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Material zur Blutstillung enthaltend synthetische Peptide oder Polysaccharide

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Material zur Blutstillung oder Versiegelung
wahrend einer Operation, enthaltend mindestens ein bioabbaubares Tragermaterial
und mindestens ein synthetisch hergestelltes Klebematerial auf Peptid- oder

Polysaccharidbasis.

Es ist bekannt, zur intra-operativen Blutstillung Vliese, beispielsweise Kollagenvliese
oder dhnliche bioabbaubare Materialien, zu verwenden. Aufgrund der Tatsache, dass
diese Materialien bioabbaubar sind, kénnen sie in der Wunde verbleiben und werden
dort durch korpereigene Prozesse abgebaut. Es ist ferner bekannt, auf derartige
Materialien Blutgerinnungsfaktoren, wie Fibrinogen, Thrombin oder auch
Blutgerinnungsfaktor VIlI, aufzutragen. Derartige Materialien stimulieren die
Blutgerinnung und sorgen dafiir, dass verletzte Gefafle schnell verschlossen werden.
Derartige Materialien sind beispielsweise aus den deutschen Offenlegungsschriften
DE 3105624 A1 und DE 19928371 A1 oder der europdischen Patentschrift

EP 1343542 B1 bekannt.

Ein wesentlicher Nachteil der Verwendung von Fibrinkleber, wie beispielsweise
Fibrinogen und/oder Thrombin, besteht darin, dass diese aus Blut gewonnen werden.
Trotz aller Malnahmen bei der Herstellung der Spenderselektionen und der
Virusinaktivierung besteht noch das Risiko einer Infektionsiibertragung. Es missen
daher dartiber hinaus geeignete organisatorische MaRnahmen getroffen werden, um
die hergestellten Materialien zu verfolgen, so dass jederzeit die Materialien mit einem

bestimmten Spender assoziiert werden kénnen.
Darliber hinaus haben die Fibrinkleber nur eine begrenzte Klebewirkung.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Materialien zur Blutstillung zur
Verfligung zu stellen, die bessere Klebereigenschaften als die Materialien des
Standes der Technik aufweisen, ohne ein Infektionsrisiko durch Plasmaspender zu
erschaffen.
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Geldst wird diese Aufgabe durch die in den Anspriichen genannten Materialien,

insbesondere durch ein bioabbaubares Material zur Blutstillung, enthaltend
a) mindestens ein bioabbaubares Tréagermaterial,

b) mindestens ein synthetisch hergestelltes Klebematerial auf Peptid- oder

Polysaccharidbasis.

Als bioabbaubare Tragermaterialien kénnen die im Stand der Technik benutzten
Materialien verwendet werden, beispielsweise Kollagenvlies, Kollagenschaum und
andere Materialien enthaltend oxidierte Zellulose oder Polymilchsdure. Derartige
Tragermaterialien haben in der Regel eine Dichte von 1-10 mg/cm? und weisen ein
Elastizitatsmodul im Bereich von 10-50 N/cm? auf. Diese Stoffe werden im Rahmen
dieser Anmeldung als bioabbaubar bezeichnet, wenn sie innerhalb des menschlichen
oder tierischen Korpers im Laufe der Zeit vollstandig abgebaut werden.
Vorzugsweise haben die die Materialien eine Halbwertszeit, die zwischen einer
Woche und 2 Jahren liegt, besonders bevorzugt zwei Wochen bis sechs Monate. Die
Herstellung derartiger Tragermaterialien ist dem Fachmann bekannt und braucht an

dieser Stelle nicht weiter erlautert zu werden.

