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S (57 Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft zum einen ein in vitro und in vivo Verfahren zur Vermehrung und Diffe-

~ renzierung von Zellen, bei dem der Wachstumsprozess der Zellen durch den Einsatz der Wachstumsfaktoren Thrombopoietin (TPO)
und/oder Erythropoietin (EPO), und/oder Wachstumshormon (GH), insbesondere "Human Growth Hormone" (HGH), und/oder So-
matostatin und/oder "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF) und/oder "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF) eingeleitet bzw. terminiert

g und strukturell gelenkt wird, und zum anderen eine biologische Matrix oder Trégerstruktur enthaltend die genannten Wachstumsfak-
toren sowie ein Verfahren und eine Vorrichtung zu deren Herstellung bzw. zur Durchfithrung des erfindungsgemaissen Verfahrens.
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Verfahren und Vorrichtung zur Vermehrung und Differenzierung von Zellen
in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren und einer biologischen Matrix oder

Trigerstruktur

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von mindestens einem
Wachstumsfaktor in isolierter Form zur Kultivierung von primér differenzierten
Zellen, zur lokal spezifischen und/oder gerichteten Differenzierung adulter Zellen

und/oder zur Regeneration von Knochen, Geweben und/oder endokriner Organe.

In der Ontogenese, also der Keimesentwicklung des FEinzelwesens, werden
Wachstumsfaktoren exprimiert, die grundlegende strukturelle und hinsichtlich der
Zellzahl numerische Prozesse auslosen kénnen. Im wachsenden Organismus geht
die Fahigkeit zu strukturellen Reparaturen durch Regeneration zunehmend verlo-
ren, da diese Wachstumsfaktoren nicht mehr exprimiert werden. Faktoren des
Knochenmarks bzw. der blutbildenden Organe sind wihrend spezifischen ontoge-

netischen Prozessen an Wachstumsprozesse anderer Organe zeitlich gekoppelt.

Ein Nachteil bekannter Wachstumsfaktoren, wie z.B. "Epidermal Growth Factor"
(EGF), "Vascular Endothelial Growth Factor" (VEGF) oder "Hepatocyte Growth
Factor" (HGF), ist dass die Vermehrungsprozesse, insbesondere beim Einsatz
primérer Zellen in vitro limitiert sind und dass der Einsatz in vivo wegen mogli-
cher Nebenwirkungen, wie z.B. der Aktivierung von Onkogenen » problematisch

ist.

Bisher wurde angenommen, dass Gewebeextrakte, wie z.B. aus der Hypophyse
oder dem Hypothalamus, besonders geeignet sind, eine Zellvermehrung bei Hepa-
tozyten zu bewirken (siehe z.B. U.S. 6,008,047). Derartige tierische oder gele-
gentlich humane Extrakte wurden bereits Zellkulturen zugegeben. Die Verwen-
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dung tierischer oder humaner Gewebeextrakte ist vor dem Hintergrund tibertrag-
barer viraler Erkrankungen, wie z.B. BSE, Schweine- oder Schaf-Viren, im La-
borbetrieb oder in der klinischen Anwendung jedoch problematisch. Die Verwen-
dung derartiger Extrakte dokumentiert das mangelnde Wissen der eigentlich rele-
vanten Faktoren und deren Einsatz- und Wirkpotentiale. Ein weiterer wesentlicher
Nachteil ist, dass durch derartige heterogene Extrakte, die im allgemeinen schwer
definierbar sind und erheblich von der verwendeten Quelle abhéngen, auch Fakto-
ren in die Kultur eingebracht werden, die unter Umsténden bei einer klinischen
Anwendung unerwiinschte Nebenwirkungen oder Eigenschaften bewirken. Die
genaue Kenntnis der Faktoren und deren kontrollierten Gabe wire daher sowohl
ein wichtiger Faktor, um Zellen, insbesondere im Bereich des Tissue Engineering,
entsprechend vermehren und differenzieren zu kénnen als auch um strukturelle

Prozesse der dreidimensionalen (3-D) Regeneration zu induzieren.

Insbesondere beim Tissue Engineering stehen derartige strukturelle Vorgaben im
Vordergrund, wobei das 3-D-Wachstum und dessen Initiation bisher nicht ver-
standen ist. Konventionelle Ansitze wie Aggregatkulturen erreichen zwar eine
hohe Dichte, miissen aber mit vorexpandierten oder aus priméren Geweben iso-
lierten Zellen, z. B. Hepatozyten, aufgebaut werden. Ein induktiver Wachstums-

prozess in eine bestimmte, vorgegebene Struktur war bisher nicht moglich.

Im Gegenteil werden heutzutage noch Zellen, wie z.B. Hepatozyten, nach den
Vermehrungsphasen in ein Gel eingebettet, um die Bildung von weiteren, auch
groBen Aggregaten (Superaggregaten) zu vermeiden. Diese Gele sind in der Aus-
dehnung zweidimensional, enthalten eine hohe Zelldichte und stoppen daher die
Zellvermehrung. Derartige 2-D-Geleinschliisse, die in Schichten resultieren, wur-
den bereits von Bader et al. (1995), Artif. Organs., 19, 368-374 als Sandwichmo-
dell oder "gel entrapment" beschrieben. Durch die Einbettung von Aggregaten in
Gelen kommt es zwar zu einer Verbesserung des Erhalts der Differenzierung, je-

doch nicht zu einem weiteren Wachstum.

PCT/EP2003/006509
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Ein formschaffendes Wachstum aus wenigen Vorlduferzellen in eine 3-D-Struktur
und ein induktives Verhalten fiir Nachbarschaftsprozesse im Sinne einer Gewebe-
regeneration in vitro und in vivo war bisher nicht méglich. Ein induktive Wachs-
tumsverhalten von Zellen bedeutet jedoch gerade fiir therapeutische oder biotech-
nologische Prozesse eine erhebliche Innovation. Ein derartiges Wachstumsverhal-
ten sollte, unterstiitzt durch eine 3D Trigermatrix, ein Wachstum nicht nur im
Sinne einer Besiedlung oder einem strukturellen Remodelling erlauben, sondern
tatséchlich eine gerichtete de novo Formierung aus einem Induktionsnukleus er-
lauben konnen. Derartige Prozesse laufen in der Ontogenese ab und bauen auf

eine vorher existierende Anlage auf.

Bekannt ist lediglich, dass Wachstumsfaktoren, insbesondere bei neuronalen Pro-
genitoren fotalen Ursprungs wie z.B. "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF), "Ciliary
Neurotropic Factor" (CNTF), "Glial Derived Neurotrophic Factor" (GDNF) oder
"nerve growth factor" (NGF), eine Proliferationsphase undifferenzierter Neuronen
ermoglichen. Nach Erreichen einer Differenzierung kénnen diese Faktoren jedoch

nicht mehr wirken.

