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Beschreibung
ALLGEMEINER STAND DER TECHNIK
Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft polymere Matrizen hergestellt zur kontrollierten Freisetzung biologisch aktiver
Substanzen wie z.B. therapeutische Bakteriophagen, welche Krankheiten verursachende Bakterien abtoten.

Uberblick iber Verwandte Technik

[0002] Bioaktive Zusammensetzungen basierend auf biologisch abbaubaren (oder genauer bioerodierbaren)
Polymeren als Matrizen, impragniert mit bakteriziden Substanzen sind vielversprechend fir die Behandlung
von oberflacheninfizierten Wunden. Einerseits reinigen bakteriziden Substanzen die Wunde von Bakterien und
schaffen glunstige Bedingungen fir die Wundheilung, und verhindern das Eindringen von Bakterien durch die
Locher, welche fur die Exsudatdrainage in die Wundabdeckungen gemacht werden, und andererseits kann das
biologisch abbaubare Polymer, welches in der Lage ist, zeitgerecht genligend Abbauprodukte (polymerer
Trimmer) freizusetzen, Makrophagen zu aktivieren, um die erforderlichen Wachstumsfaktoren acrd zu erzeu-
gen und so die Wundheilung zu beschleunigen (Pratt, et al., (1994, ,Dimethyltitanocene-Induced Surface Che-
mical Degradation of Synthetic Bioabsorbable Polyesters”, J. Polym. Sci. Part 4: Polym. Chem., 32 (5): 949;
Greisler, (1988), ,Small Diameter Vascular Prostheses: Macrophage-Biomaterial Interactions with Bioresorb-
able Vascular Prostheses". Transactions of ASAIO, 34: 1051).

[0003] Mori, et al., US-Patentschrift Nr. 3,867,520, offenbart ein Abgabesystem fiir therapeutische Wirkstoffe
unter Verwendung von Filmen hergestellt aus Polyaminosaure-Polymeren mit Ol-ahnlichen oder Wachs-ahn-
lichen Substanzen, die in dem Film dispergiert sind. Die therapeutischen Wirkstoffe sind im Trager geldst, und
wenn der Film auf eine interne oder externe Oberflache des Kérpers aufgebracht wird, migriert der Trager zur
Oberflache des Films, wo der Wirkstoff dann freigesetzt wird. Diese Filme sind jedoch wahrend der Verwen-
dung nicht biologisch abbaubar.

[0004] Sidman, US-Patentschrift Nr. 4,351,337, offenbart ein implantierbares Abgabemittel, welches eine Ma-
trix, geformt aus einer Poly-Alpha-Aminosaurekomponente, aufweist, welche ein oder mehrere Arzneimittel
und/oder diagnostische Wirkstoffe physisch darin enthalt. Das Arzneimittel oder der diagnostische Wirkstoff
werden durch Diffusion und/oder den biologischen Abbau freigesetzt, welche durch die Wirkung von Enzymen,
welche in dem Wirt, in den das Implantat plaziert wird, vorhanden sind, auf die polymere Matrix entsteht.

[0005] Taniharak, et al., US-Patentschrift Nr. 5,770,229, offenbart ein medizinisches Polymergel bestehend
aus einem vernetzten Polysaccharid mit einem Arzneimittel, welches Uber eine Bindung an das Polysaccharid
gebunden ist, welche wiederum durch ein endogenes Enzym spaltbar ist. Dieses System bietet die verzdgerte
Freisetzung des angehefteten Arzneimittels von dem Polymer, jedoch unterliegt die Freisetzungsrate der indi-
viduellen Variation in der Menge des endogenen Enzyms, und das Polymer ist, obwohl es biokompatibel ist,
nicht biologisch abbaubar.

[0006] Kuroyangi und Mitarbeiter (1992, J. Appl. Biomater., 3: 153-161) haben einen Wundverband fir Ver-
brennungen entwickelt, bei welchem es sich um eine hydrophobe Poly-L-Leucin-Schwammmatrix impragniert
mit antibakteriellem Silbersulfadiazin und gestltzt durch ein feines Nylonnetz handelt. Dieser Wundverband
unterdriickt das Bakterienwachstum, wahrend gleichzeitig der Flissigkeitsverlust kontrolliert wird. Jedoch wird
der Verband nicht abgebaut, sondern er haftet eher auf der Wunde bis er sich spontan von der geheilten Haut
ablost.

[0007] Georgianisches Patent Nr. 1090, beschreibt einen Wundverband, welcher 45-50 Gew.-% biologisch
abbaubares Poly(esteramid) basierend auf nattrlichen Alpha-Aminosauren impragniert mit 50-55 Gew.-% ge-
trocknetem Bakteriophagen enthalt. Das Poly(esteramid) wird nicht naher charakterisiert, jedoch weist der Ver-
band auflerdem 0,05-0,15 Gew.-% oberflachen-immobilisiertes Alpha-Chymotrypsin auf. Das impragnierte
Poly(esteramid) ist in einen Film geformt, und der Film wird verwendet, um die Heilung oberflachlicher Wun-
den, einschliel3lich Verbrennungen zu beschleunigen.

[0008] Tsitlanadze, et al., in einem Abstrakt aus Int. Symp. Biodegrad. Matter, Oktober 7-9, 1996, Hamburg,

Deutschland, beschreiben die Alpha-Chymotrypsin-katalysierte Hydrolyse regularer Poly(esteramide) (PEAs)
der allgemeinen Formel I:
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wobei k =2, 3, 4 oder 6
m = 4 oder 8, und
R = CH(CH,),, CH,CH(CH,),, CH(CH,)CH,CH,, (CH,),CH,, CH,C,H, oder (CH,),SCH, ist.

