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(57) Abstract: The invention relates to a cell implant
Herstellen einer porenfreien [ ™ matrix which has a connective porosity of over 80%
oder -armen Polymerschicht | ¢, and which consists predominantly of a mixture of
bioresorbable polymers. The matrix has a disk shape,
I and a surface layer on one face of the disk has less
Aufschichten eines Germischs aus than 20% of the average pore density of the other
zwei Polymeren, einem festen N faces. The matrix is produced by providing a
Porenbildner und einem bioresorbable polymer layer; stacking a mixture of a
Losungsmittel fiir die Polymere | 53 water-soluble solid, at least two polymers which
r difter with respect to resorption rates, and a solvent
r for one of the polymers onto the polymer layer;
Abdampfen des Lésungsmittels |\ evaporating the solvent and subsequently optionally
55 compacting the mixture; and watering the compact
body in order to remove the salt.
Wiéissern zum Entfernen des (57) Zusammenfassung: Eine Zellimplantat-Matrix
Porenbildners 1'\ weist eine konnektive Porositét von {iber 80 % auf
57 einem Gemisch

Fig. 1

producing a pore-free or low-pore polymer layer

stacking a mixture of two polymers, a solid pore forming agent, and a solvent for the polymers

evaporating the solvent
watering in order to remove the pore forming agent

und besteht {iberwiegend aus
bioresorbierbarer Polymere, wobei die Matrix
Scheibenform  aufweist und  wobei  eine
Obertldchenschicht auf einer Seite der Scheibe
weniger als 20 % der durchschnittlichen Porendichte
der anderen Seiten aufweist. Die Matrix wird
hergestellt durch  Bereitstellen  einer  bio-
resorbierbaren Polymerschicht, Aufschichten eines
Gemisches aus einem wasserlslichen Feststoft,
mindestens zwei hinsichtlich ihrer Resorptionsrate
verschiedenen Polymeren und einem Ldsungsmittel

fiir eines der Polymere auf die Polymerschicht; Abdampfen des Losungsmittels ggtf. gefolgt von Kompaktieren des Gemisches; und
Waissern des Kompaktkérpers zum Entfernen des Salzes.
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—  vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden
Frist;  Veroffentlichung  wird  wiederholt,  falls
Anderungen eingehen (Regel 48 Absatz 2 Buchstabe h)
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Matrix zur Zellbesiedelung

Die vorliegende Anmeldung bezieht sich auf pordse Matrices zur

Zellbesiedlung fiir therapeutische oder diagnostische Zwecke.

Zellimplantate auf der Basis pordser Matrices aus Dbio-
vertraglichen Polymeren sind aus WO 2004/108810 Al bekannt. Bei
solchen Matrices sind die Poren vernetzt und dienen als Templat
fiir die Ansiedlung von Zellen in vivo (z. B. therapeutisch) oder
in vitro (z. B. diagnostisch). Bel Transplantationen kann eine
solche bioresorbierbare Matrix zur tempordren Lokalisation des

Transplantats dienen.

Die bekannten Template sind bei einigen Anwendungen noch nicht
voll befriedigend, insbesondere hinsichtlich der klinischen

Ergebnisse.

Die Erfindung setzt sich daher zum Ziel, eine Verbesserung der

klinischen Performance der Template zu erreichen.

Dazu schlagt die Erfindung vor, auf einer Seite des flir
gewdhnlich scheibenférmigen Templats eine Oberfldche mit weniger
als 20

Seite(n) bereitzustellen. Diese asymmetrische Struktur

des durchschnittlichen Porenanteils der anderen

o

erméglicht, das Templat so im Korper anzuordnen, dass die

implantierten vitalen Zellen langer darin bleiben.

Unter einem weiteren Aspekt schlagt die Erfindung Verfahren zur
Herstellung von pordsen bioresorbierbaren Matrices vor, wobei
initial eine Polymerschicht ohne Porenbildner gebildet wird,
worauf dann ein Gemisch aus mindestens zwei Polymeren, einem
Losungsmittel flir eines der Polymere und einem wasserléslichen
Porenbildner aufgeschichtet wird, gefolgt von Abdampfen des
Losungsmittels und dann W&ssern zum Entfernen des Porenbildners.
Zwischen diesen letzten beiden Schritten kann in einer Variante
noch eine Beaufschlagung mit Druck zum Kompaktieren stattfinden.
Beide Verfahren fihren zu hochporésen Polymermatrixscheiben,
deren eine Seite jedoch eine porenfreie oder zumindest porenarme
Membran aufweist. Trotz dieser Membran ist die Versorgung der im

Anwendungsfall in den Poren befindlichen Zellen ausreichend, die
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Verlustraten durch Abwanderung sind jedoch erheblich reduziert.

