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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver-
wendung von Fasertechnologien, um niitzliche Matri-
zen in der Gewebetechnik zu gestalten. Insbesonde-
re wird ein brauchbares Ersatzkonstrukt fiir ein hu-
manes vorderes Kreuzband (ACL) bereitgestellt. Die-
ses Ersatzkonstrukt besteht aus einem abbaubaren,
porésen, auf Polymer-Fasern basierenden dreidi-
mensionalen umsponnenen Gerist, das unter Ver-
wendung einer dreidimensionalen Spinntechnik ge-
bildet wird, wobei die dreidimensional Spinntechnik
ein Vierschrittverfahren umfalt, fiir das ein Spur- und
Saulenverfahren verwendet wird. Fir die biologische
Vertraglichkeit dieses Ersatzkonstrukts, das mit der
auf Gewebetechnik-basierenden Gestaltung verbun-
den ist, wird angenommen, das sie die Heilung und
Reparatur von beschadigtem ACL férdert.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Bei der orthopadischen Rekonstruktion er-
setzen Chirurgen haufig beschadigtes Gewebe, das
von einem Trauma, einer pathologischen Degenera-
tion oder einer kongenitalen Fehlbildung mit autoge-
nen Transplantaten herrihrt (Langer, R. und Vacanti,
J. P. Science 1993, 260: 929).

[0003] Rekonstruktive Chirurgie basiert auf dem
Prinzip des Ersatzes dieser Arten an gestértem Ge-
webe mit brauchbaren funktionsfahigen Alternativen.
Die Transplantation von Knochen bei der skeletalen
Rekonstruktion wurde zu einer ublichen MalRnahme
der orthopadischen Chirurgie mit Giber 863200 Trans-
plantationsverfahren, die jedes Jahr in den USA
durchgefiihrt werden. Bei Knorpelersatz werden tiber
1.000.000 Verfahren der verschiedenen Arten jedes
Jahr durchgefiihrt und bei Ligamentreparaturen wer-
den ungefahr 90.000 Verfahren pro Jahr durchge-
fihrt (Langer, R. und Vacanti, J. P. Science 1993,
260: 920). Derzeitige Autotransplantate (Friedman et
al. Clin. Ortho. 1985, 196: 9; Jackson et al. Amer. J.
Sports Med. 1990, 18: 1) (Gewebe wurde dem Pati-
enten entnommen) und Allotransplantate (Gaszag et
al. J. Amer. Acad. Ortho. Surg. 1995, 3: 1; Shinoet et
al. J. Bone and Joint Surg. 1988, 7011: 556; Jackson
et al. Arthroscopy 1994 10: 442) (Gewebe wurde ei-
nem Kadaver entnommen) sind die haufigstens (bli-
chen Ersatzquellen fiir die Behandlung von mus-
koskeletalen Problemen. Bei der Reparatur von vor-
deren Kreuzbandbeschadigungen wurde haufig ein
Segment der Patellasehne verwendet (Jackson et al.
Amer. J. Sports Med. 1990, 18: 1). Fur Knorpel- und
Knochenreparatur wurde die autogene Transplantati-
on zur haufigsten Behandlung der Wahl.

[0004] Dennoch sind verschiedene Probleme mit
diesen Behandlungen verbunden. Zum Beispiel sind
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bei autogenem Gewebe die entscheidenden Be-
schriankungen die Morbiditat der Spenderseite, bei
der das verbleibende Gewebe an der Entnahmestelle
durch die Entfernung des Transplantats beschadigt
wird und die beschrankte Menge an Gewebe, das fiir
die Entnahme verflgbar ist. Die Verwendung von Al-
lotransplantaten macht den Versuch, diese Probleme
zu erleichtern. Dennoch wird dieser Typ an Trans-
plantat haufig vom Wirtskdrper infolge der Immunant-
wort gegenuber dem Gewebe abgestolen. Allotrans-
plantate sind auch zur Ubertragung von Krankheiten
in der Lage. Obwohl ein griindliches Screeningver-
fahren die meisten Krankheiten, die das Gewebe auf-
weist, eliminiert, ist dieses Verfahren nicht zu 100%
wirksam.

[0005] Als ein Ergebnis der Beschréankungen mit
herkdbmmlichen wiederherstellenden Transplantati-
onsmaterialien haben die Chirurgen nach syntheti-
schen Alternativen gesucht.

[0006] Synthetische ACL-Transplantate oder Trans-
plantattrégermaterialien schlieRen Kohlenstofffasern,
Leeds-Keio-Ligamente (Polyethylenterephthalat), die
Gore-Tex-Prothese (Polytetrafluorethylen), die Stry-
ker-Dacron-Ligament-Prothese, die aus Dacronban-
dern hergestellt wird, die von einer Dacronhilse um-
wickelt sind und die Gore-Tex Ligament-Vergrolie-
rungs-Vorrichtung (LAD), die aus Polypropylen her-
gestellt wird, ein. Diese Transplantate weisen gute
Kurzzeitergebnisse auf, sto3en aber in klinischen
Langzeitstudien auf Schwierigkeiten. Einschrankun-
gen dieser synthetischen Transplantate schlief3en die
Dehnung des Ersatzmaterials, schwache mechani-
sche Festigkeit verglichen mit der Originalstruktur
und -fragmentation des Ersatzmaterials wahrend der
Beanspruchung ein.

