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(57) Abstract

The invention concerns
a membrane for regenerating
body tissues which consists of
a biocompatible material and
is characterized by the com-
bination of the following fea-
tures: the membrane thick-
ness ranges from 0.5 to 500
pm; it is permeable to gases
and macromolecules but im-
permeable to cells; and it has
a microstructure in the form
of peaks (16) and/or troughs
(14).

(57) Zusammenfassung

Membran zur Regen-
eration von Korpergeweben
aus einem Dbiokompatiblen
Material, gekennzeichnet
durch die Kombination der
folgenden Merkmale: einer
Dicke im Bereich von 0,5 bis

500 Mikron, fir Gase und Makromolekile durchlissig, fir Zellen dagegen undurchléssig, einer Mikrostruktur in Form von Hdckem (16)

und/oder Vertiefungen (14).
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Membran zur Regeneration von Korpergeweben und Ver-
wendung der Membran als Wundabdeckung und Hautersatz

Die Erfindung betrifft eine Membran zur Regeneration von Korperge-
weben, Verfahren fiir ihre Herstellung, ihre Verwendung fiir die Ko-
Kultivierung von Zellen, ihre Verwendung als kinstliche Haut und ihre
Verwendung als Teil eines Wundpflasters.

Die iuBere zellulire Schicht der menschlichen Haut (Epidermis) wird
durch eine Basalmembram von der darunterliegenden zelluldren Schicht
(Dermis) getrennt. Diese Basalmembran, die sich durch eine besondere,
gewellte Struktur (Rete-Leisten) auszeichnet, besteht aus sogenannten
ECM-Proteinen (Extra-Cellular-Matrix), die teils von Epidermis-Zellen
(Keratinozyten), teils von Dermis-Zellen (Fibroblasten) synthetisiert
werden. Die Basalmembran stellt einerseits eine zellulire Barriere dar,
erlaubt aber andererseits Gas- und Stoffaustausch zwischen den beiden
Zelischichten.

Die Basalzellen erzeugen durch Zellteilung die Zellen der dariiber
liegenden Schichten, man nimmt an, daB mit der Struktur der Rete-
Leisten auch die Struktur der Hautoberfliche determiniert wird.

Bei grofiflichigen Verletzungen der Haut, bei der neben der Epidermis
auch die Basalmembran zerstért wird, kann diese Struktur nicht mehr
ohne weiteres nachgebildet werden. Zwar konnen Keratinozyten aus-
gehend von den Wundrindern und den sogenannten Hautanhangsgebilden
(z. B. Haare, SchweiBdriisen) die Hautoberflache neu besiedeln. Jedoch
werden insbesondere die Rete-Leisten meist nicht mehr oder nur ungeni-
gend ausgebildet. Das neugebildete Gewebe ist morphologisch und funk-
tionell deutlich von der normalen Haut verschieden und wird als Narben-
gewebe bezeichnet.

Werden, wie z. B. bei drittgradigen Brandwunden, auch tiefere Haut-
schichten verletzt und mit ihnen die Keratinozyten der Hautanhangs-
gebilde zerstort, ist auch eine geordnete Narbenbildung nicht mehr
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moglich. Dies bedeutet, daB eine Wundheilung erschwert und meist mit
Deformationen, wie einseitig gerichteten Kontraktionen, und Wucherun-
gen verbunden ist.

Die bisherigen Behandlungsverfahren haben im wesentlichen das Ziel
durch mechanische und/oder chemische (z. B. Salben, Gele) Abdeckung
die Wunde vor Infektionen und weiteren Verletzungen zu schiitzen und
gegebenenfalls ein giinstiges Klima fiir die Wundheilung zu schaffen.
Uber die besten Bedingungen fiir die Wundheilung gibt es unterschied-
liche Auffassungen, wobei z. B. eine Schule die trockene, eine andere
Schule die feuchte Wundheilung favorisiert. Beiden gemeinsam ist die
Absicht, die natiirliche Wundheilung méglichst ungestort ablaufen zu
lassen.

Zur Behandlung von tiefen, grofflichigen Wunden bringt derzeit die
Transplantation kérpereigener Haut die besten Ergebnisse. Dazu wird
die Haut zur OberflachenvergrdBerung durch ein besonderes Verfahren
mit Hilfe einer Vielzahl kleiner Schnitte in eine netzartige Konfiguration
("mesh graft") gebracht.

In besonders schweren Fillen, wenn, wie z. B. bei bestimmten Ver-
brennungen, 80 bis 90 % der Korperoberfliche geschidigt sind, ist fiir
eine autologe (korpereigene) Transplantation nicht genigend unge-
schadigtes Gewebe vorhanden. In diesen Fillen gelingt es, basierend auf
den bahnbrechenden Arbeiten von Green und Rheinwald (Cell, 6, 331 -
334, 1975), aus einer Biopsie gewonnene Keratinozyten in vitro in einer
Zellkultur zu vermehren, in Form von diinnen Zellschichten (sheets) zu
zuchten und schlieBlich auf den Patienten zu transplantieren.

Zur Verbesserung der mechanischen Stabilitdt und der Handhabbarkeit
der Zellschichten (sheets) wurden diese auf schwammartigen Matrices
angesiedelt. Die Matrices bestehen in der Regel aus Kollagen und/oder
Hyaluronséure oder Polylactid und/oder Polyglycolid. Auch resorbier-
bare und nicht resorbierbare Netze sowie Fiize aus Polylactid und/oder
Polyglycolid wurden verwendet. Obwohl diese schwammartigen Matrices
gegeniber einrachen Sheets den Vorteil héherer mechanischen Stabilitit
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haben, ist der héhere Gehalt an Fremdmaterial, sowie auch der erhohte
Zeitbedarf, der fiir die Besiedlung mit Zellen bendtigt wird, nachteilig.

Aus der WO 93/19700 ist ein Implantationssystem bekannt, das als

5 wesentlichen Bestandteil eine PTFE Membran mit bestimmtem Poren-
durchmesser und bestimmter Dicke besitzt, in dem Zellen angesiedelt
werden, die in der Lage sind, gewisse biologische Produkte zu bilden.
Das System dient nicht der Regeneration der Haut.

10 Aus der EP 0 462 426 ist bereits eine Membran bekannt, die als Haut-
ersatz verwendet werden kann. Die Membran besteht aus einem biokom-
patiblen Material und ist perforiert. Die Locher sind regelméBig
angeordnet und haben einen Durchmesser zwischen 10 und 1000
Mikron. Die Lochperforierung soll das Einwachsen der Membran und

15 die Hautregeneration unterstiitzen. In den Lochbereichen bilden sich
Mikrokolonien von eingesiten autologen oder heterologen Keratinozyten.
Die Membran befindet sich noch in der klinischen Erprobung.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde eine Membran zu schaffen,

20 die die Rekonstruktion von lebendem biologischen Gewebe unterstiitzt
und insbesondere die Regeneration von Korpergeweben und der mensch-
lichen Haut, sowie ein Verfahren zur Herstellung der Membran anzuge-
ben.

