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Herstellung eines Transplantats aus tierischer Dermis mit

Natriumsulfidlosung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines
Transplantats aus tierischer Dermis, insbesondere aus porciner Dermis,

sowie ein damit erhéltliches Transplantat.

Gewebetransplantate werden fiir viele Anwendungen eingesetzt, beispiels-
weise bei zahndarztlichen Operationen zum Aufbau des Kieferknochens
oder zur Weichgeweberegeneration, zum Auffiillen von Knochendefekten
im Falle eines Tumors, bei Eingriffen zur Wiederherstellung von Sehnen
und Bandern sowie bei der Korrektur angeborener Defekte. Dartiber hin-
aus koénnen sie auch bei Operationen an der Wirbelsaule, bei der Revision
von Huftprothesen oder bei der Behandlung von Bauchwanddefekten ein-

gesetzt werden.

Grundsatzlich werden drei Arten von Gewebetransplantaten unterschie-
den, namlich autogene Gewebetransplantate, bei denen Spender und
Empfanger dieselbe Person sind, wobei das Transplantat Giblicherweise an
einer anderen Stelle als der Entnahmestelle eingesetzt wird, allogene Ge-
webetransplantate, bei denen Spender und Empfanger verschiedene Indi-
viduen einer Spezies sind sowie xenogene Gewebetransplantate, bei denen
der Spender einer anderen Art, beispielsweise Schwein, angehort als der
Empfanger, beispielsweise Mensch. Aufgrund der begrenzten Verfligbar-
keit allogener und insbesondere autogener Gewebetransplantate sind xe-
nogene Gewebetransplantate von besonderem Interesse. Dabei sind insbe-
sondere Gewebetransplantate aus Schweinen, beispielsweise aus porciner

Dermis, begehrt, weil diese physiologisch besser den Anforderungen an
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den menschlichen Kérper gentigen als beispielsweise Gewebetransplantate
aus Primaten. Hinzu kommt die nahezu unbegrenzte Verflgbarkeit von

porciner Haut.

Ein wesentlicher Aspekt bei der Herstellung von Gewebetransplantaten ist
es, dass die native Struktur des Gewebes in dem fertigen Transplantat
moglichst beibehalten wird, damit dieses beispielsweise im Hinblick auf
die innere Oberflache, die Handhabbarkeit und die Elastizitidt zumindest
weitgehend die Eigenschaften des Nativgewebes aufweist. Allerdings ist es
mit den bisher bekannten Verfahren nicht mdéglich, Transplantate aus
tierischer Dermis und insbesondere aus porciner Dermis bzw. Schweine-
dermis unter ausreichender Beibehaltung der nativen Gewebestruktur
herzustellen. Ublicherweise werden solche Gewebetransplantate ndmlich
durch ein Verfahren hergestellt,' bei dem das Gewebe zunachst mit 1 M
Natronlauge behandelt wird, um die Gewebestruktur aufzulockern, Bors-
ten aus der Dermis aufzulésen und die Dermis zu enthaaren. Durch die-
sen Behandlungsschritt wird jedoch die dermale Kollagenmatrix stark
geschéadigt, so dass die native Struktur der Dermis betrachtlich beein-

trachtigt wird.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur Her-
stellung eines Transplantats bereitzustellen, mit dem aus tierischer Der-
mis und insbesondere aus porciner Dermis einfach, schnell und kosten-
gunstig ein Gewebetransplantat hergestellt werden kann, dessen Morpho-

logie der nativen Struktur der Dermis zumindest weitgehend entspricht.

Erfindungsgemaf wird diese Aufgabe durch ein Verfahrens zur Herstel-
lung eines Transplantats aus tierischer Dermis, insbesondere aus porci-

ner Dermis, gelost, welches die nachfolgenden Schritte umfasst:
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a) Bereitstellen von tierischer Dermis,
b) Behandeln der tierischen Dermis mit einer wassrigen, Natri-

umsulfid enthaltenden Lésung,

c) ein- oder mehrmaliges Behandeln der Dermis mit einer wassri-
gen Salzlésung,

d) ggf. ein- oder mehrmaliges Behandeln der Dermis mit einer
wassrigen Wasserstoffperoxidlésung und

e) Dehydratisieren der Dermis.