[0009] Es wird berichtet, dass Alpha-Chymotrypsin auf der Oberflache der PEAs aus wassriger Lésung spon-
tan immobilisiert wird und die Polymeroberflache unter physiologischen Bedingungen erodiert, mit zunehmen-
der Lysis bei mehr hydrophoben R-Gruppen und mehr hydrophoben Polymerhauptkette. Ein Biokompositma-
terial basierend auf einem PEA-Polymer, welches Bakteriophagen, ein Antibiotikum oder Anasthetikum enthalt,
wurde flr die Untersuchung als kinstliche Haut zum Heilen von Verbrennungen und eiternden Wunden her-
gestellt.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0010] Die vorliegende Erfindung stellt bioerodierbare Konstrukte fiir die kontrollierte Freisetzung bioaktiver
Materialien bereit. In einer bevorzugten Wirkungsweise kénnen die Konstrukte anliegend an eine biologische
Oberflache verwendet werden. Die Konstrukte basieren auf einer Mischung aus zwei oder mehr Poly(estera-
mid)-Polymeren (PEA). Solche Polymere kdnnen durch Polymerisation eines Diols (D), einer Dicarbonsaure
(C) und einer Alpha-Aminosaure (A) tber Ester- und Amid-Bindungen in der Form (DACA), hergestellt werden.
Ein Beispiel eines (DACA),-Polymers ist unten in Formel Il dargestellt. Zu geeigneten Aminosduren z&hlen
samtliche naturliche oder synthetische Alpha-Aminosauren, bevorzugt neutrale Aminosauren.

[0011] Diole kénnen jedes aliphatische Diol, einschlieRlich Alkylendiole wie HO-(CH,),-OH (d.h. unverzweigt),
verzweigte Diole (z.B. Propylenglykol), zyklische Diole (z.B. Dianhydrohexitole und Cyclohexandiol) oder oli-
gomere Diole basierend auf Ethylenglykol (z.B. Diethylenglykol, Triethylenglykol, Tetraethylenglykol oder Po-
ly(ethylenglykol)e) sein. Aromatische Diole (z.B. Bisphenole) sind fur diese Zwecke weniger geeignet, da sie
toxischer sind, und auf ihnen basierende Polymere besitzen starre Ketten, welche weniger wahrscheinlich bi-
ologisch abbaubar sind.

[0012] Dicarbonsauren kénnen samtliche aliphatische Dicarbonsauren wie a,w-Dicarbonsauren (d.h. unver-
zweigt), verzweigte Dicarbonsauren, zyklische Dicarbonsauren (z.B. CyclohexanDicarbonsaure) sein. Aroma-
tische zweibasige Sauren (wie Phthalsauren, usw.) sind fir diese Zwecke weniger geeignet, da sie toxischer
sind, und auf ihnen basierende Polymere besitzen eine starre Kettenstruktur, zeigen schlechtere Blatt-bildende
Eigenschaften und besitzen eine viel geringere Tendenz, sich biologisch abzubauen.

[0013] Bevorzugte PEA-Polymere haben die Formel Il
O 0 o)
I Hol | I H 7
— O0—(CH,),—O0=—C—CH=—N=—C=(CH,),,——C—N—CH-C—
R R n

wobei k = 2-12, insbesondere 2, 3, 4 oder 6
m = 2-12, insbesondere 4 oder 8, und
R = CH(CH,),, CH,CH(CH,),, CH(CH,)CH,CH,, (CH,),CH,, CH,C,H, oder (CH,),SCH, ist.

[0014] Die Konstrukte enthalten gegebenenfalls bioaktive Einschliisse, welche beim biologischen Abbau (Bi-
oerosion) des Konstruktes freigesetzt werden.

[0015] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform stellt diese Erfindung biologisch abbaubare Konstrukte bereit,

welche ein erstes PEA-Polymer aufweisen, in dem A L-Phenylalanin (Phe-PEA) ist, sowie ein zweites PEA-Po-
lymer, in dem A L-Leucin (Leu-PEA) ist. Das Verhaltnis von Phe-PEA zu Leu-PEA betragt bevorzugt von 10:1
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bis 1:1; bevorzugter betragt das Verhaltnis von Phe-PEA zu Leu-PEA von 5:1 bis 2,5:1. Das Konstrukt kann
als ein formbares Blatt geformt sein, welches entsprechend einer biologischen Oberflache anpassbar ist.

[0016] In einer weiteren Ausfiihrungsform stellt diese Erfindung bioerodierbare Konstrukte bereit, welche
PEA-Polymere und weiters einen bioaktiven Wirkstoff aufweisen, welcher aus der Gruppe ausgewahlt sein
kann, welche aus Antiseptika, Antiinfectiva, wie z.B. Bakteriophagen, Antibiotika, antibakterielle Mittel, Mittel
gegen Protozoen und antivirale Mittel, Analgetika, entziindungshemmenden Mitteln, einschlieBlich steroiden
und nicht steroiden entziindungshemmenden Mitteln, einschlieBlich COX-2 Inhibitoren, anti-neoplastischen
Mitteln, Kontrazeptiva, ZNS-aktiven Arzneimitteln, Hormonen und Impfstoffen besteht.

[0017] In wieder einer anderen Ausflihrungsform weist das bioerodierbare Konstrukt dieser Erfindung ein fur
die hydrolytische Spaltung des PEA-Polymers geeignetes Enzym, wie z.B. a-Chymotrypsin auf. In einer bevor-
zugten Ausflhrungsform ist das Enzym an der Oberflache des Konstruktes absorbiert. In einer besonders be-
vorzugten Ausflihrungsform enthalt das Konstrukt Bakteriophagen, die durch die Wirkung des Enzyms freige-
setzt werden.

[0018] Diese Erfindung stellt aullerdem ein Verfahren zur Behandlung eines Patienten mit einer ulzerésen
Wunde bereit, welches das Einbringen eines bioerodierbaren Konstruktes gemafR Anspruch 1 in die Wunde
oder das Abdecken der Wunde damit aufweist, wobei das bioerodierbare Konstrukt einen bioaktiven Wirkstoff
enthalt, welcher ein Bakteriophagen, ein Antibiotikum, ein Antiseptikum oder ein Analgetikum sein kann. Die
durch diese Erfindung behandelte Wunde kann offen oder infiziert sein, und das Konstrukt kann die Form eines
formbaren Blattes haben. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt das bei der Behandlung der Wunde
verwendete Konstrukt Bakteriophagen, welche fir die in der Wunde gefundenen Bakterien spezifisch sind. Das
Konstrukt kann auRerdem ein fiir die hydrolytische Spaltung des PEA-Polymers geeignetes Enzym enthalten.

