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Kollagenhal tiger Zell trager 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung einer kollagenhaltigen Zusam-
mensetzung zur Kultivierung von biologischen Zellen, ein Verfahren zur Kultivierung 
von biologischen Zellen, ein Verfahren zur Implantation von biologischem Material 
in einen Organismus und ein Verfahren zur Verbesserung einer Zusammensetzung in 
ihrer Eignung zur Kultivierung von biologischen Zellen. 

Trager zur Kultivierung von biologischen Zellen sind im Stand der Technik allgemein 
bekannt. Solche Trager werden haufig als Matrix oder Scaffold bezeichnet. Diese 
Trager stellen den Nahrboden oder allgemein den Untergrund dar, auf dem die Zellen 
in Zellkultur aufsitzen. 

BESTATIGUNGSKOPIE 
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Kollagenhaltige Zusammensetzungen stellen den bekanntesten Typ von Zelltragern 
dar. Kollagen ist ein zu den Skleroproteinen zahlendes, in der Regel wasserunlosli-
ches, faserig aufgebautes, tierisches Protein der extrazellularen Matrix, das besonders 
am Aufbau von Bindegeweben, z.B. der Haut, Blutgefafie, Bander, Sehnen und 
Knorpel, sowie am Aufbau von Knochen und Zahnen beteiligt ist. Aufgrund dieser 
Eigenschaften werden kollagenbasierende Biomaterialien tierischer Herkunft bereits 
seit Jahren in der Medizin eingesetzt. Insbesondere in klinisch anwendbaren Produk-
ten zur Blutstillung, als Dura-Ersatz oder auch in verschiedenen Bereichen der plasti-
schen Chirurgie konnten sich Kollagene als Tragermaterial etablieren. Kollagene, von 
denen bis heute 28 verschiedene Typen identifiziert wurden und mindestens 10 
weitere Proteine mit kollagenahnlichen Domanen zu verzeichnen sind, unterschei-
den sich zwischen den einzelnen Spezies nur geringfiigig. Da kein ausgepragtes 
Identifikationsmuster vorhanden ist und der durch Enzyme bestimmte Abbau keine 
toxischen Abbauprodukte hervorbringt, gelten Kollagene als biokompatibel. 

Die bisher am Markt angebotenen Kollagenmatrices zeigen eine sehr grofie Varianz in 
ihren Eigenschaften. So wurde festgestellt, dass einige der zur Kultivierung von 
biologischen Zellen eingesetzten Kollagenmatrices in vitro Entztindungsreaktionen 
auslosen, die katabole Stoffwechselprozesse zur Folge haben. Ein weiterer Nachteil der 
momentan zur Verfiigung stehenden Kollagenmatrices liegt darin, dass diese sehr 

dick sind, in der Regel grofier als 200 p.m und deshalb nicht mikroskopierbar sind. 
Hinzu kommt, dass die bisher zur Kultivierung von biologischen Zellen angebotenen 
Kollagenmatrices sehr teuer sind. 

Als Trager zur Kultivierung von Zellen kommen ferner so genannte Hydrogele in 
Frage. Ein Hydrogel ist ein Wasser enthaltendes, aber wasserunlosliches Polymer, 
dessen Molekiile chemisch, z.B. durch kovalente oder ionische Bindungen, oder 
physikalisch, z.B. durch Verschlaufen der Polymerketten, zu einem dreidimensiona-
len Netzwerk verkntipft sind. Aufgrund von eingebauten hydrophilen Polymerkom-
ponenten quellen sie in Wasser unter betrachtlicher Volumenzunahme, ohne aber 
ihren stofflichen Zusammenhalt zu verlieren. Nachteilig bei Hydrogelen ist jedoch, 
dass diese aufgrund der enormen Wasserspeicherung mechanisch instabil sind. 
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Haufig kommt es wahrend der Besiedlung mit Zellen ferner zu einer Kondensierung 
der Hydrogele. Hydrogele sind deshalb in ihrer Anwendung sehr begrenzt. 

Eine weitere, zur Besiedlung mit biologischen Zellen geeignete Matrix stellt die so 
genannte Hyaluronsaure dar. Diese Matrix besteht aus Makromolekiilen der Knorpel-
grundsubstanz und weist deshalb in unmodifizierter Form eine hohe Biokompatibili-
tat auf. Um eine geeignete Struktur mit ausreichender mechanischer Belastbarkeit zu 
generieren, miissen die Molekiilketten vernetzt werden. Diese Vernetzung geschieht 
durch Veresterung mit Alkohol, was zu einer Beeintrachtigung der Biokompatibilitat 
fiihren kann. 

Ein weiteres Scaffold stellt das so genannte Alginat dar. Hierbei handelt es sich um 
ein aus Braunalgen gewonnenes Copolymer, das sich aus L-Guluronsaure und D-
Mannuronsaure zusammensetzt. Durch die Zugabe von EDTA bzw. Na-Citrat kann 
das Produkt geliert oder verfliissigt werden. Dies verleiht dem Alginat ahnliche 
Eigenschaften fiir die Zellkultivierung wie sie bereits fiir kollagenbasierende Gele 
beschrieben wurden, jedoch mit verbesserter Resuspensionsmoglichkeit fiir zell- und 
molekularbiologische Analysen. Trotz der Vorteile gegeniiber anderen Tragermatrices 
und guten Eigenschaften des Materials in vitro konnten in vivo keine Erfolge erzielt 
werden. Die Substanz ist in vivo schlecht resorbierbar und verursacht erhebliche 
Immun- und Fremdkorperreaktionen. Alginat ist deshalb bislang nicht als Tragerma-
terial fiir Implantate am Menschen verwendbar. 

Ein weiteres Tragermaterial fiir biologische Zellen ist Agarose. Sie verhalt sich ahnlich 
wie Alginat. Agarose besteht aus zwei Zuckerketten und wird aus den Zellwanden von 
Rotalgen gewonnen. Wie Alginat verursacht es in vivo Immun- und Fremdkorperreak­
tionen, so dass Agarose bislang nicht am Menschen eingesetzt werden konnte. 

Weitere Scaffolds basieren auf Fibrin. Hierbei handelt es sich um ein globulares 
Plasmaprotein, das durch seine Fahigkeit zur vernetzenden Polymerisation u.a. die 
Blutgerinnung bewirkt. Auch Fibrin hat sich bislang jedoch nicht fiir eine Verwen-
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dung in vivo bewahrt. Die Verwendung von Fibrin als Zelltrager ist weitgehend 
unbeforscht und muss noch ausgiebig evaluiert werden. Fibrin ist dariiber hinaus 
sehr teuer. 

Weitere, zur Kultivierung von biologischen Zellen verwendete Matrices basieren auf 
Chitin bzw. Chitosan. Chitin bildet den Ausgangsstoff zur Chitosanherstellung. Dazu 
werden die Acetylgruppen des Chitins chemisch oder enzymatisch abgespalten. 
Sowohl bei Chitin als auch bei Chitosan handelt es sich um Biopolymere, zwischen 
denen es keinen genau definierten Ubergang gibt. In der Regel wird aber von Chito­
san gesprochen, wenn der Deacetylierungsgrad grofier 40 - 50 % ist und die Verbin-
dung in organischen Sauren loslich ist. Chitin bzw. Chitosan sind jedoch in ihren 
Anwendungsmoglichkeiten stark eingeschrankt und haben sich in der Praxis zur 
Kultivierung von Zellen bislang ebenfalls nicht bewahrt. Chitin ist kein korpereigener 
Stoff und ist daher stets ein Fremdkorper im Organismus. Die Verwendung von 
Chitin als Zelltrager muss noch grundlegend beforscht werden. 

