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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft generell das Gebiet
der Rekonstruktion und Augmentation von Brustge-
webe.

[0002] Die Briste, oder Brustdrisen, sind modifi-
zierte SchweilRdrisen, die durch eine Bindegewebs-
schicht am darunterliegenden Muskel der vorderen
Brustkorbwand befestigt sind. Im Inneren besteht
jede Brustdrise aus 15-25 Lappchen, die von dich-
tem Bindegewebe getrennt sind, das in erster Linie
durch Fibroblasten und Biindel von Collagenfasern
gebildet wird, und aus Fettgewebe, das Adipozyten
(Fettzellen) enthalt, die von retikularen Fasern und
Collagenfasern zusammengehalten werden. Im Inne-
ren eines jeden Lappchens befindet sich ein Milch-
gang, der extensiv verzweigt ist. An den Enden der
kleinsten Verzweigungen liegen die Drusenepithel-
zellen (Alveolarzellen), die Milch synthetisieren und
in das Gangsystem sezernieren. Die Gange, die aus
einem einfachen kubischen Epithel und einem Zylin-
derepithel bestehen, und die Alveolarzellen sind in lo-
ckeres Bindegewebe eingebettet, das Collagenfa-
sern und Fibroblasten, Lymphozyten und Plasmazel-
len enthalt, die Immunglobulin A in die Milch sezer-
nieren, wodurch beim Neugeborenen eine passive
Immunitat bewirkt wird. Direkt aufRerhalb der Alveo-
larzellen und epithelialen Zellen des Ganges liegen
myoepitheliale Zellen, die auf neurale und hormonel-
le Stimuli mit einer Kontraktion und einem Heraus-
pressen der Milch reagieren. Jeder Milchgang 6ffnet
sich an der Oberflache der Brust durch die Haut, die
die Brustwarze bedeckt.

[0003] Die Brustchirurgie kann grob als kosmetisch
und therapeutisch eingeteilt werden. Zu kosmeti-
schen Operationen gehdren eine Augmentation, zum
Beispiel unter Verwendung von Implantaten, eine Re-
duktion und eine Rekonstruktion. Zu den therapeuti-
schen Operationen, die die primare Behandlung fir
die meisten friihen Krebsformen darstellen, gehort
die Radikaloperation, die die Entfernung des gesam-
ten weichen Gewebes der vorderen Brustkorbwand
und der Lymphknoten sowie der Gefalde, die sich in
den Kopf und den Hals erstrecken, umfassen kann,
die Lumpektomie, bei der nur ein kleiner Teil der
Brust betroffen sein kann, und die Laseroperation zur
Zerstérung kleiner Gewebsbereiche. Die rekonstruk-
tive Chirurgie und die Verwendung von Implantaten
werden haufig mit Radikaloperationen der Brust kom-
biniert. Die radikale Mastektomie beinhaltet die Ent-
fernung der Brust, sowohl des grof3en als auch des
kleinen Brustmuskels, sowie der Lymphknoten.

[0004] Mehr als 250 000 rekonstruktive Eingriffe
werden jedes Jahr an der Brust durchgefiihrt. Fur
Frauen, die von Brustkrebs, angeborenen Defekten

oder Schaden, die aus Verletzungen resultieren, be-
troffen sind, gibt es sehr wenige Alternativen zu einer
Rekonstruktion. Die Rekonstruktion der Brust wird
haufig bei, oder kurz nach, einer Mastektomie wegen
Krebs eingesetzt. Rekonstruktive Eingriffe beinhalten
haufig das Versetzen vaskularisierter Hautlappen mit
darunterliegendem Binde- und Fettgewebe aus ei-
nem Bereich des Korpers, z.B. den Gesalbacken
oder dem Unterleibsbereich, in den Brustbereich.
Chirurgen setzen auch Brustimplantate fir die Re-
konstruktion ein.

[0005] Es gibt zahlreiche chirurgische Verfahren fur
die Brustrekonstruktion, einschlieBlich der Gewebe-
expansion mit nachfolgender Siliconimplantation, der
Verwendung von Latissimusdorsi-Lappen, von ge-
stielten Lappen des Transversus abdominis myocu-
taneus (TRAM), eines freien TRAM-Lappens und ei-
nes freien Gluteus-Lappens. Eine vollstandige Re-
konstruktion erfordert haufig zahlreiche Eingriffe zu-
satzlich zur Mastektomie und primaren Rekonstrukti-
on. Zu den Eingriffen gehéren der Austausch des Ge-
webeexpanders gegen das permanente Implantat,
die Rekonstruktion der Brustwarze, die Uberarbei-
tung einer Rekonstruktion und die Mastopexie/Re-
duktion.

[0006] Unglicklicherweise haben Siliconprothesen,
die fur Rekonstruktionen und Augmentationen einge-
setzt werden, zu zahlreichen medizinischen Kompli-
kationen gefiihrt. Es ware wiinschenswert, tber ein
alternatives Material fur Implantationen zu verfugen.

[0007] Sogar bei den derzeit eingesetzten rekonst-
ruktiven chirurgischen Verfahren ist es extrem
schwierig, ein Gewebe zu erzielen, das normal aus-
sieht und sich normal anfihlt, insbesondere wenn
eine extensive Entfernung des assoziierten Muskel-
gewebes voranging.

[0008] Es istdeshalb ein Ziel der vorliegenden Erfin-
dung, Verfahren und Zusammensetzungen flr die
Rekonstruktion und Augmentation von Brustgewebe
bereit zu stellen.

[0009] Es ist ein weiteres Ziel der vorliegenden Er-
findung, Verfahren und Materialien zur Bereitstellung
einer Bruststruktur bereit zu stellen, bei der es sich
um Gewebe, und nicht um ein fremdes Material wie
Silicon, handelt, und die wie normales Gewebe aus-
sieht.

Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Es werden hier Zusammensetzungen und
ihre Herstellung fur die Rekonstruktion oder Augmen-
tation von Brustgewebe beschrieben. Dissoziierte
Zellen, vorzugsweise Muskelzellen, werden in Kom-
bination mit einer geeigneten, biologisch abbauba-
ren, polymeren Matrix implantiert, um neues Gewebe
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zu bilden. Es gibt zwei Matrixformen, die verwendet
werden kénnen: ein polymeres Hydrogel, das aus ei-
nem Material wie Alginat besteht und darin suspen-
dierte Zellen enthalt, und eine fibrése Matrix mit Zwi-
schenrdumen von ungefahr 100 bis 300 Mikrometer.
Bevorzugte polymere Materialien sind solche, die
sich innerhalb von ungefahr einem Monat bis zwei
Monaten zersetzen, wie Polymilchsaure-Glycolsau-
re-Copolymere. Die Matrices kénnen vor der Implan-
tation besat werden, oder sie werden implantiert,
man |asst sie vaskularisieren, und dann werden sie
mit Zellen besat. Bei einer bevorzugten Ausflihrungs-
form werden die Strukturen aus den Zellen und der
Matrix zusammen mit Gewebeexpandervorrichtun-
gen implantiert. Wenn die Strukturen aus den Zellen
und der Matrix implantiert worden sind, oder die Zel-
len proliferieren und neues Gewebe bilden, wird die
Grole des Expanders verringert, bis er entfernt wer-
den kann und die gewtiinschte Rekonstruktion oder
Augmentation erhalten worden ist. Die bevorzugten
Zelltypen sind Muskelzellen, auch wenn andere Ty-
pen mesenchymaler Zellen, Fibroblasten, Chondro-
zyten und Adipozyten eingesetzt werden kdnnen.
Zellen, die aus Gewebe wie den Labia erhalten wur-
den, kénnen fir spezielle Anwendungen, wie die Bil-
dung eines Gewebes vom Typ der Brustwarzen, ein-
gesetzt werden. Andere Materialien, wie bioaktive
Molekile, die die Vaskularisation des implantierten
Gewebes verbessern und/oder das Einwachsen von
fibrotischem Gewebe hemmen, kénnen mit der Ma-
trix implantiert werden, um die Entwicklung von nor-
malerem Gewebe zu verbessern.

