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Patentanspriche:

1.

10.

1.

12,

13.

14,

15,

16.

17.

Biologisches Tragermaterial fiir Zellkulturen, dedurch gekennzeichnet, dad es aus einer Mischung
eines Konzentrates aus durch Thrombin gerinnungsfahigen Proteinen besteht, welches durch
Behandlung von Plasma mit Ethanol gewonnen warden kann und gerinnungsfahiges Fibrinogen,
Faktor Xill und Plasmafibronektin sowie die zur Ausldsung des Gerinnungsprozesses notwendige
Menge Thrombin jeweils in bestimmten Proportionen enthlt.

Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB3 das
Konzentrat gerinnungsfahiger Plasmanroteine liber 90% Fibrinogen und pro Gramm Protein
mindestans 0,1 IE Faktor X!il und 0,03 bis 0,1 Gramm Fibronektin enthlt.

Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dal} das
Proteinkonzentrat durch Ausfillung frischen Plasmas in zwei aufeinanderfolgenden
Behandiungsschritten mit zehnprozentiger Ethanolldsung bei 4°C gewonnen wird.

Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf}
das Proteinkonzentrat gefriergetrocknet wird.

Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daf
das Proteinkonzentrat in einer Aprotininlésung suspendiert wird. .

Biologisches Triagermaterial entsprechend Patentanspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daf}
Calciumthrombin mit dem Proteinkonzentrat etwa im Verhaltnis 10 |[E/ml gemischt wird.
Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafd
ihm eine cie Zellvermehrizng férdernde Substanz beigefiigt wird.

Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl
ihm ein Antibiotikum beigefiigt wird.

. Biologisches Tragermaterial entsprechend Patentanspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daR

ihm eine die Wundheilung beschleunigende Substanz beigefiigt wird.

Anwendung des biologischen Tragermaterials entsprechend einam beliebigen, der unter Punkt 1
bis 9 beschriebenen Patentanspriiche fiir die Herstellung einer Kultur menschlicher Keratozyten
fetalen oder adulten Ursprungs zur Bildung eines Ersatzgewebes, welches direkt entnommen,
transportiert und als Transplantat angewendet werden kann.

Anwendung entsprechend Pa’entanspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafR die zwei Bestandteile
des biologischen Tragermaterials dergestalt miteinander vermischt werden, daf3 sich in einer
Kulturschale ein einheitlicher Film bildet und daf die Keratozyten, welche suspendiertim
Kulturmedium vorliegen, auf besagten Film geimpft werden.

Anwendung entsprechend Patentanspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da3 die zwaei Bestandteile
des biologischen Tragermaterials mit einer Keratozytsuspension so gemischt werden, daB die
Zellen durch den anschlieBend gebildeten Film assimiliert werden.

Anwendung entsprechend Patentanspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daR dis
Keratozytsuspension nach Dispersion einer frischen, vorgezogenen Zellschicht gewonnen wird.
Anwendung entsprechend Patentanspruch i1 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daBd die
Keratozytsuspension aus einer in flissigem Stickstoff konservierten Zellbank gewonnen wird.
Anwendung des biologischen Tragermaterials entsprechend einem beliebigen, der unter 1 bis 9
aufgefiihrten Patantanspriiche fiir die Riickgewinnung und den Transport der vorher angelegten
Kultur menschlicher Keratozyten fetalen oder aduiten Ursprungs.

Anwendung entsprechend Patentanspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daf die zwei Bestandteile
des biologischen Tragermaterials auf der vorher angelegten Zellschicht in der Kulturschale
miteinander vermischt werden.

Proteinkonzentrat, welches mittels Thrombin zum Gerinnen gebracht wird und dadurch
gekennzeichret, daR es entsprechend einem der unter Punkt 1bis9 aufgefiihrten Patentanspriiche
fur die Herstellung des biologischen Tragermaterials verpackt wird.

