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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung stellt
ein zellfreies Matrix-Gel-Transplantat bereit, bestehend aus
(i) einer zusammenhangenden, geristbildenden Matrix mit
offener Porositat aus einem biologisch und pharmazeutisch L p—
annehmbaren Material und (ii) einem Gel aus einem biolo-
gisch und pharmazeutisch annehmbaren Material.

In einem zweiten Aspekt wird ein Verfahren zur Herstellung

eines solchen zellfreien Matrix-Gel-Transplantats bereitge- [1] ]

stellt, umfassend die folgenden Schritte: A Matrix - Nassgowieht ~ Trockengewic
(v) Inkontaktbringen der Matrix mit dem Gel und -
(vi) Trocknen des in (v) gebildeten Matrix-Gel-Komplexes.

In einem dritten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung
schliellich die Verwendung des =zellfreien Ma-
trix-Gel-Transplantats zur Abdeckung und Erhéhung der
Viskoelastizitdt von Defekten, zur Gewebsregeneration
und insbesondere zur Regeneration mesenchymaler Ge-
webe, insbesondere von Knorpel und/oder Knochen, be-
reit.

Gewichtsbestimmung "zellfreies Matrix-Gel-Transplantat”
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein zellfrei-
es Matrix-Gel-Transplantat zur Gewebsregeneration
und insbesondere zur Knorpelregeneration, ein Ver-
fahren zu dessen Herstellung und die Verwendung
des Transplantats zur Gewebsregeneration.

Stand der Technik

[0002] Fur die normale Gelenkfunktion ist der Ge-
lenkknorpel als Gleitflache unerlaRlich. Schadigun-
gen des Gelenkknorpels treten z.B. bei Osteoarthro-
se, Trauma oder Osteochondrosis dissecans auf. Die
Gelenkknorpelzellen, welche den Gelenkknorpel auf-
bauen, weisen bei Erwachsenen nur eine geringe
Regenerationsfahigkeit auf.

[0003] Der Gelenkknorpel ist eine vom Bindegewe-
be abgeleitete mesodermale Gewebsform, welche
auf multipotente, undifferenzierte mesenchymale
Vorlauferzellen zurtickzufuhren ist. Der hyaline Knor-
pel ist die am weitesten verbreitete Knorpelform und
findet sich beispielsweise in den Gelenkflachen.
Knorpeldefekte aufgrund von Abnutzung oder Be-
schadigung stellen ein weit verbreitetes medizini-
sches Problem dar. Daher wurden schon in der Ver-
gangenheit, vor allem aber in den letzten Jahren Me-
thoden und Techniken entwickelt, um defekte chond-
rale oder auch osteochondrale Areale im Gelenk-
knorpel zu ersetzen. So wurden als Gelenkknorpeler-
satz Periost-, Perichondrium-, allogene und autologe
osteochondrale Transplantate, allogene Menisken
oder auch Prothesen aus kunstlichen Materialien ein-
gesetzt.

[0004] Beider Autologen Transplantation von Chon-
drozyten werden dem Patienten entnommene Chon-
drozyten in Zellkultur vermehrt und dem Patienten
wieder zurlickgegeben. Die Ruckfihrung kann in
Form verschiedenster Transplantate erfolgen. Bei-
spiele hierfur sind Injektionslésungen, die in das Ge-
lenk injiziert werden, mit Knorpelzellen beimpfte Ma-
trices und Ahnliches.

[0005] Beispielsweise beschreibt die WO 97/15655
kiinstliche Gewebe, die aus dreidimensionalen extra-
zellularen Matrices und gentechnisch manipulierten
Zellen bestehen, wobei die Matrices immunsuppres-
sive oder zelldifferenzierende Faktoren freisetzen
kénnen. Bevorzugt handelt es sich um Matrices in
Form eines Polymervlieses, in die eine Zellsuspensi-
on, die beispielsweise in einer Fibrinogenlésung sus-
pendiert sein kann, verteilt wird. Der Matrix kdnnen
zudem Faktoren oder Komponenten der entspre-
chenden extrazellularen Matrix zugesetzt werden,
die dem Wachstums- und/oder Differenzierungspro-
zess forderlich sind. Um die Zellen in der Matrix zu
halten, kann die Zellsuspension durch Thrombinzu-
gabe verfestigt werden, um das fertige Transplantat
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zu erhalten.

[0006] Die DE 44 31 598 beschreibt ein Verfahren
zum Herstellen eines Implantates aus Zellkulturen,
bei dem dreidimensionale Tragerstrukturen, an die
Zellen angelagert sind, zunachst ummantelt und an-
schliefend mit einer Nahrlésung perfundiert werden.
In die Tragerstrukturen sind resorbierbare Mikrokor-
per eingearbeitet, die bei der Resorption die Gewe-
bebildung beeinflussende Faktoren freigeben.

[0007] Die DE 100 06 822 beschreibt ein Verfahren
zum Herstellen eines Knochen- oder Knorpeltrans-
plantates, bei dem bioresorbierbare und biokompa-
tible Geruststrukturen aus durch Fibrin oder Hydrogel
vernetzte osteogene Zellen und Faktoren bestehen
und zu aneinandersetzbaren geometrischen Kdrpern
geformt worden sind.

[0008] Die DE 43 06 661 beschreibt eine dreidimen-
sionale Tragerstruktur, vorzugsweise aus einem Po-
lymervlies, in die Zellen eingelagert werden. Die Tra-
gerstruktur wird anschlieffend in Nahrlésung perfun-
diert, um das Zellwachstum und die Ausbildung einer
extrazellularen Matrix durch die Zellen zu férdern.
Um ein Auswandern bzw. Ausspllen der Zellen zu
verhindern, wird die Tragerstruktur mit Agarose um-
mantelt.

[0009] Aus der DE 101 39 783 ist ferner bekannt die
Bereitstellung von mesenchymalen Zellen in Synovi-
alflissigkeit. Diese Zusammensetzung kann, falls ge-
wulinscht, auch auf einen Trager wie ein Vlies oder ei-
nen Kunststoff aufgebracht und in dieser Form als
Transplantat verwendet werden. Ansonsten wird die
Suspension der Zellen in Synovialflissigkeit als sol-
ches in das betroffene Gelenk injiziert.

[0010] Alternativ werden Matrixstrukturen syntheti-
siert, welche selbst keine Zellen enthalten. So be-
schreibt beispielsweise die US 2003/0003153 ver-
steifte Matrixmembranen, die ein oder mehrere ge-
rustbildende Proteine enthalten, welche fiir das Zell-
wachstum geeignet sind. In diesen Fallen wird davon
ausgegangen, dass Zellen aus korpereigenem Ge-
webe in die Matrixstruktur einwandern. Dieses wird
beispielsweise mittels der konventionellen Peri-
die-Bohrung oder Mikrofrakturierung erzielt. Bei die-
sen Techniken werden geringfligige Bohrungen oder
Frakturen in den Gelenkknochen bis auf das Kno-
chenmark eingebracht. Durch die Bohrungen kommt
es zur Einblutung in den Defekt, wodurch sich der
Defekt mit einem Blutpfropf fillt. In dem Pfropf befin-
den sich mesenchymale Vorlauferzellen, welche
durch entsprechende Reize stimuliert ein knorpelarti-
ges Ersatzgewebe, den sog. Faserknorpel bilden
kénnen. Wird Uber der Pridie-Bohrung ein Matrixma-
terial bereitgestellt, kdbnnen die Blutzellen in dieses
Matrixmaterial einwandern und sich dort ansiedeln.
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[0011] Die DE 199 57 388 und WO 2005/014027
nutzen diesen Effekt und verstarken ihn, indem in der
Matrixstruktur Wachstums- und Differenzierungsfak-
toren (DE 199 57 388), Chemokine (WO
2005/014027) bzw. Blutserum (DE 10 2005 030 614)
als Rekrutierungsmittel bereitgestellt werden. Alle
Faktoren sollen zur verstarkten Rekrutierung der
knorpelbildenden mesenchymalen Vorlauferzellen
fuhren, wodurch letztlich eine schnellere Regenerati-
on des Knorpels erzielt werden soll.