[0011] Die Strukturen aus den Zellen und der Matrix
kdnnen bei der Operation zur Entfernung von bésar-
tigem Brustgewebe, bei der nachfolgenden rekonst-
ruktiven Operation oder innerhalb eines bestimmten
Zeitraums, zum Beispiel wochentlich, wenn aufeinan-
derfolgende Injektionen von Suspensionen aus Zel-
len und Hydrogel zur Erzeugung von neuem Gewebe
eingesetzt werden, implantiert werden.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0012] Fig. 1 ist eine schematische Darstellung des
Verfahrens zur Implantation von dissoziierten Zellen
auf einer polymeren Matrix in die Brust fur die Aug-
mentation von Brustgewebe.

[0013] Fig. 2 ist eine schematische Darstellung ei-
ner fibrésen Platte, die mit Stitzen in Brustgewebe
implantiert wird, um eine Stiitzung des umgebenden
Gewebes und der Haut bereit zu stellen und zu er-
moglichen, dass sich nach der Injektion einer Sus-
pension aus Zellen und Hydrogel neues Gewebe in-
nerhalb der Stiitze bildet.

[0014] Fig. 3A, Fig. 3B und Fig. 3C sind schemati-
sche Darstellungen der aufeinanderfolgenden Injekti-
onen einer Suspension aus Zellen und Hydrogel

nach der Implantation eines Gewebeexpanders, wo-
bei der Gewebeexpander jedes Mal, wenn die Sus-
pension injiziert wird, verkleinert wird. In der Fig. 3A
ist der Gewebeexpander maximal expandiert. In der
Fig. 3B ist Flussigkeit aus dem Expander abgezogen
worden, um einen Raum, in den die Suspension den
aus Zellen und dem Polymer injiziert wird, zwischen
dem angrenzenden Gewebe und dem Expander zu
erzeugen. Und in der Fig. 3C ist der Expander maxi-
mal entleert, wobei sich neues Gewebe in dem Raum
bildet, der von einem grofRen Teil des Gewebeexpan-
ders, so wie er in der Fig. 1 expandiert war, besetzt
war.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung
I. Zellen fur die Implantation

[0015] Diese Anmeldung beinhaltet nicht die Ver-
wendung von humanem embryonalem Material.

[0016] Die Zellen fiir die Implantation werden mittels
Standardtechniken, wie einem Verdau mit einer Col-
lagenase-, Trypsin- oder einer anderen Proteasel6-
sung, dissoziiert. Bevorzugte Zelltypen sind mesen-
chymale Zellen, speziell glatte Muskelzellen oder
Skelettmuskelzellen, Myozyten (Muskelstammzel-
len), Chondrozyten, Adipozyten, Fibromyoblasten
und ektodermale Zellen, einschlief3lich von Gangzel-
len und Hautzellen. In einigen Fallen kann es auch
wlinschenswert sein, Nervenzellen einzuschlielen.
Die Zellen kénnen normal oder gentechnologisch
verandert sein, damit sie zusatzliche oder normale
Funktionen bereit stellen.

[0017] Die Zellen sind vorzugsweise autologe Zel-
len, die durch eine Biopsie erhalten und in Kultur ver-
mehrt werden, obwohl Zellen von engen Verwandten
oder anderen Spendern der gleichen Spezies bei ent-
sprechender Immunsuppression eingesetzt werden
kénnen. Immunologisch inerte Zellen, wie nicht-em-
bryonale Stammzellen, sowie gentechnologisch ver-
anderte Zellen kénnen, um die Notwendigkeit einer
Immunsuppression zu umgehen, ebenfalls einge-
setzt werden. Verfahren und Arzneimittel fir eine Im-
munsuppression sind Fachleuten auf dem Gebiet der
Transplantation bekannt. Eine bevorzugte Verbin-
dung ist Cyclosporin in den empfohlenen Dosierun-
gen.

[0018] Bei der bevorzugten Ausflihrungsform wer-
den Skelettmuskelzellen oder glatte Muskelzellen
durch eine Biopsie gewonnen und in Kultur fur die
nachfolgende Implantation vermehrt. Skelettmuskel
oder glatter Muskel kann leicht Uber eine Biopsie
Uberall im Korper gewonnen werden, zum Beispiel
kénnen Skelettmuskelbiopsien leicht aus dem Arm,
dem Unterarm oder den unteren Extremitaten erhal-
ten werden, und glatter Muskel kann aus dem Be-
reich erhalten werden, der berall im Kérper an das
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subkutane Gewebe angrenzt. Um die beiden Muskel-
typen zu erhalten wird der Bereich, in dem eine Biop-
sie durchgefuhrt werden soll, mit einer kleinen Menge
Lidocain, die subkutan injiziert wird, einer Lokalanas-
thesie unterzogen. Alternativ kann ein kleines Pflas-
ter aus Lidocaingelee auf den Bereich, in dem eine
Biopsie durchgefuhrt werden soll, aufgetragen und
dort fUr einen Zeitraum von 5 bis 20 Minuten gelas-
sen werden, ehe die Biopsieprobe enthommen wird.
Die Biopsie kann muhelos mittels einer Biopsienadel
erhalten werden, einer schnell arbeitenden Nadel,
die die Prozedur extrem einfach und fast schmerzlos
macht. Bei Zusatz des Anasthesiemittels wird die
Prozedur vollkommen schmerzlos. Dieser kleine Bi-
opsiekern aus entweder dem Skelettmuskel oder
dem glatten Muskel kann dann in ein aus phosphat-
gepufferter Saline bestehendes Medium transferiert
werden. Die Biopsie wird dann in das Labor transfe-
riert, wo der Muskel unter Einsatz der Explantati-
onstechnik geziichtet werden kann, bei der der Mus-
kel in sehr kleine Stiickchen aufgeteilt wird, die sich
an die Kulturplatte anheften, und serumhaltiges Me-
dium zugegeben wird. Alternativ kann die Muskelbi-
opsie mit Mitteln wie Trypsin enzymatisch verdaut
werden, und die Zellen kdénnen in einer Kulturplatte in
einem beliebigen der routinemafig eingesetzten Me-
dien dispergiert werden. Nach der Vermehrung der
Zellen in der Kulturplatte kdnnen die Zellen leicht mit-
tels des ublichen Verfahrens passagiert werden, bis
eine passende Zahl von Zellen erhalten worden ist.

Il. Herstellung der Vorrichtung

[0019] Es kdnnen drei prinzipielle Typen von Matri-
ces zur Erzeugung neuer Gewebe oder zur Augmen-
tation von Geweben eingesetzt werden. Der Begriff
,biologisch erodierbar" oder ,biologisch abbaubar",
wie er hier verwendet wird, bezieht sich auf Materia-
lien, die in vivo enzymatisch oder chemisch zu einfa-
cheren chemischen Spezies abgebaut werden.

Hydrogelpolymerlésungen

[0020] Bei einer Ausfihrungsform werden Polyme-
re, die ionische Hydrogele bilden kénnen, die ge-
schmeidig sind, als Stitze fur die Zellen eingesetzt.
Es kann eine Injektion einer Suspension von Zellen in
einer Polymerlésung vorgenommen werden, um die
Reproduzierbarkeit der Zellaussaat Uberall in einer
Vorrichtung zu verbessern, um die Zellen vor einer
durch Scherkréafte oder durch Druck induzierten Ne-
krose zu schiitzen, oder um die Festlegung der rdum-
lichen Anordnung der zugefuhrten Zellen zu erleich-
tern. Das injizierbare Polymer kann auch fur die Zu-
fuhr von Zellen und die Férderung der Bildung von
neuem Gewebe ohne den Einsatz irgendeiner ande-
ren Matrix eingesetzt werden.

[0021] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
das Hydrogel Uber die Vernetzung des ionischen Sal-

zes eines Polymers mit lonen erzeugt, wobei die Sta-
bilitat mit steigender Konzentration entweder der lo-
nen oder des Polymers ansteigt. Die Polymerlésung
wird mit den Zellen, die implantiert werden sollen, un-
ter Bildung einer Suspension gemischt, die dann, ehe
die Suspension hart wird, direkt einem Patienten inji-
ziert wird. Die Suspension hartet, wenn das Polymer
ein Polysaccharid wie Alginat ist, anschlieRend in
vivo innerhalb kurzer Zeit aufgrund des Vorkommens
physiologischer Konzentrationen von lonen wie Cal-
cium aus.

