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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania z uktadu kopolimer—inhibitor szlaku mTOR po-
wtoki o kontrolowanej kinetyce uwalniania inhibitora szlaku mTOR, zwfaszcza sirolimusu lub eweroli-
musu, na polimerowych stentach naczyniowych, biostabilnych lub biodegradowalnych, stosowanych w
zabiegach angioplastyki naczyniowej i zapobiegajgcych restenozie.

Implantacja stentu podczas zabiegu angioplastyki wiencowej jest uznang metodg leczenia
ostrych zespotdéw wiencowych, a takze stabilnej choroby wiefcowej u pacjentéw z istotnym niedokrwie-
niem obszaru mie$nia sercowego zaopatrywanego przez zwezong tetnice. Najwazniejszym ogranicze-
niem skutecznosci tej metody, zwtaszcza w przypadku stosowania stentéw metalowych jest zjawisko
restenozy, polegajgce na nawrocie zwezenia leczonej tetnicy. Dlatego tez coraz powszechniej w kar-
diologii inwazyjnej wykorzystywane sg stenty uwalniajgce lek (DES, z ang. Drug Eluting Stents), zwykle
pokryte powlokami stanowigcymi uktad nosnika z lekiem. Jak opisano w publikacji D.M. Sun i in. pt.
~coronary drug-eluting stents: From design optimization to newer strategies”, J Biomed Mater Res A,
102 (2014) 1625—-1640, zastosowanie DES pozwala na znaczng redukcje czestosci restenozy po im-
plantacji stentu z 20-30% do 3-20% oraz ponowng rewaskularyzacje.

Do powszechnie stosowanych lekéw zapobiegajgcych restenozie, jak wskazano m.in. w publika-
cji Y.Y. Huang i in. pt. ,Drug-eluting biostable and erodible stents”, Journal of Controlled Release, 193
(2014) 188-201, zalicza sie inhibitory mTOR tj. sirolimus, ewerolimus, zotarolimus i biolimus. Wigzg sie
one z biatkiem FKBP12, tworzgc kompleks, ktéry hamuje aktywacje kinaz regulatorowych zwanych
mTOR (mammalian Target of Rapamycin), stanowigcych podstawowe regulatory proceséw wzrostu i
proliferacji wielu typéw komérek. W efekcie dochodzi do zablokowania cyklu komérkowego w fazie
G0/G1, zahamowanie proliferacji i migracji komérek, gtéwnie miesni gtadkich.

Jako nosniki lekéw coraz czeSciej stosowane sg polimery biodegradowalne co zostato opisane
m.in. w publikacji A. Ta, i in. pt. ,Inception to actualization: Next generation coronary stent coatings
incorporating nanotechnology:, J Biotechnol, 164 (2013) 151-170. Zastosowanie polimeréw biodegra-
dowalnych umozliwia dodatkowg kontrole uwalniania leku poprzez erozje matrycy powodowang przez
degradacje hydrolityczng polimeru. Ponadto, rbwnoczesny przebieg erozji polimeru i dyfuzji leku zapo-
biega utrzymywaniu sie pozostatosci leku w tkance.

Znane jest ze zgtoszenia WO2009112741 A2 urzadzenie medyczne m.in. stent naczyniowy, za-
wierajgce sktadnik aktywny lub lek korzystnie zapobiegajacy restenozie oraz zabezpieczajgcg go bio-
degradowalng hydrofobowg powtoke polimerowg wytworzong np. z glikolu polialkilenowego lub poliwi-
nylopirolidonu.

Ze zgtoszenia PL402235 A1 znany jest uktad powtok i powlekane urzgdzenie medyczne, korzyst-
nie stent naczyniowy metalowy lub polimerowy, ktére charakteryzuje sie tym, ze co najmniej na czesci
swojej powierzchni zawiera uktad biokompatybilnych, polimerowych powtok biodegradowalnych, skta-
dajacy sie z co najmniej dwoch powtok: jednej hydrofitowej i jednej hydrofobowej. Uktad powtok korzyst-
nie zawiera powtoki na bazie polimeréw wybranych z grupy obejmujacej poli(glikol etylenowy) PEG,
polilkwas mlekowy) PLA, poli(kwas glikolowy) PGA, kopolimery PGA-PLA, kopolimery kwasu mleko-
wego lub glikolowego z e-kaprolaktonem PCL. Co najmniej jedna z powtok zawiera przynajmniej jedng
substancje czynng korzystnie wybrang z grupy obejmujgcej leki antyproliferacyjne, przeciwzapalne,
przeciwzakrzepowe, leki o dziataniu cytostatycznym i/lub immunosupresyjnym. Korzystnie substancije
czynng stanowi lek wybrany z grupy obejmujgcej rapamycyne, pochodne rapamycyny, ich analogi i pre-
kursory albo paklitaksel, docetaksel, ich analogi, prekursory oraz inne pochodne z grup taksanéw.

