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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur lokalen Anwendung fur die Forderung der
Wundheilung.

Es ist bekannt, daR die Wundheilung in mehreren zeitlich aufeinanderfolgenden Stadien erfolgt.

Im Stadium | wird das Blutplasmaeiweill Fibrinogen durch Thrombin gefailt, sodal es zur Bil-
dung eines Fibrinclots kommt, der sich in Anwesenheit von Blutgerinnungsfaktor XII| verfestigt.
Dieses erste Stadium dient der Blutstillung und Abdichtung der Wundflache und erfolgt in Minuten.

Im Stadium !l wandern in den Fibrinclot Zellen aus dem Wundareal, und zwar Entzindungs-
zellen, Bindegewebszellen und Endothelzellen, ein. Sie bilden Gefale und als extrazellulare Matrix
Bindegewebe, das vorwiegend aus Kollagen besteht. Dieses als Granulationsgewebe bezeichnete
Bindegewebe dient als Unterlage fur die Bildung von Epithelgewebe, an der Kérperoberflache ist
es die Unterlage fur die Epidermis. Stadium Ii dauert Tage bis Wochen und ist abgeschlossen,
wenn das Wundareal durch Epithel, an der Haut durch die Epidermis, verschiossen ist.

Die Wundheilung wird durch das Stadium lli, das Wochen bis Monate dauert, abgeschlossen.
Im Laufe dieser Phase nehmen die zelluldren Elemente ab und das Bindegewebe zu, so dal} ein
festes und dauerhaftes Narbengewebe entsteht. (Bennett N.T., Schuitz G. S., Am. J. Surg. 1893,
165: 728-737; Bennett N.T., Schultz G.S., Am. J. Surg. 1993, 166: 74-81).

Die Bildung von Granulationsgewebe im Stadium !l des Wundheilungsprozesses wird durch
Wachstumsfaktoren bewirkt, weiche die Migration und die Teilung von Bindegewebszellen sowie
die Neubildung von GefaRen fordern und auf diese Weise die Wundheilung vorantreiben. Von den
bekannten Wachstumsfaktoren sind insbesondere der Platelet derived growth factor (PDGF), der
Transforming growth factor B (TGF-B), der Epidermal growth factor (EGF) und der Insulin-like
growth factor | (IGF-1) an diesen Vorgéngen beteiligt. (Bennett N.T., Schulz G.S., Am. J. Surg.
1993, 165: 728-737; Bennett N.T., Schultz G.S., Am. J. Surg. 1993, 166: 74-81; Bhora FY. etal,
J. Surg. Res. 1995, 59: 236-244; Lynch S.E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84: 640-646;
Lynch S.E. et al,, J. Clin. Invest. 1989, 84: 7686-7700).

Auch die Neubildung der Epidermis wird durch Wachstumsfaktoren bewirkt. Sie aktivieren die
Epidermiszellen (Keratinozyten), die durch die Verletzung aus dem Zellverband der intakten
Basalzellschicht herausgeldst wurden, so dal sie spezifische Membranrezeptoren ausbilden, wel-
che die Anhaftung an die Granulationsgewebsunterlage, besonders an Fibrin-Fibrinonektin ermég-
lichen, das ein provisorisches Gerust fir die Migration der Keratinozyten darstelit. (Brown G.L.
etal., J. Exp. Med. 1986, 163: 1318-1324; Brown G.L. et al., N. Engl. J. Med. 1989, 321: 76-79).

Wachstumsfaktoren werden im menschlichen Kérper von verschiedenen Geweben bzw.
Zellarten synthetisiert und in die umgebende Kérperflussigkeit sezerniert. Im Rahmen der Wund-
heilung kommt den Thrombozyten, welche die fur die Wundheilung wesentlichen Wachstums-
faktoren PDGF, TGF-B, EGF und IGF-! in signifikanten Mengen synthetisieren und in zytoplasma-
tischen Granula speichern kénnen, eine wichtige regulatorische Rolle zu. (Lynch S.E. etal, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1987; 84: 640-646; Ginsberg M.H. et al., Thromb. Haemostas. 1988, 59: 1-6;
Hyner O.R., Thromb. Haemostas. 1991, 66: 40-43).