Soll in einer Variante ein solches Templat als
Bindegewebsunterstiitzung dienen, kann die durchgehende
Polymerschicht genigend Halt fir z. B. Nahtmaterial zur

Fixierung des Templats bereitstellen.

In Ausfihrungsformen ist die pordse Matrix hydrophil z. B. mit
(Meth)Acrylsdure-Polymerisat beschichtet. Dazu wird ein Plasma-
Beschichtungsschritt gefolgt von einem plasmalosen
Beschichtungsschritt, wodurch die benétigten Schichtdicken von

iber einem Mikrometer erreicht werden.

Weitere Merkmale der Erfindung ergeben sich aus der
nachfolgenden Beschreibung von Ausfihrungsbeispielen in
Verbindung mit den Ansprichen sowie den Figuren. Die Erfindung
ist nicht auf die beschriebenen Ausfihrungsbeispiele beschrankt,
sondern durch den Umfang der beiliegenden Patentanspriiche
bestimmt. Insbesondere kénnen die einzelnen Merkmale Dbei
erfindungsgemdaBen Ausfithrungsformen in anderer Anzahl und
Kombination als bei den untenstehend angefiilhrten Beispielen
verwirklicht sein. Bei der nachfolgenden Erlduterung eines
Ausfithrungsbeispiels wird auf die beiliegenden Figur Bezug
genommen, die ein Flussdiagramm fur ein erfindungsgemadfes

Verfahren zeigt.

In einer Hauptanwendung werden Matrices zur Besiedelung mit
Funktionszellen bereitgestellt, beispielsweise mit Hepatozyten
und/oder mit Langerhans'schen Inselzellen. Solche biochemischen
Funktionszellen heften sich an die Innenwadnde der Poren der
schaumartigen Matrix an (Anheftungsraten uUber 80% oder, geeignet
beschichtet, uber 95%) und ko6énnen mit der Matrix in mesotheliale
Taschen transplantiert werden, idealerweise des Zellspenders
selbst. Dabei wird ausgenutzt, dass in diesem Fall keine
AbstoBungsreaktion erfolgt, sondern nur ein vergleichsweise
milder, fir den therapeutischen Prozess glinstiger Fremdkdrper-
Reiz ausgelibt wird. Binnen weniger Wochen wird die Matrix
vaskularisiert und sind die implantierten Zellen nicht mehr nur
auf diffusive Versorgung angewiesen. Die Matrices werden so
angeordnet, dass die porenarme (oder -freie) Seite innen und die

porenreiche Seite aubBen 1liegt, um die Verlustrate durch
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Abwanderung der Zellen niedrig zu halten. Parallel findet eine
allmdhliche Aufldésung eines Teils der abbaubaren Matrix (binnen
3-4 Monaten, oder mindestens 2 und/oder weniger als 7 Monaten)
statt und wird das physiologische Milieu dadurch in einer Weise
beeinflusst, die ebenfalls dem therapeutischen Erfolg dienlich
ist. Es ist zweckmdBRig, wenn ein Teil der Polymermischung
langsamer erodiert (Verhdltnis der Abbauzeiten mindestens 5) und
den strukturellen Zusammenhalt l&ngere Zeit, z. B. 2,5-3 Jahre
(oder mindestens 2 und/oder weniger als 5 Jahre) gewdhrleistet.
Solche Polymere sind zweckméfig auf Basis von a-Hydroxy-
carbonsduren wie Milchsdure und/oder Glykolsaure, z. B. PLA oder
PLGA. Die Hersteller solcher zum Einsatz im menschlichen Koérper
zugelassener Polymere geben die hier relevanten nominellen

Abbauzeiten an.

Wie bereits erwahnt, werden besonders gute Anheftungsraten bei
beschichteten Matrices beobachtet, namlich solchen, die in einem
kombinierten PECVD/CVD-Verfahren =zundchst mit einer dinnen
(z. B. 20-30 nm) PAA-Lage plasmabeschichtet und daran an-
schlielBRend mit einer dickeren PAA-Lage (z. B. 20-30 um) ohne
Plasma-Einwirkung beschichtet werden. Diese obere Lage bildet

eine kristalline, hydrophile Schicht aus.

