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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit Wundheilung und insbesondere mit der Verwendung
von Collagen enthaltenden Membranen bei der gelenkten Geweberegeneration (Guided Tissue Regeneration;
GTR).

[0002] In jeder Situation, in der Wundheilung wiinschenswert ist, wie nach Operationen, insbesondere in der
Mund- und Zahnchirurgie, hat sich gezeigt, dass es schwierig ist Bedingungen zu schaffen, unter denen das
Einwachsen anderen Gewebes in den Bereich der Wundheilung verhindert wird. Daher ist es beispielsweise
wiinschenswert, dass dort, wo ein substanzieller Teil einer Zahnwurzel auf Grund von Faule oder Krankheit
entfernt wurde, eine Regeneration des gesunden Knochens stattfindet um das entfernte Knochengewebe zu
ersetzen. Allerdings hat sich gezeigt, dass der bei der Entfernung des Knochens zurlickbleibende Holraum
schnell mit Bindegewebe geflllt wird, und dass dieses Einwachsen von Bindegewebe eine Regeneration des
Knochens effektiv unterbindet.

[0003] Um diese Schwierigkeiten zu Giberwinden, wurde eine Technik entwickelt, die als ,Guided Tissue Re-
generation" (GTR) bekannt ist. Bei dieser Methode wird eine Membran chirurgisch um die Peripherie der
Wundhdhle herum aufgebracht. Die Membran ver- oder behindert das Eidringen unerwinschter Zelltypen und
erlaubt daher den gewilinschten Zellen in der Wundhdhle zu wachsen und so die Wunde zu heilen.

[0004] Zwei Membrantypen werden derzeit bei der GTR verwendet:
1) Synthetische, nichtresorbierbare PTFE Membranen, wie beispielsweise Goretex (trade mark); und
2) Synthetische resorbierbare Membranen, welche aus Glycoiden oder Lactidcopolymeren bestehen.

[0005] Allerdings haben diese beiden Membrantypen erhebliche Nachteile. Die PTFE Membran, auch wenn
sie geeignete Eigenschaften beziiglich Porositat, Starke und Flexibilitat aufweist, verbleibt als nichtresorbier-
bar und folglich ist eine zweite Operation notwendig um die Membran zu entfernen. Die Notwendigkeit einer
weiteren Operation mag fur den Patienten traumatisch sein und kann zudem zu einer Beschadigung des neuen
Gewebes fuhren, was die Behandlungsdauer verlangert.

[0006] Der zweite Membrantyp ist ein Gewebe aus Glycoiden und Lactidcopolymerfasern. Wahrend diese
Membran resorbierbar ist, fihren die Abbauprodukte zu einer Reizung, und diese Reizung kann unvorherseh-
bare Folgen fiir den Patienten haben.

[0007] Beide nach Stand der Technik bekannten Membranen fungieren als Filter. Sie erlauben den Durchtritt
von Flussigkeiten und stellen eine Barriere fir Zellen dar. Allerdings ist die Membranoberflache nicht ,zell-
freundlich", d.h. sie stabilisiert keine Blutgerinnsel und unterstitzt das Zellwachstum nicht. Folglich schafft kei-
ne dieser, nach dem Stand der Technik bekannten Membranen optimale Bedingungen fur Zellwachstum und
Wundheilung.

[0008] Bei Menschen und Tieren bestehen bestimmte Membranen, die wichtige Organe umgeben und ver-
schiedene Gewebe und Zellen trennen, aus Collagen. Beispiele solcher Membranen umfassen das Bauchfell
und Placentamembranen auf der Makroskala und Basalmembranen auf der Mikroskala.

[0009] Collagenprodukte finden heute in der Medizin breite Anwendung. Eine Vielzahl von Collagenmateria-
lien ist verfiigbar, darunter I6sliches Collagen, Collagenfasern, -schwamme, -membranen und Knochenimplan-
tate, was einen vielseitigen Einsatz dieses Materials erlaubt, beispielsweise von Collagenfasern und -tupfern
zur Blutstillung, Collagenmembranen zur Bedeckung von oder zur Implantation in Wunden und Injektionen von
I6slichem Collagen in der plastischen Chirurgie.

