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(54) Polymerstruktur und dreidimensionales Geriist fiir die Gewebeziichtung

(57) Es wird eine Polymerstruktur fir die Gewebeziichtung R1 aus einer Alanyl, Valinyl, Leucinyl, Isoleucinyl,
basierend auf einem biocabbaubaren Polyphosphazen mit Prolinyl, Phenylalaninyl, Tryptophanyl, Methioninyl,
photopolymerisierbaren Seitengruppen beschrieben. Um Glycinyl, Serinyl, Threoninyl, Cysteinyl, Tyrosinyl,
vorteilhafte Voraussetzungen flr den biologischen Asparaginyl, Glutainyl, Aspartoyl, Gilutaoyl, Lysinyl,
Abbau und fir die Gewebezlichtung gut geeignete, Argininyl und Histidinyl umfassenden Gruppe ausgewahlt
dreidimensionale Gerlste zu schaffen, wird ist und wobei gilt m = 0 bis 10 und n = 3 bis 1000.

vorgeschlagen, dass das Polyphosphazen eine
quervernetzbare Struktur geman der Strukturformel
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bildet, wobei X1, X2 flr NH, O oder S stehen,
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Zusammenfassung

Es wird eine Polymerstruktur fir die Gewebezlchtung basierend auf einem bioab-
baubaren Polyphosphazen mit photopolymerisierbaren Seitengruppen beschrieben.
Um vorteilhafte Voraussetzungen fur den biologischen Abbau und fir die Gewebe-
zlchtung gut geeignete, dreidimensionale Gerlste zu schaffen, wird vorgeschlagen,

dass das Polyphosphazen eine quervernetzbare Struktur geman der Strukturformel

bildet, wobei X1, X2 fir NH, O oder S stehen, R1 aus einer Alanyl, Valinyl, Leucinyl,
Isoleucinyl, Prolinyl, Phenylalaninyl, Tryptophanyl, Methioninyl, Glycinyl, Serinyl,
Threoninyl, Cysteinyl, Tyrosinyl, Asparaginyl, Glutainyl, Aspartoyl, Glutaoyl, Lysinyl,
Argininyl und Histidinyl umfassenden Gruppe ausgewahlt ist und wobei giltm =0
bis 10 und n = 3 bis 1000.
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Die Erfindung bezieht sich auf eine Polymerstruktur fir die Gewebezlchtung basie-
rend auf einem bioabbaubaren Polyphosphazen mit photopolymerisierbaren Seiten-
gruppen sowie auf ein dreidimensionales Gerust fur die Gewebezlchtung unter Ein-

satz dieser Polymerstruktur.

Fortschrittliche Materialien flr biomedizinische Anwendungen, beispielsweise fur
Implantate, flr Liefersysteme zur kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen oder fur
GerUste zur Gewebezlichtung, basieren auf biologisch abbaubaren Polymeren. Flr
Polymere, die erfolgreich als Matrizen flr die Gewebezlchtung verwendet werden
kénnen, werden bestimmte biologische und physikalische Eigenschaften, wie Bio-
kompatibilitat, spezifische mechanische Eigenschaften, anpassbare Abbauraten und
nicht toxische Abbauprodukte, sowie eine Morphologie gefordert, die das Gewebe-
wachstum unterstitzt. Fir dieses Anwendungsgebiet sind Poly{organo)phospha-
zene aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen, von den Subsliluenten der Seitengrup-
pen abhangigen Eigenschaften, vor allem aber der Moglichkeit, die Abbauge-
schwindigkeit des anorganischen Ruckgrals zu andern, von besonderem Interesse.
AuBlerdem bilden die Abbauprodukie zum Umterschied zu sauren Abbauprodulien
von viglen anderen in der Biomeadizin eingesetzten abbaubaren Polymeren aine na-
hezu neutrale, pH-gepufferte Mischung aus Phosphaten und Ammoniak, sodass
unerwiinschie Nebenwirkungen, wie Gewebereizungen und entziindliche oder aller-

gische Reaktionen, weitgehend ausbleiben.
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Um die Abbaurate von Polyphosphazenen einstellen zu kdnnen, ist es bekannt (US
6 077 916), sinerseits hydrophobe Seitengruppen, wie p-Methyiphenoxy und andere
aromatische Gruppen, und anderseits hydrolytische Seitengruppen, wie Aminosau-
realkylester, vorzusehen. So wird beispielsweise die Hydrophobie eines mit Ethyl-
glycinat substituierten Polyphosphazens durch Hinzufligen von p-Methylphenoxy als
Co-Bubstituent erhdht, whrend die Ethylglycinat-Seitengruppe die biologische Ab-
baumdéglichkeit zu unschadlichen Abbauprodukien in einer wassrigen Umgebung si-
cherstelil. Nachteilig ist allerdings, dass die fUr einen Einsatz auf dem Gebiet der
Gewebezlchtung erforderlichen mechanischen Eigenschaften nur mit einem zu-
sdtzlichen, nicht auf der Basis eines Polyphosphazens aufgebauten Polymers er-

reicht werden kdnnen.