Die Erfindung betrifft ein biologisches Trigermaterial fiir Zellkulturen auf der Basis einer geronnenen Mischung eines
Konzentrats aus Plasmaproteinen und Thrombin, seine Anwendung bei der Herstellung von Keratozytkulturen und deren
Transportin Form von rekonstituierten Epidermen sowie deren Anwendung zu therapeutischen Zwecken.

Die im Labor betriebene Rekonstitution lebender, der menschlichen Haut vergleichbarer Haut auf der Grundlage einiger, durch
Biopsie gewonnener Zellen, oder vereinfachter Haut, welche die physiologischen Funktionen normaler Haut gewihrleistet, ist
Gegenstand umfangireicher Studien, denen die Aufgabe zugrunde liegt, infolge einer schweren Krankheit {genetisch bedingt,
etc.) geschidigte vder durch groBflichige Verbrennungen zerstorte Haut zu ersetzen.
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Die Haut ist ein komplexes Organ, welches aus drel iibereinander lagernden Schichten gebildet wird: der Epidermis, die 2u85%
aus Kera‘ozyten besteht, welche die impermeable, den Kdrper gegeniiber der &uBeren Umwelt abschirmende Hornschicht
bilden; der Lederhaut, die von durch hauptséchlich aus Kollagen bestehendem Bindegewebe getrennten Zsllen, einschliellich
Fibrozyton, gebildet wird; die Lederhaut befindet sich iiber der Unterhaut, zu der auch Fett speichernde Zellen gehéren. Die
kiinstliche Rekonstitution eines derart komplexen Organs ist daher sehr problematisch.

Das erste, partiell in vitro rekonstituierte Gewebe war die Lederhaut, wobei dieses Ergebnis durch Bell und seine Mitarbeiter
erzielt wurde (Bell et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 76 - 1979 - 1274).

Durch Hautbiopsien gewonnene Fibroblasten wurden erfolgreich in Kulturen dargestellt, zuerst in monozelluldren Schichten
und nach einer Anzahi von Passagen durch Dispersion dieser Zellen in einem kollagenhaltigen {aus Rattenschwanzsehnen
gewonnenes Kollagen) Kulturmedium, wobei das Kollagen ein Gel bildet und die Darstellung dreidimensionaler Kulturen
arlaubt. In einer solchen Kultur treten die Fibroblasten mit der Koll igenmatrix in Wechselwirkung, steuern diese und lassen sie
wie eine normale Lederhaut kontrahieren. Bei diesem in vitro rek nstituierten Gewebe handelt es sich um ein
JLederhautidquivalent”. Nach einigen Wochen des Wachstums erlauben die mechanischen Eigenschaften des
Lederhautiquivalents, dieses auf einen Patienten baw, einen Verletzter: zu transplantieren. Das Transp.antat wird anscheinend
nicht abgestoBen. Jedoch ist dieses Lederhautidquivalsnt nur ein zeitweiser Schutz, die Schutzfunktion der Haut kann es nicht
wiedar herstellen.

Des weiteren haben Green und seina Mitarbeiter (H. Green et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 76, 1979, 5665) ein Verfahren sowie ein
entsprechendes Kulturmedium entwickelt, wolches die Zucht von Keratozyten iiber einen langeren Zeitraum erméglicht. Bei
diesem Verfahren erfolgt eine Uberimpfung der in Trypsin dispergierten Keratozyten auf eine vorgezogene, hauptsichlich aus
3T3-Zelle. gebildete monozellulédre Fibroblastschicht, die einer letalen Strahlendosis ausyesetzt wurde und als Néhrschicht und
Matrix dient. Die Epidarmisschicht entwickelt sich unter Bildung eines drei bis fiinf Zellen cicken Gewebes sehr schnell; dieses
Gewebe kann bei einem Patiente transplantiert werden und differenziert sich in situ weiter. Patienten mit schweren
Verbrennungen konnten mit diessm Verfahren bereits nachweislich gerettet werdan (G. Gallico etal., New England J. Med., 311,
1984, 448).