Als synthetisch hergestellte Klebematerialien auf Peptidbasis werden bioadhasive
Peptide wie beispielsweise Peptide aus dem Frosch "genus notaden” (TM-1R) oder
Derivate davon verwendet. Beispiele hierfiir sind weiterhin Peptide aus
Miesmuscheln, wie beispielsweise Mytilus galloprovincialis, Mytilus edulis oder
Mytilus californianus. Diese Miesmuscheln enthalten Kiebeproteine, die als mussel
foot protein (mfp, im Falle des Mytilus edulis auch Mefp genannt) bezeichnet werden.
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kénnen beispielsweise Mischungen
verschiedener Muschelproteine verwendet werden, wie beispielsweise das
kommerzielle Produkt ,Cell-tak*. Firr die erfindungsgeméafe Verwendung besonders
geeignet sind die Proteine mfp-1, mfp-3 oder mfp-5, bzw. Mefp-3, wobei mfp 3 und
mfp-5 bevorzugt sind, ganz besonders bevorzugt sind mfp-5 und Mefp-3.
Ausfiihrliche Beschreibungen dieser Proteine finden sich bei Hwang et al., J.
Biotechnol. 2007 (127), p. 727-735 und Lin et al. , Proc Natl Acad Sci USA 2007
(104) 3782-3786.
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Es handelt sich dabei um Proteine mit einem hohen Anteil der Aminosaure
DOPA(Hydroxyphenylalanin) und deren Derivate, insbesondere L-3~(3,4-
Dihydroxyphenyl)-alanin. Die genannten Proteine aus der Miesmuschel kénnen
hinsichtlich ihrer Klebekraft weiter verstarkt werden durch Kontakt mit bestimmten
Enzymen (wie z.B. Laccase oder einem Enzym aus dem Zinnoberschwamm
"Pycnoporus cynnabarinus™). Als synthetisch hergestellte Klebematerialien auf
Polysaccharidbasis werden bioadhésive Polysaccharide wie z.B. das Polysaccharid

des Bakteriums "Caulobacter crescentus" genannt.

Den genannten Materialien ist gemein, dass sie nicht aus Blutprodukten hergestellt
werden, so dass jegliches Infektionsrisiko entfallt. Aufgrund ihrer besonderen
Eigenschaften werden durch die Stoffe auch keine Allergien ausgel6st. Ferner
Ubersteigt die Klebekraft der genannten Peptide und Polysaccharide diejenige von
Fibrinklebern deutlich.

Fur die Verwendung in den genannten blutstillenden Materialien kommen auch
Derivate der obengenannten Peptide in Frage. Unter Derivate werden in diesem
Zusammenhang solche Peptide verstanden, bei denen eine oder mehrere
Aminosauren chemisch modifiziert und/oder gegen andere natiirliche oder
modifizierte Aminosduren ausgetauscht werden, wobei die Klebewirkung mindestens
so hoch ist, wie bei den natiirlichen Peptiden. Entsprechendes gilt fir die Enzyme
Laccase, dem Enzym aus Zinnoberschwamm "Pycnoporus cynnabarinus” und/oder
Polysaccharid des Bakteriums "Caulobacter crescentus” (letzteres mit der MaRgabe,
dass ein oder mehrere Saccharide chemisch modifiziert und/oder gegen andere
natiirliche oder modifizierte Saccharide ausgetauscht werden. Eine Beschreibung
des "Caulobacter crescentus” und seiner Polysaccharid findet sich in Molecular
Microbiology (2003) 46(9), 1671-1683.

Die genannten Peptide und/oder Polysaccharide werden nach bekannten Methoden
vollsynthetisch, rekombinant oder transgen hergestellt. Derartige Verfahren sind
beschrieben in:

1. M.V. Deshmukh: Synthesis and Characterization of Mussel Adhesive Peptides,
Dissertation Marburg, 2005.

2. Waite, The Journal of Adhesion, 81 (2005), 297-317.
3. US 5,015,677
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4. US 4,585,585
5. WO 03/051518 A1
sowie in den genannten Literaturstellen zitierte Literatur.

Zur Herstellung der erfindungsgemaRen Materialien zur Blutstillung wird das
synthetisch hergestellte Klebematerial in einer Menge von 0,01 ug bis 20 mg/cm?,
bevorzugt 0,5 ug bis 5 mg/cm?, auf das Tragermaterial aufgetragen. Hierzu kann

folgendes Verfahren verwendet werden:

Das synthetisch hergestellte Klebematerial wird in einem organischen Losungsmittel
gelOst und einseitig oder allseitig auf das Tragermaterial aufgetragen. Anschlieftend
wird das Lésungsmittel verdampft, so dass nur das erfindungsgemalie blutstiliende
Material zuriickbleibt. Die Lésungsmittelverdampfung kann thermisch oder im
Vakuum erfolgen. Aufgetragen wird das geldste Klebematerial beispielsweise durch
Eintauchen des Tragermaterials, bevorzugt aber durch Aufsprithen der Peptidlésung

auf das Tragermaterial.