Zur Bereitstellung hochpordser, dreidimensionaler, biclogisch abbaubarer Polymer-
strukturen auf der Basis von Polyphosphazenen fir die Zichtung von Skeletigewe-
ben ist es auBerdem bekannt (US 6 235 061), das Polyphosphazen mit hydrolytisch
instabilen Seitengruppen, wie Glucosyl-, Glycinyl-, Glycearyl-, Imidazolyl- oder
Ethoxy-Gruppen zu substituieren. Die hohe Porositdt wird durch Salze, vorzugswei-
se Natriumsaize, ermoglicht, die dem in einem organischen Losungsmitiel, bevor-
zugt Tetrahydrofuran (THF), geldsten Polymer zugemischt werden, um nach einem
Verdampfen des Lisungsmitiels wieder aus dem ausgeharteten Polymer geldst zu
werden, sodass eine offenporige Polymermalrix mit gleichmasig Gber das Volumen
verieilten Poren erhalten wird. Nachteilig ist allerdings, dass die mechanischen Ei-
genschaften dieser bekannten Polymerstrukiuren den hbheren Anforderungen baim

Einsatz als implantat nicht gentgen kdnnen.

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine Polymerstruktur fir Gewebe-
zuchtungen der eingangs geschilderten Art so auszugestalten, dass nicht nur vor-
teilhafte Voraussetzungen fir einen einstellbaren, biologischen Abbau geschaffen
werden, sondern auch die Voraussetzungen geschaffen werden, mit Hilfe dieser Po-
lymerstrukturen in einfacher Weise fur die Gewebezlchtung gut geeignete, dreidi-
mensionale GeruUste zu schaffen, die auch héheren mechanischen Anforderungen

entsprechen kdnnen.
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Ausgehend von einer Polymerstruktur der eingangs geschilderten Art, 16st die Erfin-
dung die gestellte Aufgabe dadurch, dass das Polyphosphazen eine quervernetzba-

re Struktur geman der Strukturformel

bildet, wobei X4, X fir NH, O oder S stehen,

Ry aus einer Alanyl, Valinyl, Leucinyl, iscleucinyl, Prolinyl, Phenylalaninyl, Tryp-
tophanyl, Methioninyl, Glycinyl, Serinyl, Threoninyl, Cysteinyl, Tyrosinyl, Asparagi-
nyl, Glutainyl, Aspartoyl, Glutaoyl, Lysinyl, Argininyl und Histidinyl umfassenden

Gruppe ausgawahit ist und wobel gilt

m = 0 bis 10 und n = 3 bis 1000.

Aufgrund der Seitengruppen aus einem Aminosaurevinylester oder einem Amino-
saureallylester kann das vergleichsweise kurzkettige Polyphosphazen einer Photo-
polymerisation mit dem Ergebnis einer ausgepragten Quervernetzung mit kovalen-
ten Bindungen unterworfen werden, sodass alle Voraussetzungen zum Herstellen
eines dreidimensionalen, quervernetzten Polymergerlsts erflllt sind, das die me-
chanischen Eigenschaften flr ein als Implantat einsetzbares Gertst zur Gewebe-
zuchtung mit sich bringt, biokompatibel ist und biologisch abgebaut werden kann.
Der Einbau von zum Rickgrat benachbarten Glycin-Spacern bedingt insbesondere
eing Beschleunigung der hydrolytische Abbaubarkeit des Polyphosphazenrickgrats,
wobei die beiden reaktiven Kohienstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen je Wiederho-
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lungseinheail vorteiihafte Voraussetzungen i die anschlieBende pholochemische

Vernetzung und Funkiionalisierung des Polymers bieten.

Dreidimensionale GerUste fir die Gewebezlchtung lassen sich auf der Basis von
mit Aminosaurevinylestern oder Aminosaureallylestern substituierten Polyphospha-
zenen besonders vorteilhaft herstellen, wenn das Polyphosphazen photopolymeri-

siert bzw. photovernetzt wird.