Mit Greens Verfahren kann aus einer Biopsie von 2cm? innerhalb von d. &i Wochen ein Quadratmeter Epidermis gewonnen
werden,

Die Riickgewinnung des rekonstituierten Gewebes fiir die Herstellung des Transg'antats ist noch mit einer Reihe technischer
Prableme verbunden. Es ist hierbei erforderlich, die Zellen von der Kulturschale mittels einer Enzymbehandlung zu trennen,
obneihre Verbindung untereinar.der zu zerstéren; bei dissar Operation kann stets eine Schrumpfung der Zellschicht beobachtet
werden, was zum Verlust eines gewissen Prozentsatzes an Transplantatoberflache fithrt. Sobald das rekonstituierte Gewebe
abgetrennt warden ist, muf dieses mit einem rdgermaterial verbunden werden, das den Transport des Gewebes und dessen
Transplantation auf den Patienten erlaubt. Gewdhnlich wird hierzu mit Vaseline behandelter Verbandmull genutzt. Die hier
beschriebsnen Operationen erfordern groRe Priizision und sind sehr zeitaufwsendig.

Es wiire daher von groBem Nutzen, stiinden neuartige biologische Tragermaterialien zur Verfligung, die nach Verpflanzung des
Transplantats vom Patienten schnell genug resorbiert werden konnen und die Handhabung der Zellen vereinfachen wiirden.
AuRerdem miiRten diese Triagermaterialien bzw. deren Bestandteile in ausreichendem Mafe verfiigbar sein, damit deren
industrieméBige Herstellung und Verpackung gewiéhrleistet ist.

Der Armelder hat daher ein biologisches Tragermaterial fiir Zelikulturen auf der Basis einer Mischung, die aus einem
Plasmaproteinkonzentrat, welches mit Thrombin zum Gerinnen gebracht werden kann, und aus der fiir die Auslésung des
Gerinnungsprozesses notwendigen Menge Calciumthrombin besteht, entwickelt.

Die Gerinnung von Plasinaproteinen in Anwesenheit von Thrombin ist hauptsdchlich zuriickzufiihren auf die Bildung eines
polymerisierten Fibrinnetzes, dhnlich wie bei der Bildung eines Blutgerinnsels. Zur Bildung eines Tragermaterials, welches sich
fiir die Herstellung von Zellkulturen eignet, findet die Gerinnung unter Bedingungen, die zur Bildung eines Films fiihren, statt,
d.h. in Petrischalen oder anderen, fiir Zellkulturen geeigneten Schalen.

Das Plasmaproteinkonzentrat wurde vom Anmelder bereits in der Européischen Patentanmeldung 884019613 beschrieben.
Dieses Konzentrat wird durch Ausfillung frischen Plasmas in zwei aufeinanderfolgenden Behandlungsschritien mittels einer
zehnprozentigen Ethanollésung bei einer Temperatur von 4°C gewonnen. Das Konzentrat enthilt iiber 90% Fibrinogen und pro
Gramm Protein mindestens 0,1 IE Faktor Xll sowie 0,03 bis 0,1 Gramm Fibronektin. Das Konzentrat wird abgepackt und
gefriergetrocknet, um es bis zu seiner Anwendung zu konservieren.

Die Erfindung betrifft also aucn das Proteinkonzentrat, welches mit Thrombin zum Gerinnen gebracht, speziell fir die Herstellung
des biclogischen Trigermaterials fiir Zellkulturen abgepackt wird.

Soll das Konzentrat zur Anwendung kommaen, dann wird es in einer waBrigen Kochsalzlésung oder in einer einen polyvalenten
Proteasenhemmstoff enthaltenden Losung, vorzugsweise Aprotinin, bei einer Konzentration von 3000 KIE/ml
wiederaufgelost.

Zur AuslBsung des Gerinnungsprozesses, d. h. zur Bildung des als Tragermaterial fir die Zellen fungierenden Films, wird
Thrombin mit oder ohne Zusatz von Calcium zugsfiigt. Wihrend des Gerinnungsprozesses wird Fibrinogen unter Einwirkung
von Thrombin in Fibrin umgewandelt und erfolgt die Polymerisation von monomerischem Fibrin mit Fibronektin unter
Einwirkung von durch Ca**-lonen aktiviertem Fuktor XII.

