Zeitraum zunimmt. Zu beobachten ist
ein ,burst"-Effekt zu Beginn der Freisetzung, dem allen Freisetzungsprofilen gemein eine Feisetzung von In-
sulin uber mindestens 7-14 d nachfolgt.

Siehe Abb. 11.

[0106] Analog kann die (w/o)-Emulsions-Extraktions-Methode zur Herstellung Wirkstoff enthaltender Gelati-
ne-Mikrospharen verwendet werden.

[0107] Als Modellsubstanz fur das Einbringen niedermolekularer lipophiler Wirkstoffe kdnnen Versuche mit
Acetylsalicylsdure (ASS) dienen.

[0108] Die (o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode wurde zur Herstellung Poly(D,L-lactid)-Mikrospha-
ren-Freisetzungsungssysteme (PDLLA) mit Acetylsalicylsaure als Wirkstoff hergestellit.
Siehe Abb. 12.

[0109] Einbringen von Mikrospharen in Collagen-Matrices.

[0110] Die Abb. 13 zeigt schematisch ein bevorzugtes Verfahren zum Einbringen der Polymerpartikel in die
erfindungsgemafe Collagen-Tragermatrix.

[0111] Erfindungsgemal schlief3t sich bevorzugt die vorstehend beschriebene Dehydrothermalvernetzung
der Collagentragermatrix an.

[0112] Die folgende Abbildung zeigt eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Querschnitten Mi-
krosphéaren dotierter Collagenmatrices. Die Mikrosphéaren sind in der Collagenmatrix fixiert. Der Querschnitt
zeigt die innere porése schwammartige Struktur der Mikrosphéren, die ein Abbild der inneren w/o-Emulsion
wiedergibt, das abhangig von den verwendeten Prozessparametern ist (z. B, w:o- bzw, o:w-Phasenverhaltnis,
Polymerkonzentration, Temperatur, Druck). Die grofen Poren im Zentrum der Mikrosphéren entstehen durch
das Brechen der vorliegenden instabilen w/o-Emulsion, das zur Vereinigung der inneren wassrigen Phase
fuhrt. Infolge des fortlaufenden Entfernens des Polymerlésemittels kommt es zu einem Ausharten der Spharen
von auften nach innen, so dass im Zentrum der ,unreifen" Mikrospharen das Brechen der Emulsion weiter fort-
schreiten kann und zu gréReren Poren fihrt.

Siehe Abb. 14.

[0113] Die enthaltene Wirkstoffdosis kann sowohl durch das Collagen-Mikrospharen-Verhaltnis als auch
durch Mikrospharen mit héherem Wirkstoff- insbesondere Proteingehalt variiert werden.

[0114] Das Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemafien Zusammensetzung, wie es vorstehend gezeigt
und erlautert wurde umfasst zweckmafig die Schritte:

a) Herstellen der mit mindestens einem Wirkstoff beladenen Polymerpartikel,

b) Herstellen einer wassrigen Suspension aus Collagen, und den im Schritt a) hergestellten Polymerparti-

kel,

¢) gegebenenfalls Hinzufligen weiterer Wirkstoffe, Vernetzungsmittel, und Hilfsstoffe,

d) Gefriertrocknung der Suspension,

e) Uberfiihren der erhaltenen porésen Materialien in die gewiinschte Form.

[0115] Bevorzugt wird Schritt a) wie oben beschrieben nach einem Verfahren durchgefiihrt, das aus der Grup-
pe ausgewahlt wird, die besteht aus:

— (w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode,

— (w/o)-Emulsions-Extraktions-Methode,

— Grenzflachenpolymerisations-Methode, wie Grenzflachenpolykondensation.

[0116] Die Schritte b) bis €) werden ebenfalls wie oben beschrieben durchgefihrt.

[0117] In der erfindungsgemalRen Zusammensetzung erfolgt die in-vivo-Freisetzung von mindestens einem
Wirkstoff Gber einen Zeitraum von mindestens 12 Stunden, bevorzugt mindestens 24 Stunden.