Far die Photoreaktion kann eine Thiolgruppe eingesetzt werden, wobei der Einsatz
giner entsprechenden Auswahi an multifunktionalen Thiclen mit unterschiedlichan
Abstandhaltern die Anpassung der jewelligen Eigenschafien an die vorgegebenen
Anforderungen und die Steusrung des hydrophilen und hydrophoben Verhaltens
des ferligen Gerlsts erlaubl. Besonders vorteilhafte Verhdliniss konnten in diesem
Zusammenhang sichergesteilt werden, wenn als Thiclgruppe ein Thiol-trimethylol-
propan-tris(3-mercaptopropionat) eingesetzt wird. Die Funktionalisierung Gber eing
Thiol-En-Addition ermdglicht die kovalenie Bindung der verschiedenen Molekile mit
giner Thicigruppe. So kann beispislsweise die biclogische Abbaubarkait des Poly-
mergertsis durch die Polymerisation des Polyphosphazens mit Thiolgruppen und
einem Adipinsauredivinylester aufgrund der Hydrophobie dieses Esters nachhaltig
beeinflusst werden. Die Eigenschalten des dreidimensionalen, quervernetzen Ge-
rists kénnen somit einfach eingestellt werden, wobei nur die Synthese eines einzi-

gen Poly{organaphosphazens erfordertich ist.

Die erforderliche Porositat des dreidimensionalen Gerlsts zur Gewebezichiung

kann auf unterschiedlichen Wegen in an sich bekannier Weise, z. B. durch Stereo-
lithographie oder Schdumen durch ein Treibgas, erreicht werden. Besonders einfa-
che Herstellungsbedingungen ergeben sich allerdings, wenn den Vernetzungskom-
ponenten ein Porogen, vorzugsweise ein Salz, beigemischi wird, das nach der Po-
lymerisierung wieder aus dem Polymerisat ausgelaugt wird und ein zusammenhan-

gendes Porensystem zurucklasst.

Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Polyphosphazens wurde eine makromo-

lekulare Substitution von Polydichlorphosphazen durchgeflhrt, das Uber gine leben-
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de Polymerisation von Trichiorphosphoranimin synthetisiert wurde. Im Handschuh-
kasten wurden 24,5 mg PCl5 (0,12 mmol, 1 eq.) und 0,66 g Cl;P = N-SiMe, (2,94
mmol, 25 eq.) in 10 ml wasserfraiem CHClb geldst und 18 Stunden bel Raumtem-
peratur gerthrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und

das erhaltene Polydichiorphosphazen ohne weltere Reinigung verwendet.
Ausbeute quantitativ: “'P-NMR (CDCls): 8 = -18,16 ppm.

Die makromolekulare Substitution von Polydichiorphosphazen erfolgle gemaB dem
nachstehend skizzierten Verfahren, wobei das erhaltene Polymer 1 Seitengruppen

vor Glyein und Allylester aufwias.
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Es wurde zundchst 1,52 g 2-(Tert-butoxycarbonylamino)-acetal (7,06 mmol, 2,4 eq.)
in Trifluorethansaure(TFA)/CH,Cl (1/3) 6 Stunden lang entschitzt. Die Lésungsmit-
tel wurden sorgfdltig unter Vakuum entfernt, um Allyl-2-amincacetat zu erhalten. Al-
lyl-2-aminoacetat wurde in wasserfreiem THF geldst und ein groBer Uberschuss an
NEL; hinzugeflgt, um TFA-Reste zu neutralisieren. In wassarfreiem THF geldstes
Polydichlorphosphazen (0,66 g, 2,94 mmol, 1 eq.) wurde dann der Ldsung von Allyl-
Z-amincacetat hinzugeflgt. Die Umsetzung wurde 24 Stunden bei Raumtemnperatur
gerthrt. Ausgefalites Salz wurde durch Filiration entfernt und das Reaktionsgemisch
unter Yakuum konzentriert. Das Polymer wurde durch ein Ausfalien aus THF in ge-
kihitem Diethylether gereinigl. Das Polymer wurde dann in Ethylacetat gelost und
weiter mit HxO und einer Lake gewaschen sowie Gber MgSO, getrocknet. Das Lo-
sungsmittel wurde unter Vakuum entfernt und das Produkt unter Hochvakuum wei-