[0007] Das ideale ACL-Ersatzmaterial ist biologisch
abbaubar, pords, biologisch vertraglich, weist eine
ausreichende mechanische Festigkeit auf und fordert
die Bildung von Ligamentgewebe.

[0008] Viele Forscher haben potentielle ACL-Kon-
strukte offenbart, die Kollagenfasern, biologisch ab-
baubare Polymere und deren Verbundstoffe ein-
schlieen. Zum Beispiel wurde ein Kollagengerist fur
die ACL-Rekonstruktion, das mit Fibroblasten aus
ACL und Haut beimpft wurde, beschrieben (Dunn et
al. The Tissue Engineering Approach to Ligament
Rekonstruction. Material Research Society Symposi-
um Proceedings 331, 13-18, 1994, Boston, Materials
Research Society; Bellincampi et al. J. Orthop. Res.
1998, 16: 414-420). Die WO 95/2550 offenbart eben-
falls eine prosthetische Vorrichtung fiir die Ligamen-
treparatur, die ein Arrangement an Kollagenfasern
umfafdt.

[0009] Ein biologisch-gestaltetes Ligamentmodell,
das sich von den anderen Ligamentmodellen durch
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die Zugabe von ACL-Fibroblasten zu der Struktur, in
Abwesenheit eines quernetzenden Mittels und der
Verwendung von Knochendibeln, um das biolo-
gisch-gestaltete Gewebe zu verankern, unterschei-
det, wurde auch beschrieben (Goulet et al. Tendons
and Ligaments. In R. P. Lanza, R. Langer and W. L.
Chick (eds.), Principles of Tissue Engineering, pp.
639-645, R. G. Landes Company and Academic
Press Inc. 1997).

[0010] Das US-Patent Nr. 5 376 118 beschreibt ein
Tragermaterial, das aus einem semiabsorbierbaren
Verbundgarn hergestellt wird, das ein nicht-absorpti-
onsfahiges, elastisches Kerngarn und ein absorpti-
onsfahiges, relativ unelastisches Hullgarn umfafit.

[0011] Das US-Patent Nr. 4 792 336 offenbart eine
Vorrichtung mit einer absorptionsfahigen Komponen-
te, die eine Glykol- oder Milchsaureesterbindung um-
fat. Die Vorrichtung umfal3t eine Vielzahl an Fasern,
die die absorptionsfahige Komponente umfassen, die
als eine ebenes Geflecht bei der Reparatur des Liga-
ments oder Sehne verwendet werden kann.

[0012] Die WO 97/4547 offenbart ein resorbieren-
des Biomaterial zur Implantation beim Menschen und
anderen Wesen umfassend amorphes oder kristalli-
nes kondensiertes Calciumphosphat der allgemeinen
Formel: [Ca(PQO,),],, wobei n gleich 3 oder gréfer ist
und das molare Verhaltnis von Ca:P zwischen 0,4
und 0,6 liegt.

[0013] Die WO 95/10810 beschreibt eine implantati-
onsfahige Prothese umfassend ein biologisch ver-
tragliches, synthetisches im wesentlichen bioabsorp-
tionsfahiges Matrixmaterial, das mit Fibroblastenzel-
len beimpft wurde.

Zusammenfassung der Erfindung

[0014] Gemal einem Aspekt der vorliegenden Er-
findung wird ein Verfahren zur Herstellung eines Er-
satzkonstrukts fir Ligamente bereitgestellt, wobei
das Ersatzkonstrukt aus einem abbaubaren, poro-
sen, auf Polymer-Fasern basierenden, dreidimensio-
nalen umsponnenen Gerlst, das unter Verwendung
einer dreidimensionalen textilen Spinntechnik gebil-
det wird, besteht, gekennzeichnet dadurch, daf3 die
dreidimensionale Spinntechnik eine Vierschrittver-
fahren umfait, fiir das ein Spur- und Saulenverfahren
verwendet wird.

[0015] Gemal einer bevorzugten Ausflihrungsform
wird das Ersatzkonstrukt mit Zellen beimpft, deren
Einwachsen durch das Gerist unterstitzt wird. Vor-
zugsweise sind die Zellen Wirtszellen (host cells) aus
dem vorderen Kreuzband.

[0016] Vorzugsweise ist das Ersatzkonstrukt zur Im-
plantation bei einem Menschen konfiguriert, um ein
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beschadigtes Ligament zu reparieren.

[0017] GemaR einem weiteren Aspekt der vorlie-
genden Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung
eines Transplantationsmaterials bereitgestellt, das
aus lebenden Zellen in einer abbaubaren Matrix be-
steht, umfassend:
(a) Ernten, Wachsen und Passagieren von Zellen
in Gewebekultur; und
(b) Aussaen der kultivierten Zellen auf einem ab-
baubaren, auf Polymer-Fasern basierenden, drei-
dimensionalen gesponnenen Gerlst, wie oben
beschrieben.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0018] Es sollte erwahnt werden, das der Schutz-
umfang der in den Anspriichen definierte ist.

[0019] Die vorliegende Erfindung betrifft einen An-
satz zur Gewebereparatur, der auf den Prinzipien der
Verwendung von bioresorbierbaren Geriisten basiert,
die als Matrize fir die Geweberegeneration dienen.
Insbesondere betritt die vorliegende Erfindung ab-
baubare Geriiste und insbesondere polymere, faser-
basierende dreidimensionale (3-D) umsponnene Ge-
ruste.