[0012] Aus der WO 02/00272 ist schlieBlich die
Méglichkeit bekannt, entsprechende Transplantate
auch aus Blut und einer Polymerkomponente herzu-
stellen. Diesem Dokument liegt das Problem zugrun-
de, dass der bei der Pridie-Bohrung Ublicherweise
entstehende Blutpfropf sich bei der Gerinnung zu-
sammenzieht und damit die Form verandert. Das zu-
gesetzte Polymer verhindert diese Formveranderung
und gestattet somit eine formtreue Verheilung. Zur
Herstellung des Transplantats wird ein Polymer mit
Blut oder einer Blutkomponente wie Erythrocyten,
Leukozyten, Monozyten, Plattchen, Fibrinogen,
Thrombin und plattchenreichem Plasma gemischt
und in den Defekt eingebracht. Bei der Verwendung
einer Blutkomponente ist jedoch das Vorhandensein
gerinnungsfahigen Materials wesentlicher Bestand-
teil, um die gewiinschte Wirkung zu erzielen.

[0013] Aus der US 2005/0043814 ist schlieRlich ein
zellfreies Matriximplantat mit optionaler knochenin-
duzierender Zusammensetzung bekannt, welches
ein kollagenes, thermoreversibles Gel, eine aromati-
sche organische Saure oder eine adsorbierbare Ca-
prolactonpolymer-Tragermatrix umfallt. Die kno-
cheninduzierende Zusammensetzung kann aus Po-
lyglykolsaurepolymeren bestehen und auf eine Ma-
trix aus Kollagenen oder Polyglykolsduren aufge-
bracht werden. Bei Verwendung dieses zellfreien Ma-
triximplantates ist die Thermoreversibilitat des Gels
ein wesentlicher Bestandteil, da dadurch, die Zusam-
mensetzung in flussiger Form appliziert werden
kann. Erst nach Injektion der flissigen Zusammen-
setzung hartet diese im Korper des Patienten aus.

[0014] Bei den oben beschriebenen Technologien
bestehen Nachteile dahingehend, dass dann, wenn
das Transplantat selbst Zellen enthalt, diese haufig
durch die Manipulation bei der Handhabung bescha-
digt werden, das Transplantat bei Verwendung von
Zellen, insbesondere autologer Zellen Uber ein lang-
wieriges Kulturverfahren hergestellt werden muss
und die sorgfaltige Kontrolle auf Kontaminationen er-
fordert und schlieBlich keine Lagerfahigkeit, bzw. nur
eine Lagerung unter aufwandigen Bedingungen, be-
steht.

[0015] Diese Nachteile werden bei der Verwendung
von allogenen, koérperfremden Zellen noch dahinge-
hend verstarkt, dal} eine aufwendige bakteriologi-
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sche und virologische Untersuchung der Spenderzel-
len notwendig ist, um die Ubertragung von Krankhei-
ten durch das zellhaltige Transplantat zu vermeiden.
Zudem ist die Gefahr einer AbstoRungsreaktion bei
der Verwendung von kérperfremden Zellen gegeben.

[0016] Weitere Nachteile der oben beschriebenen
Technologien bestehen darin, dal} zellfreien Trans-
plantaten Faktoren zugesetzt werden, die die Ein-
wanderung von Zellen beschleunigen bzw. ermdgli-
chen. Diese Faktoren kdnnen beispielsweise entwe-
der Wachstums- und Differenzierungsfaktoren oder
Chemokine sein. Diese Faktoren sind tierischen Ur-
sprungs, d.h. aus Tieren isoliert oder werden rekom-
binant mittels Bakterien oder Hefen hergestellt. Bei
der rekombinanten Herstellung werden jedoch tber-
wiegend Faktoren produziert, die auf eine Struktur
tierischen Ursprungs zurtickgehen. Dieses ist nach-
teilig, da es aufgrund des Unterschiedes zwischen
~opender" und ,Empfanger" dieser Bestandteile des
Transplantats nach der Transplantation leicht zu Un-
vertraglichkeiten oder allergischen Reaktionen kom-
men kann.

[0017] Die Verwendung von Blut, Blutkomponenten
oder Serum zur Rekrutierung von Zellen in das zell-
freie Transplantat ist in so fern unzureichend, da bei
der Verwendung von allogenen, kérperfremden Blut
ebenfalls aufwendige bakteriologische und virologi-
sche Untersuchungen zur Vermeidung der Ubertra-
gung von Krankheiten notwendig sind. Die Verwen-
dung von korpereigenem Blut, Blutkomponenten
oder Serum setzt hingegen eine zusatzliche Manipu-
lation am Transplanat (Einbringen der Komponente)
und am Patienten (Blutabnahme) voraus. Jede Mani-
pulation am Transplantat birgt die Kontaminationsge-
fahr des Transplantates in sich, was ebenfalls zu Un-
vertraglichkeiten beim Patienten fiihren kann. Zudem
ist die dafir notwendige zusatzliche Entnahme von
Patientenmaterial mit einem hohen Zeitaufwand und
zusatzlichen Kosten verbunden, welche nicht wiin-
schenswert sind.

[0018] Bei der Verwendung von Implantaten, die
sich nach der Implantation verfestigen, besteht der
Nachteil, dass ein festes, ausgehartetes Implantat
das umliegende Gewebe geringerer Festigkeit/Harte
mechanisch schadigt. Zusatzlich behindert ein festes
Implantat das Einwandern von Zellen und bendtigt
sehr lange Abbauzeiten bzw. Resorbtionszeiten.

[0019] Ein weiterer Nachteil der oben beschriebe-
nen zellfreien Transplantate ist, dafl diese im Stand
der Technik nach einer Pridie-Bohrung oder Mi-
krofrakturierung eingesetzt werden, um samtliche
beim Einbluten mit eingebrachten bzw. einge-
schwemmten Zellen im zellfreien Transplantat unse-
lektiv zu beherbergen. Dadurch kann es zu einer
Uberwucherung des Transplantats mit Gewebeunty-
pischen Zellen und/oder Bestandteilen kommen, wel-
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che die Ausbildung des gewlinschten Gewebes be-
hindern kénnte oder die Ausbildung eines Mischge-
webes férdert. Solch eine Einblutung in den Defekt ist
insofern nachteilig, da es zu Irritationen und Entzin-
dungen des umliegenden Gewebes filhren kann. So
beschreiben Hooiveld und Kollegen, daft das Zusam-
menbringen von Knorpel mit Blut oder Blutkompo-
nenten fir 4 Tage zu einer Schadigung der Knorpel-
zellen flhrt [Hooiveld M.J. et al.: Haemoglobin-deri-
ved iron-dependent hydroxyl radical formation in
bloodinduced joint damage: an in vitro study, Rheu-
matology 43, 784-790, 2003]. Hooiveld beschreibt
weiterhin, dal3 eine Einblutung in das Gelenk zu einer
Gelenkinnenhautentziindung (Synovitis) fihren kann
[Hooiveld M.J. et al.: Immature articular cartilage is
more susceptible to blond-induced damage than ma-
ture articular cartilage: an in vivo animal study, Arthri-
tis Rheum 48, 396-403, 2003].