[0010] Verschiedene kiinstliche, Collagen enthaltende Membranen wurden im Stand der Technik beschrieben
und fur das Verbinden oder Abdecken von Wunden vorgeschlagen. So wird in WO-A-8808305 (The Regents
of The University of California) eine Komposit-Ersatzhaut beschrieben, welche aus einer Lage menschlicher
Hautzellen zusammen mit einer Lage biosynthetischer Membran, die aus Collagen oder Mucopolysachariden
bestehen kann, zusammengesetzt ist. Allerdings hat der Collagen/Mucopolysaccharid-Anteil Gberall eine ein-
heitliche Oberflachenbeschaffenheit und besitzt nicht die Eigenschaften der Membran, die hier fir die GTR vor-
geschlagen wird. Weiterhin sind solche Membranen hochgradig immunreaktiv und kdnnen nur beim Spender
der Zellen eingesetzt werden. Eine weitere kiinstliche Collagen enthaltende Membran wird in DE-A-26 31 909
(Massachusetts Institute of Technologie) beschrieben. Diese Membran besteht aus mindestens zwei Schichten
wobei die erste Schicht eine Kombination aus Kollagen und Mucopolysacchariden ist und die zweite Schicht

2/9



DE 69534 713 T2 2006.07.06

aus einem kunstlichen Polymer, wie etwa einem Polyacrylat, besteht. Allerdings ist diese Membran vollstandig
nichtresorbierbar, da die Collagenschicht intern so dicht quervernetzt ist, dass keine Resorption stattfinden
kann.

[0011] EP-A-0 331 786 (Chemokol Gesellschaft zur Entwicklung von Kollagenprodukten) beschreibt ein Ver-
fahren zur Herstellung von Collagenmembranen fiir die Blutstillung, als Verbandsmaterial und als implantier-
bares Material. Diese Membranen wurden entwickelt um mit einer schnell quellenden Oberflache und einer lo-
ckeren, schwammahnlichen Struktur ein Stoppen von Blutungen in Situationen zu ermdéglichen, in denen Blut
unter Druck austritt.

[0012] DE-A-36 07 075 (American Hospital Supply Corp.) betrifft eine Methode zur Behandlung von Knochen-
brichen, bei der bioprosthetisches Gewebe rund um den Bruch auf die Knochenoberflache aufgebracht wird
um die Bildung von fibrdsen Adhasionen zwischen dem heilenden Knochen und dem umliegenden Koérperge-
webe zu unterbinden. Bei dem bioprosthetische Gewebe kann es sich um eine Collagenmembran handeln, die
gegeniberliegende glatte und faserige Seiten besitzt. In diesen Ausfiihrungsbeispielen kann die faserige Seite
zur Knochenoberflache hin positioniert werden, um eine bessere Verankerung zu gewahrleisten; die glatte Sei-
te stellt dann eine vorteilhaft schmierende Oberflache zur Verfigung. Das bioprosthetische Gewebe nimmt
nicht am Heilungsprozess teil, der zwischen den Bruchstellen unter der Knochenoberflache ablauft, und wird
vorzugsweise behandelt, um ihn im Wesentlichen gegen Verkalkung resistent zu machen, d.h. um das Ein-
wachsen von Knochengewebe in das bioprostethische Gewebe zu verhindern.

[0013] WO-A-9013302 (Brigham and Women's Hospital) offenbart resorbierbares Material zur Verwendung
in der GTR, welches Collagenmembranen beinhaltet, welche eine oder mehrere biologisch aktive Substanzen,
wie Arzneimittel, Hormone, Wachstumsfaktoren, Peptide oder Proteine enthalten.

[0014] WO-A-9302718 (Coletica) offenbart langsam bioresorbierbare, Glycosaminoglycan enthaltende, quer-
vernetzte Collagenmembranen zur Verwendung in der GTR.

[0015] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Erkenntnis, dass Collagenmembranen, die direkt von natur-
lich vorkommenden Membranen abgeleitet sind und welche so weit wie moglich ihre natirliche Collagenstruk-
tur beibehalten, Membranen bilden, welche ideale Eigenschaften fiir die GTR aufweisen.