[0020] Faserbasierende umsponnene Geriiste der
vorliegenden Erfindung werden mit Mikrofaser-Vlies-
stoff-Matrizen fir Gewebeersatzanwendungen ver-
glichen.

[0021] Eine Elektrospinntechnik wurde verwendet,
um die Mikrofase-Vliesstoff-Matrizen herzustellen.
Die Grundlage dieser Technik ist die Erzeugung eine
elektrischen Feldes zwischen einer entgegengesetzt
geladenen Polymerflissigkeit und einem Sammel-
sieb. Eine Polymerldsung wird in eine Glasspritze mit
einer Kapillarspitze gegeben.

[0022] Eine Elektrode wird in der Lésung plaziert,
die eine Verbindung mit einem Kupfersieb herge-
stellt. Wenn die Antriebskraft erhoht wird, wird die Po-
lymerldsung elektrisch geladen und wird von dem
Sieb angezogen. Wenn die Spannung einen Kkriti-
schen Wert erreicht, Uberwindet die Ladung die
Oberflachenspannung der Tropfen und ein Strom an
Mikrofasern ist hergestellt. Wenn sich die geladenen
Fasern ausdehnen, verdampft das Lésungsmittel
schnell und die Fasern akkumulieren zufallig auf der
Oberflache des Sammelsiebs. Dieses Ergebnis fur
zu einem Vliesstoffnetz aus mikroschuppigen Fa-
sern. Der Faserdurchmesser und die Netzdicke kon-
nen durch eine Vielzahl von verschiedenen Parame-
tern einschliel3lich der Lésungsviskositat, der Span-
nung, dem Abstand zwischen Sieb und Spitze und
der Dauer des Elektrospinnvorgangs kontrolliert wer-
den.
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[0023] Die 3-D-gesponnenen Gerlste der vorlie-
genden Erfindung werden durch eine Textilspinntech-
nik, die als ein Vierschrittverfahren bekannt ist, her-
gestellt, bei der ein Spur- und Spinnverfahren ver-
wendet wird, um die Fasermatrix herzustellen. Die
Vierschrittspinnausriistung besteht aus genuteten
Spuren, wo Garnspulen und Garntrager lokalisiert
sind. Die Bewegung der Garnspulen und Trager in-
nerhalb der Spuren wird verwendet, um vertikale
Spalten in der 3-D-Struktur zu erzeugen. Alternieren-
de Reihen und Spalten der Trager in dem Spinngitter
werden verschoben, um das 3-D-Geflecht zu erzeu-
gen. Die geometrischen Parameter, die die Gestalt
und Faserarchitektur des 3-D-Geflechts bestimmen,
schlieRen Spinnwinkelverteilung, Garnvolumenantei-
le, Anzahl der Trager und Spinngarnbreite ein. Die-
ses hochst vielfaltige System ermdglicht die Bildung
einer Vielzahl von 3-D-gesponnenen Strukturen mit
unterschiedlichem Aufbau und mechanischen Eigen-
schaften.

[0024] Basierend auf diesen Fasertechnologien
wurde ein Mikrofaser-Vliesstoff-Netz und zwei recht-
winkelige 3-D-Geflechte fir Zellkulturexperimente
hergestellt.

[0025] In diesen Experimenten wurde die Antwort
von Zellen gegeniber hierarchischen Strukturen der
auf zwei Fasern-basierenden Matrizen verglichen.
Insbesondere wurde die Fahigkeit dieser Matrizen
bestimmt, um als zellulares Gerist zu dienen, wozu
Osteoblasten und Fibroblasten in einer in vitro Umge-
bung verwendet wurden.

[0026] Zuerst wurde Elektronenmikroskopie der drei
Matrixstrukturen durchgefiihrt. Schwache VergréRe-
rungsbilder zeigten die Basismatrixstrukturen und
-organisation. Die SEM-Analyse der Mikrofasermat-
rix zeigte eine hoch poroése, fibrése Struktur, die sich
aus der zufalligen Anordnung der Fasern ergibt. PLA-
GA [50:50]-Fasern dehnen sich mit einem Durch-
messer von ungefahr 2 bis 7 ym aus. Abbildungen
der 3-D-gesponnenen Matrizen zeigten eine hoch or-
ganisierte fibrose Struktur, die sich aus dem
3-D-Spinnverfahren ergibt. Die Unterschiede in der
Anzahl der Fasern/Faden sind klar aus diesen beiden
Strukturen ersichtlich. Geflecht #1, das aus einem
30-Garn mit 30 Fasern/Faden hergestellt wurde, hat-
te ein individuelleres Geflecht iber die Struktur als
das Geflecht #2-Matrix, die aus 60-Garn mit 60 Fa-
sern/Faden hergestellt wurde. Diese Strukturen kon-
nen der Packungsdichte der Fasern zugeordnet wer-
den. Mit halb so vielen Fasern pro Garn war das
30-Garn des Geflechts #1 in der Lage, eine dichter
gepackte Struktur mit einer Spinneinheitszelle, die
kleiner als die der 60-Garnmatrix ist, zu schaffen. Die
SEM-Abschatzung dieser Strukturen deutete darauf
hin, dal3 alle Matrizen, die die strukturellen Eigen-
schaften entwickelt hatten, diese bendtigten, um als
zellulares Gerust zu funktionieren.
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[0027] Dennoch machen die Ergebnisse der in vitro
Untersuchungen deutlich, dafl die zellulare Antwort
von der Matrixstruktur abhangig ist. Sowohl Fibro-
blasten als auch Oestoblasten hatten die gleiche
Morphologie auf der Mikrofaser-Vliesstoff-Matrix.
Nach einem Tag in Kultur auf der Mikrofasermatrix
sahen die Zellen spindelférmig aus und zeigten sich
auf der Oberflache verteilt. Schwache cytoplasmati-
sche Projektionen wurden beobachtet, die sich vom
Zellkorper zu der Oberflache der Matrix ausdehnen.
Dennoch machte die SEM in keiner der Proben eine
Mikrofaserstruktur ungeachtet des Zeitpunkts deut-
lich. Weil nur 50000 Zellen auf einer 1 cm? Matrix plat-
tiert wurden, wird angenommen, dal} die Zellen voll-
standig Uber der Oberflache verteilt waren, die die Mi-
krofaserstruktur undurchsichtig machen. Die spindel-
férmige Morphologie, die nach einem Tag beobachtet
wurde, ist ein Hinweis auf die anfangliche Anheftung
und nicht die Bildung einer zellularen Monoschicht.