Zur Freisetzung bzw. Abgabe der gespeicherten Wachstumsfaktoren aus den Thrombozyten
missen diese durch physiologische Stimuli, wie z.B. Kollagen, Thrombin, Trypsin, ADP, Serotonin
oder Adrenalin, welche an spezifische Rezeptoren an der dueren Oberfiache der Thrombozyten-
Plasmamembran binden, aktiviert werden. Die Aktivierung fahrt zu einer Forménderung mit nach-
folgender Aggregation der Thrombozyten, worauf diese die gespeicherten Wachstumsfaktoren in
die umgebende Korperflissigkeit sezernieren. Bei den meisten dieser physiologischen Stimuli ist
die der Aktivierung folgende Aggregation der Thrombozyten eine Voraussetzung fur die Frei-
setzung der Wachstumsfaktoren. Bei Stimulation mit Thrombin konnen die Wachstumsfaktoren
auch ohne Thrombozytenaggregation freigesetzt werden. (Kaplan K.L. et al., Blood 1979,
53: 604-618; Holmsen H. et al., J. Biol. Chem. 1981, 256: 9393-8396; Philipps D.R., Baughan A K,
J. Biol. Chem. 1983, 258: 10240-10245).

Die zur Aggregation fuhrenden Wechselwirkungen zwischen den aktivierten Thrombozyten und
deren Anheftung an Oberflachen werden durch extrazeliulare adhasive Matrixproteine, wie z.B.
Fibrinogen, Fibronectin und Von-Willebrand-Faktor, vermittelt, die an einen Glykoproteinrezeptor
an der AuRenseite der Plasmamembran der aktivierten Thrombozyten binden. Eine starke Bindung
dieser Matrixproteine an den Rezeptor erfolgt nur, wenn die Thrombozyten wie oben beschrieben
durch einen geeigneten Stimulus aktiviert worden sind. Diese komplexen Ablaufe von Aktivierung
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und Aggregation der Thrombozyten mit nachfolgender Freisetzung von Wachstumsfaktoren bilden
eines der wesentlichen Steuerungselemente im WundheilungsprozeR, (Ginsberg MH. et al,
Thromb. Haemostas. 1988, 59: 1-6; Hyner O.R., Thromb. Haemostas. 1991, 66: 40-43; Landolfi R.
et al., Blood 1991, 78: 377-381; Perschke E.I. et al., Blood 1980, 55: 841-847, Hynes O.R., Cell
1992, 69: 11-25; Perschke E.1, J. Lab. Clin. Med. 1994, 124: 439-446; Savage B.,Ruggeri ZM., J.
Biol. Chem. 1991, 268: 11227-11233; Bennett J.S. et al,, J. Biol. Chem. 1982, 257:8049-8054,
Cierniewski C.S. et al., Biochim. Biophys. Acta 1982, 714: 543-548; Philipps D.R., Baughan AK, J.
Biol. Chem. 1983, 258: 10240-10245).

Storungen der Wundheilung, wie sie etwa bei der Zuckerkrankheit, bei venésen oder arteriellen
Verschlulkrankheiten vorkommen, aber auch Wundheilungsstorungen anderer Genese, wie etwa
Bestrahlung mit radioaktiven Substanzen oder nach Verbrennungen, betreffen insbesondere das
Stadium Il des Wundheilungsprozesses. Dabei konnte festgestelit werden, daR in diesen Fallen die
Wachstumsfaktoren in einem vermindertem Ausmaf vorhanden sind, sodaf kein oder nur minder-
wertiges Granulationsgewebe gebildet wird. (Dvonch V.M. et al, Surgery 1992, 112: 18-23;
Matsuoka J., Grotendorst G.R., Proc. Natl Acad. Sci. USA 1989, 86: 4416-4420).

Um bei Wundheilungsstorungen die Wundheilung zu verbessern, ist es bekannt, Wachstums-
faktoren einzeln oder in Kombination als Reinsubstanz oder in Salbengrundlagen gemischt auf das
Wundareal aufzubringen (Knighton D.R. et al., Surg. Gynecol. Obstet. 1980, 170: 56-60; Brown
G.L. et al, J. Exp. Med. 1986, 163: 1319-1324; Holmsen H. et al., J. Biol. Chem. 1981,
256: 9393-9396). Die so zugefuhrten Wachstumsfaktoren werden jedoch rasch inaktiviert bzw.
abgebaut und entfalten ihre Wirkung nur ber eine kurze Zeitspanne (Minuten) nach der Appli-

kation, wodurch mit diesen Praparationen keine zufriedenstellende Verbesserung der Wundheilung
erzielt werden.