[0016] Entsprechend stellt die Erfindung eine physiologisch vertragliche und resorbierbare Collagenmembran
zur Verfugung, die durch Reinigung einer nattrlichen Collagenmembran gewonnen wird, sodass sie im We-
sentlichen ihre natlrliche Collagenstruktur beibehalt, und die gegenlberliegende faserige und glatte Seiten
hat, zur Herstellung eines GTR-Implantats zur Einbringung in den menschlichen oder tierischen Kérper derart,
dass die besagte faserige Seite zu jenem Gebiet des besagten Korpers gerichtet ist, in welchem Gewebehei-
lung notwendig ist, und dass Zellwachstum darauf mdéglich ist, und dass die besagte, gegenilberliegende, glat-
te Seite Zellanlagerung darauf verhindert und als Barriere fungiert, welche den Durchtritt von Zellen durch die
Membran verhindert.

[0017] Die beiden gegentiberliegenden Seiten oder Oberflachen der Membran haben unterschiedliche Ober-
flachenbeschaffenheiten, welche das Zellwachstum in unterschiedlicher Weise beeinflussen. So fungiert die
glatte Seite als Barriere oder als Filter, um das Einwachsen von Zellen zu behindern, und verhindert die Be-
siedlung der, von der Membran durch physikalische Trennung erzeugten, H6hlung durch unerwiinschte Zellen.
Im Gegensatz dazu verhindert die faserige Seite der Membran die Bildung von Blutgerinnseln und unterstutzt
das Zellwachstum durch Bereitstellung eines geeigneten Tragers fiir die neuen Zellen. Aus diesem Grund soll-
te die Membran so eingefuhrt werden, dass die glatte Seite nach auf3en weist und die faserige Seite zu den
Zellen weist, an denen eine Neubildung gewiinscht ist.

[0018] Da die Membran, welche in der vorliegenden Erfindung verwendet wird, aus einer natirlichen Quelle
stammt ist sie im Kérper vollstéandig resorbierbar und bildet keine giftigen Abbauprodukte.

[0019] Weiterhin besitzt die Membran sowohl im nassen als auch im trockenen Zustand eine Rissfestigkeit
und eine Widerstandskraft gegentiber der Ausbreitung von Rissen, vergleichbar mit der von Textilien. Die
Membran kann daher, falls notwendig, chirurgisch gedehnt werden. Das Membranmaterial ist stark hydrophil
und zeigt im nassen Zustand eine gute Haftfahigkeit, was es erlaubt, mehrere Lagen Ubereinander zu stapeln.
In feuchtem Zustand ist das Material sehr elastisch und erlaubt es so, ungewdéhnlich geformte oder unebene
Wunden angemessen zu bedecken.
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[0020] Naturliche Collagenquellen umfassen Teile von Tierhauten mit einer vernarbten Seite, Sehnen, ver-
schiedene Tiermembranen etc. Eine bevorzugte Membranquelle ist die natirlich vorkommende Bauchfell-
membran, insbesondere von Kélbern und Ferkeln. Bauchfellmembranen von jungen Schweinen im Alter von
6-8 Wochen (Gewicht 60-80 kg) sind besonders bevorzugt.

[0021] Das physiologisch vertragliche Membranmaterial zur Verwendung im Sinne der vorliegenden Erfin-
dung sollte bevorzugt aus reinem, natirlichem (d.h. nicht denaturiertem), unléslichen Collagen bestehen. Al-
lerdings kommt Collagen im Tierkdrper vergesellschaftet mit einer Anzahl von Substanzen vor, welche unvor-
hersagbare chemische, physikalische und/oder physiologische Eigenschaften besitzen. Folglich muss das
Collagen durch einen Aufreinigungsprozess von diesen Substanzen befreit werden. Da die Natur dieser Sub-
stanzen stark variiert, ist eine enzymatische Aufreinigung nahezu unmaéglich. Daher ist eine chemische Aufrei-
nigung zu bevorzugen, wobei darauf zu achten ist, jede Veranderung der chemischen Struktur des Collagens
zu vermeiden und so seine urspriinglichen, natirlichen Eigenschaften beizubehalten.

