PL 438938 A1

(19)

(12)

W, U0 1wy PL 438938 A1

PATENTOWY
RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIE)J

Opis zgtoszeniowy wynalazku

(z daty zgloszenia)

(21) Numer zgtoszenia: 438938 (51) MKP:
(22) Data zgtoszenia: 2021.09.14 AG61L 27/54 (2006.01)
(43) Data publikacji o zgtoszeniu: 2023.03.20 BUP 12/2023 A61L 27/12  (2006.01)
AG61L 27/18  (2006.01)
A61L 27/20  (2006.01)
(71) Zgtaszajgcy: (72) Twoérca(-y):
POLITECHNIKA LODZKA, Lédz, PL KATARZYNA NAWROTEK, to6dz, PL
MONIKA KUBICKA, Ostréw, PL
(74) Petnomocnik:
Ewa Kaczur-Kaczynska, £6dz, PL
(54) Tytuk
Sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztatcie cylindrycznym do
kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro
(57) Skrét opisu:

Przedmiotem zgtoszenia jest sposdb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztaicie cylindrycznym do
kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro, przeznaczonych zwtaszcza do
regeneracji nerwéw obwodowych, polegajgcy na wytworzeniu szkieletu implantu z polikaprolaktonu w drodze
ekstruzji stopionego polikaprolaktonu na stalowym precie poruszanym ruchem obrotowym, recznie lub
mechanicznie, z dyszy ekstrudera w temperaturze 60 — 100 C zapewniajgcej ptynno$¢ tworzywa, potgczonym
z modyfikacjg szkieletu substancjg aktywng i nastepnie na pokryciu szkieletu wewnetrznego implantu
zawierajgcego substancje aktywng, polimerem w drodze zamocowania preta z naniesionym szkieletem, jako
elektrody wewnetrznej elektrolizera, wprowadzenia do elektrolizera roztworu chitozanu w wodnym roztworze
kwasu organicznego lub nieorganicznego, zawierajgcego dodatek hydroksyapatytu i prowadzenia procesu
elektrodepozycji chitozanu z roztworu na szkielecie wewnetrznym implantu pradem statym, a po zakonczeniu
elektrodepozycji zdjeciu powstatego implantu z elektrody i umieszczeniu w soli fizjologicznej buforowanej
fosforanami, charakteryzuje sie tym, ze wytworzony szkielet implantu, przed pokryciem go polimerem, poddaje
sie modyfikacji powierzchniowej substancjg aktywna, polegajgcej kolejno na umieszczeniu szkieletu
w roztworze buforu tris, nastepnie poddaniu szkieletu tagodnemu mieszaniu z predkoscig 30 obrotow/minute
bez dostepu $wiatta, 3-krotnym ptukaniu w dejonizowanej wodzie i w kofcu na tagodnym wytrzgsaniu
w wodnym roztworze nosnika substancji aktywnej inkapsulujacego substancje aktywng.



PL 438938 A1

Sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztalcie cylindrycznym

do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztat-
cie cylindrycznym do kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach
in vitro, przeznaczonych zwtaszcza do regeneracji nerwéw obwodowych.

Uszkodzenia nerwéw obwodowych to urazy powodujace zaburzenia motoryczno —
czuciowe. Sg one nastepstwem wypadkéw komunikacyjnych, rolniczych czy zabiegéw
chirurgicznych (np. operacji wycigcia guzow nowotworowych). Przerwanie cigglosci
nerwu doprowadza réwniez do powstawania bolu neuropatycznego, ktéry charaktery-
zuje si¢ wysoka opornoscia na terapi¢ srodkami farmakologicznymi. W medycynie
znane s3 juz metody rekonstrukcji nerwéw tj. bezposrednie potacznie kikutéw nerwu
(. szew ,.koniec do kofica™), przeszczep autogeniczny lub allogeniczny. Jednak
w miarg postepu tradycyjne metody naprawy nerwéw moga zosta¢ wyparte poprzez
zastosowanie ,,sztucznego srodowiska” zapewniajacego odtworzenie funkcjonalnosci
neurologicznej. Tréjwymiarowe rusztowania tkankowe stwarzaja przestrzefi umozliwia-
jaca wzrost widkien nerwowych (aksonéw), a takze zabezpieczaja przed dodatkowymi
urazami.

