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(57) Abstract: The invention relates to methods and means for synthesizing endothelial tissue of the cornea and is directed to a
structured artiticial construct that allows corneal endothelium to be regenerated from isolated cells outside the human or animal
body.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur Herstellung von cornealem Endothelgewebe und stellt ein
strukturiertes artifizielles Konstrukt bereit, welches die Neubildung eines Cornealendothels aus isolierten Zellen auflerhalb des
menschlichen oder tierischen Kérpers erméglicht.
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Artifizielle Descement-Membran

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur Herstellung von
corncalem Endothelgewebe des Sdugetierauges und stellt ein strukturiertes
artifizielles Konstrukt bereit, welches die Neubildung eines Cornealendothels

aus isolierten Zellen auBlerhalb des Korpers ermoglicht.

Die Transparenz der Hornhaut (Cornea) des Auges ist essentiell fiir die Seh-
kraft. Sie erfordert vor allem ein intaktes Endothelgewebe (Cornealendothel).
Dieses einschichtige Endothel an der Riickseite der Cornea steht in direktem
Kontakt mit einer zellfreien Basalmembran, der sogenannten Lamina limitans
posterior descementi oder Descemet-Membran, welche dieses von der
Hauptschicht der Cornea, dem Stroma, abgrenzt. Die Descemet-Membran
besteht in der gesunden Cornea im Wesentlichen aus Collagen Typ VIII und
Laminin. Sie weist eine regelméfBige rdumliche Struktur auf, die mit der
Struktur der Zellen des Endothels korrespondiert. Das Endothel entwéssert
das Stroma aktiv liber die Descemet-Membran hinweg und verhindert dort

Wassereinlagerung und Odembildung und damit die Triibung der Cornea.

Humane corneale Endothelzellen arretieren in der G1-Phase und zeigen in
vivo nur eingeschrinkte Proliferationsfahigkeit. Die Teilungsunfahigkeit hat
zur Folge, dass es bei Hornhautverletzung, sei sie durch Entziindungsprozes-
se oder durch mechanisches Trauma hervorgerufen, aber auch aufgrund na-

tiirlicher Alterungsprozesse zu einer unwiderruflichen Zerstérung des En-

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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dothels und im schlimmsten Falle zu einem kompletten Sehverlust aufgrund
Hornhauttriibung kommen kann. Zwar werden abgestorbene Endothelzellen
durch benachbarte ersetzt, die sich vergréBern und in Liicken migrieren, um
die Dichtigkeit und damit die Funktion des Endothels weiter zu gewéhrleis-

ten. Dieser Reparaturmechanismus ist jedoch sehr begrenzt.

Dem Endothelzellverlust in der Cornea kann bisher nur beschriankt durch
medizinische Mallnahmen entgegengetreten werden. Eine haufig verwendete
Methode ist die Substitution der gesamten erkrankten Hornhaut mit einer
Spenderhornhaut, der sogenannten perforierenden Keratoplastik. Es treten
aber oft klinische Komplikationen auf, die eine ausbleibende oder vermin-
derte Rehabilitation des Auges bedingen, wie chronisch trockene Augen,
Corneavaskularisierung (GefaB3einsprossung) sowie im schlimmsten Fall die

Abstofung des fremden Spendermaterials.

Neben der Totalsubstitution sind inzwischen Verfahren etabliert, worin,
nach lokaler Entfernung ausschlieBlich des erkrankten Endothels zusammen
mit dessen Descemet-Membran (Descemetorhexis) anschlieBend tiber einen
corneoscleralen-cornealen Tunnel ein lamelldres Transplantat, bestehend aus
corncalem Endothel und anhédngender Descemet-Membran sowie noch ei-
nem geringen Anteil anliegenden posteriorem Stroma, aus einer Spender-
hornhaut in die Vorderkammer des Empfangers eingebracht wird. Durch
diese spezifische Transplantation werden zwar die tiblichen Risiken einer
Transplantation und die Nebenwirkungen der Operation gegeniiber einem
Totaltransplantat reduziert. Dennoch bestehen auch hier weitere technische

Probleme, die noch nicht tiberwunden sind.

Problematisch ist bei all diesen allogenen Transplantationen von cornealem

Gewebe der auftretende Endothelzellverlust: Die Préparationstechnik am
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Spenderauge, die Art und Weise der Lagerung sowie das verwendete Nihr-
medium, der Transport und schlieBlich die perioperative Handhabung des
Spendergewebes gehen stets mit einem mehr oder weniger starken En-
dothelzellverlust im Transplantat einher. Neben der immunreaktiven Absto-
Bung des Fremdgewebes konnen auch diese Faktoren zu einem priméren
Transplantatversagen fithren, wodurch das transplantierte Endothelgewebe

funktionslos wird und keine Rehabilitation eintritt.

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, diese Nachteile bei der klini-
schen Reparatur von Cornealendothelgewebe zu iiberwinden. Besonders
sollen die bekannten Nachteile allogener Transplantate, aber auch besonders
die Probleme des Endothelzelluntergangs in einem explantierten Spender-

gewebe reduziert werden.

Zur Losung stellt die Erfindung Verfahren und Mittel zur Herstellung eines
neuartigen biologischen Endothelimplantats bereit, welches die vorbeschrie-
benen Nachteile bekannter Transplantate liberwindet: Ein de novo in der
Gewebekultur aus isolierten Zellen herstellbares Cornealendothelgewebe auf

einer neuartigen artifiziellen Descemet-Membran.

Die Erfinder fanden tberraschend, dass durch ein spezielles artifizielles
Konstrukt, welches die in der gesunden Hornhaut vorhandene Descemet-
Membran spezifisch nachbildet, isolierte omnipotente oder pluripotente
Stammzellen angeregt werden kénnen, ein funktionales corneales Endothel-
gewebe de novo mit hoher Zelldichte auszubilden, das zusammen mit dem
erfindungsgemifen artifiziellen Descemet-Konstrukt selbst in das Auge des
Patienten implantiert werden kann, um die Funktion der verlorengegangenen

Cornealendothels vollstindig zu ersetzen.

PCT/EP2016/054101
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Die Erfindung stellt dazu ein artifizielles Descemet-Konstrukt bereit, wel-
ches besonders geeignet ist, eine mechanotransduktive Differenzierung bio-
logischer Zellen, besonders pluripotenter oder omnipotente Zellen zu einem

Cornealendothelgewebe in vitro zu unterstiitzen oder zu erméglichen.