[0022] Gemal der bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung wird die benétigte physiolo-
gisch vertragliche Membran hergestellt, indem eine Saugetier-Collagenmembran, welche eine glatte und eine
faserige Oberflache besitzt, mit Alkali behandelt wird, um Fette zu verseifen und alkaliempfindliche Substanzen
zu entfernen, und dann angesduert wird um saureempfindliche Substanzen zu entfernen, gefolgt von Wa-
schen, Trocknen, Entfetten und auf Wunsch Quervernetzung.

[0023] Wahrend der Aufreinigung finden die folgenden Veranderungen statt:
— nicht-collagene Proteine werden entfernt
— Glycosaminoglycane und Proteoglycane werden geldst und entfernt
— die Fette werden teilweise verseift und vollstandig entfernt.

[0024] Wahrend dieser Behandlung kénnen zudem die folgenden unerwiinschten Veranderungen auftreten:
— Hydrolyse der Amid-Gruppen von Asparagin und Glutamin
— eine Verschiebung des isoelektrischen Punkts
— Spaltung von quervernetzenden Bindungen
— Transamidierung unter Bildung von Isopeptiden
— Racemisierung von Aminosauren
— Spaltung von Peptid-Bindungen.

[0025] Die Menge von Amidstickstoff in der Membran dient als Indikator fir diese Veranderungen. Beispiels-
weise hat sich gezeigt, dass bei einer Halbierung der Amidstickstoff-Gehalts (d.h. von 0,7 mmol/g auf 0,35
mmol/g) mehr als 95% des Collagens weiterhin in seinem urspriinglichen Zustand vorliegt. Grundlage dieser
Messung ist die Hydrolyse von Amid-Gruppen der Aminosauren Asparagin und Glutamin:

I |
NH NH

! !
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! , i
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[0026] Der Reinheitsgrad des Collagens kann durch Aminosaureanalyse bestimmt werden. Collagen wird zu
Aminosauren hydrolysiert, was bedeutet, dass diese Analyse reines Collagen und die Entfernung von
nicht-collagenen Proteinen nachweist, nicht aber die Denaturierung von Collagen.

[0027] Zusammen mit der Aminosaureanalyse des Collagens kann auch der Gehalt an Glycosamin und Pro-
teoglycan bestimmt werden. Diese Verunreinigungen werden hydrolysiert, und der monomere Glycosamin-
und Hexosamingehalt der Membran wird chromatographisch bestimmt. Es wurde festgestellt, dass die Menge
Glycosamin und Galactosamin nach der Aufreinigung ein Molekul pro 10 000 Molekile Aminosduren betragt.

[0028] Bei einer Methode der Membranherstellung werden die Rohmaterialien zunachst mit Alkali behandelt.
In diesem Schritt werden NaOH-Ldsungen in einem Konzentrazionsbereich von 0,2—4 Gew.-% verwendet. Die
Fette werden verseift, und alle begleitenden alkaliempfindlichen Proteine, zusammen mit allen anderen alkali-
empfindlichen Substanzen, wie beispielsweise Glycosaminooglycanen, Proteoglycanen etc., werden entfernt.
Dieser Prozess wird durch Bestimmung des Amidstickstoffs kontrolliert. Am Ende der Alkalibehandlung sollte
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der Amidstickstoffgehalt zwischen 0,3 und 0,5 mmol/g betragen.

[0029] Der zweite Schritt besteht in der Behandlung mit einer anorganischen Saure, Ublicherweise HCI. Sau-
reempfindliche Verunreinigungen werden entfernt, die Fasern schwellen stark an, und auf diese Weise wird die
Faserstruktur gelockert. Das Ansauern wird fortgesetzt, bis das Material gleichmafig angesauert ist.

[0030] Dannach wird das Material gewaschen. Es hat sich als sinnvoll erwiesen, das Material zu waschen,
bis der pH-Wert sich von 0,5-1,5 (wahrend des Ansauerns mit HCI) auf 2,5-3,5 erh6ht hat. Es wird vorzugs-
weise mit destilliertem Wasser gewaschen.