Jako skafoldy (rusztowania tkankowe) stuzace do regeneracji nerwéw obwodowych
znajduja zastosowanie implanty o ksztatcie cylindrycznym wykonane z bioresorbowal-
nych 1 biodegradowalnych polimeréw naturalnych, jaki i syntetycznych. Do produkcji
implantéw jako polimery naturalne stosuje si¢ celuloze, kwas alginowy, alginiany, chi-
tyne, chitozan, kwas hialuronowy, kolagen, fibrynogen, natomiast jako polimery synte-
tyczne polilaktyd (PLA), poli-L-laktyd (PLLA), poliglikolid (PGA), kopolimer polilak-
tyd-glikolid (PLGA), polikaprolakton (PCL), polidioksan (PDO), poli-B-hydroksyma-
slan (PHB), poli(ortoester), poli(cyjanoakrylan), poli(fosfazen), poli(g-etyloglutami-
nian), poli(DTH-iminoweglan).

Z opisu patentowego PL 218618 jest znany sposéb wytwarzania implantéw o ksztat-
cie walca, stanowigcych protezy do regeneracji nerwu obwodowego, polegajacy na tym,
ze do silikonowej formy o przekroju kotowym, w ktérej umieszczone sg w stanie napre-
zenia réwnolegle do osi formy, rownomiernie na okrggu lub okregach wspétsrodko-

wych, gtadkie widkna polipropylenowe, wstrzykuje si¢ wodng zawiesing mikrokrysta-
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licznego chitozanu, po czym cato$¢ zamraza si¢ w temperaturze od -20°C do -25°C
przez 15 - 20 minut, usuwa si¢ silikonowa forme 1 uformowany cylindryczny rdzef
poddaje sig¢ liofilizacji przez 24 - 48 godzin w temperaturze od -20°C do -25°C pod
ci$nieniem 10 - 57 Pa. Nastepnie rdzef po usunigciu z niego widkien polipropyleno
wych umieszcza si¢ w tulei o srednicy wewnetrznej réwnej srednicy rdzenia i grubosci
0,04 - 1,0 mm wykonanej z kopolimeru DL - laktydy/glikolid lub z wodnej zawiesiny
mikrokrystalicznego chitozanu, przy czym rdzefn umieszcza si¢ tak, aby tuleja wysta-
wata poza oba kofice rdzenia.

W opisie patentowym PL 238404 ujawniono sposéb wytwarzania hybrydowych im-
plantéw o ksztalcie cylindrycznym, przeznaczonych zwlaszcza do regeneracji lub zasta-
pienia tkanek i narzadéw o budowie cylindrycznej, polegajacy na wytworzeniu szkie-
letu wewnetrznego implantu na metalowym precie, a nastepnie pokryciu szkieletu poli-
merem. Szkielet wewnetrzny cylindrycznego implantu wytwarza si¢ na stalowym precie
o przekroju kotowym w drodze ekstruzji stopionego tworzywa termoplastycznego,
ewentualnie zawierajacego dodatek srodka aktywnego, na tym precie poruszanym ru-
chem obrotowym i/lub posuwisto-zwrotnym, recznie lub mechanicznie, w temperaturze
zapewniajacej ptynnos¢ tworzywa. Po ostudzeniu szkieletu do temperatury pokojowej,
pokrywa si¢ szkielet wewnetrzny polimerem w drodze zamocowania preta z naniesio-
nym szkieletem wewnetrznym jako elektrody wewnetrznej elektrolizera, wprowadzenia
do elektrolizera roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu organicznego lub nie-
organicznego zawierajacego dodatek hydroksyapatytu i prowadzenia procesu elektrode-
pozycji chitozanu z roztworu na szkielecie wewnetrznym implantu pradem statym,