Beim Tissue Engineering haben wir zusétzlich das Problem, dass patientenspezifi-
sche, adulte Zellsysteme verwendet werden, die bereits weiter differenziert sind
als fotale Zellen. Zusétzlich handelt es sich in situ als auch in vitro um Kokultursi-
tuationen, die in der klassischen Anwendung nicht beriicksichtigt werden. Im Ge-
genteil es wird beispielsweise sogar versucht, Kokulturen aus Endothelzellen,
Makrophagen und Fibroblasten, wie sie in der Leber vorkommen, bei der Expan-
sion der parenchymattsen Leberzellen zu vermeiden, da sie nicht erwiinscht sind.
Man weiB jedoch inzwischen, dass die Gegenwart dieser sogenannten nichtparen-
chymalen Zellen in differenzierten Kulturen wesentlich zu der Differenzierung

beitragen.

Es ist daher wiinschenswert, ein Vermehrungsverfahren in vitro und/oder ein Re-

generationsverfahren in vivo zu schaffen, das den physiologischen Zustand dieser
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Zellsysteme im wesentlichen erhalten kann und ein im wesentlichen strukturelles

Wachstum erméglicht.

Es wurde nun gefunden, dass die Verwendung der Wachstumsfaktoren Thrombo-
poietin (TPO) und/oder Erythropoietin (EPO) und/oder Wachstumshormon (GH),
und/oder Somatostatin und/oder "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF) und/oder
"Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF) die Vermehrung und Differenzierung von
Zellen einleitet bzw. terminiert und strukturell lenkt.

Uberraschenderweise wurde hierdurch nicht nur eine Vermehrung der Zellen,
sondern auch eine Induzierung struktureller Prozesse bewirkt, insbesondere wenn
tiber eine induktive Wirkung bei einem Implantat vor Ort (in situ) beispielsweise
tiber einen sogenannten Homingprozess eine lokal spezifische Zellvermehrung
und gerichtete Differenzierung bewirkt wird. Das bedeutet, dass die Wachstums-

hormone diese strukturellen Prozesse ausldsen aber auch terminieren kénnen.

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Vermehrung und Differen-
zierung von Zellen in vitro, bei dem der Wachstumsprozess der Zellen durch den
Einsatz der Wachstumsfaktoren TPO und/oder EPO und/oder GH, insbesondere
HGH und/oder Somatostatin und/oder LIF und/oder CNTF eingeleitet bzw. termi-
niert und strukturell gelenkt wird.

So ist TPO beispielsweise auch bekannt als c-Mpl-Ligand, mpl-Ligand, Megapoi-
etin oder Megakariozyten-Wachstums- und Entwicklungsfaktor und wurde bis-
lang nicht in der Kultur von z. B. adulten Hepatozyten oder anderen priméren Zel-
len eingesetzt, auBler von Thrombozyten oder ihren Vorldufern. TPO ist essentiell
notwendig fiir die Entwicklung und Proliferation von Megakariozyten und
Thrombozyten und somit fiir die Bildung von Blutplittchen. TPO wird als 332

Aminoséure-langes Protein konstitutiv in der Leber und in den Nieren produziert.
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Als zusitzliche Wachstumsfaktoren kénnen gem#B der vorliegenden Erfindung
"Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), Prostaglandine, Granulozyten-
Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), "Growth Hormone Releasing
Hormone" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-
releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopa-
min, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin,

beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopressin eingesetzt werden.

Neben einer Beendigung bzw. Reduzierung der Zufuhr der beschriebenen Wachs-
tumsfaktoren zu der Kultur eignen sich zur Terminierung des erfindungsgemiBen
Wachstumsprozesses auch Somatostatin und/oder TGF beta und/oder Prostaglan-

dine.

Die einzelnen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren liegen in Losung iibli-
cherweise bei ca. 1 bis ca. 100 ng/ml, vorzugsweise bei ca. 10 bis ca. 50 ng/ml,
insbesondere bei ca. 10 bis ca. 20 ng/ml. Bei lokalen Beschichtungen kénnen die
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren jedoch auch ein Vielfaches davon betra-

gen,

Beispielsweise konnen bei der Regeneration endokriner Organe die Interaktion
der Wachstumsfaktoren, insbesondere von "Growth Hormone Releasing Hormo-
ne" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing
Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Somatostatin,
Dopamine, "Antidiuretic Hormone" (ADH) und/oder Oxytocin, mit der Tréger-

matrix in situ eine endokrine Differenzierung und/oder Wachstum ausldsen.

Des weiteren konnen Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin

und/oder Vasopressin fiir die strukturellen Prozesse eingesetzt werden.

In einer weiteren Ausfiihrungsform konnen zusitzlich ein oder mehrere Nervenre-

generationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth factor" (NGF) und/oder ein oder
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mehrere GeféiBregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Vascular Endothelial Growth
Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Factor" (PDGF), eingesetzt

werden.

In Anwesenheit von Endothelzellen kann auch eine Endothelialisierung der Zellen

und somit eine optimale Himokompatibilitit erreicht werden.

Die genannten Wachstumsfaktoren sind im allgemeinen kéuflich zu erwerben,
kénnen aber auch gentechnisch nach dem Fachmann bekannten Methoden herge-
stellt werden. Sie umfassen nicht nur die natiirlich vorkommenden Wachstums-
faktoren, sondern auch Derivate oder Varianten mit im wesentlichen derselben

biologischen Aktivitiit.

So ist beispielsweise TPO von der Fa. CellSystems GmbH, St. Katharinen kiuf-
lich zu erwerben. Fiir die Kultivierung von humanen adulten Hepatozyten wird
die Verwendung von humanem TPO bevorzugt. Des weiteren ist die Herstellung
und Charakterisierung von TPO und dessen Varianten beispielsweise in EP 1 201
246, W0O95/21919, W095/21920 und WO95/26746 beschrieben.

Als Varianten von TPO eignen sich beispielsweise die in der W095/21919 be-
schriebenen TPO-Derivate oder die in W095/21920 beschriebenen allelischen
Varianten oder Spezieshomologe oder das in W095/26746 und EP 1 201 246 be-
schriebene pegylierte TPO, ohne sie darauf zu beschrinken. Als pegyliertes TPO
wird im Sinne der vorliegenden Erfindung TPO-Derivate verstanden, die an ein
organisches Polymer, wie z.B. Polyethylenglykol, Polypropylenglykol oder Poly-
oxyalkylen, gebunden sind. Als weitere Varianten von TPO werden auch Derivate
von TPO verstanden, die eine Sequenzidentitit von weniger als 100% besitzen
und dennoch die Aktivitit von TPO, wie vorzugsweise in EP 1 201 246 beschrie-
ben, besitzen. Ublicherweise besitzen TPO-Derivate eine Sequenzidentitit von
mindestens 70%, vorzugsweise mindestens 75%, insbesondere mindestens 80%

und vor allem mindestens 85% im Vergleich zu humanem TPO einschlieBlich
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derer Fragmente mit TPO-Aktivitit. Eine besonders bevorzugte TPO-Aktivitdt im
Sinne der vorliegenden Erfindung ist die Beschleunigung der Proliferation, Diffe-
renzierung und/oder Reifung von Megakaryozyten oder Megakaryozyten-
Vorlaufer in Pléttchen-produzierende Formen dieser Zellen durch TPO oder des-

sen Varianten.