Ohne an die Theorie gebunden sein zu wollen, kommt es nach dem Aussiden
isolierter Zellen auf das erfindungsgeméifle Descemet-Konstrukt zu einer
mechanotransduktiven Differenzierung der Zellen und dadurch zu einer
Ausbildung eines funktionalen Cornealendothelgewebes. Dabei kann auf
autologe Zellen, besonders pluripotente oder omnipotente Zellen des Emp-
fangers selbst zurtickgegriffen werden. Somit kann ein artifizielles corneales
Implantat geschaffen werden, welches aus eigenen Zellen des Empfingers
besteht und wobei durch geeignete Kultivierungsmalnahmen bei der in vitro
Kultivierung des Gewebes Zellzahl und Zelldichte so gewéhlt werden kann,
dass ein moglicher peri- oder postoperativer Zelluntergang so kompensiert
kann, dass auch nach erfolgter Transplantation die Funktion des transplan-
tierten Endothelgewebes dauerhaft erhalten bleibt und eine vollstindige

dauerhafte Rehabilitation erreicht werden kann.

Erfindungsgemil besteht das Descemet-Konstrukt aus einem im Wesentli-
chen kalottenférmigen Grundkérper, wobei in der konkaven Seite (Hohlung)
dieses Grundkorpers auf dessen Oberfliche eine Wabenstruktur ausgebildet
ist. Die rdumliche Wabenstrukturierung der Oberflidche des Grundkorpers ist

mittels geeigneter Mikrostrukturierungsverfahren erzeugbar.

Im Zusammenhang mit dieser Erfindung wir unter ,,Kalotte* oder ,,kalotten-
formig* nicht ausschlieBlich ein Kugelschnitt im engeren Sinne verstanden,
sondern auch Formen, die im Wesentlichen dieser Form entsprechen, darun-

ter fallen Halbschalen- oder Halbkuppelformen wie Abschnitte von Rotati-

PCT/EP2016/054101
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onsellipsoiden, Rotationsparaboloiden sowie Ubergangsformen davon. Er-
findungsgemal weilit das artifizielle Descemet-Konstrukt besonders eine
Form auf, die der Form der Cornea, worin ein durch das oder mit dem Kon-

strukt gebildetes Implantat eingesetzt werden soll, entspricht.

Besonders ist die Wabenstruktur als solche aus repetitiven geometrischen
Grundelementen oder Waben zusammengesetzt gedacht, die wabenformig
bevorzugt lickenlos aneinander angeordnet sind, wobei jedes gedachte
Grundelement eine zentrale Vertiefung und diese zu den Nachbargrundele-
menten hin begrenzende seitliche Stege aufweist. Bevorzugt betridgt die
Steghohe, und damit die Tiefe der zentralen Vertiefung, 0,3 bis 1 um. Be-
vorzugt betrdgt die Stegbreite 1 bis 8§ um. Bevorzugt betrigt die Breite der

von den Stegen umschlossenen Vertiefung von 10 bis 20 um.

Bevorzugt weisen die Grundelemente jeweils eine hexagonale Grundform
auf und bilden somit eine klassische Wabenstruktur. In alternativen Ausfiih-
rungen ist die Grundform der repetitiven Grundelemente kreisférmig oder
im Wesentlichen kreisformig. In einer alternativen Variante ist die Grund-
form im Wesentlichen rechteckig oder quadratisch. In einer alternativen
Variante ist die Grundform allgemein vieleckig. Bevorzugt wechseln sich
Vielecke unterschiedlicher Anzahl an Ecken, bevorzugt mit fiinf bis neun
Ecken, ab; besonders bevorzugt sind diese Wabenstrukturen aufgebaut aus

Hexagonen und Pentagonen.

In einer besonderen Variante ist die Wabenstruktur streng regelmifBig, das
heillt sie ist aus im Wesentlichen gleichférmigen und bevorzugt im Wesent-
lichen gleichgrolen Grundelementen aufgebaut. In einer alternativen und
bevorzugten Variante ist die Wabenstruktur unregelmiBig gestaltet. Das

heildt, die gedachten Grundelemente weisen jeweils unterschiedliche Gréf3e

PCT/EP2016/054101



WO 2016/150652

10

15

20

25

und/oder unterschiedliche Einzelform auf, wobeil die Grofien der Grundele-
mente in der Wabenstruktur bevorzugt (quasi) stochastisch verteilt sind; die
mittlere GrofBe einer Gruppe von 6 bis etwa 24 aneinander liegenden Grun-
delementen ist dabei konstant gehalten. Die vorgenannten bevorzugten Gro-

Benbereiche werden dabei nicht tiberschritten.

Bevorzugt sind die Stege, das heifdit Seitenwénde der Grundelemente jeweils
bevorzugt senkrecht zur Grundebene der strukturierten Oberfliche des
Grundkdérpers angeordnet. In einer alternativen Variante verlaufen die Sei-
tenwédnde des Grundelements zu dem Boden seiner Vertiefung hin konisch
zusammen. Dazu ist besonders vorgesehen, dass die Dicke der Seitenwénde
zum Boden der Vertiefung hin zunimmt. Die Vertiefung umschlieit somit
die Form eines vieleckigen Pyramidenstumpfs, bezichungsweise, bei im

Wesentlichen kreisformigem Querschnitt, diejenige eines Kegelstumpfs.

In ciner Variante ist ein umlaufender, von der Halbschale abstechender Rand
vorgeschen. Dieser braucht nicht strukturiert zu sein. Er dient dem erleich-
terten Handling des Descemet-Konstrukts zum einen wihrend der Mikro-
strukturierung, zum anderen wiahrend des Einsatzes des Descemet-
Konstrukts bei der Zellkultivierung. Gegebenenfalls kann der Rand nach
Abschluss der Zellkulturphase oder vor dem Einsetzen des Descemet-

Konstrukts als Bestandteil eines Implantats abgetrennt werden.

In bevorzugter Ausgestaltung enthdlt das erfindungsgemifle Descemet-
Konstrukt ein biologisches oder biokompatibles Polymer und besteht bevor-
zugt vollstindig daraus. Das biologische oder biokompatible Polymer ist
bevorzugt mechanisch elastisch und flexibel. In einer alternativen Variante

ist es im Wesentlichen unelastisch aber flexibel.

PCT/EP2016/054101



WO 2016/150652

10

15

20

25

Fiir die Auswahl der biologischen oder biokompatiblen Polymeren ist rele-
vant, dass, wenn das Descemet-Konstrukt als Bestandteil eines in vitro Im-
plantats in das Auge implantiert ist, es postoperativ die physikalisch-
chemische Funktion einer nativen Descemet-Membran ersetzen kann. Dazu
zahlt insbesondere die Fahigkeit des Durchlissigkeit (passive Diffusion) von
Wasser (Kammerwasser) aus dem Stroma hin zu dem aktiv pumpenden En-
dothelgewebe. Dabei ist besonders vorgeschen, diese Diffusion durch Wahl
der Polaritit der Materialkomponenten und/oder durch pordse oder durch-

brochene Strukturen (Molekularsieb) zu erméglichen.

Daneben ist vorgesehen, dass das artifizielle Descemet-Konstrukt nach der
Implantation teilweise oder vollstindig resorbierbar ist. Bevorzugt verbleibt
dabei eine Reststruktur, welche die Funktion der nativen Basalmembran
iibernimmt, wohingegen unmittelbar nach der Implantation zur insbesondere
mechanischen Stabilisierung des Implantats in dem Descemet-Konstrukt
vorhandene Materialien resorbierbar sind. Auch ist vorgesehen, dass sich

cine Basalmembran aus dem artifiziellen Descemet-Konstrukt postoperativ

bildet.