ter getrocknet, um das Polymer 1 als gelbliches hochviskoses Produkt zu erhalien.
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Ausbeute; 0,66 g (80 %). "H-NMR (CDCl): 8 = 8,75 (br, 2H), 4,55 (br , 2H), 5,19
bis 5,31 (br, m, 2H), 5,84 bis 5,93 (br, m, 1H) ppm. ¥ P-NMR (CDCls): & = 1,73 ppm.
BC-NMR (CDCL): B = 42,8 (NH-CHy), 65,5 (OCH,), 118,4 (-CHy), 132,2 (-CH-),
1725 (C-O) ppm. FTIR {fest): vimax = 3341 (NH), 2938 (CH), 1737 (C=0), 1850
(C=C), 1188 (P=N) cm™.

Um ein poréses, dreidimensionales Gerust auf Glycinbasis zu erhalten, wurde das
Polymer 1 durch Thiol-En-Photopolymerisation vernetzt, und zwar mit Hilfe von Thi-
ol-trimethylolpropan-tris(3-mercaptopropionat} (Trithiol). Die Photopolymaerisation
der Allylgruppen des Polymers 1 und des Trithiols wurde bel Raumtemperatur in
Gegenwart eines Porogens in CHCI: mit 2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenon
(DMPA) als Photoinitialor in kKleinen Mengen (ca. 1 Gaw.%) durchgefthrt. In einem
Glasflaschehen wurden das Polymer 1 (90,0 mg , 0,33 mmol, T eqgiund 1 mgin 1
mi CHCl; geldst. Dann wurden 0.5 mi Polyethylenglycol mit einem Nennmolekular-
gewicht von 200 g/mol (PEG-200), Trithiol {72 ul, 87,6 mg, 0,22 mmol, 0,67 eq.) und
NaCl als Porogen {ca. 4,2 g, 75 Gew. % der Reaklionsmischung) zugegeben, um
eine homogene Mischung mit volistandig dispergierten NaCl-Partikein zu erhalien.
Das Gemisch wurde in einem UV-Reakior mit UV-Licht fr 1,5 Stunden belichtet.
Das Material wurde aus dem Flaschchen entfernt und zum Auswaschen des Salzes
und des PEG-200 wiederholt in einen HO-Uberschuss gelegt. Die Geriiste wurden
durch Soxhlet-Extraktion unter Verwendung von EIOH fir 16 Stunden gereinigt und
urnter Vakuum getrocknet, um ein Polymer 2 als ein pordses Pellet zu erhalten. Die
Verfestigung des Reaklionsgemisches zeigte eine erfolgreiche Bildung des quer-

vernetzien Polymernetzwerks um das Porogen.

Erbebnis: *'P-NMR (fest): 8 = 7.7 pom. "PC-NMR (fest): & = 7,6 (CHa), 26,8 (CH.),
43,8 (NH-CHp), 65,1 (OCHy), 172,1 {C-O) ppm. FTIR {fest): Vi = 3342 (NH), 2926
(CH), 1728 (C=0), 1188 (P=N) e, Flementaranalyse: berechnet, C 44,57 %, H
6,23%, N 7,80 %, S 11,90 %, P 5,75 %, gefunden, C 43,97 %, H 6,21%, N 7,08 %,
S 11,23 % P 5,47 %.

Das Polymer 1 wurde auBerdem mit einem kommerziell erhdltlichen Adipinsauredi-
vinylester (VE) in verschiedenen Verhalinissen gemischi, um die Abbaurate der er-
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haltenen Gerlsie zu veréndern. Die Bedingungen flr die Thiol-En-Vernetzungs-
reaktion waren bei einer Anpassung des Molverhéiinisses von den Alken-Gruppen
zu den Thiolgruppen (1/1) ahnlich zu den Thiol-En-Vernsizungsreaktion des Poly-

mers 1.

Far ein Polymer 3 wurden 27 Gew.% des Polymers 1 mit 53 Gew.% Trithiol und 20

Gew.% VE gemischt und einer Thiol-En-Vernetzungsreaktion unterworfen.

Ergebnis: FTIR (fest): Vmax = 3353 (NH), 2930 (CH), 1728 (C=0), 1184 (P=N) cm™.
Analyse: berachnet, C 47,91 %, H 6,50 %, N4,19 %, $12,79 %, P 3,09 %, gefun-
den, C 47,50 %, H 6,54 %, N4,17 %, 5 12,36 %, P 3,25 %.