25 ErfindungsgemiB wird diese Aufgabe durch eine Membran geldst,
welche die Merkmale des Kennzeichens des Anspruchs 1 aufweist und
nach einem Verfahren gemiB Anspruch 27 hergestellt werden kann.

Die Erfindung basiert ganz wesentlich auf der Erkenntnis, daB die Basal-
30 membran mit gut ausgebildeten Rete-Leisten von entscheidender
Bedeutung fiir die Funktionalitit der Haut ist. Sie geht weiter davon aus,
daB normale Zell- und ECM-Strukturen entstehen, wenn dafiir geeignete
Ausgangsbedingungen geschaffen werden. Zu diesen Bedingungen gehort
nicht nur, daB epidermale Zellschichten mit dermalen in Kontakt
35 kommen, sondern daf zusitzlich eine bestimmte dreidimensionale
Struktur vorhanden sein muf}, welche Bereiche mit unterschiedlichen
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Bedingungen, z. B. in der Versorgung mit Sauerstoff oder der lokalen
Konzentration bestimmter Signalmolekiile erzeugt. Erst durch diese
Bedingungen wird eine Kaskade von Ereignissen ausgeldst, die zu einer
vollstindigen Geweberegeneration fiihrt.

Die erfindungsgemaBe Membran stellt in ihrer Form und Funktion ein
Aquivalent der Basalmembran der menschlichen Haut dar. Besteht sie
aus resorbierbarem Material, so kann sie als "Platzhalter" der Basal-
membran menschlichen Haut dienen und deren Funktion solange iiber-
nehmen, bis die Zellen entsprechende eigene funktionelle Strukturen
aufgebaut haben.

Der besondere Vorteil der Erfindung ist es, dal mit einem minimalen
Anteil an Fremdmaterial und Zeit in einer Zellkultur oder im Kérper die
entscheidenden Anfangsbedingungen fiir die natiirliche Regeneration
eines komplexen Gewebes geschaffen werden konnen.

Die Membran erlaubt eine strukturierte Anheftung von Makromolekiilen,
die die Haftung bzw. die Nicht-Anheftung bestimmter Zelitypen fordern
oder sonstige Zellreaktionen auslosen. Es ist auch méglich, durch Zell-
sortierung bestimmte Zellen zu isolieren und diese gezielt in einem
bestimmten Verhdltnis in den Vertiefungen der Membran zu verteilen.
Da die Basalmembran in vielen anderen Korpergeweben vorkommt,
eignet sich die erfindungsgemiBe Membran auch zur Regeneration dieser
Gewebe.

Die erfindungsgemife Membran stellt eine angenihert morphologische
Nachbildung der Basalmembran der menschlichen Haut dar. Die eigen-
stabile Mikrostruktur zeichnet sich bevorzugt durch in regelmiBigem
Raster verteilte Hocker und Vertiefungen aus, die beispielsweise durch
die Uberlagerung zweier orthogonaler Sinus-Wellen beschrieben werden
kann. Man kénnte die Mikrostruktur der Membran dann im Prinzip auch
mit der Form eines "Eierkartons" vergleichen, die insbesondere auch
Festigkeit gegen Scherkrifte besitzt. Die Uberginge zwischen Hockern
und Vertiefungen sind bevorzugt weich und flieBend, ohne Kanten aus-
gebildet. Es kann allerdings in manchen Anwendungsfillen durchaus
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ausreichend sein, wenn nur Hoécker bzw. nur Vertiefungen vorgesehen
sind. Auch ein flieBender Ubergang zwischen den Hockern bzw. Ver-
tiefungen ist nicht unbedingt erforderlich aber vorteilhaft.

Aus der Patentschrift US-5,188,124 sind Folien mit Hockern fiir die
medizinische Anwendung bekannt. Diese Struktur soll dazu beitragen,
daB die Folien auf damit abgedeckten Hautblasen nicht so leicht verrut-
schen, indem ndmlich durch die Hocker die frei zugéngliche Oberfliche
wesentlich reduziert und die Reibung auf der freien Seite dadurch ent-
scheidend verringert wird. Zur Regeneration von Korpergeweben sind
diese Folien allerdings weder bestimmt, noch wiren sie - schon allein
wegen ihrer relativ groBen Dicke von 0,5 bis 10 mm - dafiir geeignet.

Die gewellte Oberflichenstruktur der erfindungsgemédfen Membran
erlaubt es, Membranen so aufeinander zu stapeln, daB Hohlrdume ent-
stehen, die einerseits bei Kontakt mit Flissigkeiten diese durch die
Kapillarwirkung aufsaugen, und in denen andererseits Zellen wachsen
konnen, ohne mechanisch geschidigt zu werden. Solche Anordnungen
haben sich im Zusammenhang mit Wundpflastern bewahrt, was mog-
licherweise auch darauf zuriickzufiihren ist, daB eine Oberflichen-
vergroferung von ca. 40 % verglichen mit einer flachen Membran er-
reicht wird und somit eine verbesserte Sauerstoffversorgung der Zellen
gewidhrleistet wird. '

Die Membran hat eine Dicke von 0,5 bis 500 Mikron, insbesondere
etwa 2 bis 20 Mikron. Ganz allgemein gilt, da} abhédngig vom Material
die Membran so diinn als moglich ausgebildet sein soll, wobei sie jedoch
noch handhabbar bleiben mu8.

Die Porengrofie der Membran liegt vorzugsweise unter 3 Mikron. Die
Poren sollen so beschaffen sein, da8 sie fiir Gase wie Sauerstoff und fiir
Makromolekiile durchlissig, fiir Zellen jedoch undurchléssig sind.

Der Abstand der einzelnen Hocker bzw. Vertiefungen voneinander oder
mit anderen Worten das RastermafB betrigt etwa 50 bis 500 Mikron,
vorzugsweise etwa 200 Mikron. Die Grofenordnung der Hohe bzw.
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Tiefe, d.h. die Amplitude von Hocker plus Vertiefung liegt etwa bei 50
bis 1000 Mikron, insbesondere zwischen 100 und 500 Mikron, vorzugs-
weise etwa bei 150 bis 300 Mikron.

