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o (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft pordse Matrices auf Basis eines biologisch vertraglichen Polymers
oder Polymergemisches, darauf aufbauende Zellimplantate, weitere Zellimplantate auf Basis von Zellgemischen aus Hepatozyten
und Langerhans'schen Inselzellen, ein Verfahren zur Herstellung porSser Matrices sowie die nach diesem Verfahren erhiltlichen
Matrices, und ein spezielles Verfahren zur Gewinnung von Zellen fiir die Beimpfung einer implantierbaren Matrix.



WO 2004/108810 PCT/EP2004/006140

Matrix, Zellimplantat, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung.

Die vorliegende Erfindung betrifft porése Matrices auf Basis eines biologisch
vertraglichen Polymefs oder Polymergemisches, darauf aufbauende Zellimplantate,
weitere Zellimplantate auf Basis von Zellgemischen aus Hepatozyten und
Langerhans’schen Inselzellen, ein Verfahren zur Herstellung poréser Matrices sowie
die nach diesem Verfahren erhéltlichen Matrices, und ein spezielles Verfahren zur
Gewinnung von Zellen fur die Beimpfung einer implantierbaren Matrix.

Tissue engineering ist ein interdisziplinares Gebiet, das Ingenieur- und
Materialwissenschaften mit der Medizin verbindet. Ziel ist es, geschadigtes Gewebe
wiederherzustellen oder seine Funktion zu verbessern.

Das Prinzip des Tissue engineering ist denkbar einfach: Zunéchst werden dem
Patienten einige Zellen entnommen und in vitro vermehrt. Die vermehrten Zellen
kdnnen dann in eine Gerlistsubstanz eingebettet werden, wodurch ein kompletter,
lebender Gewebeersatz entsteht, der dem Patienten wieder transplantiert wird. Im
Gegensatz zur herkdbmmlichen, einen geeigneten Spender voraussetzenden und in
der Regel eine lebensléngliche medikamenttse Immunsuppression erfordernden
allogenen Transplantation bietet dieses Verfahren den entscheidenden Vortell,
korpereigene (autologe) Zellen verwenden zu kénnen.

Von besonderer Bedeutung fir die Annahme und Funktionsfahigkeit der Implantate
sind Art und Aufbau der verwendeten Gerlistsubstanz, im folgenden auch Matrix
genannt. Abgesehen von dem zu verwendenden Material, namiich in der Regel
biologisch abbaubaren Polymeren, spielen Porengréfe, Porositat und Oberflache
genauso wie die Porengestalt, die Morphologie der Porenwand und die Konnektivitat
zwischen den Poren eine entscheidende Rolle fir die weitere Entwicklung der in der
Geristsubstanz eingebetteten Zellen und letztendlich fiir den dreidimensionalen
Aufbau des zu regenerierenden Gewebes oder Organs.

Verfahren zur Erzeugung derartiger Biomatrices sind bereits bekannt. So wurden
bereits Techniken aus dem Textilbereich angewendet, um webartige und auch
viiesartige, faserige Biomatrices herzustellen. Ein weiteres gelaufiges Verfahren, bei
dem Salzkristalle zun&chst in das biologisch abbaubare Polymer eingearbeitet und
anschliefiend wieder herausgeldst werden, ermoglicht es, die PorengréRe tiber die
Grofe der Salzpartikel und die Porositét tiber das Salz/Polymerverhaitnis zu
kontrollieren (WO 98/44027). Bei einer Abwandlung des Verfahrens werden die in
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einem Loésungsmittel geldsten, biologisch abbaubaren Polymere auf ein sogenanntes
porogenes Material aufgetragen, das anschliefend aus dem Verbundmaterial wieder
herausgelost wird, wodurch Poren mit der Gestalt des negativen Abbildes besagten
porogenen Materials hinterlassen werden (WO 01/87575 A2). Auch beschichtete
Matrices sind bereits bekannt (siehe z.B. WO 99/09149 A1).

Nichtsdestotrotz stellen die bisher mit diesem Verfahren erzeugten Biomatrices
insbesondere im Hinblick auf die Annahme und Funktionsfahigkeit darauf
aufbauender Implantate nicht in allen Fallen zufrieden. Insbesondere mit Leber- und
Pankreasimplantaten ist bisher noch kein annehmbarer Ersatz der Organe gelungen.

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe, ein solches
funktionsfahiges Implantat zur Verfugung zu stellen, Iést die Erfindung durch
bestimmte Biomatrices und entsprechende Implantate, die mit einem speziellen
Verfahren erhaltlich sind.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher die in den Patentanspriichen
definierten Gegenstéande.

Der Porositatsgrad ist die zahlenmafige Angabe in % zum Anteil des
Porenvolumens am Gesamtvolumen der Matrix.

Mit Poren bezeichnet man die in der erfindungsgemafien Matrix vorhandenen
Hohlrdume, die im vorliegenden Fall im 2-dimensionalen Schnitt eine eckige,
insbesondere oktogonale bzw. 3-dimensional gesehen eine kantige Gestalt haben.
Vorzugsweise ist die Gestalt des weiteren durch Ausziehungen gekennzeichnet, so
dass man die Gestalt der Hohlrdume mit der Form von Nervenzellen vergleichen
kann. Die GroRe einer Pore kann mit Hilfe eines Durchmessers angegeben werden,
das hei}t dem Mittel aus dem langsten und dem kirzesten Durchmesser der im 2-
dimensionalen Schnitt erkennbaren Poren.

Eine erfindungsgemafe Matrix weist Poren mit unterschiedlichen GréRen auf, wobei
die GroRen tber einen bestimmten Bereich verteilt sind (Porengréf3enverteilung).
Erfindungsgeman von Bedeutung ist, dass eine Matrix eine breite
Porengréfenverteilung aufweist. Diese sollte sich von Poren mit einer Gréfe im
Bereich von etwa 150 um bis zu Poren mit einer Grofte im Bereich von etwa 300 ym
erstrecken oder breiter sein. Demnach sollte eine erfindungsgemafie Matrix einem
Aspekt zufolge Poren mit einer Grofe von 150 pm oder weniger aufweisen. Matrices,



WO 2004/108810 PCT/EP2004/006140
3

die Poren mit einer Grofe von 140 um oder weniger aufweisen, sind bevorzugt. Von
besonderem Vorteil sind Matrices, die Poren mit einer GroRe von 130 ym oder
weniger aufweisen. Einem weiteren Aspekt zufolge sollte eine erfindungsgemate
Matrix Poren mit einer GréRe von 300 uym oder mehr aufweisen. Matrices, die Poren
mit einer GroéRe von 350 um oder mehr aufweisen, sind bevorzugt. Von besonderem
Vorteil sind Matrices, die Poren mit einer Gréfe von 370 pm oder mehr aufweisen.
Matrices, die sowohl Poren mit einer Gréfle 150, 140 oder 130 um oder weniger als
auch Poren mit einer GréfRe von 300, 350, 370 pm oder mehr aufweisen, gehdren
zur Erfindung. Diese Werte lassen sich beliebig zu Mindestbereichen, tiber die sich
die Porengrdf3enverteilung erstrecken soll, kombinieren, wobei insbesondere die
Bereich 150 bis 300, 140 bis 350 und 130 bis 370 um zu nennen sind. Insbesondere
bevorzugt ist es, wenn die jeweilige PorengroRenverteilung Haufigkeitsmaxima
auerhalb des Bereichs von 150 bis 300 ym aufweist, d.h. ein Haufigkeitsmaximum
oberhalb einer PorengréfRe von 300 um und ein weiteres Haufigkeitsmaximum
unterhalb einer Porengréf3e von 150 pum liegt.

Eine typische erfindungsgemafie Matrix weist folgende Porengrofienverteilung auf.
Etwa 0,5 % bis 6 %, vorzugsweise etwa 1 % bis 5 %, noch bevorzugter etwa 2 % bis
4 % und insbesondere etwa 3 % Poren mit einem mittleren Durchmesser im Bereich
von 70 bis 100 ym; etwa 2 % bis 8 %, vorzugsweise etwa 3 % bis 7 %, noch
bevorzugter etwa 4 % bis 6 % und insbesondere etwa 5 % Poren mit einem mittleren
Durchmesser im Bereich von 101 bis 115 um; etwa 2 % bis 8 %, vorzugsweise etwa
3 % bis 7 %, noch bevorzugter etwa 4 % bis 6 % und insbesondere etwa 5 % Poren
mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von 116 bis 130 ym; etwa 1 % bis 7 %,
vorzugsweise etwa 2 % bis 6 %, noch bevorzugter etwa 3 % bis 5 % und
insbesondere etwa 4 % Poren mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von 131
bis 300 um; etwa 11 % bis 23 %, vorzugsweise etwa 13 % bis 21 %, noch
bevorzugter etwa 15 % bis 19 % und insbesondere etwa 17 % Poren mit einem
mittleren Durchmesser im Bereich von 301 bis 330 ym; etwa 4 % bis 10 %,
vorzugsweise etwa 5 % bis 9 %, noch bevorzugter etwa 6 % bis 8 % und
insbesondere etwa 7 % Poren mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von 331
bis 360 pm; etwa 5 % bis 17 %, vorzugsweise etwa 7 % bis 15 %, noch bevorzugter
etwa 9 % bis 13 % und insbesondere etwa 11 % Poren mit einem mittleren
Durchmesser im Bereich von 361 bis 390 um; etwa 7 % bis 19 %, vorzugsweise
etwa 9 % bis 17 %, noch bevorzugter etwa 11 % bis 15 % und insbesondere etwa 13
% Poren mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von 391 bis 420 pm; etwa 3
% bis 9 %, vorzugsweise etwa 4 % bis 8 %, noch bevorzugter etwa 5 % bis 7 % und
insbesondere etwa 6 % Poren mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von 421



WO 2004/108810 PCT/EP2004/006140
4

bis 450 um; etwa 12 % bis 24 %, vorzugsweise etwa 14 % bis 22 %, noch
bevorzugter etwa 16 % bis 20 % und insbesondere etwa 18 % Poren mit einem
mittleren Durchmesser im Bereich von 451 bis 480 ym; und etwa 5 % bis 17 %,
vorzugsweise etwa 7 % bis 15 %, noch bevorzugter etwa 9 % bis 13 % und
insbesondere etwa 11 % Poren mit einem mittleren Durchmesser im Bereich von
481 bis 510 pym. Es ergibt sich also in der Regel eine PorengroRenverteilung mit
mehr als einem Maximum, was einer Haufung von Poren in mehr als einem
GroRenbereich entspricht. Dies ist fur die Eigenschaften erfindungsgemaRer
Matrices von besonderer Bedeutung.