EPO wird auch als embryonale Form des TPO bezeichnet und ist mit seinen Vari-
anten z. B. in der EP 0 148 605, EP 0 205 564, EP 0 209 539, EP 0 267 678 oder
EP 0 411 678 beschrieben.

Die oben nidher beschriebenen, beispielhaften Derivate und Varianten gelten in

analoger Weise auch fiir die anderen genannten Wachstumsfaktoren.

Der Begriff Wachstumsfaktor ist folglich gemé# der vorliegenden Erfindung nicht
nur auf die natiirlich vorkommenden Formen beschrinkt, sondern umfasst auch
nicht natlirlich vorkommende Formen bzw. Varianten oder Derivate. Der Begriff
Wachstumsfaktor umfasst geméd der vorliegenden Erfindung nicht nur Wachs-
tumsférderer, sondern auch Wachstumsinhibitoren, wie z. B. Somatostatin, TGF
beta und/oder Prostaglandine. Derartige Wachstumsinhibitoren eignen sich insbe-
sondere zur Unterdriickung bzw. Hemmung des Wachstums von verénderten Zel-
len, wie z. B. Tumorzellen, indem diese gleichzeitig oder sequenziell beispiels-
weise auch mittels Hydrogele oder Slow-release Materialien hochkonzentriert,

lokal eingesetzt werden.

Der erfindungsgemiBe Wachstumsprozess wird in einer fiir die jeweiligen Zellen
geeigneten Kultur durchgefiihrt. Hierbei kénnen mittels einer geeigneten Vorrich-
tung die sich gegebenenfalls wihrend des Wachstumsprozesses bildenden Zellag-
gregate zerkleinert und gegebenenfalls eingekapselt und gegebenenfalls eingefro-

ren werden.

PCT/EP2003/006509
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Als Vorrichtung eignet sich beispielsweise ein Gitter mit z. B. einer schneidenden
Maschenstruktur von beispielsweise 500 um GroBe, die bewirkt, dass immer wie-
der neue Tochteraggregate von beispielsweise Hepatozyten entstehen konnen.
Dies kann vorteilhafterweise in einem vollstindig geschlossenen System gesche-
hen. Insbesondere kénnen berithrungslose, automatisch oder manuell gesteuerte
Pumpsysteme eingesetzt werden, die z. B. aus Kolbenpumpen bestehen oder
magnetisch bzw. durch Druckluftkompression von Schliuchen erzeugte, gerichte-
te Stréme erzeugen. In Anwesenheit von Endothelzellen kann es durch den Scher-
stress in einem perfundierten Bioreaktor zu einer spontanten Konfluenz der Endo-
thelzellen auf den Oberfléchen der Aggregate kommen, was fiir die weitere Ver-

wendung vorteilhaft sein kann.

Fur die Einkapselung eignen sich dem Fachmann bekannte, geeignete Materialien,
in die beispielsweise strukturierte Formen oder Réiume integriert werden, die eine
in situ Wachstumsstruktur bzw. VergroBerung ermdoglichen. Alternativ kann auf
die Kapsel verzichtet werden und beispielsweise in Gegenwart von Endothelzel-
len eine Endothelialisierung und somit eine optimale Hémokompatibilitit erreicht

werden.

In einer weiteren Ausfithrungsform wird der Wachstumsprozess der Zellen lokal
eingeleitet bzw. terminiert und strukturell gelenkt, vorzugsweise durch eine biolo-

gische Matrix.

Die biologische Matrix wird hierbei beispiclsweise mit einem der genannten
Wachstumsfaktoren oder mit einer Kombination der genannten Wachstumsfakto-
ren als Mischung oder sequenziell behandelt. Hierdurch wird auch bei adulten
Zellsystemen noch eine 3D-Regeneration und/oder eine artifizielle Lenkung einer

Gewebereparatur bzw. Gewebeziichtung ermdglicht.

Die biologische Matrix ist {iblicherweise ein Implantat, z. B. ein Stent, ein Patch

oder ein Katheter, ein Transplantat, z. B. ein Hauttransplantat, und/oder ein Tri-
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germaterial zum Wachstum von Zellen, z.B. ein sogenanntes Slow-release Mate-
rial, z.B. ein Hydrogel beispielsweise auf der Basis von Fibrin und/oder Polymere,
wie z. B. Polylaktid oder Polyhydroxyalkanoat, und/oder Alginate, ein Knochen-
ersatzmaterial, z.B. Tricalciumphosphat, ein allogenes, autologes oder xenogenes
azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, z.B. eine Herzklappe, Ve-
nenklappe, Arterienklappe, Haut, Gefd, Aorta, Sehne, Comea, Knorpel, Kno-
chen, Tracea, Nerv, Miniskus, Diskus intervertebralis, Ureteren, Urethra oder Bla-
se (siche z. B. EP 0 989 867 oder EP 1 172 120), eine Matrix wie z.B. eine Lami-
nin-, Collagen IV- und/oder Matrigel-Matrix, vorzugsweise ein F eeder-Layer, wie
z.B. Collagen I-, 3T3- und/oder MRC-5-Feeder Layer, oder ein Collagenflief.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird die biologische Matrix mit
Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlduferzellen, Knochen-
markszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, z.B. mit adulten
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark, nach dem Fachmann bekannten Verfah-
ren vorbesiedelt. Dadurch kann erreicht werden, dass der in vivo Wundheilungs-
prozess in vitro vorweggenommen wird und damit nach Implantation in vivo eine

verkiirzte Reintegrationszeit erfolgt.

Als Zellen gemiB der vorliegenden Erfindung werden insbesondere adulte Zellen,
d. h. primér differenzierte Zellen, die bevorzugt keinen embryonalen oder fétalen
Phénotyp mehr besitzen, verwendet und besonders bevorzugt humane adulte Zel-
len. Beispiele hiervon sind adulte Progenitorzellen, gewebespezifische Zellen,
vorzugsweise Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten und/oder glatte Muskelzel-

len.

Es konnen aber auch veréinderte Zellen, wie z. B. Tumorzellen, durch z. B. eine
hochkonzentrierte, gleichzeitige oder sequenzielle Gabe von Wachstumsinhibito-
ren, wie Somatostatin, TGF beta und/oder Prostaglandine unterdriickt bzw. inhi-
biert werden. Hierbei kénnen die bereits erwihnten Hydrogele oder Slow-release

Materialien eingesetzt werden, die mindestens einen der genannten Wachstumsin-
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hibitoren enthalten oder damit angereichert sind, und lokal oder in der Nachbar-

schaft der verdnderten Zellen appliziert werden.