Das Material, aus dem die Membran besteht, ist vorzugsweise ein
Material, das von lebenden Zellen abgebaut werden kann und dessen.
Abbauprodukte keine negative Auswirkung auf den Regenerationsprozes
der Haut haben. Bevorzugt werden Polyglycolid, Polylactid, Copolymere
dieser Stoffe oder ihre Derivative, Polycaprolacton, Polydioxanone,
Polyphosphazene, Polysulfone und Polyurethane. Auch Polyhydroxybut-
tersaure, mit Netzmittel vernetztes Kollagen oder Hyaluronsiure sind
geeignet. Weitere Beispiele fiir geeignete Materialien sind in der EP 0
462 426 genannt, auf deren Offenbarung ausdriicklich Bezug genommen
wird. Das Material muB jedenfalls solange stabil sein, bis ausreichend
korpereigene Strukturen aufgebaut sind, d. h. vorzugsweise etwa 5 bis
10 Tage.

Die Herstellung der eigenstabilen Mikrostruktur erfolgt mittels her-
kémmlicher Verfahren. Bevorzugt wird ein Prigeverfahren, bei dem als
Pragewerkzeug entweder Gravurwalzen verwendet werden, wie es zum
Beispiel aus der Patentschrift US 3,484,835 bekannt ist, oder aber ent-
sprechende Gravurplatten. Die Mikropordsitit kann ebenfalls durch
bekannte Verfahren erzeugt werden. Auch kann ein filzartiges oder
faserig extrudiertes Material als Ausgangsmaterial fir die Membran
eingesetzt werden. Die mechanischen und chemischen Eigenschaften der
Membran lassen sich durch Auswahl geeigneter Monomere genau ein-
stellen.

Fur die Herstellung der fiir das Prigeverfahren erforderlichen Prige-
walzen oder -platten findet iblicherweise die Gravurtechnologie Ver-
wendung. In der Gravurtechnologie bieten sich zwei Methoden an. Die
eine Methode beschrinkt sich hauptsichlich auf mechanische Verfahren,
bei denen mittels einer entsprechend ausgebildeten Werkzeugspitze eine
Struktur in eine Oberfliche eingeprigt wird, die, wenn sie gehirtet
worden ist, als Master fiir die Werkzeugabformung dient. Die andere
Methode ist die Lasergravur, die zumeist auf rotierenden, keramikbe-
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schichtetcn Walzen Anwendung findet, wobei durch Abtasten eines
Grautonvorlagemusters ein schraubenfdrmig scannender Laserstrahl
moduliert wird. Als mechanisches Analogon hierzu ist auch ein entspre-
chend modulierter Stichel verwendbar.

Das erstgenannte Verfahren liefert Gravurplatten oder -walzen, die eine
bestimmte Anordnung von geometrischen Vertiefungen in Form von
Quadern, Kugeln, Kegelstimpfen etc. aufweisen, zwischen denen plane
Restflichen bestehen bleiben, die durch Atztechniken noch verrundet
werden konnen. Zur Erzeugung einer erfindungsgemidBen Membran
mittels dieser Gravurtechnologie wurde beispielsweise eine Oberflache
von 20 x 20 mm aus ungehdrtetem Stahl mit einem Gravurwerkzeug in
Form einer Pyramide mit quadratischer Grundfliche und einer einheitli-
chen Kantenldnge von 0,2 mm (Kanten und Spitze abgerundet) so gra-
viert, dafl der Abstand von Pyramidenspitze zu Pyramidenspitze 0,2 mm
betragt. Diese Form wurde danach gehértet und diente als Master fiir die
davon abzuformenden Prigeformen.

Mittels der zweitgenannten Gravurtechnolie, der Lasergravur, ist es
moglich, wesentlich komplexere dreidimensionale Strukturen zu erzeu-
gen. Deshalb wird im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
aufgrund der angestrebten komplexen 3D-Struktur die Lasergravurtech-
nologie bevorzugt. Die Genauigkeit dieses Verfahrens ist allerdings
normalerweise durch die Qualitit der Grautonvorlage stark begrenzt.
Auf Grautonvorlagen wird deshalb erfindungsgemafl verzichtet und
stattdessen wird der Laser durch Vorgabe mathematischer Funktionen so
gesteuert, dafl eine Oberfliche in der GroBenordnung und Ausformung
der Basalmembranstrukturen erzeugt wird, wobei die Uberginge zwi-
schen Hockern und Vertiefungen vorzugsweise flieBend sind.

Der Laser benétigt dazu fiir jede Koordinate der x-y-Ebene einen zuge-
horigen z-Wert, der die zu erzeugende Tiefe angibt, so daB} sich lber die
Flache gesehen eine der Basalmembran angendherte Reliefstruktur er-
gibt. Eine mathematische Annidherung an die eierkartonformige Basal-
membranstruktur laft sich mathematisch als orthogonale Interferenz von
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zwei Sinusschwingungen derselben Amplitude, Frequenz und Phase
beschreiben, z.B. in der Form:

z = f (x,y) = A, * sin(27) * x/300+A, * sin(27) * y/300,
mit A=A + A =300 um
fir Amplituden und Wellenldngen von 300 um.
Vereinfacht 148t sich dies ausdriicken durch:

Z(X,y) = A*sin(x) + A*sin(y) oder
2(x,y) = A*cos(x) + A*cos(y).

Die erhaltene Matrix von z-Werten wird dann als Grundlage fiir die
Pulsfrequenzmodulierung des Laserstrahls und die translatorische x-y-
Steuerung des Werkstiicktisches benutzt.

Dies 148t sich auf die rotatorische Lasergravur iibertragen, indem y=r*{
gesetzt wird, wo r den Radius der zu gravierenden Walze und { die
Winkelposition angeben.

Die Mikroreliefherstellung mittels Lasergravur wird hiufig im Zu-
sammenhang mit rotierenden, meist keramikbeschichteten Walzen ange-
wendet, kann aber ebenso zur Bearbeitung von Kupfer und Hartmetall
und auch im Zusammenhang mit ebenen Platten Verwendung finden. Es
hat sich herausgestellt, daB fir die Mikroreliefstrukturen der erfindungs-
geméfBen Membran die Laserbearbeitung von Hartmetall am geeignetsten
1st.

Durch Verwendung eines Laserstrahls mit Fokusbreite 2 bis 20 Mikro-
metern, der in seiner Ablationsleistung (Pulszahl, Intensitit) mittels der
oben angegebenen Formel moduliert wurde und mit der erforderlichen
Schrittweite (mindestens 0,1 um) scannend iber das Werkstiick gefiihrt
wurde, konnte eine definierte, stetige Mikroreliefstruktur erzeugt wer-
den, wie sie mittels Grautonvorlage nicht erreichbar wire. Es wurden
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Reliefstrukturen im Bereich von 10 x 10 um bis 00 x 1000 um er-
reicht (beziiglich der Abstinde und den Hohendifferenzen zwischen den
Hockern und Vertiefungen). Materialspezifische Diskontinuititen in der
Ablationscharakteristik konnen durch Korrekturfaktoren in der
mathematischen Beschreibung der Struktur ausgeglichen werden.