Das Hohlraumvolumen und damit der Porositétsgrad sind in an sich bekannter Weise
durch Porosimetrie zu bestimmen.

Die PorengréRen und damit auch die PorengroRenverteilung kénnen beispielsweise
durch Rasterelektronenmikroskopie bestimmt werden. Dazu werden diinne Schnitte
der zu untersuchenden Matrix angefertigt und mit Gold iberzogen. Die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen werden ausgewertet, indem man
samtliche Poren einer definierten Flache ausmisst, d.h. fiir jede Pore den langsten
und den kirzesten Durchmesser bestimmt, aus beiden Werten die Summe bildet und
die Summe durch 2 dividiert.

Der Begriff "Matrix" bezieht sich auf einen dreidimensionalen Trager, der fir die
Ansiedlung von Zellen geeignet ist. In diesem Sinne dient die Matrix als
dreidimensionale Strukturvorlage (Templat) fur die Ansiediung von Zellen bzw.
Geweben. Diese Ansiedlung kann in vitro oder in vivo erfolgen. Ferner dient die
Matrix bei Transplantationen zur Lokalisierung des Transplantats und auch als
Platzhalter fir Gewebe, das sich nach und nach in vivo bildet.

Das Polymer kann im Prinzip jedes im Bereich der Medizin und insbesondere der
Transplantationsmedizin verwendbare Polymer sein. Biologisch vertraglich sind
demnach auch Polymere, die von einem Wirt zwar als fremd erkannt werden, deren
Abstoflung sich aber durch entsprechende Immunsuppression unterdriicken lasst. Es
kdnnen Polymere zum Einsatz kommen, die im Wesentlichen biologisch nicht
abbaubar sind. Bevorzugt sind allerdings Polymere, die zumindest zum
Uberwiegenden Teil biologisch abbaubar sind.

Der Ausdruck "biologisch abbaubar" bezieht sich auf ein Material, das Lebewesen
(oder von Lebewesen ableitbare Korperflilssigkeiten oder Zellkulturen) in
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verstoffwechselbare Produkte zu Uberfihren vermégen. Zu biologisch abbaubaren
Polymeren gehdren beispielsweise bioresorbierbare und/oder bioerodierbare
Polymere. Bioerodierbar bezeichnet die Fahigkeit, in biologischen Fllssigkeiten
I6sbar oder suspendierbar zu sein. Bioresorbierbar meint die Fahigkeit, von Zellen,
Gewebe oder Flussigkeiten eines Lebewesens aufgenommen werden zu kdnnen.

Zur erfindungsgemaf geeigneten biologisch abbaubaren Polymeren gehéren im
Prinzip sédmtliche im Bereich der Medizin verwendbaren Polymere, wozu neben den
im Bereich des Tissue engineering bereits etablierten Polymeren beispielsweise
auch Polymere gehoren, die in Wirkstoffabgabevorrichtungen, wie Pflastern und
Wirkstoffimplantaten, Eingang gefunden haben.

Zu geeigneten natarlichen Polymeren gehéren beispielsweise Polypeptide wie
Albumin, Fibrinogen, Collagen und Gelatine, sowie Polysaccharide, wie Chitin,
Chitosan, Alginat und Agarose. Unter Umstanden kdnnen diese natlrlichen
Polymere auch modifiziert sein, beispielsweise kénnen Proteine wie Collagen
quervernetzt sein.

Zu geeigneten synthetischen Polymeren gehdren beispielsweise bestimmte
Polyanhydride, insbesondere Poly(sebacinsaure-hexadecandisaure), Poly(s-
caprolacton), Poly(orthoester), und vor allem Poly(a-hydroxyester) wie
Poly(glykolsaure), Poly(milchsaure) und Poly(glykolsauremilchsaure). So basieren
die erfindungsgemafien Matrices und Implantate vorzugsweise auf biologisch
abbaubaren Polymeren, die Wiederholungseinheiten der Formel (I) enthalten:

H O

oI

R

worin R' fiir Wasserstoff oder Methyl steht. Was die Milchsaureeinheiten angeht, so
wird die L-Form (das S-Enantiomer) bevorzugt. Als besonders bevorzugtes Polymer
ist Poly(glykolsduremilchsaure) mit einem Glykolsaure zu Milchsaure-Verhaltnis von
99:1 bis 1:99, vorzugsweise 10:90 bis 90:10, beispielsweise 15:85 mol-% zu nennen.

Gemische aus zwei oder mehreren Polymeren kénnen ebenfalls zweckmafig sein.

Neben der Art des Polymers bestimmt auch sein Molekulargewicht die Eigenschaften
der resultierenden Matrix mit. Allgemein gilt, dass die Porositat der Matrix mit
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zunehmendem Molekulargewicht des verwendeten Polymers abnimmt. Dies gilt
insbesondere dann, wenn bei der Herstellung der Matrix das Material geschaumt
wird, d.h. unter Druck mit einem Gas wie CO, versetzt wird, das sich zunéchst in
dem Polymer I8st und bei Absenkung des Drucks Poren bildet.

Ferner wirkt sich die Kristallinitat des eingesetzten Polymers auf die Eigenschaften
der resultierenden Matrix aus. Hier gilt, dass die Porositat der resultierenden Matrix
mit abnehmender Kristallinitat im allgemeinen zunimmt, weshalb amorphes Polymer
insbesondere fir Matrices mit hoher Porositat bevorzugt ist. Auch dieser Aspekt
spielt insbesondere dann eine Rolle, wenn das Material bei der Herstellung der
Matrix geschaumt wird.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind porése Matrices auf Basis
eines biologisch abbaubaren Polymers, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die
Oberflache der Matrix mit wenigstens einem extrazellularen Matrixprotein beschichtet
ist.

Extrazellulare Matrixproteine sind allgemein bekannt. ErfindungsgemaR bevorzugt
sind Collagene, insbesonders Collagene des Typs | und IV, Laminin und Fibronectin.
Diese Proteine kdnnen in an sich bekannter Weise in aufgereinigter Form hergestellt
oder auch kommerziell erworben werden. GemaR einer Ausfiihrungsform enthalten
Beschichtungen erfindungsgeméaRer Matrices als extrazelluléres Matrixprotein
Fibronectin. Gemaf einer weiteren Ausfiihrungsform enthalten Beschichtungen
erfindungsgemaéfer Matrices als extrazellulares Matrixprotein ein Gemisch aus
Collagen vom Typ I, Laminin und Collagen vom Typ IV, wobei es in diesem Fall
bevorzugt ist, dass das Gemisch die Proteine in etwa gleichen Gewichtsanteilen
enthait.

Erfindungsgemaf besonders bevorzugt sind Matrices, die in der oben beschriebenen
Art und Weise beschichtet sind und die wenigstens eines der folgenden zusatzlichen
Kriterien erfillen:

— Die Poren der Matrices weisen die oben angegebenen PorengrofRen bzw.
PorengrofRenverteilung auf;

~ der Porositatsgrad betragt 93 bis 98 %;

— die Poren weisen die oben angegebene Gestalt auf;

— das biologisch abbaubare Polymer ist eines der oben angegebenen
naturlichen oder synthetischen Polymere, insbesondere Poly(glycolsaure-
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milchsaure) mit einem Milchsaureanteil von etwa 85 mol-% und einem
Glykolsaureanteil von etwa 15 mol-%.

Derart beschichtete Matrices sind beispielsweise dadurch erhéltlich, dass man die
unbeschichtete Matrix in eine Ldsung taucht, die das fiir die Beschichtung
vorgesehene Protein oder Proteingemisch enthalt, und anschiieend die mit der
Lésung befeuchtete Matrix trocknet. Dabei ist es in der Regel so, dass in
Abhangigkeit von den Abmessungen des zu beschichtenden Matrixkdrpers die
Lésung vor allem die dulleren Bereiche des Matrixkérpers benetzt, wahrend in das
Innere des Matrixkdrpers vergleichsweise weniger Ldsung vordringt. Dies kann zur
Folge haben, dass eine gleichmaRige Beschichtung der gesamten Matrixoberflache
nicht resultiert, sondern die Beschichtungsdichte von aulen nach innen abnimmt.

Alternativ oder zuséatzlich zu einer Beschichtung kénnen biologisch aktive
Substanzen im Polymer aufgenommen oder sogar damit verknipft sein. Hierzu
gehoren beispielsweise synthetische Wirkstoffe (anorganische oder organische
Moleklle), Proteine, Polysaccharide und weitere Zucker, Lipide und Nukleins&uren,
welche z.B. das Zellwachstum, die Zellmigration, die Zellteilung, die
Zelldifferenzierung und/oder das Gewebewachstum beeinflussen, bzw.
therapeutische, prophylaktische oder diagnostische Wirkungen besitzen. Zu nennen
sind beispielsweise gefallaktive Wirkstoffe, neuroaktive Wirkstoffe, Hormone,
Wachstumsfaktoren, Cytokine, Steroide, Antikoagulanzien, entzindungshemmende
Wirkstoffe, immunmodulierende Wirkstoffe, zytotoxische Wirkstoffe, Antibiotika und
antivirale Wirkstoffe.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung einer pordsen
Matrix auf Basis eines biologisch vertraglichen Polymers oder Polymergemisches,
das dadurch gekennzeichnet ist, dass man ein Gemisch aus Polymerpartikeln und
Kochsalzpartikeln mit definierter Korngrofte kompaktiert und anschlieRend das
Kochsalz heraus|ost.

