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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft biokompatible Matrices
auf Basis von Chitosan und Hydroxycarbonsauren, die-
se Matrices enthaltende mehrschichtige Systeme und
Anwendungen solcher Matrices.

[0002] Auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin
sind in den letzten Jahren erhebliche Erfolge erzielt wor-
den. Probleme bereiten jedoch die geringen verfiigba-
ren Mengen an Spenderorganen sowie durch heterolo-
ge Spenderorgane verursachte Abstoflungsreaktionen.
Ein weiteres Problem besteht darin, dass mit heterolo-
gen Spenderorganen auch Krankheitserreger tbertra-
gen werden kdnnen. Es sind daher Versuche unternom-
men worden, kiinstliche Organe aus Zellkulturen auf ei-
ner dreidimensionalen Matrix zu ziichten, die entspre-
chend den Bedirfnissen geformt werden kann, bei-
spielsweise als Ohr. Dieses kiinstliche Organ oder Kor-
perteil kann dann transplantiert werden, wobei bei Ver-
wendung kérpereigener Zellen keine AbstolRungsreak-
tion eintritt.

[0003] Als vielversprechendes Matrixmaterial hat
Chitosan ein immer gréReres Interesse gefunden. Chi-
tosan ist ein teilweise deacetyliertes Chitin und wird aus
den Exoskeletten von Arthropoden gewonnen. Esist ein
Aminopolysaccharid (Poly-1-4-glucosamin), das bei-
spielsweise im Medizinbereich als Nahtmaterial oder
zur Verkapselung von Pharmaka verwendet wird. Sein
Vorteil liegt darin, dass es vom Kérper vollstandig resor-
biert werden kann. Chitosan kann im leicht Sauren (pH
< 6) durch Protonierung der freien Aminogruppen in
Wasser geldst werden. Im Alkalischen (pH > 7) fallt es
aus der wassrigen Losung wieder aus. Durch diesen
pH-abhangigen Mechanismus, kann Chitosan unter mil-
den Bedingungen gereinigt und verarbeitet werden.
[0004] In der US 5,871,985 wird ein Trager fir die
Transplantation in einen Patienten vorgeschlagen, der
aus einer Matrix besteht, in die Zellen eingewachsen
sind. Dazu wird zunachst eine Losung aus Chitosan her-
gestellt, in der lebende Zellen enthalten sind. Diese L6-
sung wird dann in eine semipermeable Membran einge-
schlossen, um den Trager auszubilden. Das Chitosan
wird prazipitiert und bildet eine unvernetzte Matrix aus,
in der die Zellen verteilt sind.

[0005] Madihally et al. (Biometerials 1999; 20(12), S.
1133-1142) beschreiben eine Matrix fir die Gewebege-
neration. Chitosan, das zu 85-90 % deacetyliert ist, wird
dazuin 0,2 M Essigsaure gel6st, so dass Lésungen mit
einem Gehalt von 1 bis 3 Gew.-% Chitosan erhalten
werden. Die Lésung wird eingefroren und das Wasser
und die Uberschussige Essigsaure durch Lyophilisieren
entfernt.

[0006] Die Deutsche Patentanmeldung 199 48 120.2
offenbart ein Verfahren zur Herstellung einer biokompa-
tiblen dreidimensionalen Matrix, wobei eine wassrige
Lésung eines Chitosans und einer im Uberschuss vor-
liegenden Sé&ure, insbesondere einer Hydroxycarbon-
saure, eingefroren wird und das Wasser bei verminder-
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tem Druck absublimiert wird, wobei die Uberschiissige
Saure vor dem Einfrieren oder nach dem Absublimieren
des Wassers entfernt, insbesondere neutralisiert wird.
Weiterhin wird eine durch das Verfahren erhaltliche Ma-
trix offenbart, die zur Herstellung von Implantaten ver-
wendet werden kann.

[0007] Ausgehend von dieser Erkenntnis war es die
Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue Matrixfor-
men oder/und Anwendungen einer Matrix auf Basis von
Chitosan und einer Saure, insbesondere einer Hydro-
xycarbonsaure bereitzustellen.