[0118] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin die erfindungsgemale Zusammensetzung zur Verwen-

dung als pharmazeutisches Produkt, insbesondere zur topischen Anwendung oder zur Implantation bei Men-
schen oder Tieren.
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[0119] Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der erfindungsgemafien Zusammenset-
zung zur Herstellung eines pharmazeutischen Produktes, insbesondere zur Verwendung in mindestens einer
Indikation bzw. Anwendung, die aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist, die besteht aus: Verbesserung der
Wundheilung, Unterfutterung tiefer Hautdefekte, Unterstiitzung der Geweberegeneration, Regeneration der
Dermis, Behandlung von Brandwunden, Verwendung in der plastischen Chirurgie, Verwendung nach Narbe-
nexcision, Kombinationstherapie mit autologen Spalthauttransplantaten, Unterstitzung der Bildung von Gra-
nulationsgewebe, Unterstiitzung der Angiogenese, Gewahrleistung einer besseren Narbenqualitat, Behand-
lung chronischer Wunden, wie Ulcus Cruris, Dekubitus und diabetischer Ful®, Behandlung offener Wunden,
Behandlung von Wundheilungsstérungen, Behandlung von Erkrankungen mit tiefen Hautdefekten, Herstellung
eines Kieferimplantats, Herstellung eines Knochenimplantats, Herstellung eines Knorpelimplantats, Herstel-
lung eines Gewebeimplantats, Herstellung eines Hautimplantats, Herstellung einer medizinischen Auflage,
Herstellung einer transdermalen Auflage, Herstellung eines Wundpflasters, Herstellung eines Wundverband-
materials, Herstellung einer Wundauflage und Herstellung einer Zellzuchtmatrix.

Beispiele
Ausgangsmaterial und Methoden
Polymere

[0120] Die verwendeten resorbierbaren Polyester-Typen wurden als Pulver von der Firma Boehringer-Ingel-
heim KG (Ingelheim, Deutschland) bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet.

— Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50

Resomer RG 504, batch no. 3401 7, inharente Viskositat 0,49 dl/g

— Poly(D,L-lactid)

Resomer RG 208, batch no. 260316, inharente Viskositat 3,6 dl/g

Porcines Insulin: Dr. J. Salber
Meerretichperoxidase. Roche

[0121] Als chromogenes Substrat flir Meerretichperoxidase wurde Tetramethylbenzidin der Firmengruppe
Sigma-Aldrich verwendet.

PartikelgréRenbestimmung

[0122] Die Bestimmung der GréRenverteilung der hergestellten Mikrospharen bzw. Polymerpartikel erfolgte
mit einem Partikelsizer Mastersizer 2000 mit Dispergiereinheit Hydro 2000 MS der Firma Malvern (Worcester-
shire, England).

Bestimmung der Degradationsgeschwindigkeit der Collagenmatrix:

[0123] Die Degradationsgeschwindigkeit der Collagenmatrix wird erhalten durch Bestimmung des Gewichtes
einer Probe (ohne Polymerpartikel) vor und nach enzymatischem Abbau durch Collagenase aus Clostridium
histolyticum (Typ |, Worthington Biochemicals). Collagen-Matrices (Wirfel mit 5 mm Kantenlange) wurden in
eine Lésung eingetaucht, die 40 Einheiten Collagenase in 1 ml PBS (pH 7,2) enthielt und unter gelindem Schit-
teln bei 37°C fur 2 Stunden inkubiert. Der Abbau wird durch Zugabe von 0,2 ml einer 0,25 M EDTA-LOsung
gestoppt, und es wird fir 10 Minuten auf Eis gekihlt. Nachfolgend wird die Probe mit 5 ml PBS-Puffer (pH 7,2)
dreimal fur 15 Minuten, mit 5 ml entmineralisiertem Wasser dreimal fir 15 Minuten gewaschen, bei —80°C Uber
Nacht eingefroren und anschlieRend gefriergetrocknet. Nach der Gefriertrocknung wird das Gewicht der parti-
ell abgebauten Collagentragerprobe bestimmt und die Degradationsgeschwindigkeit wie folgt bestimmt:

Degradationsgeschindigkeit (%) = 100 x (Ursprungsgewicht — Gewicht nach Abbau)/Ursprungsgewicht
Herstellungsbeispiele Mikrospharen

Herstellung Acetylsalicylsaure enthaltender Poly(D,L-lactid)-Mikrospharen mit Hilfe der (o/w)-Emulsions-Eva-
porations-Methode

[0124] Die Herstellung Acetylsalicylsadure enthaltender Poly(D,L-lactid)-Mikrospharen beruht auf dem Verfah-
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ren der einfachen o/w-Emulsions-Evaporations-Methode. Als Polymer wurde das resorbierbare Poly(D,L-lac-
tid) RESOMER® R 208 und Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 RESOMER® RG 504 der Firma Boehringer In-
gelheim, Deutschland verwendet. Der Wirkstoff Acetylsalicylsdure wurde von der Firma Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

[0125] Acetylsalicylsdure in DMSO wurde zu einer Losung von Poly(D,L-lactid) bzw. Poly(D,L-lactid-co-glyco-
lid) 50:50 in Methylenchlorid gegeben. Diese organische Phase wird in einer vortemperierten wassrigen Poly-
vinylalkohol-Lésung durch Rihren emulgiert. Nach einer Minute wird ein Druck von 400 +/- 40 mbar erzeugt
und das fllichtige Methylenchlorid vollstandig entfernt. Die gebildete wassrige Mikrospharen Suspension wird
zentrifugiert und das Mikrospharensediment dreimal mit 50 ml reinst Wasser gewaschen und anschlief3end ly-
ophilisiert.
W1/O/W2-Emulsions-Evaporations-Methode
Herstellungsbeispiel 1

(Als Versuchssubstanz wurde Meerrettich-Peroxidase verwendet.)

Einsatzmaterialien:

189 Polyvinylalkohol
wl-Phase
200ml Reinstwasser
7.59 RESOMER RG 504
o-Phase
60mi Methylenchlorid
N
30,1mg Peroxidase
300.4mg BSA ; w2-Phase
6ml Wasser
J

W2/0-Emulsion

[0126] Die Lésung des Polymers Resomer RG 504 in Methylenchlorid wird in einem 250 ml Kolben bei Raum-
temperatur vorgelegt. Mit Hilfe eines Ultraturax (IKA) wird bei einer Drehzahl von 16000 U/min. fir 30 Sekun-
den gerihrt, wahrend die W2-Phase hinzugegeben wird. Zu der auf 15°C temperierten 2 %igen PVA-Lsung
(W1-Phase) wird die W/O-Emulsion unter Riahren mit einem IKA-Ruhrer (400 U/min.) zugegeben und ein
Druck von 400 + 40 mbar angelegt.

[0127] Nach 8 Stunden und 10 Minuten wird der Reaktor bellftet und die entstandenen Mikrospharen werden
in ein 1 L Becherglas tberfiihrt und dekantiert. Der Uberstand wird abgegossen und das Sediment in konischen
50 ml Zentrifugenréhrchen (Greiner) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit jeweils 20 g Reinstwasser
aufgefillt und gewaschen.

