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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Formgedachtnis-Polymeren bei Gewebe-Engi-
neering und betrifft ein Verfahren des Gewebe-Engineerings unter Verwendung von Formgedachtnis-Polyme-
ren.

[0002] Bis heute wurden biologisch abbaubare und biologisch stabile thermoplastische- oder Netzwerk-Ma-
terialien, die biokompatibel sind, als Gerust-Materialien beim Gewebe-Engineering verwendet. Verschiedene
unterschiedliche Polymer-Substanzen wurden angewendet, von modifizierten biologischen Materialien bis zu
vollsynthetischen Materialien. Grof3e Fortschritte wurden beim Gewebe-Engineering unter Verwendung dieser
Materialien realisiert, wie beispielsweise durch Gewebe-Engineering hergestellte Haut-Produkte und andere
Produkte, die derzeit in der klinischen Pipeline sind.

[0003] Jedoch kann das Gerust-Material nicht reagieren oder unabhangig von der zum Impfen verwendeten
Oberflache, einem Vaskulatur-Einwachsen oder einer Differenzierung von geimpften Zellen verandert werden.
Die Materialien, die benotigt werden, sind daher:

— Materialien oder mit bioaktiven Substanzen beladene oder beschichtete Materialien, die die Méglichkeit
haben, eine Strukturierung, eine Proliferation oder eine Differenzierung von Zellen in sich selbst zu induzie-
ren;

— Materialien, die Freisetzungs-Kinetiken einer oder mehrerer bioaktiver Substanzen unabhangig steuern
kénnen durch Triggern eines Effekts, der porése Strukturen lber einen externen Stimulus 6ffnen oder
schliefen kann;

— Geruste, die sich nur abbauen, nachdem ein externer Stimulus angesetzt wurde (Abbau auf Verlangen);
— Gerlste, die Krafte an geimpften Zellen induzieren kénnen.

[0004] Die Druckschriften WO-A 99/4217 und WO-A 99/42,528 offenbaren verschiedene SMP-Materialien.

[0005] Die Druckschrift EP-A 0422693 betrifft die Verwendung von SMP-Materialien in Gewebe-Enginee-
ring-Anwendungen.

[0006] Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die Nachteile des Standes der Technik zu iberwinden.
[0007] Diese Aufgabe wurde geldst mit der Verwendung und dem Verfahren gemal den unabhangigen An-
spruchen. Bevorzugte Ausfihrungsformen sind in den abhangigen Unteransprichen und in den Ansprichen
angegeben, die auf das Verfahren und das Polymer-Gerust gerichtet sind.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0008] Fig. 1 zeigt SMP-Teilchen, die fir ein Gewebe- und/oder Zell-Engineering verwendet werden. Die
Oberflache des geimpften Teilchens kann durch Induzieren eines Formgedachtnis-Effekts erhéht werden.

[0009] Fig. 2 zeigt, dass eine Trennung von gewachsenen Zellen und/oder Gewebe von SMP-Teilchen (Ge-
rust) erreicht werden kann durch Induzieren eines Abbau-Effekts und/oder eines Formgedéachtnis-Effekts.

[0010] Fig. 3 zeigt ein Beispiel der Verwendung eines SMP-GerUsts fir die Orientierung von Zellen und/oder
Gewebe, das darauf gewachsen ist, durch Induzieren eines Formgedachtnis-Effekts. Dariber hinaus wird ge-
zeigt, dass bioaktive Substanzen, die in dem SMP-Gerust enthalten sind, aufgrund des Formgedachtnis-Ef-
fekts freigesetzt werden.

[0011] Zuerst werden die Formgedachtnis-Polymere (shape memory polymers; SMP) beschrieben, die im
Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen.

[0012] SMPs sind allgemein dadurch charakterisiert, dass sie Netzpunkte und flexible Segmente aufweisen.
Diese Netzpunkte kdbnnen chemischer oder physikalischer Natur sein.

[0013] SMPs sind gekennzeichnet als Phasen-entmischte lineare Block-Copolymere, die ein hartes Segment
und ein weiches Segment aufweisen.

[0014] Einige physikalische Eigenschaften von SMPs, die von dem Vermodgen verschieden sind, die Form im
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Gedéchtnis zu behalten, werden signifikant verandert in Reaktion auf dufere Anderungen der Temperatur und
der Belastung, speziell am Schmelzpunkt oder bei der Glastibergangs-Temperatur des weichen Segments.
Diese Eigenschaften schlieflen den Elastizitditsmodul, die Harte, die Flexibilitat, die Dampfpermeabilitat, die
Benetzung, den Brechungsindex und die Dielektrizitdtskonstante ein. Der Elastizitdtsmodul (das Verhaltnis der
Belastung in einem Koérper zu der entsprechenden Spannung) eines SMP kann sich um einen Faktor von bis
zu 200 andern, wenn das Polymer auf eine Temperatur oberhalb des Schmelzpunkts oder der Glasiber-
gangs-Temperatur des weichen Segments erhitzt wird. Auch andert sich die Harte des Materials dramatisch,
wenn das weiche Segment bei oder oberhalb einer Temperatur seines Schmelzpunkts oder seiner Glastiber-
gangs-Temperatur ist. Wenn das Material auf eine Temperatur oberhalb des Schmelzpunkts oder oberhalb der
Glasubergangs-Temperatur des weichen Segments erhitzt wird, kann das Benetzungsvermégen bis zu funfmal
hoéher sein als bei einem herkémmlichen Kautschuk-Produkt. Das Material kann leicht im Anschluf3 an zahlrei-
che thermische Zyklen seine urspriingliche geformte Form wiedererlangen und kann auf eine Temperatur ober-
halb des Schmelzpunkts des harten Segments erhitzt und umgeformt und abgekiihlt werden, wobei eine neue
urspringliche Form fixiert wird.

[0015] Bevorzugte SMPs oder SMP-Zubereitungen kdnnen mehr als eine Form im Gedachtnis behalten. Bei-
spielsweise kann die Zusammensetzung ein hartes Segment und wenigstens zwei weiche Segmente ein-
schlieRen. Die T,,,, des harten Segments ist wenigstens 10 °C und vorzugsweise 20 °C hoher als die T, ei-
nes der weichen Segmente, und die T, jedes nachfolgenden weichen Segments ist wenigstens 10 °C und
vorzugsweise 20 °C niedriger als die T,,,, des vorangehenden weichen Segments. Ein Multiblock-Copolymer
mit einem harten Segment mit einer relativ hohen T, und einem weichen Segment mit einer relativ niedrigen
Tans K&NN gemischt oder geblendet werden mit einem zweiten Multiblock-Copolymer mit einem harten Seg-
ment mit einer relativ niedrigen T, und demselben weichen Segment wie demjenigen in dem ersten Multi-
block-Copolymer. Da die weichen Segmente in beiden Multiblock-Copolymeren identisch sind, sind die Poly-
mere mischbar miteinander, wenn die weichen Segmente geschmolzen werden. Das resultierende Blend weist
drei Ubergangs-Temperaturen auf: eine fiir das erste harte Segment, eine fiir das zweite harte Segment und
eine fir das weiche Segment. Dementsprechend sind diese Materialien in der Lage, zwei unterschiedliche For-
men im Ged&chtnis zu behalten.

[0016] Gegenstande mit zwei oder mehr Formen im Gedachtnis kobnnen hergestellt werden durch Bilden einer
Polymer-Zusammensetzung mit einem harten Segment, einem ersten weichen Segment und einem zweiten
weichen Segment, wobei das erste weiche Segment einen Wert T, .. von wenigstens 10 °C unterhalb von dem
des harten Segments und wenigstens 10 °C oberhalb von dem des zweiten weichen Segments aufweist. Nach-
dem die Zusammensetzung bei einer Temperatur oberhalb der T, des harten Segments geformt wurde, kann
sie auf eine Temperatur unterhalb der Temperatur der T, des ersten weichen Segments und oberhalb der
Temperatur der T, des zweiten weichen Segments abgekuhlt und in eine zweite Form gebracht werden. Die
Zusammensetzung kann in eine dritte Form gebracht werden, nachdem sie auf eine Temperatur unterhalb der
T,ans d€S ZWeiten weichen Segments abgekuhlt wurde. Die Zusammensetzung kann auf eine Temperatur ober-
halb der T, des zweiten weichen Segments erhitzt werden und fiihrt so die Zusammensetzung in die zweite
Form zurlck. Die Zusammensetzung kann auf eine Temperatur oberhalb der T, ., des ersten weichen Seg-
ments erhitzt werden und fiihrt so die Zusammensetzung in die erste Form zurlick. Die Zusammensetzung
kann auch auf eine Temperatur oberhalb der Ttrans des harten Segments erhitzt werden; an diesem Punkt ver-
liert die Zusammensetzung das Gedachtnis der ersten und zweiten Form und kann unter Verwendung des
oben beschriebenen Verfahrens umgeformt werden.

[0017] Der Ausdruck ,biologisch abbaubar", wie er in der vorliegenden Beschreibung und in den Patentan-
sprichen verwendet wird, bezieht sich auf Materialien, die bioresorbierbar sind und/oder sich abbauen
und/oder zerfallen, durch mechanischen Abbau bei Wechselwirkung mit einer physiologischen Umgebung,
und zwar in Komponenten, die metabolisierbar oder ausscheidbar sind, im Verlauf einer Zeitdauer von Minuten
bis drei Jahren, vorzugsweise weniger als einem Jahr, wobei sie die erforderliche strukturelle Unversehrtheit
aufrechterhalten.

[0018] Ein Polymer ist ein Formgedachtnis-Polymer, wenn die urspriingliche Form des Polymers dadurch
wiedergewonnen wird, dass man es auf eine Temperatur oberhalb einer Form-Riickgewinnungs-Temperatur
erhitzt (die definiert ist als die T,,,, eines weichen Segments), selbst wenn die urspriingliche geformte Form
des Polymers mechanisch bei einer niedrigeren Temperatur als die Form-Gewinnungs-Temperatur zerstort
wird oder wenn die im Gedachtnis behaltene Form durch Anwendung eines anderen Stimulus riickgewinnbar
ist.

[0019] Der Ausdruck ,Segment", wie er in der vorliegenden Beschreibung und in den Patentanspriichen ver-
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wendet wird, bezieht sich auf einen Block oder eine Sequenz eines ein Polymer bildenden Teils des Formge-
dachtnis-Polymers.

[0020] Die Begriffe ,hartes Segment" und ,weiches Segment", wie sie in der vorliegenden Beschreibung und
in den Patentanspriichen verwendet werden, sind relative Terme, die sich auf die T, des Segments beziehen.
Das/die harte(n) Segmente) weist weisen eine héhere T, auf als das/die weiche(n) Segment(e).

[0021] Die Formgedachtnis-Polymere kdnnen wenigstens ein hartes Segment und wenigstens ein weiches
Segment einschlieBen oder kdnnen wenigstens eine Art von weichem Segment einschlieRen, worin wenigs-
tens eine Art des/der weichen Segmente) vernetzt ist, und zwar ohne das Vorhandensein eines harten Seg-
ments.