Derzeit befinden sich auch eine Vielzahl von kiinstlichen Scaffolds in der Erprobung. 
Zu diesen zahlen die Polymere Polyactide (PLA) und Polyglycolide (PGA) sowie Poly-
L-Milchsaure (engl.: „poIy-L-lactic acid", PLLA bzw. "bioglass"). Besonderes Kennzei-
chen der Polymere PLA und PGA ist ihre geringe Loslichkeit in wassrigen Medien, die 
sich erst durch den Polymerkettenabbau, d.h. die Hydrolyse, zu niedermolekularen 
Oligomeren oder Monomeren verbessert und damit zur Erosion dieser Materialien 
fiihrt. Allerdings hat sich gezeigt, dass diese Polymere nicht zur Kultivierung von 
beliebigem biologischem Material geeignet sind. Resorbierbare Polymere zerfallen 
durch spontane Hydrolyse in organische Sauren. Osteoblasten differenzieren in 
saurem Milieu, so dass eine hohe Menge dieser Polymere eher zu Knochenabbau als 
zu Knochenaufbau fiihren kann. 

Vor diesem Hintergrund liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, eine neue Zu-
sammensetzung zur Kultivierung von biologischen Zellen bereitzustellen, mit der die 
Nachteile vermieden werden, die sich bei dem im Stand der Technik bekannten 
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Zelltragern zeigen. Insbesondere soli eine solche Zusammensetzung bereitgestellt 
werden, die im Grofimafistab kostengiinstig und in gleichbleibend hoher Qualitat 

herstellbar ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Verwendung einer Zusammensetzung zur Kultivierung 
von biologischen Zellen gelost, die folgende Parameter aufweist: 

Kollagen [Gew.-%]: ca. 30 bis 80, 
Amidstickstoff [Gew.-%]: ca. 0,06 bis 0,6, 
Polyol [Gew.-%]: ca. 0 bis 50, 
Fett [Gew.-%]: ca. 0 bis 20, 
Asche [Gew.-%]: ca. 0 bis 10, 
Wasser [Gew.-%]: ca. 5 bis 40, 
pH-Wert: ca. 3 bis 10, 
Flachengewicht [g/m2]: ca. 10 bis 100, 
Reififestigkeit [N/mm2]: ca. 0,5 bis 100, bzw. 20 bis 100. 

Eine solche Zusammensetzung ist in Folienform bei der Firma Naturin GmbH & Co. 
KG, Badeniastrafie 13, Weinheim, bereits kommerziell erhaltlich. Diese Folien haben 
beispielsweise die von der Firma Naturin zugeordneten Referenznummern 
400011899, 400023747, 400024203, 400026193, 400019485, 400000084 und 

400000109. 

Diese Erkenntnis war tiberraschend. Diese Zusammensetzung wurden bisher aus-
schliefilich in der Lebensmittelbranche verwendet, bspw. als Trennfolie zwischen 
Netz und Fleisch im Rahmen der Schinkenherstellung. Es war insbesondere nicht zu 
erwarten, dass derartige Zusammensetzungen zur Kultivierung von biologischem 
Material besonders geeignet sind. 

Die erfindungsgemafie Zusammensetzung lasst sich im Grofimafistab reproduzierbar 
herstellen und ist von gleichbleibend hoher Qualitat. Die Zusammensetzung zeichnet 
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sich insbesondere durch ihre gute Biokompatibilitat, ihre sehr diinne Folienstarke, 
ihre verhaltnismafiig hohe Transparenz und ihre hohe mechanische Stabilitat aus, so 

dass sich ein breites Anwendungsspektrum ergibt. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn als Polyol Glycerin und/oder Sorbit verwendet wird, 
welches in einer Konzentration von 0 bis 50 Gew.-% (Glycerin), bzw. 0 bis 40 Gew.-% 
(Sorbit) vorgesehen ist. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass Polyole zum Einsatz kommen, die sich in den 
genannten Konzentrationen als Feuchthalte- bzw. Wasserbindemittel zum Schutz vor 
Austrocknung besonders bewahrt haben. 

Nach einer besonderen Ausgestaltung weist die Zusammensetzung folgende Parame­

ter auf: 

Kollagen [Gew.-%]: ca. 50 bis 70, 

Amidstickstoff [Gew.-%]: ca. 0,14 bis 0,4 
Glycerin [Gew.-%]: ca. 12 bis 35, 
Fett [Gew.-%]: ca. 3 bis 7, 

Sorbit [Gew.-%]: ca. 0 bis 20, 
Asche [Gew.-%]: ca. 0,5 bis 3, 
Wasser [Gew.-%]: ca. 12 bis 18, 
pH-Wert: ca. 5,5 bis 8, 
Flachengewicht [g/m2]: ca. 20 bis 40, 

Reififestigkeit [N/mm2]: ca. 5 bis 25 bzw. 40 bis 80. 

Mit dieser Mafinahme werden die Konzentrationen der jeweiligen Bestandteile 
nochmals optimiert, so dass die Zusammensetzung in ihrer Eignung zur Kultivierung 
von biologischen Zellen nochmals verbessert wird. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Fett im Wesentlichen pflanzliches Ol ist. 
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Die Verwendung von pflanzlichem Ol zum Erhalt der erfindungsgemafien Zusam­
mensetzung hat sich besonders vorteilhaft herausgestellt. So verbessert pflanzliches 
01 durch Erhohung der Dehnbarkeit die Einsatzmoglichkeiten der Zusammensetzung 
deutlich. Auch konnen durch Verwendung von pflanzlichem Ol Ranzigkeitserschei-
nungen vermieden und somit die Herstellung und Lagerung der Zusammensetzung 
verbessert werden. Es versteht sich, dass ein minimaler Restanteil tierischen Fetts 
enthalten sein kann, ohne dass die Vorteile des pflanzlichen Ols aufgehoben werden. 

Nach einer besonders bevorzugten Ausgestaltung liegt der pH-Wert der erfindungs-
gemafien Zusammensetzung bei ca. 5,0 bis 8,0, vorzugsweise 6,8 bis 8,0, weiter 
vorzugsweise bei 7,0 bis 7,8, hochst bevorzugt bei ca. 7,2 bis 7,5. 