Weiter ist vorgesehen, die mechanischen Eigenschaften des biologischen
oder biokompatiblen Polymers so zu wihlen, dass die mechanischen Eigen-
schaften einer nativen Descemet-Membran erreicht werden. Besonders ist
eine mechanische Steifigkeit des Descemet-Konstrukts gefordert, um einer-
seits die mechanotransduktive Ausbildung von Cornealendothelgewebe de
novo aus isolierten Zellen in vitro in der Gewebekultur zu erméglichen und
um andererseits eine ausreichende Stabilitdt bei Implantation in das Emp-
fangerauge peri- und postoperativ zu gewdéhrleisten. In einer Variante ist
vorgesehen, dass sich die mechanischen Eigenschaften des Konstrukts wih-

rend der in vitro Kultivierung und/oder postoperativ verdndern. Hierzu wird

PCT/EP2016/054101
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eine Zusammensetzung aus mehreren Komponenten gewihlt, die unter-
schiedliche Resorption zeigen oder mit den Endothelzellen in Wechselwir-

kung treten.

Das oder die biokompatiblen Polymere in dem Konstrukt kénnen vollstin-
dig oder teilweise synthetischen Ursprungs sein. Sie kdnnen in an sich be-
kannter Weise funktionalisiert und insbesondere auch mit adhésionsférdern-

den Proteinen oder Peptiden gekoppelt sein.

Das Polymer enthélt bevorzugt ein Collagen oder ein Collagengemisch oder
besteht bevorzugt daraus. Bevorzugtes Collagen ist Collagen Typ I und/oder
Typ II. Besonders bevorzugt ist Collagen Typ VIII und/oder Typ IV. Alter-
nativ bevorzugt sind Mischungen daraus. Bevorzugt ist zusétzlich Laminin
enthalten. Bevorzugt ist zusétzlich Fibronektin enthalten. Biochemisch setzt
sich die native Descemet-Membran im Auge hauptsidchlich aus Collagen
Typ IV und VIII, Fibronektin und Laminin zusammen. Es ist bevorzugt vor-
gesechen, diese extrazelluldren Matrixkomponenten bevorzugt nach standar-
disierten Verfahren und bevorzugt rekombinant zu produzieren. Es wird
Mischungsverhéltnis der Komponenten eingestellt, so dass die Porengréfe
in dem artifiziellen Konstrukt und damit das Diffusionspotential der nativen
Descemet-Membran erreicht wird. Vorzugsweise wird ein Collagen oder
Collagengemisch eingesetzt, welches ecine natiirliche Nanostrukturierung
aufweist. Diese verstiarkt die mechanotransduktive Wirkung der erfindungs-
gemillen Mikrostrukturierung des Descemet-Konstrukts und beschleunigt
und stabilisiert die Differenzierung der isolierten Zellen zu einem Endothel-

gewebe.

Zusitzlich oder alternativ enthilt das Biomaterial rekombinant hergestellte

Proteine, die aus der infantilen oder adulten nativen Descemet-Membran des

PCT/EP2016/054101
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tierischen oder menschlichen Kérpers bekannt sind, oder besteht daraus. Die
Proteine kénnen xenogenen oder allogenen Ursprungs sein. Bevorzugt ist
rekombinant hergestelltes humanes Collagen oder Collagengemische daraus.
Alternativ oder zusitzlich enthélt das Descemet-Konstrukt Seidenprotein
oder besteht daraus. In einer Variante enthélt das Konstrukt biokompatible

Polymere nichtbiologischen Ursprungs oder besteht ausschlieBlich daraus.

In ciner alternativen Variante ist der Werkstoft des Descemet-Konstrukts
synthetische Polymere und Elastomere wie Silikonelastomer oder PMMA,
Polyethylene, Polyamide, PVA sowie funktionalisierte Polymere, Misch-
und Co-Polymere. Besonders bevorzugt ist thermosensitives oder thermo-
responsives Polymer, insbesondere ein N-Isopropylacrylamid, auch Ab-
wandlungen oder Derivate davon sowie auch N,N-Diethylacrylamid

(PDEAAm), N-Vinlycaprolactam (PVCL) und vergleichbare.

Bevorzugt ist zumindest die Oberfliche eines solchen synthetischen Poly-
mers funktionalisiert, beispielsweise durch Beschichtung oder chemische
oder physikalische Behandlung des Polymers, um in an sich bekannter Wei-
se eine Kompatibilitit zu darauf kultivierten biologischen Zellen zu erzielen.
Das Polmer kann durch einen Plasmasterilisationsprozess mit Laminin
und/oder Fibronektin oder auch einem anderen Zelladhdsionsprotein tiber
Wasserstoffbriickenbildung verbunden sein. Das Polymer kann durch che-
mische Kopplung (z.B. EDC/NHS Reaktion) kovalent mit einem Adhéision

fordernden Protein (s.0.) gekoppelt sein.

Erfindungsgemil  wird das Descemet-Konstrukt — mittels  mikro-
strukturierender Verfahren erzeugt. Diese sind bevorzugt ausgewihlt aus
photolithographischen Strukturierungsverfahren, photolytischer Ablation,

mikromechanischer Ablation, sowie Formgiefen und Formprégen.

PCT/EP2016/054101
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Die Mikrostrukturierung erfolgt dabei bevorzugt durch sogenannte abtra-
gende Verfahren, welche aus einem Werkstoff materialabtragend die ge-
wiinschte Wabenstruktur herausarbeiten. Bevorzugt sind Laser-basierte Ver-
fahren (photolytische Ablation). Bei der Laserdirektstrukturierung wird ein
fokussierter Laserstrahl auf die Bauteiloberfliche gerichtet, wobei durch
Absorption in der randzonennahen Oberfliche die Energie der einfallenden
Laserstrahlung in thermische Energie umgewandelt wird. Der Wirkungsgrad
dieser Umwandlung wird durch den Absorptionsgrad des Werkstoffs in Ab-
hingigkeit von der genutzten Laserwellenldnge, der Oberflichenrauheit,
dem Einstrahlwinkel und der Temperatur bestimmt. Abweichend davon
kann die Strahlungsenergie direkt chemische Bindungen aufbrechen. Alter-
nativ oder zusétzlich beinhaltet der Materialabtrag einen Phasenwechsel im
Werkstoff von fest zu fliissig und nachfolgend zu gasformig. In allen Féllen
wird im Bereich des fokussierten Laserstrahls Werkstoff in Form von Parti-
keln und/oder Materialschmelze abgetragen. Bei gepulsten Lasern erzeugt
dies insbesondere eine einzelne Abtraggeometric pro Laserpuls, meist in

Form eines Rotationsparaboloids (,,Napfchen®).