[0022] Die harten Segmente kdnnen lineare Oligomere oder Polymere sein und kénnen cyclische Verbindun-
gen sein, wie beispielsweise Kronenether, cyclische Di-, Tri- oder Oligopeptide und cyclische Oligoesteramide.

[0023] Die physikalische Wechselwirkung zwischen harten Segmenten kann auf LadungsUbertragungs-Kom-
plexen, Wasserstoff-Bindungen oder anderen Wechselwirkungen beruhen, da einige Segmente Schmelz-Tem-
peraturen aufweisen, die hoher sind als die Zersetzungs-Temperatur. In diesen Fallen gibt es kein Schmelzen
oder keine Glaslibergangs-Temperatur fir das Segment. Ein nicht-thermischer Mechanismus wie beispielswei-
se ein Losungsmittel ist erforderlich, um die Bindung des Segments zu verandern.

[0024] Das Gewichtsverhaltnis hartes Segment: weiche Segmente liegt zwischen etwa 5 : 95 und 95 : 5, vor-
zugsweise zwischen 20 : 80 und 80 : 20.

|. Polymer-Segmente

[0025] Die Segmente sind vorzugsweise Oligomere. Der Begriff ,Oligomer" wie er in der vorliegenden Be-
schreibung und in den Patentanspriichen verwendet wird, bezieht sich auf ein lineares Ketten-Molekilil, das ein
Molekulargewicht bis hinauf zu 15.000 Da aufweist.

[0026] Die Polymere werden gewahlt auf der Basis der gewlinschten Glasiibergangs-Temperatur(en) (wenn
wenigstens ein Segment amorph ist) oder des/der Schmelzpunkt(e)s (wenn wenigstens ein Segment kristallin
ist), was seinerseits auf den gewlinschten Anwendungen beruht, wenn man die Anwendungs-Umgebung in
Betracht zieht. Vorzugsweise ist das Zahlenmittel des Molekulargewichts des Polymer-Blocks gréfer als 400
und vorzugsweise im Bereich zwischen 500 und 15.000.

1 Warmegehartete oder thermoplastische Pol

[0027] Die Polymere kdnnen warmegehartete oder thermoplastische Polymere sein, obwohl thermoplasti-
sche Polymere aufgrund der Leichtigkeit ihnrer Formung bevorzugt sein kénnen.

[0028] Vorzugsweise liegt der Grad der Kristallinitat des Polymers oder des Polymer-Blocks/ der Polymer-Bl6-
cke zwischen 3 und 80 %, noch mehr bevorzugt zwischen 3 und 60 %. Wenn der Grad der Kristallinitat grofier
als 80 % ist, wahrend alle weichen Segmente amorph sind, weist die resultierende Polymer-Zusammenset-
zung schlechte Formgedachtnis-Eigenschaften auf.

[0029] Die Polymer-Segmente kénnen naturlich oder synthetisch sein, obwohl synthetische Polymere bevor-
zugt sind. Die Polymer-Segmente kdnnen biologisch abbaubar oder nicht biolgisch abbaubar sein, obwohl die
resultierende SMP-Zusammensetzung biolgisch abbaubar ist. Biokompatible Polymere sind besonders bevor-
zugt fur medizinische Anwendungen. Allgemein bauen sich diese Materialien durch Hydrolyse, durch Kontakt
mit Wasser oder Enzymen unter physiologischen Bedingungen durch Oberflachen-Erosion, Masse-Erosion
oder eine Kombination daraus ab. Nicht biologisch abbaubare Polymere, wie sie flir medizinische Zwecke ver-
wendet werden, schlieRen vorzugsweise keine aromatischen Gruppen ein, die von denen verschieden sind,
die in naturlich vorkommenden Aminosauren vorhanden sind.

[0030] Reprasentative natirliche Polymer-Segmente und Polymere schlief3en ein: Proteine wie beispielswei-
se Zein, modifiziertes Zein, Casein, Gelatine, Glutin, Serumalbumin und Collagen und Polysaccharide wie bei-
spielsweise Alginat, Cellulosen, Dextrane, Pullulan und Polyhyaluronséaure sowie Chitin, Poly-3-hydroxyalka-
noat(e), insbesondere Poly-B-hydroxybutyrat, Poly-3-hydroxyoctanoat und Poly-3-hydroxyfettsauren.
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[0031] Reprasentative synthetische Polymer-Blécke schlief3en ein: Polyphosphazene, Polyvinylalkohole, Po-
lyamide, Polyesteramide, Polyaminosaure(n), synthetische Polyaminosauren, Polyanhydride, Polycarbonate,
Polyacrylate, Polyalkylene, Polyacrylamide, Polyalkylenglycole, Polyalkylenoxide, Polyalkylenterephthalate,
Polyorthoester, Polyvinylether, Polyvinylester, Polyvinylhalogenide, Polyvinylpyrrolidon, Polyester, Polylactide,
Polyglycolide, Polysiloxane, Polyurethane und Copolymere daraus.

[0032] Beispiele geeigneter Polyacrylate schlieRen ein: Polymethylmethacrylat, Polyethylmethacrylat, Poly-
butylmethacrylat, Polyisobutylmethacrylat, Polyhexylmethacrylat, Polyisodecylmethacrylat, Polylaurylme-
thacrylat, Polyphenylmethacrylat, Polymethylacrylat, Polyisopropylacrylat, Polyisobutylacrylat und Polyoctade-
cylacrylat.

[0033] Synthetische modifizierte natirliche Polymere schliel3en ein: Cellulose-Derivate wie beispielsweise Al-
kylcellulosen, Hydroxyalkylcellulosen, Celluloseether, Celluloseester, Nitrocellulosen und Chitosan. Beispiele
geeigneter Cellulose-Derivate schlief3en ein: Methylcellulose, Ethylcellulose, Hydroxypropylcellulose, Hydro-
xypropylmethylcellulose, Hydroxybutylmethylcellulose, Celluloseacetat, Celluloseproprionat, Celluloseacetat-
butyrat, Celluloseacetatphthalat, Carboxymethylcellulose, Cellulosetriacetat und das Cellulosesulfat-Natrium-
salz. Diese werden gemeinsam nachfolgend als ,Cellulosen" bezeichnet.

[0034] Reprasentative synthetische abbaubare Polymer-Segmente oder Polymere schlielen ein: Polyhydro-
xysauren wie beispielsweise Polylactide, Polyglycolide und Copolymere daraus; Polyethylenterephthalat; Po-
lyhydroxybuttersaure; Polyhydroxyvaleriansaure, Poly[lactid-co-(e-caprolacton)]; Poly[glycolid-co-(e-caprolac-
ton)]; Polycarbonate, Polypseudoaminosauren, Polyaminosauren, Polyhydroxyalkanoat(e), Polyanhydride,
Polyorthoester und Mischungen und Copolymere daraus.

[0035] Beispiele nicht biologisch abbaubarer Polymer-Segmente oder Polymere schliel3en ein: Ethylenvinyl-
acetat, Polymethacrylsaure, Polyamide, Polyethylen, Polypropylen, Polystyrol, Polyvinylchlorid, Polyvinylphe-
nol und Copolymere und Mischungen daraus.

[0036] Schnell bioerudierbare Polymere wie beispielsweise Poly(lactid-co-glycolid)e, Polyanhydride und Po-
lyorthoester, die Carboxyl-Gruppen aufweisen und zu einer Au3enoberflache zeigen, wenn die glatte Oberfla-
che des Polymers erudiert, kdnnen auch verwendet werden. Zusatzlich sind Polymere, die labile Bindungen
enthalten, wie beispielsweise Polyanhydride und Polyester, wohlbekannt fir ihre hydrolytische Reaktivitat. Ihre
hydrolytischen Abbau-Raten kénnen allgemein geandert werden durch einfache Anderungen im Poly-
mer-Grundgerust und ihrer Sequenz-Struktur.

[0037] Verschiedene Polymere wie beispielsweise Polyacetylen und Polypyrrol sind leitende Polymere. Diese
Materialien sind besonders bevorzugt fiir Anwendungen, in denen elektrische Leitung wichtig ist. Beispiele die-
ser Anwendungen schlielen Gewebe-Engineering und irgendeine biomedizinische Anwendung ein, bei der
Zellwachstum stimuliert werden soll. Leitende Formgedachtnis-Polymere sind niitzlich im Bereich des Gewe-
be-Engineerings zum Stimulieren des Wachstums von Gewebe, beispielsweise von Nervengewebe.

2. Hydrogele

[0038] Das Polymer kann in Form eines Hydrogels vorliegen (das typischerweise bis zu etwa 90 Gew.-%
Wasser absorbiert) und kann gegebenenfalls ionisch mit mehrwertigen lonen oder Polymeren vernetzt sein.
lonisches Vernetzen zwischen weichen Segmenten kann verwendet werden, um eine Struktur zu halten, die
dann, wenn sie deformiert ist, wieder zurtickgeformt werden kann, indem man die ionischen Vernetzungen zwi-
schen den weichen Segmenten bricht. Das Polymer kann auch in Form eines Gels in von Wasser oder wass-
rigen Lésungsmitteln vorliegen. In diesen Polymeren kann die temporare Form fixiert werden durch hydrophile
Wechselwirkungen zwischen weichen Segmenten.

[0039] Hydrogele kénnen gebildet werden aus Polyethylenglycol, Polyethylenoxid, Polyvinylalkohol, Polyvi-
nylpyrrolidon, Polyacrylaten, Polyethylenterephthalat, Polyvinylacetat und Copolymeren und Mischungen
(Blends) daraus. Einige polymere Segmente wie beispielsweise Acrylsaure sind elastomer nur dann, wenn das
Polymer hydratisiert ist und Hydrogele gebildet werden. Andere polymere Segmente wie beispielsweise Me-
thacrylsaure sind kristallin und sind in der Lage, zu schmelzen, selbst wenn die Polymere nicht hydratisiert
sind. Jeder von beiden Typen von Polymer-Blécken kann verwendet werden, und zwar abhangig von der ge-
wiinschten Anwendung und den gewlinschten Verwendungs-Bedingungen.
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3 Polymere die in der Lage sind ein Gel bei erhdhten Temperaturen zu bilden

[0040] Bestimmte Polymere wie beispielsweise Copolymere von Polyethylenoxid und Polypropylenoxid
(PLURONICS™) sind I6slich in Wasser bei Temperaturen unterhalb der Kérpertemperatur und werden Hydro-
gele bei Temperaturen oberhalb von Kérpertemperatur. Eine Einarbeitung dieser Polymere als Segmente in
Formgedéachtnis-Polymere versieht diese mit dem Vermdégen, auf Anderungen der Temperatur in einer Weise
zu reagieren, die gegenlaufig zu der typischer Formgedachtnis-Polymere ist. Diese Materialien nehmen wieder
ihre Form ein, wenn sie unter die Form-Rickgewinnungs-Temperatur abgekuhlt werden und nicht, wenn sie
auf eine Temperatur erhitzt werden, die oberhalb ihrer Form-Rickgewinnungs-Temperatur liegt. Dieser Effekt
wird umgekehrter thermischer Formgedachtnis-Effekt genannt. Formgedachtnis-Polymer-Zusammensetzun-
gen, die diese Polymer-Segmente einschliefen, sind nitzlich in verschiedenen biomedizinischen Anwendun-
gen, bei denen das Polymer als Flissigkeit eingebaut werden kann und abgekiihlt wird, um eine intendierte
Form in situ wiederzugewinnen. Der umgekehrte (inverse) thermische Formgedachtnis-Effekt kann erhalten
werden durch Einarbeiten von zwei verschiedenen Segmente in ein Polymer, die bei Temperaturen unterhalb
der T, mischbar sind, jedoch bei héheren Temperaturen unmischbar sind. Die Phasentrennung bei héheren
Temperaturen stabilisiert die temporare Form.