[0028] Es wurde auch eine Abbaustudie durchge-
fuhrt, um beliebige Anderungen der Matrixstruktur in-
folge des Abbaus in dem Gewebezellmedium zu be-
stimmen. Diese Studie macht deutlich, daf’ die Matrix
schnell in dem Zellkulturmedium abgebaut wird. Es
wird angenommen, dal} die Einwirkung von DMEM
das Aufquellen und die Aggregation der Mikrofasern
bewirkt. Das Aufquellen war in einigen Proben so si-
gnifikant, daf3 die Struktur fast vollstandig ihre Poro-
sitat verloren hatte. Daher andert dieser Abbau die
Matrix wahrend der Dauer der Zellkulturuntersu-
chung von einer porésen Mikrofasermatrix zu einer
nicht-porésen Masse an Polymer.

[0029] Im Gegensatz zu der Mikrofasermatrix unter-
scheidet sich die Zellmorphologie des 3-D-Geflechts
zwischen Osteoblasten und Fibroblasten. Uber die
Dauer des 2-wochigen Experiments folgten beide
Zelltypen der charakteristischen Sequenz von Ablau-
fen, die Zellanheftung, Verteilung und Proliferation
beschreiben. Dennoch unterscheidet sich die Rate
mit der diese Ablaufe fur Osteoblasten und Fibroblas-
ten vorkommen. Des weiteren scheint die zellulare
Anheftung mit Osteoblasten starker betont zu sein als
mit Fibroblasten. Zum Beispiel zeigten nach einem
Tag Zellkultur auf 3-D-Geflecht #1 die Osteoblasten
eine signifikante Verbreitung tber die Oberflache und
die Bildung eine zellularen Schicht. Zum Vergleich
behielten an Tag 1 die Fibroblasten noch eine spin-
delférmige Morphologiecharakteristik des anfangli-
chen Anheftens. Zusatzlich hatten sich die Fibroblas-
ten entlang der Lange der Fasern organisiert. Die
Zellen schienen, als hatten sie sich zusammen ent-
lang der Rinne gruppiert, die durch zwei benachbarte
Fasern erzeugt wurde.

[0030] Daher spielen, wie durch die zellulare Ant-
wort demonstriert wird, die in diesen Experimenten
beobachtet wurde, hierarchische Strukturen in der
zellularen Morphologie und Organisation eine wichti-
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ge Rolle. Zellen antworten dynamisch auf die Ande-
rungen der Struktur der schnell abbaubaren Matrix,
die Vliestoffmikrofasern umfalt. Die Zellen organi-
sierten sich nicht auf solch einer Struktur und die
Morphologie der spezifischen Zellarten war ahnlich.
Demgegenuber organisierten sich in langsam abbau-
baren Faserstrukturen des 3-D-Geflechts die Fibro-
blasten entlang der Lange der Fasern und die Oesto-
blasten zeigten eine merklich unterschiedliche Mor-
phologie als die Fibroblasten.

[0031] Demgemal weist die Verwendung der Fa-
sertechnologie bei der Gewebegestaltung etliche
Vorteile gegeniliber einer Zahl von nicht-fibrosen
3-D-Strukturen auf. Wichtig ist die Fahigkeit in hohem
Mal eine strukturelle Organisation der Matrix zu ver-
leihen, um die genaue Kontrolle der Matrixstruktur zu
ermdglichen. Die 3-D-gesponnenen und ungewebte
Matrizen sind im Bereich der 3-D-Faserarchitektur
beispielhaft, die erzeugt und produziert werden kon-
nen. Die gesponnene Matrix besteht aus hoch orga-
nisierten PLAGA-Faden, die in 3-D-Struktur verwo-
ben sind. Obwohl die ungewebte Matrix das Ergebnis
von zufallig orientierten Mikrofasern ist, ist die Struk-
tur hochst einheitlich. Daher ist sowohl die Vier-
schritt-3-D-Spinn-Technik als auch des Elektrospinn-
verfahren nutzliche Herstellungsverfahren, die
hdéchste Niveaus an Einsatzflexibilitat fir verschiede-
ne Gewebegestaltungsanwendungen zeigen. Die
Fahigkeit zur Herstellung einer Vielzahl von unter-
schiedlichen Matrizen und die Erhaltung der genauen
Kontrolle Uber die Matrizenherstellung sind extrem
wichtige Faktoren bei der Erzeugung von gewebege-
stalteten Geristen.

