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(54) Polymerstruktur und dreidimensionales Geriist fiir die Gewebeziichtung

(57) Es wird ein Polymer flir die Gewebeziichtung
basierend auf einem bioabbaubaren Polyphosphazen

mit photopolymerisierbaren Seitengruppen i
beschrieben. Um vorteilhafte Voraussetzungen fir Jfﬂah
den biologischen Abbau und flr die Gewebezlichtung

gut geeignete, quervernetzte dreidimensionale Of:r" R

GerlUste zu schaffen, wird vorgeschlagen, dass das S

Polyphosphazen eine quervernetzbare  Struktur bildet, wobei X1, X2 fir NH, O oder S stehen, R1 aus

gemaB der Strukturformel 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 gilt m = 0 bis 10 und n = 3 bis 1000.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf ein Polymer fiir die Gewebeziichtung basierend auf ei-
nem bioabbaubaren Polyphosphazen mit photopolymerisierbaren Seitengruppen sowie auf ein
quervernetztes dreidimensionales Gerist flir die Gewebeziichtung unter Einsatz dieses Poly-
mers.

[0002] Fortschrittliche Materialien fir biomedizinische Anwendungen, beispielsweise flr Implan-
tate, fir Liefersysteme zur kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen oder fir Gerliste zur Ge-
webeziichtung, basieren auf biologisch abbaubaren Polymeren. Fiir Polymere, die erfolgreich
als Matrizen flr die Gewebezlchtung verwendet werden kdénnen, werden bestimmte biologi-
sche und physikalische Eigenschaften, wie Biokompatibilitdt, spezifische mechanische Eigen-
schaften, anpassbare Abbauraten und nicht toxische Abbauprodukte, sowie eine Morphologie
gefordert, die das Gewebewachstum unterstitzt. Fir dieses Anwendungsgebiet sind Po-
ly(organo)phosphazene aufgrund ihrer sehr unterschiedlichen, von den Substituenten der Sei-
tengruppen abhangigen Eigenschaften, vor allem aber der Mdglichkeit, die Abbaugeschwindig-
keit des anorganischen Ruckgrats zu éandern, von besonderem Interesse. AuBerdem bilden die
Abbauprodukte zum Unterschied zu sauren Abbauprodukten von vielen anderen in der Biome-
dizin eingesetzten abbaubaren Polymeren eine nahezu neutrale, pH-gepufferte Mischung aus
Phosphaten und Ammoniak, sodass unerwiinschte Nebenwirkungen, wie Gewebereizungen
und entziindliche oder allergische Reaktionen, weitgehend ausbleiben.

[0003] Um die Abbaurate von Polyphosphazenen einstellen zu kdénnen, ist es bekannt (US 6
077 916), einerseits hydrophobe Seitengruppen, wie p-Methylphenoxy und andere aromatische
Gruppen, und anderseits hydrolytische Seitengruppen, wie Aminosaurealkylester, vorzusehen.
So wird beispielsweise die Hydrophobie eines mit Ethylglycinat substituierten Polyphosphazens
durch Hinzufiigen von p-Methylphenoxy als Co-Substituent erhéht, wahrend die Ethylglycinat-
Seitengruppe die biologische Abbaumdglichkeit zu unschadlichen Abbauprodukten in einer
wassrigen Umgebung sicherstellt. Nachteilig ist allerdings, dass die fur einen Einsatz auf dem
Gebiet der Gewebeziichtung erforderlichen mechanischen Eigenschaften nur mit einem zusétz-
lichen, nicht auf der Basis eines Polyphosphazens aufgebauten Polymers erreicht werden
kénnen.