[0019] Es gibt kein derzeit erhaltliches biologisch abbaubares Polymer oder eine Polymermischung, welche/s
komplett aus naturlich vorkommenden und nichttoxischen Bausteinen zusammengesetzt ist, welche hohe
Plastizitat (z.B. Geschmeidigkeit bei Hydrierung) zusammen mit hohen Enzym-katalysierten biologischen Ab-
bauraten, Léslichkeit in Ublichen organischen Losungsmitteln wie Chloroform und Eignung entweder fur die Im-
pragnierung oder die spontane Oberflachen-Immobilisierung (Adsorption) der Enzyme wie Trypsin, a-Chymo-
trypsin und Lipase zeigen. Die polymeren Mischungen dieser Erfindung bieten alle diese Eigenschaften, was
ihren Einsatz als Matrizen flir Wundverbande/Heilmittel zulasst, welche plastisch sind und so wirken, dass sie
bioaktive Substanzen auf eine verzdgerte/kontrollierte Art und Weise freisetzen.

KURZBESCHREIBUNG DER FIGUR

[0020] Die Figur zeigt den Lipase-katalysierten biologischen Abbau von Polymeren in vivo Uber einen Sechs-
monatszeitraum.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER AUSFUHRUNGSFORMEN

[0021] Die Verwendung eines Bakteriophagenlysates bei der Behandlung suppurativer Lasionen, welche ent-
zundet oder infiziert sind, erfordert multiple und haufige Anwendungen (z.B. 3-5 Mal pro Tag), was sowohl den
Verbrauch der Bakteriophagenzubereitung als auch der Wundverbande erhoht. So gesehen ist die Anwendung
eines Bakteriophagenspeichers, welcher eine kontrollierte Freisetzung und verlangerte Wirkung gewahrt, bes-
ser.

[0022] Bioresorbierbare (oder bioerodierbare) Polymere sind die geeignetsten Matrizen zur Herstellung von
Speichern von Bakteriophagen und/oder bioaktiven Verbindungen. Bioaktive Zusammensetzungen auf der Ba-
sis bioerodierbarer Polymere sind fiir die kontrollierte Freisetzung von Arzneimitteln bekannt, um gewtinschte
Konzentrationen bioaktiver Substanzen in umgebende Gewebe bereitzustellen.

[0023] Zusammensetzungen aus bioerodierbaren Polymeren verschwinden mit der Zeit in einer biologischen
Umgebung, da die Substanz der Zusammensetzung durch die Wirkung des umgebenden biologischen Milieus
abgebaut oder auflést wird. Dieser Abbau kann durch Enzyme erleichtert werden, welche die Spaltung kova-
lenter Bindungen im Polymer katalysieren. (Solche Enzyme kdnnen im biologischen Milieu vorliegen oder kdn-
nen exogen hinzugefigt werden, entweder als Teil des Konstruktes oder anderweitig.) Die kontrollierte oder
verzogerte Freisetzung einer biologisch aktiven Substanz aus einem bioerodierbaren Konstrukt bezieht sich
auf eine Verzdgerung in der Dispersion der biologisch aktiven Substanz im Vergleich zur einfachen Diffusion
von ihrem Einfihrungspunkt aus in die biologische Umgebung. Die kontrollierte Freisetzung erfolgt im Allge-
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meinen aufgrund irgendeines Faktors, welcher mit der normalen Diffusion der Substanz interferiert, wie z.B.
eine Diffusionsbarriere oder eingeschrankte Ldslichkeit der Diffusionssubstanz. Die bioerodierbaren Konstruk-
te dieser Erfindung stellen eine Diffusionsbarriere dar, welche mit dem Abbau des Polymers progressiv entfernt
wird.

[0024] Erstkurzlich wurde auch festgestellt, dass die schnelle Freisetzung von Polymerabbauprodukten in ei-
ner ausreichenden Menge in das umgebende Gewebe Makrophagen fiir die Herstellung von Wachstumsfak-
toren aktiviert, welche die Wundheilung beschleunigen kénnen. Es ist von Vorteil fir polymere Abbauprodukte,
dass es sich entweder um normale metabolische Komponenten handelt oder durch Zellen leicht verdaubar
sind. Als Matrizen verwendete Polymere sollten plastisch genug sein, um Wunden dicht abzudecken. Es ist
aulerdem sehr winschenswert, dass die Polymermatrix entweder in der Lage ist, Enzyme (z.B. Trypsin, Al-
pha-Chymotrypsin, Lipase, usw.) durch ein einfaches Verfahren auf der Oberflache zu immobilisieren oder sie
in die Grundmatrix zu integrieren. Diese Enzyme kénnen am Wundheilungsprozess beteiligt sein und kénnen
auflerdem Polymere (z.B. durch das Katalysieren der Hydrolyse von Esterbindungen in der Polymerhauptket-
te) mit einer konstanten und gewlinschten Rate erodieren, um die Freisetzung bakterizider Verbindungen so-
wie ausreichender Matrixabbauprodukte in das umgebende Gewebe zu gewahrleisten, um so Makrophagen
zu stimulieren. Der Erfinder hat neue biologisch abbaubare Poly(esteramid)e (PEAs), zusammengesetzt aus
naturlich vorkommenden Alpha-Aminosauren, einschlieRlich essentieller Aminosauren wie L-Phenylalanin und
L-Leucin, und nichttoxische Verbindungen wie aliphatische und Dicarbonsauren, synthetisiert.

[0025] Geeignete synthetische Verfahren sind in Arabuli, et al., (1994), ,Heterochain Polymers based on Na-
tural Amino Acids. Synthesis and enzymatic hydrolysis of regular poly(esteramide)s based on bis-(L-phenyla-
lanine) alpha,omega-alkylene diesters and adipic acid." Macromol. Chem. Phys., 195 (6): 2279 und Katsarava,
et al. (1999) ,Amino Acids Based Bioanalogous Polymers. Synthesis and study of regular poly(ester-amide)s
based on bis-(a-amino acid) a,w-alkylene diesters and aliphatic dicarboxylic acids", J. Polym. Sci.: Part A: Che-
mistry, 37: 391-407 beschrieben. Diese schnell bioresorbierbaren, biokompatiblen Poly(esteramid)e kénnen
zur Bildung einer bioerodierbaren Polymermatrix verwendet werden.