[0008] Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung
betrifft daher eine biokompatible nichtporése Matrix auf
Basis von Chitosan und einer Saure, insbesondere ei-
ner Hydroxycarbonsaure, die beispielsweise in Form ei-
ner Folie oder eines dreidimensionalen Korpers, z.B. ei-
nes Hohlkdrpers oder einer Rolle, sein kann. Die nicht-
pordse Matrix ist erhaltlich durch:

- Bereitstellen einer wéassrigen Lésung eines Chi-
tosans und einer im Uberschuss vorliegenden S&u-
re, insbesondere einer Hydroxycarbonsaure,

- Trocknen der Lésung ohne Einfrieren und

- Entfernen von Uberschiissigen Sauren vor oder/
und nach dem Trocknen, vorzugsweise durch Neu-
tralisation.

[0009] Die nichtpordése Matrix kann als Trager fiir eine
pordse dreidimensionale Matrix verwendet werden. So-
mit kbnnen biokompatible Matrixsysteme bereitgestellt
werden, die mindestens eine biokompatible nicht poré-
se Matrix, wie zuvor beschrieben, und mindestens eine
biokompatible porése Matrix umfassen. Die biokompa-
tible porése Matrix ist vorzugsweise auf Basis von Chi-
tosan und einer Saure, insbesondere einer Hydroxycar-
bonsdure aufgebaut. Es kdnnen jedoch auch andere
pordse biokompatible Matrices verwendet werden.
[0010] Besonders bevorzugt ist eine biokompatible
porése Matrix gemafl der Deutschen Anmeldung 199
48 120.2, die erhaltlich ist durch:

- Bereitstellen einer wassrigen Lésung eines Chi-
tosans und einer im Uberschuss vorliegenden Sau-
re, insbesondere einer Hydroxycarbonsaure,

- Einfrieren und Trocknen der Losung, insbesondere
durch Absublimieren bei verringertem Druck und

- Entfernen von Uberschiissiger Saure vor oder/und
nach dem Einfrieren, insbesondere durch Neutrali-
sation mit einer geeigneten Base, z.B. NaOH.

[0011] Bei erfindungsgemaflen Matrixsystemen kén-
nen nichtporése Matrices und pordse Matrices jeweils
abwechselnd in Schichten angeordnet sein. Beispiele
fiir derartige Mehrschichtsysteme sind in Figur 1 A, 1B
und 1 C dargestellt. Alternativ kann eine nichtpordse
Matrix auch zwischen zwei porésen Matrices angeord-
net sein.

[0012] Die erfindungsgemale nichtporése Matrix
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oder das darauf basierende Matrixsystem kann zur in
vitro Kultivierung von Zellen verwendet werden. Dabei
kann das Matrixsystem zusatzliche Faktoren zum Zell-
wachstum, z.B. Cytokine, enthalten.

[0013] Beispielsweise kdénnen die Matrix oder das
Matrixsystem eingesetzt werden zur Zichtung von
Knorpelgewebe, zur Rekonstruktion von Knochenge-
webe, als Fullmaterial fir Bioreaktoren zur Produktion
von Zellen, Proteinen oder Viren, als Mikrocarrier von
Fillmaterial fir Bioreaktoren, zur Erzeugung von Kapil-
laren und Blutgefalien, zur Erzeugung von gegebenen-
falls mehrschichtigen Hautsystemen, zur Kultivierung
von Blutstammzellen, zur Regeneration von Nervenge-
weben, zur Erzeugung kinstlicher Organe.

[0014] Eine besonders bevorzugte Anwendung des
mehrschichtigen Matrixsystems ist die Herstellung ei-
nes Basismaterials zur Erzeugung eines mehrschichti-
gen kunstlichen Hautsystems. Dabei kann das Matrix-
system mit Keratinocyten sowie gegebenenfalls zusatz-
lich mit Fibroblasten besiedelt werden. Weiterhin kann
ein vaskularisiertes Hautsystem erzeugt werden, wobei
in die pordsen Schichten des Matrixsystems Rdhren
eingezogen werden, die nach Besiedelung mit Epithel-
zellen zur Vaskularisierung der klinstlichen Haut beitra-
gen.

[0015] Eine weitere besonders bevorzugte Anwen-
dung des mehrschichtigen Matrixsystems ist die Erzeu-
gung einer kiinstlichen Herzklappe, wobei eine nichtpo-
rése Struktur zur Erhéhung der mechanischen Stabilitat
zwischen zwei pordsen Strukturen eingebaut und dann
zur Kultivierung von Muskelzellen verwendet wird.
[0016] Weiterhin kann die nichtporése Matrix und das
darauf basierende Matrixsystem auch als Implantat
ohne vorherige Zellbesiedelung, z.B. bei Knorpel- und
Knochendefekten, zum Ersatz von Mikrokapillaren oder
als chirurgisches Fillmaterial, z.B. fUr die rekonstruktive
Chirurgie oder die Schdnheitschirurgie eingesetzt wer-
den.