Das erfindungsgeméBe Verfahren eignet sich somit insbesondere zur lokal spezi-
fischen und/oder gerichteten Vermehrung, strukturellem Wachstum und nachfol-
gender Differenzierung adulter Zellen und/oder zur Regeneration von Knochen,
Geweben und/oder endokriner Organe, z.B. von Herzklappen, Venenklappen,
Arterienklappen, Haut, GefiBen, Aorten, Sehnen, Comea, Knorpel, Knochen,

Tracea, Nerven, Miniskus, Diskus intervertebralis, Ureteren, Urethra oder Blasen.

Das erfindungsgeméBe Verfahren kann auch zur lokalen Applikation in vivo ein-
gesetzt werden, in dem die genannten Wachstumsfaktoren entweder allein oder in
Kombination als Mischung oder sequenziell eingesetzt werden oder in Kombina-
tion mit den genannten biologischen Matrizes oder Tréagerstrukturen, beispiels-
weise fiir die Geweberegeneration, wie z. B. die Leberregeneration, Herzmuskel-
regeneration oder fiir die Wundheilung im Bereich Haut, z.B. bei diabetischen
Ulzera, oder Gingiva. Beispielsweise kann z. B. TPO in einem Hydrogel, z. B.
Fibrin und/oder ein Polymere, wie z. B. Polylaktid oder Polyhydroxyalkanoat,
und/oder ein Alginat, auf die Resektionsfliche z. B. einer Leber zur Leberregene-
ration aufgebracht werden oder bei z. B. akutem Leberversagen tiber einen Port
mit Hilfe eines Katheters lokal oder systemisch appliziert werden. Die genannten
Wachstumsfaktoren kénnen somit z. B. vor, wihrend oder nach einer Leberresek-
tion bzw. Entfernung von Lebergewebe appliziert werden, um die Leberregenera-
tion zu unterstiitzen. Beim Einsatz der genannten Wachstumsfaktoren zur Forde-
rung der Knorpelregeneration kann der oder kénnen die Wachstumsfaktoren di-
rekt in das Kniegelenk injiziert werden. Somit kann der oder kénnen die Wachs-
tumsfaktoren {iber die Synovialfliissigkeit direkt auf die Bildung einer neuen

Knorpelstruktur wirken.

Folglich bezieht sich die vorliegende Erfindung auch auf die Verwendung der
Wachstumsfaktoren TPO und/oder EPO und/oder GH und/oder Somatostatin
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und/oder LIF und/oder CNTF zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung
der Regeneration von Knochen, Knorpel, Geweben und/oder endokriner Organe,
z.B. parenchymatoser und/oder nicht-parenchymatoser Organe, insbesondere von
Herzmuskel, Herzklappen, Venenklappen, Arterienklappen, Haut, GefiBen, Aor-
ten, Sehnen, Comea, Knorpel, Knochen, Tracea, Nerven, Miniskus, Diskus inter-
vertebralis, Leber, Darmepithel, Ureteren, Urethra oder Blasen, bzw. zur Behand-
lung von Degenerationserkrankungen und/oder zur Unterstiitzung des Wundhei-
lungsprozesses, insbesondere bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa und/oder im
Bereich Haut, vorzugsweise bei diabetischer Ulzera oder Gingiva und/oder zur
Behandlung von Lebererkrankungen, insbesondere von Leberzirthose, Hepatitis,
akuten oder chronischen Leberversagen und/oder Wundheilung im Muskelbereich
nach Sportverletzungen, Muskelerkrankungen, Knochenverletzungen, Weichteil-
verletzungen und/oder zur Verbesserung der Wundheilung und Geweberegenera-
tion z.B. nach Operationen, akuten und chronischen Erkrankungen und/oder zur
Verbesserung der Wundheilung und Geweberegeneration z.B. nach Operationen,
akuten und chronischen Erkrankungen und/oder ischdmischen Herzmuskelerkran-
kungen zur Anregung der Geféfineubildung und Regeneration und/oder Ischimien
nach Verletzungen und Trauma und/oder Regeneration von Geweben im An-
schluss an eine Gewebeverletzung z. B. mit Herzinfarkt oder Thrombosen (zentral
oder peripher) unter Umsténden mit nachfolgender Ischimie. Die EPO-Gabe er-
moglicht hierbei eine Gefiiineubildung und eine nachfolgende bzw. begleitende

Geweberegeneration.

In einer besonderen Ausfihrungsform wird als Wachstumsfaktor zusitzlich
"Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), Prostaglandine, Granulozyten-
Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), "Growth Hormone Releasing
Hormone" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-
releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopa-
min, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin,

beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopressin verwendet bzw. zusitzlich ein
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oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth factor"
(NGF) und/oder ein oder mehrere Geféiiregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Va-
scular Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth
Factor" (PDGF).

Die in der vorliegenden Erfindung dargestellten weiteren Ausgestaltungsformen
gelten in analoger Weise auch fiir die beschriebenen erfindungsgemaBen Verwen-

dungen.

Des weiteren kann eine biologische Matrix oder Trigerstruktur enthaltend min-
destens einen der Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH,
Somatostatin, LIF und/oder CNTF als induktives Substrat fiir 3-D Wachstum
und/oder Regeneration innerhalb einer Vermehrungsphase oder nach einer
Vermehrungsphase zur Differenzierung oder zum Wachstumsarrest benutzt
werden. Zum Beispiels kann mindestens einer der genannten Wachstumsfaktoren
auf einen Stent in Kombination mit einem sogenannten Slow-release Material,

wie oben beispielhaft beschrieben, aufgebracht werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch eine biologi-
sche Matrix oder Trigerstruktur enthaltend mindestens einen der Wachstumsfak-
toren Thrombopoietin (TPO), Erythropoietin (EPO) Wachstumsfaktor (GH), ins-
besondere "Human Growth Hormone" (HGH), Somatostatin, "Leukemia Inhibito-
ry Factor" (LIF) und/oder "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF), wobei die biolo-
gische Matrix oder Trigerstruktur hierbei auch zusétzlich mindestens einen der
Wachstumsfaktoren TGF beta, Prostaglandin, GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH,
CRH, Dopamin, ADH, Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin,
Lutrotropin und/oder Vasopressin und gegebenenfalls zusitzlich einen oder meh-
rere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth factor" (NGF)
und/oder einen oder mehrere Gefiregenerationsfaktoren, vorzugsweise "Vascu-
lar Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder "Plateled Derived Growth Fac-
tor" (PDGF) enthalten kann.
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Die erfindungsgeméfe biologische Matrix oder Trigerstruktur stellt beispielswei-
se ein Implantat, ein Transplantat und/oder ein Trigermaterial zum Wachstum
von Zellen dar, wobei die biologische Matrix oder Trigerstruktur ein Stent, ein
Katheter, eine Haut, ein Hydrogel, ein Knochenersatzmaterial, ein allogenes, auto-
loges oder xenogenes, azellularisiertes oder nicht-azellularisiertes Gewebe, ein
synthetisches Gewebe, ein Feeder-Layer oder ein FlieB, wie z. B. ein FlieB aus
Collagen, Laminin und/oder Fibronektin mit oder ohne synthetischer oder ander-
weitiger Grundstruktur, wie z. B. Kunststoff oder eine biologische Matrix, sein

kann. Beispielhafte Ausfithrungsformen sind bereits oben beschrieben.