Die WO-A - 93/25215 beschreibt eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Aktivierung mensch-
licher oder tierischer Thrombozyten und zur Herstellung einer Losung von Platelet-Faktoren. Dabei
werden auf einem Filter zurlickgehaltene Thrombozyten mit einer Thrombozyten-aktivierenden
Losung kontaktiert und die Gberstehende Losung aus diesem Schritt, die auch von den Throm-
bozyten freigesetzte Piatelet-Faktoren enthalt, als Filtrat gesammelt, wobei zellulare Bestandieile,
wie Thrombozyten oder Teile von Thrombozyten, welche noch Wachstumsfaktoren enthalten und
in der Lage sind, diese abzugeben, nicht in die gewonnene Losung der Platelet-Faktoren (Filtrat)
gelangen.

Die EP-A - 0 068 047 beschreibt ein pulverférmiges, angereichertes Plasmaderivat zur akzele-
Herten Hamostase und optimierten biochemischen Regelung des Woundverschlusses ("Gewebe-
klebstoff') und enthalt als Hauptkomponenten Fibrinogen, Fibrinolyse-inhibitor, Thrombin und/oder
Prothrombin. Zusatzlich kénnen weitere Zuséatze, wie Phospholipide, Prostaglandine, Trockenhalte-
und Stabilisierungsmittel, die jedoch insgesamt nicht mehr als 1,2 Gew.-% des Praparates aus-
machen, vorhanden sein. Als Phospholipid dient vorzugsweise ein aus humanem Vollblut gewon-
nener Thrombozytenextrakt.

in der EP-A - 0 377 855 ist die Verwendung von aus menschlichen Thrombozyten stam-
mendem endothelialen Wachstumsfaktor (PD-ECGF) unter anderem zur Wundbehandlung be-
schrieben, wobei das Reinigungsverfahren zur Gewinnung des PD-ECGF mehrere saulenchro-
matographische Schritte, einschlieBlich HPLC, umfalit.

Andere bekannte Therapieansatze bestehen darin, das Wundareal mit Kollagenschwammen
bzw. anderen Praparationen zu bedecken, die eine standige Feuchtigkeit des Wundareals gewahr-
leisten sollen oder Praparationen zu verwenden, welche die oberflachliche Bindegewebsschicht
des Wundareals fermentativ abbauen, sodall neues Bindegewebe vom Wundgrund aus nach-
wachsen kann (Nielsen P.G. et al,, Acta Dermato-Venerologica 1990, Suppl. 152 1-12; Lippert P.,
Wolff H., Zent.bl. Chir. 1990, 115: 1175-1180). Alle diese bisher angewendeten Wundverbande
bzw. Praparationen oder Arzneimittel fuhren jedoch zu keinem zufriedenstellenden Erfolg bei der
Verbesserung der Wundheilung.

Die vorliegende Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, ein Arzneimittel zur Verfugung zu
stellen, welches die natirlichen Waundheilungsvorgange wirksam beschleunigt und die Wun_d-
heilung bei Vorliegen von Wundheilungsstorungen, insbesondere auch bei schweren Formen, Im
Vergleich zu den bisher bekannten Mitteln und MaRnahmen deutlich verbessern kann.

Diese Aufgabe wird erfindungsgeman dadurch gelost, daft ein Arzneimittel zur lokalen
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Anwendung fur die Férderung der Wundheilung bereitgestelit wird, welches Thrombozyten oder
Teile von Thrombozyten aufweist, wobei diese Wachstumsfaktoren enthalten und diese abgeben
kénnen und in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegen und einem Verfahren zur
Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen sind.

Im folgenden bezeichnet - wenn nicht anders angegeben - der Begriff "Thrombozyten" auch
"Teile von Thrombozyten".

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dal die lokale Anwendung von Thrombozyten, welche
Wachstumsfaktoren enthalten und diese abgeben kénnen, die Wundheilungsvorgange wirksam
beschleunigen kann. Die auf das Wundareal aufgebrachten Thrombozyten stellen ein natlrliches
Reservoir fur die zur Forderung der Wundheilungsprozesse benotigten Wachstumsfaktoren dar. Es
hat sich gezeigt, daR die Aktivierung der lokal applizierten Thrombozyten durch im Wundareal
vorhandene physiologische Stimuli mit nachfolgender Aggregation und Bindung der im Wundareal
vorhandenen Matrixproteine dazu fithrt, daR die in den Thrombozyten gespeicherten Wachstums-
faktoren kontinuierlich tber einen langeren Zeitraum (mehrere Tage) in das Wundareal abgegeben
werden. Dadurch stehen offenbar hshere Konzentrationen an Wachstumsfaktoren Uber einen
wesentlich langeren Zeitraum als bei direkter Gabe der Wachstumfaktoren im Wundareal zur
Verfugung, wodurch das Einwandern von Entziindungszellen, Bindegewebszellen und Endothel-
zellen gefordert und die Vermehrung dieser Zellen im Stadium I des Wundheilungsprozesses
gesteigert wird. Auf diese Weise kommt es zu einer raschen und ausreichenden Bildung von
Granulationsgewebe, was wiederum die Ausbildung von Epithelgewebe und den endgultigen
Wundverschlu erméglicht. Der Epithelisierungsvorgang wird auerdem durch die freigesetzten
Wachstumsfaktoren, welche die Einwanderung und Vermehrung von Epithelzellen fordern, zuséatz-
lich beschleunigt.