[0004] Zur Bereitstellung von hochporésen, dreidimensionalen, biologisch abbaubaren Polyme-
ren auf der Basis von Polyphosphazenen fir die Ziichtung von Skelettgeweben ist es auBerdem
bekannt (US 6 235 061), das Polyphosphazen mit hydrolytisch instabilen Seitengruppen, wie
Glucosyl-, Glycinyl-, Glyceryl-, Imidazolyl- oder Ethoxy-Gruppen zu substituieren. Die hohe
Porositat wird durch Salze, vorzugsweise Natriumsalze, erméglicht, die dem in einem organi-
schen Lésungsmittel, bevorzugt Tetrahydrofuran (THF), gelésten Polymer zugemischt werden,
um nach einem Verdampfen des Ldsungsmittels wieder aus dem ausgehérteten Polymer geldst
zu werden, sodass eine offenporige Polymermatrix mit gleichmaBig tber das Volumen verteilten
Poren erhalten wird. Nachteilig ist allerdings, dass die mechanischen Eigenschaften dieser
bekannten Polymere den hdheren Anforderungen beim Einsatz als Implantat nicht genigen
kénnen.

[0005] Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Polymer flir Gewebezlichtungen der
eingangs geschilderten Art so auszugestalten, dass nicht nur vorteilhafte Voraussetzungen fir
einen einstellbaren, biologischen Abbau, sondern auch die Voraussetzungen geschaffen wer-
den, mit Hilfe dieser Polymere in einfacher Weise fiir die Gewebezlichtung gut geeignete, quer-
vernetzte dreidimensionale Gerlste zu schaffen, die auch héheren mechanischen Anforderun-
gen entsprechen kénnen.

[0006] Ausgehend von einem Polymer der eingangs geschilderten Art, 16st die Erfindung die
gestellte Aufgabe dadurch, dass das Polyphosphazen eine quervernetzbare Struktur geman der
Strukturformel
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bildet, wobei X, X, fir NH, O oder S stehen,

[0007] Ry aus einer Alanyl, Valinyl, Leucinyl, Isoleucinyl, Prolinyl, Phenylalaninyl, Tryp-
tophanyl, Methioninyl, Glycinyl, Serinyl, Threoninyl, Cysteinyl, Tyrosinyl, Asparaginyl, Glutainyl,
Aspartoyl, Glutaoyl, Lysinyl, Argininyl und Histidinyl umfassenden Gruppe ausgewahlt ist und
wobei gilt

[0008] m = 0 bis 10 und n = 3 bis 1000.

[0009] Aufgrund der Seitengruppen aus einem Aminosaurevinylester oder einem Aminosaureal-
lylester kann das vergleichsweise kurzkettige Polyphosphazen einer Photopolymerisation mit
dem Ergebnis einer ausgepragten Quervernetzung mit kovalenten Bindungen unterworfen
werden, sodass alle Voraussetzungen zum Herstellen eines dreidimensionalen, quervernetzten
Polymers erflllt sind, das die mechanischen Eigenschaften flr ein als Implantat einsetzbares
Gerust zur Gewebeziichtung mit sich bringt, biokompatibel ist und biologisch abgebaut werden
kann. Der Einbau von zum Riickgrat benachbarten Glycin-Spacern bedingt insbesondere eine
Beschleunigung der hydrolytischen Abbaubarkeit des Polyphosphazenriickgrats, wobei die
beiden reaktiven Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen je Wiederholungseinheit vorteilhafte
Voraussetzungen fur die anschlieBende photochemische Vernetzung und Funktionalisierung
des Polymers bieten.

[0010] Quervernetzte dreidimensionale Gerlste fir die Gewebeziichtung lassen sich auf der
Basis von mit Aminosaurevinylestern oder Aminosaureallylestern substituierten Polyphospha-
zenen besonders vorteilhaft herstellen, wenn das Polyphosphazen photopolymerisiert bzw.
photovernetzt wird.