[0128] Die Mikrospharen werden in einen 50 ml Kolben tberfiihrt und mit flissigem Stickstoff eingefroren. An-
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schlielend werden die Mikrospharen der Gefriertrocknung unterworfen.
[0129] Es werden 6,93 g Mikrospharen erhalten (88,51 % der Theorie), deren GréRenverteilung wie folgt war:
d (0,5) Vol.-% 201,3 ym
d (0,5) n-% 160,4 uym
n-%/(Vol.-%) 0,80.
Herstellungsbeispiel 2

Herstellung Insulin-haltiger Polymerpartikel

Einsatzmaterialien:

18¢g Polyvinylalkohol
wl-Phase
200mi Reinstwasser
7.5¢9 RESOMER RG 504
o-Phase
60ml Methylenchlorid
300,14mg insulin
w2-Phase
6mi BupH-Puffer

BupH-Puffer = Carbonat/Bicarbonat-Puffer

W2/O-Emulsion

[0130] Die Lésung des Polymers Resomer RG 504 in Methylenchlorid wird in einem 250 ml Kolben bei Raum-
temperatur vorgelegt. Mit Hilfe eines Ultraturax (IKA) wird bei einer Drehzahl von 16000 U/min. fiir 30 Sekun-
den geruhrt, wahrend die W2-Phase hinzugegeben wird. Zu der auf 15°C temperierten 2 %igen PVA-L6sung
(W1-Phase) wird die W/O-Emulsion unter Rithren mit einem IKA-Rihrer (400 U/min.) zugegeben und ein
Druck von 400 + 40 mbar angelegt.

[0131] Nach 8 Stunden wird der Reaktor beliiftet und die entstandenen Mikrospharen werden in ein 1 L Be-
cherglas uberfiihrt und dekantiert. Der Uberstand wird abgegossen und das Sediment in konischen 50 ml Zen-
trifugenréhrchen (Greiner) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit jeweils 20 g Reinstwasser aufgefiillt
und gewaschen.

[0132] Die Mikrospharen werden in einen 50 ml Kolben tberfiihrt und mit flissigem Stickstoff eingefroren. An-
schlieRend werden die Mikrospharen der Gefriertrocknung unterworfen.

[0133] Die Grofenverteilung war wie folgt:
d (0,5) Vol.-% 248,128 pm

d (0,5) n-% 164,699 ym

n-%/(Vol.-%) 0,66.
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Herstellungsbeispiel 3
Einfihrung der Mikropartikel in die Collagentrédgermatrix
[0134] 6 g der wie oben beschrieben hergestellten Polymerpartikel wurden in 3 kg einer 1,8%-igen (saureun-
I6slichen) Collagen-Suspension, hergestellt nach dem oben beschriebenen Verfahren gegeben und vermischt.
Die erhaltene Suspension wurde entgast, in flache Behalter gegossen, eingefroren und anschlielend der Ge-
friertrocknung unterworfen. Dabei wurden Platten der erfindungsgemalen Zusammensetzung erhalten. Nach
dem Trocknen wurde die Collagenmatrix der Dehydrothermalvernetzung unterworfen. Die erhaltenen Schich-
ten wurden durch Schneiden konfektioniert. Die erhaltenen Schichten waren im feuchten Zustand reif¥fest.
Erlauterungen der Abbildungen:

[0135] Abb. 1: Halbwertzeit von Polylactid-co-glycolid in Monaten in Abhangigkeit des Copolymerverhaltnis-
ses.

[0136] Abb. 2: Schematische Darstellung der (o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode
[0137] Abb. 3; Schematische Darstellung der ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode

[0138] Abb. 4: Ubersicht unterschiedlicher Faktoren, die Einfluss auf die Nativitat von Proteinen und Enzy-
men haben.

[0139] Abb. 5; Effizienz der Verkapselung von Insulin in Abhangigkeit der w1:0-Phasenverhaltnisse.

[0140] Abb. 6: Effizienz der Verkapselung von Insulin in Abhangigkeit der Insulinkonzentration der dispergier-
ten wassrigen Phase (w1).

[0141] Abb. 7; Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen insulinhaltiger PGLA 50:50 — Mikrosphéren;
w1/o-Phasenverhaltnis (A) = 0,1; (B) = 0,2; (C) = 0,3; (D) = 0,6; Insulinkonzentration (E) = 20 mg/ml; (F) = 40
mg/ml.