a po zakonczeniu elektrodepozycji powstaty implant zdejmuje si¢ z elektrody 1 umiesz-
cza w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami. Proces ekstruzji prowadzi si¢ z dy-
szy ekstrudera o $rednicy 0,1 — 0,6 mm. Wytwarza si¢ szkielet wewnetrzny implantu

w ksztalcie helisy, o strukturze siatki lub strukturze pierscieniowej. Jako tworzywo ter-
moplastyczne stosuje si¢ korzystnie kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego lub
polikaprolakton. Jako srodki aktywne w tworzywie termoplastycznym stosuje si¢ leki
matoczasteczkowe, jak biatka, DNA, RNA, wirusy, w postaci stalej lub enkapsulowane
w mikro- lub nanosferach. Stosuje si¢ roztwor chitozanu korzystnie w roztworze wod-

nym kwasu octowego, mlekowego, chlorowodorowego. Po zakoficzeniu
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elektrodepozycji wytworzony implant usuwa si¢ z elektrody 1 wprowadza do buforowa-
nej fosforami soli fizjologicznej.

Z opisu zgtoszenia patentowego EP 16780881 znany jest sposéb wytwarzania bio-
zgodnych 1 bioresorbowalnych rurek do regeneracji nerwéw oraz otulin stosowanych
przy leczeniu badz naprawie uszkodzonych nerwéw obwodowych, ktérych wtasciwosci
uzytkowe sg udoskonalane poprzez zastosowanie powlok regulujacych przenikanie
tkanki widknistej.

Opis zgloszenia patentowego P. 384324 ujawnia biozgodny implant do kontrolo-
wanego uwalniania lekéw, bedacy kompozytem zawierajacym hydroksyapatyt
jako ceramiczny nos$nik z inkorporowang substancja terapeutyczng. Implant za-
wiera polilaktyd o masie czgsteczkowej 140 - 150 kDa w ilosci od 30 do 50%
masowych, hydroksyapatyt w ilosci od 50 do 70% masowych, a substancje tera-
peutyczng w ilosci od 9 do 11% masowych.

Jedna z postaci leku o kontrolowanym uwalnianiu substancji leczniczej sa mikrosfery
— czgstki wielkosci 1-1000 mikrometréw, w ktérych substancja lecznicza jest inkorpo-
rowana (rozpuszczona lub zawieszona) w polimerowej matrycy. Do najczestszych, zna-
nych sposobéw otrzymywania mikrosfer naleza metody emulsyjne (opis zgtoszenia pa-
tentowego EP 3125871A1, opis patentowy US 8034382B2). Metody te dzielg si¢ na
polegajace na odparowaniu rozpuszczalnika, jego ekstrakcji, rozcienczeniu czy na poli-
meryzacji powstalej emulsji (/nternational Journal of Clinical Pharmacy, 2003, 255,
13-32 ). W sposobach tych wodny roztwér polimeru 1 zamykanej substancji czynnej zo-
staje polaczony z faza organiczng za pomocg odpowiedniego surfaktantu w celu utwo-
rzenia emulsji olej w wodzie (w przypadku substancji o charakterze hydrofobowym) lub
woda w oleju (dla substancji hydrofilowych). Gdy substancja lecznicza nie rozpuszcza
si¢ w roztworze polimeru, niezbedne jest przygotowanie emulsji wielokrotnych.

Celem niniejszego wynalazku jest opracowanie sposobu wytwarzania hybrydowych
implantéw o ksztalcie cylindrycznym do kontrolowanego uwalniania substancji aktyw-
nych w warunkach in vitro, wykorzystujacego zmodyfikowang metod¢ wprowadzania
substancji aktywnych do szkieletu wewnetrznego implantow.

Sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztalcie cylindrycznym do kontro-
lowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro, przeznaczonych

zwlaszcza do regeneracji nerwow obwodowych, polegajacy na wytworzeniu szkieletu
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implantu z polikaprolaktonu w ksztalcie helisy, o strukturze siatki lub strukturze pier-
scieniowej, w drodze ekstruzji stopionego polikaprolaktonu na stalowym precie o prze-
kroju kotowym o $rednicy 1 — 10 mm, poruszanym ruchem obrotowym, rgcznie lub
mechanicznie, z dyszy ekstrudera o §rednicy 0,1 — 0,6 mm, w temperaturze 60 — 100°C
zapewniajacej ptynnos¢ tworzywa, potaczonym z modyfikacja szkieletu substancja ak-
tywna z grupy obejmujacej leki matoczasteczkowe, biatka jak NGF, DNA lub RNA,
wirusy, 1 nastepnie na pokryciu szkieletu wewnetrznego implantu zawierajacego sub-
stancje aktywna, polimerem w drodze zamocowania preta z naniesionym szkieletem
wewnetrznym jako elektrody wewnetrznej elektrolizera, wprowadzenia do elektrolizera
roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu organicznego lub nieorganicznego,
zawierajacego dodatek hydroksyapatytu w ilosci 1- 40 % wagowych w stosunku do
masy chitozanu i prowadzenia procesu elektrodepozycji chitozanu z roztworu na szkie-
lecie wewnetrznym implantu pradem statym przy napieciu 6 - 24 V w czasie 1 - 40 mi-
nut, a po zakofczeniu elektrodepozycji zdjeciu powstatego implantu z elektrody

1 umieszczeniu w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami, wedlug wynalazku
charakteryzuje si¢ tym, ze wytworzony szkielet implantu, przed pokryciem go polime-
rem, poddaje si¢ modyfikacji powierzchniowej substancja aktywna, polegajacej kolejno
na umieszczeniu szkieletu w roztworze buforu tris o stezeniu 0,12 g/l zawierajacego 3,7
—18.5 g chlorowodorku dopaminy/ g szkieletu, nastepnie poddaniu szkieletu tagod-
nemu mieszaniu z predkoscig 30 obrotéw/minute bez dostepu swiatta w czasie 24 go-
dzin, 3-krotnym plukaniu w dejonizowanej wodzie i w koncu na tagodnym wytrzgsaniu
w wodnym roztworze nosnika zawierajacego substancje¢ aktywna, korzystnie w postaci
mikrokapsutek wykonanych z kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (z PLGA)
inkapsulujacych substancje aktywna, o stezeniu 0,1 — 2 g/l, w czasie 2-6ch godzin. Sto-
suje sie roztwor chitozanu korzystnie w roztworze wodnym kwasu mlekowego. Ko-
rzystnie stosuje si¢ mikrokapsutki inkapsulujace substancje aktywng wykonane metoda
emulsyjng.

Implanty wytworzone sposobem wedtug wynalazku posiadaja strukture imitujaca
mikrosrodowisko uszkodzonej tkanki lub narzadu o budowie cylindrycznej. Poprzez do-
bér odpowiednich komponentéw implantu (materiat termoplastyczny, kapsutkowane
substancje czynne), wymiary elektrody oraz nadanie wlasciwego uksztattowania szkie-

letu wewnetrznego mozna uzyskac implant o parametrach preferowanych w regeneracji
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tkanki nerwowej. Dodatkowo umieszczenie na szkielecie czynnika aktywnego za-
mknigtego w mikro- lub nanosferach umozliwia jego kontrolowane, przedtuzone uwal-
nianie o kinetyce uwarunkowanej kinetyka degradacji, przy czym zwigksza to efektyw-
no$¢ zastosowanej terapii, zminimalizuje dziatania niepozadane przy jednoczesnym
ograniczeniu kosztéw leczenia.

Sposéb wedtug wynalazku ilustruje ponizszy przyktad z powotaniem si¢ na rysunek,
na ktérym fig. a przedstawia zdjecie szkieletu wewnetrznego implantu w ksztalcie
helisy wykonane za pomocga skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), fig. b zdje¢-
cie SEM helisy szkieletu wewnetrznego zmodyfikowanej mikrosferami z substancja
aktywna, zas fig. ¢ zdjecie SEM wytworzonego implantu.