Fir diejenigen erfindungsgemalen Materialien, bei denen beispielsweise ein mussel
foot protein in Kombination mit einem Enzym (beispielsweise Laccase) verwendet
werden, wird zunachst auf die oben beschriebene Weise das Peptid aufgetragen und
nach Abtrocknung des Lésungsmittels das Enzym in einem organischen
Losungsmittel gelost, auf das Tragermaterial aufgetragen und das zweite
Losungsmittel entfernt. Die Auftragung kann auch in umgekehrter Reihenfolge

erfolgen.

Die erfindungsgemafRen Materialien kdnnen insbesondere zur intra-operativen
Blutstillung verwendet werden, beispielsweise bei chirurgischen Eingriffen in das
Gastro-Intestinalsystem (beispielsweise Magen, Darm), in die Parenchymorgane
(beispielsweise Leber, Milz), bei kardiovascularen oder thorakalen Operationen, bei
chirurgischen Eingriffe im Hals-, Nasen- und Ohrenbereich einschiief3lich dentaler

Operationen, bei gynakologischen, urologischen oder neurologischen Operationen.

Die erfindungsgemafien Materialien sind im Wesentlichen luft- und fliissigkeitsdicht
und sind daher auch zur Versiegelung geeignet, beispielsweise bei lymphatischen,
Gallen- und cerebrospinalen Eingriffen. Aufgrund der Tatsache, dass der
Erfindungsgegenstand flissigkeitsdicht ist, ist er insbesondere fiir chirurgische

Eingriffe bei sehr stark blutenden Organen, wie zum Beispiel der Leber und der Milz,
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geeignet, sowie fiir chirurgische Eingriffe zum Beispiel im gastrointestinalen Bereich.

Ferner ist das Material als Duraersatz geeignet.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch die Verwendung der beschriebenen

Materialien fir die obengenannten Zwecke.

Die erfindungsgeméaRen blutstillenden Materialien kénnen zusatzlich Additive, wie
zum Beispiel Kalziumionen und Farbmarker, erhalten. Weiterhin kénnen sie
pharmazeutisch-aktive Substanzen wie zum Beispiel Antibiotika, antibakterielle,

antimykotische und/oder antineoplastische Mittel enthalten.

Die in diesem Dokument beschriebene Erfindung und ihre vorteilhaften
Ausgestaltungen waren dem Stand der Technik nicht zu entnehmen, wie

nachfolgender Aufstellung zu entnehmen ist:

DE 10 2006 006 904A1

DE 10 2006 006 904A1 ist nach Auffassung des Anmelders der nachstliegende
Stand der Technik. Die Schrift betrifft aber zundchst Kombinationen verschiedener
chemischer Einzelstoffe (Oligopeptide, Dihydroxyaromaten und Katalysatoren,
siehe Absatz 0014). Diese Kombination wird durch Katalysatoren, beispielsweise
Metallverbindungen zur Reaktion gebracht (siehe Absatz 0016). Zusétzlich konnen
Zeolithe zugegeben werden (siehe Absatz 0017). Der Vorteil hiervon soll sein,
dass keinerlei toxische Stoffe an die Wunde abgegeben werden. Die Gefahr, dass
toxische Stoffe abgegeben werden ist hier angesichts der verwendeten
organischen Metallverbindungen, beispielsweise organische Zinnverbindungen
(siehe Absatz 0016), in erheblichem Malle gegeben. Der Nachteil dieser
Kleberkombination aus der genannten Schrift ist, dass die Zeolithe nicht
bioabbaubar sind. Wenn der auf ein Zeolith aufgetragene Kleber auf eine Wunde
gegeben wird, dann muss er anschlieend aufwendig entfernt werden (siehe
Absatz 0066). Fir diesen Fall lehrt die Schrift eine weitere Methode, namlich den
Mineralstoff (Zeolith mit Kleber) in einer Umhiillung auf Zellulosebasis oder auf
textiler Basis oder auf Basis eines Collagenvlieses anzuwenden (siehe Absatz
0028). Bei dieser Ausfﬁhrungsform soll der Mineralstoff nach der Blutstillung

volisténdig entfernt werden kénnen (siehe Absatz 0028). Es wird aber bereits
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angedeutet, dass bei dieser Ausfiihrungsform die Reif}festigkeit des
Wundverschlusses gering ist.