[0031] Das aufgequollene Material kann nun gespalten werden um eine einheitliche Dicke zu erreichen. Wei-
tere Schritte umfassen ein Verfahren zum Abquellen, Neutralisieren und griindlichen Waschen des Materials.
Hierzu wird das Material zunachst mit einer sauren (pH 2,8-3,5) Kochsalzlésung (Konzentration 5-10 Gew.-%)
behandelt. Das Material ist nun vollstéandig abgequollen. Es wird dann mit einem Uberschuss leicht alkalischen,
destillierten Wassers versetzt, bis das Material einen pH-Wert von 5,8-6,5 erreicht. Das Material wird dann
grundlich mit destilliertem Wasser (pH 6,0) gewaschen. Damit ist die erste Phase der Herstellung, namlich die
Reinigung, beendet. Diese wird vom Trocknen und Entfetten gefolgt.

[0032] Das Material wird durch wiederholtes Waschen mit Aceton getrocknet. Dies verursacht ein Schrump-
fen der Collagenfasern, und als Ergebnis bleibt eine offene Struktur zuriick. Das Entfetten wird mit n-Hexan
durchgefiihrt. Hierbei werden die letzen Spuren hydrophober Substanzen aus dem Material entfernt.

[0033] Die Dicke der trockenen Membran zur Verwendung in der GTR gemaf der vorliegenden Erfindung
sollte idealerweise zwischen 0,1 und 1,0 mm liegen, kann aber durch Quellen des Materials beeinflusst wer-
den.

[0034] Die Membran muss daher gespalten oder geschnitten werden um die erforderliche Dicke zu erhalten,
vorausgesetzt, dass die zweiseitige Textur der Membran erhalten bleibt.

[0035] Die Membran kann weiterbehandelt werden, um ihre Eigenschaften einem bestimmten Wundtyp an-
zupassen. So kann das Collagen der Membran quervernetzt werden, um die Membran zu stabilisieren und den
Grad der Absorption durch den Kdrper zu verringern.

[0036] Alle bisher bekannten Quervernetzungsreagentien, die flir medizinische Produkte Verwendung finden,
kénnen fir die Membranen eingesetzt werden (z.B. Formaldehyd, Glutardialdehyd, Hexamethylendiisocyanat,
Dicyclohexylcarbodiimid etc.) Eine physikalische Quervernetzung kann durch Warmebehandlung erreicht wer-
den. In diesem Fall ist der Quervernetzungseffekt allerdings geringer, aber fir die meisten Anwendungen den-
noch ausreichend. Das Collagen der Membran wird durch Erhitzen auf 100-120°C (fir 30 min-5 h) in geeig-
neter Weise physikalisch quervernetzt, wobei die Abbauzeit verlangert wird.

[0037] Sinnvollerweise wird der Quervernetzungsgrad so gewahlt, dass der Abbaugrad der Membran mit dem
Wachstum neuen Gewebes und der Wundheilung korreliert. Beispielsweise bendtigen Knochenzellen unge-
fahr 6 Wochen um eine Zahnhohle zu fiillen, und daher ist eine Membran, welche innerhalb von 8-12 Wochen
absorbiert wird, geeignet, um diesen Wundtyp zu bedecken. Selbstverstandlich sollte die Membran nicht stark
quervernetzt sein, da die Absorptionsrate ansonsten zu gering wahre und die Membran im Extremfall nicht ab-
sorbiert wiirde.

[0038] Eine andere Modifikation, welche auf die Membran angewandt werden kann, besteht darin, die fase-
rige Seite mit einem Glycosaminoglycan (GAG), wie z.B. Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat
oder Keratansulfat zu liberziehen oder zu beschichten.