Um entsprechend der Erfindung die Trigerschicht zu bilden, ist— insbesandere bei Zellkulturen - eine Thrombinkonzentration
von vorzugsweise etwa 101E/ml {eine weitaus geringere Konzentration als die zur Erzielung einer anderen Konsistenz, wie dies
bei biologischen Leimen der Fal! ist—- Patent Nr.884019613, siehe oben - einzustellen.

Entsprechend unterschiedlichen Varianten der Erfindung ist es méglich, dem Trédgermaterial verschiedene speziell fiir die
Forderung der Zellvermehrung in vitro oder in situ gestaltete und damit die Wurcheilung nach erfolgter Transplantation
férdernde Substar.zen zuzusetzen.

Das Trigermaterial kann somit ein die Zellvermehrung férderndes Additiv wie 2um Beispiel einen Wachstumsfaktor,
insbesondere EGF {epidermaler Wachstumsfaktor), enthalten,

Die Heilung férdernde oder antibioti. che Préparate kénnen auch hinzugefiigt werden.
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Das entsprechend der Erfindung hergestellte Trigermaterial ist besonders fir die Herstallung von menschlichen
Keratozytkulturen gesignet. Bei diesen Zellen kann es sich entweder um Primérkulturen, die aus von einem Patienten
entnommenen Hautbiopsin, die ein bis vier Passagen in Verdiinnung ¥1s bis Y20 durchlaufen haben, gewonnen wurden, oderum
in flissigem Sticks' off konservierte Zellbanken handeln.

Diese in einsr konfluenten Schicht hergestellten Keratozyten werden erfindungsgema® mit Trypsin behandelt und in einem
geeigneten Kulturmedium zum Zeitpunkt der Impfung auf das Triigermaterial in Suspension substituiert.

Die Anwendung das biologischen Trigermaterials kann entsprechend der Erfindung auf drei verschiedene Arten modifiziert
werden. Entsprechend einer ersten Anwendungsart wird das biologische Trégermaterial in Form eines Films durch Mischung
seiner zwei Bestandtsile in einer Kulturschale hergestellt; in einem geeigneten Kulturmedium wird eine Keratozytsuspension auf
diesen Film geimpft. Wenn die Keratozytkultur zusammengeflossen ist bzw. am ZusammenflieBen ist, bildet diese ein
Substitutionsgewebe, das als Transplantat direkt riickgewonnen und mit einer Pinzette aus der Schale entnomman und in
diesem Zustand auf den Patienten transplantiert werden kann, ohne daB ein zeitweiliges Tragermaterial wie 2.B. Mull notwendig
wiire. Dies ermdglicht eine betréchtliche Einsparung an Arbeitszeit sowie eine 100prozentige Ausnutzung des
Transplantationsgewebes.

Entsprechend eines weiteren erfindungsgemaRen Verfahrens zur Anwendung des Tragermaterials werden die zwei Bestandteile
des Tragermaterials mit der Keratozytsuspension dergestalt gemischt, dad die Zellen fest im sich bildenden Film verankert sind.
Hierbei kdnnen die zwei Bastandteile mit der Zellsuspension in einer Kulturschale gemischt und dann als Transplantat analog
2um oben beschriebenen Verfahren angewendet werden; die Mischung kann auch direkt auf der zur Transplantation
vorbereiteten Wunde des Patienten erfolgen, d.h. durch Aufspriihen des biologischen Trdgermaterials und der Zellen mit Hilfe
eines Tréigergases (Stickstoff) bei einem Druck von 2 bis 2,5 bar.

Bei einem weiteren Verfahren der erfindungsgemiRen Anwendung des Trigermaterials werden die zwei Bestandteile auf einer
Zellschicht aus Keratozyten, die vorher in einer Kulturschale angelegt wurde, dergestalt gemischt, daR die Zellen mit dem
gebildsten Film bedeckt sind und somit abgetrennt und zur Anwendung als Transplantat transportiert werden kénnen.