Polymere

[0022] Das polymere Material, das fiir die Implanta-
tion in den Kérper mit Zellen gemischt wird, sollte ein
Hydrogel bilden. Ein Hydrogel ist als eine Substanz
definiert, die sich bildet, wenn ein organisches (nattir-
liches oder synthetisches) Polymer Uber kovalente
oder ionische Bindungen oder Uber Wasserstoffbri-
ckenbindungen unter Erzeugung einer dreidimensio-
nalen Struktur aus einem offenen Gitterwerk vernetzt
wird, die unter Ausbildung eines Gels Wassermole-
kile einschlie3t. Beispiele fiir Materialien, die zur Bil-
dung eines Hydrogels eingesetzt werden kénnen,
sind Polysaccharide wie Alginat, Polyphosphazene
und Polyacrylate wie Hydroxyethylmethacrylat (HE-
MA), die ionisch vernetzt werden, oder Blockcopoly-
mere wie Pluronics™ oder Tetronics™, Polyethyleno-
xid-Polypropylenglycol-Blockcopolymere, die Uber
die Temperatur bzw. den pH vernetzt werden. Zu wei-
teren Materialien gehdren Proteine wie Fibrin, Poly-
mere wie Polyvinylpyrrolidon, Hyaluronsaure und
Collagen.

[0023] Im Allgemeinen sind diese Polymere wenigs-
tens teilweise in wassrigen Losungen, wie Wasser,
gepufferten Salzlésungen oder wassrigen alkoholi-
schen Losungen, die geladene Seitengruppen auf-
weisen, oder einem monovalenten ionischen Salz
von diesen I6slich. Beispiele fur Polymere mit sauren
Seitengruppen, die mit Kationen umgesetzt werden
kénnen, sind Poly(phosphazene), Poly(acrylsauren),
Poly(methacrylsauren), Copolymere von Acrylsaure
und Methacrylsaure, Poly(vinylacetat) und sulfonierte
Polymere, wie sulfoniertes Polystyrol. Copolymere
mit sauren Seitengruppen, die durch das Umsetzen
von Acryl- oder Methacrylsaure und Vinylethermono-
meren oder -polymeren gebildet werden, kénnen
ebenfalls eingesetzt werden. Beispiele flr saure
Gruppen sind Carbonsauregruppen, Sulfonsaure-
gruppen, halogenierte (vorzugsweise fluorierte) Alko-
holgruppen, phenolische OH-Gruppen und saure
OH-Gruppen.

[0024] Beispiele fur Polymere mit basischen Seiten-
gruppen, die mit Anionen umgesetzt werden kénnen,
sind Poly(vinylamine), Poly(vinylpyridin), Poly(vinyli-
midazol) und einige iminosubstituierte Polyphospha-
zene. Das Ammoniumsalz oder quartare Salz der Po-
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lymere kann auch uber die Stickstoffe des Ruckgrats
oder die anhangenden Iminogruppen gebildet wer-
den. Beispiele fir basische Seitengruppen sind Ami-
no- und Iminogruppen.

[0025] Alginate kdnnen zur Bildung einer Hydrogel-
matrix ionisch mit divalenten Kationen vernetzt wer-
den, und zwar in Wasser und bei Raumtemperatur.
Aufgrund dieser milden Bedingungen ist Alginat das
fur die Verkapselung von Hybridomzellen am hau-
figsten eingesetzte Polymer, wie es zum Beispiel im
US-Patent Nr. 4 352 883 an Lim beschrieben wird.
Bei dem Verfahren nach Lim wird eine wassrige L6-
sung, die die biologischen Materialien, die verkapselt
werden sollen, enthalt, in einer LOsung eines wasser-
I6slichen Polymers suspendiert, die Suspension wird
zu Tropfchen geformt, die Uber den Kontakt mit mul-
tivalenten Kationen zu einzelnen Mikrokapseln konfi-
guriert werden, und dann wird die Oberflache der Mi-
krokapseln mit Polyaminosauren vernetzt, um eine
semipermeable Membran um die verkapselten Mate-
rialien herum zu bilden.

[0026] Polyphosphazene sind Polymere mit Rick-
gratstrukturen, die aus Stickstoff und Phosphor, die
durch alternierende Einfach- und Doppelbindungen
getrennt sind, bestehen. Jedes Phosphoratom ist ko-
valent an zwei Seitenketten (,R") gebunden. Die sich
wiederholende Einheit in Polyphosphazenen hat die
allgemeine Struktur

1
-(-P = N-),-

L
R
wobei n eine ganze Zahl ist.

[0027] Die fir eine Vernetzung geeigneten Poly-
phosphazene haben eine Giberwiegende Anzahl von
Seitenkettengruppen, die sauer sind und Salzbri-
cken mit di- oder trivalenten Kationen ausbilden kon-
nen. Beispiele fir bevorzugte saure Seitengruppen
sind Carbonsauregruppen und Sulfonsauregruppen.
Hydrolysestabile Polyphosphazene bestehen aus
Monomeren, die Carbonsaureseitengruppen besit-
zen, die durch divalente oder trivalente Kationen, wie
Ca®" oder Al**, vernetzt sind. Es kénnen Polymere
synthetisiert werden, die sich Uber eine Hydrolyse
zersetzen, indem Monomere mit Imidazol-, Amino-
saureester- oder Glycerolseitengruppen eingearbei-
tet werden. Zum Beispiel kann ein polyanionisches
Poly[bis(carboxylatophenoxy)]phosphazen (PCPP)
synthetisiert werden, das mit gelésten multivalenten
Kationen in einem wassrigen Medium bei Raumtem-
peratur oder darunter unter Bildung von Hydrogelma-
trices vernetzt wird.

[0028] Bioerodierbare Polyphosphazene haben we-
nigstens zwei unterschiedliche Typen von Seitenket-
ten, saure Seitengruppen, die Salzbriicken mit multi-

valenten Kationen bilden kénnen, und Seitengrup-
pen, die unter In-vivo-Bedingungen hydrolysieren,
z.B. Imidazolgruppen, Aminosaureester-, Glycerol-
und Glucosylgruppen. Der Begriff bioerodierbar oder
biologisch abbaubar, wie er hier verwendet wird, be-
deutet ein Polymer, das sich innerhalb eines Zeit-
raums auflost oder zersetzt, der flir die gewlinschte
Anwendung (Ublicherweise eine In-vivo-Therapie)
annehmbar ist, d.h. von weniger als ungefahr funf
Jahren und am bevorzugtesten von weniger als un-
gefahr einem Jahr, wenn es einer physiologischen
Lésung mit einem pH von 6-8 und einer Temperatur
zwischen ungefahr 25°C und 38°C ausgesetzt wird.
Die Hydrolyse der Seitenkette fuhrt zur Erosion des
Polymers. Beispiele fur hydrolysierende Seitenketten
sind unsubstituierte und substituierte Imidazole und
Aminosaureester, bei denen die Gruppe Uber eine
Aminoverknupfung an das Phosphoratom gebunden
ist (Polyphosphazenpolymere, bei denen beide
,R"-Gruppen auf diese Weise befestigt sind, sind als
Polyaminophosphazene bekannt). Bei Polyimidazol-
phosphazenen sind einige der ,R"-Gruppen am Poly-
phosphazen-Ruckgrat Imidazolringe, die Uber ein
Stickstoffatom des Rings am Phosphor im Ruckgrat
befestigt sind. Andere ,R"-Gruppen kdnnen organi-
sche Reste sein, die nicht an der Hydrolyse teilneh-
men, wie Methylphenoxygruppen oder andere Grup-
pen, die in der wissenschaftlichen Veroffentlichung
von Allcock et al., Macromolecules 10, 824-830
(1977) gezeigt werden.

[0029] Verfahren zur Synthese und Analyse ver-
schiedener Polyphosphazentypen werden beschrie-
ben bei Allcock, H. R. et al., Inorg. Chem. 11, 2584
(1972), Alicock et al., Macromolecules 16, 715
(1983), Alicock et al., Macromolecules 19, 1508
(1986), Allcock et al., Biomaterials 19, 500 (1988),
Allcock et al., Macromolecules 21, 1980 (1988), All-
cock et al., Inorg. Chem. 21 (2), 515-521 (1982), All-
cock et al., Macromolecules 22, 75 (1989), in den
US-Patenten Nr. 4 440 921, 4 495 174 und 4 880 622
an Allcock et al., im US-Patent Nr. 4 946 938 an Ma-
gill et al. und bei Grolleman et al., J. Controlled Re-
lease 3, 143 (1986).