[0017] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfin-
dung betrifft eine biokompatible Matrix auf Basis von
Chitosan und einer Saure, insbesondere einer Hydro-
xycarbonbsaure mit anisotropen Strukturen, beispiels-
weise parallel ausgerichteten Fasern oder/und Kam-
mern. In dieser Ausfiihrungsform ist die Matrix vorzugs-
weise pords. Die anisotrope Matrix ist erhaltlich durch:

- Bereitstellen einer wassrigen L6sung eines Chi-
tosans und einer im Uberschuss vorliegenden Sau-
re, insbesondere einer Hydroxycarbonsaure,

- anisotropes Einfrieren und Trocknen der Ldsung,
insbesondere durch Absublimation bei verringer-
tem Druck und

- Entfernen von (berschissiger Saure vor oder/und
nach dem Einfrieren.

[0018] Das anisotrope Einfrieren umfasst vorzugs-
weise ein Einfrieren unter Verwendung von strukturier-
ten Kalteelementen, z.B. Rohren in direktem oder indi-
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rektem Kontakt mit der Matrix wahrend des Einfrierpro-
zesses. Die Kéltelemente kdnnen langgestreckt sein,
um beispielsweise parallel ausgerichtete Fasern oder
Kammern in der Matrix zu erhalten. Es kénnen jedoch
auch gekrimmte Strukturen, z.B. Nachbildungen des zu
formenden Organs, als Kélteelemente verwendet wer-
den.

[0019] Die anisotrope pordse Matrix kann in einem
biokompatiblen Matrixsystem zusammen mit einer an-
deren Matrix, beispielsweise mit einer biokompatiblen
nichtporésen Matrix eingesetzt werden. Die anisotrope
Matrix bzw. das darauf basierende Matrixsystem kann
zur in vitro Kultivierung von Zellen oder als Implantat
ohne vorherige Zellbesiedlung, entsprechend den zuvor
genannten Anwendungen, eingesetzt werden.

[0020] Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die
Verwendung einer biokompatiblen Matrix auf Basis von
Chitosan und einer Saure, insbesondere einer Hydro-
xycarbonsaure, wie in DE 199 48 120.2 beschrieben,
zur Zuchtung von Knorpelgewebe, zur Rekonstruktion
von Knochengewebe, als Fillmaterial fir Bioreaktoren
zur Produktion von Zellen, Proteinen oder Viren, als Mi-
krocarrier von Fullmaterial fur Bioreaktoren, zur Erzeu-
gung von Kapillaren und BlutgefafRen, zur Erzeugung
von gegebenenfalls mehrschichtigen Hautsystemen,
zur Kultivierung von Blutstammzellen, zur Regeneration
von Nervengeweben, zur Erzeugung kunstlicher Orga-
ne.

[0021] Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass
Zellen in einer Dichte 108 oder mehr Zellen pro cm?2 Ma-
trix kultiviert werden kénnen. Dabei handelt es sich um
eine im Vergleich zur Kultivierung in einer Kulturschale
mehr als 10fache Erhdhung der Zelldichte.

[0022] Die Herstellung der erfindungsgemaflen Ma-
trices auf Basis von Chitosan und Sauren erfolgt im We-
sentlichen nach dem in der Deutschen Anmeldung 199
48 120.2 angegebenen Verfahren, sofern nichts ande-
res angegeben ist. Vorzugsweise wird zunachst eine
wassrige Lésung eines teilweise deacetylierten Chi-
tosans und einer im Uberschuss vorliegenden S&ure
hergestellt. Unter Uberschuss wird dabei verstanden,
dass der pH der wassrigen Lésung im Sauren liegt, vor-
zugsweise unterhalb von pH < 4. Dadurch sind die freien
Aminogruppen des Chitosans zumindest teilweise pro-
toniert, wodurch die Ld&slichkeit in Wasser gesteigert
wird. Die Sduremenge ist nicht kritisch. Sie muss ledig-
lich so gewahlt sein, dass das Chitosan in Losung geht.
Eine UbermaRige Saurezugabe wird nach Moglichkeit
vermieden, da uUberschissige Saure wieder entfernt
werden muss, und dadurch die Aufarbeitung bei grof3en
Sauremengen erschwert wird. Glnstig sind Sduremen-
gen, die eine 0,05 bis 1 N, vorzugsweise 0,1 bis 0,5 N,
insbesondere 0,1 bis 0,3 N Losung ergeben. Die Chito-
sanmenge wird vorzugsweise so gewahlt, dass sich ei-
ne 0,01 bis 0,5 M, vorzugsweise 0,1 bis 0,3 M Lésung
ergibt. Durch die Konzentration der Chitosanldsung
kann Einfluss auf die Struktur der Matrix, insbesondere
deren Porengrofie genommen werden. Auf diese Weise
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I&sst sich die PorengréRe der Matrix auf den jeweiligen
Zelltypus abstimmen, mit dem die Matrix besiedelt wer-
den soll.

