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64 Vertahren zum Beschichten von schlauchférmigen Prothesen aus Kunststoff.

@ Der wesentliche Schritt des neuen Beschichtungsver-

fahrens fur die Belegung von Kunststoff-Gefasspro-
thesen mit lebenden Zellen besteht in schrittweisen Dre-
hungen der mit einer Zellsuspension gefililten Prothese um
feste Winkel und zwischen den Drehungen liegenden
Absetzpausen, deren Dauer, beginnend bei 2 sec. in gerin-
gen Betragen von 1 bis 2 sec bis zu Pausenlédngen von 2 bis
3 min. gesteigert wird.

Mit dem neuen Verfahren wird eine gleichmassige
Belegung der Protheseninnenwand mit einer Schicht von
lebenden Zellen erreicht, die streifenfrei und Iiickenlos ist.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifit ein Verfahren zum Be-
schichten von schlauchférmigen Prothesen aus
Kunststoff, z.B. Gefassprothesen, mit lebenden
Zellen, die als wéssrige Suspension in physiologi-
scher Losung in dem Gefass ausgeséat und infolge
der Schwerkraft darauf abgelagert werden, wobei
die mit der Suspension geflite, in horizontaler Rich-
tung ausgespannte Prothese, die zuvor mit einer ex-
trazellularen Matrix beschichtet worden ist und in
von Absetzpausen unterbrochenen Schritten um ei-
ne Langsachse gedreht wird.

Fir das Beschichten von schlauchférmigen Pro-
thesen mit lebenden Zellen, insbesondere mit Mono-
schichten epithelialer Zellen, ist das vorstehend ge-
schilderte Verfahren tblich. In der Praxis hat sich
gezeigt, dass auch bei «weitrdumigen» Variationen
der Schrittwinkel fiir die Drehung und/oder der
Dauer der Absetzpausen ein gleichméssiger Belag
von Zellen auf der Innenwand der Prothese nicht
erreicht wird, sondern sich Streifenmuster bilden,
und die Beschichtungen keine reproduzierbaren Er-
gebnisse bringen.

Aufgabe der Erfindung ist es, dass immer eine
gleichmassige Verteilung der Zellen in Umfangsrich-
tung und eine liickenlose (konfluente) Beschichtung
der Protheseninnenwand erreicht wird; um einen gu-
ten «Wirkungsgrad» zu erreichen, sollen dabei mog-
lichst alle lebenden und lebensféhigen Zellen aus
der Suspension abgeschieden werden.

Diese Aufgabe wird mit der Erfindung durch die
Anwendung folgender Merkmale gelost:

- nginn Aussaat bei einer tiefen Temperatur von
< 5°C;

~ Erwérmung auf etwa Kérpertemperatur unter kon-
tinuierlichem Drehen zur Homogenisierung der Sus-
pension und Verhinderung von verfrihtem, unkon-
trolliertem Absetzen der Zellen;

— Kurze erste Absetzpause von maximal 2 sec;

— Drehungen um einen Drehwinkel a = 2 n & + a, wo-
bei n entweder Null oder eine ganze positive Zahl ist
und a einer der nachstehenden Bruchieile von =:
4/5, 8/9, 10/9 und 6/5;

— bis zu einer Gesamizeit von einigen Stunden: Un-
ter schrittweiser Erhthung der Pausendauer um ei-
nen Betrag von 1 bis 2 sec alternierend mit Drehun-
gen um den gewahiten Winkel;

— Kontinuierliches Drehen bis zum Absaugen der
Suspension mit den nicht abgeschiedenen Zellen.

Die tiefe Temperatur zu Beginn der Aussaat —
d.h. bei einem Fiillen der Prothese, die beispielswei-
se aus einem der in der Gefassprothetik verwende-
ten Kunstsioffe besteht, mit einer =zellhaltigen,
wassrigen Suspension in physiologischer Lésung —
gewéhrleistet, dass eine Belegung der Prothese mit
Zellen in der Vorbereitungsphase fur die eigentli-
chen Beschichtungsschritte nicht erfolgt. Nach Er-
reichen von etwa Korpertemperatur z.B. 37°C, aus-
gehend von einer ersten kurzen Absetzpause, in-
nerhalb der sich sicher ebenfalls noch keine Zellen
absetzen, werden die Pausen zwischen den einzel-
nen Drehungen sukzessive, schrittweise gestei-
gert, wobei nicht unbedingt bei jedem Schriit eine
Pausenverldngerung erfolgen muss. Die Pausen-
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verléngerungen haben jeweils geringe Betrage zwi-
schen 1 bis 2 sec, die konstant sein kdnnen, aber
nicht miissen. Durch diese schrittweisen Pausen-
verléngerungen erhalten alle Zellen, deren Absetz-
zeiten bzw. -geschwindigkeiten sowohl innerhalb ei-
ner Zellinie als auch von verschiedenen Zellinien
ein ganzes Spekirum bilden, das auch vom Wachs-
tumsstadium der Zellen abhéngig sein kann, die
Maglichkeit sich abzusetzen.