[0020] Besonders nachteilig bei den aus dem Stand
der Technik bekannten Transplantaten ist, dass diese
aufgrund der enthaltenen Zellen oder biologischen
Bestandteile nur sehr begrenzt lagerbar sind und zu-
satzlich sehr spezifische Lagerbedingungen bendti-
gen.

[0021] Die vorliegende Erfindung hat unter Ande-
rem die Aufgabe, ein Transplantat bereitzustellen,
welches einfach herzustellen ist, mdglichst wenig
Manipulationsschritte zur Herstellung bendtigt und
sehr gut zu lagern ist. Dariber hinaus sollte es
schnell und einfach anwendbar sein, aber trotzdem
vergleichbare und/oder zumindest genauso gute
Therapieerfolge gewahrleisten wie die im Stand der
Technik bekannten Transplantate. Des Weiteren
ware es winschenswert, mdglichst auf die Verwen-
dung von koérperfremden, ggf. sogar rekombinanten
Wachstumsfaktoren, welche potentiell Allergene dar-
stellen, verzichten zu kénnen. Auch ware es win-
schenswert, mdglichst auf eine zusatzliche Blutent-
nahme oder die Verwendung von Blut, Blutkompo-
nenten oder Serum verzichten zu kdnnen, da hier-
durch eine zuséatzliche Kontaminationsgefahr und
Belastung des Patienten gegeben ist. Des Weiteren
ware es winschenswert, moglichst die Einblutung in
den Defekt nach einer Pridie-Bohrung oder Mi-
krofrakturierung verhindern zu kdnnen, um einer
Schadigung des umliegenden Gelenkgewebes vor-
beugen zu kénnen. Auch ware es winschenswert,
dall das zellfreie Transplantat die Festigkeit bzw.
Elastizitat des umliegenden Gewebes aufweist, um
eine mechanische Schadigung des umliegenden Ge-
webes zu verhindern. Wiinschenswert ware in die-
sem Zusammenhang eine mogliche Adaption der
Harte/Elastizitat des Transplantats an den individuel-
len Patienten um unharmonische Bewegungen be-
dingt durch verschiedene Materialharten zu minimie-
ren.
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Zusammenfassung der Erfindung

[0022] Die vorliegende Erfindung I6st die Probleme
des Standes der Technik. Hierzu stellt sie ein zellfrei-
es Matrix-Gel-Transplantat bereit, bestehend aus
(i) einer zusammenhangenden, gerustbildenden
Matrix mit offener Porositat aus einem biologisch
und pharmazeutisch annehmbaren Material und
(ii) einem Gel aus einem biologisch und pharma-
zeutisch annehmbaren Material.

[0023] In einem zweiten Aspekt wird ein Verfahren
zur Herstellung eines solchen zellfreien Ma-
trix-Gel-Transplantats bereitgestellt, umfassend die
folgenden Schritte:
(v) In-Kontakt-bringen der Matrix mit dem Gel, und
(vi) Trocknen des in (v) gebildeten Ma-
trix-Gel-Komplexes.

[0024] In einem dritten Aspekt stellt die vorliegende
Erfindung schlieRlich die Verwendung des zellfreien
Matrix-Gel-Transplantats zur Abdeckung und Erho6-
hung der Viskoelastizitat von Defekten zur Gewebs-
regeneration und insbesondere zur Regeneration
mesenchymaler Gewebe, insbesondere von Knorpel
und/oder Knochen bereit.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0025] Fig. 1 zeigt das jeweilige Gewicht eines zell-
freien Transplantats vor und nach der Trocknung mit-
tels Lyophilisation sowie das Gewicht der verdrang-
ten Flussigkeit. Hierbei bedeuteten die Abkirzungen
"HA" Hyaluronsaure und "mg" Milligramm. Die ge-
naue Versuchsanordnung, die dieser Figur zugrunde
liegt, ist in Beispiel 1 beschrieben.

[0026] Fig. 2 zeigt die dynamische Viskositat von
Hyaluronsaure und zellfreien Transplantaten vor und
nach der Trocknung mittels Lyophilisation. Die Abkur-
zung "phys. Kochsalzlsg" bedeutet physiologische
Kochsalzlésung, "HA" bedeutet Hyaluronsaure und
"mPa-s" ist die Einheit der dynamischen Viskositat in
Millipascal mal Sekunde. Die genaue Versuchsan-
ordnung, die dieser Figur zugrunde liegt ist in Beispiel
2, beschrieben.

[0027] Fig.3 zeigt die chemotaktische Wirkung
(Rekrutierung) von humaner Synovialflissigkeit auf
humane mesenchymale Stammzellen in vitro. Die
Abkurzung "FBS" bedeutet fétales Rinderserum (fe-
tal bovine serum), "HS" steht fir humanes Serum,
"OA Syn" ist Synovialflissigkeit von Patienten mit
Osteoarthrose und "ND Syn" ist Synovialflissigkeit
von gesunden (normal donor) Spendern. Die genau-
en Daten, die dieser Figur zugrunde liegen sind in
Beispiel 4 beschrieben.
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Genaue Beschreibung der Erfindung

[0028] Die vorliegende Erfindung betrifft, ein zellfrei-
es Implantat, bestehend aus
(i) einer zusammenhangenden, gerustbildenden
Matrix mit offener Porositat aus einem biologisch
und pharmazeutisch annehmbaren Material und
(i) einem Gel aus einem biologisch und pharma-
zeutisch annehmbaren Material.

[0029] Die Matrix des erfindungsgemafien zellfreien
Transplantats ist eine zusammenhangende, gerist-
bildende Matrix mit offener Porositat. Mit dem Aus-
druck ,zusammenhangend" ist hierin gemeint, dass
die Matrix eine Handhabung des Transplantates ge-
stattet, ohne hierbei in Einzelteile oder Bestandteile
zu zerfallen. Nicht erforderlich ist, dass alle Bestand-
teile der Matrix Uber chemische Bindungen oder
Wechselwirkungen aneinander gebunden sind. Eine
mechanische Verbindung durch beispielsweise We-
ben, Walken, Verdrillen oder Ahnliches ist ausrei-
chend.

[0030] Mit dem Ausdruck ,geristbildend" ist hiermit
die Eigenschaft der Matrix gemeint, als Strukturbild-
ner fur die von den eingewanderten Zellen zu erstel-
lende Gewebematrix zu fungieren. Die Matrix bildet
zudem ein Gertst oder Gatter, in dem sich die Zellen
ansiedeln kénnen und Halt finden, um nicht z.B. von
Synovialfluid oder Blut aus der Matrix ausge-
schwemmt zu werden.

[0031] Mit,offener Porositat" ist schlieRlich im Sinne
der Erfindung gemeint, dass die Zwischenraume zwi-
schen den Geruststrukturen der Matrix einem Stoff-
und insbesondere Fluidaustausch mit der Umgebung
der Matrix zuganglich sind. Vorzugsweise ist die Po-
rengréflie der Poren so bemessen, dass auch ein Ein-
dringen bzw. ein Spilen von Zellen ermdglicht wird.
Unter offener Porositat wird im Sinne der Erfindung
jedoch auch eine Struktur verstanden, wie sie in Ge-
len vorliegt. Hier werden durch das Skelett des
Gelbildners die Gerlststrukturen der Matrix bereitge-
stellt. Zwischen diesen befinden sich Hydrathillen
und Fluid, in welche ein Eindringen der Zellen und mit
welchen ein Fluidaustausch moglich ist. Entspre-
chende Gelstrukturen werden daher auch als Matri-
ces mit offener Porositat im Sinne der vorliegenden
Erfindung verstanden.