[0026] Die Poly(esteramide) dieser Erfindung enthalten keine toxischen Komponenten. Alpha-Aminosauren
wie die essentiellen Aminosauren L-Phenylalanin und L-Leucin sind natirlich vorkommende Produkte. Diese
normalen Stoffwechselkomponenten werden bei der Freisetzung durch den biologischen Abbau durch Zellen
verdaut. Fettsduren und Diole sind gut bekannte nichttoxische Produkte, welche gewohnlich in der Nahrungs-
mittelindustrie eingesetzt werden. Sie kommen auf3erdem als Bausteine fur andere Klassen biologisch abbau-
barer Polymere wie Polyanhydride und Poly-(orthoester), zugelassen durch die US Food and Drug Administ-
ration (FDA) fur klinische Studien und weitere praktische Anwendungen zum Einsatz.

[0027] Es ist sehr wichtig, dass die in dieser Erfindung verwendeten Poly(esteramid)e in organischen Lo-
sungsmitteln 16slich sind, welche bioaktive Verbindungen wie Bakteriophagen nicht deaktivieren. Diese Poly-
mere sind |8slich in Chloroform, in welchem die Enzyme wie Trypsin, a-Chymotrypsin, Lipase ausreichend sta-
bil fir die Enzymaktivitat sind, um das Verfahren der Herstellung Enzym-enthaltender Polymerkonstrukte zu
Uberstehen.

[0028] Den Polymerlésungen in Chloroform kénnen Enzyme hinzugefiigt werden, damit Enzym-enthaltende
Polymermatrizen gebildet werden, wenn die Lésung auf Glassplatten gegossen und das Lésungsmittel evapo-
riert wird. Bei polymeren Filmen, impragniert durch Enzyme gemaf diesem Verfahren, katalysieren die Enzy-
me die Hydrolyse (Erosion) der PEAs, was flr die Freisetzung bioaktiver Substanzen in die umgebenden Ge-
webe wichtig ist. Die biologischen Abbauraten der PEAs kénnen lber einen grofen Bereich hinweg variieren,
welche z.B. von 10'-10% mg/cm?h, aufweisen. Die Abbaurate ist eine Funktion der Enzymaktivitat in der Zu-
sammensetzng. Diese Polymere kdnnen so hergestellt werden, dass sie im Zeitablauf ausreichend viele Ma-
trixabbauprodukte (polymere Trimmer) freisetzen, um Makrophagen zu aktivieren.

[0029] Enzyme kénnen durch einfaches, unterschiedlich langes Eintauchen des Polymerfilms in wassrige En-
zymldsung spontan auf die Oberflache von PEAs basierend auf L-Phenylalanin immobilisiert werden. (Eintau-
chen z.B. fur 15-20 min. ist typisch.) PEAs auf der Basis von L-Leucin absorbieren die Enzyme mittels dieses
einfachen Verfahrens nicht so leicht, und somit sind PEAs auf der Basis von L-Phenylalanin geeigneter fiir die
Erzeugung biologisch abbaubarer Matrizen mit Oberflachen-immobilisierten Enzymen. Jedoch besitzen PEAs
auf der Basis von L-Phenylalanin keine ausreichende Plastizitat fur den Einsatz als Wundabdeckungen. Aus
L-Leucin zusammengesetzte PEAs sind in hydrierter Form biegsam (d.h. Wasser agiert als Weichmacher) und
so geeigneter flr biologische Anwendungen wie Wundabdeckungen (Verbande); jedoch sind die aus L-Leucin
PEAs hergestellten Filme sehr klebrig, haften an sich selbst und unbequem damit zu arbeiten. AuBerdem im-
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mobilisieren L-Leucin-basierte PEAs Enzyme nur schlecht.

[0030] Der Erfinder der vorliegenden Erfindung hat herausgefunden, dass die nachteiligen Eigenschaften, die
jede der PEA-Klassen aufweist, tberwunden werden kdnnen, indem man sie mischt. Polymermischungen her-
gestellt aus etwa 70% L-Phenylalanin-basierten PEAs und 30 L-Leucin-basierten PEAs haben Folgendes ge-
zeigt:

* gute Plastizitat (notwendig, um Wunden dicht abzudecken),

« fehlen einer Selbstadhasion, und

« die Fahigkeit, Enzyme zu immobilisieren.

[0031] Wie durch die vorliegende Erfindung beabsichtigt, besitzt die Polymermischung, welche die Grundlage
der Erfindung bildet, gentigend Plastizitat, damit mit der Polymermischung ein Film hergestellt werden kann,
der manuell formbar ist, damit er eng an der unregelmafigen biologischen Oberflache anliegt (z.B. eine kon-
kave Wundoberflache). Auflerdem sind aus der Polymermischung hergestellte Filme leicht durch sanfte ma-
nuelle Kraft zu trennen, wobei bei der Trennung jede Schicht des Films intakt bleibt. Und schlieRlich absorbiert
die Oberflache eines Objektes hergestellt aus der Polymermischung dieser Erfindung Proteine, so dass nach
dem Eintauchen in eine Losung des Enzyms auf der Oberflache des Objektes messbare Enzymaktivitat er-
kennbar ist.

[0032] Diese Erfindung bietet Polymermischungen, welche zumindest zwei PEAs der Formel Il aufweisen.
Bevorzugt enthalt die Mischung eine PEA, in der R der Seitenkette von Phenylalanin (Phe-PEA) entspricht,
und eine PEA, in der R der Seitenkette von Leucin (Leu-PEA) entspricht. Das Verhaltnis von Phe-PEA zu
Leu-PEA kann von 10:1 bis 1:1 variieren, ist jedoch bevorzugt von 5:1 bis 2,5:1. Es kdnnen weitere PEAs (und
naturlich auch weitere Polymere) in die Mischung eingefiigt werden, solange die entstehende Mischung noch
die oben beschriebenen gewiinschten Eigenschaften zeigt. Die weiteren Polymere in der Mischung sind na-
turlich 16slich in dem Lésungsmittel, in dem die Mischung fiir die Herstellung der Konstrukte geman dieser Er-
findung dispergiert wird. Leu-PEA und Phe-PEA sind I8slich in polaren organischen Lésungsmitteln, ein-
schliellich Dimethylformamid (DMF), Dimethylacetamid, Dimethylsulfoxid (DMSO, Trifluorethanol, Hexafluo-
risopropanol und ahnlichen, oder neutralen organischen Losungsmitteln, einschlief3lich Chloroform und ahnli-
chen. Chloroform und ahnliche Lésungsmittel werden fiir die Herstellung bioerodierbarer Filme, die bioaktive
Komponenten enthalten, und zwar aufgrund der héheren Flichtigkeit (wichtig bei der Herstellung von Filmen)
und der geringeren Tendenz, Enzyme (wie Chymotrypsin oder Lipase), Bakteriophagen oder andere bioaktive
Komponenten zu deaktivieren.