Polymerpartikel mit einer KorngréfRe im Bereich von etwa 20 bis 950 ym,
vorteilhafterweise im Bereich von etwa 20 bis 760 ym und insbesondere im Bereich
von etwa 108 bis 250 um und Kochsalzpartikel mit einer Korngré3e im Bereich von
etwa 90 bis 670 um, vorteilhafterweise im Bereich von etwa 110 bis 520 ym und
insbesondere im Bereich von etwa 250 bis 425 um haben sich zur Einstellung der
gewiinschten Porengréfien bzw. Porengréfienverteilung als zweckmaRig erwiesen.
Ferner hat sich ein Gewichtsverhaltnis von Polymerpartikeln zu Kochsalzpartikeln im
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Bereich von 1:100 bis 1:10, vorteilhafterweise im Bereich von 1:50 bis 1:15 und
insbesondere im Bereich von etwa 1:20 bis 1:18 zur Einstellung der gewiinschten
Porositat als zweckmaRig erwiesen.

Es hat sich weiterhin als zweckmaRig erwiesen, Salz und Polymer mit einer
bestimmten KorngroRenverteilung zu verwenden. Was das zur Herstellung der Matrix
verwendete Kochsalz angeht, so ist es giinstig, wenn der Anteil an Salz mit einer
Korngréfle von 250 um bis 320 pm etwa 15 % bis 50 %, vorteilhafterweise etwa 18
% bis 42 % und bevorzugterweise etwa 22 % bis 28 %; der Anteil an Salz mit einer
Korngréfie von 330 um bis 380 um etwa 20 % bis 65 %, vorteilhafterweise etwa 30
% bis 52 % und bevorzugterweise etwa 42 % bis 46 %; und der Anteil an Salz mit
einer KorngréRe von 390 um bis 425 pm etwa 15 % bis 62 %, vorteilhafterweise etwa
25 % bis 42 %, und bevorzugterweise etwa 29 % bis 33 % betragt, wobei sich die
Prozentangaben auf das zur Herstellung insgesamt verwendete Gewicht an Salz
beziehen. Anteile mit KorngroRen ober- und/oder unterhalb der angegebenen
Bereiche sind damit nicht ausgeschlossen.

Einer speziellen Ausflihrungsform zufolge hat es sich als giinstig erwiesen, wenn der
Anteil an Kochsalzpartikeln mit einer Korngréfie von 108 um bis 140 pym 1 bis 15
Gew.-%, vorzugsweise 4 bis 12 Gew.-% und insbesondere 7 bis 9 Gew.-%, der
Anteil an Salz mit einer KorngréRe von 145 um bis 180 pm 1 bis 11 Gew.-%,
vorzugsweise 3 bis 9 Gew.-% und insbesondere 5 bis 7 Gew.-%, der Anteil an Salz
mit einer KorngréRe von 185 um bis 220 pm 3 bis 21 Gew.-%, vorzugsweise 7 bis 17
Gew.-% und insbesondere 10 bis 14 Gew.-%, der Anteil an Salz mit einer Korngrofie
von 225 um bis 250 um 1 bis 11 Gew.-%, vorzugsweise 3 bis 9 Gew.-% und
insbesondere 5 bis 7 Gew.-%, der Anteil an Salz mit einer KorngréRe von 250 pm bis
320 um 15 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 18 bis 42 Gew.-% und insbesondere 22 bis
28 Gew.-%, der Anteil an Salz mit einer Korngréfe von 330 um bis 380 um 15 bis 50
Gew.-%, vorzugsweise 18 bis 42 Gew.-% und insbesondere 22 bis 28 Gew.-%, und
der Anteil an Salz mit einer KorngréRe von 390 um bis 425 pm 5 bis 29 Gew.-%,
vorzugsweise 10 bis 24 Gew.-% und insbesondere 15 bis 19 Gew.-% betragt.

Was das zur Herstellung der Matrix verwendete Polymer angeht, so ist es gunstig,
wenn der Anteil an Polymer mit einer KorngréRe von 108 um bis 140 pm etwa 5 %
bis 50 %, vorteilhafterweise etwa 10 % bis 30 % und bevorzugterweise etwa 14 %
bis 18 %; der Anteil an Polymer mit einer KorngréRe von 145 um bis 180 um etwa 10
% bis 55 %, vorteilhafterweise etwa 15 % bis 40 % und bevorzugterweise etwa 20 %
bis 24; der Anteil an Polymer mit einer Korngrée von 185 um bis 220 ym etwa 18 %
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bis 88 %, vorteilhafterweise etwa 32 % bis 76 % und bevorzugterweise etwa 43 %

bis 49 %, und der Anteil an Polymer mit einer KorngréRe von 225 pm bis 250 pm
etwa 5 % bis 45 %, vorteilhafterweise etwa 10 % bis 28 % und bevorzugterweise
etwa 14 % bis 18 % betragt, wobei sich die Prozentangaben auf das zur Herstellung
insgesamt verwendete Gewicht an Polymer beziehen.

Um Salz- bzw. Polymerpartikel der gewlnschten KorngroBenverteilung zu erhalten,
ist es in der Regel zweckmaRig, handelstibliche Ware zunzchst zu zerkleinern. Dies
kann in dafurr gebrauchlichen Vorrichtungen, z.B. Schlagwerken oder Muhlen,
erfolgen. Bestimmend fiir die gewtinschte KorngroRenverteilung ist allerdings das
anschliefende Aussieben mit Hilfe gebrauchlicher Analysesiebe.

Das Kompaktieren erfolgt vorzugsweise durch Einwirkung von Druck. Dazu kann
man das Polymer/Kochsalz-Gemisch in einer herkémmilichen Hydraulikpresse bei
einem Stempeldruck im Bereich von etwa 780 psi bis 1450 psi, vorteilhafterweise im
Bereich von etwa 840 psi bis 1230 psi und insbesondere im Bereich von etwa 900
psi bis 1100 psi verpressen. Es hat sich als zweckmaRig erwiesen, den Druck etwa
10 s bis 360 s, vorteilhafterweise etwa 40 s bis 180 s und insbesondere etwa 50 s bis
70 s bei Temperaturen im Bereich von 18 °C bis 25 °C einwirken zu lassen.

Das Herauslosen des Kochsalzes gelingt beispielsweise mit Wasser oder wassrigen
L&sungen. So kann man das kompaktierte Gemisch (Matrixrohling) etwa 1 h bis 80 h,
vorteilhafterweise etwa 12 h bis 62 h und insbesondere etwa 36 h bis 60 h wassern.

Zudem ist es von Vorteil, wenn das kompaktierte Gemisch vor dem Herauslésen des
Kochsalzes zunachst in einer CO.-Atmosphare gelagert wird. So kann man das
kompaktierte Gemisch beispielsweise bei einem CO2-Druck im Bereich von etwa 140
psi bis 1650 psi, vorteilhafterweise im Bereich von etwa 360 psi bis 1120 psi und
insbesondere im Bereich von etwa 800 psi bis 900 psi begasen, wobei sich hierbei
Zeiten im Bereich von etwa 1 h bis 180 h, vorteilhafterweise im Bereich von etwa 3 h
bis 60 h und insbesondere im Bereich von etwa 12 h bis 36 h als zweckmaRig
erwiesen haben. Danach verringert man den Druck, wobei die
Druckabsenkungsgeschwindigkeit Einfluss auf die Porenbildung hat. Wenngleich die
Verwendung von CO; bevorzugt ist, kdnnen andere Gase, wie Luft, Stickstoff,
Helium, Neon, Krypton, Argon, Xenon oder Sauerstoff ebenfalls geeignet sein.
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Anschlielend wird das Wasser oder die wassrige Lésung zwecks Trocknung in an
sich bekannter Weise entfernt. Dazu kann man die Matrix beispielsweise auf
Saugpapier legen.

Einer bevorzugten Ausfiihrungsform zufolge setzt man dem Gemisch aus
Polymerpartikeln und Kochsalzpartikeln eine Polymeridsung zu und entfernt das
L&sungsmittel, bevor man kompaktiert. Dabei kénnen Polymerpartikel und
Polymerlésung auf dem gleichen Polymer basieren. Es kann sich aber auch um
unterschiedliche Polymere, insbesondere mit unterschiedlicher biologischer
Abbaubarkeit handeln. Der von Polymerlésung hat den Vorteil, dass quasi
Stutzpfeiler in die Matrix eingezogen werden, wodurch sich die mechanischen
Eigenschaften der Matrix verbessern lassen. Eine solche Matrix weist insbesondere
eine geringere Neigung auf zu zerkriimeln.

Das verwendete Ldsungmittel sollte das Polymer, nicht aber das Salz 16sen. Dadurch
ist gewahrleistet, dass die porogenen Eigenschaften des Salzes nicht oder nur
unwesentlich beeinflusst werden. Aceton, Ethylacetat, Methylenchlorid, Chloroform,
Hexafluorisopropanol, chlorierte und fluorierte, aliphatische und aromatische
Kohlenwasserstoffe, Tetrahydrofuran, Ethylmethylketon, Diethylketon sowie
Gemische davon eignen sind beispielsweise zum Losen der vorstehend genannten

- Polymere. Zum Ldsen von Poly(glykolsaure), Poly(milchs&ure) oder
Poly(glykols&uremilchs&ure) und mit Blick auf die medizinische Verwendung eignet
sich insbesondere Chloroform.