Il Zusammenbau von Polymer-Segmenten

[0041] Das Formgedachtnis-Polymer schlief3t ein oder mehrere hartes) Segmente) und ein oder mehrere wei-
ches) Segmente) ein, worin wenigstens eines der Segmente biologisch abbaubar ist oder wenigstens eines
der Segmente an ein anderes Segment Uber eine biologisch abbaubare Bindung gebunden ist. Reprasentative
biologisch abbaubare Bindungen schlieen Ester-, Amid-, Anhydrid-, Carbonat- oder Orthoester-Bindungen
ein.

1. Polymerstrukturen

[0042] Der Formgedachtnis-Effekt basiert auf der Polymer-Morphologie. In Bezug auf thermoplastische Elas-
tomere ist die urspriingliche Form eines Gegenstandes fixiert durch physikalische Vernetzungen, die durch das
harte Segment verursacht werden. In Bezug auf Netzwerk-Polymere sind die weichen Segmente kovalent ver-
netzt, statt harte Segmente aufzuweisen. Die urspriingliche Form wird eingestellt durch den Vernetzungs-Pro-
zeld.

[0043] Im Gegensatz zu segmentierten Polyurethan-SMPs des Standes der Technik missen die Segmente
der Zusammensetzungen, die in der vorliegenden Beschreibung beschrieben sind, nicht linear sein. Die Seg-
mente kénnen partiell gepfropft oder in dendrimere Seitengruppen eingebunden werden.

A Thermoplastische und thermoelastische Polymere

[0044] Die Polymere kénnen vorliegen in Form von linearen Diblock-, Triblock-, Tetrablock- oder Multi-
block-Copolymeren, verzweigten Polymeren oder gepfropften Polymeren, thermoplastischen Elastomeren, die
dendrtitische Strukturen enthalten und Mischungen daraus. Die thermoplastische Formgedachtnis-Poly-
mer-Zusammensetzung kann auch eine Mischung aus einem oder mehreren Homo- oder Copolymeren) mit
einem oder mehreren Diblock-, Triblock-, Tetrablock- oder Multiblock-Copolymeren, verzweigten Polymeren
oder Pfropf-Polymeren sein. Diese Typen von Polymeren sind Fachleuten mit Sachverstand in diesem techni-
schen Bereich wohlbekannt.

[0045] Der Ausdruck ,abbaubar warmegehartet", wie er in der vorliegenden Beschreibung und in den Paten-
tanspriichen verwendet wird, bezieht sich auf (i) warmegehartete SMPs, die nur ein weiches Segment enthal-
ten, das spaltbare Bindungen enthalt; und (ii) warmegehartete Polymere, die mehr als ein weiches Segment
enthalten, worin wenigstens ein weiches Segment abbaubar ist oder worin die verschiedenen weichen Seg-
mente Uber spaltbare Bindungen miteinander verbunden sind. Es gibt vier verschiedene Typen von warmege-
harteten Polymeren, die Formgedachtnis-Vermdgen aufweisen. Diese schlieen ein: Polymer-Netzwerke, se-
mi-interpenetrierende Netzwerke, interpenetrierende Netzwerke und gemischt interpenetrierende Netzwerke.

(i). Polymer-Netzwerke
[0046] Ein Polymer-Netzwerk wird hergestellt durch kovalentes Vernetzen von Makromonomeren, d.h. Poly-

meren, die polymerisierbare Endgruppen wie beispielsweise Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen ent-
halten. Der Polymerisations-ProzefR kann induziert werden unter Verwendung von Licht- oder Hitze-empfindli-
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chen Initiatoren oder durch Harten mit ultraviolettem Licht (,UV-Licht") ohne einen Initiator. Formgedacht-
nis-Polymer-Netzwerke werden hergestellt durch Vernetzen eines oder mehrerer Segmente(s), die einem oder
mehreren thermischen Ubergang/Ubergéangen entsprechen.

[0047] In einer Ausfiuhrungsform, die fir biomedizinische Anwendungen bevorzugt ist, wird das Vernetzen
durchgefiihrt unter Verwendung eines Photo-Vernetzers und erfordert keinen chemischen Initiator. Der Pho-
to-Vernetzer eliminiert in vorteilhafter Weise den Bedarf fur Initiator-Molekdle, die toxisch sein kdnnen.

(ii). Interpenetrierende Netzwerke

[0048] Interpenetrierende Netzwerke (,IPN") sind definiert als Netzwerke, in denen zwei Komponenten ver-
netzt werden, jedoch nicht miteinander. Die Ursprungsform wird durch das Netzwerk mit der héchsten Vernet-
zungs-Dichte und die hochste mechanische Festigkeit bestimmt. Das Material weist wenigstens zwei Werte
T,...s auf, die den verschiedenen weichen Segmenten beider Netzwerke entsprechen.

trans

(iii) Gemischte interpenetrierende Netzwerke

[0049] Ein gemischtes IPN schliel3t wenigstens ein physikalisch vernetztes Polymer-Netzwerk (ein thermo-
plastisches Polymer) und wenigstens ein kovalent vernetztes Polymer-Netzwerk ein, das nicht durch irgend-
welche physikalischen Verfahren abgetrennt werden kann. Die Ursprungsform wird festgesetzt durch das ko-
valent vernetzte Netzwerk. Die temporaren Formen entsprechen den Werten T, der weichen Segmente und
den Werten T, des harten Segments der thermoplastischen Elastomer-Komponente.

[0050] Ein besonders bevorzugtes gemischtes interpenetrierende Netzwerk wird hergestellt durch Polymeri-
sieren eines reaktiven Makromonomers in Gegenwart eines thermoplastischen Polymers, beispielsweise
durch Photo-Polymerisation von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen. Bei dieser Ausfiihrungsform liegt
das Gewichtsverhaltnis des warmegeharteten Polymers zu dem thermoplastischen Polymer vorzugsweise
zwischen 5 : 95 und 95 : 5, noch mehr bevorzugt zwischen 20 : 80 und 80 : 20.

(iv). Semi-interpenetrierende Netzwerke

[0051] Semi-interpenetrierende Netzwerke (,Semi-IPN") sind definiert als zwei unabhangige Komponenten,
bei denen eine Komponente ein vernetztes Polymer ist (ein Polymer-Netzwerk) und die andere Komponente
ein nicht-vernetztes Polymer ist (ein Homopolymer oder Copolymer), worin die Komponenten nicht durch phy-
sikalische Methoden getrennt werden kénnen. Das Semi-IPN weist wenigstens einen thermischen Ubergang
entsprechend dem/den weichen Segmenten) und den Homo- oder Copolymer-Komponenten auf. Das vernetz-
te Polymer macht vorzugsweise zwischen etwa 10 und 90 Gew.-% der semi-interpenetrierenden Netzwerk-Zu-
sammensetzung aus.

(v). Polymer-Mischungen

[0052] In einer bevorzugten Ausflihrungsform werden die Formgedachtnis-Polymer-Zusammensetzungen,
die in der vorliegenden Beschreibung beschrieben sind, gebildet aus einer biologisch abbaubaren Polymer-Mi-
schung. Eine biologisch abbaubare Polymer-Mischung in dem Sinne, wie der Ausdruck in der vorliegenden Be-
schreibung und in den Patentanspriichen verwendet wird, ist eine Mischung, die wenigstens ein biologisch ab-
baubares Polymer aufweist.

[0053] Die Formgedachtnis-Polymere kdnnen als physikalische Mischungen thermoplastischer Polymere
existieren. In einer Ausfihrungsform kann eine Formgedachtnis-Polymer-Zusammensetzung hergestellt wer-
den durch In-Wechselwirkung-Bringen oder Mischen zweier thermoplastischer Polymere. Die Polymere kon-
nen semi-kristalline Homopolymere, semi-kristalline Copolymere, thermoplastische Elastomere mit linearen
Ketten, thermoplastische Elastomere mit Seitenketten oder jede beliebige Art dentritischer Struktur-Elemente
und verzweigte Copolymere sein, und diese kénnen in irgendeiner Kombination der Polymere vermischt wer-
den.

[0054] Beispielsweise konnen ein Multiblock-Copolymer mit einem harten Segment mit einer relativ hohen
T.ans Und ein weiches Segment mit einer relativ niedrigen T, gemischt oder geblendet werden mit einem
zweiten Multiblock-Copolymer mit einem harten Segment mit relativ niedriger T,,.. und demselben weichen
Segment, wie es in dem ersten Multiblock-Copolymer enthalten ist. Die weichen Segmente in beiden Multi-
block-Copolymeren kdénnen identisch sein, so daf} die Polymere ineinander mischbar sind, wenn die weichen
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Segmente geschmolzen werden. Es gibt drei Ubergangs-Temperaturen in der resultierenden Mischung, nam-
lich diejenige des ersten harten Segments, diejenige des zweiten harten Segments und diejenige des weichen
Segments. Dementsprechend sind diese Materialien in der Lage, zwei verschiedene Formen im Gedachtnis
zu behalten. Die mechanischen Eigenschaften dieser Polymere kdnnen eingestellt werden durch Andern des
Gewichtsverhaltnisses der beiden Polymere.

[0055] Formgedachtnis-Mischungen koénnen bessere Formgedachtnis-Vermdégen haben als die Mi-
schungs-Komponenten alleine. Formgedachtnis-Mischungen aus wenigstens einem Multiblock-Copolymer
und wenigstens einem Homopolymer oder Copolymer. Im Prinzip kénnen Di-, Tri-, Tetra-Block-Copolymere an-
stelle eines Multiblock-Copolymers verwendet werden.

[0056] Formgedachtnis-Mischungen sind in hohem Male nutzlich in industriellen Anwendungen, da ein brei-
ter Bereich von mechanischen, thermischen und Formgedachtnis-Eigenschaften von nur zwei oder drei grund-
legenden Polymeren durch Mischen in unterschiedlichen Gewichtsverhaltnissen erhalten werden kann. Ein
Doppelschnecken-Extruder ist ein Beispiel einer Standard-ProzeR-Anlage, die zum Mischen der Komponenten
und Verarbeiten der Mischung verwendet werden kdnnte.

[0057] SMPs, die vorzugsweise in der vorliegenden Erfindung verwendet werden kénnen, sind biologisch ab-
baubare und biokompatible SMPs, und zwar Polymer-Netzwerke wie auch thermoplastische Polymere, wie sie
oben beschrieben wurden, die als Gerist fur ein Gewebe-Engineering verwendet werden.