[0033] In einer bevorzugten Ausfihrung wird die Polymermischung dieser Erfindung in einen bioerodierbaren
Film geformt. Die Filme dieser Erfindung kdnnen eine einzelne Schicht oder multiple Schichten sein, wie z.B.
ein zweischichtiger Film mit einer Schicht aus einer PEA-Mischung und einer anliegenden Schicht aus Po-
ly(siloxanelastomer). Jedoch sind alternative bioerodierbare Konstrukte mit Hilfe der Polymermischung in der
Technik und innerhalb der Betrachtung dieser Erfindung leicht herzustellen. Zum Beispiel kann die Polymermi-
schung verwendet werden, um eine bioerodierbare Beschichtung auf einem Tragermaterial, welches biolo-
gisch abbaubar oder nicht biologisch abbaubar sein kann, wie z.B. ein fasriges oder nicht-fasriges, dreidimen-
sionales Konstrukt oder einen Gewebetrager, bereitzustellen. Geeignete Formen fir das dreidimensionale
Konstrukt dieser Erfindung sind Schaume, welche mit konventionellen Mitteln hergestellt werden kénnen. Zum
Beispiel kbnnen Phe-PEA/Leu-PEA-Mischungen wie folgt als Schaume hergestellt werden: eine Suspension
aus Bakteriophagen und anderen bioaktiven Substanzen (etwa 1 g) in der Losung der Phe-PEA/Leu-PEA-Mi-
schung (1 g) in Chloroform (10 ml) kann auf eine hydrophobe Oberflache gegossen werden, und 90-99% des
Chloroforms evaporieren bei Raumtemperatur unter Atmospharendruck. AnschlieBend kann bei Raumtempe-
ratur ein verringerter Druck angewandt werden, um das restliche Chloroform zu entfernen, und der so entste-
hende geschaumte Film wird fir 12 h bei verringertem Druck getrocknet. Gemaf einem anderen Verfahren
kdnnen der obigen Suspension 1-10% (des Chloroformvolumens) n-Pentan hinzugefliigt werden. Die Mi-
schung kann auf eine hydrophobe Oberflache gegossen werden und wird fur 24 h bei Raumtemperatur trock-
nen lassen; und der geschaumte Film kann flr 12 h bei verringertem Druck einer abschlieRenden Trocknung
unterzogen werden. Geschaumte Filme erhalt man auch durch Verwendung von Ultraschall-Desintegrati-
onstechniken.

[0034] Mit den Polymeren dieser Erfindung hergestellte Konstrukte kdnnen Teil von Anordungen, einschliel3-
lich eines Tragermaterials, sein, zum Beispiel zur Verwendung als Bandagen fir Wunden oder Verbrennungs-
verbande. Naturlich behalten die Mischungen, welche eine Beschichtung auf einem Gewebetrager bilden, be-
vorzugt die Flexibilitdat und/oder Elastizitat der Mischungen, welche fiir die Filmbildung verwendet werden, je-
doch kann eine Mischung zur Beschichtung eines starren, dreidimensionalen Konstruktes mdglicherweise we-
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niger elastisch sein. Solche Mischungen kénnen einen hdheren Phe-PEA-Gehalt aufweisen, und Beschichtun-
gen, in denen Phe-PEA das einzige PEA-Polymer ist, liegen fur solche Anwendungen innerhalb der Betrach-
tung dieser Erfindung.

[0035] In einer anderen Ausfiihrung betrachtet diese Erfindung Konstrukte, welche insgesamt oder teilweise
aus einer Mischung gemaf dieser Erfindung bestehen, welche chirurgisch implantiert werden kénnen. Kon-
strukte gemaf dieser Erfindung kénnen auch in Anordnungen fiir Wundwickel wie Gelschaume geformt wer-
den, oder kdnnen als Komponenten in chirurgischen Vorrichtungen wie Penrose-Drains, Dauerkathetern, Ka-
thetern fir die peritoneale Dialyse und samtlichen anderen Vorrichtungen verwendet werden, welche in Kon-
takt mit Kérperhohlen, dem Blutkreislauf oder dem lymphatischen Kreislauf stehen, und werden entweder ver-
wendet, um potentielle Infektionen zu behandeln oder gefahrdet sind, infiziert zu werden. Diese Erfindung be-
trachtet auBerdem Vorrichtungen zur Oralhygiene, einschlieBlich Zahnfleischimplantate (z.B. bei parodontalen
Krankheiten oder Zahnkaries). Solche Konstrukte enthalten bevorzugt bioaktives Material, welches bei Erosion
des Konstruktes in einer kontrollierten Art und Weise freigesetzt wird. Eine geeignete Auswahl bestimmter bi-
oaktiver Inklusionen ist fur den Fachmann angesichts der beabsichtigten Implantationsstelle offensichtlich.
Zum Beispiel kdbnnen Zusammensetzungen, welche bakterizide Wirkstoffe wie Bakteriophagen enthalten, in
den Koérper implantiert werden, um Osteomyelitis, usw. zu behandeln. Alternativ dazu kénnten bioerodierbare
Zusammensetzungen dieser Erfindung flr die verzégerte/kontrollierte Freisetzung von Antikrebs- und/oder an-
deren Arzneimitteln am Zielort verwendet werden. Bioaktive Materialien kénnen auf kontrollierte Art und Weise
durch Diffusion von innerhalb des Konstruktes freigesetzt werden, oder durch den Abbau des Konstruktes,
oder durch eine Kombination dieser Vorgange.