[0032] Zum Beispiel enthalt das menschliche Knie
groflRe Ligamente, wie das vordere Kreuzband (ACL),
das das Femur mit der Tibia verbindet und an der mo-
torischen Kontrolle beteiligt ist, wobei es als Stabilisa-
tor der Bewegungsverbindung wirkt. ACL ist das hau-
figste Ersatzligament des Knies, bei Giber 250000 Pa-
tienten wird eine ACL-Verletzung jedes Jahr diagnos-
tiziert. Dieser Typ an Verletzung kommt oft wahrend
des Sports und kérperlicher Ubungen vor und fiihrt
haufig zu Behinderungen, die permanent und behin-
dernd fir den Patienten sind.

[0033] Es wird angenommen, dal® die 3-D-gespon-
nenen GerUste insbesondere niitzlich als Ersatzkon-
strukte fir Ligamente, wie das ACL-Ligament im
menschlichen Knie sind, da diese Geruste abbaubar,
pords, biologisch vertraglich, eine ausreichende Fes-
tigkeit aufweisen und die Bildung von Ligamentgewe-
be fordern. Die faserbasierte Gestaltung des Ge-
flechts ahmt das natirliche Ligament nach und die
gesponnene Struktur bietet mechanische Festigkeit
sowie die bendtigte Porositat fir das Anheften und
Einwachsen der Zelle. Wahrend PLAGA-Fasern fiir
die gesponnenen Gerlste, die hier in den Experimen-
ten beschrieben werden, verwendet werden, kdnnen
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abbaubare Polymerfasern, die auf Poly(hydroxy)es-
tern basieren, einschlief3lich aber nicht beschrankt
auf Polylactic, Polyglykol und deren Copolymere,
verwendet werden.

[0034] Um die Auswahl an Polymerfasern, die fir
das Spinnen der 3-D-Konstrukte fiir den ACL-Ersatz
verwendet werden kdnnen, zu unterstutzen, wurden
die Abbaueigenschaften der drei Arten an Polymerfa-
serblndeln und der Effekt des Abbaus der langfristi-
gen mechanischen Eigenschaften dieser Polymere
untersucht. Die drei untersuchten Polymere waren
Multifilamentfasern von L-Polylactid (PLA, 70 De-
nier), Polyglykolid (PGA, 60 Denier) und deren 82:18
Copolymer (PLAGA, 70 Denier), die zu 10 Mulitfaser-
bindeln zusammengeschnirt waren. Die Massenre-
tention und die mechanischen Eigenschaften aller
Polymere nahmen mit ansteigender Eintauchzeit so-
wohl in Phosphat-gepuffertem Salz (PBS) und dem
Zellkulturmedium (aNEM) ab. Dennoch zeigten die
PGA-Bilndel den schnellster Verlust an Festigkeit,
Masse und Fadenintegritdt und dieses Polymer war
nach 2 Wochen stark abgebaut und zu kleinen Fa-
sern zerbrochen. PLA- und PLAGA-Bundel wurden
langsamer abgebaut, was sich in der Abnahme ihrer
mechanischen Festigkeit, Massenretention und Mo-
lekulargewicht wiedergespiegelte. Nach 4 Wochen
erhielt PGA eine héhere maximale Zugbelastung als
PLAGA aufrecht. Es wurde gefunden, dal} die Poly-
mermassenretention abhéngig ist von Anderungen
der mechanischen Festigkeit und des Molekularge-
wichts.

[0035] Das Molekulargewicht von PLAGA nahm auf
die Halfte seines Ursprungswertes nach 2 Wochen
Eintauchen in aNEM ab, was zu schnell ist, damit die
Ligamentheilung stattfindet. Wenn die Polymere ab-
gebaut werden, nimmt der pH-Wert von PBS ab, weil
saure Abbauprodukte freigesetzt werden. Wahrend
eine anfangliche Abnahme des pH-Wertes in aNEM
gemessen wurde, kehrt die Lésung spater zu Kon-
trollwerten zuritick. Dies ist wahrscheinlich auf die
Proteinabsorption und das hoéhere Pufferpotential
von aNEM zurlickzufihren, was eine realistischere
Lésung wiedergibt, in der der Polymerabbau in vivo
modelliert wird.

[0036] Daher hat, basierend auf den Untersuchun-
gen der Anderungen des Molekulargewichts, der me-
chanischen Festigkeit und der Massenretention,
wenn das Polymer abgebaut wird, PLA (im Vergleich
mit PLAGA 82:18 oder PGA) besondere Vorteile bei
der Verwendung als gesponnene gewebegestalten-
de 3-D-ACL-Ersatzkonstrukte der vorliegenden Erfin-
dung. Infolge seines beschleunigten Abbaus und
Verlusts an mechanischen Eigenschaften ist PGA al-
lein nicht fur den ACL-Ersatz geeignet.

[0037] Mechanische Tests kdnnen verwendet wer-
den, um das Spannungs-Dehnungs-Verhaltnis des fi-
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brésen 3-D-Konstrukts zu charakterisieren. Es wird
angenommen, dal &hnliche Spannungs-Deh-
nungs-Verhaltnisse gegeniber Kaninchen-ACL mit
einem hierarchischen Design unter Verwendung von
3-D-Geflechten einer Faser basierend auf einem ab-
sorbierbaren Gerlst gestaltet werden kann. Demge-
maf kann eine Struktur erzeugt werden, die ein Ka-
ninchenligament modelliert. Dieses synthetische Li-
gament sollte eine Gesamtzuglange von 1 cm haben.
Mechanische Tests werden vorzugsweise mit einer
Probenanzahl von 6 fiir jeden einzelnen Test durch-
gefuhrt.