[0023] Chitosan hatwegen seiner Herstellung aus na-
turlichen Quellen kein einheitliches Molekulargewicht.
Je nach Quelle und Aufbereitungsverfahren kann das
Molekulargewicht zwischen 20 kDa bis tUber 1000 kDa
betragen.

[0024] Firdie Herstellung der dreidimensionalen Ma-
trix ist das Chitosan hinsichtlch seines Molekularge-
wichts keinen Beschrankungen unterworfen. Fir die
Herstellung der wassrigen Chitosanldésung wird eine
Saure verwendet, bei der es sich um eine anorganische
Saure oder vorzugsweise um eine organische Saure,
besonders bevorzugt um eine Alkyl- oder Aryl-Hydroxy-
carbonsaure handelt. Geeignet sind insbesondere Hy-
droxycarbonsauren mit 2 bis 12 Kohlenstoffatomen, wo-
bei eine oder mehrere Hydroxylgruppen sowie eine oder
mehrere Carboxylgruppen im Molekil vorhanden sein
kénnen. Spezifische Beispiele sind Glycolsaure, Milch-
saure, Apfelsaure, Weinsaure, Zitronenséure und Man-
delsaure. Besonders bevorzugt ist Milchsaure.

[0025] Bei Herstellung einer porésen Matrix wird die
Lésung aus Chitosan und S&ure zunéchst durch Zuga-
be von Base zumindest teilweise neutralisiert und dann
eingefroren oder ohne vorherige Neutralisation direkt
eingefroren. Die Neutralisation vor dem Einfrieren ist
bevorzugt. Der pH-Wert nach der Neutralisation betragt
im Allgemeinen 5,0 bis 7,5, vorzugsweise 5,5 bis 7,0
und insbesondere 6,0 bis 7,0.

[0026] Nach dem Einfrieren wird das Wasser unter
vermindertem Druck absublimiert, beispielsweise im
Druckbereich von 0,001 bis 3 hPa.

[0027] Zur Herstellung einer nichtporésen Matrix wird
die Losung nicht gefroren und absublimiert, sondern
ohne Einfrieren bei gegebenenfalls erhéhter Tempera-
tur oder/und verringertem Druck getrocknet und vor-
zugsweise nach Trocknung neutralisiert. Die entstehen-
de nichtpordse Matrix ist in feuchtem Zustand stark be-
lastbar und dehnbar.

[0028] Durch die groe Anzahl von Amino- und Hy-
droxygruppen ist die Matrix beliebig modifizierbar. Bei
einer bevorzugten Ausflihrungsform der dreidimensio-
nalen Matrix sind Liganden kovalent oder nicht kovalent
an die Chitosanmatrix gebunden, vorzugsweise an die
freien Aminogruppen des Chitosans. Als Liganden kén-
nen z.B. Wachstumsstoffe, Proteine, Hormone, Hepa-
rin, Heparansulfate, Chondroitinsulfate, Dextransulfate
oder eine Mischung dieser Substanzen verwendet wer-
den. Die Liganden dienen vorzugsweise zur Kontrolle
und Verbesserung der Zellproliferation.

[0029] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Er-
findung werden Nukleinsauren, z.B. RNA oder DNA, als
Liganden in der Matrix verwendet. Die Nukleinsauren
kénnen Uber chemische Kopplung an die im Chitosan
vorhandenen Amino- oder/und Hydroxygruppen immo-
bilisiert werden. Mit einer Nukleinsdure-beladenen Ma-
trix kann eine lokal begrenzte transiente Expression he-
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terologer Gene im Korper erreicht werden. Wird eine
derart gekoppelte Matrix ndmlich im Kdérper implantiert
und von korpereigenen Zellen besiedelt, die die Matrix
auflésen, nehmen die Zellen auch die darauf immobili-
sierten Nukleinsduren auf und sind in der Lage, diese
ZuU exprimieren.

[0030] Das Zellwachstum auf der Matrix wird weiter
verbessert, wenn die Matrix mit autologem Fibrin be-
schichtet ist.