Zundchst wird eine Losung eines der verwendeten Polymere in fir
medizinische Zwecke zugelassenem Chloroform in eine Form
gegossen und das Lésungsmittel bei 45°-65° abgedampft. Daraufhin
wird eine Polymer-Mischung definierter PartikelgrdBen-Verteilung
mit einem Kochsalz-Granulat ebenfalls definierter
Partikelgrofen-Verteilung gemischt, mit einer Losung eines der
Polymere in Chloroform vermengt und dann auf die Dbereits
hergestellte Polymerschicht gegeben. Aus diesem Vorformling
dampft das Loésungsmittel bei leicht erhohter Temperatur
(45°C-65°C) ab und dieser kann dann gewilinschtenfalls durch
Beaufschlagung mit Druck kompaktiert werden. Anschliefend wird
der Kompaktkorper gewdssert, um durch Entfernen des Salzes die
gewlinschte Porositdt bereitzustellen. Dabei Dbleibt aber die
initial hergestellte Polymerschicht porenfrei. Je nach
Einsatzzweck kann die Dicke der porenarmen Schicht durch Menge
und Konzentration der anfa@nglichen Lo&sung eingestellt werden.

Beispielsweise erhdlt man eine sehr dinne Membran, wenn die
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Konzentration der L&ésung niedrig ist (z. B. 4 %ig in Chloroform,
langsam abbaubares Polymer) und die Fillhdohe klein (z. B.
0,1-1 mm, beispielsweise 0,3 mm). Wird eine mechanisch stéarker
belastbare Struktur gewilinscht, kann bei gleicher Konzentration
héher (z. B. 5-50 mm, typisch 20-25 mm) eingefillt werden. Das
Abdampfen des Chloroforms dauert dann entsprechend langer
(1,5 h). Im ersten Fall hat die entstehende Membran eine Dicke

von ca. 10-20 pm, im letzteren Fall von ca. 0,5-1 mm.

Die Kochsalzpartikel der aufzuschichtenden Mischung sind etwas
grdber (Median bei 350-370 pm) als die Polymerpartikel (Median
des langsamer abbaubaren Polymers zwischen 210 pym und 230 um,
der des schneller abbaubaren Polymers =zwischen 150 pm und
170 pm). Dabei sind die Verteilungsbreiten (5 %/95 %) ahnlich,
namlich etwa + 85-95 pm fir Salz bzw. Polymer insgesamt. Die
Verteilungsform kann bi- oder trimodal sein. Die Zusammensetzung

o]

der Schichtmischung ist zu etwa 96 % Salz, 1-1,5 % festes
Polymer und weitere <ca. 3-5 % gelbstes Polymer, wobei die
Volumenanteile von Feststoffen und Fliussigkeit etwa gleich sind.
Insgesamt betrdgt der Anteil des schnell abbaubaren Polymers
lediglich etwa 5-20 % des Polymers. Die Gesamtdicke der
porenbildenden Schicht ist 5-6 mm. In der Variante einer
stabileren Initialschicht kann das Salz etwas grober gewahlt
werden (Median ca. 400-420 um) . In diesem Fall 1ist die
Gesamtdicke der porenbildenden Schicht 4-5 mm und kann auf das
Kompaktieren mit Druck verzichtet werden. Das Wassern dauert ca.
24 h und wird gefolgt von einer Trocknung bei 45-50°C. Wenn eine
Beschichtung vorgenommen wird, liegt die Matrix mit der poren-
armen Seite auf und wird daher iberwiegend die offenporige Seite
beschichtet.

Die hier verwendeten Polymere sind z. B. von der Fa. Evonik
erhdltlich und tragen die Bezeichnungen L210s, ©L210, LO9s,
L207s, L206s (langsamer abbaubare PLGA-Polymere) bzw. RG502,
RG502H, RG505 (schneller abbaubare PLGA-Polymere).

Bei einer Verwendung auBerhalb des Koérpers kann eine Matrix
gemdl der obigen Beschreibung zur Fixierung von Zellen dienen,
die in einem Bioreaktor Agenzien ausgesetzt werden.