W wielu badaniach nadal obserwowane sg efekty uboczne zastosowania DES takie jak reakcje
zapalne, pézna zakrzepica w stencie, czy p6zna restenoza. Jak wskazano w publikacji K. Park pt. ,Dual
drug-eluting stent”, Journal of Controlled Release, 159 (2012) 1-1, efekty te spowodowane sg przede
wszystkim nieodpowiednim dostosowaniem dawki leku uwalnianego z DES, co istotnie wptywa na jego
skuteczno$¢. Przedwczesne uwalnianie leku z DES moze zmniejszy¢ efektywnosé jego dziatania,
a z kolei niekontrolowane wyrzuty leku lub nagte uwolnienie zbyt duzej dawki moze op6zniaé regenera-
cje Srédbtonka i zwiekszyé ryzyko wystgpienia dziatan niepozgdanych. Potwierdzajg to wyniki randomi-
zowanych badan klinicznych opisanych np. w publikacji G. Acharya, K. Park pt. ,Mechanisms of contro-
lled drug release from drug-eluting stents”, Adv Drug Deliver Rev, 58 (2006) 387-401, ktére wskazuja,
ze jedynie optymalna kinetyka uwalniania leku zapobiega restenozie i zapewnia prawidtowy proces od-
budowy $rédbtonka.
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Celem niniejszego wynalazku jest opracowanie sposobu wytwarzania z uktadu kopolimer-inhibi-
tor szlaku mTOR powioki 0 kontrolowanej kinetyce uwalniania inhibitora szlaku mTOR, zwfaszcza siro-
limusu lub ewerolimusu, na polimerowych stentach naczyniowych, z ktérej to powtoki inhibitor mTOR
uwalniany jest do organizmu w sposéb kontrolowany i dopasowany do procesu naprawy urazu naczy-
niowego.

Istota sposobu wytwarzania z uktadu kopolimer—inhibitor szlaku mTOR powioki 0 kontrolowanej
kinetyce uwalniania inhibitora szlaku mTOR, zwtaszcza sirolimusu lub ewerolimusu, na polimerowych
stentach naczyniowych, w ktérym to sposobie na powierzchnie stentu nanosi sie roztwor roboczy, za-
wierajgcy kopolimer bedgcy produktem procesu kopolimeryzacji komonomeréw: L-laktydu lub D,L-lak-
tydu i weglanu trimetylenu, przebiegajgcego na drodze otwarcia pierscienia, w stopie, w obecnosci ini-
cjatora kopolimeryzacji, ktorym sg zwigzki cyrkonu (1V), charakteryzuje sie tym, ze kopolimer stanowigcy
skfadnik roztworu roboczego otrzymuje sie przez ciggte mieszanie komonomeréw w postaci weglanu
trimetylenu i laktydu w stosunku molowym w zakresie 0,15-0,6 mola weglanu trimetylenu i 0,4-0,85
mola laktydu w temperaturze 110-200°C, korzystnie 120-150°C, przez 6-96 godzin stosujgc jako ini-
cjator reakcji kopolimeryzacji acetyloacetonian cyrkonu i/lub chlorek cyrkonu i/lub alkoholan cyrkonu
0 wzorze ogdélnym Zr(OR)4, w ktérym R oznacza grupy alkilowe o ogdinym wzorze CnHan+1, przy zacho-
waniu stosunku molowego sumy uzytych komonomeréw do inicjatora kopolimeryzacji w zakresie od
300:1 do 1200:1. Z tak uzyskanego kopolimeru poli(laktydo-ko-weglan trimetylenu) o beztadnej mikro-
strukturze fanicucha i $redniej dtugosci mikroblokéw laktydylowych nizszych od wartosci 3,5 jednostek
oraz o zawartosci molowej laktydylu 10-90%, a korzystnie 75%, wytwarza sie roztwér roboczy poprzez
rozpuszczenie go w chlorku metylenu, oczyszcza i suszy w warunkach podciénienia 8—12 kPa w tem-
peraturze 20-60°C przez 48-80 godzin do uzyskania statej masy. Suchy kopolimer rozpuszcza sie
w chlorku metylenu, tak aby uzyskaé roztwor o stezeniu 0,5-5,0% wagowych, korzystnie 1-2 % wago-
wych, dodaje do niego uprzednio przygotowany roztwdr inhibitora szlaku mTOR, ktérym jest sirolimus
lub ewerolimus, w chlorku metylenu o stezeniu 1-13 % wagowo-objetosciowych i cato§¢ homogenizuje
sie. Roztwér roboczy zawierajacy poli(laktydo-ko-weglan trimetylenu) oraz inhibitor szlaku mTOR, kt6-
rym jest sirolimus lub ewerolimus, w chlorku metylenu, nanosi sie na polimerowy stent naczyniowy bio-
stabilny lub biodegradowalny, w temperaturze 4-30°C, poprzez zanurzanie w nim stentu, przy ilosci
cykli 1-50, z szybkos$cig zanurzania 40—-3000 mm/min, przez 0,1-30 s, a czas trwania zanurzenia/wy-
nurzenia wynosi 0,2-50 s/cykl. Utworzong powtoke o korzystnej gruboéci 0,8-5,0 um, zawierajaca po
usunieciu rozpuszczalnika 5-40 % wagowych zdyspergowanego w niej inhibitora szlaku mTOR, ktérym
jest sirolimus lub ewerolimus, w stosunku do poli(laktydo-ko-weglan trimetylenu), a korzystnie 20-30 %
wagowych, suszy sie, utwardza i na koniec sterylizuje, korzystnie z wykorzystaniem promieniowania
jonizacyjnego.