Im Gegensatz hierzu wird beim Gegenstand der vorliegenden Erfindung der
Klebstoff auf ein bioabbaubares Tragermaterial aufgetragen. Durch diese
Ausfihrungsform kann das gesamte Material in der Wunde verbleiben und somit
die Wunde versiegeln (siehe Seite 1, Zeile 3 und Anspruch 15). Aufgrund dieser
Tatsache ist das Material Gberaschenderweise und im Gegensatz zu dem Material
der DE 10 2006 006 904A1 auch als Duraersatz geeignet (siehe Seite 4, Zeile 31).

US 2005/0016676A1

Die Druckschrift beschreibt ein Kit zur Vermittlung einer Bindung zwischen
verschiedenen Oberflachen unter Verwendung eines biologischen Klebstoffes. Wie
sich aus der Schrift unmittelbar ergibt wird dieser Kleber Lmter Verwendung einer
starken Alkalilosung (beispielsweise 1,0 M NaOH, pH 14, siehe Beispiel 4)
aktiviert. Es ist unmittelbar einsichtig, dass starke Alkalilésung nicht geeignet ist
um intraoperativ eingesetzt zu werden. In der Schrift wird dariliber hinaus
beschrieben, dass die Kleber im neutralen oder leicht basischen Bereich nicht
einsetzbar sind, weil sie in diesem Bereich nur schlechte Kiebekraft entfalten
(siehe Absatz 0004).

US 5,015,677

Die Druckschrift beschreibt einen aus biologischem Material gewonnenen Kieber,
welcher fiir verschiedenste Anwendungen geeignet sein soll. Dieser soll u. A. auch
fur das Kleben von Zahnen, Knochen und Knorpeln (wie beispielsweise dem
Meniskus) geeignet sein. An keiner Stelle in der Schrift wird ein blutstillendes
Material erwahnt. Es wird auch keine Verwendbarkeit des Klebers im Rahmen von
operativen Eingriffen an stark blutenden Organen (z. B. Leber oder Milz) erwahnt.

EP 0 343 424

Die Druckschrift offenbart ein Verfahren zum Befestigen von Gewebe oder Zellen
auf Substraten unter Verwendung von Kiebern, die aus biologischen Materialien
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gewonnen werden. Ein blutstillendes Material, welches die bereits oben

ausgefiihrten Eigenschaften hatte, wird nicht angesprochen.

WO 99/52988

Die Druckschrift betrifft Kleber, die aus biologischen Materialien gewonnen werden.
In der Druckschrift wird eine mdégliche Verwendung als Wundverschluss
angedeutet (siehe Seite 12, Zeilen 15 — 19, sowie Anspriiche 32 und 33) ohne
jedoch in die Einzelheiten zu gehen, wie ein derartiger Verschluss bewerkstelligt
werden soll. Insbesondere wird kein Zusammenhang zu irgendeinem blutstillenden

Material offenbart oder auch nur nahegelegt.

WO 02/22756

Auch diese Druckschrift offenbart einen Klebstoff, der aus biologischem Material
gewonnen wird. Eine Verwendbarkeit im Rahmen von chirurgischen Eingriffen
beispielsweise bei Meniskusoperationen wird zwar angedeutet (siehe Anspriiche
12 und 13, siehe Beispiel 6) eine Blutstillung wird allerdings an keiner Stelle

angedeutet.

Der besondere Vorteil der erfindungsgemafRien Materialien ist, dass diese bei
chirurgischen Eingriffen von sehr stark blutenden Organen, wie beispielsweise
Leber und Milz eingesetzt werden kdnnen (siehe Seite 4, Zeilen 27 — 29). Der
genannten Druckschrift WO 02/22756 sind derartige Verwendungsméglichkeiten
nicht zu entnehmen. Die Beschreibung auf Seite 17, Zeilen 16 — 20 offenbart die
Verwendung an Leber, Niere und Milz von toten Tieren. Die dort vorgefundenen
operativen Verhaltnisse entsprechen in keiner Weise den stark durchbluteten

Organen lebender Tiere oder Menschen.
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Patentanspriche:

1. Bioabbaubares Material zur Blutstillung, enthaltend
a) mindestens ein bioabbaubares Tragermaterial
b) mindestens ein synthetisch hergestelltes Klebematerial auf Peptid-oder

Polysaccharidbasis.