Die Erzeugung zusammenhédngender Strukturen geschieht durch eine geeig-
nete Bewegung des Laserstrahls iiber die Werkstiickoberflache. Dies wird
bevorzugt mit Hilfe so genannter Laserscanner realisiert, die einen oder
mehrere bewegliche Spiegel beinhalten, die tiber schnelle Motoren zuge-
stellt werden. Die Qualitit des Abtrags hinsichtlich erreichbarer Struktur-
grofe, Strukturschirfe und Genauigkeit lassen sich dabei durch geeignete
Wahl der Laserquelle wihlen. Entscheidend dabei sind die Wellenlidnge des
Laserlichts, die Ausgangsleistung (im Falle gepulster Laser die Einzelpulse-

nergie) sowie die Strahlqualitéit der Quelle.

10
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Bevorzugte alternative Mikrostrukturierungsverfahren sind mechanische
spanabtragende Verfahren, besonders das Mikro-Diamantfrasen mit mikro-
kristallinen Werkzeugen. StrukturgréBen im Submikrometerbereich werden
dabei nur durch eine Kombination besonderer Maschinentechnik und hoch-
scharfer Werkzeuge erzeugt. Strukturgrofen in diesem Bereich bedienen
sich der sogenannten Ultraprizisionstechnik. Anwendung finden hierbei
bevorzugt monokristalline Diamantwerkzeuge, die durch ihre Hérte und
Schirfe und durch ihre prizisen Schnitte die Herstellung der gewtiinschten
Strukturen ermdglichen. Die Fertigung von ultraprizisen Komponenten im
Drehprozess ist bevorzugt auf die Herstellung rotationssymmetrischer Ober-
flachen beschriankt. Durch Erweiterung auf die sogenannte Unrundbearbei-
tung konnen alternativ auch Oberflidchen und Strukturen erzeugt werden, die

nicht symmetrisch zur Rotationsachse sind.

Alternativ bevorzugte Ansitze zur Mikrostrukturierung des Descemet-
Konstrukts sind sogenannte generierende Verfahren, wobei sich die erfin-
dungsgemifBe Wabenstruktur durch lokalen Materialaufbau bezichungswei-
se¢ Materialaushdrtung an einem Grundkorper durch Materialauftrag bildet.
Bevorzugte Verfahren sind die Zwei-Photonen-Lithographie, die Interfe-

renzlithographie und die Graustufenlithographie.

Die Zwei-Photonen-Lithographie (2PL) basiert auf dem physikalischen Ef-
fekt der Zwei-Photonen-Absorption (2PA) und erméglicht die Herstellung
dreidimensionaler Strukturen bei einer lateralen Auflésung von 150 nm und
einer axialen Auflésung von 400 nm. Der aufgeweitete Strahl eines Femto-
sekunden-Faserlasers mit einer Wellenlédnge von 780 nm wird in ein inver-
tiertes Mikroskopobjektiv eingekoppelt und von diesem in ein fliissiges,
photosensitives Polymer fokussiert. Da der Laser fokussiert und gepulst ist,

ist die Intensitdt im Fokus hoch genug, um innerhalb des Fokus Zwei-
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Photonen-Absorption zu ermdglichen. In dem entsprechenden Bereich wird
anstatt infraroter Strahlung ultraviolette Strahlung mit einer Wellenldnge
von 390 nm emittiert. Das fliissige Photopolymer als Bestandteil des Grund-
korpers des Konstrukts vernetzt nur bei der Belichtung durch die energierei-
che UV-Strahlung, so dass in dem Bereich, in welchem Zwei-Photonen-
Absorption stattfindet, das fliissige Polymer an dem Grundkérper aushirtet
und die Wabenstruktur ausbildet.

Bei der Interferenzlithographie wird die Zwei- oder Mehrstrahlinterferenz
ausgenutzt um das entsprechende Interferenzmuster in einer lichtempfindli-
chen Flache abzubilden und zu speichern. Dafiir wird ein Laserstrahl (Argo-
nionenlaser) aufgeweitet und (z.B. durch einen Strahlteilerwiirfel) in zwei
Teilstrahlen geteilt. Diese werden mit Spiegeln (Plan- oder Konkavspiegeln)
unter einem bestimmten Winkel tiberlagert, so dass in Abhéngigkeit dieses
Winkels sowie der verwendeten Wellenldnge ein Streifenmuster mit einer
bestimmten Gitterkonstanten entsteht. Durch wiederholte Anwendung, be-
sonders nach Rotation des Grundkdérpers, kann eine Wabenstruktur ausge-

bildet werden.

Die Grautonlithographie basiert auf der Belichtung einer Maske, deren Mus-
ter durch die Belichtung in einem photoempfindlichen Polymer gespeichert
wird. Dabei werden unterschiedliche Strukturtiefen durch unterschiedliche
Grautone auf der Maske realisiert. Hinter der Maske bildet sich eine Intensi-
tatsverteilung entsprechend der Grautonverteilung auf der Maske aus. Unter
Verwendung eines Positivresists ist die Struktur dort am tiefsten, wo die
Intensitdt am hochsten ist. Fiir Negativresists verhilt sich dieser Zusammen-

hang umgekehrt.
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Besonders bevorzugt zur Herstellung eines biologischen oder biokompatib-
len und implantierbaren Descemet-Konstrukts sind Prige- bezichungsweise
GieBverfahren und Kombinationen davon, wobei zunéchst mittels der vor-
genannten abtragenden oder generierenden Verfahren in einem bevorzugt
polymeren Werkstoff eine Negativform (Matrize) des gewiinschten Desce-
met-Konstrukts erzeugt wird und anschlieBend das Descemet-Konstrukt
selbst aus biologischem oder biokompatiblen Polymer mittels Giellen
und/oder Préagen als Positivform an der zuvor hergestellten Matrize erzeugt
wird. Durch dieses bevorzugte zweistufige Verfahren, kann eine Mikro-
strukturierung auch an biologischen oder biokompatiblen Polymeren erfol-
gen, die selbst nicht unmittelbar den physikalischen mikrostrukturierenden
Verfahren zugénglich wiren. Die Abformung ist besonders fiir alle Biomate-
rialien vorgesehen, die einem Aushértungs- bezichungsweise Polymerisati-
onsprozess unterliegen, das heifit von einem fliissigen, gieBbaren Aggregat-
zustand durch Aushértung einen gelartigen oder festen Zustand gelangen.
Zur Abformung hirtet es an der Negativform aus (Gieflen) oder die Negativ-
form wird in das Material gedriickt (Pragen). Neben reinen Biomaterialien
biologischen Ursprungs sind auch die hierin beschriebenen synthetischen

Polymere zur Abformung vorgesehen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist damit ein Verfahren zur Herstel-
lung eines artifiziellen Descemet-Konstrukts zumindest mit den Schritten: 1.
Bereitstellen eines polymeren Grundkoérpers und 2. Ausbilden einer rdumli-
chen Wabenstruktur in einer Oberfliche des Grundkoérpers mittels mikro-
strukturierendem Verfahren. Das Verfahren ist bevorzugt ausgewihlt aus:
photolithographischer Strukturierung, photolytischer Ablation, mikrome-

chanischer Ablation, Formgie3en und Formprégen.
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Bevorzugt enthélt der Schritt der Ausbildung der rdumlichen Wabenstruktur
die Unterschritte: 2.1. Erstellen einer negativen Form (Matrize) der Waben-
struktur mittels eines mikrostrukturierenden Verfahrens und anschlieend
2.2. Ausbilden der finalen Wabenstruktur in einem biokompatiblen oder
biologischen Polymer durch Gieflen oder Priagen mittels der erstellten nega-

tiven Form.