[0038] Zugtests werden vorzugsweise bei Deh-
nungsraten von 0,01%/s, 2,2%/s und 50%/s durchge-
fuhrt, weil dies hilft, zu bestimmen, ob das Material
abhangig von der Dehnungsrate ist. Es ist bevorzugt,
dafd eine ProbengroéfRe von 18 getestet wird, wie von
der Food and Drug Administration vorgeschlagen
wird (Guidance Document for the Preparation of In-
vestigational Device Exemptions and Premarket Ap-
proval Applications for Intra-Articular Prosthetic Knee
Ligament Devices, 1987).

[0039] Das gesponnene Konstrukt kann aus drei
Regionen zusammengesetzt sein, mit zwei En-
dabschnitten, die fiir die Befestigung des Konstrukt
an die Femur und Tibia gestaltet sind und der mittle-
ren Region, die als Ersatz-ACL dient. In diesem Bei-
spiel unterscheidet sich die mittlere Region von den
beiden Endregionen in der GréRe, dem Spinnwinkel,
der Porositat und der mechanischen Festigkeit. Die
Lange und Breite des Ersatzkonstrukts kann, wie be-
notigt, malgeschneidert werden.

[0040] Zur ACL-Reparatur und -rekonstruktion wer-
den die 3-D-umsponnenen Geriiste mit ACL-Wirts-
zellen beimpft. Die ACL-Wirtszellen werden zuerst
geerntet, wachsen gelassen und in Gewebekulturen
passagiert. Mit diesen kultivierten Zellen wird dann
das 3-D-umsponnenen Gerlst beimpft, um Trans-
plantationsmaterial zu erzeugen, das aus lebenden
Zellen und abbaubarer Matrix zusammengesetzt ist.
Dieses Transplatationsmaterial kann dann durch ei-
nen chirurgischen Eingriff bei einen Patienten an der
Stelle der Ligamentverletzung implantiert werden,
um die Heilung und Reparatur der beschadigten ACL
zu fordern. Zusatzliche Vorteile der gesponnenen
Struktur schlief3en ihre leichte Handhabung bei der
Implantation ein, verglichen mit dem den aus dem
Stand der Technik bekannten Konstrukten, die aus
Faserbundeln hergestellt werden.

[0041] Es wurden die Gestaltungsparameter, wie
Polymerzusammensetzung und die Antwort von pri-
maren ACL-Zellen gegeniiber dem 3-D-umsponne-
nen Konstrukten bestimmt. Fir Fibronektin (FN), ei-
nes der am meisten vorhandenen extrazellularen Ad-
hasionproteine, die im Korper gefunden werden, wird
angenommen, dall es wahrend der Ligamentbildung
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hoch dosiert ist. Demgemal werden bei diesen Ex-
perimenten die Konstrukte mit FN vorbeschichtet, um
die anfangliche Zelladhasion zu verstarken. Das An-
heften und das Wachstum von ACL-Zellen auf drei
Arten der abbaubaren Polymere mit verschiedenen
Porositaten wurde bestimmt.

[0042] Die Porositat des Gerusts lag im Bereich von
54% bis 63%, mit PLA-Konstrukt mit einer Porositat
von 53,5 £ 6,9%, mit PGA mit einer Porositat von
63,3% £ 7,3% und PLAGA-Konstrukten mit einer
durchschnittlichen Porositat von 62,9% % 3,6%. Der
durchschnittliche Porendurchmesser war zwischen
PLAGA- und PLA-Konstrukten (235-250 pm) ahn-
lich, aber fur PGA am kleinsten (177 pum).

[0043] Primare ACL-Ligament-ahnliche Zellen zeig-
ten eine semi-eiférmige, fibroblasten-dhnliche Mor-
phologie und wenn sie konfluent waren, bildeten sie
mehrfach haufenférmige Kulturen mit besonderen
Wachtumsorientierungen. Zellwachstum und Mor-
phologie waren abhangig von der Polymerzusam-
mensetzung und Porositat. Extensive Zellschichten
wurden bei allen drei Polymertypen beobachtet, aber
die Morphologie und Zellausdehnung waren bei PLA-
GA- bis PLA-GerUsten unterschiedlich. Die Zellaus-
dehnung war bei PLAGA geringer, wahrend die Ober-
flache sowohl von PGA als auch PLA glatter war und
weniger zelluldre Bundel hatte. Quantitatives zellula-
res Wachstum (n = 4) wurde auch bei héheren Zell-
zahlen bei PLAGA und PLA erreicht, wenn sie mit
PGA verglichen wurden. Die Vorbeschichtung des
Konstrukts mit Fibronektin fihrte zu einem Anstieg
bei der Proliferation, was sich in der schnellen Ab-
nahme des Lo&sungs-pH-Wertes wiederspiegelte,
wenn sie mit nicht beschichteten Konstrukten und
Kontrollzellen oder Fibronektin verglichen wurden.
Es ist mdglich, dafd Fibronektin die anfangliche Zell-
zahl ansteigen 14, die sich an das Konstrukt anhef-
ten und demgemal das Zellwachstum und den Me-
tabolismus in Langzeitkulturen ansteigen 1a3t. Des-
halb ist die ACL-zellulare Antwort von der Polymerzu-
sammensetzung und der Porositdt abhangig. Des
weiteren 18Rt die Vorbeschichtung der Konstrukte mit
Fibronektin das Zellanheften und das Wachstum auf
diesen Gerlsten ansteigen.