Die Erfindung soll nachstehend anhand folgender Beispiele, die jedoch deren Anwendungsbereich nicht begrenzen, erldutert
werden.

Beisplel 1

Herstellung des biologischen Trgermaterials fir Zellkulturen

Ein biologisches Tragermaterial fiir Zellkulturen wird durch Mischung eines Konzentrats aus gerinnungsfihigen
Plasmaproteinen und der zur Auslésung des Gerinnungsprozesses notwendigen Menge Thrombin hergestelit.

A. Herstellung des Plasmaproteinkonzentrats

Die Herstellung des Proteinkonzentrats wurde vom Anmelder bereits in der Europaischen Patentanmeldur g Nr.884019613
beschrieben. Das Verfahren 148t sich wie folgt zusammenfassen: Nicht durch Kaltebehandlung ausgefélites menschliches
Plasma kommtzur Anwendung; dieses Plasma wird jeweils zweimal hintereinander in zehnprozentigar Ethanolldsung bei einem
pH-Wert von 7,2 und einer Temperatur von 4°C ausgefllt. Zwischen zwaei aufeinanderfolgenden Fillungen wird das Produkt
einer Virusinaktivierungsbehandlung unterzogen. Das vom Ubersta_nd durch Zentrifugieren getrennte Fallprodukt wird bei 4°C
in Ethanol gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das Féllprodukt wird in Suspension in einem Tris(Citrat)Puffermedium bei
ainer Proteinkonzentration von etwa 35g/1 substituiert, Lysin wird zugefiigt bei einer Endkonzentration von 0,1 bis 0,2¢ pio
Gramm Protein. Nach Diafiltration zur Abtrennung des Ethanols und des Citrats und zur Einstellung der lonenkraft wird das
Konzentrat in Flaschen verpackt und gefriergetrocknet.

Dieses Proteinkonzentrat enthilt pro Gramm Protein mindestens 0,9g Fibrinogen, 0,03 bis 0,06g Fibronektin und 0,15 bis 0,30 |E
Faktor XIl.

B. Herstellung des Trigermaterials fiir Zellkulturen

Das oben beschriebene Proteinkonzentrat wird in Suspension in wiBriger Ldsung mit oder ohne Aprotinin bei einer
Konzentration von 3000KIE/ml (Kallikreininhibitoreinheiten/ml} substituiert.

Diese Lisung wird mit einer gleichen Menge Calciumthrombin einer Konzentration von 10 IE/ml gemischt,

Eine Petrischale mit einem Durchmesser von 10cm wird mit 2ml Proteinsuspension und 2ml Thrombin gefillt, wobei beide
Lésungen gleichzeitig mittels zweier durch Mischkopplungen miteinander verbundener Spritzen injiziert werden. Die Petrischale
wird geschiittelt, um eine gleichméRige Verteilung zu erzielen, danach wird die Mixtur fir 15 bis 20 Minuten ruhig gestellt. Sie
bildet dann einen Film, der die Schale bedeckt.

Bei den Kulturschalen handelt es sich um ,unbehandelte, fiir Zellkulturen geeignete Schalen”, womit gesichert wird, daB das
Trisgermaterial nicht permanent a f der Schale haften bleibt, sondern sich leicht wieder ablésen 1d8t.

Der Film wird dann mit Zellkulturmedium bedeckt. Dieses Medium wird mehrmalig erneuert, bis sich der osmotische Druck des
Filmes auf ein fiir die Zellen physiologisch vertragliches MaB, d.h. zwischen 260 und 340mOSM (Milliosmol), stabilisiert hat.
Es ist auch méglich, das rekonstituierte Proteinkonzentrat vor seiner Mischung mit Thrombin zu dialysieren.

Beisplel 2

Darstellung elner Keratozytkultur auf dem blologischen Tragermaterial

Hierbei kommen nach Greens klassischem Verfahren hergestellte Keratozytprimérkulturen aus Hautbiopsien, die der Haut eines
Patienten (oder eines Embryo zur Bildung fetaler Zellbanken) entnommen wurden, zur Anwendung. Diese Primarkulturen
kdnnen vier bis fiinf Passagen in /10-Lésung durchlaufen.