Korzystnie naniesiong z roztworu roboczego na stent powtoke suszy sie w temperaturze 25°C
przez 48 godzin, a nastepnie w warunkach podciénienia 8—12 kPa przez kolejne 72 godziny.

Korzystnie roztwdr roboczy nanosi sie na polimerowy stent naczyniowy metodg zanurzeniows,
z szybkoscig zanurzania 1000-3000 mm/min.

Korzystne jest, gdy w przypadku nanoszenia roztworu roboczego na polimerowy stent naczy-
niowy wykonany z alifatycznych poliestréw, czas trwania zanurzenia wynosi 0,2-3 s/cykl, a najlepiej
1-3 s/cykl, przy iloSci cykli 1-4 i odstepie miedzy cyklami 5-10 minut.

Korzystne jest takze, gdy w przypadku nanoszenia roztworu roboczego na polimerowy stent na-
czyniowy wykonany poli(tereftalanu etylenu), czas trwania zanurzenia/wynurzenia wynosi 5-30 s/cykl,
a najlepiej 5—15 s/cykl, przy ilosci cykli 5-30 i odstepie miedzy cyklami 20 s — 5 minut.

Sposo6b wedtug wynalazku prowadzi do uzyskania produktu w postaci powtoki stanowigcej uktad
kopolimer—inhibitor szlaku mTOR, korzystnie sirolimus lub ewerolimus, ktéra po naniesieniu na polime-
rowy stent naczyniowy w sposéb kontrolowany uwalnia lek do organizmu, przez co zwieksza skutecz-
no$¢ zapobiegania restenozie po zabiegach angioplastyki naczyniowe;.

Dobér komonomerdw w postaci weglanu trimetylenu i laktydu oraz wykorzystanie nietoksycznych
zwigzkow cyrkonu jako inicjatora kopolimeryzacji umozliwia otrzymanie kopolimeru o beztadnej mikro-
strukturze tancucha, co zapewnia jego réwnomierng degradacije i stabilne uwalnianie inhibitor szlaku
mTOR po wszczepieniu do organizmu pacjenta. 1108¢ leku od 5 do 50% wagowych masy catkowitej
kopolimeru zapewnia wymagang kinetyke jego uwalniania i wtasciwe dziatanie antyproliferacyjne.

Odpowiedni dobér polimeru, leku oraz metody nanoszenia pokry¢ na stenty umozliwia uzyskanie
kinetyki uwalniania leku, ktéra obecnie uwazana jest za najwtasciwszg i polega na szybszym uwalnianiu
w pierwszym tygodniu, a nastepnie na rbwnomiernym poziomie przez co najmniej miesigc po implantacji
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stentu. Ponadto, dob6r polimeru i leku oraz metody nanoszenia pokryé opisany w sposobie wedtug
niniejszego wynalazku gwarantuje jednakowy profil uwalniania leku niezalezny od grubos$ci warstwy
pokrywajgcej oraz ilosci leku w matrycy. Dzieki temu wyeliminowano ryzyko niekontrolowanego uwal-
niania leku po wszczepieniu stentu, co w praktyce stanowi gtdwng przyczyne niebezpiecznych powiktan.
Jak wykazaty badania in vitro, w pierwszych 3 dniach z powtoki w uzyskanej sposobem wg. niniejszego
wynalazku uwalniane jest w zaleznoéci od zastosowanego ukfadu 41-47% leku, a 69-79 % w czasie
kolejnych 21 dni, po czym utrzymuje sie na rbwnomiernym poziomie przez co najmniej kolejny miesiac,
tym samym spetniajac wymogi kliniczne wskazane m.in. w publikacji T.Z. Hu, J.L. Yang, | in. pt. “Con-
trolled Slow-Release Drug-Eluting Stents for the Prevention of Coronary Restenosis: Recent Progress
and Future Prospects”, Acs Appl Mater Inter, 7 (2015) 11695-11712.

Sposo6b wedtug wynalazku pozwala na uzyskanie powtok o réznej gruboéci i zawartosci leku. Jak
wykazaty przeprowadzone badania, mechanizm uwalniania leku nie zalezy od grubos$ci natozonej na
stent warstwy, co stanowi z technologicznego punktu widzenia dodatkowg zalete wynalazku.

Wytworzone sposobem wg wynalazku powtoki wykazujg ponadto dobrg przyczepnos$¢ i charak-
teryzuje je duza elastycznos$é. Nie ulegajg one uszkodzeniu nawet przy duzych odksztatceniach me-
chanicznych stentu.

Rozwigzanie wedtug wynalazku przedstawiono ponizej w przyktadach objasniajgcych realizacje
sposobu wytwarzania z uktadu kopolimer-inhibitor szlaku mTOR powtoki o kontrolowanej kinetyce uwal-
niania inhibitora szlaku mTOR na polimerowych stentach naczyniowych. Przyktadéw tych nie nalezy
jednak uwazacé za ograniczajace istote lub zawezajgce zakres ochrony, gdyz stanowig one jedynie ilu-
stracje wynalazku.