[0031] Die erfindungsgemalfe dreidimentsionale Ma-
trix kann als Festphase in einem Kulturreaktor (Cell Fac-
tory) verwendet werden. Die Matrix zeigt eine sehr hohe
Bestandigkeitim Kulturmedium. Ferner hat sich gezeigt,
dass die Matrix das Zellwachstum férdert.

[0032] Die Matrix eignet sich ferner zur Verwendung
als Zellimplantat, insbesondere flr knorpelbilderide Zel-
len. Es missen dabei keine gentechnisch veranderten
Zellen verwendet werden. Die Zellen werden bevorzugt
durch Biopsie dem Patienten entnommen, auf der Zell-
matrix angeziichtet und das Zellimplantat dann dem Pa-
tienten eingepflanzt. Durch die Besiedlung der dreidi-
mensionalen Matrix mit kérpereigenen Stammzellen
(Knochenersatz), die sich erst am Ort des Transplantats
differenzieren, angeregt durch die jeweiligen Wachs-
tumsfaktoren des umliegenden Gewebes, oder mit
Knorpelzellen zur erneuten Bildung hyalinen Knorpels,
sind AbstoRungsreaktionen des Transplantats weitge-
hend ausgeschlossen.

[0033] Die dreidimensionale Matrix kann sowohl mit
humanen als auch mit animalischen Zellen (beispiels-
weise vom Pferd, Hund oder Hai) besiedelt werden. Be-
sonders geeignet sind Haizellen, da diese beim Emp-
féanger keine wesentliche immunologische Antwort aus-
I6sen. Haizellen werden bereits als Organersatz ver-
wendet, z.B. fir Augenlinsen. Beispiele fir Zellen, mit
denen die erfindungsgemalen Matrices bzw. Matrixsy-
steme besiedelt werden kdnnen, sind Chondrocyten,
Osteocyten, Keratinocyten, Hepatocyten, Knochen-
marksstammzellen oder neuronale Zellen.

[0034] Die Matrices oder Matrxsysteme, wie zuvor
beschrieben, kénnen im humanmedizinischen und im
tiermedizinischen Bereich eingesetzt werden. Weitere
Einsatzgebiete sind die Verwendung als Einmalartikel
als in vitro Testsystem zur Untersuchung von pharma-
zeutischen Wirkstoffen. Hierzu kdnnen beispielsweise
Blutstammzellen oder Hepatocyten auf der Matrix kulti-
viert werden. Dieses System kann zur Untersuchung
der Wirksamkeit von Testsubstanzen aus einer chemi-
schen oder/und biologischen Substanzenbibliothek; ge-
gebenenfalls in einem Hochdurchsatzverfahren, ver-
wendet werden.

[0035] Die Matrix und das Matrixsystem werden vor
Einsatz in der Zellkultur sterilisiert, um Keimfreiheit zu
garantieren. Die Sterilisation kann durch Temperaturbe-
handlung, z.B. durch Autoklavieren, Dampfbehandlung
etc. oder/und durch Bestrahlung, z.B. Gammastrahlen-
behandlung, erfolgen. Vorzugsweise erfolgt die Sterili-
sation in einer physiologisch vertraglichen gepufferten
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Lésung, z.B. in PBS, um eine vollstdndige Benetzung
der Matrix mit Flissigkeit und die Abwesenheit gréfRerer
Lufteinschlusse sicherzustellen.

[0036] Bei Kultivierung der Zellen wird die Matrix in
einem Zeitraum von ca. 5-8 Wochen abgebaut. Die Ab-
bauzeiten kénnen Uber den Deacetylierungsgrad des
Chitosans und die Konzentration des Materials einge-
stellt werden.

[0037] Weiterhin soll die Erfindung durch die nachfol-
genden Beispiele erlautert werden.

Beispiel 1: Herstellung einer nichtpordsen Folie

[0038] Nach dem im Beispiel 3 von DE 199 48 120.2
beschriebenen Verfahren wird eine Mischung aus Chi-
tosan und Milchsaure hergestellt. Die Lésung wird in ei-
ne Petrischale gegossen, bei 50 °C getrocknet und nach
Entstehen eines glasklaren Filmes mit 1 M Natronlauge
auf einen pH-Wert von 7 neutralisiert. Die entstehende
Folie ist im feuchten Zustand stark belastbar und dehn-
bar.