Erfindungsgemi3 wird das hierin beschriecbene artifizielle Descemet-
Konstrukt in einem Ansatz des ,tissue engineering*“ au3erhalb des mensch-
lichen oder tierischen Koérpers zur Neuherstellung eines Endothelgewebes
aus Einzelzellen eingesetzt. Gegenstand der Erfindung ist daher auch die
Verwendung des artifiziellen Descemet-Konstrukts zur mechanotransdukti-
ven Differenzierung von, insbesondere mesenchymalen, Vorldufer- oder

Stammzellen zu einem Cornealendothelgewebe in vitro.

Die Zellen, woraus erfindungsgemif3 das Cornealendothelgewebe de novo
an dem Descemet-Konstrukt gebildet werden soll, sind bevorzugt eukaryoti-
sche Vorlduferzellen, besonders adulte Stammzellen, embryonale Stammzel-
len sowie induzierte pluripotente Stammzellen. Bevorzugt sind mesen-
chymale Zellen, besonders bevorzugt mesenchymale Stammzellen. Diese
sind bevorzugt aus Gewebe des Empféangers isoliert. Bevorzugt werden dazu
adulte Stammzellen minimal invasiv aus autologem Fettgewebe des Patien-

ten enthommen.

Zur in vitro Differenzierung werden die Zellen auf die strukturierten Ober-
fliche des erfindungsgemifBen Descemet-Konstrukts ausgeséit und dort an
Ort und Stelle kultiviert. Die Zelldichte beim Ausséden betrigt bevorzugt
mindestens 5 x 10°/cm?. Zur Unterstiitzung der Differenzierung der Zellen

in vitro konnen schlieBlich zusitzlich an sich bekannte chemische Faktoren
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eingesetzt werden, welche die Mechanotransduktion der Zellen an dem er-
findungsgemal mikrostrukturierten Descemet-Konstrukt unterstiitzen. Be-
sonders ist aber vorgeschen, dass die Differenzierung der Zellen ausschlief3-
lich auf mechanotransduktivem Wege an der erfindungsgeméfen Mikro-
strukturierung des artifiziellen Descemet-Konstrukts erfolgt. Die dadurch
erhiltlichen de novo Cornealendothelgewebe sind daher im Wesentlichen
unbelastet von chemischen oder anderen physikalischen Differenzierungs-
faktoren, was zum einen die Differenzierung stabilisiert, zum anderen auch
die Mortalitét dieser Zellen oder deren De-Differenzierung auch postopera-

tiv reduziert.

Gegenstand der Erfindung ist damit auch ein Verfahren zur Herstellung ei-
nes de novo Cornealendothel-Implantats aus isolierten biologischen Zellen,
enthaltend die Schritte: 1. Inkontaktbringen isolierter biologischer Zellen
mit dem artifiziellen Descemet-Konstrukts, 2. Kultivierung der Zellen an
dem Descemet-Konstrukt, wobei eine Differenzierung der Zellen in En-
dothelzellen eines cornealen Endothels erfolgt, und 3. Erhalten des de novo
zu einem Cornealendothel ausdifferen-zierten Gewebes mit dem erfin-
dungsgeméifBen Descemet-Konstrukt als artifizieller Descemet-Membran als

das in vitro Cornealendothel-Implantat.

Es ist also in dieser Variante vorgeschen, das artifizielle Descemet-
Konstrukt zusammen mit den daran zu einem Endothel differenzierten Zel-
len als Implantat zur Reparatur von Endotheldefekten an der Cornea von
Patienten einzusetzen. In dieser Variante sind die vorgenannten Biomateria-

lien als Werkstoff fiir das Descemet-Konstrukt bevorzugt.

Als weiterer Gegenstand der Erfindung wird das artifizielle Descemet-

Konstrukt zusammen mit dem darauf ausgebildeten cornealen Endothelge-
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webe als in vitro Gewebeimplantat bereitgestellt. Dieses ist in das Auge ei-
nes Empfingers, Wirbeltierauge, besonders Sidugeticrauge, besonders
menschliches Auge, implantierbar, um dort die Funktion eines zerstorten
cornealen Endothelgewebes zu ersetzen. Gegenstand der Erfindung ist daher
auch ein in vitro Implantat, enthaltend aus isolierten Zellen de novo aufge-
bautes Cornealendothelgewebe und das artifizielle Descemet-Konstrukt. Das
ausdifferenzierte de novo Cornealendothelgewebe, welches an das erfin-
dungsgemifle Descemet-Konstrukt adhériert, kann als konfektioniertes in
vitro Implantat mittels an sich bekannter Operationstechniken, insbesondere
der DMEK (Descemet-Membran endotheliale Keratoplastie) oder DMAEK
(Descemet-Membran automatisierte endotheliale Keratoplastie), in das

Empfingerauge verbracht werden.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung eines de
novo Cornealendothel-Implantats aus isolierten biologischen Zellen, enthal-
tend die Schritte: 1. Inkontaktbringen isolierter biologischer Zellen mit dem
artifiziellen Descemet-Konstrukts, 2. Kultivierung der Zellen an dem
Descemet-Konstrukt, wobei eine Differenzierung der Zellen in Endothelzel-
len eines cornealen Endothels erfolgt, 3. Erhalten des de novo zu einem
Cornealendothel ausdifferen-zierten Gewebes an dem erfindungsgeméfen
Descemet-Konstrukt, 4. Ablésen des Cornealendothelgewebes von dem
Descemet-Konstrukt und Erhalt des isolierten Cornealendothelgewebes als

das in vitro Cornealendothel-Implantat.

Es ist in dieser alternativen Variante also vorgesehen, das nach Ausdifferen-
zierung der darauf ausgesiten Zellen zu einem Endothelgewebe von dort
wieder abzuldsen und das isolierte Endothelgewebe als Implantat zur Repa-

ratur von Endotheldefekten an der Cornea von Patienten einzusetzen.
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Das Ablosen des Endothelgewebes von dem artifiziellen Descemet-
Konstrukt kann nach an sich aus der in vitro Gewebekultur bekannten Ver-
fahren erfolgen. Darunter fillt die Verwendung von l6senden Enzymen, De-
tergenzien und dhnlichem. Es ist vorgesehen, dass die Zellen mit einem
schonenden Enzym wie Akkutase behandelt werden. Dabei muss verhindert
werden, dass neben den Adhésionsproteinen, welche die Anhaftung der En-
dothelzellen an das Substrat vermitteln, nich auch "tight junctions" zwischen
den Endothelzellen selbst zerstort werden, was die funktionelle Integritét des

Gewebes beeintriachtigen wiirde.