Na rysunku przedstawiono wyniki badan kinetyki uwalniania sirolimusu w okresie 70 dni w wa-
runkach in vitro, w temperaturze 37°C w soli fizjologiczne;j:

fig. 1 — z powtoki zawierajgcej 20% wagowych sirolimusu w stosunku do poli(L-laktydo-ko-we-
glanu trimetylenu), utworzonej z 2% (w/w) roztworu roboczego kopolimeru w chlorku metylenu zawiera-
jgcego sirolimus, naniesionej na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o $red-
nicy 4 mm i dlugosci 30 mm (oznaczonej jako 2%PLLA/TMC);

fig. 2 — z powtoki zawierajgcej 20% wagowych sirolimusu w stosunku do poli(L-laktydo-ko-we-
glanu trimetylenu), utworzonej z 1% (w/w) roztworu roboczego kopolimeru w chlorku metylenu zawiera-
jgcego sirolimus, naniesionej na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o $red-
nicy 4 mm i dtlugosci 30 mm (oznaczonej jako 1%PLLA/TMC);

fig. 3 — z powltoki zawierajgcej 20% wagowych sirolimusu w stosunku do poli(D,L-laktydo-ko-we-
glanu trimetylenu), utworzonej z 2% (w/w) roztworu roboczego kopolimeru w chlorku metylenu zawiera-
jgcego sirolimus, naniesionej na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o $red-
nicy 4 mm i dlugosci 30 mm (oznaczonej jako 2%PDLA/TMC);

fig. 4 — z powtoki zawierajgcej 20% wagowych sirolimusu w stosunku do poli(D,L-laktydo-ko-we-
glanu trimetylenu), utworzonej z 1% (w/w) roztworu roboczego w chlorku metylenu zawierajgcego siro-
limus, naniesionej na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydo-ko-glikolidu)
o $rednicy 4 mm i dtugosci 30 mm (oznaczonej jako 1%PDLA/TMC);

fig. 5 — z powtoki zawierajgcej 20% wagowych ewerolimusu w stosunku do poli(L-laktydo-ko-
weglanu trimetylenu), utworzonej z 2% (w/w) roztworu roboczego w chlorku metylenu zawierajgcego
ewerolimus, naniesionej na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o Srednicy
4 mm i dtugosci 30 mm.

Przyktad 1

Najpierw wytworzono kopolimer w reakcji kopolimeryzacji z otwarciem pierécienia w stopie z 0,15
mola cyklicznego weglanu trimetylenu i 0,85 mola L-laktydu. Odmierzong ilo§¢ komonomeréw dodano
do reaktora laboratoryjnego zaopatrzonego w mieszadto, kré¢ce doprowadzajgce argon i podigczenie
do membranowej pompy prozniowej. Zawartosé stopiono w temperaturze 150°C, wigczono mieszanie,
podtgczono pompe prdzniowg i oddestylowywano mozliwe zanieczyszczenia przez 20 min. Po tym cza-
sie wyfgczono pompe, wprowadzono argon a nastepnie dodano 0,001 mola acetylacetonianu cyrkonu
(IV). Reakcje kopolimeryzacji prowadzono w zakresie temperatur od 140°C do 160°C przez 48 godzin
pod lekkim nadciSnieniem argonu. Po tym czasie goracy produkt rozpuszczono w chloroformie i nie-
zwtocznie wytrgcono z zimnego metanolu. Otrzymany precypitat suszono do statej masy w warunkach
podcisnienia 8—12 kPa w temperaturze 45°C, otrzymujgc czysty poli(L-laktyd-ko-weglan trimetylenu)
o zawartosci 83% mol. laktydylu z wydajnoscig 92% wagowych, o $redniej liczbowo masie czasteczko-
wej 48000 g/mol i Sredniej dlugosci mikroblokéw laktydylowych 2,5 jednostek laktydylowych.
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Nastepnie odwazono 0,266 g suchego poli(L-laktydo-ko-weglano trimetylenu) i rozpuszczono
w 9 ml chlorku metylenu, po czym dodano uprzednio przygotowany roztwér sirolimusu otrzymany po-
przez rozpuszczenie 0,0665 g sirolimusu w 1 ml chlorku metylenu. Cato$¢ mieszano w szczelnie za-
mknietej fiolce przez 1 godzine z uzyciem mieszadta magnetycznego. Otrzymano 2% (w/w) roztwor
roboczy kopolimeru w chlorku metylenu zawierajgcy sirolimus, ktéry naniesiono na biodegradowalny
polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o $rednicy 4 mm i dtugosci 30 mm. Roztwor naniesiono
metodg zanurzeniowg z wykorzystaniem urzgdzenia Dip Coater PTL-OV6P, MTI CORPORATION, przy
szybkosci zanurzania 1500 mm/min., czasie zanurzenia 1 s i 1 cyklu zanurzania. Pokryte roztworem
stenty suszono przez 48 godzin na powietrzu w temperaturze 25°C, a nastepnie przez 72 godziny w wa-
runkach podciénienia 10,5 kPa. Uzyskano jednorodne pokrycie catej powierzchni stentu o $redniej gru-
bosci warstwy 1,8 um i gestosci pokrycia 170 pg/cm? | o zawarto$ci 20% sirolimusu w stosunku do
poli(L-laktydo-ko-weglanu trimetylenu). W koncowym etapie stent z powtokg poddano sterylizacji z wy-
korzystaniem promieniowania jonizacyjnego.