[0011] Fir die Photoreaktion kann eine Thiolverbindung eingesetzt werden, wobei der Einsatz
einer entsprechenden Auswahl an multifunktionalen Thiolen mit unterschiedlichen Abstandhal-
tern die Anpassung der jeweiligen Eigenschaften an die vorgegebenen Anforderungen und die
Steuerung des hydrophilen und hydrophoben Verhaltens des fertigen Geriists erlaubt. Beson-
ders vorteilhafte Verhaltnisse konnten in diesem Zusammenhang sichergestellt werden, wenn
als Thiolverbindung ein Thioltrimethylolpropan-tris(3-mercaptopropionat) eingesetzt wird. Die
Funktionalisierung Uber eine Thiol-En-Addition erméglicht die kovalente Bindung der verschie-
denen Molekiile mit einer Thiolverbindung. So kann beispielsweise die biologische Abbaubar-
keit des Polymergerlsts durch die Polymerisation des Polyphosphazens mit Thiolverbindungen
und einem Adipinsauredivinylester aufgrund der Hydrophobie dieses Esters nachhaltig beein-
flusst werden. Die Eigenschaften des dreidimensionalen, quervernetzen Gerists kénnen somit
einfach eingestellt werden, wobei nur die Synthese eines einzigen Poly(organo)phosphazens
erforderlich ist.

[0012] Die erforderliche Porositdt des dreidimensionalen Gerlsts zur Gewebezlichtung kann
auf unterschiedlichen Wegen in an sich bekannter Weise, z. B. durch Stereolithographie oder
Schaumen durch ein Treibgas, erreicht werden. Besonders einfache Herstellungsbedingungen
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ergeben sich allerdings, wenn den Vernetzungskomponenten ein Porogen, vorzugsweise ein
Salz, beigemischt wird, das nach der Polymerisierung wieder aus dem Polymerisat ausgelaugt
wird und ein zusammenhangendes Porensystem zuricklasst.

[0013] Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Polyphosphazens wurde eine makromoleku-
lare Substitution von Polydichlorphosphazen durchgefiihrt, das GUber eine lebende Polymerisati-
on von Trichlorphosphoranimin synthetisiert wurde. Im Handschuhkasten wurden 24,5 mg PCls
(0,172 mmol, 1 eq.) und 0,66 g Cl;P = N-SiMe; (2,94 mmol, 25 eq.) in 10 ml wasserfreiem CH,Cl,
gelést und 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde unter verminder-
tem Druck entfernt und das erhaltene Polydichlorphosphazen ohne weitere Reinigung verwen-
det.

[0014] Ausbeute quantitativ: >'P-NMR (CDCl,): & = -18,16 ppm.

[0015] Die makromolekulare Substitution von Polydichlorphosphazen erfolgte gemaB dem
nachstehend skizzierten Verfahren, wobei das erhaltene Polymer 1 Seitengruppen von Glycin
und Allylester aufwies.

it
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[0016] Es wurde zun&chst 1,52 g 2-(Tert-butoxycarbonylamino)-acetat (7,06 mmol, 2,4 eq.) in
Trifluorethansaure(TFA)/CH,Cl, (1/3) 6 Stunden lang entschiitzt. Die Ldsungsmittel wurden
sorgfaltig unter Vakuum entfernt, um Allyl-2-aminoacetat zu erhalten. Allyl-2-aminoacetat wurde
in wasserfreiem THF gel6st und ein groBer Uberschuss an NEt; hinzugefligt, um TFA-Reste zu
neutralisieren. In wasserfreiem THF geléstes Polydichlorphosphazen (0,66 g, 2,94 mmol, 1 eq.)
wurde dann der L&sung von Allyl- 2-aminoacetat hinzugefligt. Die Umsetzung wurde 24 Stun-
den bei Raumtemperatur gerihrt. Ausgefalltes Salz wurde durch Filtration entfernt und das
Reaktionsgemisch unter Vakuum konzentriert. Das Polymer wurde durch ein Ausféllen aus THF
in gekuhltem Diethylether gereinigt. Das Polymer wurde dann in Ethylacetat gelést und weiter
mit H,O und einer Lake gewaschen sowie lUber MgSO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde
unter Vakuum entfernt und das Produkt unter Hochvakuum weiter getrocknet, um das Polymer
1 als gelbliches hochviskoses Produkt zu erhalten.