Wie die Erfinder herausgefunden haben, gelingt eine Kultivierung von biologischen 
Zellen bei den genannten pH-Werten besonders gut. Somit weist die Zusammenset­
zung einen pH-Wert auf, der im physiologischen Bereich liegt und deshalb ein Milieu 
bereitstellt, das der naturlichen Umgebung der biologischen Zellen weitgehend 
ahnelt. Die kommerziell erhaltlichen Zusammensetzungen, bspw. der Firma Naturin 
GmbH & Co. KG, haben in der Regel einen pH-Wert, der bei etwa 4,8 liegt. Unter 
derartig sauren Bedingungen ist bspw. eine Kultivierung von saureempfindlichem 
biologischem Material nicht moglich. Die Einstellung des gewiinschten pH-Wertes 
kann durch Inkubation der Zusammensetzung in bspw. calcium- oder magnesium-
haltigem Phosphatpuffer erfolgen, wobei andere, dem Fachmann bekannte, ubliche 
Puffer gleichermafien geeignet sind. 

Vor diesem Hintergrund betrifft ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
auch ein Verfahren zur Verbesserung einer Zusammensetzung, die folgende Parame­
ter aufweist: 

Kollagen [Gew.-%]: ca. 30 bis 80, 
Amidstickstoff [Gew.-%]: ca. 0,06 bis 0,6, 
Polyol [Gew.-%] ca. 0 bis 50, 



WO 2009/024280 PCT/EP2008/006660 

8 

Fett [Gew.-%]: 
Asche [Gew.-%]: 
Wasser [Gew.-%]: 
pH-Wert: 
Flachengewicht [g/m2]: 
Reififestigkeit [N/mm2]: 

ca. 10 bis 100, 
ca. 0,5 bis 100 bzw. 20 bis 100, 

ca. 0 bis 20, 
ca. 0 bis 10, 
ca. 5 bis 40, 
ca. 3 bis 10, 

in ihrer Eignung zur Kultivierung von biologischen Zellen, das folgende Schritte 
aufweist: 

(1) Bereitstellung der Zusammensetzung, und 

(2) Einstellung des pH-Wertes auf ca. 5,0 bis 8,0, vorzugsweise ca. 6,8 bis 8,0, 
weiter vorzugsweise auf ca. 7,0 bis 7,8, hochst bevorzugt auf ca. 7,2 bis 7,5. 

Mit diesem „Verbesserungsverfahren" lassen sich kommerziell erhaltliche Folien, wie 
bspw. jene, die von der Firma Naturin GmbH & Co. KG angeboten werden, auf 
einfache Art und Weise hinsichtlich ihrer Eignung als Zellkulturtrager, deutlich 
verbessern. Schritt (2) erfolgt dabei bevorzugt durch die Inkubation der Zusammen­
setzung in Pufferlosung mit einem pH-Wert von ca. 7,2 bis 7,5. 

Das Verbesserungsverfahren weist bevorzugt einen weiteren Schritt (3) auf, in dem 
die Zusammensetzung mit stark fettloslichen Substanzen inkubiert wird. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass bspw. durch Verwendung von 100 %igem 
Azeton fettlosliche Substanzen extrahiert werden. Die Eigenschaft der Zusammenset­
zung zur Kultivierung von biologischem Material kann dadurch nochmals verbessert 
werden. 

Weiter ist es bei dem erfindungsgemafien Verbesserungsverfahren bevorzugt, wenn 
Schritt (3) den Schritt (3.1) umfasst, in dem ein Waschen der Zusammensetzung in 
Pufferlosung erfolgt. 
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Mit diesem Schritt (3.1) wird der Rest an stark fettloslichen Substanzen und ggf. 
weitere kontaminierende Riickstande entfernt, so dass dann die Membran einsatzbe-
reit ist bzw. weiter ver- oder bearbeitet werden kann. 

Das erfindungsgemafi Verbesserungsverfahren weist bevorzugt einen weiteren Schritt 
(4) auf, in dem die Trocknung der Zusammensetzung erfolgt. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass dadurch ein Produkt erhalten wird, welches 
sich einfach handhaben und nahezu unbegrenzt lagern lasst. 

Nach einer bevorzugten Ausgestaltung ist die erfindungsgemafie Zusammensetzung 
als Flachfolie ausgebildet. 

Mit dieser Mafinahme wird die Zusammensetzung in einer Form bereitgestellt, die 
sich sowohl fiir Zellkultivierungsanwendungen als auch fiir die Implantation von 
biologischem Material in einen Organismus besonders eignet. Die als Folie ausgebil-
dete erfindungsgemafie Zusammensetzung lasst sich einfach in eine beliebige Form 
und Grofie schneiden oder stanzen. 

Vor diesem Hintergrund ist die Zusammensetzung bevorzugt als Trager oder Matrix 
bzw. „Scaffold" fiir Zellkultivierungsanwendungen bzw. als Trager fiir die Implantati­
on von biologischem Material, vorzugsweise von Stamm- und Vorlauferzellen, oder 
gewebespezifischen Zellen, in einen Organismus, ausgebildet. Sie ist wegen ihrer 
Biokompatibilitat und der adharenzfordernden Eigenschaft zur Immobilisierung von 
Zellen nutzbar. Dies kann im Bereich der regenerativen Medizin zum Beispiel zur 
Zucht von Bandern, Sehnen, Knochen und Knorpel von hoher Relevanz sein, daruber 
hinaus aber auch auf weitere Gewebe angewandt werden. Sie ist deshalb auch als 
Wundauflage geeignet. Weiter kann die Zusammensetzung z.B. im Kosmetikbereich 
als Hautauflage eingesetzt werden. Daruber hinaus eignet sie sich auf Grund der 
chemischen Zusammensetzung der Kollagene im Besonderen zur Kopplung von 
zellbeeinflussenden Wirkstoffen, wie z.B. Wachstumsfaktoren. 
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Besonders vorteilhaft ist, dass die erfindungsgemafie Flachfolie nach dem Trocken 
ohne weitere Fixierungshilfen auf glatte Kunststoffoberflachen adhariert. Die Folie 
bildet somit bspw. mit Zellkulturplastikoberflachen eine luftblasenfreie Einheit, die 
auch bei schonender Zellkultivierung erhalten bleibt. Auf zellbeeinflussende Klebe-
und Fixierungshilfen kann daher in der Zellkultur verzichtet werden. Fiir spezifische 
Applikationen lasst sich diese Verbindung jedoch beschadigungsfrei mit mechani-
schen Hilfen, wie z.B. Pinzetten losen und die Folie aus der Zellkulturschale mit den 
auf ihr wachsenden Zellen entnehmen. 

Alternativ ist die erfindungsgemafie Zusammensetzung als Schlauchhiille ausgebildet. 

Diese Ausgestaltung ist besonders als Zell- und Wirkstoffreservoir fiir Implantations-
versuche geeignet. 

Die erfindungsgemafie Flachfolie bzw. Schlauchhiille weist in getrocknetem Zustand 
eine Dicke auf, die bei ca. 5 bis 200 pm, vorzugsweise 10 bis 100 pm, weiter bevor­
zugt bei 15 bis 30 pm, weiter bevorzugt bei ca. 20 pm und hochst bevorzugt bei ca. 
15 pm liegt. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass eine besonders diinne Folie bzw. Hiille bereit-
gestellt wird, die transparent und dadurch mikroskopierbar ist. Dies ist bei den 
derzeit im Stand der Technik bekannten, auf Kollagen basierenden Zelltragern nicht 
der Fall. Die Dicke wird erfindungsgemafi in getrocknetem Zustand bestimmt. Ge-
trocknet heifit hierbei luftgetrocknet, so dass eine absolute Restfeuchte verbleibt, die 
bei zwischen ca. 10 % und 15 % liegt. 