[0036] Bioaktive und/oder inaktive biokompatible Materialien kénnen in Mengen von bis zu 60 Gew.-% oder
mehr in das erodierbare Konstrukt eingeschlossen werden, solange ihre Inklusion die gewiinschten Eigen-
schaften der Filme dieser Erfidung nicht zerstort. Zu bioaktiven Materialien, welche fur die Inklusion in die bio-
erodierbare Konstrukte dieser Erfindung betrachtet werden, zahlen, ohne jedoch auf diese beschrankt zu sein,
Antiseptika, Antiinfektiva, wie z.B. Bakteriophagen, Antibiotika, antibakterielle Mittel, Mittel gegen Protozoen
und antivirale Wirkstoffe, Analgetika, entzindungshemmende Wirkstoffe, einschlief3lich steroider und nicht ste-
roider entziindungshemmender Wirkstoffe, einschlieRlich COX-2 Inhibitoren, anti-neoplastische Wirkstoffe,
Kontrazeptiva, ZNS-aktive Arzneimittel, Hormone und Impfstoffe.

[0037] Insbesondere kdnnen Konstrukte einen oder mehrere der Folgenden enthalten: Calciumgluconat oder
andere Phagen-stabilisierende Zusatzstoffe, Hyaluronidase, Fibrinolysin und andere fibrinolytische Enzyme,
Methyluracyl und andere Stoffwechselprozess-stimulierende Wirkstoffe, Natriumhydrocarbonat, L-Arginin und
andere Vasodilatatoren, Benzocain und andere Schmerzmittel, Mono- und Disaccharide, Polysaccharide und
Mucopolysaccharide, Metronidazol und andere Antiprotozoen-Arzneimittel, Clotrimazolum und andere antifun-
gale Arzneimittel, Thrombin und andere Hamostatika, Vitamine, Prednisolon und andere entziindungshem-
mende Steroide, und Voltaren (Natrium-Diclofenac) und andere entziindungshemmende nicht steroide Arznei-
mittel. Naturlich wird der Fachmann in jedem Fall bestatigen, das bestimmte Konstruktformulierungen die ge-
winschten Eigenschaften wie hierin besprochen beibehalten, und Konstrukte, die keine dieser Eigenschaften
zeigen, auBerhalb der Betrachtung dieser Erfindung liegen.

[0038] In einer bevorzugten Ausfiihrung bietet diese Erfindung einen neuartigen Ansatz zur Behandlung
schlecht heilender und schlecht vaskularisierter Wunden, zu denen diabetische Ful3geschwiire, Druckge-
schwire bei Patienten mit eingeschrankter Mobilitéat sowie weitere Geschwiire und offene Hautlasionen zahlen
koénnen. In der Medizin stellen schlecht heilende Wunden wie die bei Diabetes-Patienten auftretenden Fulige-
schwiire oder die bei bettlagerigen Patienten auftretenden Druckgeschwire ein grof3es und sehr teures Ma-
nagementproblem dar. Der Einsatz von Antibiotika in diesem Rahmen ist im Allgemeinen nicht wirksam. Auf-
grund schlechter Vaskularisierung erreichen Antibiotika selten therapeutische Konzentrationen in betroffenen
Bereichen, die ausreichend waren, um die Infektion zu beseitigen. Des Weiteren sind, aufgrund der haufig wie-
derholten Verabreichung von Antibiotika an solche Patienten, die bakteriellen Krankheitserreger, welche die
Infektionen verursachen, haufig antibiotikaresistent. Bei dieser Ausfuhrung, sowie bei anderen Wundbehand-
lungsausfiihrungsformen, vermeidet die Eigenschaft der kontrollierten Freisetzung der Polymerkonstrukte ge-
maR dieser Erfindung die Notwendigkeit einer permanenten Re-Applikation von bakterizidem Material, sowie
die Notwendigkeit flr damit verbundene Verbandswechsel.

[0039] Biozusammensetzungen, welche eine verzogerte/kontrollierte Freisetzung angemessener therapeuti-
scher Wirkstoffe mediieren, sind nachweislich besonders wirksam fiir die Heilung infizierter Wunden und Kor-
perhéhlen. Filmmaterialien, sogenannte ,kinstliche Haut", hergestellt aus diesen Biozusammensetzungen,
haben wichtige therapeutische Wirkungen:
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» Polymermaterial agiert beim Auftragen auf die Oberflache solcher Wunden als Schutz gegen externe me-
chanische Einwirkungen und das Eindringen von Bakterien, und ferner verhindert es den Verlust von War-
me und Feuchtigkeit, welcher als Ergebnis unkontrollierter Wasserverdunstung von der verletzten Oberfla-
che auftritt; und

+ Die Eigenschaften der langsamen Freisetzung der biologisch aktiven Verbindung kénnen ausgenutzt wer-
den, um eine angemessene, bestandige Freisetzung von antibakteriellen Wirkstoffen an der Infektionsstelle
zu fordern.

[0040] Die Verwendung von bio-zusammengesetzter ,kiinstlicher Haut" erfordert keine Immobilisierung des
Patienten und vereinfacht so die Riickkehr zu Aktivitdten des téglichen Lebens, einer wichtigen Uberlegung
bei dieser Patientenklasse.

[0041] Ein Schlisselelement in dem Management chronisch infizierter Wunden ist die Unterdriickung der pa-
thogenen Bakterienflora. Bei bio-zusammengesetzten Materialien kann dies durch das Einbringen bakterizider
Substanzen in die Biozusammensetzungsstruktur erreicht werden. In diesem Rahmen kénnen Antibiotika ver-
wendet werden, jedoch ist deren Wirksamkeit zunehmend durch die Entwicklung von Antibiotikaresistenz ein-
geschrankt. Erst vor kurzem bestand Interesse daran, solche bakteriziden Substanzen wie Silbersulfadiazin
(und verwandte Diazin-Derivate von Sulfanilamid), Furagin (und pharmazeutisch akzeptable Salze davon) und
Chlorhexydin (und pharmazeutisch akzeptable Salze davon) in Biozusammensetzungen einzufligen. Jedoch
koénnte der Einsatz solcher Zusammensetzungen durch deren inharente Toxizitat insbesondere bei Patienten
mit einer grundlegenden Nieren- oder Leberkrankheit eingeschrankt sein.