[0058] Der Formgedachtnis-Effekt kann induziert werden auf thermalem Wege, mit Strahlung im nahen Infra-
rot-Bereich, mit UV-Strahlung, mit Ultraschall oder mit anderen Energiequellen. Der thermisch induzierte Form-
gedachtnis-Effekt beruht auf einem Glastibergangs-Punkt oder Schmelzpunkt oder auf einem anderen thermi-
schen Effekt. Segmentierte Block-Copolyester-Urethane (thermoplastische Copolymere) kdnnen als Polymere
mit physikalischen Vernetzungen verwendet werden. Die Copolymere kénnen verwendet werden als thermisch
stimulierte Formgedachtnis-Materialien mit hoher Spannungs-Wiedergewinnung und hoher endgultiger Wie-
dergewinnungsrate. Der Hauptvorteil der Verwendung von Copolymeren sind ihre verbesserten Verarbei-
tungs-Bedingungen, verglichen mit Polymeren mit chemischen Vernetzungen. Da nur physikalische Vernet-
zungen eingefuhrt werden, kdnnen alle herkémmlichen Verarbeitungs- techniken fir thermoplatische Polymere
verwendet werden, und die Materialien werden leicht wiederverwendbar im Fall nicht abbaubarer Anwendun-
gen.

[0059] Warmegehartete Materialien mit viel besseren mechanischen Eigenschaften wie z.B. interpenetrieren-
de und semi-interpenetrierende Netzwerke, die von denselben Monomeren fur die Makrodiol-Synthese Ge-
brauch machen, jedoch von anderen multifunktionellen Kupplungsmitteln, z.B. Methacrylaten, kdnnen daher
verwendet werden und sind bevorzugt.

[0060] Die Multiblock-Copolyester-Urethane sowie die Netzwerke kénnen gekoppelte Co-Oligomere aus
g-Caprolacton, L,L,-Dilactid, D,L-Dilactid, Diglycolid und Paradioxanon umfassen. Die Kupplung wird durchge-
fuhrt unter Verwendung von 2,2(4),4-Trimethylhexandiisocyanat im Fall der thermoplastischen Materialien und
unter Verwendung polymerisierbarer Methacrylat-Gruppen im Fall der warmehartenden Materialien. Eine Syn-
these wird typischerweise in zwei Stufen durchgefiihrt. Im ersten Schritt werden Makrodiole mit unterschiedli-
chen charakteristischen thermischen Eigenschaften Uber eine Ringéffnungs-Polymerisation (ring opening po-
lymerization; ROP) der cyclischen Ester synthetisiert und gereinigt. Eine Copolymerisation von L-Milchsaure
mit Glycolsaure unter Verwendung eines Zinn-Katalysators fiir eine Umesterung und Ethylenglycol als Initiator
in einer Masse-Reaktion flihren zu einem amorphen weichen Segment mit einer durch das Dilactid/Diglyco-
lid-Verhaltnis gesteuerten T,..

[0061] Um Multiblock-Strukturen von den synthetisierten Makrodiolen zu erhalten, muf® ein Kopplungs-Ver-
fahren angewendet werden. Es gibt einige mdgliche Verfahrensweisen von der Funktionalisierung mit einer po-
lymerisierbaren Endgruppe zur direkten Kupplung mit einer difunktionellen Verbindung. Das Koppeln der ver-
schiedenen Segmente wird beispielsweise durchgefiihrt unter Verwendung von 2,2(4),4-Trimethylhexandiiso-
cyanat. Die Synthese ist beendet, wenn alle Isocyanat-Gruppen im IR-Spektrum verschwunden sind. Es ist hier
sehr wichtig, eine Kupplungs-Verbindung zu verwenden, die keine zusatzlich kristalline Domain dem ziemlich
komplexen Multiblock-System zufligt. Die Phasentrennung des Systems koénnte untersucht werden unter An-
wendungen von DSC und AFM. Im Fall der warmehartenden Materialien werden die synthetisierten Makrodiole
unter Verwendung einer polymerisierbaren Endgruppe als Methacrylat-Gruppe funktionalisiert. Das Material
wird in der gewunschten Form geschmolzen und dann unter Verwendung von z.B. UV-Licht gehartet. Die
Formgedachtnis-Ubergangs-Temperatur kann durch unterschiedliche Monomer-Verhaltnisse maRgeschnei-
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dert eingestellt werden.

[0062] Eine Vorbedingung fir biomedizinische Produkte ist die Sterilisierbarkeit. Einige Verfahrensweisen
sind zum Sterilisieren medizinischer Produkte verfligbar, wie beispielsweise Heifl3-Sterilisation (Dampf oder tro-
ckene heifde Luft), Kalt-Sterilisation (Ethylenoxid, Formaldehyd oder ionisierende Strahlung) und Sterilisation
in wassriger Losung. Im Bereich der Sterilisation biologisch abbaubarer thermoplastischer Stoffe werden eine
ganze Zahl von verschiedenen Verfahrensweisen bisher verwendet. Diese waren beispielsweise Plasma-Ste-
rilisation sowie Behandlung mit Ethylenoxid bei 50 °C. Die Anwendung von Plasma-Sterilisation ist wirklich
eine interessante Idee fur die Modifikation der Oberflache solcher Materialien, jedoch nicht fur die Sterilisation
von Polymeren, und zwar aufgrund der induzierten Reaktionen auf der Oberflache. Daher sind irgendwelche
beobachteten Unterschiede in den charakteristischen Material-Eigenschaften schwierig zurlickzuverfolgen.
Dasselbe Problem existiert bei dem Ethylenoxid-Verfahren bei 50 °C. Aufgrund der Erweichung des Implan-
tants wird Ethylenoxid in das Implantat eingearbeitet. Nach der Absenkung der Temperatur und des Ethyleno-
xid-Drucks gibt es nur eine geringe Freisetzung des Gases von dem Material. Toxische Reaktionen der einge-
setzten Zellen kdnnten aufgrund des Ethylenoxids auftreten, das langsam freigesetzt wird, oder die charakte-
ristischen Eigenschaften des SM-Materials kénnten sich andern.

Makrostrukturen:

[0063] Synthetische segmentierte Block-Copolyester-Urethane mit thermischen charakteristischen Formge-
dachtnis-Eigenschaften kénnen hergestellt werden als gewebte Fasern oder Vlies-Fasern, porése Schaume
oder Filme, Membranen, Hohlfasern, Mono- oder Multi-Filainente sowie warmegehartete Formgedachtnis-Ma-
terialien, die als diinne Filme oder Kugeln verarbeitet werden.

[0064] Die Verarbeitung erfolgt in Mono- oder Multi-Filament-Fasern und der Bildung dreidimensionaler oder
zweidimensionaler Strukturen durch unterschiedliche Techniken (gewebte Materialien, Vlies-Materialien), Bil-
dung von Filmen durch verschiedene Techniken wie beispielsweise Schleuder-Gief3en und die Bildung dreidi-
mensionaler pordser Strukturen durch Salz-Auslaugen, thermisch induzierte Phasentrennung, Doppelemulsi-
ons-Technik oder Gasschaum-Prozesse. Die verschiedenen makroskopischen Formen kdnnten in noch bes-
ser ausgekligelten Vorrichtungen kombiniert werden.

[0065] Diese Materialien kénnen mit einer oder mehreren bioaktiven Substanzen und Zellen kombiniert wer-
den.

Bioaktive Substanzen:

[0066] Reprasentative bioaktive Substanzen schliefen ein: Wachstumsfaktoren, Haft-Proteine, angiogene
Faktoren sowie andere Verbindungen.

[0067] Wachstumsfaktoren: Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor; EGF), Fibroblas-
ten-Wachstumsfaktoren (fibroblast growth factors; FGFs), Hepatocyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth
factor; HGF), Insulin-ahnlicher Wachstumfaktor-1 (insulin-like growth factor-1; IGF-1), Insulin-ahnlicher Wachs-
tumsfaktor 2 (insulinlike growth factor-2; IGF-2), Keratinocyten-Wachstums-Faktor (keratinocyte growth factor;
KGF); Nerven-Wachstumsfaktor (nerve growth factor; NGF), von Blutplatichen abgeleiteter Wachstumsfaktor
(platelet-derived growth factor; PDGF), transformierender Wachstumsfaktor-a (transforming growth factor-q;
TGF-a), transformierende Wachstumsfaktoren-f3 (transforming growth factors-f; TGFs-B), vascular-endotheli-
aler Wachstumsfaktor (vascular endothelial grwoth factor; VEGF), rekombinantes Human-Wachstums-Hor-
mon (recombinant human growth hormone; rhGH); angiogenetische und anti-angiogenetische Faktoren (siehe
beispielsweise US-Patent Nr. 6,024,688, angiogenetische Faktoren); J.M. Folkman, M. S. O'Reilly, Y. Cao).

Haft-Proteine:
[0068] RGD, RGDS, GRGDS, cyclische RGD-Peptide, PHSRN, KQAGDV, LDV, IDAPS, REDV, DGEA,
KRLDGS, YIGSR, IKAKYV, SIKVAV, CDPGYIGSR-NH2, Polylysin, Polyornithin, KRSR, RKKRRQRRR, RQK
und RNR, VAPG, VGVAPG (Aminosauren-Einbuchstaben-Code).

[0069] Bevorzugte bioaktive Substanzen sind nachfolgend angegeben:

9/23



DE 601 05593 T2 2005.02.03

Haftungsfordernde Oligopeptide

Haft-Faktoren/Sequenz

Quellen-Protein

Kommentare

RGD' Fibronectin Integrin-Bindungsstelle;

RGDS GRGDS zugegen in einer Vielzahl

cyclische RGD-Peptide von Integrin-Liganden

PHSRN Fibronectin Funktion in Synergie mit
RGD

KQAGDV Fibronectin ahmen die RGD-Sequenz
nach

LDV Fibronectin

IDAPS Fibronectin homolog zu LDV

REDV - Fibronectin homolog zu RGD, Zell-
Typ-Selektivitat fiir en-
dotheliale Zellen

DGEA Collagen-Typ 1 '