Um die Haltbarkeit des Arzneimittels ber einen langeren Zeitraum zu gewshrleisten, liegen die
Thrombozyten im erfindungsgemaRen Arzneimittel vorzugsweise in lyophilisiertem oder tiefgefrore-
nem Zustand vor. Zur Minimierung des Risikos von Virusinfektionen werden die Thrombozyten vor-
teilhaft einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen, wobei ein
physikalisches oder chemisches Verfahren oder ein Kombinationsverfahren angewendet werden
kann.

Zur Bereitstellung einer htheren Konzentration an Wachstumsfaktoren, insbesondere in der
Behandlung von Wundheilungsstorungen, ist es bevorzugt, dai der Gehalt an Thrombozyten oder
an Teilen von Thrombozyten des erfindungsgemaBen Arzneimittels derart ist, daf er nach Rekon-
stitution des Lyophilisates bzw. nach Auftauen mindestens 10*, vorzugsweise mindestens 10°,
Thrombozyten pro pul entspricht.

Um eine besonders ausgepragte Initialwirkung des erfindungsgemaien Arzneimittels unmittel-
bar nach Applikation zu erzielen, kann es, insbesondere bei schweren Wundheilungsstodrungen,
sinnvoll sein, dak das Arzneimittel weitere Wachstumsfaktoren aufweist, welche nicht aus den im
Arzneimitte! enthaltenen Thrombozyten stammen. Die weiteren Wachstumsfaktoren kénnen vom
selben Typ sein wie die von den Thrombozyten des erfindungsgemanen Arzneimittels gespeicher-
ten und abgegebenen Wachstumsfaktoren oder einem unterschiedlichen Typ angehéren. Die
Wachstumsfaktoren kénnen mit den Thrombozyten im gleichen Behdltnis vorliegen oder als
Losung oder Lyophilisat in einem separaten Behaltnis enthalten sein.

Es hat sich gezeigt, daB es insbesondere bei ausgepragten Fallen von Wundheilungsstorun-
gen vorteithaft ist, wenn das Arzneimittel Biomaterialien aufweist. Unter Biomaterialien im Sinne
der Erfindung sind alle Materialien zu verstehen, welche gewebevertraglich und resorbierbar sind
und im Zusammenwirken mit den im Arzneimitte! enthaltenen Thrombozyten oder Wachstums-
faktoren oder unabhangig davon die Forderung der Wundheilung unterstitzen. So kénnen bei-
spielsweise Substanzen, welche ais Stimuli Thrombozyten aktivieren, und/oder Materialien, welche
die Aggregation von Thrombozyten vermitteln, als Biomaterialien im erfindungsgemalen Arznei-
mittel enthalten sein. Auf diese Weise wird die Wirkung der naturlichen, im Woundareal vorhan-
denen aktivierenden und aggregationsvermittelnden Substanzen verstarkt, wodurch die Frei-
setzung von Wachstumsfaktoren erhoht und die Wundheilung noch stérker gefordert werden.

Zur Minimierung des Risikos von Virusinfektionen werden die Biomaterialien vorzugsweise
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen, wobei ein physika-
lisches oder chemisches Verfahren oder ein Kombinationsverfahren angewendet werden kann. Die
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Biomaterialien kénnen einem solchen Verfahren einzeln oder im Gemisch mit anderen Bestand-
teilen des Arzneimittels (z.B. Thrombozyten) unterworfen werden.

Um die Haltbarkeit des Arzneimittels tber einen langeren Zeitraum zu gewahrleisten, liegen die
Biomaterialien im erfindungsgeméaBen Arzneimitte! vorteilhaft in iyophilisiertem oder tiefgefrorenem
Zustand vor. Dabei kénnen die Biomaterialien mit den Thrombozyten und/oder Wachstumsfaktoren
in gemeinsamen Behéltnissen vorliegen oder in getrennten Behaltnissen enthalten sein und das
Tieffrieren bzw. Lyophilisieren der Biomaterialien an diesen einzeln oder im Gemisch mit anderen
Bestandteilen des Arzneimittels vorgenommen werden.