Die biologische Matrix oder Trégerstruktur ist, wie oben bereits niher beschrie-
ben, vorzugsweise bereits mit gewebespezifischen Zellen, Vorlduferzellen, Kno-
chenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe vorbesiedelt
oder fiir die in vivo Besiedelung bzw. das induktive Remodelling in vitro bereits

vorbereitet.

Die biologische Matrix oder Trigerstruktur kann auch mit einer
(Bio)polymerschicht, die mindestens einen der genannten Wachstumsfaktoren
enthalt, beschichtet sein. Als (Bio)polymerschicht eignen sich z. B. Fibrin, Plas-
ma, Collagen und/oder Polylaktide.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf ein Verfahren zur Herstellung
einer erfindungsgeméiBen biologischen Matrix oder Trégerstruktur, bei dem eine
gegebenenfalls aktivierte biologische Matrix oder Trigerstruktur mit mindestens
einem der Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH, Somatostatin,
LIF und/oder CNTF beschichtet wird, wobei die genannte Matrix oder Tréger-
struktur gegebenenfalls mit zusdtzlich mindestens einem der Wachstumsfaktoren
TGF beta, Prostaglandin, GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH, CRH, Dopamin, ADH,
Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder

Vasopressin und gegebenenfalls zusétzlich mit einem oder mehreren Nervenrege-
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nerationsfaktoren, vorzugsweise NGF und/oder einen oder mehreren GefiBrege-

nerationsfaktoren, vorzugsweise VEGF und/oder PDGF beschichtet werden kann.

Die Aktivierung der biologischen Matrix oder Trégerstruktur kann beispielsweise
mittels Plasmaionisation, z.B. unter Verwendung von Wasserstoffperoxid, oder

mittels Laseraktivierung erfolgen.

Alternativ kann eine Beschichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht,
die den oder die genannten Wachstumsfaktor(en) enthilt, erfolgen. Hierzu eignen

sich beispielsweise Fibrin, Plasma, Blut, Collagen und/oder Polylaktide.

Ebenso kann geméB dem erfindungsgemdfBen Verfahren die biologische Matrix
oder Trigerstruktur in vitro mit Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen,
Vorlduferzellen, Knochenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fa-

sergewebe, vorbesiedelt werden.

Die oben beschriebenen bevorzugten Merkmale bzw. Merkmalsbeispiele der vor-
liegenden Erfindung gelten in analoger Weise fiir das erfindungsgemiBe Herstel-

lungsverfahren.

Die vorliegende Erfindung erstreckt sich auch auf eine Vorrichtung zur Durchfiih-
rung der erfindungsgeméfBen Verfahren, wobei ein perfundierter Bioreaktor insbe-

sondere in Form eines geschlossenen Systems bevorzugt ist.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung ndher erldutern, ohne sie zu be-

schrinken.
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Beispiele:

1. Knochenregeneration

Ein phasenreines beta Tricalciumphosphat wird mit einer Mikroporositét von z. B.
> 15 pm als Granulat vorbereitet und in eine Form eines 3-D-Defektes entspre-
chend eines Patientenbedarfs geformt. Dies geschieht iiblicherweise in einem Sin-
terungsprozess. Danach wird das Material mit Plasmaionisation behandelt, so dass
eine Aktivierung der Oberflichen eintritt und das Konstrukt in eine Losung mit
Thrombopoietin, Erythropoietin und/oder Wachstumshormon (GH) eingelegt und
damit in geringen Mengen definiert beschichtet wird. Alternativ kann eine Inku-
bation in einer Losung ohne vorherige Oberfléchenaktivierung oder eine Be-
schichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, die diese Wachstums-
faktoren enthilt, erfolgen. Hier konnen z.B. Fibrin, Plasma, Collagen und/oder

Polylaktide eingesetzt werden.

Dieses Konstrukt wird danach entweder sofort in einen Defekt eingebracht oder in
vitro mit gewebespezifischen Zellen, Vorlduferzellen oder Knochenmarkszellen
vorbesiedelt. Dadurch wird erreicht, dass der in vivo Wundheilungsprozess in
vitro vorweggenommen wird und damit nach Implantation in vivo (z.B. nach 7
Tagen) eine verkiirzte Reintegrationszeit erfolgen kann. Eine Kombination mit
Faktoren der Nervenregeneration (NGF) oder Geféfiregeneration (VEGF, PDGF)
ist moglich. Hierbei ist die Kombination mit den strukturbildenden Faktoren und

Milieukonzepten interessant.

In vivo und in vitro kommt es zur Integration des blutbildenden und stammzellrei-
chen Knochenmarks wie auch zu einer beschleunigten Differenzierung von Oste-
oblasten und einer beschleunigten Resorption der Tragermatrix und einem Ersatz
durch normalen Knochen. Durch die Rekruktierungskompetenz und den indukti-
ven Charakter erfolgt eine ortspezifische Integration.

PCT/EP2003/006509
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Diese kann weitergefordert werden, in dem bereits in vitro eine Ubersiedlung an

den externen Seiten mit Periost erfolgt.

2. Herzklappenregeneration und Herstellung urologischer Konstrukte

Eine biologische Matrix (allogene oder autologe Herzklappe mit und ohne Azellu-
larisierung, eine synthetische Trégerstruktur aus Kunststoffen, die dem physiolo-
gischen Mikromilieu des kardiovaskuléren Zielgewebes hinsichtlich der chemi-
schen Zusammensetzung der Kollagene und deren rdumlicher Anordnung nahe
kommt) wird mit Thrombopoietin und Erythropoietin als Wachstumsfaktoren

vorbeschichtet.

Danach wird das Material mit Plasmaionisation behandelt (z. B. unter Verwen-
dung von Wasserstoffperoxid, H0,), wodurch zugleich eine Sterilisation erreicht
wird, so dass eine Aktivierung der Oberfléchen eintritt und das Konstrukt in eine
Losung mit Thrombopoietin, Erythopoietin und/oder Wachstumshormon (GH)
eingelegt und damit in geringen Mengen definiert beschichtet wird. Alternativ
kann eine Inkubation in einer Losung ohne vorherige Oberflachenaktivierung oder
eine Beschichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, die diese
Wachstumsfaktoren enthilt, erfolgen. Hier kénnen z.B. Fibrin, Plasma, Blut, Col-

lagen oder Polylaktide eingesetzt werden.

Dieses Konstrukt wird danach entweder sofort an den Bedarfsort (Herzlappenpo-
sition, als Patch oder GefiBersatz) eingebracht oder in vitro mit gewebespezifi-
schen Zellen, Vorlauferzellen oder Knochenmarkszellen vorbesiedelt. Dadurch
wird erreicht, dass der in vivo Wundheilungsprozess in vitro vorweggenommen
wird und damit nach Implantation in vivo (z.B. nach 7 Tagen) eine verkiirzie
Reintegrationszeit erfolgen kann. Eine Kombination mit Faktoren der Nervenre-
generation (NGF) oder GefiBregeneration (VEGF, PDGF) ist moglich, aber nicht

zwingend erforderlich.