Diese Losung beruht auf der Erkenntnis, dass durch die Behandlung von
tierischer Dermis mit einer Natriumsulfid enthaltenden Lésung, gleicher-
mafden wie durch die Behandlung mit einer vergleichsweise konzentrierten
Natronlauge, eine Auflockerung der Gewebestruktur, eine Entfernung der
Borsten aus der Dermismatrix und eine Enthaarung der Dermis erreicht
werden kann, und zwar Uberraschenderweise so, dass im Unterschied zu
der Behandlung mit einer vergleichsweise konzentrierten Natronlauge eine
Schadigung der dermalen Kollagenmatrix der Dermis nahezu vollstdndig
verhindert wird. Aus diesem Grund kann mit dem erfindungsgemafien
Verfahren aus einer tierischen Dermis einfach, schnell und kostenglinstig
ein steriles und zellfreies xenogenes Transplantat hergestellt werden, wel-
ches hinsichtlich seiner morphologischen Struktur zumindest weitgehend
der nativen Gewebestruktur entspricht. Insbesondere kann bei dem erfin-
dungsgemafien Verfahren auf eine chemische Behandlung des Gewebes
mit chemischen Agentien, welche eine Kreuzvernetzung von in dem Kol-
lagen enthaltenen Proteinen unter Verlust der nativen Gewebestruktur
verursachen, wie Formaldehyd, Glutaraldehyd oder dergleichen, verzichtet
werden. Eine solche Kreuzvernetzung von Proteinen des Gewebes ist
nachteilhaft, weil eine solche Kreuzvernetzung das Einwachsverhalten des
Transplantats in dem Empfanger negativ beeinflusst. In manchen Féllen

kann eine solche Proteinkreuzvernetzung sogar dazu fihren, dass das
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Transplantat in dem Empfénger iberhaupt nicht einwiachst, sondern ein-
gekapselt wird, ohne vorher die vorgesehene Funktion der Gewebestabili-

sierung auszuuben.

Um bei der Durchflihrung des erfindungsgeméafien Verfahrens die Erzeu-
gung von Schwefelwasserstoff zuverladssig zu verhindern, wird es in Wei-
terbildung des Erfindungsgedankens vorgeschlagen, in dem Verfahrens-
schritt b) eine wassrige alkalische, Natriumsulfid enthaltende Lésung
einzusetzen. Grundsatzlich kann die bei dieser Ausfihrungsform einge-
setzte alkalische, Natriumsulfid enthaltende Lésung jeden beliebigen pH-
Wert von grofler als 7 aufweisen, wobei insbesondere mit entsprechenden
Losungen, welche einen pH-Wert von wenigstens 10 und bevorzugt von

wenigstens 12 aufweisen, gute Ergebnisse erhalten werden.

Prinzipiell ist die vorliegende Erfindung beziliglich der Menge des in der in
dem Verfahrensschritt b) eingesetzten wassrigen Lésung enthaltenen Nat-
riumsulfids nicht beschrénkt. Vorzugsweise enthélt die in dem Verfah-
rensschritt b) eingesetzten wassrige Losung 0,01 bis 10 Gew.-%, insbe-
sondere bevorzugt 0,1 bis 5 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,5 bis 3
Gew.-%, ganz besonders bevorzugt 0,75 bis 1,5 Gew.-% und héchst bevor-

zugt etwa 1 Gew.-% Natriumsulfid.

Um den vorstehend genannten bevorzugten alkalischen pH-Wert einzu-
stellen, ist es gemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung vorgesehen, dass in dem Verfahrensschritt b) eine wéssrige
Lésung eingesetzt wird, welche neben Natriumsulfid 0,001 bis 0,5 M Nat-
riumhydroxid, bevorzugt 0,005 bis 0,4 M Natriumhydroxid, besonders
bevorzugt 0,01 bis 0,3 M Natriumhydroxid, insbesondere bevorzugt 0,05
bis 0,2 M Natriumhydroxid, ganz besonders bevorzugt 0,075 bis 0,125 M
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Natriumhydroxid und héchst bevorzugt etwa 0,1 M Natriumhydroxid ent-
halt.

Anstelle von Natriumhydroxid kann jede dem Fachmann zur Einstellung
von pH-Werten bekannte Base eingesetzt werden, wie beispielsweise jedes
Alkalimetallhydroxid oder Erdalkalimetallhydroxid, wie Kaliumhydroxid,
Lithiumhydroxid, Magnesiumhydroxid, Calciumhydroxid, Ammoniak und

dergleichen.

Grundsatzlich sollte die Natriumsulfidlésung in dem Verfahrensschritt b)
in einer ausreichend hohen Menge und flir eine ausreichend lange Zeit
eingesetzt werden, damit die Dermis wirksam aufgelockert wird und die
darin enthaltenen Borsten und Haare nahezu vollstandig entfernt werden.
Gute Ergebnisse werden diesbezliglich insbesondere erreicht, wenn die
Dermis fir 1 bis 48 Stunden, bevorzugt fir 5 bis 36 Stunden, besonders
bevorzugt fiir 12 bis 24 Stunden und ganz besonders bevorzugt fir 14 bis
20 Stunden mit der wassrigen Natriumsulfid enthaltenden Lésung behan-
delt wird. Dabei wird die wassrige Natriumsulfid enthaltende Losung vor-
zugsweise in dem 5- bis 15-fachen Volumen bezogen auf das Volumen der
Dermis eingesetzt. Besonders bevorzugt wird die wassrige Natriumsulfid
enthaltende Lésung in dem 6- bis 14-fachen Volumen, insbesondere be-
vorzugt in dem 7- bis 13-fachen Volumen, weiter bevorzugt in dem 8- bis
12-fachen Volumen, ganz besonders bevorzugt in dem 9- bis 11-fachen
Volumen und héchst bevorzugt in einem etwa 10-fachen Volumen bezogen

auf das Volumen der Dermis eingesetzt.