[0032] Die Geruststrukturen mit offener Porositat
sind vorzugsweise ausgewahlt unter gewebten oder
nicht gewebten Geweben (Gewirke) insbesondere
Vlies- und Filzstrukturen, Membranen, Schwammen,
Watte, offenzelligen Schaumen, Wolle, Flechtwerk,
geordneten und ungeordneten Faserbiindeln, poro-
sen Keramikmaterialien, Spongiosa und Gelen sowie
Kombinationen derselben. Bevorzugt weist die Matrix
eine Vlies- oder Filzstruktur auf. Kombinationen ver-
schiedener Strukturen beispielsweise in lagenférmi-
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ger Anordnung sind mdglich und im Bereich der vor-
liegenden Erfindung.

[0033] Das Matrixmaterial kann grundsatzlich jedes
geeignete, biologisch und pharmazeutisch annehm-
bare Material sein. Das Matrixmaterial, das in der er-
findungsgemafien Matrix verwendet wird, kann re-
sorbierbar oder nicht resorbierbar sein. Resorbierba-
re Materialien sind bevorzugt. Vorzugsweise umfasst
die Matrix ein Material, ausgewahlt aus der Gruppe,
bestehend aus natlrlichen und synthetischen Poly-
meren wie Kollagen, Hyaluronsaure, Chitosan, Chi-
tin, Polysacchariden, Cellulosen und deren Deriva-
ten, Proteinen, Polypeptiden, Polyglycolsaure, Poly-
milchsaure, Poly(glycolid, lactat), Caprolacton und
Gemischen davon. Ganz besonders bevorzugt han-
delt es sich um Polyglycolsaure (PGA), Polymilch-
saure, Kollagen oder Hyaluronsaure.

[0034] Als Polyglycolsduren werden vorzugsweise
reine Polyglycolsauren mit Molekulargewichten von >
20.000, vorzugsweise 30.000 bis 70.000 g/mol, am
meisten bevorzugt ca. 50.000 g/mol verwendet. Als
Matrixmaterial kann beispielsweise ein Vlies aus Po-
lyglycolsaure, wie es von der Alpha Research Swit-
zerland GmbH unter der Marke PGA-Soft Felt® ver-
trieben wird, verwendet werden. Dieses Material ist
CE-zertifiziert und daher fiir Arzneimittelzwecke ge-
eignet. Bei diesem Produkt betragt die Resorptions-
zeit in vivo ca. 40 bis 60 Tage. Nach sieben Tagen in
vitro betragt die mechanische Festigkeit in Folge der
Hydrolyse noch ca. 50 % des Ausgangswertes.

[0035] Das erfindungsmaRe zellfreie Transplantat
umfalRt neben der Matrix ein Gel. Dieses Gel ist auf
mindestens einer Seite der Matrix aufgebracht
und/oder durchdringt diese mindestens teilweise. Be-
vorzugt durchdringt das Gel die Matrix vollstandig.
Die Matrix selbst weist vorzugsweise eine andere
Struktur als die eines Gels auf. Ganz besonders be-
vorzugt sind steifere Strukturen wie sie oben mit Aus-
nahme der Gele explizit genannt sind. Das Gel hat
demnach vorzugsweise eine geringere Steifigkeit als
die Matrix. Am meisten bevorzugt sind Vlies- und
Filzstrukturen, in die ein Gel eingebracht ist.

[0036] Das Gel kann ein natirliches oder syntheti-
sches Hydrogel sein. Es weist vorzugsweise eine ge-
ringere Steifigkeit als die Matrix auf. Das Gel kann
beispielsweise ausgewahlt werden unter Polysac-
chariden, Polypeptiden, Hyaluronséaure, Fibrin, Kolla-
gen, Alginat, Agarose und Chitosan sowie Salze, De-
rivate und Mischungen davon. Geeignete Salze sind
z.B. Alkali- und Erdalkalisalze der genannten Gele.
Am meisten bevorzugt handelt es sich um Hyaluron-
saure oder ein Hyaluronsaurederivat, insbesondere
Hyaluronsauressalz wie Na-Hyaluronat. Wie in Eig. 1
dargestellt, zeigt insbesondere die Verwendung von
Hyaluronsaure in Kombination mit einer erfindungs-
gemalen Matrix besonders vorteilhafte Verhaltnisse
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von Nassgewicht und Trockengewicht und ist des-
halb in der Verarbeitung des Transplantates, der
Trocknung und/oder Lagerung besonders geeignet.

[0037] Durch Zugabe von einer bestimmten Menge
einer physiologisch geeigneten Lésung kann die Har-
te/Festigkeit des Transplantats der Knorpel- und/oder
Knochenharte sowie dem Gewebe des Patienten an-
gepasst werden.

[0038] Als Hyaluronsaurequalitaten kdnnen fermen-
tativ hergestellte Qualitadten verwendet werden. Alter-
nativ ist auch die Verwendung von tierisch gewonne-
ner Hyaluronsdure moglich. Das mittlere Molekular-
gewicht der verwendeten Qualitaten betragt tblicher-
weise zwischen 250 und 6.000 kDa, vorzugsweise
1.000 bis 2.000 kDa, am meisten bevorzugt in etwa
1.200 kDa. Geeignete Hyaluronsaureprodukte sind
im Handel erhaltlich. Geeignet ist beispielsweise die
von der TRB Chemedika AG unter der Marke Oste-
nil® vertriebene Hyaluronsaurequalitat. Dieses Mate-
rial ist CE-zertifiziert und daher fur Arzneimittelzwe-
cke geeignet.

[0039] Die Gele kénnen durch Quellen, Prazipitati-
on oder Polymerisation eines geeigneten Gelbildners
in einer physiologisch geeigneten Ldsung gebildet
werden. Beispiele fiir derart geeignete Ldsungen
sind Wasser sowie wassrige Losungen von Salzen
(z.B. Alkali- und Erdalkalihalogeniden (Cl, Br, 1), -car-
bonaten, -phosphaten, -citraten, -acetaten und Ahnli-
chem), organischen Sauren, Puffersubstanzen und
deren Gemischen. Alternativ kbnnen komplexere L6-
sungen verwendet werden wie Kulturmedium oder
Korperfluide oder hiervon abgeleitete Lésungen wie
Synovialfluid. Die verwendete Menge an Gelbildner
ist so bemessen, dass sie eine angemessene Visko-
sitdt des Gels bereitstellt. Fur Hyaluronsaure liegt
diese Ublicherweise im Bereich von 0,5-50 mg/ml,
vorzugsweise 0,5-20 mg/ml, am meisten bevorzugt
10 mg/ml.

[0040] Am meisten bevorzugt ist ein Transplantat
aus einem Polyglycolsaure-(PGA)Vlies- oder Filz als
Matrix, in die ein Hyaluronsauregel eingearbeitet ist.

[0041] Die Abmessungen des erfindungsgemalien
zellfreien Transplantats richten sich generell nach
den Abmessungen des zu behandelnden Defekts
bzw. der benétigten GrofRe des Transplantats. Die Di-
mensionen sind vom behandelnden Arzt nach Bedarf
anzupassen. Fur Lasionen in Knorpelgewebe, insbe-
sondere im Kniegelenk liegen diese Groé3en ublicher-
weise im Bereich von 10 bis 50 mm Lange, 10 bis 50
mm Breite und 0,5 bis 3 mm Dicke, bevorzugt 10 bis
30 mm Lange, 10 bis 30 mm Breite und 1 bis 2 mm
Dicke. Am meisten bevorzugt waren Grofien von 20
x 30 mm Breite und Lange und 1,1 bis 2 mm Dicke.
Entsprechende Abmessungen sind fir nicht quadra-
tische Formen z.B. rechteckig, rund, oval, polyed-
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risch etc. anpassbar.