[0017] Ausbeute; 0,66 g (80 %). 'H-NMR (CDCly): 8= 3,75 (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. *C-NMR
(CDCl,): 8= 42,8 (NH-CH,), 65,5 (OCH,), 118,4 (-CH,), 132,2 (-CH-), 172,5 (C-O) ppm. FTIR
(fest): Vonay = 3341 (NH), 2938 (CH), 1737 (C=0), 1650 (C=C), 1188 (P=N) cm"".

[0018] Um ein pordses, dreidimensionales Gerlst auf Glycinbasis zu erhalten, wurde das Po-
lymer 1 durch Thiol-En-Photopolymerisation vernetzt, und zwar mit Hilfe von Thioltrimethylolpro-
pan-tris(3-mercaptopropionat) (Trithiol). Die Photopolymerisation der Allylgruppen des Polymers
1 und des Trithiols wurde bei Raumtemperatur in Gegenwart eines Porogens in CHCIl; mit 2,2-
Dimethoxy-2-phenylacetophenon (DMPA) als Photoinitiator in kleinen Mengen (ca. 1 Gew.%)
durchgefihrt. In einem Glasflaschchen wurden das Polymer 1 (90,0 mg, 0,33 mmol, 1 eq.) und
1 mg in 1 ml CHCI; gelést. Dann wurden 0,5 ml Polyethylenglycol mit einem Nennmolekularge-
wicht 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 Reaktionsmischung) zugegeben, um eine homogene Mi-
schung mit vollstédndig dispergierten NaCl-Partikeln zu erhalten. Das Gemisch wurde in einem
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UV-Reaktor mit UV-Licht fur 1,5 Stunden belichtet. Das Material wurde aus dem Flaschchen
entfernt und zum Auswaschen des Salzes und des PEG-200 wiederholt in einen H:O-
Uberschuss gelegt. Die Geriiste wurden durch Soxhlet-Extraktion unter Verwendung von EtOH
flr 16 Stunden gereinigt und unter Vakuum getrocknet, um ein Polymer 2 als ein pordses Pellet
zu erhalten. Die Verfestigung des Reaktionsgemisches zeigte eine erfolgreiche Bildung des
quervernetzten Polymernetzwerks um das Porogen.

[0019] Ergebnis: *'P-NMR (fest): & = 7,7 ppm. ®C-NMR (fest): 8 = 7,6 (CH,), 26,8 (CH,), 43,8
(NH-CHy), 65,1 (OCHy), 172,1 (C-O) ppm. FTIR (fest): vmax = 3342 (NH), 2926 (CH), 1729
(C=0), 1188 (P=N) cm™. Elementaranalyse: 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 %.

[0020] Das Polymer 1 wurde auBerdem mit einem kommerziell erhdltlichen Adipinsauredi-
vinylester (VE) in verschiedenen Verhdltnissen gemischt, um die Abbaurate der erhaltenen
Gerliste zu verdndern. Die Bedingungen fiir die Thiol-En-Vernetzungsreaktion waren bei einer
Anpassung des Molverhaltnisses von den Alken-Gruppen zu den Thiolverbindungen (1/1) &hn-
lich zu den Thiol-En-Vernetzungsreaktion des Polymers 1.

[0021] Fir ein Polymer 3 wurden 27 Gew.% des Polymers 1 mit 53 Gew.% Trithiol und 20
Gew.% VE gemischt und einer Thiol-En-Vernetzungsreaktion unterworfen.

[0022] Ergebnis: FTIR (fest): Vma = 3353 (NH), 2930 (CH), 1728 (C=0), 1184 (P=N) cm™.
Analyse: berechnet, C 47,91 %, H 6,50 %, N 4,19 %, S 12,79 %, P 3,09 %, gefunden, C 47,50
%, H6,54 %, N 4,17 %, S 12,36 %, P 3,25 %.