[0042] Das Einfligen von Bakteriophagen in solche bio-zusammengesetzten Materialien bietet einen alterna-
tiven Ansatz. Bakteriophagen sind Viren, welche spezifische Bakterien abtéten. Die Lysis von Mikroorganis-
men durch Viren wurde zu Beginn des 20. Jahrhunderts entdeckt. Jeder einzelne Phage tendiert dazu, hoch-
spezifisch fir ein bestimmtes Bakterium zu sein, was es erforderlich macht, dass die Therapie sorgfaltig aus-
gerichtet wird (d.h. es gibt keine Analogie zu den Breitbandantibiotika, welche ,alles téten" kdnnen). Dies be-
deutet allerdings auch, dass die Phagentherapie eingesetzt werden kann, um spezifische Pathogene abzuto-
ten, ohne die normale Bakterienflora zu stdren.

[0043] Es wurde berichtet, dass Phagen effektiv bei der Behandlung von Hautinfektionen verursacht durch
Pseudomonas, Staphylococcus, Klebsiella, Proteus, E. coli und andere pathogene Spezies sind; die Erfolgs-
raten in diesen Studien reichten, abhangig vom Pathogen, von 75 bis 100%. Jedoch wurden fiir diese Studien
Bakteriophagen in eine Vielzahl von Vehikeln eingefihrt: wassrige Flussigzubereitungen, Aerosole und
Cremes.

[0044] Die Polymermischung, die L-Phenylalanin, L-Leucin, Adipinsaure und Butan-Diol-1,4 zusammenge-
setzt ist, wurde erfolgreich zur Herstellung bioaktiver Zusammensetzungen, welche bakterizide Substanzen
enthalten, eingesetzt. Die Wundverbande auf der Basis dieses biozusammengesetzten Materials zeigten hohe
Wundheilungseigenschaften.

[0045] Beginnend mit den oben genannten Materialien scheint es, dass bioaktive Zusammensetzungen auf
der Basis des bioresorbierbaren (bioerodierbaren) Polymers, welches einen Komplex aus Bakteriophagen als
eine bakterizide Substanz enthalt, ein effektives Verbandsmaterial mit beschleunigter Wundheilungsfahigkeit
sind. Die Auswahl geeigneter Bakteriophagen ist in der vorlaufigen US-Patentanmeldung Nr. 60/175,415 mit
dem Titel ,Bacteriophage Specific for Vancomycin Resistant Enterococci (VRE)", eingereicht am 11. Januar
2000 und der vorlaufigen US-Patentanmeldung Nr. 60/175,416, eingereicht am 11. Januar 2000 und
60/205,240, eingereicht am 19. Mai 2000, beide mit dem Titel ,Method And Device For Sanitation Using A Bac-
teriophage", beschrieben.

BEISPIEL

[0046] Es wurde ein Komplex polyvalenter Bakteriophagen gerichtet gegen Staphylococcus-Spezies, Strep-
tococcus-Spezies, E. coli, Proteus-Spezies und Pseudomonas aeruginosa mit einem Titer von 2 x 10°-2 x 107
Plaque-bildenden Einheiten hergestellt und als bioaktive Substanz fur diese Studie verwendet. Die Bakterio-
phagen wurden wie folgt als ein gefriergetrocknetes Pulver hergestellt: Bakteriophagen suspendiert in einer
wassrigen Saccharose-Gelatine-Mischung wurden gefriergetrocknet, woraus eine trockene Masse resultierte,
welche zu einem feinen Puder gemahlen wurde. Bei diesem Verfahren entsprechen 50 mg der trockenen Zu-
bereitung 1 ml des fliissigen Bakteriophagen mit einem Titer von 2 x 10°-2 x 107. Keine der einzelnen Kompo-
nenten bioaktiver Zusammensetzungen (Polymer, organisches Lésungsmittel, Alpha-Chymotrypsin, Lipase)
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beeintrachtigte die Bakteriophagenaktivitat — in allen Fallen wurden 100% der urspriinglichen Aktivitat beibe-
halten.

[0047] Ein bioaktiver Film wurde wie folgt hergestellt: eine feine Suspension von trockenem Bakteriophagen
in einer Polymerl6sung mit einem geeigneten Losungsmittel wurde auf eine Glasoberflache gegossen und auf
ein konstantes Gewicht getrocknet. Man erhielt eine Zusammensetzung in der Form eines Films mit den fol-
genden Eigenschaften: Masse 1 g, Filmflache — 60-65 cm?, Dicke — 0,2-0,3 mm. Danach wurde Alpha-Chy-
motrypsin auf der Oberflache des Films immobilisiert. Gegebenenfalls wurde der Film perforiert. Fir bestimmte
Anwendungen wurden der Zusammensetzung aufterdem Analgetika und/oder Antibiotika hinzugefligt.

[0048] Die Aktivitat des so entstandenen Films wurde in in vitro-Experimenten mittels eines Bakterienrasens
auf solidem Medium bestimmt. Die Aktivitat wurde durch Messung der Breite der Lysiszone bewertet. Die Ak-
tivitat des Films stimmt mit der Aktivitat der verwendeten trockenen Bakteriophagen Uberein; reiner Polymer-
film zeigte keinerlei bakterizide Aktivitat.

[0049] Die Kinetiken der Bakteriophagenfreisetzung von 9 cm Scheiben des Films wurde unter physiologi-
schen Bedingungen (siehe Tabelle 1) in Phosphatpuffer untersucht. Man sieht, dass die Freisetzung von Bak-
teriophagen wahrend der ersten 24 h sowohl von a-Chymotrypsin-immobilisierten als auch a-Chymotryp-
sin-freien Filmen vergleichbar war: beim Enzym-immobilisierten Film war sie lediglich 1,5-2 Mal héher. Dies
lasst sich durch die extensive Desorption von Bakteriophagen von der Oberflachenzone des Enzym-freien
Films erklaren. Wurden die Filme jedoch nach 24 Stunden und 120 Stunden in frischen Puffer Gbertragen, ge-
wann der Enzym-katalysierte Erosionsmechanismus in spateren Stadien zur Freisetzung von Bakteriophagen
von der Masse des Films an Bedeutung, und der Unterschied in der Freisetzungsrate erreichte mehr als eine
Grolenordnung. Alpha-Chymotrypsin unterstitzt klar die Freisetzung von Bakteriophagen aus bioaktiven Zu-
sammensetzungen.