Zbadano kinetyke uwalniania sirolimusu z powtoki w warunkach in vitro, w soli fizjologicznej
w temperaturze 37°C, mierzgc uwalniane dobowe dawki leku. Uzyskane wyniki przedstawiono na fig. 1. Ba-
dania wykazaly, ze sirolimus uwalnia sie po 1 dniu w ilosci 35,9 %, po 3 dniach w ilosci 50,3 %, a po 7
dniach w 62,6 %. Pozostata ilo$¢ leku uwalniata sie rdwnomiernie w okresie od 8 do 70 dni, ale juz
w mniejszej ilosci.

Przyktad 2

Odwazono 0,133 g suchego kopolimeru poli(L-laktydo-ko-weglano trimetylenu) otrzymanego
w przyktadzie 1 i rozpuszczono w 9 ml chlorku metylenu, po czym dodano uprzednio przygotowany
roztwor sirolimusu otrzymany poprzez rozpuszczenie 0,0332 g sirolimusu w 1 ml chlorku metylenu. Ca-
to$¢ mieszano w szczelnie zamknietej fiolce przez 1 godzine z uzyciem mieszadta magnetycznego.
Otrzymano 1% (w/w) roztwér roboczy kopolimeru w chlorku metylenu zawierajgcy sirolimus, ktéry na-
niesiono na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli (L-laktydu) o $rednicy 4 mm i dtugosci
30 mm. Roztw6r naniesiono metodg zanurzeniowg z wykorzystaniem urzgdzenia Dip Coater PTL-
OV6P, MTI CORPORATION, przy szybkosci zanurzania 1500 mm/min., czasie zanurzenia 1 si 1 cyklu
zanurzania. Pokryte roztworem stenty suszono przez 48 godzin na powietrzu w temperaturze 25°C,
a nastepnie przez 72 godziny w warunkach podci$nienia 10,5 kPa. Uzyskano jednorodne pokrycie catej
powierzchni stentu o $redniej grubosci warstwy 1,6 um i gestosci pokrycia 140 ug/cm?, o zawartosci
20% sirolimusu w stosunku do poli(L-laktydo-ko-weglanu trimetylenu). W kofAcowym etapie stent z po-
witokg poddano sterylizacji z wykorzystaniem promieniowania jonizacyjnego.

Zbadano kinetyke uwalniania sirolimusu z powtoki w warunkach in vitro, w soli fizjologicznej
w temperaturze 37°C, mierzgc uwalniane dobowe dawki leku. Uzyskane wyniki przedstawiono na fig. 2. Ba-
dania wykazaty, ze sirolimus uwalnia sie po 1 dniu w ilosci 36,9%, po 3 dniach w iloSci 44,3%, a po 7
dniach w 66,2%. Pozostata cze$¢ leku uwalniata sie rbwnomiernie w okresie od 8 do 70 dni, w mniejszej
ilosci, przy czym po 70 dniach zaobserwowano prawie catkowite uwolnienie leku w ilosci 97%.

Przyktad 3

W pierwszej kolejnosci wytworzono kopolimer w reakciji kopolimeryzacji z otwarciem pierscienia
w stopie z 0,2 mola cyklicznego weglanu trimetylenu i 0,8 mola D,L-laktydu. Odmierzong ilo§¢ komono-
meréw dodano do reaktora laboratoryjnego zaopatrzonego w mieszadto, kro¢ce doprowadzajgce argon
i podtgczenie do membranowej pompy prézniowej. Zawartos¢ stopiono w temperaturze 150°C, wig-
€czono mieszanie, podtgczono pompe prozniowg i oddestylowywano mozliwe zanieczyszczenia przez
20 min. Po tym czasie wytgczono pompe, wprowadzono argon a nastepnie dodano 0,001 mola butano-
lanu cyrkonu (V) Zr(CH3CH2CH2CH20)4 w 2 ml toluenu. Zamknieto doptyw argonu i po podtgczeniu
pompy oddestylowano toluen. Ponownie wytagczono pompe i wprowadzono argon. Reakcje kopolimery-
zacji prowadzono w zakresie temperatur od 150°C do 180°C przez 12 godzin pod lekkim nadciSnieniem
argonu. Po tym czasie gorgcy produkt rozpuszczono w chloroformie i niezwtocznie wytrgcono z zimnego
metanolu. Otrzymany precypitat suszono do statej masy w warunkach podciénienia 8—12 kPa w tempe-
raturze 45°C, otrzymujgc czysty poli(D,L-laktyd-ko-weglan trimetylenu) o zawartosci 75% mol. laktydylu
z wydajnosécig 89% wagowych, o $redniej liczbowo masie czgsteczkowej 34000 g/mol i Sredniej dtugosci
mikroblokéw laktydylowych 2,5 jednostek laktydylowych.