Es ist bekannt, daft die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten und damit die Frei-
setzung von in den Thrombozyten gespeicherten Wachstumsfaktoren durch die Anlagerung von
Matrixproteinen ermdglicht wird. Auierdem kénnen soiche Proteine vernetzte Strukturen ausbil-
den, an denen die Thrombozyten anhaften und sich mit dem Wundareal fest verbinden, wobei
diese Strukturen die Diffusion der Wachstumsfaktoren zum Wundareal und das Einwandern der
Zellen aus dem Wundareal férdern. DemgemaR ist eine bevorzugte Ausfohrungsform des erfin-
dungsgemaRen Arzneimittels dadurch gekennzeichnet, dal als Biomaterialien Gewebeklebstoff
und/oder Kollagen vorgesehen sind. Unter Gewebeklebstoff im Sinne der Erfindung werden Bio-
materialien verstanden, die ganz oder teilweise aus vernetzbaren Proteinen bestehen, weiche zur
Gewebeklebung geeignet sind.

Fibrinogen ist eine besonders wirksame Substanz zur Auslésung der Aggregation aktivierter
Thrombozyten, wéhrend Thrombin eine der wirksamsten Substanzen fir die Aktivierung von
Thrombozyten darstelit. Es ist daher vorteilhaft fur die Steigerung der Freisetzung von Wachstums-
faktoren und die Verbesserung der Wundheilung, daf® der Gewebeklebstoff aus fibrinogenhaltigen
Proteinen und Thrombin zusammengesetzt ist.

Es hat sich gezeigt, dall humane Zellen, wie Keratinozyten, Epithelzellen, embryonale und
fetale Zellen, sowie Zellbestandteile, wie Liposomen, die durch Thrombozyten geférderte Wund-
heilung und Zellvermehrung noch zusétzlich beschleunigen kénnen. Es ist daher bevorzugt, daf®
das Arzneimittel zusatzlich Epithelzellen undfoder Keratinozyten und/oder embryonale und/oder
fetale Zellen und/oder Liposomen aufweist. Die Zellen bzw. Liposomen kénnen als flussige oder
tiefgefrorene Suspension oder als Lyophilisat in getrennten Behltnissen oder eine oder mehrere
der genannten Zellarten oder Liposomen entweder ohne oder mit einem der anderen Bestandteile
des Arzneimittels in gemeinsamen Behaltnissen vorliegen.

Zur Minimierung des Risikos von Virusinfektionen kénnen die Zellen bzw. Liposomen einem
Verfahren zur Virusabreicherung undfoder Virusinaktivierung unterzogen sein, wobei ein physikali-
sches oder chemisches Verfahren oder ein Kombinationsverfahren angewendet werden kann. Die
Zellen bzw. Liposomen kénnen einem solchen Verfahren einzeln oder im Gemisch mit anderen
Bestandteilen des Arzneimittels unterworfen werden.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von Thrombozyten oder Teilen von Thrombozyten,
welche Wachstumsfaktoren enthalten, zur Herstellung eines Arzneimittels zur lokalen Anwendung
fur die Férderung der Wundheilung.

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung werden im folgenden anhand von Beispielen
naher erlautert.

Beispiel 1: Herstellung eines erfindungsgemé&fen Arzneimittels

Humanes Thrombozytenkonzentrat oder Konzentrat aus Thrombozytenbestandteilen wird
durch 3% Natriumcitrat antikoaguliert und zentrifugiert (1000 g/ 20 min), um Plasma und andere
Zellbestandteile zu entfernen. Der thrombozytenreiche Uberstand bzw. der Uberstand an
Thrombozytenbestandteilen wird in RPMi-Medium suspendiert und dreimal in RPMI-Medium
(1000 g/ 20 min) gewaschen. Die gewaschenen Thrombozyten bzw. die gewaschenen Thrombozy-
tenbestandteile werden in einem RPMI-Medium suspendiert und auf eine Konzentration von min-
destens 6x10° Thrombozyten bzw. Thrombozytenbestandteilen pro ui eingestellt. Die Thrombo-
zytensuspension wird sodann einem Virusinaktivierungsverfahren geman Beispiel 3 unterzogen
und anschiieRend entsprechend den unten beschriebenen Verfahren tiefgefroren oder lyophilisiert,
wodurch ein erfindungsgeméBes Arzneimittel erhalten wird.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 407 484 B

Tieffrierung: Je 1 ml der Thrombozytensuspension wird bei -80°C innerhalb von 30-40 Minuten
schock-tiefgefroren und tiefgefroren gelagert. Vor Verwendung wird das Thrombozytenkonzentrat
bei Zimmertemperatur aufgetaut.