Die Abbauuntersuchungen wurden in entionisiertem H,O bei 37 °C Gber 12 Wochen
durchgefihrt. Proben, die 30 mg der Polymere 2-5 enthielten, wurden in versiegelte
Fiaschechen gegeben und in 2 mi HO inkubiert. Eine Datenanalyse wurde jeweils
dreifach in entsprechenden Zeitabsténden Ober die Untersuchungsdauer vorge-
nommen. Die Proben wurden in ainem Vakuumofen bei 40 °C getrocknet, bis das
Gewicht konstant war. Der Massenverlust wurde gravimetrisch bestimmt, wobel der
jewails fastgesteilte Durchschnittswert der Massenveriuste als Prozentsatz im Ver-
gleich zum Anfangsgewicht der Abbauprobe in der nachsiehenden Tabelle angege-

ben wird.
Gewichisveriust [%] nach
10 Tagen 20 Tagen 42 Tagen 56 Tagen 9 Tagen 120 Tagen
Polymer 2 5 16 33 60 62 85
Polymer 3 ¢ O 7 7 20 26

Die Tabelle zeigl, dass das Polymer 2, das den hochsten Anteil an Polyphosphaze-
nen aufwies, ein ausgepragies Abbauprofil in einer neutralen wassrigen Lisung bei
37 °C zeigte. Als Folge des hydrolytischen Abbaus des Polyphosphazenriickgrats
werden die Netzwerkbindungen der verneizien organischen Masse getrennt, was zu
einer Verbesserung der Gesamtabbaurate des Gerlsts fuhrt. Mit der Abnahme des

Polyphosphazenanieils und der Zunahme des Adipinsauredivinyiesters wird die Ab-
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paurate erheblich verringert, was auf die gesteigerie Hydrophobizitdt zurlickgefihrt

wird.

Wegen der bevorzugien Anwendung der erfindungsgemaien dreidimensionalen
Geriste fir Gewebezichiung, wurde die Zytotoxizitat dieser Gerlste in Verbindung
mit priméaren Epithelzellen und aus Fetigeweben gewonnenen Stammzellen (ASC)
untersucht, wobei keine Zytotoxizitdt flr Zellen in einem Medium fesigestelit werden
konnte, das zuvor mit einem Polymer 2 aufbereitel wurde, das einen besonders ho-
hen Anteil an Polyphosphazenen aufweist. Weiterhin zeigten Vorstudien auch keine
Zytotoxizitat des Polymers 2 in einem Zellkulturmedium beai 37 °C wahrend einer
Zeitspanne von 42 Tagen, in denen bereits 33 % des Polymers abgebaut wurden,
was auf die Nicht-Toxizitdt der Abbauprodukie oder deren 2wischenprodukie

schiiefBen l3sst.
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Patentanspriche

1. Polymerstruktur fir die GewebezUlchtung basierend auf einem bioabbauba-
ren Polyphosphazen mit photopolymerisierbaren Seitengruppen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Polyphosphazen eine quervernetzbare Struktur geman der

Strukturformel

bildet, wobei X1, Xz fir NH, O oder S stehen,

Ry aus einer Alanyl, Valinyl, Leucinyl, Isoleucinyl, Prolinyl, Phenylalaninyl, Tryp-
tophanyl, Methioninyl, Glycinyl, Serinyl, Threoniny, Cysteinyl, Tyrosinyl, Asparagi-
nyl, Glutainyl, Aspartoyi, Glutaoyl, Lysinyl, Argininyl und Histidinyt umfassenden

Gruppe ausgewahit ist und wobei gilt

m = 0 bis 10 und n = 3 bis 1000.
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2. Dreidimensionales Gerust flur die Gewebezlchtung mit einer Polymerstruktur
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyphosphazen photopoly-

merisiert bzw. photovernetzt ist.

3. Dreidimensionales Gerust nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
eine Thiolgruppe fur die Photoreaktion eingesetzt ist.

4. Dreidimensionales Gerust nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Polyphosphazen zusammen mit Thiolgruppen und einem Adipinsauredivi-

nylester photopolymerisiert ist.

5. Dreidimensionales Gerust nach einem der Anspriche 2 bis 4, gekennzeich-

net durch Poren eines aus der Polymermatrix ausgelaugten Porogens.

Linz, am 16. Juni 2014 Universitat Linz
Transfercenter flr Kunststofftechnik GmbH
BioMed-zet Life Science GmbH
durch:
/DIl Helmut Hubscher/

(elektronisch signiert)
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