Die mit dieser Methode sehr prizise erzeugte 3D-strukturierte Werk-
zeugoberfliche zeigte nicht nur bei den dblichen Keramikbeschichtungen
sondern insbesondere bei Werkzeughartmetall sehr gute Ergebnisse. Im
Falle einer Keramikgravur, dient die gravierte Oberfliche in einem
nachfolgenden Priigeverfahren als Master, um eine Metallwerkzeugwalze
bzw. plane Werkzeugoberfliche herzustellen. Dabei wird der Master
durch schrittweises rotatorisches bzw. translatorisches Verfahren in eine
ungehirtete Walzenoberfliche bzw. plane Oberflache eirigeprégt (sog.
Molettage). Diese Walze wird anschliefend gehdrtet und dient bei einer
zweiten Molettage wiederum als Master fiir die Herstellung einer Pro-
duktionswalze, indem dieser Master auf die Produktionswalze abgewalzt
wird. Mit dieser Produktionswalze kann dann in einem herkdmmlichen
Prigekalander entweder mit Unionsgegenwalze oder einer "eingewasche-
nen" weichen Gegenwalze ein Film geprigt werden. Vorteilhaft bei der
Lasergravur direkt in eine Hartmetalloberflache ist, da die erste Molet-
tage und die anschlieBende Hartung entfallen.

Das Mikrorelief kann neben der mechanischen Gravur und der Laser-
gravur schiieBlich auch auf eine dritte Weise erzeugt werden, die darin
besteht, einen Gewebeabdruck der Dermis zu gewinnen, indem eine
Hautbiopsie durchgefiihrt und die Dermis anschlieBend extrahiert, ge-
trocknet und mit Polyither beschichtet wird. Die vemnetzte Poly-
itherschicht wird dann von der Dermis abgezogen (Negativ) und dient
als Vorlage fiir einen Hartgipsabdruck (Positiv). Von der Hartgipsform
wird schlieflich eine Stahlform abgeformt. Das so gewonnene Mikrore-
lief stellt eine ideale Anndherung an die Struktur der Basalmembran dar.

Eine Hautbiopsie wurde zum Beispiel mit Hilfe eines Dermatoms
(Castroviejo-Dermatom, Storz Instrument) mit einer Tiefeneinstellung
von 0,5 bis 1 mm gewonnen. Die Probe wurde zugeschnitten auf eine
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Fliche von 20 x 20 mm und fiir 15 bis 48 Stunden in 0,2 % Trypsin bei
4°C inkubiert. Sobald an den Ecken eine erste Epidermis-Ablosung
sichtbar wurde, wurde das Stiick in eine kleine 30 mm Durchmesser
Petrischale mit 2 ml 10%igem Fétalcalfserum (FCS) iberfiihrt. Dort
wurde die Epidermis von der Dermis mit Hilfe zweier gebogener Pin-
zetten vorsichtig abgeldst. Die Dermis wurde in eine trockene Petrischa-
le Gberfihrt und dort flach mit der epidermalen Seite nach oben ausge-
breitet. Das Gewebe wurde von anhaftendem Medium durch Absaugen
befreit und mit der Abdruckmasse Impregum (Firma ESPE, Seefeld,
Polyither, 2-Komponentensystem) beschichtet, wobei auf die Abdruck-
masse ein leichter Druck ausgeiibt wurde. Nach 15 Minuten wurde die
Polyatherschicht abgezogen und in einen geeigneten Rahmen einge-
spannt. Von diesem Negativabdruck wurde nach ca. 24 Stunden mit
Superhartgips ein Positivabdruck erstellt, sowie es z.B. in der Dentalla-
bortechnik iiblich ist. Dieser Hartgipspositivabdruck dient als Master fiir
einen Metallabdruck.

Nachdem ein Master auf eine der drei oben beschriebenen Weisen her-
gestellt worden ist, werden die eigentlichen Prigewerkzeuge in Form
von Pragewalzen oder Prigeplatten durch AbguB des Masters als Sili-
konform oder als Stahlform hergestellt. Von dieser so hergestelltcn
Form wird eine zweite Form durch Abdruck gewonnen, so da man eine
Positiv- und eine Negativform erhilt.

Im Speziellen wurde von der Hartgipsform, die den Gewebeabdruck
zeigt, gemaB gingiger Dentallabortechnik eine Edelstahlform erzeugt.

Von dem Mikrorelief, das durch Gravur, sei es mit geometrischen Stem-
peln oder laserstrahlbearbeiteter Mikroreliefwalze, hergestellt wurde,
wurden formschliissige Positiv- und Negativabdriicke aus Silikon ge-
wonnen. Dies wurde in einer Vakuumgiefanlage (Typ CO03MC2) der
Firma HEK durchgefiihrt. Verwendet wurde hierbei das Zweikomponen-
tensystem Silikon und Harter der Firma HEK, wobei Silikon der Shore-
Harte 80 benutzt wurde. Zuerst wurde ein Negativabdruck hergestellt,
von dem dann ein weiterer Abdruck, der Positivabdruck, hergestellt
wurde, nachdem der erkaltete Negativabdruck mit Sprithtrennmittel
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(HEK) beschichtet worden war. In die Form wurden zwei Kanile einge-
arbeitet, die es erlauben, Material zwischen die beiden komplementaren
Formteilen flieBen zu lassen.

Mit den so hergestellten Prigeformen wurden sowohl Membranen aus
einer durch Veresterung stabilisiertcanyaluronsﬁure ("Hyaff" von Fidia
Advanced Biopolymers) als auch aus einem aus Polyglycolsiure (PGA)
und Trimethylencarbonat (TMC) bestehenden Copolymer (Verhaltnis
65:35) hergestelit.

Bei der Membranherstellung aus Hyaff wurden Folien aus 100 % mit
Benzylalkohol veresterte Hyaluronsiure (Hyaffll von Fidia Advanced
Biopolymers) mit einer Dicke von 0,04 mm in Sticke von 20 x 20 mm
geschnitten. Die Stiicke wurden auf beiden Seiten mit ca. 50 ul Di-
methylformamid (DMF von Merck) benetzt, in die Silikonform gelegt
und 30 Sekunde unter Vakuum verpreSt. Die geprigten Membranen
wurden vorsichtig mit einer Pinzette aus der Form entnommen und in
reinen Athylalkohol iiberfiihrt. Nach 5 bis 60 Minuten wurden die Mem-
branen in physiologischer Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) gewaschen. Zur
Sterilisation wurden die Membranen in geeignete Folien eingeschweifit
und mit 25 kGy bestrahlt.

Die Hyaff-Folie liegt in Gelform vor, dessen Durchlassigkeit vom Ver-
netzungsgrad des Gels abhingt. Die Makrr molekile diffundieren durch
das Gel hindurch, welches mi: "Wasserrdumen® ausgestattet ist. Je nach
Vemnetzungsgrad, Art der Makromolekiile und Anzahl der hydrophilen
Gruppen hat das Gel einen hoheren oder niederigeren Durchlissigkeits-
grad. Eine Durchldssigkeit der aus Hyaff-Folie hergestellten Membran
fiir Molekiile zwischen 20.000 und 50.000 Dalton ist vorteilhaft.