KRLDGS Fibronectin

YIGSR Laminin Inhibierung von Metastasen,
Induktion einer Differenzie-
rung

IKAKV Laminin bindet sich an das -
Amyloid-Protein

SIKVAV Laminin Nervenregenerierung

CDPGYIGSR-NHZ Laminin blockiert die Angiogenese

Polylysin Mehrere basische Sequen- | bindet sich an Heparansul-

Polyornithin zen fat-Proteoglycane;  spezi-

KRSR fisch fiir Osteoblasten und
Knochenzellen

RKKRRQRRR HIV Tat Protein

RQK und RNR Vitronenction

VAPG Elastin

VGVAPG Elastin

10/23




DE 601 05593 T2 2005.02.03

Ubersicht der Wachstumsfaktoren

Wachstums- |MW (kD) |Prinzipielle |Hauptsichliche Aktivitit | Kommentare
faktor Quelle
Epidermaler 6 submaxilldre fordert die Proliferation von
Wachstumsfaktor Driise, Brun- mesenchymalen, Glial- und
(EGF) ner-Driise epithelialen Zellen
Fibroblasten- 14-18 (sauer) | groBer Bereich | fordert die Proliferation vieler | wenigstens 19 Familien-
Wachstumsfakto- | 4 (basisch) von Zellen; Zellen, inhibiert einige Stamm- | Glieder; 4 unterschiedli-
ren (FGFs) Protein ist zellen; induziert das Mesoderm | che Rezeptoren

assoziiert mit | bei Bildung in frithen Embryos

dem ECM
Hepatocyten- 69 (o) Primar-Leber, | potentes Mitogen fiir reife
Wachstumsfaktor | 34 (B) Niere Hepatocyten und renale epithe-
(HGF) a,p, liale Zellen
Insulin-artiger 7.5 Primir-Leber | fordert die Proliferation vieler | verwandt mit IGF-2 und
Wachstumsfak- : Zelltypen Proinsulin
tor-1 (IGF-1) :
Insulin-artiger 7.5 Vielzahl von fordert die Proliferation vieler | verwandt mit IGF-1 und
Wachstumsfak- Zellen Zelltypen, vornehmlich fetalen | Proinsulin
tor-2 (IGF-2) Ursprungs
Keratinocyten- 28 Da epitheliale Zelle, Hepatocyten | Heparin-bindendes Glied
Wachstumsfaktor und Gastrointestinal-Epithelial- | der FGF-Familie
(KGF) Zellen
Nervenwachs- 140 fordert das Neuriten- einige verwandte Proteine
tums-Faktor Auswachsen und das neurale wurden zuerst identifiziert
(NGF) Zell-Uberleben als Protoonkogene; trkA

(Track-A), trkB, trkC;

Von Blutplitt- 16 (A) Blutpldttchen, | fordert die Proliferation von zwei versch. Protein-
chen abgeleiteter | 14 (B) Endothelial- Bindegewebe, Glia-Zellen und | Ketten bilden 3 unter-
Wachstumsfaktor Zellen, Pla- glatten Muskelzellen schiedliche Dimer-
(PDGF) centa Formen: AA, AB und BB
Transformieren- | 5,6 verbreitet in kann wichtig sein fiir die nor- | verwandt mit EGF
der Wachstums- transformierten | male Wundheilung
faktor-a (TGF-a) Zellen
Transformieren- |25 aktivierte TH1- | anti-entziindlich (unterdriickt | wenigstens 100 unter-
de Wachstums- Zellen (T- die Cytokin-Produktion und die | schiedliche Familien-
faktoren-f Helfer-Zellen) |Expression von mit MHC Glieder
(TGFs-B) und natiirliche | Klasse II; férdert die Wund-

Killer-Zellen heilung; inhibiert die Makro-

(NK-Zellen) phagen- und Lymphocyten-

Proliferation

Vascular- 34-43 Regulator der Angiogenese, verwandt mit PDGF

endothelialer

Wachstumsfaktor

(VEGF)

endotheliale Zell-Proliferation
und Kapillar-Permeabilitit

[0070]“ Diese konnen in die Polymer-Matrix unter Beibehaltung ihrer vollen Aktivitat eingebaut oder an der
Oberflache befestigt werden. Die Freisetzung einer oder mehrerer bioaktiver Substanzen) wird unter Anwen-

dung des Formgedachtnis-Effekts gesteuert.

[0071] Die Zellen werden auf dem hergestellten Geriist ,ausgesat" und in einen Bioreaktor fiir die Proliferation
der Zellen gegeben. Der Formgedachtnis-Effekt wird getriggert und so ein Strukturieren der Zellen durch die
angewendeten Krafte induziert. Die bioaktiven Verbindungen als Wachstumsfaktoren, Haft-Proteine, angioge-
netische Faktoren und differenzierende Faktoren werden auf Anforderung durch ein Triggern des Formge-
dachtnis-Effekts freigesetzt. Zellen, die auf den Geristen ,ausgesat" werden sollen, werden unter Anwendung
von Standard-Techniken dissoziiert. Bevorzugte Zell-Typen sind mesenchymale adulte Stammzellen, Mus-
kel-Stammzellen sowie bereits differenzierte Zellen wie Epithel-Zellen, glatte Muskelzellen, Herzmuskel-Zellen
in Co-Kultur, Mesothelial-Zellen und Chondrocyten, Schwann-Zellen, Glia-Zellen. In einigen Fallen kann es

Zellen:

11/23




DE 601 05593 T2 2005.02.03

auch wischenswert sein, Nervenzellen einzuschlieRen. Verwiesen wird auf das US-Patent Nr. 5,869,041 (Van-
denburgh) in Bezug auf Muskelzellen. Fir im Gewebe-Enigneering hergestellte Organe, bei denen unter-
schiedliche Gewebe in einer Vorrichtung einbezogen werden missen, kénnen Co-Kulturen der verschiedenen
Zellen angewendet werden.

[0072] Zellen sind vorzugsweise autologe Zellen, die durch Biopsie erhalten und in Kultur fir eine anschlie-
Rende Implantation expandiert wurden, obwohl Zellen von nahen Verwandten oder anderen Donoren dersel-
ben Spezies bei passender Immunosuppression verwendet werden kdnnen. Nach Zell-Expansion innerhalb
der Kultur-Platte kénnen die Zellen leicht unter Anwendung der Ublichen Technik passagiert werden, bis eine
adaquate Zahl von Zellen erreicht ist.

[0073] Der Formgedachtnis-Effekt wird verwendet, um Krafte auf die ausgesaten Zellen zu induzieren. Diese
Zellen werden auf einen zusammengezogenen Filme ausgesat. Fur die Strukturierung von z.B. Skelett-Mus-
keln, Knorpel-Gewebe oder Nerven wird der Formgedachtnis-Effekt getriggert, und eine Kraft wird auf die aus-
gesaten Zellen einwirken lassen, die zu einer Anordnung der Zellen in Reihe in der gewlinschten Richtung
fuhrt.

Beispiele von Gewebe-Engineering-Vorrichtungen:

[0074] Die vorbereiteten Formgedachtnis-Geruste werden fir das Aussaen von Zellen verwendet. Eine Mog-
lichkeit ist die Verwendung von Muskelzellen in Kombination mit den SM-Polymer-Geristen.

[0075] Muskel-Transfer ist eine ibliche Prozedur in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie sowie in an-
deren Chirurgie-Bereichen, ist jedoch verbunden mit dem Risiko der Morbiditat fir den Donor-Bereich. Die Fa-
brikation von Skelettmuskel-Gewebe sowie Glattmuskel-Gewebe in vitro bietet eine Alternative fiir diese Ver-
fahrensweise. Die Schlissel-Technologie fiir die Fabrikation von durch Gewebe-Engineering hergestellten
Skelettmuskel-Gewebe liegt in der Anordnung der Zellen in Reihe und ihrer Strukturierung. Hier kann das neue
interessante Formgedachtnis-Material in Kombination mit daran gebundenen Haft-Proteinen das Material sein,
nach dem gesucht wurde, Zwei Mdglichkeiten werden hier kurz angedeutet:

[0076] Eine Moglichkeit ist, einen transplantierbaren inneren Sphinkter-Muskel bereitzustellen. Ein sterilisier-
ter, biologisch abbaubarer thermoplastischer Formgedachtnis-Elastomerfilm wird als Saat-Oberflache fiur glat-
te Muskelzellen verwendet. Die Polymer-Oberflaiche kann mit Haft-Proteinen oder Wachstumsfaktoren be-
pfropft sein, die auf Anforderung freigesetzt werden kénnten.

[0077] Schweres Herzversagen ist unter den Todesurachen Nummer eins in westlichen Gesellschaften. Da
Herzmuskel-Gewebe keine Stammzellen hat, missen neue Ansatze fur durch Gewebe-Engineering herge-
stelltes Herzmuskel-Gewebe entwickelt werden. Die neuen hervorragenden Formgedachtnis-Materialien lie-
fern ein Gerust mit steuerbaren programmierten Kraften, die eine Co-Kultur von Herzmuskel-Gewebe mit Ske-
lettmuskel-Stammzellen beeinflussen. Eine zuséatzliche Differenzierungs-Beschleunigung kann durch in dem
Polymer-Gerist eingearbeitete bioaktive Substanzen durchgefihrt werden.

[0078] Die Herausforderung einer geordneten Integration eines komplexen arteriovendsen und kapillar-vas-
cularen Baums in grof3e lebende, durch Gewebe-Engineering hergestellte Organe ex vivo muss noch geldst
werden. Fir das Haupt-Ziel einer Bereitstellung neuer Organe fir eine Transplantation ist dies eine wichtige
Vorraussetzung. Das Beschicken eines biologisch abbaubaren thermoplastischen Formgedachtnis-Gertists
mit Angiogenese-Faktoren, bei denen die Freisetzung durch den Formgedachtnis-Effekt kontrolliert werden
kdnnte, ist eine vollstandig neue Technologie. Die Rekonstruktion ganzer Organe ist einfach nicht mdglich,
wenn es keine Chance gibt, ein funktionierendes arteriovendses System in dem Implantat zu generieren. Eine
weitere interessante Richtung ist das Engieering groRerer Blutgefalie fir eine Transplantation unter Verwen-
dung von Formgedachtnis-Thermoplasten. Das Aussden glatter Muskelzellen auf der AuRenflache eines
Formgedachtnis-Réhrchens konnte als stabilisierender Teil fir Blutgefalie verwendet werden. Die innere Ober-
flache eines solchen Implantats kann mit Epithel-Zellen bedeckt werden, um eine Thrombose zu vermeiden.

[0079] Bevorzugte Formgedachtnis-Polymere (SMP), die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet
werden kdénnen sind Lactid-freie SMPs. Es wurde Uberraschend gefunden, dass die Lactid-freien SMPs ein Ab-
bau-Verhalten zeigen, das sich von dem entsprechenden Verhalten Lactid-enthaltender SMPs unterscheidet.
Wahrend die letztgenannten kleine kristalline Teilchen bei Abbau produzieren, also Teilchen, die ein potentiel-
les Gesundheitsrisiko prasentieren, wenn dieses Material in vivo verwendet wird, produzieren die Lactid-freien
SMPs keine kleinen kristallinen Teilchen beim Abbau. Dies verbreitert die Méglichkeiten zur Verwendung sol-
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cher SMPs bei Gewebe-Engineering, insbesondere bei Verwendungen in vivo.

[0080] Eine weitere Moglichkeit, die SMPs zu verandern, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwen-
det werden, ist die Bereitstellung von Uberziigen auf den SMP-Gerlisten. Solche Uberziige kénnen verwendet
werden, um weiter die Steuerung der Abbau-Kinetiken oder die Freisetzung von Substanzen zu verbessern,
wie beispielsweise der beschriebenen bioaktiven Substanz von dem SMP-Gerlst wahrend dessen Verwen-
dung bei Gewebe-Engineering.

[0081] Das Uberziehen einer sich schnell abbauenden Verbindung mit einer sich langsam abbauenden Ver-
bindung mit geringer Wasser-Permeabilitét fiihrt zu einem Abbau auf Wunsch. Der Formgedachtnis-Effekt wird
verwendet, um den Diffusions-Koeffizienten von Wasser durch das sich langsam abbauende Material zu ver-
andern oder einfach den Uberzug durch Sher-Kréfte zu zerstéren. Der Abbau des beschichtungsmaBig aufge-
brachten Materials fuhrt zu einem scharfen Verlust der strukturellen Integritat des implantierten Gerusts.