— Glycosaminoglycane, wie Hyaluronsaure, sind wichtig als Regulatormolekile, welche die Gewebestruktur

beeinflussen. Sie haben einen glinstigen Einfluss auf:

— das Eindringen von Zellen

— den Auf- und Abbau der Fibrinmatrix

— das Quellen der Matrix

— Phagozytose

— Gefalineubildung

[0039] Kurz nach einer Verletzung steigt der Gehalt an GAG in einer Wunde. Hyaluronsaure und dazugeho-
rige GAGs verbinden sich zu Fibrin und bilden eine dreidimensionale Matrix (Gerinnsel), welche mit der Fibrin-
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matrix verwoben ist. Die urspriingliche Fibrinmatrix wird dabei deformiert, quillt und wird pordser. Dies bedingt
ein leichteres und schnelleres Eindringen von Zellen in die Matrix und Austreten von Zellen aus der Matrix.

[0040] Hyaluronsaure und Fibrinogen reagieren spezifisch miteinander, selbst wenn sich eines der Molekile
im Festkorperzustand befindet.

[0041] Im Entziindungszustand der Verletzung stimuliert Hyaluronsaure die Funktion der Granulozyten, ver-
andert die Oberflachenbeschaffenheit von polymorphkernigen Leukozyten und reguliert die Phagozytoseakti-
vitat der Zellen.

[0042] Wahrend der Umwandlung und des Abbaus der Hyaluronsaure-Fibrin-Matrix werden kleinere Frag-
mente der Hyaluronsaure produziert. Kleine Fragmente der Hyaluronsaure stimulieren die Bildung neuer Blut-
gefalie.

[0043] Zudem hindern GAGs, wie Hyaluronsaure, Collagen daran, eine Immunreaktion im Wirtstier auszul6-
sen. Um dies zu erreichen, muss das Collagen mit mindestens 1 Gew.-% GAG-Saure zur Reaktion gebracht
werden.

[0044] GAGs sind Trager von strukturell und biologisch aktiven Proteinen. Es wurde festgestellt, dass
GAG-Proteinkomplexe eine wichtige Rolle bei der narbenfreien Wundheilung im Fétus spielen.

[0045] Aus diesem Grund fiihrt eine Impragnierung der Collagenmembran mit GAGs, wie Hyaluronsaure, zu
einer verbesserten Gewebeneubildung in einer Wunde oder Knochenverletzung.

[0046] Vorzugsweise nimmt die GAG-Konzentration durch die Dicke der Membran zu, mit der héchsten Kon-
zentration auf der faserigen Seite der Membran.

[0047] Das GAG-Material kann in Form eines Gels in die Membran eingefiihrt werden, welches auf der fase-
rigen Seite der Membran aufgebracht wird und dann trocknet. Diese Herangehensweise fuhrt zu einem abneh-
menden Konzentrationsgradienten in die Membran hinein, wahrend das GAG die Membran jedoch nicht voll-
standig durchdringt.

[0048] Auch wenn wir uns nicht durch theoretische Uberlegungen einschréanken lassen wollen, so wird doch
angenommen, dass die Ketten der GAGs mit hohem Molekulargewicht neue Zellen an die Membranoberflache
dirigieren, wo sie unterstiitzend fir das Zellwachstum wirken kénnen.

[0049] Es ist deshalb besonders vorteilhaft, dass die faserige Seite der Membran die Form einer Komposit-
matrix aufweist, welche GAGs enthalt.

[0050] Hyaluronsaure und andere GAGs kommen nattirlich im Kérper vor, wobei die Haut 19 Gew.-% und das
Bauchfell 13 Gew.-% Hyaluronsaure enthalt. Als naturlich vorkommende Substanzen verursachen GAGs keine
Probleme beziglich Toxizitat oder Resorption, sondern es wird sogar angenommen, dass als nattrliche Nahr-
stoffe fur die Zellen zu fungieren.

[0051] Hyaluronsaure und andere GAGs werden industriell hergestellt und stehen daher in kommerziellen
Mengen zur Verfigung.

[0052] ZweckmaRig enthalten Membranen zum Einsatz gemaR der vorliegenden Erfindung 0,1-30,0 Gew.-%
GAG, z.B. Hyaluronséure, vorteilhafterweise 2-10 Gew.-%.

[0053] Falls notwendig kdnnen andere Pharmazeutika, wie Antibiotika (z.B. Tetracycline), Chemotherapeuti-
ka (z.B. Taurolidin) und andere Medikamente, ebenfalls in die Membranen eingebettet werden.