Nastepnie odwazono 0,266 g suchego poli(D,L-laktydo-ko-weglano trimetylenu) i rozpuszczono
w 9 ml chlorku metylenu, po czym dodano uprzednio przygotowany roztwor sirolimusu otrzymany po-
przez rozpuszczenie 0,0665 g sirolimusu w 1 ml chlorku metylenu. Cato$¢ mieszano w szczelnie za-
mknietej fiolce przez 1 godzine z uzyciem mieszadta magnetycznego. Otrzymano 2% (w/w) roztwor
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roboczy kopolimeru w chlorku metylenu zawierajgcy sirolimus, ktéry naniesiono na biodegradowalny
polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o $rednicy 4 mm i dtugosci 30 mm. Roztwor naniesiono
metodg zanurzeniowg z wykorzystaniem urzgdzenia Dip Coater PTL-OV6P, MTI CORPORATION, przy
szybkosci zanurzania 1500 mm/min., czasie zanurzenia 1 s i 1 cyklu zanurzania. Pokryte roztworem
stenty suszono przez 48 godzin na powietrzu w temperaturze 25°C, a nastepnie przez 72 godziny w wa-
runkach podci$nienia 8-10,5 kPa. Uzyskano jednorodne pokrycie catej powierzchni stentu o $redniej
grubosci warstwy 1,6 um i gestosci pokrycia 120 pg/cm?, o zawartosci 20% sirolimusu w stosunku do
poli(D,L-laktydo-ko-weglanu trimetylenu). W koncowym etapie stent z powtokg poddano sterylizacji
z wykorzystaniem promieniowania jonizacyjnego.

Zbadano kinetyke uwalniania sirolimusu z powtoki w warunkach in vitro, w soli fizjologicznej
w temperaturze 37°C, mierzgc uwalniane dobowe dawki leku. Uzyskane wyniki przedstawiono na fig. 3. Ba-
dania wykazaty, ze sirolimus uwalnia sie po 1 dniu w ilosci 33,3%, po 3 dniach w iloSci 47,3%, a po 7
dniach w 76,2%. Pozostata cze$¢ leku uwalniata sie rbwnomiernie w okresie od 8 do 70 dni, w mniejszej
ilosci, przy czym po 70 dniach zaobserwowano prawie catkowite uwolnienie leku w ilosci 97,6%.

Przyktad 4

Odwazono 0,133 g suchego kopolimeru poli(D,L-laktydo-ko-weglano trimetylenu) otrzymanego
w przyktadzie 3 i rozpuszczono w 9 ml chlorku metylenu, po czym dodano uprzednio przygotowany
roztwor sirolimusu otrzymany poprzez rozpuszczenie 0,0332 g sirolimusu w 1 ml chlorku metylenu. Ca-
to$¢ mieszano w szczelnie zamknietej fiolce przez 1 godzine z uzyciem mieszadta magnetycznego.
Otrzymano 1% (w/w) roztwér roboczy kopolimeru w chlorku metylenu zawierajgcy sirolimus, ktéry na-
niesiono na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydo-ko-glikolidu) o $rednicy
4 mm i dtugosci 30 mm. Roztwér naniesiono metodg zanurzeniowg z wykorzystaniem urzadzenia Dip
Coater PTL-OV6P, MTI CORPORATION, przy szybkoéci zanurzania 1500 mm/min., czasie zanurzenia
1 si 1 cyklu zanurzania. Pokryte roztworem stenty suszono przez 48 godzin na powietrzu w temperatu-
rze 25°C, a nastepnie przez 72 godziny w warunkach podciénienia 10,5 kPa. Uzyskano jednorodne
pokrycie catej powierzchni stentu o $redniej grubosci warstwy 1,2 um i gestosci pokrycia 100 ug/cm?,
o zawartosci 20% sirolimusu w stosunku do poli(D,L-laktydo-ko-weglanu trimetylenu). W koncowym eta-
pie stent z powtokg poddano sterylizacji z wykorzystaniem promieniowania jonizacyjnego.

Zbadano kinetyke uwalniania sirolimusu z powtoki w warunkach in vitro, w soli fizjologicznej
w temperaturze 37°C, mierzgc uwalniane dobowe dawki leku. Uzyskane wyniki przedstawiono na fig. 4. Ba-
dania wykazaly, ze sirolimus uwalnia sie po 1 dniu w iloci 38,8 %, po 3 dniach w iloci 41,5%, a po 7
dniach w 66,9 %. Pozostata cze$¢ leku uwalniata sie rownomiernie w okresie od 8 do 70 dni, w mniejszej
ilosci, przy czym po 70 dniach zaobserwowano prawie catkowite uwolnienie leku w ilosci 98,4%.