[0042] Die Matrix kann nach dem In-Kontakt-Brin-
gen mit dem Gel getrocknet werden. Das Trocknen
des erfindungsgemafen Implantates gestattet zum
Einen die langfristige Lagerung und zum Anderen die
einfache Verwendung des Implantes an sich. So
kann das Implantat nach der Lagerung direkt in tro-
ckenem Zustand verwendet werden oder wieder mit
einer wafrigen Lésung In-Kontakt gebracht werden.

[0043] Das getrocknete Implant ermoglicht das ein-
fache Einbringen von walrigen Ldésungen vor der
Verwendung des Implantates durch einen
~Schwammeffekt". Die walrige Losung wird durch
einfaches Aufbringen auf das Implantat oder durch
Einlegen des Implantates in die wafrige Losung in
das Implantat gesogen. Bevorzugt fur das Einbringen
einer walrigen Losung in das Implantat vor der An-
wendung ist physiologische Kochsalzlésung
und/oder synoviale Flissigkeit.

[0044] Geeignete Konzentrationen der physiologi-
schen Kochsalzldsung und/oder synovialen Flissig-
keit sind 1 bis 100 Vol.-% des von der Matrix gehalte-
nen Volumens an Gel und Fluid. Bevorzugt sind Kon-
zentrationen von 10 bis 90 %, vorzugsweise 40 bis 70
% und am meisten bevorzugt 50 % des durch u.a.
Kapillarkrafte gehaltenen Flissigkeitsvolumens. Zur
Verringerung der Konzentration von synovialer Flis-
sigkeit unter 100 % kann mit walriger Losung ver-
dinnte Synovialflisigkeit eingesetzt werden. Bevor-
zugt wird die synoviale Flussigkeit mit physiologi-
scher Kochsalzlésung verdinnt.

[0045] Die Verwendung des erfindungsgemalien,
ungetrockneten oder getrockneten zellfreien Implan-
tats ohne vorheriges In-Kontakt-Bringen mit einer
walrigen Lésung zur Implantation in einen Defekt er-
moglicht durch den vorliegenden Konzentrationsgra-
dienten im Patienten das passive Eindringen von kor-
pereigenen Flussigkeiten — wie synovialer Flissig-
keit- in das Implantat. Die so in das Implantat einge-
drungene synoviale Flissigkeit mit eventuell enthal-
tenen Botenstoffe in walriger Losung erhdht die Effi-
zienz des Implantates zur Rekrutierung von mesen-
chymalen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark in
das Implantat bzw. den Defektort.

[0046] Die Verwendung des erfindungsgemalien
zellfreien ungetrockneten oder getrockneten Implan-
tates nach dem In-Kontakt-Bringen mit physiologi-
scher Kochsalzlésung vor der Implantation zur Imp-
lantation in einen Defekt ermdglicht die Ausbildung
eines Konzentrationsgradienten an Botenstoffen/kér-
pereigenen Stoffen in walriger Lésung, wie Wachs-
tums- und Differenzierungsfaktoren und/oder Che-
mokine. Hierdurch werden passiv kérpereigene Bo-
tenstoffe aus der synovialen Flissigkeit Gber Diffusi-
on in das zellfreie Implantat eingebracht, die die Effi-

6/14



DE 10 2006 047 346 A1

zienz des Implantates zur Rekrutierung von mesen-
chymalen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark er-
héhen.

[0047] Die chemotaktische Wirkung von Wachs-
tums- und Differenzierungsfaktoren, wie beispiels-
weise ,cartilage derived morhogenetic protein-1"
(CDMP1) oder ,growth and differentiation factor-5"
(GDF5) und ,cartilage derived morphogenetic prote-
in-2" (CDMP2) oder ,growth and differentiation fac-
tor-6" (GDF6) auf mesenchymale Stamm- und Vor-
lauferzellen sind in der DE 199 57 388 beschrieben.
Die chemotaktische Wirkung bzw. die Verwendung
von Chemokinen, wie beispielsweise ,stromal deri-
ved factor-1a" (SDF1-a) oder Interleukin-8 (IL8), zur
Rekrutierung von mesenchymalen Stamm- und Vor-
lauferzellen ist ebenfalls in der DE 103 33 901 be-
schrieben. Die chemotaktische Wirkung bzw. die Ver-
wendung von humanem Serum zur Rekrutierung von
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ist in der DE
10 2005 030 614 offenbart. Das Testverfahren zur
Bestimmung der chemotaktischen Aktivitat von Stof-
fen ist ebenfalls aus der DE 10 2005 030 614 be-
kannt.

[0048] Die Testung der chemotaktischen Wirkung
von Synovialflissigkeit von Normalspendern und
Spender mit Osteoarthrose auf mesenchymale Vor-
lauferzellen des Knochenmarks im in Fig. 3 beschrie-
benen Testverfahren ergab Uberraschenderweise,
dafl humane Synovialflissigkeit von gesunden Spen-
der und von Spender mit Osteoarthrose im Vergleich
zu Serum eine vergleichbare Zahl von Vorlauferzel-
len rekrutiert. Die Zellzahlen der im Mittel mit entspre-
chenden Standardabweichungen rekrutierten mes-
enchymalen Vorlauferzellen sind in Eig. 3 dargestellt.
Die Ergebnisse sind in Beispiel 4 zusammengestellt.

[0049] Die Verwendung von synovialer Flissigkeit
im erfindungsgemafien zellfreien Implantat gestattet
Uberraschenderweise eine Erhdhung der Rekrutie-
rungseffizienz von mesenchymalen Vorlauferzellen
aus dem durchbluteten Knochenmark im Vergleich
zu Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
und/oder Chemokinen um mehrere GréRenordnun-
gen (siehe Fig. 3). Diese Uberraschend gesteigerte
Rekrutierungseffizienz erlaubt es, auf die separate
Einbringung von ausdifferenzierten Zellen oder Vor-
lauferzellen im Transplantat selbst zu verzichten. Da-
durch wird die Handhabung des Transplantats enorm
erleichtert, die Herstellung des Transplantats verein-
facht, da keine Manipulationsschritte am Transplan-
tat n6tig werden. Dadurch wird dessen Herstellungs-
zeit sehr verkirzt, die Herstellung kostengtinstig bei
Vergleichsweiser bzw. genauso guter Rekrutierungs-
effizienz.

[0050] Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dalR
die Rekrutierungseffizienz von synovialer Flussigkeit
der Rekrutierungseffizienz von Serum des Blutes ent-
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spricht. Synoviale Flussigkeit ist ein integraler Be-
standteil des Gelenks und ist auf herkdmmlichem
Wege in einfacher Weise zu gewinnen. Dieses kann
vorzugsweise, im Falle des In-Kontakt-Bringen vor
der Implantation, direkt wahrend der Implantation
vom Patienten selbst erfolgen. Dem Patienten kann
damit autologes Material re-implantiert werden, wah-
rend ein Zusatz von anderen potentiell allergenen
und/oder immunaktiven Faktoren nicht erforderlich
ist. Ein zweiter Eingriff zur Entnahme von Blut des
Patienten zur Serumgewinnung wird vermieden.