[0030] Verfahren zur Synthese der anderen oben
beschriebenen Polymere sind Fachleuten bekannt;
siehe zum Beispiel Concise Encyclopedia of Polymer
Science und Polymeric Amines and Ammonium
Salts, E. Goethals, Herausgeber (Pergamon Press,
Elmsford, New York 1980). Viele Polymere, wie Po-
ly(acrylsaure), sind kommerziell erhaltlich.

[0031] Das wasserlésliche Polymer mit geladenen
Seitengruppen wird durch das Umsetzen des Poly-
mers mit einer wassrigen Losung, die multivalente lo-
nen mit entgegengesetzter Ladung enthalt, und zwar
entweder multivalente Kationen, wenn das Polymer
saure Seitengruppen hat, oder multivalente Anionen,
wenn das Polymer basische Seitengruppen hat, ver-
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netzt. Die bevorzugten Kationen fir die Vernetzung
der Polymere mit sauren Seitengruppen unter Bil-
dung eines Hydrogels sind divalente und trivalente
Kationen, wie Kupfer, Calcium, Aluminium, Magnesi-
um, Strontium, Barium und Zinn, auch wenn di-, tri-
oder tetrafunktionelle organische Kationen, wie Alky-
lammoniumsalze, z.B. R;N*-V\V-*"NR;, ebenfalls ein-
gesetzt werden kdnnen. Wassrige Losungen der Sal-
ze dieser Kationen werden zu den Polymeren unter
Bildung weicher, stark gequollener Hydrogele und
Membranen gegeben. Je héher die Konzentration
des Kations ist, oder je héher die Valenz ist, desto
gréRer ist das Ausmal der Vernetzung des Poly-
mers. Fir so niedrige Konzentrationen wie lediglich
0,005 M wurde gezeigt, dass sie das Polymer vernet-
zen. Hohere Konzentrationen sind durch die Léslich-
keit des Salzes beschrankt.

[0032] Die bevorzugten Anionen fiir die Vernetzung
der Polymere unter Bildung eines Hydrogels sind di-
valente und trivalente Anionen wie niedermolekulare
Dicarbonsauren, zum Beispiel Terephthalsaure, Sul-
fationen und Carbonationen. Wassrige Losungen der
Salze dieser Anionen werden unter Bildung weicher,
stark gequollener Hydrogele und Membranen zu den
Polymeren gegeben, wie es bezliglich der Kationen
beschrieben wurde.

[0033] Es kénnen verschiedene Polykationen ein-
gesetzt werden, um das Polymerhydrogel zu komple-
xieren und dadurch zu einer Membran mit einer semi-
permeablen Oberflache zu stabilisieren. Beispiele fur
Materialien, die eingesetzt werden kénnen, sind Po-
lymere, die basische reaktive Gruppen, wie Amino-
oder Iminogruppen, aufweisen und ein bevorzugtes
Molekulargewicht zwischen 3 000 und 100 000 besit-
zen, wie Polyethylenimin und Polylysin. Diese sind
kommerziell erhaltlich. Ein Polykation ist Poly(L-ly-
sin), Beispiele fur synthetische Polyamine sind Poly-
ethylenimin, Poly(vinylamin) und Poly(allylamin). Es
gibt auch natirliche Polykationen, z.B. das Polysac-
charid Chitosan.

[0034] Zu Polyanionen, die zur Bildung einer semi-
permeablen Membran Uber das Umsetzen mit basi-
schen Oberflachengruppen auf dem Polymerhydro-
gel eingesetzt werden koénnen, gehdren Polymere
und Copolymere von Acrylsaure, Methacrylsaure und
andere Derivative von Acrylsaure, Polymere mit an-
héangenden SO,H-Gruppen, wie sulfoniertes Polysty-
rol, und Polystyrol mit Carbonsauregruppen.

Verfahren zur Herstellung von Zellsuspensionen

[0035] Das Polymer wird in einer wassrigen Losung,
vorzugsweise einer Lésung aus 0,1 M Kaliumphos-
phat mit physiologischem pH, in einer Konzentration
gel6st, die ein polymeres Hydrogel bildet, flir Alginat
zum Beispiel von 0,5 bis 2 Gew.-%, vorzugsweise 1
Gew.-%, Alginat. Die isolierten Zellen werden in der

Polymerlésung in einer Konzentration von 1 bis 50
Millionen Zellen/ml, am bevorzugtesten von 10 bis 20
Millionen Zellen/ml, suspendiert.

Polymere Matrix
Matrixkonfiguration

[0036] Fiur die Konstruktion eines Organs und seine
erfolgreiche Implantation und Funktion miussen die
Matrices eine ausreichende Oberflache und eine
ausreichende Exposition gegen Nahrstoffe haben,
damit vor dem Einwachsen von BlutgefalRen nach der
Implantation ein Wachstum und eine Differenzierung
der Zellen erfolgen kénnen. Die Zeit, die fur eine er-
folgreiche Implantation und ein Wachstum der Zellen
in der Matrix bendtigt wird, ist stark verkirzt, wenn
der Bereich, in den die Matrix implantiert wird, pra-
vaskularisiert ist. Nach der Implantation muss die
Konfiguration die Diffusion von Nahrstoffen und Ab-
fallprodukten und ein fortgesetztes Einwachsen von
Blutgefallen, wenn es zur Zellproliferation kommt, er-
moglichen.

[0037] Die Organisation des Gewebes kann durch
die Mikrostruktur der Matrix reguliert werden. Es kon-
nen spezifische PorengréRen und Strukturen einge-
setzt werden, um das Muster und das Ausmal des
Einwachsens von fibrovaskularem Gewebe des Wir-
tes sowie die Organisation der implantierten Zellen
zu steuern. Die Oberflachengeometrie und die Che-
mie der Matrix kdnnen zur Steuerung der Adhasion,
der Organisation und der Funktion von implantierten
Zellen oder Wirtszellen reguliert werden.

[0038] Bei der bevorzugten Ausflhrungsform be-
steht die Matrix aus Polymeren, die eine fibrose
Struktur haben, die geniigend Raum zwischen den
Fasern aufweist, um eine freie Diffusion von Nahr-
stoffen und Gasen zu den auf der Matrixoberflache
haftenden Zellen zu ermdglichen. Dieser Abstand
liegt typischerweise im Bereich von 100 bis 300 Mi-
krometer, auch wenn engere Abstande eingesetzt
werden kénnen, wenn man die Matrix implantiert,
Blutgefalie die Matrix infiltrieren lasst und dann die
Zellen in die Matrix aussat. So wie der Begriff ,fibros"
hier verwendet wird, schlie3t er eine oder mehrere
Faser(n), die mit sich selbst verflochten ist bzw. sind,
multiple Fasern in einem gewebten oder nichtgeweb-
ten Gitter sowie schwammartige Vorrichtungen ein.

[0039] Die Zellen kénnen entweder nach dem Aus-
saen auf eine Matrix implantiert werden, oder sie kon-
nen in eine Matrix injiziert werden, die schon an der
gewunschte Stelle implantiert wurde. Das Letztere
hat den Vorteil, dass die Matrix dafiir eingesetzt wer-
den kann, die Stelle zu pravaskularisieren. In diesem
Falle sind das Design und die Konstruktion des Ge-
ristes von grolRer Bedeutung. Die Matrix sollte eine
elastische, nicht-toxische, injizierbare, porése Matrix
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fur das Einwachsen von GefalRen sein. Die Poren
sollten das Einwachsen von Gefafien und die Injekti-
on von Zellen, wie Muskelzellen, ohne eine Schadi-
gung der Zellen oder des Patienten erlauben. Es han-
delt sich dabei generell um miteinander verbundene
Poren im Bereich von ungefahr 100 bis 300 Mikrome-
ter. Die Matrix sollte so geformt sein, dass die Ober-
flache maximiert wird, um eine adaquate Diffusion
von Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren zu den Zel-
len zu ermdglichen und das Einwachsen von neuen
Blutgefalien und Bindegewebe zu ermdglichen. Der-
zeit wird eine porése Struktur, die einer Kompression
standhalt, fur die Implantation, die Pravaskularisation
und das nachfolgende Aussaen bevorzugt.