Nach einer bevorzugten Weiterbildung ist die Zusammensetzung strahlungssterili-
siert, was vorzugsweise durch ionisierende Strahlung, weiter bevorzugt durch Beta-
Strahlung und/oder Gamma-Strahlung erfolgt. 
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Diese Mafinahme hat den Vorteil, dass kontaminierende Organismen abgetotet und 
Kontaminationen des zu kultivierenden biologischen Materials weitgehend vermie­
den werden. Die Strahlungssterilisation bietet den Vorteil, dass dadurch das warme-
empfindliche Kollagen unbeschadet bleibt. 

Vor diesem Hintergrund weist das erfindungsgemafie Verbesserungsverfahren den 
weiteren Schritt (5) auf, in dem die Strahlungssterilisation der Zusammensetzung 
erfolgt. 

Weiter ist es bevorzugt, wenn die erfindungsgemafie Zusammensetzung einen Farb-
stoff, vorzugsweise eine fluoreszenzabsorbierenden Farbstoff, aufweist. 

Fiir die /n-vitro-Diagnostik kann die Zusammensetzung unterschiedlich gefarbt 
werden. Hierbei konnen bei so genannten Penetrationstests fur pharmakologische, 
physiologische oder zellbiologische Untersuchungen fluoreszenzgefarbte Zellen 
nachgewiesen werden, die durch die Folie penetriert sind, da eine beispielsweise 
fluoreszensabsorbierende Farbung der Zusammensetzung die fluoreszierenden Zellen, 
die nicht penetriert sind, verdeckt. Nur die penetrierten Zellen leuchten dann bei der 
fluoreszensmikroskopischen Untersuchung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Kultivie­
rung von biologischem Material, das folgende Schritte aufweist: 

(1) Bereitstellung einer als Trager fur biologisches Material geeigneten Zusammen­
setzung, 

(2) Inkontaktbringen von biologischem Material mit der Zusammensetzung, und 

(3) Inkubation der Zusammensetzung mit dem biologischen Material unter 
Kultivierungsbedingungen, 

wobei als Zusammensetzung die vorstehend im Zusammenhang mit der erfindungs-
gemafien Verwendung beschriebene Zusammensetzung verwendet wird. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Implantation von biologischem Material in einen Organismus, das folgende Schritte 

aufweist: 

(1) Bereitstellung einer als Trager fair biologisches Material geeigneten Zusammen­
setzung, 

(2) Inkontaktbringen von biologischem Material mit der Zusammensetzung, und 

(3) Einbringen des biologischen Materials in Kontakt mit der Zusammensetzung 
in einen Organismus, 

wobei als Zusammensetzung die vorstehend im Zusammenhang mit der erfindungs-
gemafien Verwendung beschriebene Zusammensetzung verwendet wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der 
erfindungsgemafien Zusammensetzung zur Bestimmung des Invasions- und Metasta-
sierungspotential von Tumorzellen. 

Gangige in vitro-Testverfahren zum Invasions- und Metastasierungspotential von 
Tumorzellen basieren auf folgendem Prinzip: Gemessen wird die Penetrationsleistung 
von Tumorzellen durch eine perforierte nicht abbaubare Kunststofffolie. In in vitro-
Tests werden mit diesem System zum Beispiel die Wirkung von antikarzinogenen 
Pharmaka auf die Penetrationsleistung der Zellen gemessen. Die Invasivitat einer 
Tumorzelle hangt aber nicht nur von der Migrationsleistung durch Liicken (Poren) 
im Bindegewebe ab, sondern auch von der Fahigkeit der Zellen, die Bindegewebs-
komponenten, zu den im grofien Mafie die Kollagene zahlen, enzymatisch ab- bzw. 
umzubauen. Mit Hilfe der biologischen Kollagenfolie konnte auf Grund ihrer gerin-
gen Dicke, Homogenitat und standardisierten Herstellung ein neues Pharma-
Testsystem aufgebaut werden, um die proteolytische Leistung von kultivierten Zellen 
zu bestimmen. Fiir dieses System werden die Zellen in einem Zweikammersystem 
kultiviert. Beide Kammern werden durch die Kollagenfolie getrennt. Die zu untersu-
chenden Zellen werden in der oberen Kammer auf der Folie kultiviert. Nach entspre-
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chender Kulturdauer wird die Anzahl der durch die Kollagenmembran migrierten 
Zellen auf der Membranunterseite quantifiziert. Mit Hilfe der erfindungsgemafien 
Zusammensetzung erschliefit sich deshalb ein neues Feld in der In-vitro-Diagnostik. 

Die erfindungsgemafie Zusammensatzung kann auch dazu verwendet werden, um die 
proteolytische Aktivitat von Nicht-Tumorzellen und ihr Invasionspotential zu 
betsimmen, bspw. als Vitalitatstest fiir Stammzellen. 

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu 
erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils angegebenen Kombination, sondern 
auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den 
Rahmen der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Die Erfindung wird nun anhand von Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert, aus 
denen sich weitere Merkmale und Vorteile sowie Eigenschaften der Erfindung erge-
ben. Dabei wird Bezug auf die beigefugten Figuren genommen, in denen Folgendes 
zu sehen ist: 

Fig. 1 zeigt eine Kollageneinlage mit einer Starke von 20 pm fiir eine Zellkul-
turplatte mit 6 Vertiefungen (A); eine erfindungsgemafie Schlauchhiille 
als Zellreservoir fur Implantationsversuche (B, B'), 

Fig. 2 zeigt das Ergebnis eines BrdU-Proliferationsassays an humanen mesen-
chymalen Stammzellen (hMSC). Immuncytochemische Analyse der 
BrdU-positiven Zellen. Die Zellen wurden auf einer konventionellen 
Plastikkulturoberflache (A, A') und auf der erfindungsgemafien Kolla-
genmatrix (B, B') kultiviert und fiir eine Stunde mit BrdU inkubiert. 

Fig. 3 zeigt das Ergebnis des BrdU-Proliferationsassays (A) und des MTT-Tests 
(B) an humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC), die auf einer 
Kollagenmatrix und einer konventionellen Plastikkulturoberflache kul-
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tiviert wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen 

Standardabweichungen. 

Fig. 4 zeigt eine Aufsichtsaufnahme auf eine mineralisierte Kollagenmatrix, 
die zusammen mit hMSCs unter osteogenen Differenzierungsbedin-
gungen kultiviert wurde (A, A'); alkalische Phosphataseaktivitat von 
embryonalen (El8) murinen Osteoblasten aus der Schadelkalotte nach 

einer zweiwochigen Kultivierungsphase auf der Kollagenmatrix (B, B'). 

Fig. 5 zeigt einen Paraffinquerschnitt durch die Kollagenmatrix, die mit 
embryonalen (E18) murinen osteogenen Progenitoren aus der Schadel­
kalotte kultiviert wurde, und zwar unter Proliferationsbedingungen (A, 
A') bzw. unter osteogenen Differenzierungsbedingungen (B, B'). Die 
Abbildung B bzw. B' verdeutlicht die durchgangige Mineralisierung der 
dreidimensionalen Matrix. Die Integrations- und Penetrationsleistung 
hangt vom Zelltyp ab. 