Im Falle der Membranherstellung aus PGA-TMC wurden diese Copoly-
mer= mit der kleinstmoglichen Spinndise extrudiert (Faserdurchmesser
ca. 30 um) und zu einem diinnen Filz verarbeitet (Dicke 800 bis 1000
pm). Dieser Filz wurde mit Aceton benetzt bei etwa 195°C mit einem
Druck von etwa 4,137 bar (60 psi) fiir etwa 8 Sekunden zwischen zwei
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formschliissigen Stahiformen verpreft. Das Ergebnis war eine mikro-
porose Membran mit einer Dicke von ca. 40 pm.

Nachfolgend soll die Erfindung anhand der beigefiigten Zeichnung er-
ldutert werden. Darin zeigen:

Fig. 1 eine perspektivische Ansicht der Membran mit der Mikrostruk-
tur und einer halb aufgeklappten duSeren Membran:

Fig. 2 einen schematischen Querschnitt durch ein Wundpflaster;

Fig. 3 eine schematische Darstellung gestapelter Membrane getrennt
durch ein Gitternetz.

Fir die Wundabdeckung groBer drittgradiger Brandwunden wird die
erfindungsgemaBe Membran mit der Mikrostruktur (Bezugsziffer 10 in
Fig. 1) direkt auf die Wunde gelegt. Keratinozyten werden aus einer
Biopsie vom Patienten isoliert und 2-3 Wochen in einer Zellkultur ver -
mehrt. Diese Keratinozyten werden in Suspension gebracht und mit
Fibrinkleber auf der Membran mit Mikrostruktur fixiert. Dariiber wird
eine duflere, von der erfindungsgemiBen Membran verschiedene Mem-
bran (Bezugsziffer 12 in Fig. 1) gelegt. Die Keratinozyten sammeln sich
in den Vertiefungen 14 und bilden dort eine "kritische" Masse fiir opti-
male Wachstumsbedingungen. Da bei Verwendung von Suspensionen
eine festigkeitssteigernde Differenzierung der Zellen nicht abgewartet
werden muB, wie es etwa bei der Produktion von Sheets der Fall ware,
kann der Patient nach wesentlich kiirzerer Wartezeit versorgt werden.
Durch die Ansammlung der Keratinozyten in den Vertiefungen koénnte
diese besonders schonend verteilt werden. Diese Art der Auftragung ist
einer diinnen, gleichmiBigen Auftragung vorzuziehen.

Die duBere Membran 12 besteht z. B. aus Polyurethan, mikroporésem
Polyethylen oder PTFE. Sie ist durchldssig fir Gase und Wasserdampf,
aber undurchldssig fir Fliissigkeiten und Keime.
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Figur 2 zeigt ein erfindungsgeméifBes Wundpflaster, bestehend aus einer
duBeren Membran 12 und einem Stapel aus resorbierbaren Membranen
10 mit Mikrostruktur, die durch resorbierbare Netze 18 voneinander
getrennt werden. Das Netz verhindert, daf die Membranen zu dicht
aufeinander liegen (Fig. 3). Maximales Hohlraumvolumen ergibt sich,
wenn die Hocker 16 einer oberen Membran 10 iliber den Vertiefungen
14 einer unteren Membran 10 liegen. Das Netz kann dazu dienen, die
Membranen an den Stellen 20 miteinander zu verkleben, z. B. durch
kurzzeitiges thermisches Erweichen des Netzmaterials. Das Netz kann
gegebenenfalls entfallen. Die resorbierbaren Membrane sind perforiert,
um Blut und Sekret durchtreten zu lassen. Die duflere Membran (12)
kann randseitig {iber die innere Membran hinausragen und in diesem
Bereich mit Klebstoff versehen sein, um eine Fixierung des Wund-
pflasters auf der Haut zu ermdglichen.

Die iibereinander gestapelten Membranen formen ein Kissen, in das Blut
und Sekrete durch Kapillarkrifte eindringen konnen. Die Blutgerinnung
erfolgt auf diesen Membranen. Die Keratinozyten wandern entlang der
von Fibrin besetzten Hockern in das Pflaster ein und haften sich bevor-
zugt dort an. Die Wundheilung erfolgt im wesentlichen ohne Narbenbil-
dung. Beim Abziehen des Pflasters nach eingetretener Heilung bzw. zum
Wechseln verbleiben wundnahe Membranschichten auf der Wunde,
deren Oberfliche sie schiitzen und deren neugebildete Strukturen er-
haiten bleiben. Auch die Schmerzrezeptoren bleiben bedeckt, so dafl das
Ablésen des Wundpflasters bei besonders schmerzempfindlichen
Patienten ohne Probleme erfolgen kann.

SchlieBlich kann die Membran auch zur Kultivierung von Zellen, ins-
besondere zur Ko-Kultivierung von unterschiedlich differenzierten Zellen
zur Regeneration von Geweben verwendet werden. Diese kénnen z. B.
zur Transplantation, zur Untersuchung von Gewebefunktionen, zur
Synthese hochwirksamer Makromolekiile oder als biologischer Sensor
verwendet werden. Man spannt die Membran in einen Rahmen und
beaufschlagt beide Seiten des Ralimens nacheinander mit einer Zell-
suspension zweier unterschiedlicher Zellarten. Nach Sedimentation und
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Fixierung der einen Zellart wird der Rahmen gewendet und das gleiche
Verfahren mit einer Suspension der anderen Zellart wiederholt.

Zur Ko-Kultivierung menschlicher Hautzellen auf der mikrostrukturier-
ten Membran wurden normale menschliche Fibroplasten in einer Kon-
zentration von 50.000 bis 100.000 Zellen pro cm’ in DMEM Medium
(Gibco) mit 10 % fotalem Kilberserum auf eine Seite der Membran
eingesit und eine Woche lang bei 37°C inkubiert. Danach wurde die
Membran gewendet und mit normalen menschlichen Keratinozyten in
Rheinwald und Green Medium (Cell, 1975) + 10 % fotales Kilber-
serum in einer Konzentration von 50.000 bis 100.000 Zellen pro cm’
bedeckt. Diese Ko-Kultur wurde fiir 2 bis 4 Wochen bei 37°C inkubiert.



WO 96/03094

10

15

20

25

30

35

PCT/EP95/02869

- 15 -

Patentansg. iiche

1. Membran zur Regeneration von Korpergeweben aus einem biokom-
patiblen Material, gekennzeichnet durch die Kombination der folgenden
Merkmale: _

- einer Dicke im Bereich von 0,5 bis 500 Mikron,

- fiir Gase und Makromolekiile durchidssig, fir Zellen dagegen un-

durchlissig,
- einer Mikrostruktur in Form von Hockern (16) und/oder Vertiefun-

gen (14).