Beispiel 2: Wachstum von Hep-G2-Zellen in der Ma-
trix

[0039] Zwei definierte Anfangsmengen, 1 x 105 bzw.
1 x 108, Hep-G2-Hepatocyten wurden in ein 1, 5 cm?
groRes Stlick porése Matrix (hergestellt nach Beispiel 3
von DE 199 48 120.2) eingespritzt und das Zellwachs-
tum zu vier Zeitpunkten, maximal 33 Tage lang beob-
achtet. Dabei konnte ein kontinuierliches Zellwachstum
beobachtet werden.

[0040] Nach 33 Tagen lag die maximale Zellzahl pro
Matrix bei 1,6 x 107 Zellen (Figur 2). Das bedeutet, dass
sich die Zellzahl auf der geringen Grundflache von 1,5
cm? noch um eine Zehnerpotenz vermehren konnte. Die
Zelldichte einer konfluenten, konventionellen Kultur-
schale mit einer Grundflache von 80 cm?2 wird bei der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell-
kulturen (DSMZ) mit 2,5-3,0 x 107 fiir Hep-G2 angege-
ben. Diese Menge ist, wenn sie auf die Grundflache der
Matrix umgelegt wird, etwa 25fach geringer als die Zell-
zahl, die nach 33 Tagen in der Matrix nachgewiesen
werden konnte.

Beispiel 3: Einfluss der Matrix auf die Zellprolifera-
tion

[0041] Bei diesem Versuch sollte gezeigt werden, ob
sich Substanzen, die sich in der Matrix befinden, das
Zellwachstum ungiinstig beeinflussen. Dabei sollte
nicht das Wachstum der Zellen auf der Matrix begutach-
tet werden, sondern nur der Einfluss potenzieller, 16sli-
cher Substanzen, die méglicherweise an das Medium
abgegeben werden. Dazu wurde 6 Tage lang ein 1,5
cmZ2 groRRes Stiick einer Matrix (hergestellt nach Beispiel
3 von DE 199 48 120.2) in 3 ml Zellkulturmedium bei 37
°C und 5 % CO, vorinkubiert. Das Medium wurde an-
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schlieBend zusammen mit ebenfalls vorinkubierten
Kontrollmedien in einem Standard-Proliferationstest
(XTT) analysiert. Bei diesem Test wird durch metabo-
lisch aktive Zellen ein Tetrazoliumsalz in ein farbiges
Formazansalz umgesetzt, welches anschlieRend pho-
tometrisch nachgewiesen werden kann. Dabei konnte
keine Beeinflussung des Zellwachstums beobachtet
werden. Als Zelllinie wurde Hep-G2 verwendet und als
Positivkontrolle wurde dem Medium 5 % DMSO zuge-
setzt. Der Test wurde dreifach wiederholt und lieferte in
allen drei Fallen das gleiche Ergebnis.

Beispiel 4: Wachstum anderer Zelllinien in der Ma-
trix und Zellmorphologie

[0042] Neben Hep-G2 wurden zwei weitere Zelllinien
auf die Matrix ausgesét, um zu beobachten, ob sie in
der Matrix wachsen. Sowohl Hela als auch die Zelllinie
CHO-K1 I&sst sich in der Matrix vermehren.

[0043] Bei allen drei Zelllinien Iasst sich eine veran-
derte Morphologie im Vergleich zu Zellen, die in norma-
len Zellkulturschalen wachsen, beobachten. Die Zellen
sind deutlich abgerundet und wachsen auch in die dritte
Dimension und &hneln somit mehr Zellen in naturlichen
dreidimensionalen Geweben. Als Beispiel sind in Figur
3 zwei Abbildungen der Leberzelllinie Hep-G2 darge-
stellt, wobei Figur 3A die Zellen nach Kultivierung aus
einer Zellkulturschale und Figur 3B die Zellen nach Kul-
tivierung in einer Matrix zeigt.

Patentanspriiche

1. Biokompatible nichtporése Matrix auf Basis von
Chitosan und einer Saure, insbesondere einer Hy-
droxycarbonsaure, erhaltlich durch:

- Bereitstellen einer wassrigen Lésung eines
Chitosans und einer im Uberschuss vorliegen-
den Saure, insbesondere einer Hydroxycar-
bonsaure,

- Trocknen der Lésung ohne Einfrieren und

- Entfernen von Uberschiissigen Sauren vor
oder/und nach dem Trocknen.

2. Biokompatibles Matrixsystem umfassend minde-
stens eine biokompatible nichtpordse Matrix nach
Anspruch 1 und mindestens eine biokompatible po-
rése Matrix.