Prinzipiell kann die Behandlung mit der Natriumsulfid enthaltenden Lé-
sung in dem Verfahrensschritt b) einmal oder mehrmals hintereinander
durchgefiihrt werden, wobei die Dermis zwischen den einzelnen Behand-

lungsschritten mit der Natriumsulfid enthaltenden Lésung mit Wasser
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behandelt und/oder gespult wird. Allerdings hat es sich im Rahmen der
vorliegenden Erfindung als bevorzugt herausgestellt, in dem Verfahrens-
schritt b) nur eine einmalige Behandlung der Dermis mit der Natriumsul-
fid enthaltenden Lésung vorzugsweise fir die zuvor genannte Behand-

lungsdauer durchzufihren.

In Weiterbildung des Erfindungsgedankens wird es vorgeschlagen, die
Behandlung mit der Natriumsulfidlésung gemafl dem Verfahrensschritt b)
in einer rotierenden Trommel durchzufiihren. Dadurch wird eine gleich-
mafige und vollstdndige Inkubation der Dermis mit dem Natriumsulfid
erreicht. Beispielsweise kann die rotierende Trommel horizontal gelagert
und um ihre Achse rotiert werden. Zweckmafigerweise sind an der Trom-
mel Anschliisse vorgesehen, Giber welche die Prozesslésungen in die
Trommel zugefiihrt und aus der Trommel abgefiihrt werden kénnen. Zu-
dem kénnen an der Trommel auch Anschllisse vorgesehen sein, um in der
Trommel je nach Bedarf einen Uber- oder Unterdruck einzustellen. Zudem
ist es bevorzugt, dass die Trommel doppelwandig ausgestaltet ist, damit
der Innenraum der Trommel Uiber in dem Hohlraum vorgesehene An-
schliisse temperiert werden kann. Schlieflich ist es auch bevorzugt, die
Trommel so auszugestalten, dass deren Drehgeschwindigkeit elektronisch

regelbar ist.

Durch die Behandlung der Dermis mit einer wassrigen Salzlésung in dem
Verfahrensschritt c) werden nach dem Verfahrensschritt b) noch vorhan-
dene intakte Zellen durch osmotischen Stress zerstért. Dabei kénnen alle
zu diesem Zweck geeigneten Salze eingesetzt werden, wie insbesondere
Alkalimetallhalogenide und Erdalkalimetallhalogenide. Aus Kostengrin-
den sind fir diesen Zweck insbesondere die Alkalimetallchloride und

Erdalkalimetallchloride, wie insbesondere Natriumchlorid, geeignet.
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Gute Ergebnisse werden in diesem Zusammenhang insbesondere erhal-
ten, wenn die Dermis in dem Verfahrensschritt c) mit einer wassrigen,

1 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 2 bis 20 Gew.-%, besonders bevorzugt S bis
15 Gew.-% und ganz besonders bevorzugt 10 Gew.-% Natriumchlorid ent-
haltenden Lésung behandelt wird. Diese Mengen sind auch bei der Ver-
wendung anderer Alkalimetallhalogenide und Erdalkalimetallhalogenide,
wie Kaliumchlorid, Lithiumchlorid, Magnesiumchlorid, Calciumchlorid

und dergleichen, bevorzugt.

Gemaf einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden
Erfindung wird die Dermis in dem Verfahrensschritt c), jeweils unterbro-
chen durch eine Behandlung und/oder ein Spllen mit Wasser, mehrmals
mit Salzlésung behandelt. Durch diese Wechselbadbehandlung Salzl6-
sung/Wasser wird der Transport von zelluldren Bestandteilen aus der
Gewebestruktur durch Diffusionsvorgénge infolge wechselnder osmoti-
scher Verhéltnisse in dem Gewebe begtinstigt und somit der Effekt der
Salzbadbehandlung verbessert. Gute Ergebnisse werden dabei insbeson-
dere erhalten, wenn die Dermis in dem Verfahrensschritt c) zwei- bis
zehnmal, bevorzugt drei- bis flinfmal und besonders bevorzugt viermal mit
einer wassrigen Salzlosung behandelt wird, wobei die Dermis zwischen
den Behandlungsschritten mit Salzlésung jeweils mit Wasser behandelt

wird.