2. Membran nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die
Membran durchlissig ist fiir Molekiile zwischen 20.000 und 50.000
Dalton.

3. Membran nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf
die Membran resorbierbar ist.

4. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Membran eine gleichformige Dicke aufweist.

5. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Hocker (16) und Vertiefungen (14) regelméBig in
Rasterform angeordnet sind.

6. Membran nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Hocker (16) und Vertiefungen (14) alle gleich ausge-
bildet sind und sich in ihrer Gro8e entsprechen.

7. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Mikrostruktur eigenstabil ist.

8. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, daf die Hocker (16) und Vertiefungen (14) der Mikrostruktur
unmittelbar aneinandergrenzen bzw. ineinander (bergehen.
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9. Membran nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die
Uberginge zwischen den Héckern und Vertiefungen weich und flie-
Bend, ohne Kanten sind.

10. Membran nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, daB sich die Mikrostrukturen von Ober- und Unterseite der
Membran entsprechen.

11. Membran nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB sich
die Mikrostruktur durch Uberlagerung zweier Sinus- bzw. Cosinuskur-
ven beschreiben laft.

12. Membran nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daf sich
die Struktur durch die Formel

z(x,y) = A*sin(x) + A*sin(y) oder

z(x,y) = A*cos(x) + A*cos(y)
beschreiben 1aBt, wobei A die Amplitude angibt.

13. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Dicke der Membran 2 bis 20 Mikron betrigt.

14. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dafl die Membran aus einem vernetzten Gel besteht.

15. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Membran mikropords ist und die Porengrdfe unter 3
Mikron liegt.

16. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekenn-
zeichnet, daf der Abstand (A) von Hécker zu Hocker (16) bzw. von
Vertiefung zu Vertiefung (14) 50 bis 500 Mikron, vorzugsweise etwa
200 Mikron betrigt.

17. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, daf} die Amplitude von Hocker plus Vertiefung etwa 50 bis
1000 Mikron betrégt.
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.3. Membran nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die
Amplitude 100 bis 500 Mikron betrégt.

19. Membran nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die
Amplitude 150 bis 300 Mikron betrégt.

20. Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennm-
zeichnet, daB das Material fiir die Membran aus natirlichen ECM-
Molekiilen oder synthetischen Molekiilen besteht.

21. Membran nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB das
Material fir die Membran aus der Gruppe ausgewihlt wird, die aus
Polylactid, Polyglycolid, Copolymeren dieser Stoffe oder ihren Deriva-
ten, Polycaprolacton, Polydioxaneon, Polyphosphazen, Polysulfon, Poly-
urethan, Polyhydroxybuttersaure, Hyaluronsdure oder mit Netzmittel
vernetztem Kollagen besteht.

22. Verwendung der Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 21 zur
Kultivierung von Zellen.

23. Verfahren zur Kultivi 'ng von Zellen unter Verwendung einer
Membran nach einem der Auspriiche 1 bis 21, wobei korpereigene Kera-
tinozyten auf der Membran fixiert werden.

24. Verwendung der Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 21 zur
Ko-Kultivierung differenzierter Zellen.

25. Verfahren zur Ko-Kultivierung differenzierter Zellen unter Ver-
wendung einer Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 21, wobei die
Membran in einen Rahmen eingespannt und auf beiden Seiten mit ent-
sprechenden Zellsuspensionen beaufschlagt wird.

26. Kiinstliche Haut bestehend aus einer Membran nach einem der
Anspriiche 1 bis 21.
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27. Kiinstliche Haut bestehend aus einer gemiB dem Verfahren nach
Anspruch 23 oder 25 hergestellten Membran mit Zellkultur.

28. Verwendung einer Membran nach einem der Anspriiche 1 bis 21
zur Abdeckung von Brandwunden.

29. Verwendung einer gemiB dem Verfahren nach Anspruch 23 oder 25
hergestellten Membran zur Abdeckung von Brandwunden.

30. Wundpflaster, bestehend aus wenigstens einer Membran nach einem
der Anspriche 1 bis 21 und einer duBeren Membran (12), die gas-
durchldssig, keimdicht und flissigkeitsdicht ist.

31. Wundpflaster nach Anspruch 30 gekennzeichnet durch einen Stapel
von Membranen (10), die gegebenenfalls durch Netze (18) aus resorbier-
barem Material voneinander getrennt bleiben.

32. Wundpflaster nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet,
daB die Membranen (10) perforiert sind, um Blut und Sekret durchtreten
Zu lassen.

33. Wundpflaster nach einem der Anspriiche 30 bis 32, dadurch ge-
kennzeichnet, daf die duBere Membran (12) randseitig iiber die innere
Membran (10) hinausragt und in diesem Bereich mit Klebstoff (20)
beschichtet ist.

34. Verfahren zur Herstellung einer Membran nach einem der An-
spriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, da die Mikrostruktur der
Membran mit einem eine entsprechende Reliefstruktur aufweisenden
Préagewerkzeug erzeugt wird.

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daf das
Prigewerkzeug eine Hartmetalloberfliche aufweist, in der die Relief-
struktur unmittelbar durch Lasergravur erzeugt wird.
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36. Ve:ahren nach Anspruch 35, di .. rch geii:anzeichnet, daB die
Laser-Vorrichtung zur Erzeugung der Reliefstruktur NC-gesteuert ist.

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet,
daB die Laservorrichtung einen Laserstrahl der Breite von 2 bis 20
Mikron aufweist.

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 37, dadurch gekenn-
zeichnet, daB mit dem lasergravierten Hartmetallwerkzeug ein Silikon-
werkzeug geprigt wird, das als Pragewerkzeug fiir die Membran dient.

39. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB die
Reliefstruktur des Prigewerkzeugs durch Abformung eines Gewebeab-
drucks erzeugt wird.

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB der
Gewebeabdruck ein Abdruck der Dermis ist.

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daB der
Gewebeabdruck in Form eines Hartgipsabdrucks erzeugt wird, indem die
Dermis durch Hautbiopsie gewonnen und mit einer Abdruckmasse be-
schichtet wird, und die Abdruckmasse, nachdem sie geniigend ausgehar-
tet ist, von der Dermis abgezogen und in Hartgips abgeformt wird.

42. Verfahren nach Aaspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dafl das
Prigewerkzeug durch Abformung des Hartgipsabdrucks als hergestellt
wird.

43. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daf die
Membran aus einer durch Veresterung stabilisierten Hyaluronsaure-
Folie besteht, die in einer Form fiir 30 Sekunden unter Vakuum verprefit
wird.

44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB die
Form eine Silikonform ist.
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45. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB die
Membran aus einem Filz aus Copolymerfasern besteht, der in einer
Form verpreBt wird.