Przyktad.

W glowicy ekstrudera umieszczono filament polikaproplaktonu (PCL), ktéry pod-
grzewano do temperatury 100°C. Szkielet wewnetrzny wytwarzano na drodze ekstruzji
stopu przez dysz¢ ekstrudera o srednicy 0,1 mm na pret wykonany ze stali nierdzewnej
o §rednicy 2 mm, poruszany ruchem obrotowym, w temperaturze 100°C przy predkosci
podawania stopu PCL zdefiniowanej w G-codzie Z-132. Szkielet wewnetrzny w ksztat-
cie helisy z PCL, o dtugosci 4 cm drukowano za pomocg czteroosiowej frezarki CNC
sterowanej przez zewnetrzny program Mach3 przy nastepujacych parametrach: G —
code: F—8500Y — 240 A17600 Z — 132 Z — 8 A27000. Uzyskany szkielet umieszczono
w 50 ml przygotowanego buforu tris zawierajacego 0.4 g chlorowodorku dopaminy.
Uktad tagodnie mieszano bez dostepu Swiatla. Po uptywie 24 godzin wyjeto szkielet z
roztworu buforowego, optukano 3 — krotne w wodzie dejonizowanej, po czym umiesz-
czono szkielet w wodnym roztworze mikrosfer inkapsulujacych surowiczng albuming
wolowa (BSA) i poddano tagodnemu wytrzasaniu przy predkosci 30 obrotéw/minute
przez 2 godziny.

Mikrokapsutki przygotowano standardowga technika podwdjnej emulsji woda/olej/woda
(W/O/W) z odparowaniem rozpuszczalnika. W tym celu 0,5 g kopolimeru kwasu mle-
kowego 1 glikolowego (PLGA) w postaci granulek rozpuszczono w 2,5 ml dichlorome-
tanu (DCM). Nastepnie do roztworu PLGA dodano 0,08 ml 0,1% (wag./obj.) surowicz-
nej albuminy wotowej (BSA) rozpuszczonej w roztworze soli fizjologicznej buforowa-
nej fosforanem PBS. Mieszanine homogenizowano 1 minute przy uzyciu homogeniza-

tora ustawionego na moc: 10% i liczbg cykli réwna 6. W kolejnym etapie

6/11



PL 438938 A1

zhomogenizowang mieszaning wlano do 25 ml 1% wag. wodnego roztworu poli(alko-
holu winylowego) (PVA) 1 homogenizowano przez koleja 1 minut¢ zmieniajac moc na
50% przy liczbie cykli 6. W kolejny etapie mieszaning dodano do 25 ml 0,1% wodnego
roztworu PV A i homogenizowano nie zmieniajac parametréw. Powstata emulsje po
dwdjna mieszano mieszadtem magnetycznym przez 1 godzing. Po catkowitym odparo-
waniu rozpuszczalnika, powstate mikrosfery odwirowywano 3 minuty w temperaturze
pokojowej. W ostatnim etapie odwirowane mikrosfery zebrano razem i przemyto 2-
krotnie

w 50 ml wody dejonizowanej, po czym ponownie odwirowywano je przez 3 minuty.
Pret z naniesiong recznie helisg szkieletu implantu umieszczono jako elektrode we-
wnetrzng w elektrolizerze Jednocze$nie w mieszalniku przygotowano 100 ml 1% roz-
tworu chitozanu w 3% kwasie mlekowym zawierajacego 0,01 g dobrze rozdyspergowa-
nego hydroksyapatytu, ktéry nastgpnie umieszczono w elektrolizerze. Elektrolizer pod-
taczono do stabilizowanego zasilacza pradu statego, tak ze elektroda wewnetrzna z we-
wnetrznym szkieletem implantu posiadata potencjat ujemny, zas elektroda zewnetrzna
elektrolizera o Srednicy wewnetrznej 22 mm, wykonana ze stali nierdzewnej, posiadata
potencjat dodatni. Proces elektrodepozycji prowadzono 15 minut przy napieciu 12 V.
W wyniku tego procesu na elektrodzie wewnetrznej odktadat si¢ zredukowany w proce-
sie elektrodepozycji chitozan z wbudowanymi w jego strukture krysztatami hydroksya-
patytu, tworzacy zewnetrzng ostone implantu, integrujacy w swojej strukturze we-
wnetrzny szkielet wykonany z PCL. Po zakonczeniu procesu powstaty na elektrodzie