Bevorzugt ist, alternativ oder zusitzlich, die Oberfliche Descemet-
Konstrukts, zumindest an der Seite des Kontaktes mit den Endothelzellen,
spezifisch beschichtet oder funktionalisiert, um die Aubildung von Adhési-

onsfaktoren zu vermindern und die Ablésung zu erleichtern.

In einer besonders bevorzugten Variante ist, alternativ oder zuséitzlich, das
synthetische Polymer des Descemet-Konstrukts ein hierin beschriebenes
thermosensitives oder thermoresponsives Polymer, bevorzugt ein N-
Isopropylacrylamid. In solchen Werkstoffen kann iiber die Temperatur die
Adhision bezichungsweise die Ablosung der Endothelzellen vom Substrat,
das heiflt dem Descemet-Konstrukt gesteuert werden. Bevorzugt wird zum
Ablosen der Endothelzellen das Descemet-Konstrukt mit den Endothelzel-
len nach Abschluss der Kultivierungs-/Differenzierungsphase auf eine nie-
dere Temperatur von etwa 20 °C oder weniger gebracht. Dadurch erfahrt das
thermosensitive Substrat eine Zustandsdnderung, was zur Ablosung des En-

dothelgewebes als Ganzes fiihrt oder diese weitgehend unterstiitzt.

Als weiterer Gegenstand der Erfindung wird also das in vitro ausgebildete

cornealen Endothelgewebe als solches als das in vitro Gewebeimplantat
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bereitgestellt. Dieses ist in das Auge eines Empfangers, Wirbeltierauge, be-
sonders Sdugetierauge, besonders menschliches Auge, implantierbar, um
dort die Funktion eines zerstérten cornealen Endothelgewebes zu ersetzen.
Gegenstand der Erfindung ist daher auch ein in vitro Implantat, bestehend
aus dem aus isolierten Zellen de novo aufgebautes Cornealendothelgewebe.
Das isolierte de novo Cornealendothelgewebe kann mittels an sich bekannter
Operationstechniken, insbesondere der DMEK (Descemet-Membran en-
dotheliale Keratoplastie) oder DMAEK (Descemet-Membran automatisierte

endotheliale Keratoplastie), in das Empfangerauge verbracht werden.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Figuren und den Beispielen

zu spezifischen Ausfiihrungsformen néher beschrieben.

Die Figuren zeigen schematisch und beispielhaft den Aufbau des Descemet-
Konstrukts. In den Darstellungen in Figur 1 und Figur 2 sind die Gréfen
nicht skaliert; vielmehr sind die wabenférmigen Strukturen gegeniiber der
Gesamtgrofle des Konstrukts mehrfach vergroBert dargestellt. Figur 1 zeigt
eine Draufsicht in die konkave Seite 12 des erfindungsgemifien kalotten-
formigen Descemet-Konstrukts. Figur 2 zeigt eine Querschnittsansicht des
Descemet-Konstrukts nach Figur 1. Zur Darstellung der Raumlichkeit der
Struktur sind die Wabenstrukturen in Figur 1 zum Rand hin perspektivisch
verzerrt. Das Descemet-Konstrukt weist einen Grundkérper 10 in Form ei-
ner Kalotte oder Halbschale auf, wobei der entsprechende Kugelradius der
Kalotte dem Radius der Cornea im Empfiangerauge angepasst ist. Die Wa-
benstruktur der Mikrostrukturierung ist aus gedachten repetitiven Grunde-
lementen 20 zusammengesetzt, welche jeweils eine zentrale Vertiefung 22
und seitliche als positive Stege 24 ausgebildete Abgrenzungen aufweist. In
der dargestellten Ausgestaltung des Descemet-Konstrukts weist dieses rand-

seitig einen umlaufenden tiberstehenden Rand 14 auf. In der Oberflache der
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konkaven Vertiefung 12 des kalottenformigen Konstrukts 10 ist eine Wa-
benstruktur aus repetitiven Grundelementen 20, jeweils mit Vertiefungen 22
und seitlichen Stegen 24 vorgesehen. In der dargestellten Ausfiihrung ist an
dem oberen Rand des kalottenformigen Grundkdrpers 10 ein umlaufender

im Wesentlichen glatter Rand 14 ausgebildet.

Beispiel 1: Herstellung eines artifiziellen Descemet-Konstrukts

1. Lithographische Herstellung einer Matrize

1.1 Zwei-Photonen-Lithographie

Die Zwei-Photonen-Lithographie (2PL) basiert auf dem physikalischen Ef-
fekt der Zwei-Photonen-Absorption (2PA) und erméglicht die Herstellung
dreidimensionaler Strukturen bei einer lateralen Auflésung von 150 nm und
einer axialen Auflésung von 400 nm. Der aufgeweitete Strahl eines Femto-
sekunden-Faserlasers mit einer Wellenlédnge von 780 nm wird in ein inver-
tiertes Mikroskopobjektiv eingekoppelt und von diesem in ein fliissiges,
photosensitives Polymer fokussiert. Da der Laser fokussiert und gepulst ist,
ist die Intensitdt im Fokus hoch genug um innerhalb des Fokus Zwei-
Photonen-Absorption zu ermdglichen. In dem entsprechenden Bereich wird
anstatt infraroter Strahlung ultraviolette Strahlung mit einer Wellenldnge
von 390 nm emittiert. Das fliissige Photopolymer vernetzt nur bei der Be-
lichtung durch die energiereiche UV-Strahlung, so dass in dem Bereich, in
welchem Zwei-Photonen-Absorption stattfindet, das fliissige Polymer aus-

héartet.

Durch Bewegung des photosensitiven Polymers relativ zum Fokus kénnen
beliebige Strukturen aus Polymer, eingesetzt werden IP-Dip, IP-L, IP-G,
OrmoComp, AR-P3120, SUS, hergestellt werden. Ein abschlieBender Ent-
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wicklungsschritt in einem Losemittel 16st das unbelichtete Material von dem

belichteten um die Struktur frei zu legen.