Gibt man die Polymerlésung und das Polymerpartikel/Salzpartikel-Gemisch
zusammen, entsteht zunachst eine rithrbarer Brei, der dann unter Entfernung des
Losungsmittel rasch fest wird. Konzentration des Polymers in der Lésung sind
zweckmaligerweise so zu wahlen, dass einerseits das Polymer vollstéandig gelost ist,
andererseits das Lésungsmittel rasch entfernt werden kann ohne die Polymerpartikel
in nennenswertem Umfang anzuldsen.

Als glinstig hat sich ein Gewichtsverhaltnis von Polymerpartikeln zu gelostem
Polymer 10:1 bis 1:100, vorteilhafterweise 2:1 bis 1:25 und insbesondere 1:1 bis 1:10
erwiesen.

Was das Gewichtsverhaltnis von Polymerpartikeln zu Kochsalzpartikeln angeht, so
kann im Rahmen dieser Ausfiihrungsform ein zugunsten von Kochsalz hdheres
Gewichtsverhaltnis von bis zu 1:200, 1:500 oder 1:1000 gewahlt werden, wobei das
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Gewichtsverhéltnis von Gesamtpolymer zu Kochsalz nach wie groRer als 1:100 ist.
Auf diese Art und Weise gelingt es, Porositéten oberhalb von 98 % einzustellen.

Bei dem vorstehend beschriebenen Verfahren dient das Kochsalz als porogenes
Material, womit definitionsgemag ein festes oder zumindest halbfestes Material
gemeint ist, das mit dem matrixbildenden Polymer zunachst zu einem Gemisch
vereinigt und dann aus dem Gemisch wieder entfernt wird, wodurch Hohlraume
(Poren) entstehen. Dazu ist es zweckmaRig, dass das porogene Material in
wenigstens einem Lésungsmittel 16slich und in wenigstens einem weiteren
Lésungsmittel im Wesentlichen unléslich ist. Im Wesentlichen unléslich ist ein
Material insbesondere dann, wenn es unter den Verarbeitungsbedingungen, d.h. in
der Regel bei Temperaturen im Bereich von 18 °C bis 25 °C und unter Normaldruck,
zu weniger als 30 Gew.-%, vorzugsweise zu weniger als 20 Gew.-%, insbesondere
zu weniger als 10 Gew.-%, beispielsweise zu weniger als 5, 4, 3, 2 und 1 Gew.-%
i6slich ist.

Struktur und Eigenschaften der resultierenden Matrices werden wesentlich durch das
zu ihrer Herstellung verwendete porogene Material bestimmt. Dabei spielen nicht nur
die Art des porogenen Materials, sondern vor allem die Korngréienverteilung der
porogenen Partikel eine Rolle. So gilt im Allgemeinen, dass mit zunehmender
KorngroRe nicht nur die Porengréfe, sondern auch die Konnektivitat, d.h. das
Netzwerk miteinander kommunizierender Hohlraume, zunimmt. Dieses Netzwerk,
auch Makrostruktur oder makroporése Struktur genannt, ist zu unterscheiden von
den durch Schaumen erhéltlichen Poren, die in der Regel geschlossen sind und
daher eine als Mikrostruktur oder mikroporos bezeichnete Struktur ausbilden.

Verfahren zur Herstellung einer porésen Matrix auf Basis eines biologisch
vertréaglichen Polymers oder Polymergemisches, dadurch gekennzeichnet, dass man
ein Gemisch aus Polymerpartikeln, Partikeln eines porogenen Materials und einer
Polymerlésung kompaktiert und anschliefend das porogene Material herauslost.

Diese Verfahren ist grundséatzlich nicht auf die zuvor beschriebenen Merkmale
beschrénkt. So kann das Polymer ausgewahit sein unter Polyanhydriden,
Poly(orthoestern), Poly(a-hydroxyestern), Poly(esteramiden), Polyamiden,
Poly(esterethern), Polycarbonaten, Polyalkylenen, Polyalkylenglykolen,
Polyalkylenoxiden, Polyalkylenterephthalaten, Polyvinylalkoholen, Polyvinylethern,
Polyvinylestern, Polyvinylhalogeniden, Polyvinylpyrrolidonen, Polysiloxanen,
Polystyrolen, Polyurethanen, derivatisierten Cellulosen, (Meth)acrylsdurepolymeren
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und —copolymeren. Das porogene Material ist vorzugsweise ausgewahit unter
wasserloslichen Salzen, z.B. Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Natriumfluorid,
Kaliumfluorid, Natriumiodid, Kaliumiodid, Natriumnitrat, Natriumsulfat Natriumcitrat,
Natriumtartrat, Zuckern (z.B. Saccharose, Fructose, Glucose) und Gemischen davon,
es kann sich aber auch um wachsartige Substanzen, wie Paraffine, Bienenwachs
und ahnliches handeln. Polymer, porogenes Material und das zur Bildung der Lésung
verwendete L&sungsmittel sind grundsatzlich so aufeinander abzustimmen, dass die
Losung Polymer in geldster und Polymerpartikel in fester Form enthalt sowie das
porogene Material im wesentlichen nicht 1st.

Die mit den vorstehend beschriebenen Verfahren erhaltlichen Matrices sind ebenfalls
Gegenstand der vorliegenden Erfindung.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Implantate, die wenigstens
eine der vorstehend beschriebenen Matrices und wenigstens eine Zelle umfassen.
Je nach Zweck des Implantats kdnnen die Zellen dabei insbesondere ausgewahlt
sein unter Leberzellen, Pankreaszellen, Fettzellen, Darmzellen, Hautzellen,
Gefalzellen, Nervenzellen, Muskelzellen, Schilddriisenzellen und Zahnwurzelzellen.
Besondere Ausfuihrungsformen erfindungsgemafer Implantate betreffen Leberzellen
und Pankreaszellen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Implantate, die wenigstens
eine Matrix auf Basis eines biologisch vertraglichen Polymers und Zellen wenigstens
zweier Zelltypen umfassen, wobei die Zellen des ersten Zelltyps Hepatozyten und die
Zellen des zweiten Zelltyps Langerhans'sche Inselzellen sind. Dieser Gegenstand ist
nicht auf die vorstehend beschriebenen Matrices, d.h. Implantate auf Basis der
erfindungsgemafen Matrices, beschrankt.

Je nach Zweck des Implantats, d.h. insbesondere der zu erfillenden Funktion, sind
bestimmte Verhaltnisse von Hepatozyten zu Langerhans'schen Inselzellen von
Vorteil. So betrifft eine Ausfithrungsform der Erfindung Implantate, die nach
Implantation die endokrinen Eigenschaften eines aquivalenten Pankreasorgans
zeigen. Hierflr hat sich ein Verhaltnis von Hepatozyten zu Langerhans'schen
Inselzellen von etwa 108 : 3000 als vorteilhaft erwiesen. Eine weitere
Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft Implantate, die hach Implantation
Stoffwechselfunktionen einer Leber vollziehen. Hierfir hat sich ein Verhalitnis von
Hepatozyten zu Langerhans'schen Inselzellen von etwa 108 : 3-200,
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vorteilhafterweise von 10°: 10-100, insbesondere von 10°: 20-80 und besonders
bevorzugt von etwa 10°: 35-45 als zweckmaRig erwiesen.

Es sei angemerkt, dass derartige Implantate in der Regel neben Hepatozyten und
Langerhans'schen Inselzellen weitere Zellen beinhalten, namlich insbesondere
weitere Leber- und Pankreaszellen, die bei der Zellisolation mit anfallen.

Die zur Besiedlung erfindungsgemafer Matrices zu verwendenden Zellen oder
Zellgemische koénnen in an sich bekannter Weise gewonnen werden. Im Sinne eines
autologen Implantats stammen die Zellen vorzugsweise aus dem Individuum, dem
das Implantat eingesetzt werden soll. So wird dem Individuum in der Regel
geeignetes Gewebe, beispielsweise ein Stiick Leber oder Pankreas, entnommen und
in geeigneter Weise fir die Beimpfung und in vitro-Kultur der Matrix vorbereitet.
Hierbei ist es von Bedeutung, dass die Zellen eine mdglichst hohe Vitalitatsrate
aufweisen.

Gewinnt man Leberzellen aus Lebergewebe, ist zu beachten, dass die Leberzellen
insbesondere im Falle einer Leberzirrhose von einer starken Bindegewebsschicht
umgeben sind. Um die Leberzellen mit einem moglichst hohen Anteil vitaler Zellen
isolieren zu kénnen, werden erfindungsgemaf Lésungen bestimmter
Zusammensetzung verwendet.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher eine NaCl, KCl und HEPES enthaltende,
wassrige Zusammensetzung A mit einem pH-Wert von etwa 7,4 sowie deren
Verwendung zum Perfundieren eines Leber- oder Pankreasstiicks. Insbesondere
enthalten 1000 ml dieser Lésung etwa 8,3 g NaCl, 0,5 g KCl und 2,38 g HEPES. Das
Perfundieren erfolgt vorzugsweise bei einer Temperatur von etwa 37 °C und einer
Flussrate von etwa 30 ml/min. Wenige Minuten, insbesondere etwa 5 bis 120
Minuten, beispielsweise etwa 7 Minuten, reichen aus, um bei der vorstehend
genannten Flussrate das Gewebestlick ausreichend zu perfundieren.

Alternativ dazu kann man auch eine Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA)
enthaltende, wéssrige Zusammensetzung A’ zum Perfundieren eines Leber- oder
Pankreasstiicks verwenden.