Lyophilisieriung: Je 1 mi der Thrombozytensuspension wird bei -80° fur mindestens 24 Stunden
tiefgefroren und anschiieRend bei -20°C bis 40°C tber 20 bis 24 Stunden unter Vakuum gefrier-
getrocknet. Die gefriergetrockneten Thrombozyten werden zwischen -20°C und -80°C gelagert und
vor Verwendung mit 1 mi RPMI-Medium rehydriert.

Beispiel 2: Hersteliung eines erfindungsgemaien Arzneimittels, das Biomaterialien aufweist

Der gemaR Beispiel 1 hergestellten virusinaktivierten Thrombozytensuspension wird eine
Losung von vernetzbarem humanen Eiweil (entweder Fibrinogen, Fibronectin, Blutgerinnungs-
faktor Xlil oder Kollagen), das einem oder mehreren Verfahren zur Virusinaktivierung gemaf
Beispiel 4 unterzogen worden sein kann, zugesetzt, und zwar jeder Eiweilkorper einzeln oder
miteinander in Kombination, wobei die Konzentration der vernetzbaren Eiweilkérper in der zuge-
setzten Losung vorzugsweise 70-90 mg/ml betragen soll. Das Mischungsverhéitnis von Thrombo-
zytensuspension zur Lésung von vernetzbarem humanen Eiweil soll vorzugsweise 1:3 betragen.
Die so erhaltene Mischung wird zur Erzielung einer zweckmafigen Haltbarkeit gemaR den in
Beispiel 1 dargesteliten Verfahren tiefgefroren oder lyophilisiert.

Anstelle der vorstehend beschriebenen Durchfihrung der Virusinaktivierung an den Einzel-
komponenten (Thrombozyten bzw. Biomaterialien) ist es auch méglich, die Virusinaktivierung an
dem Gemisch von Thrombozytensuspension und Proteinlésung gemaf dem Verfahren von Bei-
spiel 3 vorzunehmen.

Beispiel 3: Virusinaktivierung der Thrombozytensuspension (Photodynamische Virusinakti-
vierung)

Zu 50 ml der gemaR Beispiel 1 hergestellten Thrombozytensuspension wird 8-Methoxy-
psoralen (geldst in Dimethylsulfoxid [DMSO]) bis zu einer Endkonzentration von 300 pg/ml (End-
konzentration von DMSO 0,3 %) zugesetzt und bei 22-27°C unter einer Atmosphére von 5% CO,
und 95% N, und einem Druck von 13,79 kPa (2 psi) 6 Stunden lang mit ultraviolettem Licht von
unten und oben bestrahlt, sodaR die gesamte Lichtintensitat 3,5 bis 4.8 mW/cm? betragt (Lin L.
et al., Blood 1989, 74: 517-525).

Nach durchgefihrter Photoinaktivierung werden die so erhaltenen Thrombozytensuspensionen
auf ihre funktionelle Kapazitat untersucht. Die funktionelie Kapazitat wird durch Messung des
[°H]-Thymidinineinbaus in einer Fibroblastenzellkultur bestimmt.

Beispiel 4: Virusinaktivierung der Biomaterialien (Chemische Virusinaktivierung)

Biomaterialien, die der gemaR Beispiel 1 hergestellten Thrombozytensuspension zugesetzt
werden, werden durch die Soivent-Detergent-Methode virusinaktiviert. Dazu wird einer Suspension
der Biomaterialien bei 30°C 1% (Gew./Gew.) Tri(n-butyl)phosphat und 1% (Gew./Gew.) Poly-
oxyethylen-p-isooctylphenyl-ether (Triton X-100) zugesetzt und das Gemisch 4 Stunden unter
Schitteln belassen. Danach wird unter Zusatz von 5 % (Vol./Vol) Sojabohnendl die Solvent-
Detergent-Mischung aus der Suspension der Biomaterialien an einer C18-Saule (Waters Millipore)
durch Chromatographie entfernt (Horowitz B. et al., Blood 1992, 79: 826-831; Piet M.P.J. et al.,
Transfusion 1990, 30: 591-598; Piquet Y. et al., Vox sang. 1992, 63: 251-256).

Die mit der oben beschriebenen chemischen Virusinaktivierungsmethode behandelten Bio-
materialien konnen nachfolgend zuséatzlich noch einer photodynamischen Virusinaktivierung unter-
zogen werden.