[0054] Besonders nitzlich ist die Anwendung von Membranen in der GTR entsprechend der Erfindung nach
der Orofacial- oder Zahnchirurgie. Hier ist oft Knochenheilung notwendig, beispielsweise nach der teilweisen
Entfernung einer Zahnwurzel oder eines Kieferteils. Der enge Mundraum macht chirurgische Eingriffe schwie-
rig, und deshalb ist ein ungiftiges, vollresorbierbares Implantat fir die GTR von grof3em Vorteil. Zudem ist die
Natur der Membran besonders geeignet, das Wachstum von Knochenzellen zu férdern.

[0055] Fig. 1 zeigt eine Membran gemaR der vorliegenden Erfindung im Gebrauch bei der Knochenheilung
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eines Zahns (1), welcher um die Wurzel (2) herum viel Knochengewebe verloren hat, was zu einer H6hlung (3)
fuhrt, welche normalerweise mit dem gesunden Zahn gefiillt ist. Der Zahn (2) ragt durch eine Schicht von Bin-
degewebe oder Zahnfleisch (4) in einen Zahnsockel (5). Um das Einwachsen von Bindegewebe (4) in die Hoh-
lung (3) zu verhindern wurde eine Membranhitille (6) rund um den duersten Rand der Wunde platziert. Die
Membran (6) erstreckt sich rund um die gesamte Wundhohle (3). Die Membran hat eine glatte Seite (7) welche
von der Wundhdhle (3) weg weist, und eine faserige Seite (8) welche zur Wundhohle (3) hin weist. Die faserige
Seite (8) stellt eine Hilfsflache fir neues Zellwachstum, welches von der Zahnwurzel (2) ausgeht, zur Verfi-
gung, wahrend die glatte Flache (7) der Membran (6) Zellen des Bindegewebes (4) daran hindert in die Wunde
einzudringen. Die Membran (6) wird langsam vom Kdorper resorbiert, idealerweise korreliert die Membranab-
sorption mit der Zeit, welche fir die Wundheilung bendtigt wird.

[0056] Die vorliegende Erfindung kann mit Hilfe des folgenden, nicht einschrankenden Beispiels weiter erlau-
tert werden:

Beispiel

[0057] Die Bauchfellmembranen junger Kalber werden mechanisch vollstandig von Fleisch und Fett befreit,
unter flieRendem Wasser gewaschen und 12 h mit 2%iger NaOH-Lésung behandelt. Dann werden die Memb-
ranen unter flieRendem Wasser gewaschen und mit 0,5%iger HCl angesauert. Nachdem das Material Gber sei-
ne gesamte Dicke angesauert wurde (ca. 3 h) wird das Material gewaschen, bis ein pH-Wert von 3,5 erreicht
wird. Das Material wird dann mit 7%iger Kochsalzlésung geschrumpft, mit 1%iger NaHCO,-Ldsung neutrali-
siert und unter flieRendem Wasser gewaschen. Das Material wird danach mit Aceton dehydriert und mit n-He-
xan entfettet. Der Amidstickstoffgehalt des Materials betragt 0,47 mmol/g.

Bestimmung des Amidstickstoffgehalts:
[0058] (Eastoe, E; Courts, A; Practical Analytical Methods for Connective Tissue Proteins (1963)).
Reagenzien

1.2 N HCI (160 ml konz. HCI auf 1 L aufflllen)

2. 0,05 M Borax-0,1 N NaOH-Lésung (19,1 g Na,B,0,-10 H,0) + 6 g NaOH in 1 |, aufgefillt mit kaltem,
destilliertem H,0.

3. Indikator — angesetzt in Ethanol (0,33% Methylenblau + 0,05% Methylenrot)

4. 1% Borsaure mit dem Indikator

10 g Borsaure in 1 | kaltem, destilliertem H,O

8 mL Indikator.

0,7 ml 0,1 N-NaOH

5. 0,01 N HCI

Method

1. 1 g trockenes Collagen wird in 50 ml 2N HCI dispergiert und 1 h zum Sieden erhitzt. Das Volumen wird
bei 20°C auf 50 ml aufgefiillt.