[0051] Da die Einwanderung der Zellen und/oder
Faktoren in das Transplantat ohne die Verwendung
von kérperfremden Zellen oder dem Einsatz von kor-
perfremden biologischen Botenstoffen ermdoglicht
wird, ist das Infektions- und allergene Risiko flir den
Patienten stark minimiert. Dartber hinaus kann die-
ses ,vereinfachte" erfindungsgemafle Transplantat
sehr gut getrocknet und/oder gelagert werden. Hier-
durch ist es besonders kostenglinstig und anwender-
freundlich.

[0052] Die Kombination von Matrix und Gel im zell-
freien Transplantat der vorliegenden Erfindung hat
auch den Vorteil, dass das Gel eine mechanische
Barriere gegeniiber anderen Zellen als mesenchy-
malen Vorlauferzellen des durch die Pridie-Bohrung
oder ahnliche Frakturen eindringenden Blutes ausbil-
det. Hierdurch wird eine selektive Einwanderung der
mesenchymalen Vorlauferzellen in das Transplantat
ermoglicht. Nur diese setzen sich daher in der Matrix
fest und differenzieren zu den gewiinschten Gewebs-
zellen aus. Eine Uberwucherung der erwiinschten
gewebsbildenden Zellen durch andere Zellen erfolgt
damit nicht oder 143t sich wesentlich verringern.

[0053] Gleichzeitig vermittelt das Gel durch seine
Viskositat dem Implantat eine viskoelastische Eigen-
schaft, wodurch die mechanischen Eigenschaften
des Implantates den Eigenschaften der natirlichen
Biomatrix des Knorpels angeglichen werden. Dieses
Angleichen der mechanischen Eigenschaften bzw.
der Festigkeit des Implantates an das umliegenden
Gewebe schont das umliegende und im Falle des
Gelenks das gegenlberliegende Knorpelgewebe
und ermdglicht eine frihere Belastung des Gelenks
nach Erhalt des Implantates durch den Patienten.
Des weiteren schitzen die durch die Viskositat des
Gels erzielten viskoelastischen Eigenschaften des
Implantates das unterliegende Gewebe vor mechani-
schen Stof3- und Druckbelastungen, welches ein Hei-
len des Defektes unterstitzt.

[0054] Da durch Trocknung der Feuchtigkeitsgehalt
des Matrix-Gel-Transplantats vor der Implantation
gezielt eingestellt werden kann, ist es mdéglich die
Elastizitat/Harte des Transplantats dem Patienten
anzupassen, so dass dieser kein Fremdkdrpergefiihl
nach der Implantation verspurt.
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[0055] Zudem ermoglicht das erfindungsgemalie
zellfreie Transplantat aufgrund der offenen Porositat
der Matrix ein Eindringen der nicht-zellularen Kompo-
nenten des Blutes durch Diffusion, welches die effek-
tive Gerinnung des Blutes und somit Blutstillung im
Defektareal nach einer Mirkofrakturierung bzw. Pri-
die-Bohrung ermdéglicht. Die Abdeckung des Defek-
tes nach einer Mikrofrakturierung mit dem erfin-
dungsgemalen Implantat fihrt zur Blutstillung, wel-
ches die frihere Heilung des Defektes ermoglicht.

[0056] Das oben beschriebene zellfreie Transplan-
tat kann hergestellt werden nach einem Verfahren,
bei dem man die Matrix mit dem Gel in Kontakt bringt.
Dieses In-Kontakt-Bringen kann durch Auftropfen,
Einweichen, Impragnieren und/oder Tranken erfol-
gen.

[0057] Das erfindungsgemaRe Verfahren enthalt ei-
nen Trocknungsschritt. Die Verwendung eines Trock-
nungsschrittes hat den Vorteil, dafl das Transplantat
in trockener Form langer lagerfahig ist. Falls das ge-
trocknete zellfreie Transplantat vor der Verwendung
zur Implantation mit einer wafdrigen Lésung, wie phy-
siologische Kochsalzl6sung und/oder synoviale Flis-
sigkeit kombiniert wird, kann dieses durch beispiels-
weise Tranken oder Einweichen erfolgen. Durch das
erneute In-Kontakt-Bringen des getrockneten Trans-
plantats mit einer wassrigen LOsung kann dann auch
gleichzeitig die Elastizitat/Harte des Transplantats in-
dividuell auf den Patienten angepasst werden.

[0058] Das Trocknen des zellfreien Transplantates
kann durch Konvektionstrocknung, Lufttrocknung,
Vakuumtrocknung, Kondensationstrocknung, Mikro-
wellentrocknung, Gefriertrocknung, Warmetrock-
nung, chemische Trocknung, oder dielektrische
Trocknung erfolgen. Vorzugsweise erfolgt die Trock-
nung durch Gefriertrocknung.

[0059] Fur die oben genannte bevorzugte Ausfih-
rungsform aus Polyglycolsauervlies mit Hyaluronsau-
regel werden bei Vliesgrofien von 20 mm x 30 mm x
1,1 mm circa 600 pl einer Hyaluronsaurelésung (10
mg/ml) in physiologisch geeigneter Lésung in das
Material eingebracht und mittels Gefriertrocknung
getrocknet. Die trockenen zellfreien Implantate kon-
nen durch Tranken mit 1 bis 2 ml Lésung befeuchtet
werden. Vorzugsweise erfolgt das Tranken mit physi-
ologischer Kochsalzlésung, mit synovialer Flissigkeit
und/oder mit verdinnter synovialer Flissigkeit.

[0060] Das erfindungsgemale zellfreie Ma-
trix-Gel-Transplantat kann zur Abdeckung und Erhé-
hung der Viskoseelastizitdt von Defekten zur Ge-
websregeneration von mesenchymalen Geweben
und insbesondere zur Regeneration von Knorpel
und/oder Knochen verwendet werden. Vorzugsweise
wird es zur Regeneration mesenchymaler Gewebe
verwendet. Am meisten bevorzugt ist die Verwen-
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dung zur Knorpelregeneration, insbesondere nach
Pridie-Bohrung oder Mikrofrakturierung. Das Implan-
tat fungiert als intelligente Abdeckung, welche nach
einer Pridie-Bohrung oder Mikrofrakturierung zur
Wiederherstellung der Gelenkoberflache in den
Knorpel passgenau eingebracht wird. Das Matrixma-
terial, vorzugsweise Filzmaterial dient der mechani-
schen Stabilitat und fungiert als Leitstruktur, welche
die homogene, dreidimensionale Verteilung von aus
dem Knochenmark bzw. spongiésem Knochen ein-
wandernden Patientenzellen férdert und blutstillend
wirkt. Das Gel wie beispielsweise Hyaluronsaure
wirkt als Barriere, um die Einwanderung von roten
Blutzellen und Leukozyten zu verhindern und vermit-
telt dem Implantat seine viskoelastischen Eigen-
schaften, welche das umliegende und unterliegende
Gewebe vor mechanischer Beanspruchung schutzt.
Durch das Trockenen des Implantates wird eine lan-
gere Lagerfahigkeit erzielt und ein passives Eindrin-
gen von koérpereigenen synovialen Flussigkeiten
oder Botenstoffen erméglicht. Uberraschend hat sich
gezeigt, dass die Verwendung von synovialer Flus-
sigkeit deutlich gesteigerte Rekrutierungszahlen ge-
genilber der Verwendung von Wachstums- und Diffe-
renzierungsfaktoren sowie Chemokinen bzw. ver-
gleichbare Rekrutierungszahlen wie Serum ermog-
licht (siehe Eig. 3).

[0061] Die folgenden Beispiele sollen die vorliegen-
de Erfindung lediglich veranschaulichen, diese je-
doch nicht beschranken.