Dabei betragt die Dauer der einzelnen Behandlungsschritte in dem Ver-
fahrensschritt ¢) vorzugsweise 1 bis 48 Stunden, wobei zumindest einer
dieser Behandlungsschritte bevorzugt fur 5 bis 36 Stunden, besonders
bevorzugt fir 12 bis 24 Stunden und hdéchst bevorzugt fir 14 bis 20

Stunden, beispielsweise fur 16 Stunden, durchgefiihrt wird.
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Vorzugsweise wird auch der Verfahrensschritt ¢) in der zuvor fur den Ver-
fahrensschritt b) als bevorzugt beschriebenen rotierenden Trommel

durchgeftihrt.

Um die in dem Gewebe vorhandenen Bakterien und Viren abzutbéten, und,
um das Gewebe zu bleichen, wird es in Weiterbildung des Erfindungsge-
dankens vorgeschlagen, den optionalen Verfahrensschritt d) durchzuftih-
ren, und zwar vorzugsweise unter Verwendung einer wassrigen Lésung,
welche 1 bis 10 Gew.-% Wasserstoffperoxid, bevorzugt 2 bis 5 Gew.-%
Wasserstoffperoxid und besonders bevorzugt etwa 3 Gew.-% Wasserstoff-

peroxid enthalt.

Dabei wird die Dermis in dem Verfahrensschritt d) vorzugsweise mehrmals
mit einer wassrigen Wasserstoffperoxidlésung behandelt, und zwar bevor-

zugt zwei- bis finfmal und besonders bevorzugt dreimal, wobei die Dermis
zwischen den Behandlungsschritten mit der Wasserstoffperoxidlésung

jeweils mit Wasser behandelt und/oder gesptilt wird.

Gute Ergebnisse werden dabei insbesondere erhalten, wenn die Dauer der
einzelnen Behandlungsschritte in dem Verfahrensschritt d) vorzugsweise 5
bis 60 Stunden, besonders bevorzugt 10 bis 36 Stunden und ganz beson-

ders bevorzugt 20 bis 30 Stunden, beispielsweise 24 Stunden, betragt.

Vorzugsweise wird auch der Verfahrensschritt d) in der zuvor fir den Ver-
fahrensschritt b) als bevorzugt beschriebenen rotierenden Trommel

durchgeftihrt.

Um in dem Verfahrensschritt €) eine besonders effektive Dehydratisierung
zu erreichen, welche eine anschlieende Lagerung der Dermis im eingefro-

renen Zustand ohne Verdnderung ihrer Struktur ermdéglicht, ist es gemaf
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einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung
vorgesehen, die Dermis in dem Verfahrensschritt €) durch zwei- bis zehn-
maliges, bevorzugt durch vier- bis achtmaliges und besonders bevorzugt
durch sechsmaliges Behandeln mit einem organischen Losungsmittel zu
dehydratisieren. Dabei werden besonders gute Ergebnisse erhalten, wenn
das organische Losungsmittel aus der Gruppe ausgewéhlt wird, welche

aus Aceton, Methanol, Ethanol und Isopropylalkohol besteht.

Gemafs einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung wird in dem Verfahrensschritt e) Aceton als organisches Lo6-
sungsmittel eingesetzt, weil dieses nicht nur die Dermis dehydratisiert,
sondern diese insbesondere auch entfettet und etwaig vorhandene Viren

inaktiviert.

Gute Ergebnisse im Hinblick auf den Dehydratisierungsgrad werden dabei
insbesondere erhalten, wenn die Dermis in dem Verfahrensschritt e)
mehrmals mit einem organischen Léosungsmittel behandelt wird. Vorzugs-
weise wird die Dermis zwei- bis zehnmal, besonders bevorzugt vier- bis
achtmal und ganz besonders bevorzugt sechsmal mit organischem Lo6-
sungsmittel behandelt. Um anfangs einen langsamen Wasserentzug bzw.
eine schonende Dehydratisierung zu erreichen, ist es zudem bevorzugt, in
dem ersten Schritt ein mit Wasser verdinntes organisches Losungsmittel,
beispielsweise eine 70 %-ige Acetonldésung, einzusetzen, bevor dann in den
folgenden Behandlungsschritten héherkonzentrierte verdiinnte organische
Lésungsmittel, wie beispielsweise bei dem zweiten Behandlungsschritt
eine 90 %-ige Acetonlésung, und danach konzentriertes organisches Lo-

sungsmittel, wie unverdiinntes Aceton, eingesetzt werden.