[0082] Formgedachtnis-Polymere kénnen so entworfen werden, dass sich die Abbau-Rate andern Iasst. Bei-
spielsweise kann in einer Ausflihrungsform ein hydrolytisch abbaubares Polymer selektiv durch Aufbringen ei-
nes hydrophoben SMP-Uberzugs geschiitzt werden, der zeitweise verhindert, dass Wasser die hydrolytisch
abbaubaren Bindungen des Masse-Polymers erreicht. Das Schutzmerkmal des Uberzugs kann dann modifi-
ziert werden, wenn dies erwlinscht ist, indem man einen externen Stimulus einwirken lasst, so dass die Diffu-
sions-Eigenschaften des Uberzugs in der Weise gedndert werden, dass erlaubt wird, dass Wasser oder andere
waéssrige Lésungen durch den Uberzug permeieren und den Abbau-ProzeR initiieren. Wenn die Hydrolyse-Ra-
te relativ hoch ist, verglichen mit der Diffusions-Rate von Wasser, dann bestimmt die Diffusions-Rate von Was-
ser durch den Uberzug die Abbau-Geschwindigkeit. In einer anderen Ausfiihrungsform kann ein hydrophober
Uberzug, der aus dicht vernetzten weichen Segmenten besteht, als Diffusions-Barriere fiir Wasser oder wass-
rige Loésungen verwendet werden. Die weichen Segmente sollten wenigstens teilweise vernetzt sein tber Bin-
dungen, die durch Anwenden eines Stimulus gespalten werden kénnen. Die Diffusions-Rate von Wasser kann
durch Senken der Vernetzungs-Dichte erhéht werden.

[0083] Ein weiterer Vorteil des Verfahrens und der Verwendung gemaR der vorliegenden Erfindung ist die Tat-
sache, dass die SMPs mit Zellen ,ausgesat" werden kénnen, wahrend das SMP in der temporaren Form zu-
gegen ist. Nach Proliferation der ausgesaten Zellen selbst in vivo wahrend einer Rekonstruktion von zerstértem
Gewebe kann der Formgedachtnis-Effekt, d.h. die Anderung der Form und/oder des Volumens des SMP-Ge-
rusts, dazu verwendet werden, mechanische Krafte auf das gewachsene Gewebe auszuiiben, um eine Orien-
tierung und/oder Differenzierung zu induzieren und/oder bioaktive Substanzen freizusetzen, die innerhalb des
SMP-Gerlsts enthalten sind. Dies ermoglicht beispielsweise die Orientierung von Knorpel-Gewebe und/oder
Muskel-Gewebe, das auf SMP-Gerlsten gewachsen ist, in vivo ohne das Erfordernis invasiver Chirurgie.

[0084] Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendeten SMP-Gerliste kbnnen in jeder beliebigen ge-
eigneten Form verwendet werden, jedoch sind Spharen (Klgelchen), Pellets, Stabe, Filme und Réhren bevor-
zugt. Verwendbar sind auch porése Materialien und Schaume.

[0085] Ein weiterer Vorteil der Verwendung und des Verfahrens gemaf der vorliegenden Erfindung ist die
Méoglichkeit, eine Abtrennung von SMP-Gerlst und darauf gewachsenem Gewebe unter Verwendung des
Formgedachtnis-Effekts zu induzieren. Dieses Merkmal kann insbesondere wahrend des Gewebe-Enginee-
rings adhasiver Zellen wie beispielsweise Knorpel-Zellen und/oder Keratinocyten verwendet werden.

[0086] Zum Kultivieren adhasiver Zellen ist es nétig, dass jede Zelle physischen Kontakt zu ihren nachsten
Nachbarn hat. Wenn die gesamte Oberflache des Trager-Materials durch die Zellen besetzt ist, stoppt das
Zell-Wachstum, und es findet eine Differenzierung statt. So beschrankt die Oberflache des Trager-Materials
das Wachstum der adhasiven Zellen. Bis heute wurden fiir die Immobilisierung von adhasiven Zellen oder bi-
oaktiven Substanzen wie Enzymen, Peptiden, Wachstumsfaktoren oder Arzneimitteln biokompatible porése
Glaskugeln oder mit Collagen beschichtete Mikro-Trager auf der Basis von Dextran verwendet.

[0087] SM-Mikro-Trager, vorzugsweise porése Kugeln, die durch externen Stimulus expandiert werden kon-
nen, sind ein innovatives Werkzeug fur einen effizienteren Weg des Kaultivierens adhasiver Zellen. Beispiels-
weise ruft ein Offnen von Poren oder Kanalen durch SM-Ubergang in der Schale der Mikro-Kugel ein gesteu-
ertes kontinuierliches Quellen des Teilchen-Kerns hervor, d.h. eine kontinuierliche VergroRerung der Mik-
ro-Teilchen-Oberflache. Diese durch Quellen induzierte Expansion erhdht die Mikro-Teilchen-Oberflache im
Bereich von 20 % bis 500 %, vorzugsweise von 50 % bis 200 %.
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[0088] Ein weiterer schwieriger Schritt beim Kultivieren adhasiver Zellen ist die Entfernung der Zellen von
dem Trager-Material. Um die Zellen von dem Glas-Mikrotrager oder mit Kollagen beschichteten Mikro-Trager
zu entfernen, wird ein aggressiver Enzym-Cocktail verwendet, der den Verlust von Bioaktivitat von nahezu 20
% bis 35 % der Zellen hervorruft. Daher ist das Bedurfnis einer Vorgehensweise zur minimalen oder nicht-in-
vasiven Entfernung offensichtlich. Diese nicht-invasive Entfernung kann auch bewirkt werden durch schnellen
Abbau der Mikro-Teilchen-Schale. Die Abbau-Kinetiken sowie die Formgedéchtnis-Ubergangs-Temperatur
wird unter Anwendung unterschiedlicher Monomer-Verhaltnisse maRRgeschneidert. Eine andere Mdéglichkeit
zur minimalen invasiven Entfernung der Zellen ist der Abbau auf Anforderung, der durch einen externen Sti-
mulus induziert wird.

[0089] Andererseits wird auch ein zweiter Formgedachtnis-Effekt fir eine leichte Entfernung adhasiver Zellen
ohne Verlieren ihrer Bioaktivitat verwendet, und zwar aufgrund drastischer Anderungen in der Form der Mik-
ro-Trager oder durch Umschalten der Oberflachen-Morphologie von glatt auf rauh oder in verschiedener Rich-
tung. Die vorliegende Erfindung intelligenter Formgedachtnis-Mikro-Kugeln fiihrt zu einem effizienteren Verfah-
ren der Kultivierung jeder Art adhasiver Zellen.

[0090] Mucosa-Zellen kdnnen beispielsweise bevorzugt auf Formgedachtnis-Mikro-Kugeln kultiviert werden,
die ein rauhe Oberflache aufweisen. Eine Abtrennung kann bewirkt werden durch Induzieren eines Formge-
dachtnis-Effekts, der die Oberflachen-Morphologie von rauh nach glatt andert.

[0091] Die typische GroRRe der SM-Teilchen liegt zwischen 10 Nanometer und 2.000 Mikrometer, bevorzugt
200 Nanometer bis 800 Mikrometer. Die Form der Teilchen kann spharisch (kugelférmig), ellipsoid, zylindrisch
oder in Form eines statistischen Knauels sein, ist jedoch vorzugsweise kugelférmig. Die Mikro-Kugeln kénnen
Hart-Kugeln oder Weich-Kugeln mit einem vorbestimmten Gehalt an Lésungsmittel (Gel) oder ein poréses Ma-
terial mit einheitlicher oder gradientenartig angelegter Polymer-Dichte sein. Auch hohle Kugeln wie Micellen,
Kern-Schale-Teilchen oder zwei- oder mehrschichtige Strukturen wie Vesikel wie beispielsweise ,Zwiebeln"
kdnnen als SM-Mikro-Kugeln verwendet werden.

[0092] Die SM-Mikro-Kugeln kénnen elektrisch leitfahige oder magnetische Teilchen oder Teilchen fir diag-
nostische Bildgebungs-Verfahren wie radioopaque Materialien oder biologisch aktive Molekile, die verabreicht
werden sollen, oder Verbindungen zur zielgerichteten Abgabe der Mikro-Kugeln einschlie3en.

[0093] Diese Mikro-Kugeln zeigen einen durch einen &duBeren Stimulus induzierten SM-Ubergang mit einer
oder mehreren Formen im Gedachtnis bei makroskopischer oder mikroskopischer Langen-Skala. Die SM-Mik-
ro-Kugeln bestehen aus biokompatiblen, biologisch abbaubaren Formgedachtnis-Polymeren, die wenigstens
eine physikalische Vernetzung enthalten (Thermoplaste) oder kovalente Vernetzungen enthalten (Thermoset
bzw. warmegehartete Materialien). Die Formgedachtnis-Polymere kdénnen auch einander durchdringende
Netzwerke oder semi-interpenetrierende Netzwerke sein. Die verwendeten biokompatiblen, biologisch abbau-
baren thermoplastischen Formgedachtnis-Mikro-Kugeln sind ein Multiblock-Copolymer mit amorphen
und/oder kristallinen Domanen, die aus gekoppelten Co-Oligomeren von g-Caprolacton, Ethylenglycol, Propy-
lenglycol, L,L-Milchsaure, D,L-Milchsaure, Glycolsdure und Paradioxanon bestehen.

[0094] Fur die SM-Mikro-Kugeln ist die Verwendung synthetischer segmentartig aufgebauter Block-Copoly-
ester-Urethane mit thermischen Formgedachtnis-Eigenschaften als porése Schaume oder Filme bevorzugt.
Diese Materialien sind die pordse hydrophobe Struktur-Basis der Mikro-Teilchen. Die Multiblock-Copolyes-
ter-Urethane bestehen aus gekoppelten Co-Oligomeren von e-Caprolacton, L,L-Milchsaure, D,L-Milchsaure,
Glycolsaure und Paradioxanon. Die Kupplung wird unter Verwendung von 2,2(4),4-Trimethylhexandiisocyanat
durchgefiihrt. Eine Synthese wird typischerweise in zwei Schritten durchgefihrt. Im ersten Schritt werden Ma-
krodiole mit verschiedenen thermischen charakteristischen Eigenschaften tiber Ring6ffnungs-Polymerisation
(ROP) der cyclischen Ester synthetisiert gereinigt. Eine Copolymerisation von L-Milchsaure mit Glycolsaure
unter Verwendung eines Zinn-Katalysators fir die Umesterung und Ethylenglycol als Initiator in einer Mas-
se-Reaktion flihrt zu einem amorphen weichen Segment mit einem durch das Lactid-/Glycolid-Verhaltnis ge-
steuertem Wen der T,. Der Oligomerisations-Grad konnte unter Verwendung des Monomer-Initiator-Verhalt-
nisses mafigeschneidert werden.