[0023] Die Abbauuntersuchungen wurden in entionisiertem H,O bei 37 °C lber 12 Wochen
durchgefihrt. Proben, die 30 mg der Polymere 2-5 enthielten, wurden in versiegelte Flaschchen
gegeben und in 2 ml H,O inkubiert. Eine Datenanalyse wurde jeweils dreifach in entsprechen-
den Zeitabstanden Uber die Untersuchungsdauer vorgenommen. Die Proben wurden in einem
Vakuumofen bei 40 °C getrocknet, bis das Gewicht konstant war. Der Massenverlust wurde
gravimetrisch bestimmt, wobei der jeweils festgestellte Durchschnittswert der Massenverluste
als Prozentsatz im Vergleich zum Anfangsgewicht der Abbauprobe in der nachstehenden Ta-
belle angegeben wird.

Gewichtsverlust [%] nach
10 Tagen | 20 Tagen | 42Tagen | 56 Tagen | 90 Tagen | 120 Tagen
Polymer 2 5 16 33 60 62 85
Polymer 3 0 0 7/ 7 20 26

[0024] Die Tabelle zeigt, dass das Polymer 2, das den hdchsten Anteil an Polyphosphazenen
aufwies, ein ausgepragtes Abbauprofil in einer neutralen wassrigen Lésung bei 37 °C zeigte.
Als Folge des hydrolytischen Abbaus des Polyphosphazenrlickgrats werden die Netzwerkbin-
dungen der vernetzten organischen Masse getrennt, was zu einer Verbesserung der Gesamt-
abbaurate des Gerlsts fUhrt. Mit der Abnahme des Polyphosphazenanteils und der Zunahme
des Adipinsauredivinylesters wird die Abbaurate erheblich verringert, was auf die gesteigerte
Hydrophobizitat zurtickgefiihrt wird.

[0025] Wegen der bevorzugten Anwendung der erfindungsgemaBen quervernetzten dreidimen-
sionalen Gerliiste fir Gewebeziichtung, wurde die Zytotoxizitat dieser Gerlste in Verbindung mit
priméren Epithelzellen und aus Fetigeweben gewonnenen Stammzellen (ASC) untersucht,
wobei keine Zytotoxizitat fur Zellen in einem Medium festgestellt werden konnte, das zuvor mit
einem Polymer 2 aufbereitet wurde, das einen besonders hohen Anteil an Polyphosphazenen
aufweist. Weiterhin zeigten Vorstudien auch keine Zytotoxizitét des Polymers 2 in einem Zellkul-
turmedium bei 37 °C wihrend einer Zeitspanne von 42 Tagen, in denen bereits 33 % des Po-
lymers abgebaut wurden, was auf die Nicht-Toxizitat der Abbauprodukte oder deren Zwischen-
produkte schlieBen Iasst.
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Patentanspriiche

1.  Polymer fir die Gewebeziichtung basierend auf einem bioabbaubaren Polyphosphazen mit
photopolymerisierbaren Seitengruppen, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyphos-
phazen eine quervernetzbare Struktur gemanB der Strukturformel

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

R, aus einer Alanyl, Valinyl, Leucinyl, Isoleucinyl, Prolinyl, Phenylalaninyl, Tryp- tophanyl,
Methioninyl, Glycinyl, Serinyl, Threoninyl, Cysteinyl, Tyrosinyl, Asparaginyl, Glutainyl, As-
partoyl, Glutaoyl, Lysinyl, Argininyl und Histidinyl umfassenden Gruppe ausgewahlt ist und
wobei gilt

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

2. Quervernetztes dreidimensionales Gerlst fur die Gewebeziichtung mit einem Polymer
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyphosphazen photopolymeri-
siert bzw. photovernetzt ist.

3. Quervernetztes dreidimensionales Geriist nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass eine Thiolverbindung fur die Photoreaktion eingesetzt ist.

4. Quervernetztes dreidimensionales Gerlst nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Polyphosphazen zusammen mit der Thiolverbindung und einem Adi-
pinsauredivinylester photopolymerisiert ist.

5. Quervernetztes dreidimensionales Geriist nach einem der Anspriiche 2 bis 4, gekenn-
zeichnet durch Poren eines aus der Polymermatrix ausgelaugten Porogens.

Hierzu kein Blatt Zeichnungen
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