Fig. 6 zeigt die Implantation einer zellfreien erfindungsgemafien Schlauch­
hiille in eine C57/BL6-Maus (A) und die implantierte Matrix nach 6 
Wochen in der Nacktmaus (B). 

Fig. 7 zeigt die erfindungsgemafie Schlauchfolie direkt vor der Implantation, 
die fiir einen Tag mit hMSCs besiedelt wurde (A) und das explantierte, 
in das Bindegewebe eingewachsene Implantat nach 6 Wochen (B). 

Fig. 8 zeigt die erfindungsgemafie Schlauchfolie nach der Explantation nach 6 
Wochen in einer C57/BL6-Maus in einer vergrofierten Darstellung. 
Deutlich sind die Blutgefafie erkennbar, die die Kollagenfolie durchzie-
hen. 
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Fig. 9 zeigt He-Farbungen an einem Paraffinschnitt, der vom explantierten 

Implantat angefertigt wurde. 

Ausfiihrungsbeispiele 

1. Kollagenhaltige Zusammensetzung 

Die Erfinder haben sieben von der Firma Naturin GmbH & Co. KG kommer-
ziell erhaltliche Folien verwendet und festgestellt, dass diese fiir die erfin­
dungsgemafie Verwendung geeignet sind. Die Parameter der getesteten, kom-
merziell erhaltlichen Folien finden sich in nachstehender Tabelle 1: 



Zusammensetzung # 1 2 3 4 5 6 7 

Referenznummer 400011899 400023747 400024203 400026193 400019485 400000084 400000109 

Ausgestaltung der 
Zusammensetzung 

Flachfolie Schlauchhiille 
0 110 mm 

Schlauchhiille 
0 140 mm 

Schlauchhiille 
0 60 mm 

Schlauchhiille 
0 40 mm 

Schlauchhiille 
0 65 mm 

Schlauchhiille 
0 115 mm 

Kollagen [Gew.-%] 65 76 79 76 79 77 77 

Wasser 15 12 12 12 12 12 12 

Glycerin [Gew.-%] 15 10 7 10 7 4 4 

Fett 
Acetoglycerid [Gew.-%] 
vegetabiles 01 [Gew.-

%] 

4 
1 - 1 1 1 1 

Asche [Gew.-%] 1 1 - 1 1 1 1 

pH-Wert 5,1 3,4 3,4 3,4 3,4 4,8 4,8 

Dicke [pm] 20 110 25 82 67 100 115 

Mikroskopierfahigkeit 
(Durchlicht/Fluoreszenz) 

gut moglich nicht mog­
lich 

Fluoreszenz Fluoreszenz nicht mog­
lich 

Fluoreszenz 

Tabelle 1: Parameter der von Naturin erhaltlichen, auf Kollagen basierenden Folien 
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1.1 Herstellung von erfindungsgemafien Zusammensetzungen in Folienform 

Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung erfindungsgemafier Zusammenset­
zungen in Folienform dienen Rinderhautunterspalte, die hinsichtlich ihrer 
Riickverfolgbarkeit und den hygienischen Anforderungen den Bestimmungen 
der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 geniigen. 

Diese Rinderhautunterspalte werden mechanisch grob vorzerkleinert und in 
mehreren Verfahrensschritten zunachst mit Wasser gewaschen und anschlie-
fiend alkalisch aufgeschlossen. Der Aufschlussgrad kann variiert werden und 
hangt von Faktoren wie der Behandlungsdauer, der Konzentration des alkali-
schen Mediums (pH-Wert) und der Temperatur ab. In der Regel werden Kalk-
milch oder Natronlauge oder Mischungen dieser beiden Komponente zur Ein-
stellung des alkalischen Mediums verwendet, doch andere basische Verbin-
dungen sind ebenfalls geeignet. Die Alkalibehandlung erfolgt bei einem pH-
Wert von beispielsweise 12,5 und kann sich von beispielsweise 15 h bis liber 
150 h erstrecken, je nach beabsichtigter Intensitat des Hautaufschlusses. Als 
ein moglicher Parameter zur analytischen Verfolgung des Aufschlussgrads des 
kollagenen Gewebes hat sich der Amidstickstoff bewahrt: Je intensiver der 
Aufschluss, desto tiefer der Amidstickstoff. 

Nach Erreichen des gewtinschten Aufschlussgrads wird gesauert und abschlie-
fiend mehrmals mit Wasser gesptilt. Die Sauerung erfolgt in der Regel mit Salz-
saure iiber einen Zeitraum von 6 - 10 h; dabei wird ein pH-Wert von < 2, vor­
zugsweise < 1 erreicht. Auch die Verwendung anderer Sauren ist moglich. Mit-
tels mehrerer nachgeschalteter Waschvorgange mit Wasser wird der pH-Wert 
abschliefiend auf 2,6 bis 3,3 angehoben. 

Die resultierenden „ Kollagenschwarten" werden daraufhin mechanisch durch 
Wolfen und Durchpressen des gewolften Materials durch Lochscheiben mit 
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abgestuft kleineren Durchlassdimensionen zu einer gelartigen, viskoelasti-
schen Masse verarbeitet. 

1.1.1 Ausbildung als Flachfolie (Zusammensetzung Nr. 1) 

Diese „konzentrierte" Kollagenmasse wird in einen Rlihrkessel iiberfiihrt, in 
dem Glycerin, Wasser und Saure beigemischt werden. Gleichzeitig erfolgt hier 
die Einstellung des pH-Werts auf vorzugsweise 2,6 - 3,2 und der Gehalt an 
Trockenkollagen wird zwischen 1,6 Gew.-% und 2,5 Gew.-% eingestellt. Das 
Gemisch durchlauft anschliefiend einen Homogenisator, wird entliiftet und 
anschliefiend iiber eine Schlitzdiise auf ein Transportband gegossen, auf dem 
der resultierende Gel-Film einen Tunneltrockner durchlauft. Vor dem Einlau-
fen in den Trockner wird vorzugsweise mit Ammoniakgas begast und so der 
pH-Wert des Gels angehoben. Am Ende des Trockners durchlauft der trockene 
Film eine Wiederbefeuchtungszone, ehe er aufgewickelt wird. 

1.1.2 Ausbildung als Schlauchhiille (Zusammensetzungen Nr. 2 bis 7) 

Die viskoelastische Kollagenmasse von 1.1 wird in einen Knetmischer iiber­
fiihrt, in dem rezepturabhangig Glycerin beigemischt wird. Gleichzeitig erfolgt 
durch Zugabe von Wasser und Saure die Einstellung von pH-Wert und Tro-
ckenstoffgehalt. 

Anschliefiend wird die homogene Masse durch eine Ringschlitzdiise extru-
diert. Dabei entsteht eine endlose Schlauchhiille. Durch gleichzeitiges Einbla-
sen von Stiitzluft wird ein Kollabieren des Endlosschlauchs verhindert. 