Die vorliegende Erfindung betrifft des weiteren eine wassrige Zusammensetzung B
mit einem pH-Wert von etwa 7,3 bis 7,4, vorzugsweise etwa 7,35, welche NaCl, KCl,
HEPES, CaCl,, Collagenase und Trypsininhibitor enthalt, sowie deren Verwendung
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zum Perfundieren eines Leber- oder Pankreasstucks. Vorzugweise enthalten 1000
ml der Lésung 8,3 g NacCl, 0,5 g KCI, 2,38 g HEPES, 0,7 g CaCl, x 2 H,0, 500 mg
Collagenase H und 7,5 mg Trypsininhibitor. Auch in diesem Fall hat sich das
Perfundieren bei etwa 37 °C und einer Flussrate von etwa 30 ml/min als zweckmaRig
erwiesen. Wenige Minuten, insbesondere etwa 5 bis 10 Minuten, beispielsweise etwa
6 bis 7 Minuten, reichen aus, um das Gewebestlick hinreichend zu perfundieren.

Alternativ dazu kann man auch eine wéassrige Zusammensetzung B’ zum
Perfundieren eines Leber- oder Pankreasstlicks verwenden, welche Kollagenase und
Hyaluronidase enthalt. Vorzugsweise enthalten 1000 ml der Lésung 5 bis 10 U/ml
Kollagenase und 5 bis 10 U/ml Hyaluronidase.

Es ist fir die Vitalitat der zu gewinnenden Zellen von Vorteil, wenn das Gewebestlick
zunachst mit Zusammensetzung A und anschliefend mit Zusammensetzung B
behandelt wird. Alternativ dazu kann zunéchst eine Zusammensetzung A’ und dann
eine Zusammensetzung B’ verwendet werden.

Im Anschluss an die Perfusion kann das Gewebestlick dann frei prépariert werden
und in einem geeigneten Medium, beispielsweise Williams-Medium E, vorsichtig
aufgeschuttelt werden. Enthalt die resultierende Zellsuspension noch grobere
Zelltrtmmer, kdnnen diese in an sich bekannter Weise entfernt werden,
beispielsweise indem man die Zellsuspension tber ein Nylonnetz (200 ym) filtriert.
Die Zellen des Filtrats konnen dann vorsichtig pelletiert werden, wobei sich eine
dreiminiitige Zentrifugation bei 50 g und 4 °C als vorteilhaft erwiesen hat.

Die Auftragung der gewonnenen Zellen auf die Matrices erfolgt in an sich bekannter
Weise. In der Regel werden die Zellen als zellhaltige Losung auf die Matrix
aufgetragen und anschlieRend — Uiblicherweise unter Zellkulturbedingungen -
inkubiert, bis Zellen an der Matrix anhaften. Werden mehr als ein Zelltyp,
beispielsweise Hepatocyten und Langerhans’sche Inselzellen, auf eine Matrix
aufgetragen, kdnnen die verschiedenen Zelltypen im Prinzip gemeinsam oder aber
nacheinander aufgetragen werden. Einer besonderen Ausfiihrungesform zufolge
tragt man zunachst Langerhans’schen Inselzellen und anschliefend Hepatocyten
auf, wobei man nach dem Auftragen jeweils inkubiert, bis zumindest ein Teil der
Zellen an der Matrix anhaftet.

Erfindungsgemafe Matrices und Implantate weisen entscheidende Vorteile auf. So
ermdglichen die inneren Dimensionen der Matrices eine effiziente Besiedlung mit
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Zellen. Die Matrices sind einerseits frei verformbar und bieten andererseits
ausreichend Stabilitat und Rigiditéat, um die chirurgische Implantationsprozedur zu
tiberstehen und den am Implantationsort einwirkenden mechanischen Kraften zu
widerstehen. Der nach der Implantation einsetzende, initiale Zelluntergang ist
begrenzt und implantiertes Gewebe kann nach kurzer Zeit die beabsichtigte Funktion
aufnehmen. Kurz nach der Implantation kommt es zur GefaReinsprossung bzw. zur
Einsprossung von gefaRreichem Granulationsgewebe und auch von Nervengewebe.
Die erfindungsgemafRen Matrices kdnnen hergestellt werden, ohne physiologisch
bedenkliche Lésungsmittel, beispielsweise Formaldehyd, verwenden zu missen, so
dass kein spezielles Verfahren zur Elimination der Lésungsmittel erforderlich ist und
die Gefahr verbleibender Restmengen dieser Losungsmittel nicht besteht.

Erfindungsgemane Matrices und Implantate weisen vielfaltige
Verwendungsméglichkeiten auf. Hiervon sind insbesondere Verwendungen im
medizinischen Bereich zu nennen. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden
Erfindung sind daher die erfindungsgemafien Matrices und Implantate zur
therapeutischen Verwendung.

Eine besondere Verwendung in diesem Bereich ist die des Aufbaus von Gewebe
(Tissue Engineering). Dabei dienen die erfindungsgeméRen Matrices quasi als
Geriist (Scaffold), in das Zellen einwandern und/oder sich anheften.

Dazu kann man die Matrices beispielsweise in vitro mit den gewlinschten Zellen
beimpfen, z.B. mit einer zellhaltigen Losung versetzen und inkubieren, bis Zellen sich
an die Matrix angeheftet haben. Eine solche Matrix mit daran anhaftenden Zellen
(hier mit Implantat bezeichnet) kann dann weiteren Verfahrensmafnahmen,
beispielsweise weiterer Kultivierung, gegebenenfalls unter Einwirkung von
Wirkstoffen, z.B. zur weiteren Expansion der Zellen oder zur Modulierung ihrer
Eigenschaften, unterzogen werden, und/oder bis zur Implantation in geeigneter
Weise, beispielsweise auf Eis oder in einem Bioflussreaktor unter
Standardbedingungen, aufbewahrt werden. Im Rahmen dieser Verwendung ist es
von Vorteil, die zur Implantation bestimmten Zellen zun&chst in vitro isolieren und
gegebenenfalls auch expandieren zu kénnen. Insbesondere wird dadurch das
Aufbringen verschiedener Zelltypen, wie die oben beschriebenen Hepatozyten
zusammen mit Langerhans’schen Inselzellen, auf eine Matrix erméglicht.

Anstelle einer in vitro Beimpfung besteht eine weitere Maglichkeit darin, die Matrix
(ohne vorherige Zellanheftung) zu implantieren mit dem Ziel, zur
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Geweberegenerierung befahigte Vorlauferzellen zu veranlassen, in ein geschadigtes
Gewebe einzuwandern und dort verloren gegangenes Gewebe zu regenerieren. Die
Matrix muss dazu so gestaltet sein, dass erwlinschte Zellen, nicht aber
unerwiinschte Zellen, in die Matrix einwandern kdnnen. Eine derartige Verwendung
wird im Allgemeinen als gefiihrte Geweberegenerierung (GTR flr ,Guided Tissue
Regeneration”) bezeichnet.

Eine erfindungsgemafRe Matrix oder ein erfindungsgeméfes Implantat kann daher
zur Behandlung des menschlichen oder tierischen Kérpers dienen. Dazu werden
eine oder mehrere Matrices bzw. ein oder mehrere Implantate dem zu behandelnden
Korper im Wege eines chirurgischen Eingriffs eingesetzt. Beinhaltet das Implantat
Zellen mit Organfunktion bzw. sollen in die Matrix Zellen mit Organfunktion
einwandern, wir es beispielsweise bei Hepatozyten oder Langerhans’schen
Inselzellen der Fall ist, kdnnen die Matrices oder Implantate beispielsweise in das
Mesenterium, subkutane Gewebe, Retroperitoneum, den properitonealen Raum oder
den intramuskularen Raum des zu behandelnden Individuums implantiert werden.

Mit den erfindungsgemaRen Matrices bzw. Implantaten kdnnen im Prinzip sémtliche
Individuen behandelt werden, die einen entsprechenden Gewebeersatz bendtigen.
Dies sind in der Regel Individuen, die an einer bestimmten Stdrung oder Erkrankung
leiden, in deren Verlauf es zum Verlust von funktionsfahigem Gewebe kommt. Dies
kann unter Umstanden ganze Organe, beispielsweise die Leber oder das Pankreas
betreffen. So richtet sich die vorliegende Erfindung insbesondere auf die Behandlung
von Erkrankungen, die zu chronischem Leber- oder Pankreasversagen fihren.
Hierzu gehoren beispielsweise chronische Hepatitis und bilidre Zirrhose bei
Erwachsenen sowie biliare Atresie und angeborene metabolische Defekte bei
Kindern. Auch bei Leberkarzinomen kann eine Lebertransplantation angezeigt sein.
Eine Pankreastransplantation hingegen ist insbesondere angezeigt bei allen Formen
eines Diabetes mellitus, inshesondere einem vom Typ | oder Il

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch die Verwendung einer
erfindungsgemafen Matrix oder eines erfindungsgeméfRen Implantats bei der
Bereitstellung eines therapeutischen Mittels zur Transplantation eines Individuums
und dabei insbesondere zur Behandlung eines Individuums, das an einem zumindest
partiellen Verlust funktionsfahigen Gewebes leidet, welches durch das Transplantat
ersetzt werden soll.
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Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung veranschaulichen, ohne sie in ihrem
Umfang einzuschranken.