Die Kriterien fiir die Winkel, um die die Drehun-
gen zwischen den Pausen erfolgen, stellen sicher,
dass jedes Wandelement in Umfangstrichtung im Mit-
tel einer gleichen Dauer an Absetzwirkung unter-
worfen ist, wobei die angegebenen Grenzen verhin-
dern, dass es zu Streifenbildungen entweder durch
Uberlappungen der oder durch Leerrdume zwi-
schen den — in den einzelnen Pausen einem Abset-
zen der Zellen unterworfenen — Winkelbereichen in
Umfangsrichtung kommt. Die Drehwinkel kénnen um
ganzzahlige Vielfache von 2 = erweitert werden,
ohne dass die Wirkung des neuen Verfahrens be-
eintrachtigt wird; gegebenenfalls kdnnen derartige
Erweiterungen sogar vorieilhaft sein, da dadurch
eine Durchmischung der Zellen und damit eine Zwi-
schenhomogenisierung der Suspension bewirkt
wird.

Die Drehwinkel entsprechen den gewahiten
Bruchteilen von = und bewirken dariiberhinaus,
dass in allen Bereichen Zellen jeder Absetzge-
schwindigkeit, also sowoh! schnell als auch langsam
sich absetzende Zellen, auf den ganzen Umfang
verteilt nacheinander abgelagert werden. Als be-
sonders vorteilhaft haben sich dabei im Experiment
Drehwinkel von 4/5 = oder 6/5 = erwiesen, bei de-
nen der wahrend einer Pause auf dem Umfang er-
fasste Absetzbereich w5 betragt.

Haben die Pausen schliesslich Werte von eini-
gen, beispielsweise zwischen 2 und 3 Minuten er-
reicht, so sind in der Suspension nur noch sich sehr
langsam absetzende, geschédigte und tote Zellen
vorhanden, die entfernt werden missen. Ein Abset-
zen der noch in der Suspension vorhandenen Zel-
len bis zum Absaugen dieser Restsuspension wird
verhindert durch kontinuierliches Weiterdrehen
der Prothese.

Mit Vorteil dient das neue Verfahren dazu, eine
Prothese mit einer Monoschicht epithelialer Zellen,
z.B. von Endothel-Zellen oder einer ein- oder mehr-
lagigen Schicht aus einem oder mehreren Zelltypen,
zu belegen. Bei der Verwendung einer Anzahl von
Kunststoffen, beispielsweise von mit Poren verse-
henem Polyurethan, ist es zweckmassig, die Prothe-
se vor jeglicher Beschichtung einer Aquilibrier-Be-
handlung zu unterziehen, bei der die dussere und
die innere Oberflaiche des Kunststoff-Schlauches
sowie der Kunststoff selbst mit der Umgebungsfliis-
sigkeit ins Gleichgewicht gebracht werden, d.h. bei-
spielsweise wassergesattigt werden, um beispiels-
weise die Poren zu &ffnen und durchlassig zu ma-
chen.

Im folgenden wird die Erfindung anhand eines
Ausfithrungsbeispiels naher erlautert.

Es bestehe die Aufgabe eine Geféssprothese
aus einem Kunststoff-Schlauch, deren Herstellung
bereits friher beschrieben worden ist (EP-A
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0 323 397) mit einer einlagigen Schicht Endothel-Zel-
len zu beschichten.

Die Beschichtung erfolgt in einer ebenfalls be-
reits friher beschriebenen Behandlungskammer
(EP-A 0320 441), in der die Prothese in Langsrich-
tung ausgespannt und um eine Langsachse, die
nicht notwendigerweise konzentrisch mit der Pro-
thesenachse ist, drehbar ist. Als Rotationsantrieb
dient in bekannter Weise z.B. ein konventioneller
Schrittmotor, an dessen Welle die Behandlungskam-
mer angeschlossen ist.