Der Transport der aufgeblasenen Schlauchhiille durch die Extrusionslinie ver-
lauft je nach herzustellendem Darmtyp im Detail unterschiedlich. Prinzipiell 
besteht die Moglichkeit, chemikalienhaltige Duschbader und Trocknerseg-
mente in variabler Abfolge zu durchlaufen. Am Ende der Extrusionslinie wird 
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die getrocknete Schlauchhiille zwischen Quetschwalzen flachgelegt und in 
diesem Zustand auf Spulen aufgewickelt. 

Die so erhaltenen Schlauchfolien werden anschliefiend einer thermischen Be-
handlung unterzogen, wobei sie die fiir ihre spatere Verwendung benotigte 
mechanische Stabilitat erhalten. Erfindungsgemafie Zusammensetzungen in 
Folien- oder Hiillenform konnen auch auf der Basis anderer Kollagenquellen 
gefertigt werden, wobei sich die Aufbereitung des Kollagengels in Details vom 
vorstehend Beschriebenen unterscheiden kann. Ausgehend von Schweine-
hautkollagen, beispielsweise, muss ein geeigneter Weg zur Reduzierung des 
Fettgehalts gefunden werden, der bspw. in der DE 100 60 643 und EP 1 423 
016 beschrieben ist. Die Verwendung von Naturdarmen zur Herstellung einer 
Kollagenmasse ist beispielsweise in der ES 2 017 564 beschrieben. Diese Do-
kumente sind durch Inbezugnahme Teil der Offenbarung der vorliegenden 

Anmeldung. 

1.2 Einstellung des pH-Wertes 

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt unter Verwendung von calcium- und 
magnesiumhaltigem Phosphatpuffer [Phosphatgepufferte Saline (PBS) mit Ca** 
und Mg^ (PAA HI5-001)] der den pH-Wert der auf Kollagen basierenden Folie 
in den physiologischen Bereich von pH 7,2 bis pH 7,5 einstellt. Hierzu wird 
die Kollagenfolie unter Schiitteln fiir 5 Tage mit dem Puffersystem gespult. Der 
Puffer wird zweimal taglich gewechselt. 

Alternativ kann die Kollagenmembran auch fiir eine Stunde in einen glycerin-
haltigen Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,3 eingetaucht werden 
(Phosphatpuffer: In 7722 g destilliertem Wasser werden 15,6 g KH2P04, 71,3 g 
Na2HP04 x 2 H20 und 492,9 g Glycerin gelost). Danach lasst man den so be-
handelten Film abtropfen und bringt ihn in einen Spannrahmen ein, in dem 
er iiber Nacht bei Raumtemperatur trocknet. 
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1.3 Weitere optionale Aufbereitung 

Die Kollagenmembran wird nach einer kurzen Aquilibrierung in destilliertem 
Wasser mit 100 %igem Aceton zur Extraktion von fettloslichen Substanzen 
und zum Ausfallen von wasserloslichen Proteinen behandelt. Nach Entfernen 
des Acetons unter Unterdruck wird die trockene Membran dreimal fiir je eine 
Stunde mit calcium- und magnesiumhaltigem Phosphatpuffer (in g/1: KC1 0,2; 
KH2P04 0,2; NaCl 8,0; Na2HP04wasserfrei 1,15; CaCl2-2H20 in H15-001 0,132; 
MgCl2-2H20 in H15-001 0,1) gewaschen. Zur Elimination der Puffersalze wer­
den drei Waschvorgange von je 1 Stunde in destilliertem Wasser vorgenom-

men. 

1.4 Trocknung 

Die erhaltene Membran bzw. Folie wird getrocknet. Dies kann in einem Tro-
ckenschrank bei 60°C erfolgen, wobei man Feuchtewerte von <5 %, bspw. 3 %, 
erzielen kann. Die Membran kann auch bei Raumtemperatur durch blofies 
Liegenlassen an der Luft getrocknet werden, so dass sich eine letztlich von der 
relativen Luftfeuchtigkeit abhangige Ausgleichsfeuchte der Membran bzw. Fo­
lie einstellen wird, die in der Regel zwischen ca. 8 Gew.-% und ca. 13 Gew.-% 

liegt. 

1.5 Formgebung und Strahlungssterilisation 

Die erhaltenen getrockneten Kollagenmembranen bzw. Kollagenfolien kon-
nen beliebig geschnitten oder gestanzt werden, z.B. in DINA5-Blatter. Diese 
lassen sich dann mittels Beta- oder Gammabestrahlung bei 25 kGy oder 50 

kGy sterilisieren. 

Die Kollagenfolie kann bspw. als Einlage fiir Plastikvertiefungsschalen jegli-
cher Bauart, bspw. Mikrotiterplatten, konfektioniert oder als vorzugsweise 
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nahtlose Schlauchhiille mit Durchmessern von <2 mm, ca. 12 mm bis zu meh­
reren Zentimetern produziert werden. Ebenso ist ein thermisches Verschwei-
fien oder Kleben der Folie moglich. 

1.6 Parameter der hergestellten erfindungsgemafien Zusammensetzungen in 
Folienform 

In der nachstehenden Tabelle 2 sind die Parameter von verschiedenen Kolla-
genflachfolien dargestellt, die gemafi der vorstehend beschriebenen Vorge-
hensweise nach 1.1.1 erhalten wurden, wobei die Schritte gemafi Abschnitt 
1.3 nicht durchgefuhrt wurden. 



Muster A B C D E F G 
Kollagen [Gew.-%] 58 61 61 61 55 55 55 
Amidstickstoff [mMol/lOOg 
Trockenkollagen] 

28 37 37 37 31 31 31 

Glycerin [Gew.-%] 16 25 25 25 30 30 30 
vegetabiles Ol [Gew.-%] 5 0 0 0 0 0 0 
Sorbit [Gew.-%] 3 0 0 0 0 0 0 
Asche (600°C); [Gew.-%] 2 1 1 1 1 1 1 
Wassergehalt 16 13 13 13 14 14 14 
pH-Wert 5,2 7,0 7,0 7,0 7,1 7,1 7,1 
Flachengewicht [gm2] 32 38 29 23 30 27,5 25 
Reifiwert, langs [N/mm2] 60 67 61 44 59 54 48 
Reifiwert, quer [N/mm2] 52 54 48 38 52 47 43 
Art der Sterilisation und 
Dosis 

keine (*) O (*) (*) (*) (*) 

Tabelle 2: Parameter der hergestellten auf Kollagen basierenden Folien; 
(*) zu jedem der Muster 1 bis 6 gab es 5 Unterproben: Ohne Sterilisation (a), Beta-Strahlung 25 kGy (b), Beta-Strahlung 50 kGy (c), Gamma-

Strahlung 25 kGy (d) und Gamma-Strahlung 50 kGy (e) 
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Folgende Analysemethoden wurden verwendet: 

Kollagen iiber Hydroxiprolinbestimmung / Amidstickstoff analog EP1676595 
(Geistlich Sohne AG) / Glycerin iiber HPLC / vegetabiles Ol durch Soxhlet-
Extraktion / Sorbit iiber HPLC / Asche gravimetrisch nach Veraschen im Muf-
felofen, 5 h bei 600 °C) / Wassergehalt gravimetrisch nach Trocknen im Tro-
ckenschrank bei 105 °C / pH- Wert durch Kleinschneiden des Films, Einbrin-
gen der Schnipsel in eine 5 %-ige NaCl-Losung und Messung mittels Glaselekt-
rode nach 10 Minuten / Flachengewicht durch Wiegen eines 10 cm x 10 cm 
grofien Filmstiicks mit Ausgleichsfeuchte / Reifiwerte langs und quer mittels 
einer UTS Universalpriifmaschine (Typ 3/205, UTS Testsysteme GmbH) nach 
Klimatisieren bei 21 °C / 60 % r.F. der ausgestanzten Priifkorper und einer Tra-
versengeschwindigkeit von 100 mm/min. 