2. Material zur Blutstillung gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein Tragermaterial aus Kollagenvlies, Kollagenschaum, oxidierter

Zellulose oder Polymilchsdure besteht.

3. Material zur Blutstillung gemafR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein synthetisch hergestelltes Klebematerial auf Peptidbasis ein

Peptid aus dem Frosch ,genus notaden“ (TM-1R) oder ein Derivat hiervon ist.

4, Material zur Blutstillung gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein synthetisch hergestelltes Klebematerial auf Peptidbasis
ein Peptid aus der Miesmuschel in Verbindung mit kleberverstarkenden

Enzymen oder ein Derivat hiervon ist.

5. Material zur Blutstillung gemaf Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei mindestens einem Peptid um ein mussel foot protein (mfp) oder ein

Derivat hiervon handelt.

6. Material zur Blutstillung gemaBR Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei mindestens einem Peptid um ein mfp-1, mfp-3, Mefp-3 oder mfp-5

oder ein Derivat hiervon handelt.

7. Material zur Blutstillung gem&B Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei dem kleberverstérkenden Enzymen um Laccase oder um ein Enzym

aus dem Zinnoberschwamm "Pycnoporus cynnabarinus" handelt.

8. Material zur Blutstillung gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens ein synthetisch hergestelltes Klebematerial auf
Polysaccharidbasis ein Polysaccharid des Bakteriums ,Caulobacter

crescentus” oder ein Derivat hiervon ist.
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Material zur Blutstillung gemaR mindestens einem der Anspriiche 1-8, dadurch
gekennzeichnet, dass das synthetisch hergestellte Klebematerial auf Peptid-
oder Polysaccharidbasis in einer Menge von 0,01 g bis 20 mg/cm? auf dem

Tragermaterial enthalten ist.

Material zur Blutstillung gemanl Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass
das synthetisch hergestellte Klebematerial auf Peptid- oder
Polysaccharidbasis in einer Menge von 0,5 ug bis 5 mg/cm? auf dem

Tragermaterial enthalten ist.

Verfahren zur Herstellung eines Materials zur Blutstillung gemaR mindestens
einem der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet, da das synthetisch
hergestellte Klebematerial auf Peptid- oder Polysaccharidbasis in einem
organischen Lésungsmittel gelést und einseitig oder allseitig auf das

Tragermaterial aufgetragen und dann das Losungsmittel verdampft wird.

Verfahren zur Herstellung eines Materials zur Blutstillung gemaR Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet, daR das synthetisch hergestellte Klebematerial in
einem organischen Lésungsmittel gelost und einseitig oder allseitig auf das
Tragermaterial aufgetragen und dann das Lésungsmittel verdampft wird und
anschliefend das kleberverstarkende Enzym oder ein Derivat hiervon in
einem organischen Lésungsmittel gelost und einseitig oder allseitig auf das

Tragermaterial aufgetragen und dann das Losungsmittel verdampft wird.

Verfahren zur Herstellung eines Materials zur Blutstillﬁng gemaf Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet, daf} das kleberverstarkende Enzym oder ein Derivat
hiervon in einem organischen Losungsmittel gelost und einseitig oder allseitig
auf das Tréagermaterial aufgetragen und dann das Losungsmittel verdampft
wird und anschlieflend das synthetisch hergestelite Klebematerial in einem
organischen Losungsmittel geldst und einseitig oder allseitig auf das

Tragermaterial aufgetragen und dann das Lésungsmittel verdampft wird.

Verfahren zur Herstellung eines Materials zur Blutstillung gemafR einem der
Anspriich 11-13, dadurch gekennzeichnet, daR die Peptidlésung aufgespriiht

wird.
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15.  Verwendung eines Materials zur Blutstillung geméf mindestens einem der

Anspriiche 1-9 zur intra-operativen Blutstillung und oder Versiegelung.
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