2. 5 ml dieser Dispersion werden zusammen mit 20 ml von Lésung 2 in ein Mikrokjehldahl-Gefa® gefiillt;
das Gemisch wird in 20 ml von Ldsung 4 destilliert. Die Destillation dauert 6 min.

3. Die Lésung wird mit Reagenz 5 titriert.

Berechnung
ml Saureverbrauch x 20 = mmol% Amid-N
Beispiel
1,36 ml 0,01 N HCI x 20 = 27,2 mmol%
= 0,27 mmol/g Amid-N
Patentanspriiche

1. Verwendung einer physiologisch vertraglichen und resorbierbaren Collagenmembran, die durch Reini-
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gung einer natirlichen Collagenmembran gewonnen wird, sodass diese im Wesentlichen ihre naturliche Col-
lagenstruktur beibehalt, und die gegentberliegende faserige und glatte Seiten hat, zur Herstellung eines
GTR-Implantats zur Einbringung in den menschlichen oder tierischen Kérper, wobei die Membran so ange-
wandt wird, dass die besagte faserige Seite zu jenem Gebiet des besagten Korpers gerichtet ist, in welchem
Gewebeheilung notwendig ist, und dass Zellwachstum darauf moglich ist, und dass die besagte, gegenulber-
liegende, glatte Seite Zellanlagerung darauf verhindert und als Barriere fungiert, welche den Durchtritt von Zel-
len durch die Membran verhindert.

2. Verwendung nach Anspruch 1, bei der die besagte Membran aus der Bauchfell-, Herzbeutel-, Plazenta-
oder Basalmembran eines Saugetiers gewonnen ist.

3. Verwendung nach Anspruch 2, bei der die besagte Bauchfellmembran von Kalbern oder Ferkeln
stammt.

4. Verwendung nach Anspruch 3, bei der die besagte Bauchfellmembran von einem 6-8 Wochen alten
Schwein stammt.

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 2 bis 4, bei der die besagte Membran im Wesentlichen frei von
Fett ist.

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 2 bis 5, bei der die besagte Membran im trockenen Zustand
eine Dicke von 0,1-1,0 mm hat.

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 2 bis 6, bei der das Collagen quervernetzt ist, ohne nicht-resor-
bierbar zu werden.

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 2 bis 7, bei der die faserige Seite der Membran mit Glycosami-
noglycan impragniert ist.

9. Verwendung nach Anspruch 8, bei der es sich bei dem Glycosaminoglycan um Hyaluronsaure handelt.

10. Verwendung nach Anspruch 8, bei der es sich bei dem Glycosaminoglycan um Chondroitinsulfat, Der-
matansulfat und/oder Keratansulfat handelt.

11. Verwendung nach einem der Anspriche 8 bis 10, bei der die impragnierte Membran 0,1 bis 30,0
Gew.-% Glycosaminoglycan enthalt.

12. Verwendung nach Anspruch 11, bei der die impragnierte Membran 2 bis 10 Gew.-% Glycosaminogly-
can enthalt.

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, bei der das hergestellte Implantat ein oder mehrere
Pharmazeutika enthalt.

14. Verwendung nach Anspruch 13, bei der das hergestellte Implantat Taurolidin enthalt.

15. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 14, bei der das hergestellte Implantat zur GTR von Kno-
chengewebe des besagten Koérpers dient.

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, bei der das hergestellte Implantat der GTR in der
Mundregion besagten Korpers dient.

17. Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 16, bei der eine Saugetiercollagenmembran mit einer
glatten und einer faserigen Seite mit Alkali behandelt wird, um Fette zu verseifen und alkaliempfindliche Sub-
stanzen zu entfernen, und dann angesauert wird, um sdureempfindliche Substanzen zu entfernen, gefolgt von
Waschen, Trocknen und Entfetten, sodass eine physiologisch vertragliche und resorbierbare Collagenmemb-
ran entsteht, welche weitgehend ihre natirliche Collagenstruktur beibehalt.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FI1G.1
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