[0040] Bei der Ausflihrungsform, bei der die Matrix
pravaskularisiert ist, kann es wiinschenswert sein, in
die Matrix Vorrichtungen fir das Dispergieren von
Zellen an allen Stellen der Matrix einzuarbeiten, zum
Beispiel durch die Verwendung von Katethern, die
nach dem Ausséaen entfernt werden kénnen.

[0041] Die gesamte oder auRere Konfiguration der
Matrix hangt von dem Gewebe ab, das rekonstruiert
oder vergrof3ert werden soll. In den meisten Fallen
wird die Struktur aus Zellen und Matrix derjenigen der
derzeit eingesetzten Siliconimplantate, die im We-
sentlichen Scheiben sind, die sich aufgrund der
Schwerkraft verformen und dabei die Form eines Tra-
nentropfens annehmen, ahnlich sein. Die Form kann
auch erhalten werden, wenn Stitzen verwendet wer-
den, wie es unten beschrieben wird, um eine Wider-
standsfahigkeit gegenitber mechanischen Kraften
bereit zu stellen und dadurch die gewtinschte Form
zu erzielen. Die Form der Matrix per se wird nicht
scheibenférmig sein, aber sie wird scheibenférmig
erscheinen, wenn sie mit den Zellen, die implantiert
werden sollen, besat worden ist, oder sie wird nach
der Implantation den Umriss einer Scheibe oder die
Form eines Tranentropfens annehmen.

[0042] Polymere Es kénnen entweder natirliche
oder synthetische Polymere zur Bildung der Matrix
eingesetzt werden, auch wenn synthetische Polyme-
re aus Grinden der Reproduzierbarkeit und einer
kontrollierbaren Freisetzungskinetik bevorzugt wer-
den. Zu synthetischen Polymeren, die eingesetzt
werden kénnen, gehoren bioerodierbare Polymere,
wie Poly(lactid) (PLA), Poly(glycolsaure) (PGA), Po-
ly(lactid-co-glycolid) (PLGA), Poly(caprolacton), Po-
lycarbonate, Polyamide, Polyanhydride, Polyamino-
sauren, Polyorthoester, Polyacetale, Polycyano-
acrylate und abbaubare Polyurethane, und nicht-ero-
dierbare Polymere, wie Polyacrylate, Ethylen-Vinyla-
cetat-Polymere und andere acylsubstituierte Cellulo-
seacetate und Derivative davon, nicht-erodierbare
Polyurethane, Polystyrole, Polyvinylchlorid, Polyvi-
nylfluorid, Poly(vinylimidazol), chlorsulfonierte Polyo-
lefine, Polyethylenoxid, Polyvinylalkohol, Teflon® und
Nylon. Es kénnen zwar nicht-abbaubare Materialien

zur Bildung der Matrix oder eines Teils der Matrix ein-
gesetzt werden; aber sie werden nicht bevorzugt.
Das bevorzugte nicht-abbaubare Material fir die Im-
plantation einer Matrix, die vor der Implantation von
dissoziierten Zellen pravaskularisiert ist, ist ein Poly-
vinylalkoholschwamm oder ein alkyliertes und acy-
liertes Derivat davon, einschlief3lich von Estern. Ein
nicht-absorbierbarer Polyvinylalkoholschwamm st
kommerziell als Ivalon™ bei Unipoint Industries er-
haltlich. Verfahren zur Herstellung dieses Materials
werden in den US-Patenten Nr. 2 609 347 an Wilson,
2653917 an Hammon, 2 659 935 an Hammon, 2 664
366 an Wilson, 2 664 367 an Wilson und 2 846 407
an Wilson, beschrieben. Diese Materialien sind alle
kommerziell erhaltlich.

[0043] Beispiele fir natirliche Polymere sind Prote-
ine wie Albumin, Collagen, synthetische Polyamino-
sauren und Proyamine und Polysaccharide wie Algi-
nat, Heparin sowie andere natlrlich vorkommende,
biologisch abbaubare Polymere von Zuckereinhei-
ten.

[0044] PLA, PGA und PLA/PGA-Copolymere sind
besonders nutzlich fir die Bildung der biologisch ab-
baubaren Matrices. PLA-Polymere werden Ublicher-
weise aus den zyklischen Estern von Milchsauren
hergestellt. Sowohl L(+)- als auch D(-)-Formen von
Milchsaure sowie die optisch inaktive DL-Milchsaure-
mischung aus D(-)- und L(+)-Milchsaure kénnen zur
Herstellung der PLA-Polymere eingesetzt werden.
Verfahren zur Herstellung von Polylactiden sind in
der Patentliteratur gut dokumentiert. Die folgenden
US-Patente beschreiben detailliert geeignete Polyl-
actide, ihre Eigenschaften und ihre Herstellung: 1
995 970 an Dorough, 2 703 316 an Schneider, 2 758
987 an Salzberg, 2 951 828 an Zeile, 2 676 945 an
Higgins sowie 2 683 136 und 3 531 561 an Trehu.

[0045] PGA ist das Homopolymer von Glycolsaure
(Hydroxyessigsaure). Bei der Umwandlung von Gly-
colsaure in Poly(glycolsdure) wird die Glycolsaure
zunachst mit sich selbst unter Bildung des zyklischen
Esterglycolids umgesetzt, das in Gegenwart von
Warme und eines Katalysators in ein hochmolekula-
res, geradkettiges Polymer umgewandelt wird.
PGA-Polymere und ihre Eigenschaften werden de-
taillierter in ,Cyanamid Research Develops World's
First Synthetic Absorbable Suture", Chemistry and
Industry, 905 (1970) beschrieben.

[0046] Die Erosion der Matrix steht in Beziehung
zum Molekulargewicht von PLA, PGA oder
PLA/PGA. Die hoéheren Molekulargewichte, Ge-
wichtsmittel des Molekulargewichts von 90 000 oder
héher, fihren zu Polymermatrices, die ihre strukturel-
le Integritat Gber langere ZeitrAdume bewahren, wah-
rend niedrigere Molekulargewichte, Gewichtsmittel
des Molekulargewichts von 30 000 oder darunter, so-
wohl zu einer langsameren Freisetzung als auch zu
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kiirzeren Lebenszeiten der Matrix fihren. Ein bevor-
zugtes Material ist Poly(lactid-co-glycolid) (50:50),
das sich innerhalb von ungefahr sechs Wochen nach
der Implantation (zwischen einem Monat und zwei
Monaten) zersetzt.

[0047] Alle Polymere, die in der Matrix eingesetzt
werden sollen, missen mit den mechanischen und
biochemischen Parametern vereinbar sein, die fur
die Bereitstellung einer adaquaten Stitze fir die Zel-
len mit nachfolgendem Wachstum und nachfolgender
Proliferation erforderlich sind. Die Polymere kénnen
beziglich ihrer mechanischen Eigenschaften, wie
der Zugfestigkeit, mittels eines Instron-Testgerats
charakterisiert werden, bezuglich des Molekularge-
wichts des Polymers mittels Gelpermeationschroma-
tographie (GPC), beziglich der Glasiibergangstem-
peratur mittels Differential Scanning Calorimetry
(DSC) und bezuglich der Bindungsstruktur mittels In-
frarotspektroskopie (IR-Spektroskopie), hinsichtlich
der Toxikologie Uber initiale Screening-Tests, ein-
schliel3lich von Ames-Tests und In-vitro-Teratogeni-
tatstests, und Uber Implantationsstudien an Tieren
beziglich Immunogenitat, Entziindung, Freisetzung
und Abbau.