Beispiel 1
Herstellung der Matrix

a) Ohne Polymerlésung

Polymer-Pellets (Resomer ® RG 858, erhaltlich von der Firma Boehringer,
Ingelheim) werden in Flussigstickstoff gefroren und in gefrorenem Zustand
geschreddert (Schlagwerk der Firma Daschle; 12000 U/min 2 min). Die
geschredderten Polymerpartikel werden gesiebt. Partikel mit einer Grofie von 108
Km bis 250 ym werden flr die Matrixherstellung eingesetzt. Dabei besitzen 16 Gew.-
% des eingesetzten Polymers eine Partikelgrofie zwischen 108 ym und 140 pm, 22
Gew.-% des eingesetzten Polymers eine Partikelgréfie zwischen 145 pm und 180
pm, 46 Gew.-% des eingesetzten Polymers eine PartikelgréfRe zwischen 185 uym und
220 um, und 16 Gew.-% des eingesetzten Polymers eine PartikelgrofRe zwischen
225 um und 250 um. Kochsalz wird gesiebt und Kochsalzpartikel mit einer
Korngrofe von 250 um bis 425 pm werden fur die Matrixherstellung verwendet.
Dabei besitzen 25 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine PartikelgroRe zwischen 250
pm und 320 um, 44 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine Partikelgroe zwischen
330 pm und 380 um, und 31 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine Partikelgrofie
zwischen 390 um und 425 pm. 760 mg Kochsalzpartikel und 40 mg Polymerpartikel
werden miteinander vermischt. Das Gemisch wird in eine Stanzform eingebracht und
mit einer Hydraulikpresse bei einem Stempeldruck von 1000 psi 1 Minute gepresst.
AnschlieRend werden die Matrixrohlinge auf einen Teflonteller gelegt und 24 Stunden
in einer CO-Atmosphare (850 psi) begast. Dann werden die Rohlinge 24 Stunden
gewassert, um die eingeschlossenen Salzkérner aufzuldésen. Schlielllich werden die
Matrices 12 Stunden auf Saugpapier getrocknet.

Die resultierende Polymermatrix weist eine Porositat von 95 +/- 2% und eine mittels
Rasterelektronenmikroskopie bestimmte, definierte PorengréfRe von 250 um +/- 120
Hm auf.

b) Mit Polymerlésung
Kochsalz (analytisch rein) wird gemahlen (Schlagwerk der Firma Daschle; 12000
U/min 2 min) und anschlieffend gesiebt, und Kochsalzpartikel mit einer Korngroie
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von 108 bis 425 um werden fiir die Matrixherstellung verwendet. Dabei besitzen 8 %
des eingesetzten Salzes eine PartikelgroRe zwischen 108 ym und 140 pm, 6 Gew.-
% des eingesetzten Salzes eine PartikelgroRe zwischen 145 ym und 180 pm, 12
Gew.-% des eingesetzten Salzes eine Partikelgroe zwischen 185 um und 220 pm,
6 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine PartikelgroRe zwischen 225 pm und 250
um, 25 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine Partikelgrofe zwischen 250 pm und
320 um, 26 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine Partikelgrofte zwischen 330 um
und 380 pm, und 17 Gew.-% des eingesetzten Salzes eine Partikelgrofie zwischen
390 pm und 425 um. 96 g Kochsalzpartikel werden mit 1 g der in Beispiel 1 a)
beschriebenen Polymerpartikel vermischt und anschlie®end mit 100 ml einer
Chloroformldsung, die 4 g des Polymers geldst enthalt, versetzt. Das so erhaltene
Gemisch wird bei 45 °C bis 65 °C erwarmt, wodurch das Chloroform innerhalb von
etwa 25 Minuten verdampft. Das verbleibende Salz-Polymer-Gemisch wird dann mit
einer Hydraulikpresse bei einem Stempeldruck von 1000 psi eine Minute gepresst
und anschlieRend 24 Stunden gewéssert, um die eingeschlossenen Salzkorner
aufzuldsen. AnschlieRend wird die Matrix, wie oben beschrieben, begast und
schlieflich 12 Stunden auf Saugpapier getrocknet.

Die resultierende Polymermatrix weist eine Porositat von 96 % auf.

Vermischt man 98,5 g Salzpartikel mit 0,5 g Polymerpartikel und versetzt das
Gemisch mit 100 ml einer Chloroform-Losung, die 1 g Polymer enthéit, erhalt man
eine Matrix mit einer Porositat von 99 %.

Vermischt man 99,2 g Salzpartikel mit 0,1 g Polymerpartikel und versetzt dieses
Gemisch mit 100 ml einer Chloroform-Ldsung, die etwa 0,9 g Polymer enthélt, erhait
man eine Polymermatrix mit einer Porositat von 99 %.

Beispiel 2

a) Beschichtung der Matrix mit Fibronectin

Die Matrix aus Beispiel 1 wird in eine 3 pg/ml Fibronectin aus Humanplasma (Sigma)
enthaltende Carbonatpufferldsung mit einem pH-Wert von 9,4 getaucht. Nach etwa
60 s wird die Matrix aus der Lésung entnommen, lyophilisiert und y-sterilisiert.

Beispiel 3

Zellisolation
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Dem zu transplantierenden Individuum wird in an sich bekannter Weise ein
Leberstiick entnommen. Das entnommene Leberstiick wird zunéchst 7 Minuten bei
einer Flussrate von 30 mi/min und 37 °C mit einer Lésung (8,3 g NaCl; 0,5 g KCI;
2,38 g HEPES; ad 1000 ml destilliertes Wasser, pH-Wert 7,4) perfundiert.
AnschlieRend wird das Leberstiick weitere 6 bis 7 min bei einer Flussrate von 30
ml/min und 37 °C mit einer Collagenase-Trypsin-Inhibitor-Ldsung (8,3 g NaCl; 0,5 ¢
KCl; 2,38 g HEPES; 0,7 g CaCl, x 2 H,0; 500 mg Collagenase (Collagenase H,
Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland); 7,5 mg Trypsin-Inhibitor (ICN,
Eschwege, Deutschland); ad 1000 ml destilliertes Wasser; pH-Wert 7,35) perfundiert.
Nach Beendigung der Perfusion wurde das Leberstiick frei prépariert und in
Williams-Medium E vorsichtig aufgeschuttelt. Die Zellsuspension wird filtriert
(Nylonnetz; 200 um) und anschlieend mit Williams-Medium E gewaschen.
AnschlieBend werden die Zellen bei 3 min bei 50 g und 4 °C zentrifugiert. Die mit
Tryptan-Blau bestimmte Vitalitat der Zellen betrégt 95 %.

In gleicher Weise werden Langerhans'sche Inselzellen aus einem Pankreasstiick
isoliert.

Beispiel 4
Zellbesiedlung

Die in Beispiel 2 beschichteten Matrices werden im ersten Schritt mit
Langerhans'schen Inselzellen inkubiert, welche gemaf Beispiel 3 isoliert wurden.

Dazu wurden 3000 Inselzellen pro ml in einem Lésungsgemisch aus M199 und FKS
(Volumenverhaltnis von 19:1) suspendiert. Die Zellzahl wird bestimmt, indem man
sie unter einem inversen Olympus-Mikroskop in einem 0,25-mm-Zahlrohr ausgezahit.
Dann werden 8 ml bis 10 ml dieser Losung mit einer Pipette auf die Matrix
aufgebracht. Die Uberschissige L&sung, welche nicht in der Matrix verbleibt, wird
verworfen. Die so behandelte Matrix wird anschliefend zur Anheftung der Zellen 4
Stunden in den Zellkulturbrutschrank gestellt. AnschlieBend wird eine Lésung aus
Williams Medium E, die pro ml eine nicht gereinigte Leberzellsuspension mit etwa 5,0
x 107 vitalen Hepatocyten und etwa 1,0 x 10° nichtperenchymatésen Leberzellen
enthalt, auf die Matrix aufgebracht. Es werden 8 ml bis 12 ml Lésung mit einer
Pipette aufgetragen; die nicht von der Matrix aufgenommene Uberschissige L6sung
wird verworfen. Die Matrix kann bis zur Implantation etwa 1,5 Stunden auf Eis
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gehalten werden. Ist eine Implantation zu einem spéteren Zeitpunkt vorgesehen,
kann die Matrix in einem Bioflussreaktor unter Standardbedingungen bis zu 5 Tagen
aufbewahrt werden.

Beispiel 5
Sekretorische Aktivitat und Proliferationsrate der Hepatozyten

Lewis-Ratten wurden mit zellbesiedelten Matrices nach Beispiel 4 transplantiert. Die
Transplantate wurden den Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten wieder entnommen
und morphometrisch untersucht. Die Zellzahl der die Form einer kreisrunden Scheibe
mit einem Durchmesser von 15 mm und einer Dicke von 2 mm aufweisenden
Transplantate betrug 1, 6 und 12 Monate nach Transplantation 94 x 10°, 140 x 10°
bzw. 146 x 10® Zellen. Hepatozyten des einen Monat nach Transplantation
entnommenen Transplantats weisen eine normale Albumin-Expression auf. In allen
Praparaten werden proliferierende Hepatozyten gefunden, chne dass eine
pathologisch erhéhte Proliferationsrate vorliegt. Im Vergleich zu
Leberstandardpraparaten weisen die erfindungsgemaf transplantierten Hepatozyten
einen um den Faktor 3 erhdhten Einbau von BrdU auf.

. Beispiel 6
Vaskularisierung

Die weitere Untersuchung der in Beispiel 4 beschriebenen Matrices ergibt, dass
diese bereits einen Monat nach Implantation hervorragend vaskularisiert sind. Die
Blutgefafle reichen makroskopisch bis zur Matrix und die transplantierten
Hepatozyten und Langerhans'sche Inselzellen bekommen durch eine ausreichende
Kapillarisierung Kontakt zum kardiovaskuléren System des Transplantatempfangers.

Es ist weiterhin festzustellen, dass die cotransplantierten Langerhans'sche
Inselzellen beim Empfanger keine Hypoglykamie verursachen. Die endokrine
Sekretionsleistung dieser Zellen sowie der empfangereigenen Inselzellen wird
vermutlich durch einen Riickkopplungsmechanismus geregelt.

Beispiel 7

Leberfunktionsiibernahme
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Gunn-Ratten gelten als Tiermodell fir das menschliche Crigler-Najar-Syndrom, da
ihre Leber infolge eines spezifischen angeborenen metabolischen Enzymdefekts
nicht ausreichend Bilirubin konjugieren kann. Als Folge fiihren toxische
Blutplasmaspiegel unkonjugierten Bilirubins tiber zahlreiche Folgeschaden zum Tod.