[0044] Die folgenden nicht beschrankenden Bei-
spiel werden bereitgestellt, um die vorliegende Erfin-
dung weiter zu veranschaulichen.

Beispiele
Beispiel 1: Mikrofaser Matrizen

[0045] Es wurde eine Elektrospinntechnik verwen-
det, um biologisch abbaubare Vliesstoff-Fasergerus-
te mit einer ungefahren Dicke von 0,5 mm herzustel-
len. Bei diesem Verfahren wurde PLAGA (50:50) in
Methylenchlorid geldst, um eine 1:4 Gewicht:Volu-
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men-L6ésung zu erzeugen. Bei dem Elektrospinnver-
fahren wurde ein elektrisches Potential von 20 kV an
die Polymerlésung und ein Sammelsieb angelegt, um
eine elektrisches Feld zu erzeugen. Die Polymerlo-
sung wurde dann auf das Sammelsieb fiir 30 Minuten
gespruht. Dies flihrte zu einer einheitlichen Vlies-
stoff-Mikrofasermatrix, die an dem Sieb befestigt war.
Die Matrix wurde entfernt und in 1 cm? grofRe Stiicke
geschnitten.

Beispiel 2: 3-dimensionales Fasergeflecht

[0046] Dreidimensionale fibrése Matrizen wurden
unter Verwendung eine 3-D-Spinnverfahrens herge-
stellt, wie von Ko, F. R in Textile Structural Composi-
tes, eds. Chou, T. W. and Ko, F. K. (Elsevier, Amster-
dam, 1989) beschrieben. Bei diesem Verfahren wer-
den PLAGA-Fasern (5:95 PLAGA) gebindelt, um
Garne mit einer Faserdichte von 30 und 60 Fasern
pro Faden herzustellen. Die Faden werden dann in
einem gewodhnlich gebauten Spinnwebstuhl mit ei-
nem 6 an 12 Tragerarrangement plaziert. Sequentiel-
le Bewegung der Trager [alternierende Reihen und
Spalten] fuhrte zu der Bildung von zwei rechteckigen
3-D-Geflechten: einem 30-Faden-Geflecht [Geflecht
#1] und einem 60-Faden-Geflecht [Geflecht #2].

Beispiel 3: In vitro Zellkultur

[0047] Die Matrizen wurden in einer 2-wdchigen
Zellkulturuntersuchung abgeschatzt, wobei Fibro-
blasten und primare Osteoblasten in Kultur verwen-
det wurden. Alle Matrizen wurden mit UV fiir 24 Stun-
den pro Seite vor der Zellkultur sterilisiert. Primare
Osteoblasten in Kultur, die aus neugeborenen Rat-
tencalvaria isoliert wurden, wurden bis zur Konfluenz
in Ham's F-12-Medium (Gibco), erganzt mit 12% fo-
talem Rinderserum (PBS) (Sigma) wachsen gelas-
sen, wie von Jarcho, M. Clin. Ortho. 1981, 157; 259,
beschrieben. Mausfibroblastzellen (BALG/C C7 be-
zogen von ATTC: Arlington Virgina) wurden bis zur
Konfluenz in DMEM, erganzt mit 10% FBS wachsen
gelassen. UV sterilisierte Matrizen wurden mit Zellen
mit eine Dichte von 5 x 10° Zellen/Matrix beimpft. Zel-
len wurden auf den Matrizen fir 1, 3, 7, 10 und 14
Tage kultiviert und minit DMEM (10% FBS) gehalten.
Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellen mit
Glutaraldehyd fixiert und mit einer Reihe von Ethanol-
verdinnungen dehydriert. Proben zur Rasterelektro-
nenmikroskopie (SEM) wurden mit Gold sputterbe-
schichtet (Denton Desk-1 Sputter Coater). Matrix und
zellulare Struktur wurden mit SEM (Array 300) bei ei-
ner Beschleunigungsspannung von 20 kV sichtbar
gemacht.

Beispiel 4: Abbaueigenschaften von verschiedenen
Polymeren

[0048] Multiflamentfasern von L-Polylactid (PLA, 70
Denier), Polyglykolid (PGA, 60 Denier) und deren
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82:18 Copolymer (PLAGA, 70 Denier) wurden in 10
Multifaserblindel gebuindelt, um fir Abbaustudien
verwendet zu werden. Die Bindel wurden auf eine
Lange von 6 cm geschnitten und mit 70% Alkohol und
anschlieBender UV-Bestrahlung sterilisiert. Die Poly-
merbliindel wurden in 10 ml phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS, pH = 7,3) und in 10 ml Kulturmedi-
um (aMEM, pH = 7,3) erganzt mit 10% fétalem Rin-
derserum, L-Glutamin und 1% Antibiotika getaucht.
Die Proben wurden geschiittelt und bei 37°C im Was-
serbad fir bis zu 3 Wochen gehalten. Die Eintauch-
verhaltnisse flur beide Lésungen waren, wie folgt,
PLA bei 0,6 mg/ml, PLAGA bei 0,8 mg/ml und PGA
bei 0,7 mg/ml. Die Losungen wurden wochentlich
ausgetauscht und nach 1, 2, 3 und 4 Wochen wurden
der pH-Wert (n = 8) gemessen und die Menge an Mo-
nomer in der Lésung wurden durch Hochdruckflis-
sigkeitschromatographie (HPLC) gemessen.