Dabei betragt die Dauer der einzelnen Behandlungsschritte in dem Ver-

fahrensschritt €) vorzugsweise 1 bis 48 Stunden, wobei zumindest einer
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dieser Behandlungsschritte bevorzugt fiir S bis 48 Stunden, besonders
bevorzugt flr 12 bis 36 Stunden und hochst bevorzugt fiir 20 bis 30

Stunden, beispielsweise fur 24 Stunden, durchgefihrt wird.

Vorzugsweise wird auch der Verfahrensschritt €) in der zuvor fiir den Ver-
fahrensschritt b) als bevorzugt beschriebenen rotierenden Trommel

durchgeflihrt.

Nach Abschluss der Dehydratisierung wird restliches organisches Lo-
sungsmittel in der Dermis vorzugsweise durch eine Umlufttrocknung bei

25 bis 60°C, beispielsweise bei 35°C, entfernt.

Wie dargelegt ist das vorliegende Verfahren insbesondere zur Herstellung
eines Transplantats aus porciner Dermis geeignet. Allerdings eignet sich
dieses auch fur alle andere tierischen Dermis, wie beispielsweise Rinder-

dermis.

GemafR einer weiteren besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung umfasst der Verfahrensschritt a) insbesondere in dem

Fall porciner Dermis die nachfolgenden Schritte:

a1) Reinigen der Haut von geschlachtetem Tier, insbesondere
Schwein, mit ggf. Detergens enthaltendem Wasser, wobei das
Wasser eine Temperatur zwischen Raumtemperatur und ma-
ximal 40°C aufweist,

az) Abziehen der Haut von der Riickenpartie des Schweins,

asz) Entfernen der Borsten von der in dem Schritt az) bereitgestell-
ten Haut und

as) Entfernen der Subcutis und der Epidermis von der Dermis mit-

tels einer Spaltmaschine.
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde herausgefunden, dass ne-
ben der Art der chemischen Behandlung auch die Art der Vorbereitung
der tierischen Dermis einen wichtigen Einfluss auf die Qualitat des erhal-
tenen Transplantats ausubt. Insbesondere wurde im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung festgestellt, dass durch ein herkémmliches Verfahren in
einem Schlachthof hergestellte Schweinehaut zu Transplantaten mit ver-
gleichsweise schlechten Eigenschaften fiihrt. Dies liegt daran, dass bei
den herkémmliches Schlachthofverfahren die Schweine nach der Schlach-
tung mit etwa 65°C heiflem Wasser gebruht werden, um diese oberflach-
lich zu reinigen und zu desinfizieren, bevor anschlieffend die Borsten ab-
geflammt werden. Durch diese thermische Behandlung wird das in der
Schweinehaut enthaltene Kollagen irreversibel geschadigt bzw. denatu-

riert.

Um dies zu vermeiden, ist es gemafd der vorstehenden, besonders bevor-
zugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung vorgesehen, die Haut
von geschlachtetem Schwein schonend zu reinigen, namlich mit maximal
40°C warmen Wasser, welches ggf. mildes Detergens enthalt. Mit anderen
Worten wird bei dem erfindungsgeméafien Verfahren keine thermische

Behandlung der Haut mit mehr als 40°C heiflem Medium durchgeflihrt.

Vorzugsweise wird in dem erfindungsgeméafien Verfahren nur der Hautab-
schnitt von der Ruckenpartie des Tieres, vorzugsweise Schweins, verwen-
det, weil sich diese im Vergleich zu der Haut der Bauchseite durch eine
straffere Hautstruktur und eine grofSere Dicke auszeichnet. Mithin werden
in dem Verfahrensschritt az) von der kompletten Haut die Anteile der
Bauchseite entfernt und verworfen und nur die Haut der Riickenpartie mit

einer Flache von etwa 800 x 1200 mm verwendet.
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Anschliefiend werden in dem Verfahrensschritt az) vorzugsweise die Bors-
ten von der Haut mechanisch, und zwar bevorzugt mit einer Klinge, ent-
fernt, bevor die Haut in beispielsweise etwa 400 x 600 mm grofse Stiicke
geschnitten wird. Die Hautdicke betragt in diesem Stadium etwa 2,5 bis
3 mm. Die so bereitgestellte Haut kann direkt dem Verfahrensschritt a4)
zugefihrt werden oder zunachst bei einer Temperatur von maximal -20°C

gelagert werden.

Danach werden in dem Verfahrensschritt a4) von der Dermis die Subcutis
und die Epidermis vorzugsweise mittels einer Spaltmaschine entfernt. Zu
diesem Zweck enthalt die Bandmessermaschine vorzugsweise ein Endlos-
messer, welches mit einem Bandségeblatt ohne Zadhne vergleichbar ist,
und welches Uiber zwei Rader angetrieben und Uber zuséatzliche Rollen
gefihrt wird. Vorzugsweise ist das Messer horizontal gelagert und wird mit
einer Geschwindigkeit von mehreren Metern/Sekunde bewegt. Mit einer
solchen Spaltmaschine ist die Spaltdicke stufenlos einstellbar. Dabei wird
die Dermis dem Messer durch zwei Walzen zugefiihrt und entlang der

Querschnittsflache in zwei Stlticke geteilt.