Polymerbeschichtungen

[0048] Bei einigen Ausfiihrungsformen wird die An-
heftung der Zellen an das Polymer durch das Be-
schichten der Polymere mit bestimmten Verbindun-
gen verstarkt, wie Komponenten der Basalmembran,
Agar, Agarose, Gelatine, Gummi arabicum, Collage-
nen des Typs |, 11, lll, IV, und V, Fibronectin, Laminin,
Glycosaminoglykanen, Polyvinylalkohol, Mischun-
gen davon und anderen hydrophilen Materialien und
Materialien zur Peptidanheftung, die Fachleuten auf
dem Gebiet der Zellkultur bekannt sind. Ein bevor-
zugtes Material zur Beschichtung der polymeren Ma-
trix ist Polyvinylalkohol oder Collagen.

Stitzen

[0049] Bei einigen Ausfiuhrungsformen kann es
wilnschenswert sein, eine zusatzliche Struktur mit-
tels Vorrichtungen, die als Verstarkungen bereit ge-
stellt werden und hier als ,Stutzen" bezeichnet wer-
den, zu erzeugen. Diese kdnnen biologisch abbauba-
re oder nicht-abbaubare Polymere sein, die eingefligt
werden, um eine definiertere Form zu bilden als die-
jenige, die bei Verwendung der Zell-Matrices, speziell
der Suspensionen aus Hydrogel und Zellen, erhalten
wird. Es kann eine Analogie zu einem Korsett gese-
hen werden, wobei die Stitzen als ,Korsettstangen”
fungieren, die das umgebende Gewebe und die Haut
nach oben und weg von den implantierten Zellen
schieben. Bei einer bevorzugten Ausflihrungsform
werden die Stlitzen vor der Implantation oder zum
Zeitpunkt der Implantation der Struktur aus Zellen
und Matrix implantiert. Die Stiitzen bestehen aus ei-

nem polymeren Material des gleichen Typs, wie es
zur Bildung der Matrix eingesetzt werden kann und
wie es oben aufgelistet wurde, das genligend Stabili-
tat besitzt, um den auftretenden mechanischen Kraf-
ten zu widerstehen.

Gewebeexpander

[0050] Alternativ, oder zusatzlich, kbnnen Gewebe-
expander eingesetzt werden, um zusatzlichen Raum
fur die Implantation der Strukturen aus den Zellen
und der Matrix zu schaffen. Gewebeexpander sind
kommerziell erhéltlich, und sie werden routinemanig
fur die Dehnung der Haut leingesetzt, zum Beispiel
vor einer plastischen Operation, wie es in Uber-
sichtsarebeiten dargestellt wird bei Cohen, J. Derma-
tol. Surg. Oncol. 19, 614-615 (1993), Bennett und
Hirt, J. Dermatol. Surg. Oncol. 19, 1066-1073 (1993),
Hammond et al., Plastic and Reconstructive Surgery
92 (2), 255-259 (1993), Walton und Brown, Annals of
Plastic Surgery 30 (2), 105-110 (Februar 1993) und
Kenna et al., Annals of Plastic Surgery 32, 346-349
(1994). Wenn Haut tber langere Zeitraume, Wochen
bis Monate, gespannt wird, dann reagiert sie mit einer
sehr signifikanten Dehnung. Das ist mit metaboli-
scher Aktivitdt und Gewebewachstum assoziiert.
Nach der allgemein akzeptierten Definition eines Ge-
webeexpanders ist er eine Vorrichtung, die unter der
Hautoberflache sitzt und die eingesetzt wird, um die
Haut zu dehnen. Ein spharischer Gewebeexpander
ist ein mehrdimensionaler Expander, der typischer-
weise eingesetzt wird, indem ein subkutaner Raum
mit einer aufblasbaren Vorrichtung volumetrisch aus-
gedehnt wird. Alternativ kdnnen mehrere Materialien
in Form gréRBerer Kugeln implantiert werden, und die
Vorrichtung kann Uber eine Entfernung einer oder
mehrerer der Kugeln geschrumpft oder ersetzt wer-
den.

[0051] Der Einsatz von Gewebeexpandern in der
Brustrekonstruktion ist gut etabliert (sieche zum Bei-
spiel Hammond et al., 1993). Es sind mehrere unter-
schiedliche Typen von anatomisch orientierten oder
geformten Expandern, die der rekonstruierten Brust
eine naturlichere Kontur verleihen, entworfen wor-
den. Solche Vorrichten sind kommerziell zum Bei-
spiel bei McGhan Medical Corporation, Santa Barba-
ra, Kalifornien, Dow Corning-Wright, Arlington, Ten-
nessee, und Mentor Corporation, Goleta, Kalifornien,
erhaltlich.

[0052] Es ist wichtig, den Druck, der die Zellen abto-
ten kann, von den Zellen wegzunehmen. Zum Bei-
spiel wird bei einer bevorzugten Ausflihrungsform,
die unten detaillierter beschrieben wird, eine Suspen-
sion aus Hydrogel und Zellen in den Bereich, wo das
Gewebe erzeugt werden soll, injiziert. Der Raum fur
die Injektion der Suspension aus Zellen und dem Po-
lymer wird durch die Implantation eines Gewebeex-
panders vor der Injektion der Suspension aus Hydro-
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gel und Zellen geschaffen. Der Gewebeexpander
wird Uber eine Implantation einer gewiinschten Zahl
von Modulen gedehnt oder expandiert, um den Raum
und die Haut, die fur die Bildung von Gewebe bend-
tigt werden, zu maximieren. Wie es detailliert in den
Fig. 3A, Fig. 3B und Fig. 3C gezeigt ist, wird jedes
Mal, wenn Zellen und Matrix injiziert werden, der Ge-
webeexpander abgelassen, oder es wird ein Modul
entfernt, um Raum fir ein aquivalentes Volumen der
injizierten Zellen und der Matrix bereit zu stellen. So-
bald der Raum praktisch mit neuem Gewebe oder der
Suspension aus den Zellen und der Matrix gefullt ist,
wird der Gewebeexpander entfernt, wobei in den
meisten Fallen ein Lokalanasthetikum verwendet und
ein kleiner Einschnitt vorgenommen wird.

Zusatze zu Polymermatrices

[0053] Bei einigen Ausflihrungsformen kann es
wilinschenswert sein, bioaktive Molekiile zu den Zel-
len zu geben. Es kénnen verschiedene bioaktive Mo-
lekiile mit den hier beschriebenen Matrices zugefihrt
werden. Sie werden hier ganz allgemein als ,Fakto-
ren" oder ,bioaktive Faktoren" bezeichnet.

[0054] Bei der bevorzugten Ausfihrungsform sind
die bioaktiven Faktoren Wachstumsfaktoren, angio-
gene Faktoren, Verbindungen, die selektiv das Ein-
wachsen von Fibroblastengewebe hemmen, wie Ent-
zindungshemmer, sowie Verbindungen, die selektiv
das Wachstum und die Proliferation von transformier-
ten Zellen (Krebszellen) hemmen. Diese Faktoren
kdnnen dazu eingesetzt werden, das Wachstum und
die Funktion implantierter Zellen, das Einwachsen
von BlutgefalRen in die sich bildenden Gewebe
und/oder die Ablagerung und Organisation von fibro-
sem Gewebe um das Implantat herum zu kontrollie-
ren.

[0055] Beispiele flir Wachstumsfaktoren sind der
Heparin-binding Growth Factor (hbgf), der Transfor-
ming Growth Factor alpha oder beta (TGFB), der al-
pha Fibroblastic Growth Factor (FGF), der Epidermal
Growth Factor (TGF) und der Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), von denen einige auch angi-
ogene Faktoren sind. Zu anderen Faktoren gehoéren
Hormone wie Insulin, Glucagon und Ostrogen. Bei ei-
nigen Ausfuhrungsformen kann es winschenswert
sein, Faktoren wie den Nerve Growth Factor (NGF)
oder den Muscle Morphogenic Factor (MMP) einzu-
arbeiten.

[0056] Steroidale Entzindungshemmer kénnen
dazu eingesetzt werden, entziindliche Reaktionen
auf die implantierte Matrix abzuschwachen und da-
durch die Menge an Fibroblastengewebe zu verrin-
gern, das in die Matrix einwachst.

[0057] Wenn selektive chemotherapeutische Mitteln
verfigbar sind, die das Wachstum normaler Zellen

nicht hemmen, wie chemotherapeutisch Mittel, die
Uber Antikorper gezielt eingesetzt werden, dann kon-
nen diese in die Matrix eingearbeitet und dazu einge-
setzt werden, moglicherweise vorhandene restliche
Krebszellen zu hemmen, die nach der Mastektomie
Ubrig blieben.