PCT/EP2003/006509
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In vivo und in vitro kommt es zur Integration des blutbildenden und stammzellrei-
chen Knochenmarks wie auch der beschleunigten Differenzierung von Fibrobla-
sten und glatten Muskelzellen und einer beschleunigten Resorption der Triger-
matrix und einen Ersatz durch normales kardiovaskulires Gewebe. Durch die
Rekrutierungskompetenz und den induktiven Charakter erfolgte eine ortspezi-
fische Integration.

Diese kann weitergefordert werden, in dem bereits in vitro eine Ubersiedlung an

den externen Seiten mit Endothelzellen erfolgt.

In entsprechender Weise konnen urologische Konstrukte hergestellt werden.

3. Vermehrung adulter Hepatozyten in Kokultur mit nichtparenchymalen
Zellen

Eine gemischte Leberzellpopulation aus einer Biopsie oder einem Teilsektat wer-
den mit TPO und/oder EPO und/oder Wachstumshormon, z.B. HGH, in einer
Konzentration von 10-50 ng/ml durch Zugabe zu dem Mediumiiberstand behan-
delt. Die Aussaatzelldichte betrigt 10 000 Zellen/cm. Nach Erreichen der Kon-
fluenz werden die Zellen mit 0,005% Collagenase und 0,01 % Trypsin unter Zu-
satz von 2 g/l Albumin oder autologem Serum (10-20%) fiir 5 h behandelt. Da-
nach werden die Zellen abgesaugt und in Kulturmedium (Williams E (Williams et
al. (1971) Exptl. Cell Res., 69, 106) mit 2 g/l Albumin dreifach gewaschen und
danach zur Sedimentation in einer mit Collagen-beschichteten Petrischale ge-

bracht.

Die Differenzierung der Zellen kann durch Uberschichtung mit einer extrazelluli-

ren Matrix erreicht werden.
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Alternativ kénnen die Zellen wie iiblich unter Bewegung an der Sedimentation

gehindert werden und zur Aggregation zusammenkommen.

Um eine zu starke VergréBerung der Aggregate wihrend dem Wachstumsprozess
zu vermeiden, konnen die Zellen in einer entsprechenden Vorrichtung iiber ein
Gitter mit einer schneidenden Maschenstruktur von 500 um Grofe gefithrt wer-
den, so dass immer wieder neue Tochteraggregate entstehen konnen. Dies kann in
einem vollstindig geschlossenen System geschehen. Idealerweise werden beriih-
rungslose Pumpsysteme (keine Quetschung durch peristaltische Systeme, sondern
magnetisch oder durch Druckluftkompression von Schlduchen erzeugte, gerichtete

Strome oder Kolbenpumpen - automatisch oder manuell) eingesetzt.

Danach konnen die Zellen eingekapselt und eingefroren werden. In der Kapsel-
struktur, konnen strukturierte Formen und Riume integriert werden, die eine in

situ Wachstumsstruktur und VergréBerung ermdglicht.

Alternativ kann auf die Kapsel verzichtet werden und durch die Prisenz der endo-
thelialen Zellen in diesem System und gezielte Zugabe dieser Zellen eine Endo-

thelialisierung und damit optimale Himokompatibilitit erreicht werden.

Durch den Scherstress in einem perfundierten Bioreaktor kommt es zu einer spon-
tanen Konfluenz der Endothelzellen auf den Oberfléichen der Aggregate. Bei Er-
reichen der Zielgrofe konnen diese z.B. in den bereits idealerweise zur Kultur

verwendeten Beuteln eingefroren werden.

4. Weichteilgewebe (Muskelpatches, Nerven, Sehnen)

Fiir die Rekonstruktion von Bauchwanddefekten kénnen Collagenfliese oder Flie-
e wie Laminin, Fibronektin mit oder ohne synthetische oder anderweitige
Grundstruktur, wie z. B. Kunststoff oder eine biologische Matrix, oder rdumlich
definierte Strukturen (Réhren bei Nerven, Sehnen) entsprechend wie oben herge-
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stellt werden. Diese Collagenfliese oder Strukturen werden geformt, mit TPO,
EPO und/oder Wachstumshormon (GH) beschichtet und implantiert oder mit Zel-

len des Zielgewebes (z. B. Tendozyen, Neuronen) vorbesiedelt.

Eine biologische Matrix (allogene oder autologe Herzklappe mit und ohne Azellu-
larisierung, eine synthetische Trégerstruktur aus Kunststoffen, die dem physiolo-
gischem Mikromilieu des Zielgewebes hinsichtlich chemischer Zusammensetzung
der Kollagene und deren rdumlicher Anordnung nahe kommt) wird mit Thrombo-

poietin und Erythropoietin als Wachstumsfaktoren vorbeschichtet.

Danach oder davor wird das Material mit Plasmaionisation behandelt (z. B. unter
Verwendung von Wasserstoffperoxid, H,0,) wodurch zugleich eine Sterilisation
erreicht wird, so dass eine Aktivierung der Oberfldchen eintritt und das Konstrukt
in eine Losung mit Thrombopoietin, Erythopoietin und/oder Wachstumshormon
eingelegt und damit in geringen Mengen definiert beschichtet wird. Alternativ
kann eine Inkubation in einer Losung ohne vorherige Oberflichenaktivierung oder
eine Beschichtung mit einer biodegradablen (Bio)polymerschicht, die diese
Wachstumsfaktoren enthélt, erfolgen. Hier kann z.B. Fibrin, Plasma, Collagen

und/oder Polylaktide eingesetzt werden.

Dieses Konstrukt wird danach entweder sofort an den Bedarfsort (Bauchwand,
Herzmuskel, Skelettmuskel als Patch) eingebracht oder in vitro mit gewebespezi-
fischen Zellen, Vorlduferzellen oder Knochenmarkszellen vorbesiedelt. Dadurch
wird erreicht, dass der in vivo Wundheilungsprozess in vitro vorweggenommen
wird und damit nach Implantation in vivo (z.B. nach 7 Tagen) eine verkiirzte
Reintegrationszeit erfolgen kann. Eine Kombination mit Faktoren der Nervenre-
generation (NGF) oder Gefifiregeneration (VEGF, PDGF) ist moglich, aber nicht

zwingend erforderlich.

In vivo und in vitro kommt es zur Integration des blutbildenden und stammzellrei-

chen Knochenmarks wie auch zu einer beschleunigten Differenzierung von

PCT/EP2003/006509
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Fibroblasten und glatten Muskelzellen und einer beschleunigten Resorption der
Trigermatrix und einen Ersatz durch normales kardiovaskuldres Gewebe. Durch
die Rekrutierungskompetenz und den induktiven Charakter erfolgte eine ortspezi-
fische Integration.

Diese kann weitergefordert werden, in dem bereits in vitro eine Ubersiedlung an
den externen Seiten mit Keratinozysten (Bauchmuskel), Schwannschen Zellen

und/oder Fasergewebe erfolgt.