hybrydowy implant zdjeto z elektrody i przeniesiono do sterylnej wody dejonizowane;.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania hybrydowych implantéw o ksztalcie cylindrycznym do kon-
trolowanego uwalniania substancji aktywnych w warunkach in vitro, przeznaczonych
zwlaszcza do regeneracji nerwéw obwodowych, polegajacy na wytworzeniu szkieletu
implantu z polikaprolaktonu w ksztalcie helisy, o strukturze siatki lub strukturze pier-
scieniowej, w drodze ekstruzji stopionego polikaprolaktonu na stalowym precie o prze-
kroju kotowym o Srednicy 1 — 10 mm, poruszanym ruchem obrotowym, r¢cznie lub
mechanicznie, z dyszy ekstrudera o Srednicy 0,1 — 0,6 mm, w temperaturze 60 — 100°C
zapewniajacej ptynnos¢ tworzywa, potagczonym z modyfikacja szkieletu substancja ak-
tywna z grupy obejmujacej leki matoczasteczkowe, biatka jak NGF, DNA lub RNA,
wirusy, i nastepnie na pokryciu szkieletu wewnetrznego implantu zawierajacego sub-
stancje aktywna, polimerem w drodze zamocowania preta z naniesionym szkieletem
wewnetrznym jako elektrody wewnetrznej elektrolizera, wprowadzenia do elektrolizera
roztworu chitozanu w wodnym roztworze kwasu organicznego lub nieorganicznego,
zawierajacego dodatek hydroksyapatytu w ilosci 1- 40 % wagowych w stosunku do
masy chitozanu i prowadzenia procesu elektrodepozycji chitozanu z roztworu na szkie-
lecie wewnetrznym implantu pradem statym przy napieciu 6-24 V w czasie 1 - 40 mi-
nut, a po zakonczeniu elektrodepozycji zdjeciu powstatego implantu z elektrody
1 umieszczeniu w soli fizjologicznej buforowanej fosforanami, znamienny tym,
ze wytworzony szkielet implantu, przed pokryciem go polimerem, poddaje si¢ modyfi-
kacji powierzchniowej substancja aktywna, polegajacej kolejno na umieszczeniu szkie-
letu w roztworze buforu tris o stezeniu 0,12 g/l zawierajacego 3,7 — 18,5 g chlorowo-
dorku dopaminy/ g szkieletu, nastgpnie poddaniu szkieletu tagodnemu mieszaniu
z predkoscia 30 obrotéw/minutg bez dostepu swiatta w czasie 24 godzin, 3-krotnym
ptukaniu w dejonizowanej wodzie i w koncu na tagodnym wytrzgsaniu w wodnym roz-
tworze nosnika substancji aktywnej inkapsulujacego substancje aktywna, o stezeniu
0.1 -2 g/, w czasie 2-6ch godzin.

2. Sposéb wedtug zastrz.1, znamienny tym, ze jako nosnik substancji aktywnej sto-
suje sie mikrokapsutki inkapsulujace substancje¢ aktywna.
3. Sposéb wedlug zastrz.2, znamienny tym, ze stosuje si¢ mikrokapsutki inkapsulu-

jace substancje aktywng, wykonane z kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego.
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4. Sposéb wedtug zastrz.2, znamienny tym, ze stosuje si¢ mikrokapsutki inkapsulu-
jace substancje aktywna, wykonane metoda emulsyjna.
5. Sposéb wedlug zastrz.1, znamienny tym, ze w procesie elektrodepozycji stosuje

si¢ roztwor chitozanu w roztworze wodnym kwasu mlekowego.
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D57 x30 2 mm
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