Beispiel 1:

[0062] Ein kommerziell im Handel unter der Marke
PGA-Soft Felt® von der Alpha Research Switzerland
GmbH vertriebenes Polyglykolsaurevlies wurde auf
die Abmessungen von 20 mm x 30 mm x 1,1 mm ge-
schnitten. Das Material wurde mit 0,6 ml kommerziell
im Handel unter der Marke Ostenil® von der Firma
TRB Chemedica AG vertriebener Hyaluronsaure ei-
ner Konzentration von 10 mg/ml mit Hilfe eines auto-
matischen Perfusors getrankt. Die so erhaltene Ma-
trix-Gel-Kombination wurde Uber circa 17 Stunden
mit dem Gefriertrockner Epsilon 2-6 LSC getrocknet.
Hierzu wurde die Gel-Matrix-Kombination in 90 Minu-
ten von 20°C auf-20°C gekihlt und fir 3 Stunden bei
—20°C belassen. Als weiterer Trocknungsschritt wur-
de ein Vakuum von 1,03 mbar bei —20°C fir 45 Minu-
ten angelegt. Danach erfolgt das Aufheizen des Ma-
trix-Gel-Transplantats von —20°C auf 20°C in 2 Stun-
den bei 1,03 mbar, um fir weiterer 6,5 Stunden bei
20°C und 1,03 mbar zu trocknen. Im letzten Trock-
nungsschritt wird innerhalb 1 Stunde die Temperatur
auf 25°C erhoht und der Druck auf 0,011 mbar er-
niedrigt. Nach weiteren 2 Stunden bei 25°C und
0,011 mbar ist der letzte Trocknungsschritt abge-
schlossen.

[0063] Die Menge an verdrangter bzw. getrockneter
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Flussigkeit im zellfreien Matrix-Gel-Transplantat wur-
de mittels Gewichtsbestimmung festgestellt. Das je-
weilige bestimmte Gewichtistin Fig. 1 dargestellt. Im
Mittel wogen 0,6 ml Hyaluronsaure 0,589 mg (HA).
Soft PGA Felt® der GréRe 20 x 30 x 1,1 mm wog im
Mittel 0,155 mg (Matrix). Das Naf3gewicht der Ma-
trix-Gel-Kombination vor der Trocknung im Gefrier-
trocknung betrug im Mittel 0,744 mg (Nassgewicht
HA + Matrix). Das Trockengewicht der Ma-
trix-Gel-Kombination nach Gefriertrocknung betrug
im Mittel 0,166 mg (Trockengewicht HA + Matrix).
Das Gewicht der durch Trocknung aus der Ma-
trix-Gel-Kombination verdrangten Flissigkeit betrug
im Mittel 0,579 mg (Verdrangte Flissigkeit).

[0064] Nach Trocknung der Matrix-Gel-Kombination
steht das zellfreie Transplantat zur Anwendung/oder
Lagerung bereit.

Beispiel 2:

[0065] Ein kommerziell im Handel unter der Marke
PGA-Soft Felt® von der Alpha Research Switzerland
GmbH vertriebenes Polyglykolsaurevlies wurde auf
die Abmessungen von 20 mm x 15 mm x 1,1 mm ge-
schnitten. Das Material wurde mit 0,3 ml kommerziell
im Handel unter der Marke Ostenil® von der Firma
TRB Chemedica AG vertriebener Hyaluronsaure ei-
ner Konzentration von 10 mg/ml getrankt. Das so er-
haltene Matrix-Gel-Transplantat wurde fur 17 Stun-
den im Gefriertrockner getrocknet.

[0066] Das Beibehalten von viskoelastischen Ei-
genschaften des zellfreien Matrix-Gel-Transplantates
nach der Gefriertrocknung wurde mittels Messung
der dynamischen Viskositat gezeigt. Die erhaltenen
ViskostatsmeRwerte sind in der Fig. 2 gezeigt. Zur
Messung der dynamischen Viskositat wurde das tro-
ckene zellfreie Matrix-Gel-Transplantat mit 0,3 ml
physiologischer Kochsalzldsung versetzt und fur 16
Stunden bei 4°C unter leichtem Schutteln inkubiert.
Zur Gewinnung der im Transplantat enthaltenen, re-
hydrierten Hyaluronsdure wurde das Transplantat in
eine in einem Reaktionsgefall stehende Pipettenspit-
ze (1.000 pl) Gberfihrt und bei 2.000 rpm fur 10 Minu-
ten zentrifugiert. Die Messung der dynamischen Vis-
kositat erfolgte in 1:10 Verdlinnung mit physiologi-
scher Kochsalzlésung im automatischen Microvikosi-
meter AMVn bei 20°C.

[0067] Zum Vergleich wurde die dynamische Visko-
sitdt von physiologischer Kochsalzlésung, von der
Hyalurons&ure Ostenil® in 1:10 Verdiinnung mit phy-
siologischer Kochsalzldsung und von der Hyaluron-
saure aus der Matrix-Gel-Kombination vor der Ge-
friertrocknung in 1:10 Verdlinnung mit physiologi-
scher Kochsalzldsung bestimmt. Fir die physiologi-
sche Kochsalzldsung wurde im Mittel eine dynami-
sche Viskositat von 1,09 mPa-s (phys. Kochsalzlsg.)
und fiir die Hyaluronsaure Ostenil® in 1:10 Verdin-
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nung mit physiologischer Kochsalzlésung von im Mit-
tel 5,48 mPa-s (HA) bestimmt. Die dynamische Vis-
kositat der Hyaluronsaure in der Matrix-Gel-Kombi-
nation vor der Trocknung im Gefriertrockner betrug
im Mittel 5,54 mPa's (HA + Matrix vor Trocknung).
Nach der Gefriertrocknung betrug die dynamische
Viskositat der Hyaluronsaure im zellfreien Transplan-
tat im Mittel 5,69 mPa-s (HA + Matrix nach Trock-
nung). Dieses zeigt, dal} im Herstellungsprozel} die
viskoelastischen Eigenschaften der Hyaluronsaure
nicht verandert werden.

[0068] Nach Trocknung des Matrix-Gel-Transplan-
tats steht dieses zur Anwendung oder Lagerung be-
reit.

Beispiel 3:

[0069] Ein Polyglykolsaurevlies mit den Abmessun-
gen 20 mm x 30 mm % 1,1 mm wird mit 0,6 ml Hyalu-
ronsaure einer Konzentration von 10 mg/ml getrankt.
Die so erhaltene Matrix-Gel-Kombination wird, wie in
Beispiel 1 dargelegt, im Gefriertrockner getrocknet.
Zur Anwendung wird das trockene zellfreie Ma-
trix-Gel-Transplantat fiir 5 Minuten in physiologischer
Kochsalzlésung inkubiert.

[0070] Ein Gelenkknorpeldefekt des Knies wird ar-
throskopisch gesaubert und mittels Mikrofrakturie-
rung nach Ublichem Verfahren behandelt. Das zell-
freie Matrix-Gel-Transplantat wird in das Gelenk ein-
gefuhrt und zur Abdeckung des mikrofrakturierten
Defektes und zur Blutstillung genutzt. Das Fixieren
der Abdeckung im Defekt kann durch Einkleben mit
Fibrinkleber, durch Vernahen der Matrix mit dem um-
liegenden Gelenkknorpel (Knorpelnaht), durch Ver-
ankern der Matrix im subchondralen Knochen (tran-
sossare Fixierung) oder durch Fixierung der Matrix im
Defekt mittels im Knochen versenkter resorbierbarer
Pins oder Nagel erfolgen.