46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gek_ennzgichnet, daBl die
Copolymerfasern' zu zwei Dritteln aus Polyglycolsiure (PGA) und zu
einem Drittel aus Trimethylencarbonat (TMC) bestehen.

47. Verfahren nach Anspruch 45 oder 46, dadurch gekennzeichnet,
daf die Copolymerfasern einen Durchmesser von etwa 30 Mikron ha-
ben.

48. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 bis 47, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Verpressung-bei einer Temperatur von etwa 195°C
und einem Druck von etwa 4 bar fiir etwa 8 Sekunden durchgefiihrt
wird.
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This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see annex

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchable claims.

2. m Asallsearchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee. '

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992)
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PCT/EP 95/02869

1. Claims 1-23, 26-29, 34
Membrane used to regenerate body tissue, the microstructure of which is described by an overlay of
two curves.

2. Claims 24-25
Use of a membrane to regenerate body tissue for co-cultivation of differentiated cells.

3. Claims 30-33
Wound plaster consisting of a membrane to regenerate body tissue and of an outer membrane.

4. Claims 35-38
Fabrication of a membrane to regenerate body tissue using a stamping tool produced by laser
engraving.

5. Claims 39-41
Fabrication of a membrane to regenerate body tissue using a stamping tool produced by forming a

tissue impression.

6. Claims 43-48
Fabrication of a membrane to regenerate body tissue by pressing in a mold.

It would take only minor additional work to enable a complete search to be carried out, despite the lack
of unity of invention.
(See example from an appropriate PCT form.)

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1992)
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AU-B- 637235 20-05-93

AU-B- 7806691 05-12-91
CA-A- 2043527 02-12-91
JP-A- 4231061 19-08-92
US-A- 5326356 05-07-94

US-A-3457919 29-07-69 NONE

DE-U-9003033 11-04-91 NONE

US-A-5188124 23-02-93 Us-A- 5012801 07-05-91
AU-B- 630209 22-10-92
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CA-A- 2021307 20-01-91
CN-A- 1049278 20-02-91
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

In* itionales Aktenzeichen

PCT/EP 95/02869

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

IPK 6 A61F2/10 A61F13/02

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der natonalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE
Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikatonssystem und Klasafikatonssymbole )

IPK 6 A61F A6IL C12M CI12N

Recherchierte aber racht zum Mindestprifstoffl gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete falien

Wihrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegnffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategone® | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X EP,A,0 462 426 (FIDIA) 27.Dezember 1991 1-7,13,
in der Anmeidung erwidhnt 14,
16-23,
26,27
siehe das ganze Dokument
X US,A,3 457 919 (E.H.HARBARD) 29.Juli 1969 1,2,4-8,
10,
15-20,34

siehe Anspruch 1; Abbildungen 9,10,15
siehe Spalte 2, Zeile 13 -~ Zeile 16

siehe Spalte 3, Zeile 72 - Spalte 4, Zeile
1

siehe Spalte 4, Zeile 43 - Zeile 49

- /--
E(] Weitere Verdflentlichungen aind der Fortsetzung von Feld C zu m Siche Anhang Patentfamilie
entnchmen
° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichun, : T Spiwc Verdffentlich die nach dem internationalen Anmeldedatum
‘A’ Vetoﬂ‘endtchung. die den allgemem Stand der Tec:k definiert, m_""‘n veroffentlicik mm;:‘;
e b e e oo
°E* ilteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationsien Mgmbmm P
Anmeldedatan veriffentiicht worden 18t “X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindungy
‘L® Verdffentichung, die geeignet ist, einen Priorititsanspruch zweifelhaft er- kann allein tuf"p'\nd dieser Veroffenttichung nicht als neu oder auf
MNlmm%memVﬂeﬂm&lM erfinderischer mmumm
anderen im Recherchenbericht genannten Verd chung belegt werden -y« versffenti besonderer Bedeutung; w&ﬁ“““ﬂ
soll m‘ aus cinem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie Kare cht alf st erfinderther TANghett berubend berachuet
P 4 MaumdeVeroﬁm:h\mcmtanerodnm
0° Verdffentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, Verdffentichungen dieser Kate me Vv ;elruht wird und
‘P Vemﬂ‘a:ﬂlchme:‘: vAor dﬁnmm:l - bﬂ:b.:‘ nach dicse Vertandung flr enen F
Anmeidedstum, .
dem beanspruchten Priorititsdatum verdffentlicht worden ist &’ Verdffentlichung, dic Mitglied derselben P a(mdumhe st
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des mternationalen Recherchenbenchts
23.November 1995 | 041295
Name und Postanschrift der [nternatonale Recherchenbehorde Bevolimichtigter Bediensteter

Europiisches Patentamt, P.B. 5818 Patentisan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, Ni p
Fax (+ 31-70) 340-3016 ice,

Formbiatt PCT/1SA/210 (Blan 2) (Juli 1992)
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In’ uonales Aktenzeichen

PCT/EP 95/02869

C{(Fortsezung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

19.September 1991

Kategone® | Bezeichnung der Veroffentichung, sowat ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X DE,U,90 03 033 (BEIERSDORF) 11.April 1991 1,2,5-9,
13,20
siehe Anspriiche
siehe Seite 2, Zeile 22 - Zeile 24
X US,A,5 188 124 (R.M.FERET) 23.Februar 1993 1,2,4-8,
in der Anmeldung erwdhnt 10,
16-21,34
siehe Spalte 1, Zeile 21 - Zeile 22
siehe Spalte 2, Zeile 18 - Zeile 26
siehe Spalte 2, Zeile 33 - Zeile 34
siehe Spalte 3, Zeile 16 - Zeile 24
siehe Spalte 3, Zeile 55 - Zeile 58
siehe Spalte 5, Zeile 35 - Zeile 36
X FR,A,2 351 643 (J.H.-H.HUNG) 16.Dezember 1,5-7,
1977 4 16,17,
20,28,39
siehe Seite 4, Zeile 21 - Zeile 25
siehe Seite 10, Zeile 19 - Zeile 26
siehe Seite 32, Zeile 4 - Zeile 6
siehe Seite 32, Zeile 19 - Zeile 24
siehe Seite 32, Zeile 36 ~ Seite 33, Zeile
5
A DE,A,41 32 379 (KERNFORSCHUNGSZENTRUM 1,2,5-8,
KARLSRUHE) 8.April 1993 16-19,22
siehe Zusammenfassung; Abbildungen 1,9
A US,A,5 182 111 (P.AEBISCHER UND S.R.WINN) 24
26 .Januar 1993
siehe Zusammenfassung
A DE,A,39 23 279 (W.W.MINUTH) 18.Januar 1990 25
siehe Zusammenfassung; Abbildung 3
siehe Spalte 2, Zeile 35 - Zeile 39
A EP,A,0 470 007 (TERUMO) 5.Februar 1992
A WO,A,91 13638 (SMITH & NEPHEW)

Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsstzung voa Blatt 2) (Juli 1992)
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ternationales Aktenzeichen

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 95/ 02869

lFeld 1 Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1)

3emifl Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

1. l:l Anspriiche Nr.
weil Sie sich auf Gegenstinde beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich

2. D Anspruche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationaien Anmeldung bezichen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daBl eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, nimiich

3. D Anspriche Nr.
weil es sich dabei um abhingige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dafl diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthilt:

siehe Anhang

-

D Da der Anmeider alle erforderlichen zusitzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche der internationalen Anmeldung.