[0058] Diese Faktoren sind Fachleuten auf diesem
Gebiet bekannt, und sie sind kommerziell erhaltlich
oder werden in der Literatur beschrieben. In-vivo-Do-
sierungen werden auf der Basis von In-vitro-Freiset-
zungsstudien mit Zellkulturen berechnet. Eine wirk-
same Dosis ist diejenige Dosis, die die Zellproliferati-
on oder das Uberleben im Vergleich zu Kontrollen er-
hoht, wie es in den folgenden Beispielen detaillierter
beschrieben wird. Vorzugsweise werden die bioakti-
ven Faktoren in einer Menge zwischen einem und 30
Gew.-% eingearbeitet, auch wenn die Faktoren in ei-
ner Menge zwischen 0,01 und 95 Gew.-% eingear-
beitet werden kdénnen.

[0059] Bioaktive Moleklle kédnnen in die Matrix ein-
gearbeitet und mit der Zeit Uber eine Diffusion
und/oder einen Abbau der Matrix freigesetzt werden,
sie kénnen in der Zellsuspension suspendiert wer-
den, sie konnen in Mikrokligelchen eingearbeitet
werden, die mit den Zellen suspendiert oder an der
Matrix befestigt oder in sie eingearbeitet werden,
oder es kann eine Kombination dieser Verfahren ein-
gesetzt werden. Mikrokiigelchen wiirden typischer-
weise aus Materialien hergestellt, die denjenigen, die
die Matrix bilden, a&hnlich sind, und sie wirden hin-
sichtlich ihrer Freisetzungseigenschaften und nicht
hinsichtlich ihrer strukturellen Eigenschaften ausge-
wahlt werden. Die Freisetzungseigenschaften kon-
nen auch Uber die Groéfe und physikalischen Charak-
teristika des Mikrokligelchen festgelegt werden. Ge-
eignete Mikroktigelchen und Verfahren zu ihrem Ein-
satz bei der Erzeugung von Gewebe werden be-
schrieben in der US-Serien-Nr. 08/358 235 von David
J. Mooney, Robert S. Langer und Joseph P. Vacanti
mit dem Titel ,Localized Delivery of Factors Enhan-
cing Survival of Transplanted Cells", gleichzeitig mit
der vorliegenden Anmeldung beim US-Patent- und
Markenamt eingereicht am 16. Dezember 1994.

lll. Implantationsverfahren

[0060] Wie weiter oben allgemein diskutiert wurde,
gibt es drei Verfahren, die zur Erzeugung von neuem
Brustgewebe eingesetzt werden kénnen. Diese kon-
nen einzeln oder in verschiedenen Kombinationen
eingesetzt werden. Zu Variationen gehdrt der Fall, bei
dem die Zelle, die in Form einer Hydrogellésung oder
einer festen fibrdsen Matrix vorliegen kann, vor der
Implantation oder nach der Implantation der Matrix
nacheinander eingefiihrt wird, um eine Pravaskulari-
sation der Matrix zu ermdglichen. Die Form des kon-
struierten Gewebes kann durch den Einsatz eines
Gewebeexpanders zur Erzeugung des gewlinschten
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Raums fur die Bildung des Gewebes und das wieder-
holte Entleeren des Gewebeexpanders, wahrend die
interessierenden Zellen in diesen neu geschaffenen
Raum eingeflihrt werden, reguliert werden. Das er-
moglicht es, die Form des Gewebes bereits vorher
festzulegen, und es ermdglicht das wiederholte Ein-
fihren von Zellen zur Bildung von neuem Gewebe.
Alternativ kann man eine vorgeformte Matrix implan-
tieren, sie vaskularisieren lassen und dann mit disso-
ziierten Zellen besaen, die neues Gewebe bilden,
und zwar vorzugsweise wahrend sich die Matrix zer-
setzt. Die Wahl des geeigneten System hangt vom
Ausmal der erforderlichen Augmentation ab und be-
stimmt, ob die gesamte Injektion auf einmal durchge-
fuhrt werden kann, oder ob sie, alternativ, wiederholt
durchgefihrt wird, um eine Gewebebildung mit ada-
quater Vaskularisation zu ermdglichen, ehe weitere
Injektionen durchgefuhrt werden.

[0061] Die Auswahl des Zelltyps kann dazu einge-
setzt werden, die Textur des implantierten Materials
sowie dessen Aussehen zu variieren. Zum Beispiel
kann Knorpel verwendet werden, wenn ein steiferes
Implantat gewlinscht ist. Bei einigen Ausfuhrungsfor-
men kann es wiinschenswert sein, ein weicheres Ge-
webe zu erzeugen, zum Beispiel durch die Verwen-
dung von Adipozyten oder anderen Komponenten
des weichen Gewebes.

[0062] Fig. 1 ist eine schematische Darstellung des
Verfahrens zur Implantation von dissoziierten Zellen
10 auf einer polymeren Matrix 12 in die Brust 14 zur
Augmentation von Brustgewebe. Die Zellen heften
sich auf der Matrix 12 an, die urspruinglich scheiben-
formig ist, sich nach der Implantation jedoch zur Form
eines Tranentropfens verformt. Mit dem Fortschreiten
der Vaskularisation und dem Abbau der Matrix wird
neues Gewebe gebildet.

[0063] Fig. 2 ist eine schematische Darstellung ei-
ner fibrésen Platte 20, die in Brustgewebe 22 mit
Stltzen 24 implantiert ist, um eine Unterstiitzung des
umgebenden Gewebes und der Haut bereit zu stellen
und zu ermoglichen, dass sich nach der Injektion ei-
ner Suspension aus Zellen und Hydrogel (nicht ge-
zeigt) neues Gewebe innerhalb des Stiitze bildet.

[0064] Fig. 3A, Fig. 3B und Fig. 3C sind schemati-
sche Darstellungen der aufeinanderfolgenden Injekti-
onen einer Suspension aus Zellen und Hydrogel
nach der Implantation eines Gewebeexpanders
(Fig. 3A), wobei der Gewebeexpander jedes Mal,
wenn die Suspension injiziert wird, verkleinert wird
(Fig. 3B), so dass sich neues Gewebe in dem Raum
bildet, der zurickbleibt, wenn das Volumen des Ex-
pander verkleinert wird (Eig. 3C).

Patentanspriiche

1. Verwendung einer Zusammensetzung, die

umfasst eine wirksame Menge dissoziierter mensch-
licher Zellen, die aus der Gruppe ausgewahlt sind,
die aus mesenchymalen Zellen, Myozyten, Chondro-
zyten, Adipozyten, Fibromyoblasten und ektoderma-
len Zellen besteht, in Kombination mit einer polyme-
ren Matrix, die so geformt ist, dass sie Brustgewebe
bildet, oder einer polymeren Matrix, die ein polyme-
res Hydrogel umfasst, in dem die Zellen suspendiert
sind, fUr die Herstellung eines Medikaments oder Ge-
genstands zur Verwendung bei einer Behandlung,
die eine Vergroflerung oder Rekonstruktion einer
Brust erfordert, wobei die Matrix vor der Implantation
mit den Zellen besat wird und die Zellen anschlie-
Rend auf oder in der Matrix unter Bildung oder Ver-
mehrung von Gewebe proliferieren, wobei die Textur,
die Form und das generelle Aussehen den entspre-
chenden Eigenschaften einer normalen Brust ahnlich
sind und das ganze sich ahnlich wie eine normale
Brust anflhlt.

2. Verwendung gemall Anspruch 1, wobei die
Zellen glatte Muskelzellen oder Skelettmuskelzellen
sind.

3. Verwendung gemal Anspruch 1 oder An-
spruch 2, wobei die Zusammensetzung auferdem bi-
oaktive Molekule umfasst, die aus der Gruppe von
Molekulen ausgewahlt sind, die die Vaskularisation,
das Uberleben von Zellen, die Proliferation oder die
Differenzierung férdern, das Einwachsen von fibroti-
schem Gewebe hemmen, das Wachstum von Krebs-
zellen hemmen und entziindungshemmend wirken.