Tabelle
Verzdgerte Freisetzung von Bakteriophagen und Antibiotika aus medizinischem Wundabdeckungsfilm
Freisetzung von Bakteriophagen von Phe-PEA-Film-Scheiben mit 9 cm Durchmesser in 10 ml Phosphatpuffer

0,2M, pH 7,4, T = 37°C. Eine Phe-PEA/Bakteriophagen-Film-Scheibe mit 9 cm Durchmesser enthalt etwa
1800 x 10* Bakteriophagen.

Bakteriophagentiter in 1 m! Lésung

Zeitin | Zusammensetzung Bakteriophagen/ Zusammensetzung Bakteriophagen/Phe-
Stunden | Phe-PEA-Film mit a-Chymotrypsin PEA-Film ohne Oberfldchen-

immobilisiertes a-Chymotrypsin

1 2,0x 10° 1,3x 10*
3 5,0x 10° 3,0 x 10
24 8,0x 10 40x 10*

24 h spater, nach der Ubertragung in einen neuen 10 ml Anteil des Puffers

1 3,2x 10° 1,3x 10*
3 9,0x 10° 3,1x10°
96 200,0 x 10? 90,0 x 10°
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120 h spéter, nach der Ubertragung in einen neuen 10 ml Anteil des Puffers

Zeitin | Zusammensetzung Bakteriophagen/ Zusammensetzung Bakteriophagen/Phe-
Stunden | Phe-PEA-Film mit o-Chymotrypsin PEA-Film ohne Oberflachen-
immobilisiertes a-Chymotrypsin

1 2,5 x 10° 0,06 x 10°

4 5,0x10° 0,2x 10°

[0050] Es ist festzustellen, dass Oberflachen-immobilisiertes a-Chymotrypsin eine zusatzliche Rolle spielen
kann, es kann namlich sowohl Peptide als auch denaturierte Proteine abbauen. Diese enzymatische Wund-
ausscheidung, wie es aus der Literatur bekannt ist, fiihrt zur Wundsanierung und beschleunigt die Heilung.

[0051] Die Aktivitat der Filme gemaf dieser Erfindung wurde fiir 1,5 Jahre periodisch sowohl mit zuvor vor-
handenen Laborstdmmen als auch mit neu erhaltenen Bakterienstdmmen Uberprft, und der Film behielt Gber
diesen Zeitraum seine Aktivitat bei. Auch das Oberflachen-immobilisierte Enzym blieb flir diesen Zeitraum ak-
tiv. Die Figur zeigt den Lipase-katalysierten biologischen Abbau von Polymeren in vivo Uber einen Zeitraum
von sechs Monaten. Die in vivo-Daten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Patentanspriiche

1. Bioerodierbares Konstrukt zur kontrollierten Freisetzung von bioaktiven Materialien, wobei das Kon-
strukt eine Mischung aus zwei oder mehr Poly(ester-amid) Polymeren (PEA) aufweist, die durch Polymerisati-
on eines Diols (D), einer Dicarboxylsaure (C) und einer Alpha-Aminosaure (A) durch Ester- und Aminobindun-
gen in Form (DACA), hergestellt ist,
wobei das PEA-Polymer folgende Formel hat:

Q 0 O 0
| Hol I H T
R R n

worin k = 2-12, insbesondere 2, 3, 4, oder 6,

m = 2-12, insbesondere 4 oder 8 und

R = CH(CH,),, CH,CH(CH,),, CH(CH,)CH,CH,, (CH,),CH,, CH,CH,, oder (CH,),SCH,.
2. Konstrukt nach Anspruch 1, bei welchem k = 2,3,4, oder 6 und m = 4 oder 8.

3. Konstrukt nach Anspruch 1, bei welchem die Mischung ein erstes PEA Polymer, in dem A L-Phenylala-
nin (Phe-PEA) und ein zweites PEA Polymer aufweist, in welchem A L-Leucin (Leu-PEA) ist.

4. Konstrukt nach Anspruch 3, bei welchem das Verhaltnis von Phe-PEA zu Leu-PEA von 10:1 bis 1:1 be-
tragt.

5. Konstrukt nach Anspruch 3, bei welchem das Verhaltnis von Phe-PEA zu Leu-PEA von 5:1 bis 2,5:1 be-
tragt.

6. Konstrukt nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei welchem das Konstrukt ein formbares Blatt
ist, welches einer biologischen Oberflache anpassbar ist.

7. Konstrukt nach einem der vorhergehenden Anspriiche, das weiters einen bioaktiven Wirkstoff aufweist.

8. Konstrukt nach Anspruch 7, bei welchem der bioaktive Wirkstoff aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus
Antiseptika, infektionsverhindernden Mitteln, wie z.B. Bakteriophagen, Antibiotika, antibakterielle Mittel, Mittel
gegen Protozoen, und antiviralen Mitteln, Analgetika, entziindungshemmenden Mitteln, einschlieRlich steroi-
den und nicht steroiden entziindungshemmenden Mitteln, einschlieRlich COX-2 Inhibitoren, antineoplastischer
Mittel, CNS aktiven Arzneimitteln Hormonen und Impfstoffen besteht.

9. Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 8, bei welchem das Konstrukt ein flr eine hydrolytische Spal-
tung des PEA Polymers geeignetes Enzym enthalt.

10. Konstrukt nach Anspruch 9, bei welchem das Enzym a-Chymotrypsin ist.
11. Konstrukt nach Anspruch 9, bei welchem das Enzym an der Oberflache des Konstrukts absorbiert ist.

12. Konstrukt nach Anspruch 9, bei welchem das Konstrukt Bakteriophagen enthalt, die durch die Wirkung
des Enzyms freigesetzt werden.

13. Bioerodierbares Konstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zum Gebrauch in der Medizin.
14. Konstrukt nach Anspruch 13, zur Behandlung einer offenen oder infizierten Wunde.

15. Konstrukt nach Anspruch 14, bei welchem das Konstrukt Bakteriophagen enthalt, die fir die in der
Wunde gefundenen Bakterien spezifisch sind.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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