2. Kultivierung von biologischem Material 

2.1 Ausgestaltung der Zusammensetzung 

Fig. 1 zeigt eine erfindungsgemafie Kollagenfolie mit einer Dicke von 20 |im, 
ausgestaltet als Einlage fiir eine Vertiefung einer Zellkulturplatte (A). In Teil-
abbildung (B) ist eine Schlauchhiille abgebildet, die in Teilabbildung (B') 
schematisch dargestellt ist. Unter Bezugsziffer 1 ist die Schlauchhiille darge-
stellt. Unter Bezugsziffer 2 sind die Zellen dargestellt, die in das Innere der 
Hiille eingebracht werden konnen. Unter Bezugsziffer 3 sind ein Wirkstoff o-
der Wachstumsfaktoren dargestellt, die ebenfalls in die Hiille eingebracht wer­
den konnen, um auf die biologischen Zellen einzuwirken. 

2.2 Proliferationsverhalten von humanen Zellen 

Das Proliferationsverhalten von humanen Zellen, mesenchymalen Stammzel­
len MSC und der humanen Zelllinie SaOS2, auf der erfindungsgemafien Kolla-
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genfolie zeigte keine Unterschiede gegeniiber konventionellen Kultivierungs-
verfahren in der Plastikkulturschale; Fig. 2. Die Zellen wurden auf einer kon­
ventionellen Plastikkulturoberflache (A) und auf der erfindungsgemafien Kol­
lagenfolie (B) kultiviert und fiir 1 Stunde mit BrdU inkubiert. In der schemati-
schen Darstellung (B1) ist mit 1 die Kollagenfolie, mit 2 die Zellen, mit 5 die 
Kollagenfasern und mit 6 die BrdU-positiven Zellen bezeichnet. Die statisti-
sche Auswertung des BrdU-Proliferationsassays (A) und MTT-Vitalitatstests (B) 
ist in Fig. 3 dargestellt. 

Danach zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der erfin­
dungsgemafien Kollagenfolie und den konventionellen Plastikschalen. 

2.3 Biokompatibilitat 

Zur Evaluierung der Biokompatibilitat der erfindungsgemafien Kollagenfolie 
wurden sowohl embryonale murine Progenitoren aus der Schadelkalotte als 
auch hMSCs auf dieser Matrix unter osteogenen Differenzierungsbedingungen 
kultiviert. Das Ergebnis ist in Fig. 4 dargestellt. 

Teilabbildung (A) zeigt eine Aufsicht auf eine mineralisierte erfindungsgemafie 
Kollagenmatrix, die zusammen mit hMSCs unter osteogenen Differenzie­
rungsbedingungen kultiviert wurde. Teilabbildung (B) zeigt die alkalische 
Phosphataseaktivitat von embryonalen murinen Osteoblasten aus der Scha­
delkalotte nach einer 2-wochigen Kultivierungsphase auf der erfindungsgema­
fien Kollagenfolie. In den schematischen Teilabbildungen (A') bzw. (B1) ist mit 
1 die Kollagenmembran bezeichnet, mit 2a die Zellen und mit 2b die Zellen 
nach Detektion der zellularen alkalischen Phosphataseaktivitat. 

Der Nachweis der alkalischen Phosphataseaktivitat und der zellinduzierten 
Mineralisierung verdeutlichen das Differenzierungspotenzial der kultivierten 
Zellen und somit die Biokompatibilitat der erfindungsgemafien Matrix. 
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2.4 Kultivierung von dreidimensionalen Gewebestrukturen 

Von besiedelten Kollagenfolien wurden Paraffinquerschnitte angefertigt. Diese 
wurden histochemisch hinsichtlich der Mineralisierung analysiert. Das Ergeb­
nis ist in Fig. 5 dargestellt. Teilabbildung (A, A') zeigt den Paraffinquerschnitt 
unter Proliferationsbedingungen, Teilabbildung (B, B') unter osteogenen Diffe­
renzierungsbedingungen. Mit 1 ist die Kollagenfolie bezeichnet, mit 2 die Zel­
len und mit 4 die Silbernitrateinlagerungen. 

Dieses Experiment zeigt zum einen das hohe Mineralisierungspotenzial und 
zum anderen die Integrationsfahigkeit der Zellen innerhalb der dreidimensio­
nalen Folie/Matrix. Mit Hilfe dieser erfindungsgemafien Matrix ist die Ziich-
tung von dreidimensionalen Gewebestrukturen denkbar. 

2.5 Implantationen 

An Nackt- und C57/BL6-Mausen wurden Implantationsexperimente durchge-
fiihrt. Dazu wurden zellbeladene erfindungsgemafie Schlauchhiillen im Be-
reich zwischen Subkutis und Peritoneum implantiert. Das Ergebnis dieses Ex-
perimentes ist in Fig. 6 gezeigt. Teilabbildung (A) zeigt die Implantation und 
Teilabbildung (B) die implantierte erfindungsgemafie Matrix nach 6 Wochen 
in der Nacktmaus. Der durchgezogene Pfeil deutet auf die zellbeladene erfin­
dungsgemafie Schlauchhiille. In Teilabbildung (B) kann auch die mit nicht-
biodegradierbaren Faden eingebrachte Schlauchhiille gut anhand der Befesti-
gungspunkte lokalisiert werden; gestrichelte Pfeile. Die Preparation zeigt in 
Teilabbildung (B) deutlich die noch vorhandene erfindungsgemafie Schlauch­
hiille. 

In Fig. 7 ist in Teilabbildung (A) die erfindungsgemafie Schlauchhiille direkt 
vor der Implantation dargestellt, die fiir einen Tag mit hMSCs besiedelt wurde. 
In Teilabbildung (B) ist das explantierte, in das Bindegewebe eingewachsene 
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Implantat nach 6 Wochen dargestellt. Dabei zeigt sich, dass selbst 6 Wochen 
nach der Implantation die Integritat der Schlauchhiille trotz beginnender Re-
sorptionsprozesse erhalten bleibt. 

Das Implantat ist deutlich in das Bindegewebe des Tieres eingewachsen und 
wird von Blutgefafien durchzogen; vgl. Fig. 8 (A, A1). In der schematischen 
Darstellung (A1) sind mit 1 die Kollagenmembran, mit 2 die Zellen, mit 5 die 
Kollagenfasern und mit 7 die Blutgefafie bezeichnet. 