Eine Schicht konfluenter Keratozyten wird mit Trypsin behandelt, in Kulturmedium in Suspension substituiertundin Y1o-Lésung
auf einer mit einem Film des biologischen Tragermatarials bedeckte Petrischale geimpft, wie dies in Beispie!l 1 beschrieben
wurde.

Nach wenigen Stunden haften die Zellen auf dem Tragermaterial, wo sie sich normal vermehren, bis sie ein Stiick konfluenter,
eine Schichtdicke von drei bis vier Zellen aufweisender Epidermis bilden.
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Dieses auf dem Tréigermaterial haftende Fragment rekonstitulerter Epidermis kann der Kulturschale mittels Pinzette entnommen
und in diesem Zustand auf die zum Empfang des Transplantats vorbereitete Wunde appliziert werden.

Da die Zellen auf dem Trigermaterial haftan, muB die rekonstituierte Epidermis nicht auf einem anderen Tragermaterial, z.B. mit
Vaseline behandeltem Mull, befestigt werden, wie das bei Zellkulturen anderer Art der Fall ist. Dies erlaubt es, Arbeitszeitin
betrichtlichem MaBe einzusparen, da hierbei 40 Packungen anstelle der mit konventionellen Verfahren méglichen vier
Packungen pro Stunde bearbeitet werden kénnen.

AuRerdem ist dieses Trigermaterial gut zu handhaben und zieht sich bei der Abtrennung nicht zusammen, so daB 100% der
Oberfliche der Zellkulturschicht tatsachlich genutzt werden kénnen.

Belspiel 3

Riickgewinnung elner vorher angelegten Zellschicht mittels des blologischen Tragermaterials

Keratozyten werden entsprechend des herkdmmlichen Verfahrens nach Green in einer Petrischale mit einer Schicht
Fibroblasten, die einer letalen Strahlendosis ausgesetzt wurden, geimpft.

Wenn die Keratozytenlage am ZusammenflieBen ist und eine Schichtdicke von mehreren Zellen erreicht hat, wird das
Kulturmedium entfernt, man 1Rt eine EDTA-Lasung fiir 1 Stunde 30 Minuten einwirken, danach wird zweimal mit
phosphatgepufferter Kochsalzlosung gewaschen. Das biologische Trigermaterial wird daraufhin direkt in die Zellschicht
entsprechend dem in Beispiel 2 beschriebenen Verfahren gegeben.

Wenn sich der Film auf den Zellen gebiidet hat, kann er mittels Pinzette abgenommen und wie im vorhergehenden Beispisl als
Transplantat angewendet werden.

Belspiel 4

Einbau der Zellen in das biologische Tragermaterial

Jeweils eine Spritze mit Proteinlésung und eine Spritze mit die Keratozyten in Suspension enthaltendem Thrombin werden
vorbereitet, Die Keratozyten kénnen einer frischen, mit Trypsin behandelten Kultur oder einer in fliissigem Stickstoff
konservierten Zellbank entnommen werden.

Die 2wei Spritzen sind durch eine Mischkopplung miteinander verbunden, das die Zellen enthaitende Trigermaterial wird auf die
Petrischale gespriiht (oder auf die das Transplantat zu empfangende Wunde), dadurch vetbleiben die Zellen wihrend der
Gerinnung im Film. Das Aufsprithen kann unter Verwendung eines Tragergases {Stickstoff bei einem Druck von 2 bis 2,5 bar)
erfolgen.

Der Spriihvorgang fiihrt zu keiner Denaturierung der Zellen; es zeigt sich, daf sich die Zellschichtin Kultur in vitro neu bildet. Die
Zellen wiirden sich also normal bzw. nahezu normal vermehren, wenn die Mixtur in einer sehr diinnen Schicht direkt auf die
Wunde aufgespriiht wird.
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