3. Matrixsystem nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens eine biokompatible pordse Matrix
auf Basis von Chitosan und einer Saure, insbeson-
dere einer Hydroxycarbonsdure aufgebaut ist.

4. Verwendung einer nichtporésen Matrix nach An-
spruch 1 oder eines Matrixsystems nach einem der
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Anspriche 2 bis 3 zur in vitro Kultivierung von Zel-
len, insbesondere zur Ziichtung von Knorpelgewe-
be, zur Rekonstruktion von Knochengewebe, als
Fillmaterial fur Bioreaktoren zur Produktion von
Zellen, Proteinen oder Viren, als Mikrocarrier von
Fillmaterial fir Bioreaktoren, zur Erzeugung von
Kapillaren und Blutgefalien, zur Erzeugung von ge-
gebenenfalls mehrschichtigen Hautsystemen, zur
Kultivierung von Blutstammzellen, zur Regenerati-
on von Nervengeweben und zur Erzeugung kiinst-
licher Organe.

Verwendung einer nichtporésen Matrix nach An-
spruch 1 oder eines Matrixsystems nach einem der
Anspriche 2 bis 3 als Implantat ohne vorherige Zell-
besiedlung, insbesondere bei Knorpel- und Kno-
chendefekten, als Mikrokapillaren oder als chirurgi-
sches Fullmaterial.

Biokompatible Matrix auf Basis von Chitosan und
einer Saure, insbesondere einer Hydroxycarbon-
saure mit anisotropen Strukturen.

Biokompatibles Matrixsystem umfassend minde-
stens eine biokompatible anisotrope pordse Matrix
nach Anspruch 6 und mindestens eine biokompati-
ble nichtporése Matrix.

Verwendung einer anisotropen Matrix nach An-
spruch 6 oder eines Matrixsystems nach Anspruch
7 zur in vitro Kultivierung von Zellen oder als Im-
plantat ohne vorherige Zellbesiedelung.

Biokompatible Matrix auf Basis von Chitosan und
einer Saure, insbesondere einer Hydroxycarbon-
saure,

dadurch gekennzeichnet,

dass sie Nukleinsauren in chemisch angekoppelter
Form enthalt.

Verwendung einer biokompatiblen Matrix auf Basis
von Chitosan und einer Saure, insbesondere einer
Hydroxycarbonséure, zur Zuichtung von Knorpelge-
webe, zur Rekonstruktion von Knochengewebe, als
Fillmaterial fur Bioreaktoren zur Produktion von
Zellen, Proteinen oder Viren, als Mikrocarrier von
Fillmaterial fir Bioreaktoren, zur Erzeugung von
Kapillaren und Blutgefalien, zur Erzeugung von ge-
gebenenfalls mehrschichtigen Hautsystemen, zur
Kultivierung von Blutstammzellen, zur Regenerati-
on von Nervengeweben und zur Erzeugung kiinst-
licher Organe.

Claims

1.

Biocompatible non-porous matrix based on chi-
tosan and an acid, in particular a hydroxy carboxylic
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acid, obtainable by:

- providing an aqueous solution of a chitosan and
of an acid, in particular a hydroxy carboxylic ac-
id, which is present in excess,

- drying the solution without freezing and

- removing excess acids before or/and after the
drying.

Biocompatible matrix system comprising at least
one biocompatible non-porous matrix according to
Claim 1 and at least one biocompatible porous ma-
trix.

Matrix system according to Claim 2, characterized
in that at least one biocompatible porous matrix has
a structure based on chitosan and an acid, in par-
ticular a hydroxy carboxylic acid.

Use of a non-porous matrix according to Claim 1 or
of a matrix system according to any of Claims 2 to
3 for the in vitro culturing of cells, in particular for
culturing cartilage tissue, for reconstructing bone
tissue, as filling material for bioreactors for produc-
ing cells, proteins or viruses, as microcarrier of fill-
ing material for bioreactors, for generating capillar-
ies and blood vessels, for generating optionally mul-
tilayer skin systems, for culturing blood stem cells,
for regenerating nerve tissue and for generating ar-
tificial organs.

Use of a non-porous matrix according to Claim 1 or
of a matrix system according to Claim 2 or Claim 3
as implant without previous cell colonization, in par-
ticular for cartilage and bone defects, as microcap-
illaries or as surgical filling material.

Biocompatible matrix based on chitosan and an ac-
id, in particular a hydroxy carboxylic acid with ani-
sotropic structures.