Immunhistologische Analysen an HE-gefarbten Paraffinschnitten zeigen Zel­
len, die in die erfindungsgemafie Folie eingewandert sind; vgl. Fig. 9. Deutlich 
ist ein Blutgefafi im Bereich des Implantates festzustellen (A, Pfeil). In der 
schematischen Darstellung (A') sind mit 1 die Schlauchhiille, mit 2 die Zellen, 
mit 5 die Kollagenfasern, mit 7 ein Blutgefafi und mit 8 Bindegewebe bezeich­
net. 

3. Fazit 

Die Erfinder konnten eine kollagenhaltige Zusammensetzung, bspw. in Folien-
oder Hiillenform bereitstellen, die reproduzierbar im Grofimafistab herstellbar 
ist und sich zur Kultivierung und Generierung von biologischem Material be­
sonders gut eignet. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung einer Zusammensetzung zur Kultivierung von biologischen 
Zellen, die folgende Parameter ausweist: 

Kollagen [Gew.-%]: ca. 30 bis 80, 
Amidstickstoff [Gew.-%]: ca. 0,06 bis 0,6, 
Polyol [Gew.-%] ca. 0 bis 50, 
Fett [Gew.-%]: ca. 0 bis 20, 
Asche [Gew.-%]: ca. 0 bis 10, 
Wasser [Gew.-%]: ca. 5 bis 40, 
pH-Wert: ca. 3 bis 10, 
Flachengewicht [g/m2]: ca. 10 bis 100, 
Reififestigkeit [N/mm2]: ca. 0.5 bis 100. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyol 
ausgewahlt ist aus: 

Glycerin [Gew.-%]: ca. 0 bis 50, und/oder 
Sorbit [Gew.-%]: ca. 0 bis 40. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zusammensetzung folgende Parameter aufweist: 

Kollagen [Gew.-%]: ca. 50 bis 70, 
Amidstickstoff [Gew.-%]: ca. 0,14 bis 0,4 
Glycerin [Gew.-%]: ca. 12 bis 35, 
Fett [Gew.-%]: ca. 3 bis 7, 
Sorbit [Gew.-%]: ca. 0 bis 20, 
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Asche [Gew.-%]: ca. 0,5 bis 3, 

Wasser [Gew.-%]: ca. 12 bis 18, 
pH-Wert: ca. 5,5 bis 8, 

Flachengewicht [g/m2]: ca. 20 bis 40, 
Reififestigkeit [N/mm2]: ca. 5 bis 25. 

4. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Fett im Wesentlichen pflanzliches Ol ist. 

5. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass der pH-Wert bei ca. 5,0 bis 8,0, vorzugsweise bei ca. 6,8 bis 8,0, weiter 
vorzugsweise bei ca. 7,0 bis 7,8, hochst bevorzugt bei ca. 7,2 bis 7,5 liegt. 

6. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung als Flachfolie ausgebildet ist. 

7. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung als Schlauchhiille ausgebildet ist. 

8. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung in getrocknetem Zustand eine Dicke aufweist, die 

bei ca. 5 bis 200 |xm liegt. 

9. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammen­

setzung in getrocknetem Zustand eine Dicke aufweist, die bei ca. 5 bis 100 um, 

weiter bevorzugt bei ca. 10 bis 30 um, hochst bevorzugt bei ca. 15 um liegt. 

10. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung als Trager fiir Zellkultivierungsanwendungen aus­
gebildet ist. 
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11. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung als Trager fiir die Implantation von biologischem 
Material, vorzugsweise von Stamm- Vorlauferzellen, in einen Organismus aus­
gebildet ist. 

12. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zusammensetzung strahlungssterilisiert ist. 

13. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Strahlungs­
sterilisation durch ionisierende Strahlung erfolgt. 

14. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die ionisieren­
de Strahlung Beta-Strahlung und/oder Gamma-Strahlung ist. 

15. Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die erfindungsgemafie Zusammensetzung einen Farbstoff, vorzugsweise 
einen fluoreszenzabsorbierenden Farbstoff, aufweist. 

16. Verwendung einer Zusammensetzung zur Bestimmung des Invasions- und 
Metastasierungspotential von Tumorzellen, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Zusammensetzung die Zusammensetzung der Verwendung nach einem der 
Anspriiche 1 bis 15 verwendet wird. 

17. Verfahren zur Kultivierung von biologischem Material, das folgende Schritte 

aufweist, 

(1) Bereitstellung einer als Trager fiir biologisches Material geeigneten Zu­
sammensetzung, 

(2) Inkontaktbringen von biologischem Material mit der Zusammenset­

zung, und 

(3) Inkubation der Zusammensetzung mit dem biologischen Material unter 

Kultivierungsbedingungen, 



WO 2009/024280 PCT/EP2008/006660 

30 

dadurch gekennzeichnet, dass als Zusammensetzung die Zusammensetzung 
der Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 16 verwendet wird. 

18. Verfahren zur Implantation von biologischem Material in einen Organismus, 
das folgende Schritte aufweist, 

(1) Bereitstellung einer als Trager fiir biologisches Material geeigneten Zu­
sammensetzung, 

(2) Inkontaktbringen von biologischem Material mit der Zusammenset­
zung, und 

(3) Einbringen des biologischen Materials in Kontakt mit der Zusammen­
setzung in einen Organismus, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Zusammensetzung die Zusammensetzung 
der Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 16 verwendet wird. 

19. Verfahren zur Verbesserung einer Zusammensetzung in ihrer Eignung zur 
Kultivierung von biologischen Zellen, die folgende Parameter ausweist: 

Kollagen [Gew.-%]: 
Amidstickstoff [Gew.-%]: 
Polyol [Gew.-%] 
Fett [Gew.-%]: 
Asche [Gew.-%]: 
Wasser [Gew.-%]: 
pH-Wert: 
Flachengewicht [g/m2]: 
Reififestigkeit [N/mm2]: 

ca. 30 bis 80, 
ca. 0,06 bis 0,6, 
ca. 0 bis 50, 
ca. 0 bis 20, 
ca. 0 bis 10, 
ca. 5 bis 40, 
ca. 3 bis 10, 
ca. 10 bis 100, 
ca. 0,5 bis 100, 

das folgende Schritte aufweist: 

(1) Bereitstellung der Zusammensetzung, und 
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(2) Einstellung des pH-Wertes auf ca. 5,0 bis 8,0, vorzugsweise ca. 6,8 bis 
8,0, weiter vorzugsweise auf ca. 7,0 bis 7,8, hochst bevorzugt auf ca. 7,2 
bis 7,5. 

20. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt 2 folgen-
den Schritt umfasst: 

(2.1) Inkubation der Zusammensetzung in Pufferlosung mit einem pH-Wert 
von ca. 7,2 bis 7,5. 

21. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass es fol-
genden weiteren Schritt aufweist: 

(3) Inkubation der Zusammensetzung mit stark fettloslichen Substanzen. 

22. Verfahren nach Anspruche 22, dadurch gekennzeichnet, dass es folgende 
weitere Schritte aufweist: 

(3.1) Waschen der Zusammensetzung in Pufferlosung. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass 
es folgenden weiteren Schritt aufweist: 

(4) Trocknung der Zusammensetzung. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass 
es folgende weitere Schritte aufweist: 

(5) Strahlungssterilisation der Zusammensetzung. 