Drei Gunn-Ratten werden mit einer zellbesiedelten Matrix geman Beispiel 4
transplantiert. Die Matrix besitzt eine AuRenflache von insgesamt 10 cm?.

Bereits vier Wochen nach Transplantation sinkt der Bilirubinspiegel der
Versuchstiere. Bilirubin wird nunmehr konjugiert. Das konjugierte Bilirubin kann in
allen drei Féllen in den Gallengéngen der noch vorhandenen Leber mit Hilfe einer
Gallengangsonde nachgewiesen werden. Somit gelangt das in der Matrix konjugierte
Bilirubin hamatogen in die Leber und kann dort Gber das Gallengangsystem
ausgeschieden werden.

Beispiel 8
Humane Patienten
Ein Patient mit einer ausgepragten Leberzirrhose wird mit zellbesiedelten Matrices

gemal Beispiel 4 in die Bauchhdhle transplantiert. Die folgende Tabelle 1 fasst die
Laborbefunde des Patienten vor der Transplantation zusammen.

Tabelle 1
Parameter Patient 1
GOT 27
GPT 35
gGt 89
CHE 2421
Serumalbumin 241

Patient 1 (Ethyltoxische Leberzirrhose, zuvor mehrfach dekompensiert, jetzt nicht
aktiv) erhielt 4 Matrices (je 124 mm x 45 mm x 5 mm).
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Die folgende Tabelle 2 fasst die Leberwerte 3, 10 bzw. 20 Wochen nach

Transplantation zusammen.

Tabelle 2
Patient 1
3 10 20
GOT 22 10 11
GPT 28 9 28
gGt 71 10 9
Serumalbumin | 28,6 | 42 44
CHE 2652 | 4400 | 4600
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Patentanspriiche

1. Portse Matrix auf Basis eines biologisch vertraglichen Polymers oder
Polymergemisches, dadurch gekennzeichnet, dass die Matrix Poren mit einer
Grofe von 150 um oder weniger und Poren mit einer GréRe von 300 um oder
mehr aufweist und der Porositatsgrad 93 bis 98 % betragt.

2. Matrix nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Matrix Poren mit
einer Grofle von 130 um oder weniger aufweist.

3. Matrix nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Matrix
Poren mit einer Gréfde von 370 um oder mehr aufweist.

4, Matrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das biologisch vertragliche Polymer ein biologisch abbaubares Polymer
ist.

5. Matrix nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass das biologisch abbaubare Polymer ausgewahilt ist unter natirlichen
Polymeren, wie Albumin, Fibrinogen, Collagen, Gelatine, Chitin, Chitosan,
Agarose, Alginat und synthetischen Polymeren, wie Polyanhydriden, Poly(e-
caprolacton) und Poly(a-hydroxyestern).

6. Matrix nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das biologisch
abbaubare Polymer Poly(glycolsaure-milchséure) mit einem Milchsaure-Anteil
von etwa 85 mol-% und einem Glycolsaure-Anteil von etwa 15 mol-% ist.

7. Porbse Matrix nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die Oberflache der Matrix mit wenigstens einem extrazellularen
Matrixprotein beschichtet ist.

8. Matrix nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das extrazellulare
Matrixprotein ausgewahlt ist unter Collagenen, Laminin und Fibronectin.

9. Matrix nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung
Fibronectin enthalt.
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Matrix nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Beschichtung ein
Gemisch aus Collagen vom Typ |, Laminin und Collagen vom Typ IV enthélt.

Matrix nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch die
Proteine in etwa gleichen Gewichtsanteilen enthalt.

Verfahren zur Herstellung einer porésen Matrix auf Basis eines biologisch
abbaubaren Polymers oder Polymergemisches, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein Gemisch aus Polymerpartikeln mit einer KorngréfRe im Bereich
von etwa 20 bis 950 um, vorteilhafterweise im Bereich von etwa 50 bis 760
um und insbesondere im Bereich von etwa 108 bis 250 pm, und
Kochsalzpartikeln mit einer Korngréfe im Bereich von etwa 90 bis 670 ym,
vorteilhafterweise im Bereich von etwa 110 bis 520 ym und insbesondere im
Bereich von etwa 250 bis 425 um, kompaktiert und anschlieend das
Kochsalz herauslost.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das
Kochsalzpartikelgemisch aus 15 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 18 bis 42
Gew.-% und insbesondere 22 bis 28 Gew.-% Partikel mit einer Korngréiie
von 250 um bis 320 um, 20 bis 65 Gew.-%, vorzugsweise 30 bis 52 Gew.-%
und insbesondere 42 bis 46 Gew.-% Partikel mit einer KorngréRRe von 330 bis
380 um, und 15 bis 62 Gew.-%, vorzugsweise 25 bis 42 Gew.-% und
insbesondere 29 bis 33 Gew.-% Partikel mit einer Korngréfte von 390 um bis
425 pm besteht.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das
Kochsalzpartikelgemisch aus 1 bis 15 Gew.-%, vorzugsweise 4 bis 12 Gew.-
% und insbesondere 7 bis 9 Gew.-% Partikel mit einer Korngrée von 108 um
bis 140 uym, 1 bis 11 Gew.-%, vorzugsweise 3 bis 9 Gew.-% und
insbesondere 5 bis 7 Gew.-% Partikel mit einer Korngrée von 145 um bis
180 um, 3 bis 21 Gew.-%, vorzugsweise 7 bis 17 Gew.-% und insbesondere
10 bis 14 Gew.-% Partikel mit einer Korngrée von 185 pm bis 220 ym, 1 bis
11 Gew.-%, vorzugsweise 3 bis 9 Gew.-% und insbesondere 5 bis 7 Gew.-%
Partikel mit einer Korngréfie von 225 um bis 250 pm, 15 bis 50 Gew.-%,
vorzugsweise 18 bis 42 Gew.-% und insbesondere 22 bis 28 Gew.-% Partikel
mit einer KorngroRe von 250 pm bis 320 pym, 15 bis 50 Gew.-%, ‘
vorzugsweise 18 bis 42 Gew.-% und insbesondere 22 bis 28 Gew.-% Partikel
mit einer Korngrofe von 330 um bis 380 ym, und 5 bis 29 Gew.-%,
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vorzugsweise 10 bis 24 Gew.-% und insbesondere 15 bis 19 Gew.-% Partikel
mit einer Korngrofiie von 390 ym bis 425 pm besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
dass das Polymerpartikelgemisch aus 5 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis
30 Gew.-% und insbesondere 14 bis 18 Gew.-% Partikel mit einer Korngrée
von 108 ym bis 140 pm, 10 bis 55 Gew.-%, vorzugsweise 15 bis 40 Gew.-%
und insbesondere 20 bis 24 Gew.-% Partikel mit einer Korngréfie von 145 ym
bis 180 um, 18 bis 88 Gew.-%, vorzugsweise 32 bis 76 Gew.-% und
insbesondere 43 bis 49 Gew.-% Partikel mit einer Korngréf3e von 185 pum bis
220 um, und 5 bis 45 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis 28 Gew.-% und
insbesondere 14 bis 18 Gew.-% Partikel mit einer Korngréfe von 225 pm bis
250 um besteht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet,
dass das Gewichtsverhaltnis von Polymerpartikeln zu Kochsalzpartikein
1:100 bis 1:10, vorteilhafterweise 1:50 bis 1:15 und insbesondere 1:20 bis
1:18 betragt.

Verfahren nach einem der Ansprliche 12 bis 16, dadurch gekennzeichnet,
dass man vor dem Kompaktieren dem Gemisch aus Polymerpartikeln und
Kochsalzpartikeln eine Polymerldsung zusetzt und das L.osungsmittel
entfernt.

Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das
Losungsmittel das Polymer, nicht aber das Salz 1§st.

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass das
Losungsmittel ausgewahlt ist unter Aceton, Ethylacetat, Methylenchiorid,
Chloroform, Hexafluorisopropanol, chiorierten und fluorierten, aliphatischen
und aromatischen Kohlenwasserstoffen, Tetrahydrofuran, Ethylmethylketon,
Diethylketon sowie Gemischen davon.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das Polymer
Poly(glykolsaure), Poly(milchs&ure) oder Poly(glykols&uremilchs&ure) und
das Losungsmittel Chloroform ist. '
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Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet,
dass das Gewichtsverhaltnis von Polymerpartikeln zu geldstem Polymer 10:1
bis 1:100, vorteilhafterweise 2:1 bis 1:25 und insbesondere 1:1 bis 1:10
betragt.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das
Kompaktieren durch Einwirken von Druck erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass der Druck im
Bereich von etwa 780 psi bis 1450 psi, vorteilhafterweise im Bereich von etwa
840 psi bis 1230 psi und insbesondere im Bereich von etwa 900 psi bis 1100
psi liegt.

Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einwirkungszeit im Bereich von etwa 10 s bis 360 s, vorteilhafterweise im
Bereich von etwa 40 s bis 180 s und insbesondere im Bereich von etwa 50 s
bis 70 s liegt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet,
dass die Einwirkungstemperatur im Bereich von -76 °C bis 42 °C,
vorteilhafterweise im Bereich von 0°C bis 32 °C und insbesondere im
Bereich von 18 °C bis 25°C liegt.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man zum
Herausldsen des Kochsalzes Wasser auf das kompaktierte Gemisch
einwirken lasst.

Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einwirkungszeit im Bereich von etwa 1 h bis 80 h, vorteilhafterweise im
Bereich von etwa 12 h bis 62 h und insbesondere im Bereich von etwa 36 h
bis 60 h liegt.

Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dass man
das Wasser wieder entfernt.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das
kompaktierte Gemisch zunéchst in einer CO-Atmosphére gelagert und
anschlieBend das Kochsalz herausldst wird.
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Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, der CO2-Druck im
Bereich von etwa 140 psi bis 1650 psi, vorteilhafterweise im Bereich von etwa
360 psi bis 1120 psi und insbesondere im Bereich von etwa 800 psi bis 900
psi liegt.

Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, dass die
Lagerungszeit im Bereich von etwa 1 h bis 180 h, vorteilhafterweise im
Bereich von etwa 3 h bis 60 h und insbesondere im Bereich von etwa 12 h
bis 36 h liegt.

Verfahren zur Herstellung einer porésen Matrix auf Basis eines biologisch
vertraglichen Polymers oder Polymergemisches, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein Gemisch aus Polymerpartikeln, Partikeln eines porogenen
Materials und einer Polymerldsung kompaktiert und anschlieRend das
porogene Material herausiost.

Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass das Polymer
ausgewahlt ist unter Polyanhydriden, Poly(orthoestern), Poly(a-
hydroxyestern), Poly(esteramiden), Polyamiden, Poly(esterethern),
Polycarbonaten, Polyalkylenen, Polyalkylenglykolen, Polyalkylenoxiden,
Polyalkylenterephthalaten, Polyvinylalkoholen, Polyvinylethern,
Polyvinylestern, Polyvinylhalogeniden, Polyvinylpyrrolidonen, Polysiloxanen,
Polystyrolen, Polyurethanen, derivatisierten Cellulosen,
(Meth)acrylséurepolymeren und —copolymeren.

Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass das porogene
Material ausgewanhlt ist unter wasserléslichen Salzen.

Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass das
wasserlésliche Salz ausgewahlt ist unter Natriumchlorid, Kaliumchlorid,
Natriumfluorid, Kaliumfluorid, Natriumiodid, Kaliumiodid, Natriumnitrat,
Natriumsulfat Natriumcitrat, Natriumtartrat, Zuckern und Gemischen davon.

Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung
Polymer in geldster und Polymerpartikel in fester Form enthalt.
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Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung das
porogene Material nicht 10st.

Matrix, erhaltlich nach einem Verfahren der Anspriiche 11 bis 37.

Implantat, umfassend eine Matrix nach einem der Anspriiche 1 bis 11 oder 38
und wenigstens eine Zelle.

Implantat, umfassend eine Matrix auf Basis eines biologisch vertraglichen
Polymers, und Zellen wenigstens zweier Zelltypen, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zellen des ersten Zelltyps Hepatozyten und die Zellen des zweiten
Zelityps Langerhans’sche Inselzellen sind.

Implantat nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhaltnis
von Hepatozyten zu Langerhans’schen Inselzellen etwa
108 : 3000 betragt.

Implantat nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass das Verhéltnis
von Hepatozyten zu Langerhans’schen Inselzellen etwa

10° : 3-200, vorteilhafterweise etwa 10° : 10-100, insbesondere etwa10° : 20-
80 und besonders bevorzugt etwa 10° : 35-45 betragt.

Verfahren zur Gewinnung von Zellen fiir die Beimpfung einer implantierbaren

Matrix, wobei man

(i) einem Individuum ein Gewebestlick entnimmt;

(ii) das Gewebestiick mit einer Zusammensetzung behandelt, die NaCl,
KCl, HEPES, CaCl,, Collagenase und Trypsininhibitor enthalt und
einem pH-Wert von etwa 7,3 bis 7,4 aufweist;

(iii) das behandelte Gewebestlick erforderlichenfalls freiprapariert;

(iv)  das Gewebestlick in einem geeigneten Medium aufschittelt;

(v) und zumindest einen Teil der resultierenden Zellsuspension gewinnt.

Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass man das
Gewebestiick nach der Entnahme zunachst mit einer weiteren
Zusammensetzung behandelt, die NaCl, KCl und HEPES enthélt und einen
pH-Wert von etwa 7,4 aufweist.



WO 2004/108810 PCT/EP2004/006140
29

45.  Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, dass man die
resultierende Zellsuspension bei etwa 50 g und 4°C zentrifugiert und das
Zellpellet gewinnt.
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Box I

Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international searchreport has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

L

3.[]

ClaimsNos.:  45-43
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

see supplemental sheet PCT/ISA/210

ClaimsNos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box II

Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

4.[:]

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search. report covers all
searchableclaims.

As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this.Authori‘ry did not invite payment
of any additional fee.

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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Box 1.1

Claims 43-45

The subject matter of claims 43 to 45 is a multi-stage method for treatment of the human
or animal body (“tissue engineering”: see also page 13, second paragraph of the
application), a surgical method step (i) lending the aforementioned multi-stage method a
surgical character. No International Searching Authority is required to establish a search
report in relation to this type of subject matter (PCT Rule 39.1(iv)).

Form PCT/ISA/210
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WO 9932204 A 01-07-1999 US 6255359 B1 03-07-2001
AU 2091499 A 12-07-1999
WO 9932204 A2 01-07-1999
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDE:
IPK 7 C08J9/26 A61L27/56

s
A61L27/58

A611.27/50 A61L.27/18

Nach der Internationalen Patentklassifikation ({PK) oder nach der nationaten Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Kiassifikationssymbole )

IPK 7 C08J A6lL

Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehérende Verbdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierien Gebiele fallen

Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elekironische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internai

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

HOU Q ET AL:

leaching technique”
BV., BARKING, 6B,
1937-1947, XP004412414

ISSN: 0142-9612
Zusammenfassung

Abbildungen; Tabelien

"Porous polymeric structures
for tissue engineering prepared by a

coagulation, compression moulding and salt
BIOMATERIALS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS

Bd. 24, Nr. 11, Mai 2003 (2003-05), Seiten

Seite 1938, rechte Spalte, letzter Absatz
- Seite 1947, linke Spalte, Absatz 2;

iy -

1-42

Weilere Verbffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
eninehmen

Siehe Anhang Patentfamilie

° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentiichungen

"A" Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

"E* édlteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum veréffentlicht worden ist

*L* Verdffenllichung, die geeignet ist, einen Prioritédtsanspruch zweifelhaft er—
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdtfentiichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefihrt)

'O" Versffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

'P* Verdtfentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchien Prioritdisdatum verbifentlicht worden ist

'T* Spéitere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kolfidiert, sondern nur zum Verstdndnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der Ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

*X* Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann alfein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachiet werden

*Y* Veréitentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verdifentlichung mit einer oder mehreren anderen
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung flr einen Fachmann nahellegend st

*&" Verdfientlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

15. September 2004

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

23/09/2004

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

Européisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
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Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
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Seite 8, Zeile 30 ~ Seite 12, Zeile 30
Seite 13, Zeile 17 - Seite 15, Zeile 4
Seite 18, Zeile 6 - Seite 19, Zeile 12
Seite 20, Zeile 26 - Seite 21, Zeile 28
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Seite 32, Zeile 4 - Seite 38, Zeile 16;
Anspriiche; Beispiele
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Seite 2, Zeile 24 - Seite 15; Anspriiche;

Beispiele
X US 6 337 198 B1 (LHOMMEAU CHRISTELLE M ET 1-11,
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Anspriiche; Beispiele

X SOHIER J ET AL: "A novel method to obtain 12-28
protein release from porous polymer
scaffolds: emulsion coating”

JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, ELSEVIER
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL,
Bd. 87, Nr. 1-3,

21. Februar 2003 (2003-02-21), Seiten
57-68, XP004412747

ISSN: 0168~-3659

Zusammenfassung

Seite 58, rechte Spalte, Absatz 2 - Seite
66, rechte Spalte, Absatz 1; Abbildungen
X CHEN G ET AL: "Preparation of 1-11,
poly(1-lactic acid) and 38-42
poly(dl-Tactic-co—glycolic acid) foams by
use of ice microparticulates”
BIOMATERIALS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS
BV., BARKING, GB,

Bd. 22, Nr. 18, September 2001 (2001-09),
Seiten 2563-2567, XP004273584

ISSN: 0142-9612

Zusammenfassung

Seite 2563, rechte Spalte, letzte Zeile -
Seite 2567, linke Spalte, Zeile 2;
Abbildungen; Tabellen
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Feld Il Bemerkungen zu den Ansprichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

Geman Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden flr bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

1. Anspriiche Nr. 43-45

well sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich

siehe BEIBLATT PCT/ISA/210

2. D Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vargeschriebenen Anforderungen so wenig enisprechen,
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich .

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhéngige Ansprliche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefat sind.

Feld lil Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthélt:

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusé&tzlichen Recherchengeblhren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

o

. D Da flir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eihe
zusétzliche RecherchengebUhr gerechtfertigt hétte, hat die Behérde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert.

w

. L__I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Ansprliche, flir die Gebiihren entrichtet worden sind, ndmlich auf die
Anspriiche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese istin folgenden Anspriichen er—
faBt: :

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I:l Die zusétzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusétzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (Januar 2004)
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WEITERE ANGABEN PCTISA/ 210

Fortsetzung von Feld 1I.1
Anspriiche Nr.: 43-45

Der Gegenstand der Anspriiche 43 bis 45 stellt ein mehrstufiges
Verfahren zur Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers
("tissue engineering”: siehe auch Seite 13, 2. Absatz der Anmeldung)
dar, worin ein chirurgischer Verfahrensschritt (i) dem o.a. mehrstufigen
Verfahren einen chirurgischen Charakter verleiht. Keine mit einer
internationalen Recherche beauftragte Behdrde ist verpflichtet, einen
Rec?erchenbericht fiir den o0.a. Gegenstand zu erstellen (Regel 39.1(iv)
PCT).
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us 6281256 Bl 28-08-2001

US 6337198 Bl 08-01-2002 US 6103255 A 15-08-2000
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AU 2091499 A 12-07-1999
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