Wie erwéhnt, ist es fir eine Prothese, wie sie
dem Ausfiihrungsbeispiel zugrundeliegt, zweckmas-
sig eine Aquilibrierungs-Behandiung durchzufiih-
ren, um die Prothesenwand mit Wasser zu sattigen
und alle Poren zu &ffnen. Fir diese Vorbehandlung
werden die vollig unbeschichteten Prothesen zu-
erst in bidestilliertem Wasser autoklaviert und dann
in der Behandlungskammer Aussen- und Innenraum
im Bereich der Prothese mit einer bekannten Puffer-
I6sung HBS-2 gefilit. HBS-2 ist eine physiologisch
gepufferte Salz-Losung, die unter dem Namen
«Hepes buffered saline» bekannt ist, aber zusétz-
lich mit Kalzium- und Magnesiumchlorid modifiziert
wird. Diese Behandlung erfolgt ohne besondere
thermostatische Vorkehrungen bei Umgebungs-
Temperatur; sie besteht einfach darin, dass die mit
der Lésung gefilite Kunststoff-Prothese einige Ta-
ge, beispielsweise drei Tage, stehenbleibt, eine
Zeit, die sich nach der Art des Kunststoffes und
nach der Wandstruktur der Prothese richtet.

Anschliessend wird die &quilibrierte Prothese in
bekannter Weise auf ihrer Innenseite mit einer Vor-
beschichtung aus einer extrazellularen Matrix ver-
sehen; eine solche besteht bekanntlich aus Fibro-
nektin, Kollagen, Laminin, Elastin oder Throm-
bospondin bzw. natlrlichen oder definierten
Gemischen einzeliner dieser und weiterer Stoffe. Im
vorliegenden Beispiel wird fir die Vorbeschichtung
Fibronektin verwendet. Die Beschichtung erfolgt
nach einem fiir die Beschichtung von Kulturgefas-
sen Ublichen Verfahren. Im einzelnen wird zunéchst
die Pufferldsung der Aquilibrier-Behandiung aus
Behandlungskammer und Prothese entfernt und die-
se mit einer Fibronektin-Losung gefiill; anschlies-
send wird in den die Prothese umgebenden Aussen-
raum der Kammer wiederum Pufferlosung einge-
bracht, um ein Austrocknen der Prothesenwand
von aussen her zu verhindern.

Nach einer iblichen Einwirkungszeit der Fibro-
nektin-Lésung auf die Protheseninnenwand von bei-
spielsweise etwa 45 min bei Umgebungstemperatur
wird die gefiilite Behandlungskammer in einem Kihi-
schrank gelagert oder in Eiswasser gestellt bis eine
Abkithlung auf etwa 4°C erreicht ist.

Als nachster Schritt erfolgt nunmehr die Aussaat
der Endothel-Zellen in die mit Fibronektin beschich-
tete Prothese. Aus der gekihlten Behandlungskam-
mer werden Pufferlosung und Fibronektin-Losung
entfernt und der Protheseninnenraum mit, ebenfalls
auf 4°C abgekihiter, Zellsuspension gefllit. Bei
der tiefen Temperatur zeigen die Zellen in der Sus-
pension keine Tendenz zum Absetzen. Der Zellen-
bedarf betréigt in bekannter Weise etwa 105 Zel-
len/em2 zu beschichtender Prothesenoberfldche. In
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den Aussenraum der Prothese wird eine Ubliche
Nahrldsung hinzugefiigt, bei der es sich beispiels-
weise ebenfalls um eine im Handel erhéltliche phy-
siologische Nahr-und Kultur-Losung handelt.

Nach dem Aufsetzen der in der geschilderten
Weise behandelten Prothese bzw. der noch gekiihi-
ten Behandiungskammer auf den erwéhnten Schritt-
oder Positionierungsmotor erfolgt die eigentliche
Beschichtung der Protheseninnenwand mit den Zel-
len. Der erste Teilschritt dafir besteht in einem Er-
warmen der ganzen Behandlungskammer auf etwa
Korpertemperatur, d.h. ungeféhr 37°C, unter konti-
nuierlichem Drehen der Kammer mit 20 bis 50 U/min.,
insbesondere beispielsweise mit 33 U/min.; durch
die kontinuierliche Drehung werden Sedimentatio-
nen innerhalb der Zellsuspension verhindert.