[0095] Fur die kovalent vernetzten Polymer-Netzwerke werden die telechelen Makrodiole difunktionalisiert
oder hoher funktionalisiert, und zwar mit jeder beliebigen An von polymerisierbaren End-Gruppen, vorzugswei-
se Methacrylaten oder Acrylaten. Die Netzwerk-Bildung wird indiiziert durch Radikal-Polymerisation, vorzugs-
weise durch Bestrahlung mit UV-Licht.
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[0096] Die Synthese der gewtinschten Mikro-Trager bezieht sich auf die Verarbeitung in der benétigten Form,
das Programmieren des Formgedachtnis-Effekts und die Bestimmung der Rate und Kinetik des Polymer-Ab-
baus wie auch die Sterilisation des Materials in nicht-invasiver Weise.

[0097] Eine Verarbeitung der gewlinschten Form bedeutet einerseits die Verwendung von Emulsions-Poly-
merisations-Techniken flr die Synthese der Mikro-Teilchen. Andererseits kénnen alle herkdmmlichen Verfah-
rensweisen des Mahlens und Zerkleinerns von makroskopischen Materialien in Mikro-Teilchen verwendet wer-
den, auch die Verwendung von Sprihtrocknungs-Verfahren ist zur Schaffung der Mikro-Kugeln méglich.

[0098] Die Bildung von dreidimensionalen pordsen Strukturen kann induziert werden durch Auslaugen mit
Salz, thermisch induzierte Phasen-Trennung, Doppel-Emulsions-Technik oder Gasschaum-Verfahren.

[0099] Das Programmieren des Formgedachtnis-Effekts bedeutet die Schaffung einer permanenten Struktur
und Form der Vorrichtung durch Erhitzen in einer Form auf eine Temperatur oberhalb der Ubergangs-Tempe-
ratur der oberen Domain und Ausbalancieren des Systems. Die temporare Struktur wird durch Erhitzen auf ei-
nen Wert oberhalb der Ubergangs-Temperatur der unteren Domanen, Fixieren der temporaren Struktur und
Abschrecken fixiert, beispielsweise durch die Aufbringung von Sher-Kraft auf die Mikro-Teilchen.

[0100] Die folgenden Synthese-Beispiele veranschaulichen die Herstellung von SMP-Materialien, die im Rah-
men der vorliegenden Erfindung verwendet werden kénnen.

Thermoplastische SMP mit Phasen-segregierten Block-Couolymeren
[0101] Block-Copolymere wurden hergestellt durch Verbinden von Makrodiolen mit Diisocyanat.
Synthese von telechelen Molekilen Oligomeren mit funktionellen Gruppen an beiden Enden:

[0102] Das telechele Makrodiol wurde synthetisiert durch Ring-Offnungs-Polymerisation cyclischer Monome-
re mit Di(n-butyl-)zinnoxid als Umesterungs-Katalysator unter einer N,-Atmosphére.

[0103] a,w-Dihydroxy-[oligo-(ethylenglycolglycolat-) ethylen-oligo-(ethylenglycolglycolat)] — (PDS 1200 und
PDS 1300) wurde wie folgt hergestellt: Das Monomer p-Dioxan-2-on wurde erhalten durch Destillation (thermi-
sche Depolymersiation) des Oligomers vor der Verwendung. 57 g (0,63 Mol) des Monomers, 0,673 g (10,9
mMol), Ethylenglycol und 0,192 g (0,773 mMol) Di-(n-butyl-)zinnoxid wurden auf 80 °C flr die Zeit von 24 h
erhitzt. Das Ende der Reaktion (Gleichgewicht) wurde durch GPC bestimmt. Das Produkt wurde in heilRem
1,2-Dichlorethan geldst und durch einen Buchner-Trichter heil filtriert, der mit Silica-Gel gefillt war. Das Pro-
dukt wurde erhalten durch Fallung von Hexanen und Trocknen im Vakuum fur die Zeit von 6 h.

[0104] a,w-Dihydroxy-[oligo-(L-lactat-co-glycolat-)  ethylen-oligo-(L-lactat-co-glycolat)) -  (abgekdrzt:
PLGA2000-15) wurde wie folgt hergestellt: In einem 1.000 ml Zweihals-Rundboden-Kolben wurden 300 g (2,08
Mol) L,L-Dilactid, 45 g (0,34 Mol) Diglycolid und 4,94 g (0,80 Mol) Ethylenglycol zum Schmelzen bei 40 °C er-
hitzt und gerthrt. 0,614 g (2,5 mMol) Di-(n-butyl-)zinnoxid wurden zugesetzt. Nach 7 h erreicht die Reaktion
das Gleichgewicht. die durch GPC bestimmt wurde. Die Reaktionsmischung wurde in 1,2-Dichlorethan gel0st
und in einer Silica-Gel-Saule gereinigt. Das Produkt wurde erhalten durch Fallen in Hexanen und wurde im Va-
kuum 6 h lang getrocknet.

Makrodiole von g-Caprolacton:

[0105] 51,5 g (0,452 Mol) e-Caprolacton, 565,6 mg (62,1 mMol) Ethylenglycol und 337,1 mg (1,49 mMol)
Di-n-butyl-zinnoxid wurden bei 135 °C 6 h lang geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde in 1,2-Dichlorethan ge-
I6st und in einer Silica-Gel-Saule gereinigt. Das Produkt wurde erhalten durch Fallung mit Hexanen und wurde
im Vakuum 6 h lang getrocknet.

Polyaddition:

[0106] Die Makrodiole wurden in trockenem 1,2-Dichlorethan geldst und Uber einem Molekular-Sieb durch
azeotrope Soxleth-Destillation getrocknet. Der Wassergehalt (< 10 ppm) wurde bestimmt in Ubereinstimmung
mit dem Karl-Fischer-Verfahren. Frisch destilliertes Diisocyanat wurde in das Reaktionsgefal® mit einer Spritze
gegeben, und eine Polymerisation wurde bei 80 °C unter Riihren durchgefihrt. Die Reaktion wurde Giber GPC
Uberwacht. Das Polymer wurde erhalten durch Fallung in Hexan, und eine Reinigung wurde durchgefihrt durch
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[0107] Die Polyaddukte, die Caprolacton und Dioxan umfassen, werden nachfolgend mit ,PDC" abgekirzt.

[0108] Die Gew.-%-Menge wurde an Oligo-(p-dioxanon) in dem Polymer wird angegeben mit der Probe ID.
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wiederholtes Losen in 1,2-Dichlorethan und Fallen in Hexan. Das End-Polymer wurde im Vakuum getrocknet.

Tabelle 1

Reaktionsparameter flir PDC-Multiblock-Copolymere, die ODX und OCL umfassen.

Proben |m (ODX) {n (ODX) |m (OCL) (n(OCL) m (TDMI) |n (TDMI) |t (h)
ID [g] [mMol] [g] (mMol] [g] [mMol}

PDCO 0,00 0,00 5,00 1,66 0,42 1,99 45
PDC9 0,50 0,14 4,50 1,50 0,41 1,95 45
PDC19 1,00 0,28 4,00 1,33 0,41 1,95 45
PDC28 1,50 0,43 3,50 1,17 0,40 1,90 45
PDC38| 12,10 3,46 17,70 5,90 2,16 10,24 504
PDC64| 348 0,99 1,49 0,49 0,45 2,14 45
PDC83| 5,85 1,67 0,66 0,22 0,53 2,52 45

Tabelle 2
Chemische Zusammensetzung und Molekulargewichte der PDC-Multiblock-Copolymere
Proben | M,, M, M,, /M, |M, (Film)|OCL ODX TDMI
D [g ‘mol]|[g - mol'] [g - mol'] |[Gew.-%] |[Gew.-%] | [Gew.-
Po)

PDCO | 184000 77000 2,38 95000 92,3 0,0 7,7
PDC9 | 159000 76000 2,10 66000 83,2 9,2. - 7,6 °
PDC19| 158000 69000 2,29 61000 73,9 18,5 1,6
PDC28| 134000 63000 2,14 47000 64,8 - 27,8 7.4
PDC38| 118000 41000 2,87 55.4 379 6,8
PDC64 | 63000 35000 1,79 32000 27,5 64,2 8,3
PDC83| 65000 38000 1,72 31000 9,4 83,1 7,5

[0109] Die Molekulargewichte der synthetisierten Materialien wurden gemessen durch relative GPC in Chlo-

roform. Eine Kalibrierung erfolgte unter Verwendung enger Polystyrol-Standards.

16/23




DE 601 05593 T2 2005.02.03
Tabelle 5

Ausgewahlte Formgedachtnis-Eigenschaften, bestimmt aus cyclischen thermomechnischen Experimenten

zwischen —20 und 50 °C

PDC9 PDC28 (PDC35 |PDC9 PDC28 |PDC35
N gprog [] | Re[%] | Re[%] | Re[%] | Re[%] | Re[%] | Rel[%]
1 200 76,0 79,0 80,0 99,5 99,0 98,0
2 200 89,0 93,5 89,5 99,5 99,0 98,0
3 200 99,0 96,0 98,0 99,5 99,0 98,0
4 200 99,0 99,0 {. 990 99,5 99,0 98,0

[0110] Formgedachtnis-Eigenschaften kdnnen gemessen werden unter Anwendung cyclischer thermo-me-
chanischer Tests nach einem in der Literatur beschriebenen Verfahren (B.K. Kim, S.Y. Lee, M. Xu, Polymer 37
(1996), 5781). Das Material wird zu Filmen mit einer speziellen Dicke gepresst. In Form von ,Hundeknochen"
ausgebildete Proben wurden aus den Filmen ausgestanzt und in ein Gerat zum Testen der Zugfestigkeit an-
gebracht, das mit einer Thermo-Kammer ausgestattet war.

[0111] Das Spannungs-Rickgewinnungs-Verhaltnis R; und die Form-Fixheit R; kénnen erhalten werden nach
der Berechnung, die beschrieben wurde in: ,H. Tobushi, H. Hara, E. Yamada, S. Hayashi; S. P. I. E. 2716,
(1996), 46". Die Spannungs-Ruckgewinnung hangt ab von der Zyklus-Zahl n und nahert sich schrittweise an
100 % nach einer Lernphase wahrend des ersten Paars von Zyklen an. Die Form-Fixiertheit wird bestimmt
durch die amorphen Bereiche, die in der Lage sind, entropische Elastizitdt nach der Form-Programmierung zu
zeigen, und bleibt tber die verschiedenen Zyklen konstant.

[0112] Die Formgedachtnis-Eigenschaften hangen stark von der Kombination der zwei Segmente ab. Das
harte Segment ist verantwortlich fiir die mechanische Stabilitadt des Materials, und das weiche Segment ist ver-
antwortlich fur hohe Verhaltnisse der Spannungs-Rickgewinnung.

Mw(t)IML,(to)

m{t)/m(t,)

o
B

0.05—=%5 700 150 200 250
t [d]

[0113] Fig. 1. Hydrolytischer Abbau thermoplastischer Formgedachtnis-Elastomere bei einem pH-Wert von
7, Masse- und Molekulargewichts-Verlust verschiedener Polymer-Proben bei 70 °C (0 PDC10; (O PDC17; (A
PDC31; V PDC42).