2. m Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefithrt werden konnte, der eine
zusitzliche Refcherchengebﬂhr gerechtfertigt hiitte, hat die Internationale Recherchenbehdrde nicht zur Zahlung einer soichen
Gebiihr aufgefordert.

w

. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusitzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationaie Recherchenbericht nur auf die Anspriiche der internationalen Anmeidung, fiir die Gebiihren entrichtet worden
:ind, nimlich auf die Anspriche Nr.

4, D Der Anmelder hat die erforderlichen zusitzlichen Recherchengebilhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-
chenbericht beschrinkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwiihnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er-

faBc

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusiitzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt.

D Die Zahlung zusitzlicher Gebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992)



internationales Aktenzeichen PCT/EP95/ 02869

WEITERE ANGABEN PCTASAJ 210

1. Patentanspriiche 1- 23, 26- 29, 34
Membran zur Regeneration von Kdrpergeweben, deren Mikrostruktur sich durch
Ueberlagerung zweier Kurven beschreiben ldsst.

2. Patentanspriiche 24- 25
Verwendung einer Membran zur Regeneration von Korpergeweben fiir die Ko- Kulti-
vierung differenzierter Zellen.

3. Patentanspriiche 30- 33 _
Wundpflaster bestehend aus einer Membran zur Regeneration von Kérpergeweben
und einer dusseren Membran.

4. Patentanspriiche 35-38
Herstellung einer Membran zur Regeneration von Kérpergeweben mittels eines
durch Lasergravur erzeugten Prigewerkzeug.

5. Patentanspriiche 39-41
Herstellung einer Membran zur Regeneration von Kérpergeweben mittels eines

durch Abformung eines Gewebeabdruckes erzeugten Prigewerkzeug.

6. Patentanspriiche 43-48
Herstellung einer Membran zur Regeneration von Kérpergeweben durch Verpressung

in einer Form.

Um eine vollstindige Recherche auszufiihren, bendtigte es, trotz der
mangelnden Einheitlichkeit der Erfindung, nur einer geringfiigigen
zusdtzlichen Arbeit.

(Siehe Beispiel eines entsprechenden PCT- Formulars)
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Angaben zu Veroffentiichungen, die zur seiben Patentfamilie gehoren

In a0nales Aktenzeichen

PCT/EP 95/02869

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
EP-A-0462426 27-12-91 IT-B- 1248934 11-02-95
AU-B- 637235 20-05-93
AU-B- 7806691 05-12-91
CA-A- 2043527 02-12-91
JP-A- 4231061 19-08-92
US-A- 5326356 05-07-94

US-A-3457919 29-07-69 KEINE

DE-U-9003033 11-04-91 KEINE

US-A-5188124 23-02-93 US-A- 5012801 07-05-91
AU-B- 630209 22-10-92
AU-B- 5907090 24-01-91
CA-A- 2021307 20-01-91
CN-A- 1049278 20-02-91
CN-A,B 1049279 20-02-91
EP-A,B 0409587 23-01-91
JP-A- 3178664 02-08-91

FR-A-2351643 16-12-77 US-A- 4034751 12-07-77
Us-A- 4175557 27-11-79
CA-A- 1094422 27-01-81
CA-A- 1125609 15-06-82
CA-A- 1140826 08-02-83
DE-A- 2653097 07-07-77
GB-A- 1565987 30-04-80
JP-A- 52075886 25-06-77
NL-A- 7612992 26-05-77
SE-A- 7613078 25-05-77
SE-A- 8205472 24-09-82
US-A- 4289125 15-09-81

DE-A-4132379 08-04-93 WO-A- 9307258 15-04-93
EP-A- 0605527 13-07-94
JP-T- 6507076 11-08-94

US-A-5182111 26-01-93 US-A- 4892538 09-01-90
AU-B- 652071 11-08-94
AU-A- 2296192 25-01-93

Formbiatt PCT/ISA/210 (Anbang Patentfamilie)(Juli 1992)
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Angaben zu Veroffentlichuagen, die zur selben Patentfamihie gehoren

Int aonales Aktenzeichen

PCT/EP 95/02869

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veroffentiichung Patentfamilie Veroffentlichung
US-A-5182111 CA-A- 2090719 29-12-92
EP-A- 0547203 23-06-93
JP-T- 6502080 10-03-94
WO-A- 9300439 07-01-93
AU-B- 2718488 14-06-89
CA-A- 1335715 30-05-95
DE-A- 3878918 08-04-93
EP-A,B 0388428 26-09-90
FI-B- 95284 29-09-95
JP-T- 3502534 13-06-91
WO-A- 8904655 01-06-89
Us-A- 5389535 14-02-95
US-A- 5158881 27-10-92
US-A- 5106627 21-04-92
US-A- 5283187 01-02-94
US-A- 5284761 08-02-94
US-A- 5156844 20-10-92
US-A- 5418154 23-05-95
AU-B- 632827 14-01-93
AU-B- 5856590 08-01-91
CA-A- 2062746 22-12-90
DE-T- 69001672 23-12-93
EP-A,B 0478671 08-04-92
ES-T- 2058923 01-11-94
JP-T- 5500620 12-02-93
WO-A- 9015637 27-12-90

DE-A-3923279 18-01-90 US~-A- 5190878 02-03-93
EP-A-0470007 05-02-92 JP-A- 4090764 24-03-92
JP-A- 4135557 11-05-92
AU-B- 640507 26-08-93
AU-B- 8152491 06-02-92
DE-D- 69108136 20-04-95
DE-T- 69108136 02-11-95
WO0-A-9113638 19-09-91 AU-B- 649656 02-06-94
AU-B- 7348591 10-10-91
EP-A- 0518920 23-12-92
EP-A- 0681846 15-11-95
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Angaben zu Veroffentdichung

die zur sciben Patentfamihie gehoren

Ir uonales Aktenzeichen

PCT/EP 95/02869

Im Recherchenbericht
angefiihrtes Patentdokument

Datum der
Veroffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Verodffentichung

W0-A-9113638

GB-A,B 2252562 12-08-92
JP-T- 5504497 15-07-93
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