Ist die erforderliche Korpertemperatur erreicht,
so beginnt das Sedimentieren der Zellen mit einer
Pause von 2 sec, nach der eine Drehung um 6/5 =
erfolgt; nach der Drehung folgt wieder eine Absetz-
pause, deren Dauer um etwa 1 bis 2 sec. veriangert
ist, ehe eine weitere Drehung um den genannten
Winkel anschliesst. Alternierend mit Pausenverlén-
gerungen um jeweils 1 bis 2 sec — die bei jedem
Schritt oder auch erst nach 2 oder 3 Schritten vor-
genommen werden — wird die Prothese immer um den
gleichen Winkel fortschreitend gedreht, bis Pau-
senzeiten von etwa 2 bis 3 min. erreicht sind. Dar-
aus ergibt sich eine gesamie Beschichtungsdauer
von einigen Stunden, wahrend der die ganze Pro-
these innen gleichméssig mit Endothel-Zellen belegt
wird, die nach ihrer Ausbreitung die Prothese
lickenlos und gleichmassig bedecken. Auf den gan-
zen Umfang sind dabei schnell und langsam sich ab-
setzende Zellen weitgehend gleichmassig verteilt,
so dass eine gleichmassige Beschichtung auf der
ganzen Flache vorhanden ist.

Nach dem Ende des eigentlichen Beschichiens
sind in der Suspension, wie bereits erwéhnt, nur
noch sich sehr langsam absetzende, wenig lebens-
fahige und tote Restzellen vorhanden, die abge-
saugt werden muissen. Die Behandiungskammer
wird daher nach dem Beschichten mit einer Dreh-
zahl von 1 bis 5 U/min. kontinuierlich weitergedreht,
um ein Abseizen dieser Restzellen auf der be-
schichteten Prothese zu verhindern.

Wihrend dieser Nachbehandlung oder unmittel-
bar nach dem Abstellen der Drehvorrichtung wird
dann die nun zellarme Suspension mit den Restzel-
len abgesaugt.

Die beschichtete Prothese wird nun in der glei-
chen Behandlungskammer einer Konditionierungs-
behandlung unterworfen, wie sie beispielsweise in
der EP-A 0 320 441 beschrieben ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Beschichten von schlauchfor-
migen Prothesen aus Kunststoff, z.B. Geféasspro-
thesen, mit lebenden Zellen, die als wéssrige Sus-
pension in physiologischer Losung in dem Geféss
ausgesét und infolge der Schwerkraft darauf abge-
lagert werden, wobei die mit der Suspension gefill-
te, in horizontaler Richtung ausgespannte Prothe-
se, die zuvor mit einer extrazelluldren Matrix be-
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schichtet worden ist, in von Absetzpausen unter-
brochenen Schritten um eine Lingsachse gedreht

wird, gekennzeichnet durch die folgenden Merkma-

le:

— Beginn der Aussaat bei einer tiefen Temperatur &
von < 5°C;

— Erwarmung auf etwa Korpertemperatur unter kon-
tinuierlichem Drehen zur Homogenisierung der Sus-
pension und Verhindern von verfrihtem, unkontrol-
lierten Absetzen der Zellen; 10
— kurze erste Absetzpause von maximal 2 sec;

— Drehungen um einen Drehwinkel o. = 2n « + a, wo-

bei n Null oder eine ganze positive Zahl ist und a ei-

ner der nachstehenden Bruchteile von =: 4/5, 8/9,

10/9 und 6/5; 5
— bis zu einer Gesamtzeit von einigen Stunden: Un-

ter schrittweiser Erhdhung der Pausendauer um ei-

nen Betrag von 1 bis 2 sec alternierend mit Drehun-

gen um den gew&hlten Winkel;

— kontinuierliches Drehen bis zum Absaugen der 20
Suspension mit den nicht abgeschiedenen Zellen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Prothese, bevor irgendeine Be-
schichtung vorgenommen wird, einer Aquilibrier-Be-
handlung unterworfen wird, bei der eine Sattigung 25
des Kunststoff-Schlauches mit wassriger physiolo-
gischer Salz- oder Nahrlésung erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die Gefassprothese mit einer
Monoschicht epithelialer Zellen belegt wird. 30

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 3, dadurch
gekennzeichnet, dass die Geféssprothese mit einer
ein- oder mehrlagigen Schicht aus einem oder meh-
reren Zelltypen belegt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 35
dadurch gekennzeichnet, dass der Drehwinkel
4/5 n oder 6/5 = betragt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass die Drehwinkel zwi-
schen den Absetzpausen um ganzzahlige Vielfache 40
von 2 & erweitert werden.
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