Beispielsweise koénnen definierte Zelltypen auf diese Weise
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daraufhin untersucht werden, ob sie auf in Frage kommende
Medikamente ansprechen oder nicht, und kann die Therapie in
Abhingigkeit von derart erhaltenen Untersuchungsergebnissen
geplant werden. Ebenso kann die Medikamentenentwicklung ver-

einfacht werden, weil Toxizitat frihzeitig erkannt wird.
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Patentanspriiche

Zellimplantat-Matrix mit einer konnektiven Porositat von
iber 80 %, Uberwiegend bestehend aus einem Gemisch bio-
resorbierbarer Polymere, wobei die Matrix Scheibenform auf-
weist,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Oberfldche auf einer Seite der Scheibe weniger als 20 %
des durchschnittlichen Porenanteils der anderen Seiten der

Scheibe aufweist.

Matrix nach Anspruch 1, wobei die Matrix hydrophilierend
beschichtet ist.

Matrix nach Anspruch 2, wobei die Beschichtung iberwiegend

aus (Meth)Acrylsdureeinheiten besteht.

Matrix nach Anspruch 2 oder 3, wobei die Dicke der

Beschichtung mehr als 1 pm betragt.

Matrix nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die

Matrix iliberwiegend aus Poly(a-hydroxy)carbonsduren besteht.

Matrix nach einem der vorstehenden Anspriche, wobei sich
Resorptionsraten zweier der das Gemisch bildenden Polymere,

die jeweils mindestens 10 % des Gemischs ausmachen, um einen

Faktor von mehr als 5 unterscheiden.

Herstellung einer Zellimplantat-Matrix mit unterschiedlichen

konnektiven Porositdten, das Verfahren umfassend:

Herstellen einer bioresorbierbaren Polymerschicht;

einseitiges Aufschichten eines Gemisches aus einem wasser-
1l6slichen Feststoff, mindestens zwei Polymeren mit
verschiedenen Resorptionsraten und einem mit Wasser nicht
mischbaren Losungsmittel fiur wenigstens eines der Polymere

auf die Polymerschicht;

Abdampfen des Losungsmittels; und
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Wassern des Agglomerats zum Entfernen des wasserl®dslichen

Feststoffs aus der aufgebrachten Schicht.

Verfahren nach Anspruch 7, ferner umfassend Beaufschlagen
mit Druck zum Kompaktieren des Gemisches nach dem Abdampfen

des Losungsmittels.

Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei als Losungsmittel

Chloroform verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 7 bis 9, wobei sich
Resorptionsraten zweier der das Gemisch bildenden Polymere,
die jeweils mindestens 10 % des Gemischs ausmachen, um einen

Faktor von mehr als 5 unterscheiden.

Verfahren nach einem der Anspriche 7 bis 10, ferner
umfassend Beschichten mit einer hydrophilierenden Komponente

nach dem Wassern.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei die hydrophilierende
Komponente liberwiegend aus (Meth)Acrylsdure oder
(Meth)Acrylsdureanhydrid besteht.

Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei sich an einen
Plasmabeschichtungsschritt in Gegenwart eines Edel- oder

Inertgases ein Beschichtungsschritt ohne Plasma anschlieflt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 13, wobei die Dicke
der initial hergestellten Schicht 0,002-2,5 mm betragt.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Dicke der initial her-
gestellten Schicht 0,005-0,025 mm betragt.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Dicke der initial her-
gestellten Schicht 0,25-2,0 mm betragt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 16, wobei die her-
gestellte Implantat-Matrix die eines der Anspriiche 1 bis 6
ist.
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Verwendung der Matrix nach einem der Anspriiche 1 bis 6, oder
der nach dem Verfahren gem&f einem der Anspriiche 7 bis 17
hergestellten Matrix, zur Besiedelung mit vitalen Zellen und
zum Aussetzen der vitalen Zellen einem vorbestimmten Test-

Agens auBerhalb des Korpers.

Verwendung der Matrix nach einem der Anspriche 1 bis 6, oder
der nach dem Verfahren gemdf einem der Anspriliche 7 bis 17
hergestellten Matrix, fir die Ansiedlung von Zellen in einem
therapeutischen Verfahren =zur Behandlung des menschlichen

Korpers.
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Herstellen einer porenfreien [ ™\
oder -armen Polymerschicht | ¢

Aufschichten eines Gemischs aus
zwei Polymeren, einem festen —_\
Porenbildner und einem
Lésungsmittel fiir die Polymere S3

Abdampfen des Lésungsmittels —_\
S5

Wassern zum Entfernen des
Porenbildners

S7

Fig. 1
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