Beispiel 4:

[0071] Die Testung der chemotaktischen Wirkung
von Synovialflissigkeit von Normalspendern und
Spendern mit Osteoarthrose auf mesenchymale Vor-
lauferzellen des Knochenmarks ergab Uberraschen-
derweise, dall humane Synovialflliissigkeit von ge-
sunden Spender und von Spender mit Osteoarthrose
im Vergleich zu Serum eine vergleichbare Zahl von
Vorlauferzellen rekrutiert. Die Zellzahlen der im Mittel
mit entsprechenden Standardabweichungen rekru-
tierten mesenchymalen Vorlauferzellen sind in Fig. 3
dargestellt.

[0072] Die Verwendung von 10 % fotalem bovinen
Serum konnte im Mittel 11.143 Vorlauferzellen zur
Wanderung in vitro anregen (10 % FBS). 5 % huma-
nes Serum regte im Mittel 10.715 Vorlauferzellen zur
Wanderung an (5 % HS). Synovialflissigkeit von
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Spender mit Osteoarthrose regte in einer 1:2 Verdun-
nung mit dem Zellkulturmedium DMEM im Mittel
8.907 Zellen und Synovialflissigkeit von normalen
Spender, ebenfalls in 1:2 Verdlinnung in DMEM, reg-
te im Mittel 9.920 Vorlauferzellen zur Wanderung an.

[0073] In der DE 10 2005 030 614 ist die Anzahl an
mesenchymalen Stamm- und Vorlauferzellen, wel-
che durch die Wachstums- und Differenzierungsfak-
toren CDMP1 und CDMP2 rekrutiert wurden, mit ma-
ximal 156 bzw. maximal 38 Zellen angegeben. Des
weiteren ist offenbart, dass das Chemokin SDF1-a
maximal 79 und durch das Chemokin IL-8 maximal
814 Zellen pro 25 mm? zur Wanderung angeregt ha-
ben. Humanes Serum regte je nach Formulierung
zwischen 2.135 und 10.332 mesenchymale Zellen
zur Wanderung an.

Beispiel 5:

[0074] Ein Polyglykolsaurevlies mit den Abmessun-
gen 20 mm x 30 mm x 1,1 mm wird mit 0,6 ml Hyalu-
ronsaure einer Konzentration von 10 mg/ml getrankt.
Die so erhaltene Matrix-Gel-Transplantat wird, wie in
Beispiel 1 beschrieben, im Gefriertrockner getrock-
net. Zur Anwendung wird das trockene zellfreie
Transplantat fir 10 Minuten in mit physiologischer
Kochsalzldsung im Verhaltnis 1:2 verdinnter, autolo-
ger Synovialflissigkeit getrankt, welche dem zu be-
handelnden Patienten intraoperativ entnommen wur-
de.

[0075] Ein Gelenkknorpeldefekt des Knies wird ar-
throskopisch gesdubert und mittels Mikrofrakturie-
rung nach tblichem Verfahren behandelt. Das in Sy-
novialflissigkeit getrankte zellfreie Transplantat wird
in das Gelenk eingefihrt und zur Abdeckung des mi-
krofrakturierten Defektes genutzt. Das Fixieren der
Abdeckung im Defekt kann durch Einkleben mit Fib-
rinkleber, durch Verndhen der Matrix mit dem umlie-
genden Gelenkknorpel (Knorpelnaht), durch Veran-
kern der Matrix im subchondralen Knochen (tran-
sossare Fixierung) oder durch Fixierung der Matrix im
Defekt mittels im Knochen versenkter resorbierbarer
Pins oder Nagel erfolgen.

Patentanspriiche

1. Zellfreies Transplantat, bestehend aus
(i) einer zusammenhangenden, geristbildenden Ma-
trix mit offener Porositat aus einem biologisch und
pharmazeutisch annehmbaren Material und
(i) einem Gel aus einem biologisch und pharmazeu-
tisch annehmbaren Material.

2. Zellfreies Transplantat nach Anspruch 1, worin
die Matrix resorbierbar ist.

3. Zellfreies Transplantat nach Anspruch 1 oder
2, worin die Matrix eine Struktur aufweist, ausgewahlt
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unter Geweben oder Gewirken insbesondere Vlies-
und Filzstrukturen, Membranen, Schwammen, Wat-
te, offenzelligen Schaumen, Wolle, Flechtwerk, ge-
ordneten und ungeordneten Faserblindeln, Spongio-
sa und Gelen sowie Kombinationen derselben.

4. Zellfreies Transplantat nach einem der vorste-
henden Anspriiche, worin die Matrix ein Material um-
fasst, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus
nattrlichen und synthetischen Polymeren wie Kolla-
gen, Hyaluronsaure, Chitosan, Chitin, Polysacchari-
den, Cellulosen und deren Derivaten, Proteinen, Po-
lypeptiden, Polyglycolsaure, Polymilchsaure, Po-
ly(glycolid, lactat), Caprolacton und Gemischen da-
von, und vorzugsweise Polyglykolsaure ist.

5. Zellfreies Transplantat nach Anspruch 1, worin
das Gel auf mindestens einer Seite der Matrix aufge-
bracht ist und/oder diese mindestens teilweise durch-
dringt.

6. Zellfreies Transplantat nach Anspruch 5, worin
das Gel ein naturliches oder synthetisches Hydrogel
ist.

7. Zellfreies Transplantat nach einem der An-
spriche 5 bis 6, worin das Gel ausgewahlt ist unter
Polysacchariden, Polypeptiden, Hyaluronsaure, Fib-
rin, Kollagen, Alginat, Agarose und Chitosan sowie
Mischungen davon, und vorzugsweise Hyaluronsau-
re ist.

8. Zellfreies Transplantat nach einem der An-
spriche 5 bis 7, worin das Gel auf die Matrix aufge-
trocknet wurde.

9. Zellfreies Transplantat nach Anspruch 8, wo-
bei die Auftrocknung des Gels durch Konvektions-
trocknung, Lufttrocknung, Vakuumtrocknung, Kon-
densationstrocknung, Mikrowellentrocknung, Ge-
friertrocknung, Warmetrocknung, chemische Trock-
nung, oder dielektrische Trocknung, und vorzugswei-
se durch Gefriertrocknung erfolgt.

10. Verfahren zur Herstellung eines zellfreien
Transplantats nach einem der vorstehenden Anspri-
che, umfassend die folgenden Schritte:

(v) In-Kontakt-bringen der Matrix mit dem Gel, und
(vi) Trocknen des in (v) gebildeten Matrix-Gel-Kom-
plexes.

11. Verwendung eines zellfreien Transplantats
nach einem der Anspriche 1 bis 9 zur Abdeckung
und Erhdéhung der Viskoelastizitat von Defekten.

12. Verwendung nach Anspruch 10 zur Abde-
ckung von Defekten mesenchymaler Gewebe, insbe-
sondere Knorpel und/oder Knochen.

13. Verwendung eines zellfreien Transplantats
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nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zur Gewebsrege-
neration.

14. Verwendung nach Anspruch 13 zur Regene-
ration mesenchymaler Gewebe, insbesondere Knor-
pel und/oder Knochen.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1

Gewicht [mg]
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Gewichtsbestimmung "zellfreies Matrix-Gel-Transplantat"
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HA + Matrix HA + Matrix Flissigkeit
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Figur 2

dynamische Viskositidt [mPa*s]
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Viskositat "zellfreies Matrix-Gel-Transplantat"
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phys. Kochsalzlsg. HA HA + Matrix vor HA + Matrix nach
Trocknung Trocknung
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Figur 3

Anzahl migrierter Vorlauferzellen

Rekrutierung von Vorlduferzellen durch Synovialfliissigkeit
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