In Weiterbildung des Erfindungsgedankens wird es vorgeschlagen, in dem
Verfahrensschritt a4) zunachst die Subcutis von der Dermis zu entfernen,
bevor anschliefRend die Epidermis von der Dermis entfernt wird. Far den
ersten Teilschritt der Entfernung der Subcutis von der Dermis wird die
Maschine beispielsweise auf ein Spaltmafl von 2 mm eingestellt. Die vor-
geschnittenen Hautstiicke werden dann mit der Fettseite nach oben in die
Maschine eingefiihrt, wobei der tliber eine Dicke von 2 mm hinausgehende
Fett- und Bindegewebeanteil inklusive der Haarwurzeln abgetrennt und
dann verworfen wird. Alternativ dazu kann das Spaltmafs auch auf etwa

1,5 oder etwa 1,0 mm eingestellt werden.
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In dem nachsten Teilschritt der Entfernung der Epidermis von der Dermis
wird das Spaltmaf der Spaltmaschine auf 0,5 mm eingestellt und die in
dem vorherigen Teilschritt erhaltene Haut wird erneut in die Spaltmaschi-

ne eingeflhrt, um die Epidermis abzuspalten und zu verwerfen.

Die so bereitgestellte Dermis kann direkt dem Verfahrensschritt b) zuge-
fihrt werden oder zunéchst bei einer Temperatur von maximal -20°C oder
alternativ dazu bei 4°C in 25 %-iger Natriumchloridlésung gelagert wer-

den.

Nach der Durchfiihrung der Vorbehandlung und der chemischen Behand-
lung der Dermis gemafS den Verfahrensschritten a) bis d) wird schlief8lich
aus der in dem Schritt ) dehydratisierten Dermis das Transplantat ggf.
unter Verwendung einer Schablone ausgeschnitten und/oder ausgestanzt.
Dabei kénnen die Transplantate zu rechteckigem, rundem oder ovalem
Formen geschnitten werden. Optional dazu kénnen die Transplantate

auch mit einem Lochmuster gestanzt werden.

Anschlieffend werden die Transplantate vorzugsweise doppelt in Flachbeu-
tel aus laminierter Kunststofffolie bzw. Verbundfolie aus Kunststoff und
Aluminiumfolie eingeschweifdt. Dabei werden die Transplantate vorzugwei-
se trocken verpackt. Allerdings kénnen die Transplantate nach einer er-

folgten Rehydratisierung auch feucht verpackt werden.

Zur Sterilisation kénnen die verpackten Transplantate schliefSlich mit
Gammastrahlung behandelt werden, beispielsweise mit Gammastrahlung
mit einer Energiedosis von 17 bis 22 kGy. Wahrend trockene Transplanta-
te vorzugsweise bei einer Temperatur von 20 bis 40°C bestrahlt werden,
wird die Bestrahlung von feuchten Transplantaten bevorzugt bei einer

Temperatur von -20 bis -80°C durchgefuhrt.
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein mit dem erfin-

dungsgemafien Verfahren erhéltliches Transplantat.

Beispielsweise kann das erfindungsgemafie Transplantat eine rechteckige
Form mit einer GréfSe von beispielsweise 50 x 100 mm bis 350 x 350 mm,
eine runde Form mit einem Durchmesser zwischen 30 und 100 mm oder

eine ovale Form mit einer Grofie von beispielsweise 100 x 155 mm bis 250

x 350 mm aufweisen.

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung des zuvor be-
schriebenen Transplantats in der Hernienchirurgie, beispielsweise zur

Behandlung von Narbenhernien oder zur Behandlung von Platzbauch.

Bei der Behandlung von Hernien wird das erfindungsgemaéfSe Transplantat
mit dem umliegenden intakten Gewebe verndht und dient zunachst als
Defektverschluss. Im Rahmen des sich anschlieRenden Gewebemodellings
dient das Transplantat als Leitschiene flir patienteneigene Zellen, welche
die Kollagenstruktur des Transplantats besiedeln. Durch den Umbau des
Transplantats, d.h. den Abbau des Transplantatkollagens und den paral-
lelen Aufbau von patienteneigenem Gewebe, wird der Defekt durch neu

gebildetes Bindegewebe geschlossen.

Nachfolgend wird die vorliegende Erfindung anhand eines diese nicht be-

schrankenden Ausfihrungsbeispiels ndher erldutert.