Es gibt vier Variationen der Zwei-Photonen-Lithographie, die jeweils fiir die

Herstellung relevanter Strukturen genutzt werden kénnen:

a) Bei dem herkoémmlichen Verfahren wird der Laserstrahl durch ein
Glasplattchen hindurch in das photosensitive Polymer fokussiert. Zudem
befindet sich zwischen dem Mikroskopobjektiv und dem Glasplattchen Im-
mersionsdl, um moglichst viel Laserlicht in das Polymer einzukoppeln und
damit eine maximale Auflosung zu erméglichen. Der Arbeitsabstand des
Objektivs begrenzt bei dieser Variation des Verfahrens die maximale Struk-
turhohe. Die Struktur wird von der Oberseite des Substrats aus nach oben

hin aufgebaut.

b) Die Dip-in Laserlithographie (DiLL) erméglicht auch die Verwen-
dung opaker Substrate wie Metall oder Silizium. Hier wird der Laserstrahl
auf die Unterseite des Substrates fokussiert, das photosensitive Polymer be-
findet sich zwischen Mikroskopobjektiv und Substrat und dient gleichzeitig
als Immersionsmedium. Die Struktur wird von der Substratunterseite aus
nach unten hin aufgebaut. Die maximale Strukturhéhe aufgrund der Pie-
zosteuerung liegt bei 300 um, durch Verwendung des z-Drives des Mikro-

skopobjektivs konnen auch weitaus héhere Strukturen realisiert werden.

c) Die dritte Variation besteht in der Verwendung eines Luftobjektivs.
Das Prinzip entspricht dem des herkdmmlichen Verfahrens, jedoch ohne

Verwendung von Immersionsél.
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d) Durch ein AddOn, welches auf Galvoscannern basiert, kann durch
das Schreiben mit mehreren Foki gleichzeitig die Schreibgeschwindigkeit

auf bis zu 200 fach erhéht werden.

Die Strukturen, welche mit der 2PL hergestellt werden sollen, miissen zuerst
programmiert werden. Hierflir kann entweder die Software Describe (fiir
andere Systeme auch Matlab) verwendet werden, die mit der Programmier-
sprache GWL arbeitet, oder die entsprechende Struktur kann als stl-Datei
programmiert und dann dem Programm Nanoslicer libergeben werden. Da
das photosensitive Polymer nicht als Material fir die Zelldifferenzierung
geeignet ist, wird die invertierte Struktur der Descemet-Membran hergestellt
und in ein geeignetes Material abgeformt. Verwendet werden Silikonkaut-
schuk oder humanes oder tierisches Collagen. Entsprechend werden sechs-
eckige Noppen realisiert, die Abweichungen in Durchmesser und Hohe auf-

weisen und zuféllig angeordnet sind.

Die Vorgehensweise zur Herstellung der Strukturen gestaltet sich wie folgt:

. Fixierung des Substrats mit Kleber (Fixogum) im Probenhalter

. Auftropfen des entsprechenden Photopolymers auf die Oberseite (fiir
das herkdmmliche Verfahren und das Luftobjektiv) oder die Unterseite (fiir
das DiLL-Verfahren) des Substrats

. Fiir das herkommliche Verfahren zudem Aufbringung von Immersi-

onsol an der Unterseite des Substrats

. Fixierung des Probenhalters mit der Probe in dem 2PL-Gerét
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. Starten des Schreibvorgangs durch entsprechende Programmierung
der Struktur. Die Probe wird entsprechend der programmierten Struktur rela-

tiv zum Fokus des Lasers bewegt.

1.2.  Interferenzlithographie

Bei der Interferenzlithographie wird die Zwei- oder Mehrstrahlinterferenz
ausgenutzt um das entsprechende Interferenzmuster in einer lichtempfindli-
chen Flache abzubilden und zu speichern. Dafiir wird ein Laserstrahl (Argo-
nionenlaser) aufgeweitet und (z.B. durch einen Strahlteilerwiirfel) in zwei
Teilstrahlen geteilt. Diese werden mit Spiegeln (Plan- oder Konkavspiegeln)
unter einem bestimmten Winkel tiberlagert, so dass in Abhéngigkeit dieses
Winkels sowie der verwendeten Wellenldnge ein Streifenmuster mit einer

bestimmten Gitterkonstanten entsteht.

Die lichtempfindliche Probe, welche in dem Interferenzmuster positioniert
wird, besteht aus einem Substrat (Metall, Silizium, Glas), auf welches mit-
tels Spin Coatings eine glatte Schicht aus Photopolymer aufgeschleudert
wird (Schichtdicke, Schleuderprogramm). Hierbei kénnen Positiv- oder Ne-
gativlacke verwendet werden, wobei Negativlacke dort vernetzen, wo sie
belichtet werden, bei Positivlacken bildet der unbelichtete Anteil des Poly-

mers die Struktur.

Um das streifenformige Interferenzmuster in der Polymerschicht zu spei-
chern, wird eine Probe (Substrat mit Resistschicht) mit dem Interferenzmus-
ter belichtet. Ein darauf folgender Entwicklungsschritt 16st (bei Positivresist)
das belichtete Polymer aus der Schicht heraus. Damit mit diesem Verfahren
sechseckige Noppen hergestellt werden kénnen, muss dieselbe Probe drei-
mal mit dem Interferenzmuster belichtet werden, wobei die Probe nach jeder

Belichtung um 60° gedreht wird. Nach dem Entwicklungsschritt liegen
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sechseckige Noppen, bestechend aus Kunststoff vor, die ebenfalls fir die
Abformung der Descemet-Struktur in ein anderes Material verwendet wer-
den kdnnen. Die Vorgehensweise gestaltet sich dabei wie folgt:  Beschich-
ten eines Substrats mit Photopolymer, je nach Polymer ggf. Ausbacken der
Probe auf einer ,,Hot Plate*; Positionicren der Probe an der Stelle des Inter-
ferenzmusters im optischen Aufbau, Dreimaliges Belichten der Probe mit
dem Interferenzmuster, wobei die Probe nach jeder Belichtung um 60° in
dieselbe Richtung gedreht wird, und Entwickeln der Probe in dem entspre-

chenden Entwicklerbad

1.3 Grauton-Lithographie

Die Grauton-Lithographie basiert auf der Belichtung einer Maske, deren
Muster durch die Belichtung in einem photoempfindlichen Polymer gespei-
chert wird. Dabei werden unterschiedliche Strukturtiefen durch unterschied-
liche Grautone auf der Maske realisiert. Hinter der Maske bildet sich eine
Intensitétsverteilung entsprechend der Grautonverteilung auf der Maske aus.
Unter Verwendung eines Positivresists ist die Struktur dort am tiefsten, wo
die Intensitit am hochsten ist. Fir Negativresist-Materialien verhilt sich

dieser Zusammenhang umgekehrt.

Um mit der Grautonlithographie die invertierte Descemet-Struktur herzu-
stellen, muss eine Maske designt werden, welche die Struktur in Grauténen
abbildet. Bei Verwendung eines Positivresist-Materialien sind die Konturen
der Sechsecke hell und werden zur Mitte hin dunkler. Wird Negativresist-
Material verwendet, so sind die Sechsecke auf der Maske in der Mitte hell
und werden nach auflen hin dunkler. Um eine flichige Ausleuchtung der
Maske zu gewihrleisten, wird diese senkrecht zur optischen Achse in einen

aufgeweiteten und fokussierten Laserstrahl positioniert. Durch die Fokussie-
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rung wird die Maske verkleinert auf der Probe abgebildet, so dass die Mal3e
der Struktur originalgetreu sind. Hier gestaltet sich die Vorgehensweise wie
folgt: Beschichten eines Substrats mit Photopolymer, je nach Polymer ggf.
Ausbacken der Probe auf einer ,,Hot Plate, Positionieren der Probe an der
Stelle des Interferenzmusters im optischen Aufbau, Belichten der Probe mit
einem aufgeweiteten, fokussierten Laserstrahl, der unmittelbar nach der
Aufweitung die Grauton-Maske durchleuchtet, und Entwickeln der Probe in

dem entsprechenden Entwicklerbad.