Beispiel 5: Nachweis der Foérderung der Bindegewebsvermehrung durch das erfindungsge-
male Arzneimittel
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Der Test wurde an einer Fibroblastenzelikultur durchgefuhrt. Auf einer Zellkulturplatte wurde
das gemaR Beispiel 2 hergestellte erfindungsgemaRe Arzneimittel in einer Menge von 200
pro cm? aufgetragen und durch 50 pl einer Thrombiniosung (3.2 IU Thrombin pro mi physiologi-
scher Kochsalzlosung) aktiviert. Auf die aufgetragene Suspension wurden humane Fibroblasten,
die aus der 4. bis 10. Passage einer primaren Kultur stammten, in einer Dichte von 4 x 10* Zellen
pro cm? gesetzt und in einem Zellkutturmedium (RPMI) kultiviert (Kultur 1). Am dritten, funften und
siebenten Tag der Kultivierung wurde die Zell-Mitoserate durch Messung der DNA-Synthese Uber
den Einbau von [3H]-Thymidin gemessen. Die Zell-Mitoserate von Kultur 1 wurde mit der Zell-Mito-
serate einer anderen Fibroblastenkultur (Kultur 2) verglichen, die in einem RPMI-Nahrmedium,
dem 10 Vol% Kalbserum beigesetzt worden waren, ohne Zusatz des erfindungsgemaien Arznei-
mittels erfolgte.

Ergebnisse: Kultur 1 zeigte am Tag 3 der Kultivierung einen 7-fach héheren [3H]-Thymidin-
einbau (196645 + 56864 cpm/ml) als Kultur 2. An den Tagen 5 (152749 £ 93951 cpm/ml) und 7
(77045 + 27974 cpm/ml) war der [3H]-Thymidineinbau bei Kultur 1 immer noch 5- bis 10-fach héher
als bei Kultur 2. Diese Unterschiede zwischen Kultur 1 und Kultur 2 sind statistisch hochsignifikant
(p<0,01) und demonstrieren die Fahigkeit des erfindungsgemaRen Arzneimittels, die Bindegewebs-
vermehrung zu fordern und diese Aktivitat uber einen langeren Zeitraum (zumindest 7 Tage)
aufrecht zu erhaiten.

Beispiel 6: Nachweis der Férderung der Wundheilung durch das erfindungsgemaie Arznei-
mittel

Die Klinische Wirksamkeit des erfindungsgemaBen Arzneimittels wurde an 6 Patienten mit
chronischen, nicht heilenden cutanen Ulcera der unteren Extremitaten, die bereits langer als ein
halbes Jahr mit chirurgischer oder konservativ-lokaler Therapie erfolglos behandelt worden waren,
geprift. Die Ulcera wurden nach einem von Knighton D.R. et al., Ann. Surg. 1986, 204: 322-330,
angegebenen Wundscore klassifiziert. Der Wundscore beinhaltet aligemeine Parameter, anato-
mische Bedingungen und MeRgréRen des Ulcus. Je hdher die Punktezahl, desto schlechter die
Voraussetzungen fur die Heilung; es kénnen 97 Punkte als Maximum (=schlechteste Ausgangs-
situation) erreicht werden.

Behandlungsplan:

Die Ulcera wurden gereinigt, nekrotisches Gewebe entfernt und mit Thrombinlésung (3,2 1U
bovines Thrombin/mi RPMi-Medium) benetzt. Anschlieend wurde der Defekt mit dem gemafl
Beispiel 2 hergestellten, aufgetauten erfindungsgemaiien Arzneimittel aufgefulit und darauf zur
Aktivierung der Thrombozyten die oben genannte Thrombiniésung in einem Volumsverhaltnis Arz-
neimittelsuspension zu Thrombinidsung von 3:1 aufgetragen. Die so versorgten Ulcera wurden mit
einem nicht haftenden Wundverband (Metallfolie) bedeckt. Bis zur Abheilung wurden die Ulcera in
oben angegebener Art zweimal pro Woche behandelt. Der Heilungsfortschritt wurde fotografisch
und histologisch (Feinnadelbiopsien in der 2. und 5. Behandiungswoche) dokumentiert.

Ergebnisse: o
Die Patientendaten, ursachliche GefaR- und Stoffwechselerkrankungen sowie die Auswertung
der Wundscores am Behandlungsbeginn sind in Tabelle 1 zusammengefalt.

Tabelle 1
Gefalerkrankung Stoffwechsel-
Patient Geschlechnt Alter arteriell venos erkrankung  Wundscore
1 mannlich 67 + + Diabetes 51
2 mannlich 72 + - - 65
3 mannlich 69 + - Diabetes 33
4 mannlich 63 + - Diabetes 49
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GefaRerkrankung Stoffwechsel-

Patient _ Geschlecht Alter arteriell venos erkrankung  Wundscore
5 mannlich 78 + + Diabetes 63
6 wigblich 74 - + - 65%/63°

25 zwei Ulcera an einem Bein: ) proximales, °) distales Ulcus

Der zeitliche Ablauf der Wundheilung (angegeben in Wochen nach Behandlungsbeginn) ist in
Tabelle 2 dargestelit.