5. Regeneration von Geweben in vivo

a) Leber

Nach Leberteilresektion wird dem Patient EPO systemisch und / oder topisch
durch Aufbringen auf die Resektionsfliche in Verbindung mit einem Polymer
verabreicht. Das Polymer kann ein Biopolymer sein wie z.B. Fibrin (aus z.B. Fi-
brinkleber), polymerisiertes Plasma, polymerisiertes Blut oder Bioklebsstoffe,
z.B. Muschelkleber. Es kann sich aber auch um synthetische oder biologische
Gele oder Hydrogele handeln. Auch kann das EPO in Fliesse, die der Blutungs-
stillung dienen, eingebracht werden (z.B. Kollagenfliesse, Tamponade, Gewebe

und Gewirke).

Durch die Wirkung von EPO kommt es innerhalb von 2 Wochen zu einer Wie-
derherstellung des Originalvolumens der Leber. Hierbei kommt es nicht nur zu
einer Vermehrung der Hepatozyten, sondern zu einem koordiniertem Wachstum
bei dem auch die Gefifle, die Gallengiinge wie auch die Kapselstrukturen bis zu

ihrer OriginalgréBe zurtickwachsen.

Bei 30 Tieren konnte gezeigt werden, dass die Regeneration der Leber signifikant
gebeniiber den Kontrolltieren (ohne EPO Gabe) erfolgte.

PCT/EP2003/006509
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EPO kann zur Leberregeneration auch bei chronischen Lebererkrankungen wie
z.B. Cirrhose, Fibrose, Hepatitis eingesetzt werden. Dadurch kann erstmals eine

therapeutische Wirkung in Bezug auf das Leberparenchym erreicht werden.

b) Entziindliche Darmerkrankungen

Bei Patienten mit Morbus Crohn kommt es zu Wundheilungsstdrungen im Be-
reich des Darmepithels. Auch darunterliegende Gewebestrukturen kénnen im
Rahmen von Entziindungsreaktionen in Mitleidenschaft gezogen sein. Bei diesen
Patienten fithrt die systemische und / oder topische Gabe von EPO zu einer Wie-
derherstellung des Darmepithels durch Regeneration. Die topische Gabe kann
tiber slow release Kapseln im Darmbereich oder durch Gabe von Zipfchen mit

Gelen oder lokalen Instillation mit Lésungen erfolgen.

Die Resorption in den regionalen Geféilbereich kann durch die Gabe von pegy-
lierten (PEG) Verbindungen optimiert werden, so dass tiber die regionale Gabe im
Entziindungsbereich eine systemische Wirkung und damit die Initiation des

Wundheilungsprozesses erfolgen kann.

Als prognostischer positiver Faktor bei Patienten mit Morbus Crohn ist das Vor-
liegen einer Andmie zu sehen. In der Vergangenheit wurde vermutet, dass die
Anémie eine unabhéngige Begleiterkrankung sei, bzw. auf die Auszehrung durch
Resorptionsprobleme zuriickzufiihren sei. Unsere Ergebnisse zeigen, dass es sich
bei der Wundheilungsstérung um einen Mangel an endogenem EPO handelt. Da-
durch kann Morbus Crohn sehr selektiv durch eine exogene Gabe von EPO thera-
piert werden. Weitere Einsatzgebiete befinden sich auch im Bereich der Colitis

Ulcerosa.

¢) Wundheilungsstérungen im Bereich der Haut

Bei Patienten bei diabetischen Ulzera bestehen trophische Stérungen die einen

Wundverschluss im Bereich meist der Beine erschweren. Die Fihigkeit zu einer

PCT/EP2003/006509



10

15

20

WO 2004/001023

-2

strukturellen Geweberegeneration ist auf Grund der Basiserkrankung einge-
schréinkt. In diesen Fillen wird durch die systemische und / oder topische Gabe
von EPO eine Wundheilung induziert. Als vorteilhaft erweist sich die Applikation
von EPO nach Aufrauhung des Untergrundes im Rahmen eines Debridements.
Die Verbindung von EPO mit einer durch Calziumchlorid ausgeldsten Polymeri-
sation fithrt zur Integration von EPO in ein Blutkoagel, wodurch es zu einem topi-
schen Slowreleasepriperat kommt. Alternativ kann EPO auch in Verbindung mit
einem Fibrinkleber oder einem Fliess oder einer mit EPO imprégnierten Tampo-

nade (z.B. Kollagenflies) verabreicht werden.

EPO kann in #hnlicher Weise bei allen anderen Wundheilungserfordernissen z.B.
im Muskelbereich nach Sportverletzungen, Muskelerkrankungen, Knochenverlet-
zungen, Weichteilverletzungen und generell zur Verbesserung der Wundheilung
und Geweberegeneration z.B. nach Operationen, akuten und chronischen Erkran-

kungen gegeben werden.

PCT/EP2003/006509
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Patentanspriiche

Verfahren zur Vermehrung und Differenzierung von Zellen in vitro, dadurch
gekennzeichnet, dass der Wachstumsprozess der Zellen durch den Einsatz der
Wachstumsfaktoren Thrombopoietin (TPO) und/oder Erythropoietin (EPO),
und/oder Wachstumshormon (GH), insbesondere "Human Growth Hormone"
(HGH), und/oder Somatostatin und/oder "Leukemia Inhibitory Factor" (LIF)
und/oder "Ciliary Neurotropic Factor" (CNTF) eingeleitet bzw. terminiert und
strukturell gelenkt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Wachstums-
faktor zusétzlich "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta), Prostaglan-
dine, Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-CSF), "Growth
Hormone Releasing Hormone" (GHRH), "Thyrotropin-releasing Homone"
(TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (GnRH), "Corticotropin-releasing
Hormone" (CRH), Dopamin, "Antidiuretic Hormon" (ADH), Oxytocin, Pro-
lactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopres-

sin eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass zusitzlich
ein oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve growth
factor" (NGF) und/oder ein oder mehrere Gefifiregenerationsfaktoren, vor-
zugsweise "Vascular Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder "Plateled
Derived Growth Factor" (PDGF), eingesetzt werden.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Verfahren in Anwesenheit von Endothelzellen durchge-
fithrt wird.
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Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Wachstumsprozess der Zellen lokal eingeleitet bzw. termi-

niert und strukturell gelenkt wird.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Wachstums-
prozess der Zellen durch eine biologische Matrix oder durch eine Triger-

struktur lokal eingleitet bzw. terminiert und strukturell gelenkt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die biologische
Matrix oder Tragerstruktur mit einem der genannten Wachstumsfaktoren oder
mit einer Kombination der genannten Wachstumsfaktoren als Mischung oder

sequenziell behandelt wird.

Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass als biologi-
sche Matrix oder als Tragerstruktur ein Implantat, ein Transplantat und/oder

ein Trédgermaterial zum Wachstum von Zellen verwendet wird.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die biologische Matrix oder Trigerstruktur mit Zellen, vor-
zugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlduferzellen, Knochenmarks-
zellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, vorbesiedelt oder
fiir die in vivo Besiedelung bzw. das induktive Remodelling in vitro bereits

vorbereitet wurde.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeich-
net dass als Zellen adulte Progenitorzellen und/oder gewebespezifische Zel-
len, vorzugsweise Osteoblasten, Fibroblasten, Hepatozyten und/oder glatte

Muskelzellen eingesetzt werden.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1-10 zur lokal spezifischen

und/oder gerichteten Vermehrung, strukturellem Wachstum und nachfolgen-
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der Differenzierung adulter Zellen und/oder zur Regeneration von Knochen,

Geweben und/oder endokriner Organe.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mittels einer geeigneten Vorrichtung die sich gegebenenfalls
wihrend des Wachstumsprozesses bildenden Zellaggregate zerkleinert und

gegebenenfalls eingekapselt und gegebenenfalls eingefroren werden.

Biologische Matrix oder Trégerstruktur enthaltend mindestens einen der
Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH, Somatostatin, LIF
und/oder CNTF.

Biologische Matrix oder Tréagerstruktur nach Anspruch 13 enthaltend zusétz-
lich mindestens einen der Wachstumsfaktoren TGF beta, Prostaglandine,
GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH, CRH, Dopamin, ADH, Oxytocin, Prolactin,
Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotropin und/oder Vasopressin und
gegebenenfalls zusitzlich einen oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren,
vorzugsweise NGF und/oder einen oder mehrere Geféfiregenerationsfaktoren,

vorzugsweise VEGF und/oder PDGF.

Biologische Matrix oder Trigerstruktur nach Anspruch 13 oder 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Trigerstruktur ein Implan-
tat, ein Transplantat und/oder ein Trigermaterial zum Wachstum von Zellen

ist.

Biologische Matrix oder Trigerstruktur nach einem der Anspriiche 13 bis 15,
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Trigerstruktur ein
Stent, ein Patch, ein Katheter, eine Haut, ein Hydrogel, ein Knochenersatzma-
terial, ein allogenes, autologes oder xenogenes, azellularisiertes oder nicht-
azellularisiertes Gewebe, ein synthetisches Gewebe, ein Feeder-Layer oder

ein Flief} ist.



WO 2004/001023 PCT/EP2003/006509

10

15

20

25

30

17.

18.

19.

20.

21.

-26 -

Biologische Matrix oder Trégerstruktur nach einem der Anspriiche 13 bis 16,
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Trigerstruktur mit
Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlauferzellen, Knochen-
markszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, vorbesiedelt

ist.

Biologische Matrix oder Trégerstruktur nach einem der Anspriiche 13 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, dass die biologische Matrix oder Trigerstruktur mit
einer biodegradablen (Bio)polymerschicht enthaltend mindestens einen der

genannten Wachstumsfaktoren beschichtet ist.

Verfahren zur Herstellung einer biologischen Matrix oder Trigerstruktur nach
mindestens einem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass ei-
ne gegebenenfalls aktivierte biologische Matrix oder Trigerstruktur mit min-
destens einem der Wachstumsfaktoren TPO, EPO, GH, insbesondere HGH,
Somatostatin, LIF und/oder CNTF beschichtet wird.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die genannte
Matrix oder Tragerstruktur mit zusétzlich mindestens einem der Wachstums-
faktoren TGF beta, Prostaglandin, GM-CSF, GHRH, TRH, GnRH, CRH,
Dopamin, ADH, Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin,
Lutrotropin und/oder Vasopressin und gegebenenfalls zusitzlich mit einem
oder mehreren Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise NGF und/oder ei-
nen oder mehreren Gefifiregenerations-faktoren, vorzugsweise  VEGF
und/oder PDGF beschichtet wird.

Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Akti-
vierung der biologischen Matrix oder Trigerstruktur mittels Plasmaionisation

oder Laseraktivierung erfolgt.
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Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die genannte biologische Matrix oder Trigerstruktur in vitro
mit Zellen, vorzugsweise gewebespezifischen Zellen, Vorlduferzellen, Kno-
chenmarkszellen, peripheres Blut, Fettgewebe und/oder Fasergewebe, vorbe-

siedelt wird.

Vorrichtung zur Durchfiihrung eines Verfahrens gemiB mindestens einem der
Anspriiche 1 bis 12 und 19 bis 22.

Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrich-
tung ein perfundierter Bioreaktor, vorzugsweise in Form eines geschlossenen

Systems ist.

Verwendung der Wachstumsfaktoren TPO und/oder EPO und/oder GH
und/oder Somatostatin und/oder LIF und/oder CNTF zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung der Regeneration von Knochen, Knorpel, Ge-
weben und/oder endokriner Organe, insbesondere von Herzmuskel, Herz-
klappen, Venenklappen, Arterienklappen, Haut, GefiRen, Aorten, Sehnen,
Comea, Knorpel, Knochen, Tracea, Nerven, Miniskus, Diskus intervertebra-
lis, Leber, Darmepithels, Ureteren, Urethra oder Blasen, bzw. zur Behandlung
von Degenerationserkrankungen und/oder zur Unterstiitzung des Wundhei-
lungsprozesses, insbesondere bei Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa und/oder
im Bereich Haut, vorzugsweise bei diabetischer Ulzera oder Gingiva
und/oder zur Behandlung von Lebererkrankungen, insbesondere von Leber-
zirrhose, Hepatitis, akuten oder chronischen Leberversagen und/oder Wund-
heilung im Muskelbereich nach Sportverletzungen, Muskelerkrankungen,
Knochenverletzungen, Weichteilverletzungen und/oder zur Verbesserung der
Wundheilung und Geweberegeneration z.B. nach Operationen, akuten und
chronischen Erkrankungen und/oder ischdmischen Herzmuskelerkrankungen

zur Anregung der Gefiifineubildung und Regeneration und/oder Ischimien
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nach Verletzungen und Trauma und/oder Regeneration von Geweben im An-

schluss an eine Gewebeverletzung.

Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass als Wachs-
tumsfaktor zusitzlich "Transforming Growth Factor beta" (TGF beta),
Prostaglandine, Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor (GM-
CSF), "Growth Hormone Releasing Hormone" (GHRH), "Thyrotropin-
releasing Homone" (TRH), "Gonadotropin-releasing Hormone" (GnRH),
"Corticotropin-releasing Hormone" (CRH), Dopamin, "Antidiuretic Hormon"
(ADH), Oxytocin, Prolactin, Adrenocorticotropin, beta-Celltropin, Lutrotro-

pin und/oder Vasopressin verwendet wird.

Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass zu-
sdtzlich ein oder mehrere Nervenregenerationsfaktoren, vorzugsweise "nerve
growth factor" (NGF) und/oder ein oder mehrere Gefifiregenerationsfaktoren,
vorzugsweise "Vascular Endothelial Growth Factor" (VEGF) und/oder "Pla-
teled Derived Growth Factor" (PDGF), verwendet werden.
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