[0142] Abb. 8: Dargestellt ist die Freisetzung von Insulin aus PLGA 50:50 (RESOMER RG 504) Mikrosphéaren
in Abhangigkeit der eingesetzten Insulineinwaage von 10, 20, 30, 40 mg Insulin/ml Carbonatpuffer bei gleichen
Prozessparametern

[0143] Abb. 9: Dargestelltist die Freisetzung von Insulin aus RESOMER RG 504 Mikrospharen in Abhangig-
keit des w1:0-Phasenverhaltnisses,

[0144] Abb. 10: Dargestellt ist die Freisetzung von Insulin aus RESOMER RG 504 Mikrospharen in Abhan-
gigkeit der eingesetzten Polymerkonzentration von 0,125 g/ml, 0,1 g/ml, 0,0875 g/ml, 0,075 g/ml und 0,0625
g/ml sowie gleichen Prozessparametern.

[0145] Abb. 11: Dargestellt ist die Freisetzung von Insulin aus RESOMER RG 504 Mikrospharen in Abhan-
gigkeit des eingesetzten Methylenchloridvolumens (o0-Phase) von 20, 30, 40 ml bei gleicher Polymereinwaage
sowie gleichen Prozessparametern.

[0146] Abb. 12: ASS-Freisetzungsprofile aus PDLLA-Mikrospharen. Dargestellt ist die prozentuale Freiset-
zung von ASS in Abhangigkeit vom ASS-Gehalt der Mikrospharen.

[0147] Abb. 13: Schema des Verfahrens des Einbringens der Polymerpartikel in die Collagentragervliesmat-
rix.

[0148] Abb. 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Mikrospharen dotierten Collagenmatrix
Patentanspriiche

1. Zusammensetzung, enthaltend ein Collagen-enthaltendes Tragermaterial, das Partikel aus mindestens
einem polymeren Material (Polymerpartikel) enthalt, die mindestens einen Wirkstoff enthalten.
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2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, worin das polymere Material aus natirlichen biologisch abbauba-
ren Polymeren (Biopolymeren) oder synthetischen biologisch abbaubaren Polymeren ausgewahlt ist.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, worin das polymere Material aus der Gruppe ausgewahlt
wird, die aus Polypeptiden, Polysacchariden und Derivate davon, Polyvinylalkohol (PVA), Polyvinylpyrrolidon
(PVP), Poly(meth)acrylaten, Polyalkylcyanoacrylaten (PACA), Acrylcopolymeren, Polyethylen-vinylacetat-Co-
polymeren, Polyhydroxyalkanoaten, Hydrokolloiden, Polyanhydriden, Polyorthoestern, Poly-e-caprolacton
(PCL), Copolymeren aus Poly-e-caprolacton und Polylactiden, Polyaminosauren, Polyurethanen, Polyethylen-
glykolen, Polymilchsaure bzw, Polylactiden (PLA), Polycarbonaten, Copolymeren aus Polylactiden, Polyglyco-
liden und Polycarbonaten, Copolyestern aus Milchsdure und Glykolsaure (PLG), Poly-L-lysin und deren Ho-
mologen und Cokondensaten, und Polycarbonaten besteht,

4. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, worin das Collagen-enthaltende Tragermaterial
aus bovinem, porcinem, equinem, humanem oder gentechnisch hergestelltem Collagen hergestellt ist.

5. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin das Collagen-enthaltende Tragermaterial
mindestens einen weiteren Bestandteil enthalt, der aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus Wirkstoffen,
Strukturbildnern und Hilfsstoffen besteht,

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, worin die Wirkstoffe und Strukturbildner aus extrazellularen Ma-
trixbestandteilen ausgewahlt werden.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 6, worin der extrazellulare Matrixbestandteil aus der Gruppe ausge-
wahlt ist, die aus Elastin, Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen, Glucanen, Hydrolysaten und chemisch mo-
difizierten Derivaten davon besteht.

8. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, worin das verwendete Collagen-enthaltende Tra-
germaterial aus saureunléslichem Collagen hergestellt ist.

9. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, worin das verwendete Collagen-enthaltende Tra-
germaterial ein pordses Material ist.

10. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, worin das verwendete Collagen-enthaltende
Tragermaterial ein thermisch oder chemisch oder thermisch und chemisch vernetztes Collagenmaterial ist.

11. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 10, worin das verwendete Collagen-enthaltende
Tragermaterial ein chemisch vernetztes Collagenmaterial ist und die Vernetzung mit mindestens einem poly-
funktionellen Vernetzungsmittel durchgefihrt ist.

12. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 11, worin die thermische Vernetzung des verwen-
deten Collagen-enthaltenden Tragermaterial bei erhdhten Temperaturen unter vermindertem Druck oder bei
Normaldruck durchgefiihrt ist.

13. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, worin das Collagen-enthaltende Tragermate-
rial eine Degradationsgeschindigkeit definiert als

Degradationsgeschindigkeit (%) = 100 x (Ursprungsgewicht — Gewicht nach Abbau)/Ursprungsgewicht

bestimmt durch Behandlung des Collagen-enthaltenden Tragermaterials mit Collagenase aus Clostridium his-
tolyticum (Typ 1) in PBS (Phosphate Buffered Saline)-Puffer bei 37°C fiir 2 Stunden von 2 % bis 60 % aufweist.

14. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 13, worin der in den Polymerpartikeln enthaltene
Wirkstoff aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus proteinogenen Wirkstoffen, Wirkstoffen pflanzlicher Her-
kunft, Wirkstoffen tierischer Herkunft und sonstigen pharmazeutischen oder kosmetischen Wirkstoffen besteht.

15. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, worin der Wirkstoff die Wundheilung fordert.

16. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, worin der Wirkstoff Insulin ist.

17. Zusammensetzung nach Anspruch 14, worin der proteinogene Wirkstoff aus der Gruppe ausgewahit
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wird, die aus Wachstumsfaktoren, proteinogenen Hormonen, Enzymen, Coenzymen, Glykoproteinen, Blutko-
agulationsfaktoren, anderen Cytokinen und rekombinant hergestellten Varianten der vorstehend genannten
Wirkstoffe besteht.

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17, worin die Wachstumsfaktoren aus der Gruppe ausgewahlt sind,
die aus VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), FGF-1 (saurer
Fibroblast Growth Factor), TGF-B, TGF-a (Transforming Growth Factor B bzw, a), EGF (Endothelial Growth
Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor a), IGF | bzw, Il (Insulin-like Growth
Factor/Insulin Binding Growth Factor | bzw, Il), Heparin Binding Growth Factor | bzw, Il, PDGF (Platelet Derived
Growth Factor), PD-ECGF (Platelet Derived Endothelial Cell Growth Factor), BMP (Bone Morphogenetic
Growth Factor), GHRP (Growth Hormone Release Factor), Cartilage Inducing Factor A bzw. B, Bone Growth
Factors, Interleukin 8, Angiopoietin, Angiogenin, Aprotinin, vWF (von Willebrand Factor) besteht.

19. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 18, worin der in den Polymerpartikeln enthaltene
Wirkstoff in einer Menge von bis zu 80 Gew.-% bezogen auf die Gesamtmasse der Polymerpartikel vorliegt.

20. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, worin der in den Polymerpartikeln enthaltene
proteinogene Wirkstoff in einer Menge von bis zu 10 Gew.-% bezogen auf die Gesamtmasse der Polymerpar-
tikel vorliegt.

21. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 20, worin die Polymerpartikel mindestens einen
Hilfsstoff enthalten.

22. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 21, worin der Hilfsstoff aus der Gruppe ausge-
wahlt wird, die aus Wirkstoffstabilisatoren und die Freisetzung des Wirkstoffs steuernden Mitteln besteht.

23. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, worin die Wirkstoffstabilisatoren aus der Grup-
pe ausgewahlt werden, die aus Kryoprotektoren, Lagerstabilisatoren, pH-Stabilisatoren, thermischen Stabili-
satoren und Feuchtigkeitsstabilisatoren besteht.

24. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 23, worin der Volumenanteil der Polymerpartikel
weniger als 30 Vol.-% bezogen auf das Gesamtvolumen des Zusammensetzung betragt.

25. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 24, worin der Gewichtsanteil der wirkstoffbelade-
nen Polymerpartikel, bezogen auf die Gesamtmasse der Zusammensetzung bis zu 80 Gew.-% betragt,

26. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 25 worin die Polymerpartikel im wesentlichen eine
sphéarische Gestalt aufweisen.

27. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 26 worin der mittlere Teilchendurchmesser der Po-
lymerpartikel, bestimmt durch Laserlichtbeugung von 0,01 bis 1500 pm betragt.

28. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 27, worin die in-vivo-Freisetzung mindestens ei-
nes Wirkstoffes Uber einen Zeitraum von mindestens 12 Stunden erfolgt.

29. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 28 in der Form eines schichtartigen Materials mit
einer Dicke von 0,1 bis 20 mm.

30. Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 29, dass die Schritte
umfasst:
a) Herstellen von mit mindestens einem Wirkstoff beladenen Polymerpartikeln,
b) Herstellen einer wassrigen Suspension aus Collagen, und den im Schritt a) hergestellten Polymerpartikeln,
¢) gegebenenfalls Hinzufligen weiterer Strukturbildner, Wirkstoffe, Vernetzungsmittel und Hilfsstoffe,
d) Trocknung oder Gefriertrocknung der Suspension,
e) Uberfiihren der erhaltenen Materialien in die gewiinschte Form.

31. Verfahren nach Anspruch 30 worin Schritt a) nach einem Verfahren durchgefihrt wird, das aus der
Gruppe ausgewahlt wird, die aus der Emulsions-Evaporations-Methode, der Emulsions-Extraktions-Methode,
der Grenzflachenpolymerisations-Methode, der Spriihtrocknung und dem Schmelzemulsions-Verfahren be-
steht.
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32. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 29 zur Verwendung als pharmazeutisches Pro-
dukt.

33. Zusammensetzung nach Anspruch 32 zur topischen Anwendung oder zur Implantation bei Menschen
oder Tieren.

34. Verwendung der Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 29 zur Herstellung eines phar-
mazeutischen Produktes.

35. Verwendung nach Anspruch 34 zur Herstellung eines pharmazeutischen Produktes zur Verwendung in
mindestens einer Indikation bzw. Anwendung, die aus der Gruppe ausgewabhlt ist, die besteht aus: Verbesse-
rung der Wundheilung, Unterfitterung tiefer Hautdefekte, Unterstiitzung der Geweberegeneration, Regenera-
tion der Dermis, Behandlung von Brandwunden, Verwendung in der plastischen Chirurgie, Verwendung nach
Narbenexcision, Kombinationstherapie mit autologen Spalthauttransplantaten, Unterstitzung der Bildung von
Granulationsgewebe, Unterstiitzung der Angiogenese, Gewahrleistung einer besseren Narbenqualitat, Be-
handlung chronischer Wunden, Behandlung offener Wunden, Behandlung von Wundheilungsstérungen, Be-
handlung von Erkrankungen mit tiefen Hautdefekten, Herstellung eines Kieferimplantats, Herstellung eines
Knochenimplantats, Herstellung eines Knorpelimplantats, Herstellung eines Gewebeimplantats, Herstellung
eines Hautimplantats, Herstellung einer medizinischen Auflage, Herstellung einer transdermalen Auflage, Her-
stellung eines Wundpflasters, Herstellung eines Wundverbandmaterials, Herstellung einer Wundauflage und
Herstellung einer Zellzuchtmatrix.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Abb. 3/14
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Abb. 5/14
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Abb. 6/14
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Abb. 7/14
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Abb. 13/14
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