4. Verwendung gemalf einem beliebigen der An-
spriche 1 bis 3, wobei die Matrix aus biologisch ab-
baubaren Polymeren gebildet ist.

5. Verwendung gemal einem beliebigen der An-
spriche 1 bis 4, wobei die Zusammensetzung aul3er-
dem Nervenzellen umfasst.

6. Verwendung gemal einem beliebigen der An-
spriche 1-5, wobei die Matrix ein biokompatibles, bi-
ologisch abbaubares Hydrogel ist.

7. Verwendung gemaR einem beliebigen der An-
spriche 1-6, wobei die Matrix eine fibrése, polymere
Matrix ist.

8. Verwendung gemal einem beliebigen der An-
spriche 1-7, wobei die Behandlung das Implantieren
von Stitzen in den Patienten an der Stelle umfasst,
an der die Matrix implantiert werden soll, um das um-
gebende Gewebe zu stitzen und das Gewebe daran
zu hindern, die Matrix zu deformieren.

9. Verwendung gemal einem beliebigen der An-
spriche 1-8, wobei die Behandlung das Implantieren
bioaktiver Moleklle, die die Vaskularisation, das
Uberleben von Zellen, die Proliferation oder die Diffe-
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renzierung férdern, das Einwachsen von fibrotischem
Gewebe hemmen, das Wachstum von Krebszellen
hemmen und entziindungshemmend wirken, in den
Patienten umfasst.

10. Verwendung gemaR einem beliebigen der
Anspriche 1-9, wobei die Behandlung das Implantie-
ren eines Gewebeexpanders in den Patienten an der
Stelle umfasst, an der die Matrix und die Zellen imp-
lantiert werden sollen, wobei der Expander vor dem
Implantieren der Zellen oder der Matrix implantiert
wird.

11. Verwendung gemaR einem beliebigen der
Anspriche 1-10, wobei die Matrix auf3erdem mit Ner-
venzellen besat wird.

12. Zusammensetzung, die umfasst eine wirksa-
me Menge dissoziierter menschlicher Zellen, die aus
der Gruppe ausgewahlt sind, die aus mesenchyma-
len Zellen, Myozyten, Chondrozyten, Adipozyten, Fi-
bromyoblasten und ektodermalen Zellen besteht, in
Kombination mit einer polymeren Matrix, die so ge-
formt ist, dass sie Brustgewebe bildet, oder einer po-
lymeren Matrix, die ein polymeres Hydrogel umfasst,
in dem die Zellen suspendiert sind, wobei die Zellen
anschlieBend auf oder in der Matrix unter Bildung
oder Vermehrung von Gewebe proliferieren, wobei
die Textur, die Form und das generelle Aussehen den
entsprechenden Eigenschaften einer normalen Brust
ahnlich sind und das ganze sich ahnlich wie eine nor-
male Brust anfihlt.

13. Zusammensetzung gemal Anspruch 12,
wenn sie gemal einem beliebigen der Anspriiche 2
bis 7 modifiziert ist.

14. Zusammensetzung gemaf Anspruch 12 oder
13, wenn sie gemal Anspruch 7 modifiziert ist, und
wobei die fibrése Matrix die Form einer Scheibe hat
oder tropfenformig ist.

15. Zusammensetzung gemaf einem beliebigen
der Anspruche 12 bis 14 zur Verwendung in der Me-
dizin.

16. Verfahren zur Herstellung einer Zusammen-
setzung, die umfasst eine wirksame Menge dissozi-
ierter menschlicher Zellen, die aus der Gruppe aus-
gewabhlt sind, die aus mesenchymalen Zellen, Myo-
zyten, Chondrozyten, Adipozyten, Fibromyoblasten
und ektodermalen Zellen besteht, in Kombination mit
einer polymeren Matrix, die so geformt ist, dass sie
Brustgewebe bildet, oder einer polymeren Matrix, die
ein polymeres Hydrogel umfasst, in dem die Zellen
suspendiert sind, wobei das Verfahren umfasst:

(i) Besaen der Matrix mit Zellen vor der Implantation,
so dass die Zellen anschlieRend auf oder in der Ma-
trix unter Bildung oder Vermehrung von Gewebe pro-
liferieren, wobei die Textur, die Form und das gene-

relle Aussehen den entsprechenden Eigenschaften
einer normalen Brust ahnlich sind und das ganze sich
ahnlich wie eine normale Brust anfuhilt.

17. Verfahren gemaR Anspruch 16, wobei die Zu-
sammensetzung gemal einem beliebigen der An-
spriche 2 bis 7 oder gemaf Anspruch 14 modifiziert
ist.

18. Verwendung dissoziierter, nicht-embryonaler
menschlicher Zellen, die aus der Gruppe ausgewahlt
sind, die aus mesenchymalen Zellen, Myozyten,
Chondrozyten, Adipozyten, Fibromyoblasten und ek-
todermalen Zellen besteht, fir die Herstellung eines
Medikaments zur Verwendung bei einer Behandlung,
die eine Vergroflerung oder Rekonstruktion einer
Brust erfordert, wobei das Medikament fir die Imp-
lantation in eine polymere Matrix vorgesehen ist, die
so geformt ist, dass sie Brustgewebe bildet, oder fir
die Suspension in einer polymeren Matrix, die ein po-
lymeres Hydrogel umfasst, und wobei die Zellen an-
schlie®end auf oder in der Matrix unter Bildung oder
Vermehrung von Gewebe proliferieren, wobei die
Textur, die Form und das generelle Aussehen den
entsprechenden Eigenschaften einer normalen Brust
ahnlich sind und das ganze sich dhnlich wie eine nor-
male Brust anflhit.

19. Verwendung einer polymeren Matrix, die so
geformt ist, dass sie Brustgewebe bildet, oder einer
polymeren Matrix, die ein polymeres Hydrogel um-
fasst, fur die Herstellung eines Medikaments zur Ver-
wendung bei einer Behandlung, die eine Vergrofle-
rung oder Rekonstruktion einer Brust erfordert, wobei
das Medikament fir die Aufnahme dissoziierter,
nicht-embryonaler menschlicher Zellen vorgesehen
ist, die aus der Gruppe ausgewahlt sind, die aus me-
senchymalen Zellen, Myozyten, Chondrozyten, Adi-
pozyten, Fibromyoblasten und ektodermalen Zellen
besteht, und wobei die Zellen anschliefiend auf oder
in der Matrix unter Bildung oder Vermehrung von Ge-
webe proliferieren, wobei die Textur, die Form und
das generelle Aussehen den entsprechenden Eigen-
schaften einer normalen Brust &hnlich sind und das
ganze sich ahnlich wie eine normale Brust anfihlt.

20. Verwendung gemafR Anspruch 18 oder 19,
wenn sie gemaf einem beliebigen der Anspriiche 2,
4 oder 6-11 modifiziert ist.

21. Verwendung gemall einem beliebigen der
Anspriiche 18 bis 20, wobei die Matrix fur eine Imp-
lantation und Vaskularisation vor dem Besaen mit
Zellen geeignet ist, gekennzeichnet durch Mittel fir
das Dispergieren von Zellen in der gesamten Matrix
nach der Implantation, und wobei sie widerstandsfa-
hig gegentiber einer Kompression ist.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

BIOLOGISCH ABBAUBARES POLYMER
GERUST WIRD IMPLANTIERT
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NEUES BRUSTGEWEBE BILDET SICH,
UND DAS GERUST BAUT SICH SCHLIESSLICH AB
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' FIG. 3a

BRUSTGEWEBE
22

PLATTE ODER GITTER
20

STUTZEN ZUR ERZEUGUNG EINER
3D-FORM WIE EIN TRANENTROPFEN

24

GEWEBEEXPANDER

GEWEBEEXPANDER,
_ MAXIMAL MIT_
FLUSSIGKEIT GEFULLT

13/14



DE 695 34 083 T2 2006.03.30

ZUGABE VON POLYMER MIT ZELLEN

‘ F1G. 3b

FLUSSIGKEIT ABGEZOGEN, UM RAUM FUR
INJEKTION VON POLYMER MIT ZELLEN
ZU SCHAFFEN

| NEUES GEWEBE

NEUES GEWEBE IM RAUM GEBILDET
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