Tabelle 2
Beginn der Beginn der Abschlul® der
Patient  Granulationsgewebsbildung Epithelisierung Epithelisierung
1 1. Woche 3. Woche 8. Woche
2 1. Woche 3. Woche 9. Woche
3 3. Woche 8. Woche 12. Woche
4 1. Woche 4. Woche 10. Woche
5 1. Woche kein kein
6 251 Woche %5./°3. Woche 212./°9. Woche

2%) zwei Ulcera an einem Bein: ?) proximales, °) distales Ulcus

Mit Ausnahme von Patient 3 bildete sich bei allen Patienten vom Ulcusboden her bereits in der
ersten Behandlungswoche ein gut durchbiutetes Granulationsgewebe aus, das nach weiteren
Behandlungen mit dem erfindungsgemaBen Arzneimittel bis etwa zwei Wochen nach Therapie-
beginn zunahm und das Ulcus ausfilite. Auffallend war, daR sich bei allen Patienten bereits nach
den ersten Behandlungen die Umgebung des Ulcus beruhigte, das Erythem und das Odem der
umliegenden Haut verschwanden und auch der Ulcusrand nicht mehr ddematds und milfarben
war. Histologisch zeigte sich bei allen Biopsien in der zweiten Behandlungswoche zellreiches, vor-
wiegend aus Fibroblasten und Fibrozyten bestehendes Granulationsgewebe mit reichlicher Gefal-
neubildung und kollagener Faserbildung und mit nur oberflachlich geringer Infiltration von Entzun-
dungszellen und Gewebsnekrosen. Eine Epithelisierung der Hautdefekte ging nach der dritten
Behandlungswoche von den Wundrandern aus und konnte dann auch histologisch bei den zweiten
Biopsien in der funften Behandlungswoche nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf der
Behandiung nahm das AusmaR der Ulcera einerseits durch die Epithelisierung, aber auch durch
eine narbige Schrumpfung ab. Sie heilten mit Ausnahme bei Patient 5 spatestens in der 12.
Behandlungswoche narbig ab.

Die oben angefithrten Ergebnisse zeigen, daf® die lokale Anwendung des erfindungsgemafien
Arzneimittels bei Patienten, die mit konservativer Therapie mindestens ein halbes Jahr lang erfolg-
los behandelt worden waren und daher extrem schiechte Voraussetzungen fur eine Wundheilung
aufweisen, die Wundheilung fordern und auf diese Weise chronisch nichtheilende, cutane Ulcera
zur Ausheilung bringen kann.

PATENTANSPRUCHE:

1. Arzneimittel zur lokalen Anwendung firr die Férderung der Wundheilung, dadurch gekenn-
zeichnet, daR es Thrombozyten oder Teile von Thrombozyten aufweist, wobei diese
. Wachstumsfaktoren enthalten und diese abgeben kénnen,
- in Iyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegen, und
einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen worden
sind.
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Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf® der Gehalt an Thrombozyten
oder an Teilen von Thrombozyten derart ist, dal er nach Rekonstitution des Lyophilisates
bzw. nach Auftauen mindestens 10, vorzugsweise mindestens 10°, Thrombozyten pro ml
entspricht.

Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es weitere Wachs-
tumsfaktoren aufweist.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal es Bio-
materialien aufweist.

Arzneimitte! nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal® die Biomaterialien einem Ver-
fahren zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung unterzogen worden sind.
Arzneimittel nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dal® die Biomaterialien in
lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegen.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daR als Bio-
materialien Gewebeklebstoff und/oder Kollagen vorgesehen sind.

Arzneimittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dall der Gewebeklebstoff aus
fibrinogenhaltigen Proteinen und Thrombin zusammengesetzt ist.

Arzneimittel nach einem der Anspriiche 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dal es zusatz-
lich Epithelzellen und/oder Keratinozyten und/oder embryonale und/oder fetale Zellen
und/oder Liposomen aufweist.

Verwendung von Thrombozyten oder Teilen von Thrombozyten, welche Wachstumsfak-
toren enthalten und diese abgeben kénnen, zur Herstellung eines Arzneimittels zur lokalen
Anwendung fir die Férderung der Wundheilung.

KEINE ZEICHNUNG
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