[0114] Abbaubare Biomaterialien missen Bindungen enthalten, die unter physiologischen Bedingungen ge-
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spalten werden kénnen. Es kann ein enzymatisches oder hydrolytisches Schneiden der chemischen Bindun-
gen erfolgen. Die hydrolytische Spaltung hat den Vorteil, dass die Abbau-Rate unabhangig von der Implanta-
tions-Stelle ist. Da Enzym-Konzentration im Koérper signifikant in Abhangigkeit von dem Ort schwanken, hangt
die enzymatisch katalysierte Spaltung chemischer Verbindungen stark von der Implantations-Stelle ab. Aus
diesem Grund fihrten wir hydrolytisch spaltbare Bindungen fiir die Synthese biologisch abbaubarer thermo-
plastischer Formgedachtnis-Elastomere ein. Die Abbau-Kinetiken kdnnten geandert werden durch Modifikati-
on der verwendeten Kombination von Vorstufen-Materialien. Eine Erhdhung der Menge an hartem Segment
fuhrt zu einem schnelleren Verlust an Masse und an Molekulargewicht.

[0115] Es gibt einige Verfahren zum charakterisieren des Abbaus eines Polymers, z.B. mechanische Eigen-
schaften, molare Masse und Gewicht.

[0116] Der Abbau-Prozel kénnte in drei Stufen aufgespalten werden. In der ersten Stufe findet eine Wasser-
aufnahme und ein Quellen des Polymers in erheblicher Menge in Abhangigkeit von der Hydrophobizitat statt.
Einige Ester-Bindungen werden gespalten. In der zweiten Stufe konnte ein erheblicher Verlust an molarer Mas-
se beobachtet werden. Die Hydrolyse ist autokatalysiert durch saure Gruppen, die durch die Spaltung der Es-
ter-Bindungen aufgebaut werden. Die mechanischen Eigenschaften brechen zusammen. Die dritte Stufe ist
gekennzeichnet durch den Massen-Verlust der Probe. In einigen Fallen konnten hochkristalline Polymer-Teil-
chen am Ende des Abbau-Prozesses beobachtet werden. Der Abbau von Materialien auf Poly-L-Milchsau-
re-Basis fuhrt zur Bildung solch hochkristalliner Teilchen. Wenn diese Teilchen eine zu grof3e Grolie, haben,
kénnte die Bildung fibréser Kapseln in vivo beobachtet werden. Der Abbau-Prozel3 wird gestoppt, und die ver-
kapselten Teilchen bleiben im Kérper und kdnnen Entziindungen hervorrufen. Die Materialien zeigen auch ei-
nen nicht-linearen Masse-Verlust, der zu einer plétzlichen Freisetzung von Abbau-Produkten aus dem
Bulk-Material und daher zu hohen Konzentrationen an z.B. Milchsaure fihrt, die Entzindungen hervorrufen
kdnnen (K. Fu, D.W. Pack, A.M. Kilbanov, R.S. Langer, Pharm. Res. 17: 1, 100 (2000); K.A. Hooper, N.D. Ma-
con, J. Kohn, J. Biomed. Mat. Res. 32, 443 (1998). Im Gegensatz zu diesen Polymeren zeigen die angewen-
deten Multiblock-Copolymere einen linearen Masse-Verlust und keine Bildung kristalliner Teilchen. Die neuen
hervorragenden Multiblock-Formgedachtnis-Materialien zeigen einen Teilchen-freien Abbau in in vitro-Studien.

Synthese von Polye-Caprolactondimethacrylaten

[0117] Die Synthese von Poly-e-caprolactondimethacrylaten (PCLDMA) erfolgt nach dem Verfahren, das be-
schrieben wurde von Aoyagi et al. (19). Das Verfahren wird beschrieben an dem Beispiel von PCLDMA2000
(Molekulargewicht = 2000). Einer Losung von 20 g (10 mMol) Poly-g-caprolactondiol und 5,3 ml Triethylamin
(38 mMol) in 200 ml an trockenem THF wurden 3,7 ml (38 mMol) Methacrylochlorid tropfenweise bei 0 °C zu-
gesetzt. Die Lésung lie® man nun auf Raumtemperatur erwarmen und rihrte fur 3 Tage. Danach wurde das
ausgefallte Salz abfiltriert, und das Losungsmittel wurde bei Raumtemperatur unter verringertem Druck ver-
dampft. Das rohe Produkt wurde erneut in 200 ml Ethylacetat gel6st, wiederum filtriert und in einen zehnfachen
UberschuR einer Mischung von Hexanen, Ethylether und Methanol (18 : 1 : 1) ausgeféllt. Das farblose Prézi-
pitat wurde gesammelt und in 100 ml Dichlorethan gel6st, erneut gefallt und sorgfaltig unter verringertem Druck
bei Raumtemperatur getrocknet. Der Grad an Methacrylierung wurde durch "H-NMR-Spektroskopie bestimmt.

Synthese der Polymer-Netzwerke:

[0118] Eine Mischung von Poly-e-caprolactondimethacrylat und der passenden Menge an m-Butylacrylat wur-
de auf 10 °C oberhalb der Schmelztemperatur Tm erhitzt und in eine Form gefiillt, die aus zwei Glasplatten (25
mm x 75 mm) und einen Teflon-Abstandhalter von 0,6 mm Dicke gebildet wurde. Um eine gute Homogenitat
zu erreichen, wurde die Form bei Tm flr eine weitere Stunde gelagert. Ein Photoharten erfolgte mit einer 100
Watt Quecksilberbogen-Lampe (Ultracure 100ss plus, Firma Efos) auf einer geheizten Platte bei Tm und dau-
erte, solange nichts anderes angegeben ist, 15 min. Die Entfernung zwischen Lampenkopf und Probe betrug
5,0 cm. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das isolierte Gewicht bestimmt (miso). Die Probe wurde
extrahiert und mit einem 100-fachen UberschuR an Dichlormethan iiber Nacht gequollen, sorgféaltig gewaschen
und gewogen (msw). Nach Trocknen bei Raumtemperatur unter verringertem Druck wurde die Probe erneut
gewogen (md).

Mechanische und thermomechanische Experimente:
[0119] Zugfestigkeits-Tests bei Raumtemperatur wurden an dem Gerat Instron 3100 durchgefiihrt. Experi-

mente bei ausgedehnter Temperatur und thermocyclische Experimente wurden auf einem Gerat Zwick 1410
mit einer Climatix-Warmekammer und einem Eurotherm-Temperatur-Steuergerat durchgefiihrt. Die Span-
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nungs-Rate betrug 10 mm/min in allen Experimenten. Das thermocyclische Programm bestand aus (a) Aufhei-
zen der Probe auf Th; Ausdehnen auf em, Herunterkiihlen auf T1 im ausgedehnten Zustand und (b) Entlasten
auf 0 % Ausdehnung bei T1. Die Temperaturen Th und T1 wurden fur wenigstens 10 Minuten gehalten, bevor
man die Probe belastete oder entlastete. Jeder Zyklus (a) bis (b) wurde flinfmal wiederholt.

Tabelle 1

Copolymerisate aus PCLDMA2000 oder PCLDMA10000 und n-Butylacrylat

PCLDMA2000 n- Hartungs- | Gelierungs- | Quell-
Butylacrylat temperatur | Grad Grad

Proben-ID | m [mg] V [ul] o’ T(°C]  [G[%] Q [%]
C2 300,0 - - 50 94 410
C2B(11) 2679 36 1 50 94 490
C2B'--(38) ' 187,5 148 5 45 S92 570
C2B(54) 136,8 183 10 40 96 660
C2B(65) 106,5 216 15 40 95 650
C2B(75) 76,2 250 25 30 92 680
C2B(90) 31,5 300 75 23 97 730
C10 300,0 - - 60 90 760
C10B(20) 2394 68 10 55 97 800
C10B(39) 183,7 130 25 50 ' 93 800
C10B(50) 149,1 169 40 50 90 840
C10B(60) 119,2 202 60 45 97 880
C10B(70) 85,0 241 100 40 93 1020
c 57,7 271 166 35 n.b. n.b.

die aus zwei Ziffern bestehende Zahl in Klammern der Proben ID gibt den
Gew.-%-Anteil wg an n-Butylacrylat in der Monomer-Mischung an
rs: Molverhiltnis der Comonomere; g = Ny.Butylacrylat / TPCLDMA10000

c es wurde kein stabiler Film erhalten

[0120] Quell-Grad Q der Filme: in Dichlormethan
Patentanspriiche
1. Verwendung eines Formgedachtnis-Polymers in der Herstellung eines Gewebe-Engineering-Gerusts
zur Verwendung beim Gewebe-Engineeing, worin das Formgedachtnis-Polymer mit dissoziierten Zellen ge-

impft ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Formgedachtnis-Polymere geimpft werden, wahrend sie in ih-
rer temporaren Form sind.

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Formgedachtnis-Polymere frei von Lactid-Einheiten sind.
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4. Verfahren zum in vitro-Gewebe-Engineering, umfassend das Impfen eines Formgedachtnis-Polymers
mit dissoziierten Zellen, das Vermehren der Zellen . und das Induzieren eines Formgedachtnis-Effekts des
Formgedachtnis-Polymers.

5. Verfahren nach Anspruch 4, worin das verwendete Formgedachtnis-Polymer biologisch abbaubar ist.

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, worin das Formgedachtnis-Polymer weiter wenigstens ein bioaktives
Material umfaft.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, worin das Formgedachtnis-Polymer frei von Lac-
tid-Einheiten ist.

8. Mit dissoziierten Zellen geimpftes Formgedachtnis-Polymer-Gerust, dadurch gekennzeichnet, dass das
Formgedachtnis-Polymer-Gerust in seiner temporaren Form vorliegt.

9. Formgedéachtnis-Polymer-Gerust nach Anspruch 8 mit einer TeilchengréRe im Bereich von 10 nm bis
2000 pm.

10. Formgedachtnis-Polymer-Gerist nach Anspruch 8 oder 9 in Form einer Kugel, eines Pellets, eines
Stabs, eines Films, eines Réhrchens.

11. Formgedachtnis-Polymer-Geriist nach Anspruch 9, worin der Formgedéchtnis-Effekt zu einer Ande-
rung der Form und/oder des Volumens des Geriists, einer Anderung der Oberflaichen-Morphologie des Ge-
rists von weich nach hart oder — in der verschiedenen Richtung — einer Erhéhung der Oberflache des Gerlsts
fuhrt.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Formgedichtnis-Polymerzellen-Trager, der eine durch einen Formgedéchtnis-Effekt

induzierte Zell- oder Gewebe-Orientierung fordert.

Fig. 1
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Formgedichtnis-Polymerzellen-Triger mit einer durch einen Formgedéchtnis-Effekt

induzierten wachsenden Oberfliche
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%
Z

Formgedichtnis-Mikrokugeln: Immobilisierung von Humanzellen autologen Keratinocyten
Formgedichtnis-Polymerzellen-Trager zur Trennung von durch Polymer-Abbau und/oder

Formgedichtnis-Effekt induzierten Zellen

Fig. 3

23/23



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