Beispiel

Ein frisch geschlachtetes Schwein wurde oberflachlich mit 40°C warmen

Wasser, welches 0,1 bis 1 Gew.-% Natriumdodecylsulfat (SDS) enthielt,
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gereinigt, bevor dieses gehautet wurde. Von der kompletten Haut wurden
die Anteile der Bauchseite entfernt und verworfen und es wurde nur die
Haut der Ruckenpartie mit einer Flache von etwa 800 x 1200 mm weiter-

verarbeitet.

Anschliefend wurden von der Schweinehaut die Borsten mit einer Klinge
mechanisch entfernt, bevor die Haut in etwa 400 x 600 mm grofde Stlicke
geschnitten wurde. Danach wurde die Haut mit der Fettseite nach oben in
eine auf ein Spaltmaf’ von 2 mm eingestellte Spaltmaschine eingefiihrt,
um den Uber eine Dicke von 2 mm hinausgehende Fett- und Bindemittel-
anteile inklusive der Haarwurzeln abzutrennen. Dabei enthielt die Spalt-
maschine ein Uber zwei Rader angetriebenes und Uber zusétzliche Rollen

gefuhrtes, horizontal gelagertes Endlosmesser.

Im Anschluss daran wurde das Spaltmaf’ der Spaltmaschine auf 0,5 mm
eingestellt und die Haut wurde erneut durch die Spaltmaschine gefiihrt,
um die Epidermis abzuspalten. So wurde eine Dermis mit einer Dicke von

1,5 mm erhalten.

Danach wurde die Dermis gemafd dem nachfolgenden Behandlungssche-

ma in einer rotierenden Trommel behandelt:

Schritt | Aktion Zeit | Zweck
(h)
1 Spulen mit Wasser (3x)
2 Lagern in Wasser 0,5
3 Lagern in Wasser 0,5
4 Behandeln mit wassriger 1% 16 Haarentfernung
Natriumsulfid, 0,1 M NaOH-
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Lésung

S Spulen mit Wasser (3x) Diffusion, Osmose

6 Lagern in Wasser

7 Lagern in 10% NaCl 3

8 Lagern in Wasser 1

9 Lagern in 10% NaCl 16

10 Spulen mit Wasser (3x) Diffusion, Osmose

11 Lagern in Wasser

12 Lagern in 10% NaCl 3

13 Lagern in Wasser

14 Lagern in 10% NaCl 16

15 Spulen mit Wasser (3x)

16 Lagern in 3% Wasserstoffperoxid 24 Inaktivierung von

17 Lagern in 3% Wasserstoffperoxid | 24 | Bakterien und Viren,

18 Lagern in 3% Wasserstoffperoxid 24 Bleichen von Pigmenten
19 Sptilen mit Wasser (3x) Auswaschen H202

20 Lagern in 70 % Aceton 2

21 Lagern in 90 % Aceton langsamer Wasserentzug
22 Lagern in 100 % Aceton 2 Wasserentzug/Entfettung
23 Lagern in 100 % Aceton 16 Wasserentzug/Entfettung
24 Lagern in 100 % Aceton 24 Wasserentzug/Entfettung
25 Lagern in 100 % Aceton 24 Vireninaktivierung

26 Trocknung bei 35°C 24 Acetonentzug

Nach der chemischen Behandlung wurden schlieflich aus der Dermis

ovale Transplantate mit einer Gréfde von jeweils 160 x 250 mm ausge-

stanzt und diese wurden paarweise in einer laminierten Kunststofffolie

trocken eingeschweifit sowie bei 35°C mit Gammastrahlung mit einer

Energiedosis von 20 kGy bestrahlt.
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Die so hergestellten Transplantate wiesen eine der nativen Struktur nahe-

zu identische Morphologie auf.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung eines Transplantats aus tierischer Der-

mis, insbesondere aus porciner Dermis, umfassend die nachfolgen-

den Schritte:

a) Bereitstellen von tierischer Dermis,

b) Behandeln der tierischen Dermis mit einer wéssrigen, Natri-
umsulfid enthaltenden Lésung,

c) ein- oder mehrmaliges Behandeln der Dermis mit einer wass-
rigen Salzlésung,

d) ggf. ein- oder mehrmaliges Behandeln der Dermis mit einer
wissrigen Wasserstoffperoxidlésung und

e) Dehydratisieren der Dermis.

2. Verfahren nach Anspruch 1,

dadurchgekennzeichnet,dass

in dem Schritt b) eine wéassrige alkalische, Natriumsulfid enthalten-

de Lésung eingesetzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurchgekennzeichnet,dass

in dem Schritt b) eine wéssrige Losung eingesetzt wird, welche 0,01

bis 10 Gew.-%, bevorzugt 0,1 bis 5 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,5

bis 3 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt 0,75 bis 1,5 Gew.-% und

héchst bevorzugt 1 Gew.-% Natriumsulfid enthalt.
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Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspruche,
dadurchgekennzeichnet, dass

in dem Schritt b) eine wassrige Loésung eingesetzt wird, welche ne-
ben Natriumsulfid 0,001 bis 0,5 M Natriumhydroxid, bevorzugt
0,005 bis 0,4 M Natriumhydroxid, besonders bevorzugt 0,01 bis

0,3 M Natriumhydroxid, insbesondere bevorzugt 0,05 bis 0,2 M Nat-
riumhydroxid, ganz besonders bevorzugt 0,075 bis 0,125 M Natri-
umhydroxid und héchst bevorzugt 1 M Natriumhydroxid enthalt.

Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspruche,
dadurchgekennzeichnet, dass

die Dermis in dem Schritt b) fir 1 bis 48 Stunden, bevorzugt fir 5
bis 36 Stunden, besonders bevorzugt fir 12 bis 24 Stunden und
ganz besonders bevorzugt fiir 14 bis 20 Stunden mit einem, bezogen
auf das der Dermis, 5- bis 15-fachen Volumen, bevorzugt 6- bis 14-
fachen Volumen, insbesondere bevorzugt 7- bis 13-fachen Volumen,
weiter bevorzugt 8- bis 12-fachen Volumen und ganz besonders be-
vorzugt 9- bis 11-fachen Volumen einer wéassrigen Natriumsulfid

enthaltenden Lésung behandelt wird.

Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspruche,
dadurchgekennzeichnet, dass

die Dermis in dem Schritt c¢) mit einer wéssrigen, 1 bis 50 Gew.-%,
bevorzugt 2 bis 20 Gew.-%, besonders bevorzugt 5 bis 15 Gew.-%
und ganz besonders bevorzugt 10 Gew.-% Salz enthaltenden Losung
behandelt wird, wobei das Salz bevorzugt ein Alkalimetallhalogenid
oder Erdalkalimetallhalogenid, besonders bevorzugt ein Alkalime-
tallchlorid oder Erdalkalimetallchlorid, wie Kaliumchlorid, Lithium-

chlorid, Magnesiumchiorid oder Calciumchlorid, ist.
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Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspriiche,
dadurchgekennzeichnet, dass

die Dermis in dem Schritt ¢) zwei- bis zehnmal, bevorzugt drei- bis
finfmal und besonders bevorzugt viermal mit einer wassrigen Salz-
16sung behandelt wird, wobei die Dermis zwischen den Behand-
lungsschritten mit Salzlésung jeweils mit Wasser behandelt

und/oder gespult wird.

Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspriche,
dadurchgekennzeichnet, dass

die Dermis in dem Schritt d) mit einer wassrigen Losung behandelt
wird, welche 1 bis 10 Gew.-% Wasserstoffperoxid, bevorzugt 2 bis 5
Gew.-% Wasserstoffperoxid und besonders bevorzugt 3 Gew.-%

Wasserstoffperoxid enthalt.

Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspriche,
dadurchgekennzeichnet, dass

die Dermis in dem Schritt d) zwei- bis finfmal und bevorzugt drei-
mal mit einer wassrigen Wasserstoffperoxidlésung behandelt wird,
wobei die Dermis zwischen den Behandlungsschritten mit der Was-
serstoffperoxidlésung jeweils mit Wasser behandelt und/oder ge-

spult wird.

Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspruche,
dadurchgekennzeichnet, dass

die Dermis in dem Schritt e) durch zwei- bis zehnmaliges, bevorzugt
durch vier- bis achtmaliges und besonders bevorzugt durch sechs-
maliges Behandeln mit einem organischen Lésungsmittel ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehen aus Aceton, Methanol, Ethanol und

Isopropylalkohol dehydratisiert wird.
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Verfahren nach zumindest einem der vorstehenden Anspruiche,
dadurchgekennzeichnet, dass

in dem Schritt a) porcine Dermis bereitgestellt wird.

Verfahren nach Anspruch 11,
dadurchgekennzeichnet, dass
das Bereitstellen der Dermis in dem Schritt a) die folgenden Schritte

umfasst:

a1} Reinigen der Haut von geschlachtetem Schwein mit ggf. De-
tergens enthaltendem Wasser, wobei das Wasser eine Tempe-
ratur zwischen Raumtemperatur und maximal 40°C aufweist,

az2) Abziehen der Haut von der Rickenpartie des Schweins,

az) Entfernen der Borsten von der in dem Schritt aj) bereitgestell-
ten Haut und

as) Entfernen der Subcutis und der Epidermis von der Dermis

mittels einer Spaltmaschine.

Transplantat erhaltlich nach einem Verfahren nach zumindest ei-

nem der vorstehenden Anspriiche.

Verwendung eines Transplantats nach Anspruch 13 in der Hernien-
chirurgie, zur Behandlung von Narbenhernien oder zur Behandlung

von Platzbauch.