Przyktad 5

Odwazono 0,266 g suchego kopolimeru poli(L-laktydo-ko-weglano trimetylenu) otrzymanego
w przyktadzie 1 i rozpuszczono w 9 ml chlorku metylenu, po czym dodano uprzednio przygotowany
roztwor ewerolimusa otrzymany poprzez rozpuszczenie 0,0665 g ewerolimusu w 1 ml chlorku metylenu.
Cato$¢ mieszano w szczelnie zamknietej fiolce przez 1 godzine z uzyciem mieszadta magnetycznego.
Otrzymano 2% (w/w) roztwor roboczy kopolimeru w chlorku metylenu zawierajgcy ewerolimus, ktory
naniesiono na biodegradowalny polimerowy stent naczyniowy z poli(L-laktydu) o $rednicy 4 mm i diu-
goséci 30 mm. Roztwér naniesiono metodg zanurzeniowg z wykorzystaniem urzgdzenia Dip Coater PTL-
OV6P, MTI CORPORATION, przy szybkosci zanurzania 1500 mm/min., czasie zanurzenia 1 si 1 cyklu
zanurzania. Pokryte roztworem stenty suszono przez 48 godzin na powietrzu w temperaturze 25°C,
a nastepnie przez 72 godziny w warunkach podci$nienia 10,5 kPa. Uzyskano jednorodne pokrycie catej
powierzchni stentu o $redniej grubosci warstwy 1,8 um i gestosci pokrycia 170 ug/cm?, o zawartosci
20% sirolimusu w stosunku do poli(L-laktydo-ko-weglanu trimetylenu). W koncowym etapie stent z po-
witokg poddano sterylizacji z wykorzystaniem promieniowania jonizacyjnego. Zbadano kinetyke uwal-
niania ewerolimusu z powtoki w warunkach in vitro, w soli fizjologicznej w temperaturze 37°C, mierzgc
uwalniane dobowe dawki leku. Uzyskane wyniki przedstawiono na fig. 5. Badania wykazaty, ze po 21
dniach uwolnione zostato 75% ewerolimusu, a po 91 dniach 83,2%.

Przyktad 6

Najpierw wytworzono kopolimer w reakcji kopolimeryzacji z otwarciem pierscienia w stopie z 0,5
mola cyklicznego weglanu trimetylenu i 0,5 mola D,L-laktydu. Odmierzong ilo§¢ komonomeréw dodano
do reaktora laboratoryjnego zaopatrzonego w mieszadto, kro¢ce doprowadzajgce argon i podigczenie
do membranowej pompy prozniowej. Zawartosé stopiono w temperaturze 150°C, wigczono mieszanie,
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podtgczono pompe prézniowg i oddestylowywano mozliwe zanieczyszczenia przez 20 min. Po tym cza-
sie wyfagczono pompe, wprowadzono argon a nastepnie dodano 0,001 mola chlorku cyrkonu (1V) ZrCla.
Reakcje kopolimeryzacji prowadzono w zakresie temperatur od 110°C do 130°C przez 48 godzin pod
lekkim nadci$nieniem argonu. Po tym czasie gorgcy produkt rozpuszczono w chloroformie i niezwtocz-
nie wytrgcono z zimnego metanolu. Otrzymany precypitat suszono do statej masy w warunkach podci-
Snienia 8—12 kPa w temperaturze 45°C, otrzymujgc czysty poli(D,L-laktyd-ko-weglan trimetylenu) o za-
wartosci 55% mol. laktydylu z wydajnoscig 92% wagowych, o $redniej liczbowo masie czasteczkowe;j
65000 g/mol i Sredniej dtugosci mikroblokéw laktydylowych 1,8 jednostek laktydylowych.

Nastepnie odwazono 0,133 g suchego poli(D,L-laktydo-ko-weglano trimetylenu) i rozpuszczono
w 9 ml chlorku metylenu, po czym dodano uprzednio przygotowany roztwor sirolimusu otrzymany po-
przez rozpuszczenie 0,0332 g sirolimusu w 1 ml chlorku metylenu. Cato$¢ mieszano w szczelnie za-
mknietej fiolce przez 1 godzine z uzyciem mieszadta magnetycznego. Otrzymano 1% (w/w) roztwor
roboczy kopolimeru w chlorku metylenu zawierajgcy sirolimus, ktéry naniesiono na biodegradowalny
polimerowy stent naczyniowy z poli(tereftalanu butylu) o $rednicy 4 mm i dtugosci 20 mm. Roztwér
naniesiono metodg zanurzeniowg z wykorzystaniem urzadzenia Dip Coater PTL-OV6P, MTI CORPO-
RATION, przy szybkosci zanurzania 400 mm/min., ilo$é cykli — 10, czas zanurzenia: pierwszy cykl 20
s, nastepne cykle 1 s, czas pomiedzy cyklami 20 s. Pokryte roztworem stenty suszono przez 48 godzin
na powietrzu w temperaturze 25°C, a nastepnie przez 72 godziny w warunkach podcis$nienia 10,5 kPa.
Uzyskano jednorodne pokrycie catej powierzchni stentu o Sredniej grubosci warstwy 2,6 pm i gestosci
pokrycia 310 pg/cm?, o zawarto$ci 40% sirolimusu w stosunku do poli(D,L-laktydo-ko-weglanu trimety-
lenu).

Przyktad 7

Roztw6r roboczy wytworzony w przyktadzie 5 naniesiono na biodegradowalny polimerowy stent
naczyniowy z poli(L-laktydu) o $rednicy 4 mm i dtugosci 30 mm. Roztwdr naniesiono metodg zanurze-
niowg z wykorzystaniem urzadzenia Dip Coater PTL-OV6P, MTI CORPORATION, przy szybkosci za-
nurzania 1800 mm/min., czasie zanurzenia 2 s, stosujgc 3 identyczne cykle zanurzania, z zastosowa-
niem 4 minutowego czasu przerwy pomiedzy cyklami. Pokryte roztworem stenty suszono przez 48 go-
dzin na powietrzu w temperaturze 25°C, a nastepnie przez 72 godziny w warunkach podcisnienia 10,5
kPa. Uzyskano jednorodne pokrycie catej powierzchni stentu o Sredniej grubosci warstwy 2,5 um i ge-
stosci pokrycia okoto 290 ug/cm?, o zawartosci 20% sirolimusu w stosunku do poli(L-laktydo-ko-weglanu
trimetylenu).