[0049] Nach 2 und 4 Wochen nach dem Eintauchen
wurden das Molekulargewicht, die Massenretention
und die mechanischen Eigenschaften der Biindel (n
= 5) bestimmt. Abbaubezogene morphologische An-
derungen wurden mit Rasterelektronenmikroskopie
bestimmt. Fir die Massenretentionsmessungen wur-
den die Blndel gespiilt und fir 24 Stunden lyophili-
siert. Das Trockengewicht wurde aufgenommen (n =
4) und die gleiche Probe wurde fir die Bestimmung
des Molekulargewichts verwendet. Molekulargewich-
te (n = 3) fir PLA und PLAGA (82:18) wurden mit Gel-
permeationschromatographie in Tetrahydrofuran mit
Polystyrolstandards gemessen. Die mechanischen
Eigenschaften des Garn unter Spannung wurden mit
einer Instron-Vorrichtung (Modell 4442, Instron Inc.,
MA) mit einer 500 N Belastungszelle (Zuglange = 3
cm) mit einer Dehnungsrate von 2% pro Sekunde
gestestet.

Beispiel 5: Wirkung des Polymerkonstrukts auf die
Morphologie und das Wachstum von vorderen Kreuz-
bandzellen

[0050] Fibrose Geriiste wurden unter Verwendung
des in Beispiel 2 beschriebenen 3-D-Spinnverfah-
rens hergestellt. Fasern von L-Polylactid (PLA, 70
Denier), Polyglykolid (PGA, 60 Denier) und deren
82:18 Copolymer (PLAGA, 70 Denier) wurden in 10
Multifaserblindel geblndelt und diese Garne wurde
dann unter Verwendung einer 3-D-zirkularen Spinn-
maschine gesponnen. Zirkulare 3-D-Geflechte mit 24
Faden wurden gebildet und auf eine Lange von 1,5
cm fur diese Experimente geschnitten. Dacron-Kon-
strukte wurden ahnlich hergestellt und als Kontrollen
verwendet.

[0051] Die Porositat, der Porendurchmesser und
die Gesamtporenflache dieser Konstrukte wurden
unter Verwendung des Autopore Ill Porosimeter (Mi-
cromimetrics) bestimmt. Rasterelektronenmikrosko-
pie (SEM) wurden verwendet, um die Porenvertei-



DE 60132079 T2 2008.12.18

lung zu bestatigen und die Porengeometrie zu unter-
suchen. Die Proben wurden vor der Kultivierung
UV-sterilisiert. Die Konstrukte wurden jeweils mit re-
konstituiertem humanen Fibronektin (10 pug/ml) fir 30
Minuten beschichtet.

[0052] Primare ACL-Zellen wurden aus 1 kg weilden
Neuseeland-Kaninchen isoliert. Die herausgeschnit-
tenen ACL wurden mit einer 0,1%igen Kollagena-
selésung verdaut und nur Zellen, die aus der vierten
Verdauung gesammelt wurden, wurden fiir die Unter-
suchung ausgewahlt. Zellen wurden in aMEM + 10%
fétalem Rinderserum, L-Glutamin und 1% Antibiotika
bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Das Gerist wird mit
ACL-Zellen mit einer Dichte von 80000 Zellen/Gerust
beimpft und bis zu 28 Tage wachsen gelassen. Ge-
webekulturplastik und Dacron dienten als Kontroll-
gruppen. Das Medium wurden alle zwei Tage ausge-
tauscht und zu jedem Zeitpunkt wurde der pH-Wert
gemessen. Das Zellwachstum wurde unter Verwen-
dung des Zelltiter-96-Assays bestimmt. Die Zellmor-
phologie und -wachstum auf dem Gerist wurden mit
SEM-Anwendung sichtbar gemacht.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Ersatzkon-
strukts fir Ligamente, das Ersatzkonstrukt besteht
aus einem abbaubaren, porésen, auf Polymer-Fa-
sern basierenden, dreidimensionalen umsponnenen
Gertst, das unter Verwendung einer dreidimensiona-
len textilen Spinntechnik gebildet wird, gekennzeich-
net dadurch, daR die dreidimensionale Spinntechnik
ein Vierschrittverfahren umfalt, fiir das ein Spur- und
Saulenverfahren verwendet wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das Er-
satzkonstrukt mit Zellen beimpft ist, deren Einwach-
sen durch das Gerist unterstitzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem die Zellen
Wirtszellen (host cells) aus dem vorderen Kreuzband
sind.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
das zur Implantation in einem Menschen konfiguriert
wird, um ein beschadigtes Ligament zu reparieren.

5. Verfahren zur Herstellung eines Transplantati-
onsmaterials, das aus lebenden Zellen in einer ab-
baubaren Matrix besteht, umfassend:

(a) Ernten, Wachsen und Passagieren von Zellen in
Gewebekultur; und

(b) Aussaen der kultivierten Zellen auf einem abbau-
baren, auf Polymer-Fasern basierenden, dreidimen-
sionalen gesponnenen Gerlst, das nach dem Ver-
fahren nach Anspruch 1 hergestellt wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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