2. Abformen des finalen biologischen Descemet-Konstrukts

Da fiir die Zelldifferenzierung die Materialeigenschaften von grofSer Bedeu-
tung sind, wird die so lithographisch hergestellte Struktur in ein weicheres
Material, verwendet werden Silikonkautschuk oder tierisches oder humanes
Collagen, abgeformt, so dass in dem Material die nachgebildete Descemet-
Struktur vorliegt. Zur Herstellung eines implantierbaren Descemet-
Konstrukts aus biokompatiblem Material, verwendet wird eine giefdhige
Collagenzusammensetzung, wird zunéchst eine strukturierte Matrize aus

Kunststoff erzeugt.

Beispiel 2: Herstellung des in vitro Cornealendothel-Gewebes

Mesenchymale Stammzellen, die zuvor aus dem Fettgewebe entnommen
und isoliert wurden, werden auf dem gemif Beispiel 1 hergestellten artifizi-
ellen Descemet-Konstrukt in einer Zelldichte von mindestens 5 x 10° Zellen
pro cm’ ausgesit. Zur gleichmifBigen Verteilung und Adhésion wird das

Konstrukt orbital geschiittelt.

Nach vollstindiger Adhésion wird die Membran in einen Bioreaktor einge-

spannt (37 °C, 5 % CO,, 100 % rel. Feuchte) und solange kultiviert, bis die
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Stammzellen vollstindig differenziert und die Funktionskraft cornealer En-
dothelzellen erzielt wurde (testbar durch Endothelzell-spezifische Marker
bezichungsweise Funktionstests). Die Kultivierungsdauer richtet sich indi-
viduell nach der Differenzierungsgeschwindigkeit der konkreten Stammzel-
len. Zur Kultivierung wird ein basales Kulturmedium verwendet, das zu 10

% Serum und 1 % Antibiotika enthalt.

Nach Abschluss der Kultivierung wird ein ausdifferenziertes vollfunktions-
fahiges de novo Cornealendothel-Gewebe auf dem Descemet-Konstrukt er-
halten. Dieses Gewebe haftet auf dem Descemet-Konstrukt an und bildet
zusammen mit dem Descemet-Konstrukt ein in vitro-Implantat zur Repara-

tur eines Cornealendotheldefekts in einem Empfiangerauge.
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1. Artifizielles Descemet-Konstrukt zur mechanotransduktiven Diffe-
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renzierung biologischer Zellen zu einem de novo Cornealendothel-Gewebe,
wobei das Konstrukt aus einem kalottenférmigen Grundkérper (10) mit ei-
ner in der konkaven Seite (12) des Grundkodrpers (10) ausgebildeten Waben-
struktur gebildet ist.

2. Konstrukt nach Anspruch 1, wobei die Wabenstruktur aus repetitiven
Grundelementen (20) mit zentraler Vertiefung (22) und seitlichen Stegen
(24) gebildet ist und die Steghéhe 0,3 bis 1 um, die Stegbreite 1 bis 8 um
und die Breite der von den Stegen umschlossenen Vertiefung jeweils von 10

bis 20 um betrégt.

3. Konstrukt nach Anspruch 2, wobei die Wabenstruktur aus repetitiven

Grundelementen (20) von im Wesentlichen gleicher Gro3e gebildet ist.

4. Konstrukt nach Anspruch 2, wobei die Wabenstruktur aus repetitiven
Grundelementen (20) verschiedener GroBe gebildet ist fiir eine quasi-
stochastische Verteilung der Gréfen der Grundelemente (20) in der Waben-

struktur.

5. Konstrukt nach einem der Anspriiche 2 bis 4, wobei die Grundele-

mente (20) jeweils eine hexagonale Grundform aufweisen.

6. Konstrukt nach einem der vorstechenden Anspriiche, bestechend aus

biologischem oder biokompatiblem Polymer.
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7. In vitro Implantat, enthaltend das Descemet-Konstrukt nach einem
der vorstechenden Anspriiche und de novo aus isolierten Zellen gebildetes

Cornealendothelgewebe.

8. Verfahren zur Herstellung eines artifiziellen Descemet-Konstrukts

nach einem der Anspriiche 1 bis 6, enthaltend die Schritte:

— Bereitstellen eines polymeren Grundkoérpers,

— Ausbilden einer rdumlichen Wabenstruktur in einer Oberfliche des
Grundkoérpers mittels mikrostrukturierendem Verfahren, ausgewéhlt
aus: photolithographischer Strukturierung, photolytischer Ablation,

mikromechanischer Ablation, Formgielen und Formpragen.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei die Ausbildung der rdumlichen

Wabenstruktur die Schritte enthélt:

— Erstellen einer negativen Form der Wabenstruktur mittels eines der

mikrostrukturierenden Verfahren und anschlieBend

— Ausbilden der Wabenstruktur in einem biokompatiblen oder biologi-
schen Polymer durch Gieflen oder Pragen mittels der erstellten nega-

tiven Form.

10.  Verwendung des artifiziellen Descemet-Konstrukts nach einem der
Anspriiche 1 bis 6 zur mechanotransduktiven Differenzierung von mesen-

chymalen Stammzellen zu Cornealendothel-Gewebe.

11.  Verfahren zur Herstellung eines in vitro Cornealendothel-Implantats

aus isolierten biologischen Zellen de novo, enthaltend die Schritte:
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— Inkontaktbringen isolierter biologischer Zellen mit dem artifiziellen

Descemet-Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 6,

— Kultivierung der Zellen auf dem Descemet-Konstrukt, wobei eine
Differenzierung der Zellen in Endothelzellen eines cornealen En-

dothels erfolgt, und

— Erhalten des zu einem de novo Cornealendothel ausdifferenzierten
Gewebes mit dem Descemet-Konstrukt als das in vitro Corne-

alendothel-Implantat.

12.  Verfahren nach Anspruch 11 mit dem weiteren Schritt:

— Ablosen des zu einem de novo Cornealendothel ausdifferenzierten
Gewebes von dem Descemet-Konstrukt und Erhalt des isolierten

Cornealendothels als das in vitro Cornealendothel-Implantat.

13.  Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei die isolierten biologi-

schen Zellen mesenchymale Stammzellen sind.

14.  in vitro Cornealendothel-Implantat, hergestellt nach dem Verfahren

nach einem der Anspriiche 11 bis 13.
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