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob wytwarzania z uktadu kopolimer-inhibitor szlaku mTOR powtoki kontrolowanej kine-
tyce uwalniania inhibitora szlaku mTOR, zwfaszcza sirolimusu lub ewerolimusu, na polimero-
wych stentach naczyniowych, w ktérym to sposobie na powierzchnie stentu nanosi sie roztwor
roboczy, zawierajgcy kopolimer bedgcy produktem procesu kopolimeryzacji komonomerow:
L-laktydu lub D,L-laktydu i weglanu trimetylenu, przebiegajgcego na drodze otwarcia pierscie-
nia, w stopie, w obecnosci inicjatora kopolimeryzacji, ktérym sg zwigzki cyrkonu (IV), zna-
mienny tym, ze kopolimer stanowigcy skfadnik roztworu roboczego otrzymuje sie przez ciggte
mieszanie komonomerdw w postaci weglanu trimetylenu i laktydu w stosunku molowym w za-
kresie 0,15-0,6 mola weglanu trimetylenu i 0,4—0,85 mola laktydu w temperaturze 110-200°C,
korzystnie 120-150°C, przez 6—-96 godzin stosujgc jako inicjator reakcji kopolimeryzacji ace-
tyloacetonian cyrkonu i/lub chlorek cyrkonu i/lub alkoholan cyrkonu o wzorze ogdélnym
Zr(OR)s4, w ktorym R oznacza grupy alkilowe o ogéinym wzorze CnH2n+1, przy zachowaniu
stosunku molowego sumy uzytych komonomerdw do inicjatora kopolimeryzaciji w zakresie od
300:1 do 1200:1, po czym z tak uzyskanego kopolimeru poli(laktydo-ko-weglan trimetylenu)
0 beztadnej mikrostrukturze tancucha i sredniej dtugosci mikroblokdw laktydylowych nizszych
od wartosci 3,5 jednostek oraz o zawartosci molowej laktydylu 10-90%, a korzystnie 75%,
wytwarza sie roztwdr roboczy poprzez rozpuszczenie go w chlorku metylenu, oczyszcza i su-
szy w warunkach podcisnienia 8-12 kPa w temperaturze 20-60°C przez 48-80 godzin do
uzyskania statej masy, a nastepnie suchy kopolimer rozpuszcza sie w chlorku metylenu, tak
aby uzyskac roztwér o stezeniu 0,5-5,0 % wagowych, korzystnie 1-2% wagowych, dodaje do
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niego uprzednio przygotowany roztwér inhibitora szlaku mTOR, ktérym jest sirolimus lub ewe-
rolimus, w chlorku metylenu o stezeniu 1-13% wagowo—-objetoSciowych i catos¢ homogeni-
Zuje sie, po czym roztwor roboczy zawierajgcy poli(laktydo-ko-weglan trimetylenu) oraz inhi-
bitor szlaku mTOR, ktérym jest sirolimus lub ewerolimus, w chlorku metylenu, nanosi sie na
polimerowy stent naczyniowy biostabilny lub biodegradowalny, w temperaturze 4-30°C, po-
przez zanurzanie w nim stentu, przy iloSci cykli 1—- 50, z szybkos$cig zanurzania 40-3000
mm/min, przez 0,1-30 s, a czas trwania zanurzenia/wynurzenia wynosi 0,2-50 s/cykl, po czym
utworzong powtoke o korzystnej grubosci 0,8-5,0 um, zawierajgcg po usuni€eciu rozpuszczal-
nika 5—-40% wagowych zdyspergowanego w niej inhibitora szlaku mTOR, kt6rym jest sirolimus
lub ewerolimus, w stosunku do poli(laktydo-ko-weglan trimetylenu), a korzystnie 20-30% wa-
gowych, suszy sie, utwardza i na koniec sterylizuje, korzystnie z wykorzystaniem promienio-
wania jonizacyjnego.

. Sposob, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze naniesiong z roztworu roboczego na stent po-
wioke suszy sie w temperaturze 25°C przez 48 godzin, a nastepnie w warunkach podci$nienia
8-12 kPa przez kolejne 72 godziny.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze roztwér roboczy nanosi sie na polimerowy stent
naczyniowy metodg zanurzeniowg, z szybkoscig zanurzania 1000-3000 mm/min.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w przypadku nanoszenia roztworu roboczego
na polimerowy stent naczyniowy wykonany z alifatycznych poliestréw, czas trwania zanurze-
nia wynosi 0,2-3 s/cykl, a najlepiej 1-3 s/cykl, przy iloci cykli 1—4 i odstepie miedzy cyklami
5-10 minut.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w przypadku nanoszenia roztworu roboczego
na polimerowy stent naczyniowy wykonany poli(tereftalanu etylenu), czas trwania zanurze-
nia/wynurzenia wynosi 5-30 s/cykl, a najlepiej 5-15 s/cykl, przy ilosci cykli 5-30 i odstepie
miedzy cyklami 20 s—5 minut.
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