Biocompatible matrix system comprising at least
one biocompatible anisotropic porous matrix ac-
cording to Claim 6 and at least one biocompatible
non-porous matrix.

Use of an anisotropic matrix according to Claim 6
or of a matrix system according to Claim 7 for the
in vitro culturing of cells or as implant without pre-
vious cell colonization.

Biocompatible matrix based on chitosan and an ac-
id, in particular a hydroxy carboxylic acid, charac-
terized in that it comprises nucleic acids in chem-
ically coupled-on form.

Use of a biocompatible matrix based on chitosan
and an acid, in particular a hydroxy carboxylic acid,
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for culturing cartilage tissue, for reconstructing
bone tissue, as filling material for bioreactors for
producing cells, proteins or viruses, as microcarrier
of filling material for bioreactors, for generating cap-
illaries and blood vessels, for generating optionally
multilayer skin systems, for culturing blood stem
cells, for regenerating nerve tissue and for generat-
ing artificial organs.

Revendications

Matrice non poreuse biocompatible a base de chi-
tosane et d'un acide, en particulier d'un acide hy-
droxycarboxylique, pouvant étre obtenue par :

- préparation d'une solution aqueuse d'un chito-
sane et d'un acide présent en exces, en parti-
culier d'un acide hydroxycarboxylique,

- séchage de la solution sans congélation, et

- élimination des acides en excés avant ou/et
apres le séchage.

Systeme de matrices biocompatibles comprenant
au moins une matrice non poreuse biocompatible
selon la revendication 1 et au moins une matrice
poreuse biocompatible.

Systéme de matrices selon la revendication 2, ca-
ractérisé en ce que I'on réalise au moins une ma-
trice poreuse biocompatible a base de chitosane et
d'un acide, en particulier d'un acide hydroxycar-
boxylique.

Utilisation d'une matrice non poreuse selon la re-
vendication 1 ou d'un systéme de matrices selon
I'une des revendications 2 a 3 pour cultiver des cel-
lules in vitro, en particulier pour la culture de tissu
cartilagineux, pour la reconstruction de tissu os-
seux, comme matériau de remplissage de bioréac-
teurs pour la production de cellules, de protéines ou
de virus, comme microsupports de matériau de
remplissage de bioréacteurs, pour la génération de
capillaires et de vaisseaux sanguins, pour la géné-
ration de systéemes de peau le cas échéant multi-
couches, pour la mise en culture de cellules sou-
ches sanguines, pour la régénération de tissus ner-
veux et pour la génération d'organes artificiels.

Utilisation d'une matrice non poreuse selon la re-
vendication 1 ou d'un systéme de matrices selon
I'une des revendications 2 a 3 comme implant sans
colonisation cellulaire préalable, en particulier dans
le cas de défauts osseux et cartilagineux, comme
microcapillaires ou comme matériau de remplissa-
ge chirurgical.

Matrice biocompatible a base de chitosane et d'un
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acide, en particulier d'un acide hydroxycarboxyli-
que, ayant des structures anisotropes.

Systéme de matrices biocompatibles comprenant
au moins une matrice poreuse anisotrope biocom-
patible selon la revendication 6 et au moins une ma-
trice non poreuse biocompatible.

Utilisation d'une matrice anisotrope selon la reven-
dication 6 ou d'un systéme de matrices selon la re-
vendication 7 pour cultiver des cellules in vitro ou
comme implant sans colonisation cellulaire préala-
ble.

Matrice biocompatible a base de chitosane et d'un
acide, en particulier d'un acide hydroxycarboxyli-
que, caractérisée en ce qu'elle contientdes acides
nucléiques sous une forme couplée chimiquement.

Utilisation d'une matrice biocompatible a base de
chitosane et d'un acide, en particulier d'un acide hy-
droxycarboxylique, pour la culture de tissu cartila-
gineux, pour la reconstruction de tissu osseux,
comme matériau de remplissage de bioréacteurs
pour la production de cellules, de protéines ou de
virus, comme microsupports de matériau de rem-
plissage de bioréacteurs, pour la génération de ca-
pillaires et de vaisseaux sanguins, pour la généra-
tion de systémes de peau le cas échéant multicou-
ches, pour la mise en culture de cellules souches
sanguines, pour la régénération de tissus nerveux
et pour la génération d'organes artificiels.
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Figur 1A: Folie
Matrix

Figur 1B:

Figur 1C:




Figur 2:
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Figur 3A: Figur 3B:

Hep-G2-Zellen auf Zellkulturschale Hep-G2-Zellen in Matrix
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