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Beschichtungszusammensetzung fiir eine implantierbare

medizinische Vorrichtung und Verfahren zur Beschichtung

einer solchen Vorrichtung

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Beschichtungszusammen-
setzung fiir eine implantierbare medizinische Vorrichtung, wobei
die Beschichtung =zumindest ein Polymer und zumindest einen

biologisch aktiven Wirkstoff aufweist.

Im Stand der Technik sind verschiedene Beschichtungszusammen-
setzungen und Verfahren zur Beschichtung von implantierbaren

medizinischen Vorrichtungen hinreichend bekannt.
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Beschichtete implantierbare medizinische Vorrichtungen kommen
bspw. als Haut-, Knochen- oder Knorpelersatz zum Einsatz und
spielen insbesondere in der Gef&dBchirurgie als Prothesen eine

groBe Rolle.

Derartige Prothesen werden in ein K&rperlumen, bspw. in ein
Blutgeféﬁ elnes Patienten 1mplant1ert um dlese GefaBe fur dle
.:betreffenden Flulde auf eine’ bestlmmte Strecke zu ‘ersetzen -
beispielsweise bei einer Gef#&Bprothese — oder um sie aufzuwei-
ten und offen 2zu halten durch einen sogenannten Stent. Die
meist zylindrisch geformten Prothesen stiitzen dabei die GefiaB-
auskleidung und verhindern, dass die Gef&dBe kollabieren oder
dass ihre Auskleidung den Durchlauf durch die GefdBe versperrt.
Herk&mmlich fiir Prothesen verwendete Materialien sind bspw.
synthetische Materialien wie gewebte F&den aus Polyethylente-
rephthalat (PET) oder aus expandiertem Polytetrafluoroethylen
(ePTFE), daneben werden aber auch verschiedene Metalle einge-

setzt.

Nicht in jedem Fall muss bei einer GefdBverengung oder einem
Gef&dBverschluss (Stenose) ein chirurgischer Eingriff von auBen
her durchgefiihrt werden. Sogar bei Verschliissen von Herzkranz-
gefédBen kann in vielen F&dllen eine Herzoperation bei gedffnetem
Brustkorb durch eine Prothese vermieden werden, die durch Gefi-
fe (intravasal) eingebracht wird. Hierfiir wird beispielsweise
iber eine Vene ein Katheter bis in die Gef&Bverengung einge-
bracht, welcher an seiner Spitze einén aufblasbaren Ballon und
eine aufweitbare mechanische Stiitze fiir das GefiB (Stent)
trdagt. Durch das Aufblasen des Ballons werden GefdB und Stent
gleichzeitig aufgeweitet; der Durchfluss von Blut durch die

Stenose wird so wieder moglich.
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Bei dieser etwas gewaltsamen Aufweitung wird das GefiB ver-
letzt. Es wird durch den steifen Stent gegen Kollabierung ge-
stitzt. Auch wenn der Stent im entfalteten Zustand eine sehr
offene Struktur besitzt, gibt es viele Kontaktstellen zwischen
dem steifen Stiitzmaterial und der verletzten Gef&Bwand. Diese

bringt zwei zeitlich aufeinanderfolgende Probleme:

“'alle déféBVeriétZuﬁgeﬁ wirken thfombogenf'Uberidie'Aktiﬁiefuhélzf'

der Blutpldttchen durch Gef#Bmaterial unter dem Endothel bildet
sich ein Thrombus im Lumen, der den Austritt von Blut verhin-
dern soll. Auch Fremdoberflichen wie Metalle oder Kunststoffe,
aus welchen Stents hergestellt werden, wirken thrombogen und
kénnen durch die Thrombusbildung innerhalb kurzer Z%eit zu einem

erneuten GefdBverschluss (Restenose) fiihren.

Bei der Heilung des durch die Aufweitung geschidigten GefidBes
kommt es ferner zu einer Narbenbildung insbesondere dort, wo
durch Druckstellen des steifen Stents ein permanenter Stress
auf das sich regenerierende Gewebe ausgeiibt wird. UberschieBen-
de Proliferation von Narbengewebe fithrt bei ca. 30 % aller

unbeschichteten Stents nach lingerer Zeit zu einer Restenose.

Die Beschichtung der als Stiitzmaterial notwendigerweise steifen
Stents soll beide Risiken der Restenose verhindern - die kurz-
fristige Thrombengefahr wie die langfristige Proliferation von

Narbengewebe.

Diese Probleme, ndmlich das Vermeiden der Koagulation und Pro-
liferation und das Verhindern der Aktivierung der Blutplittchen
werden im Stand der Technik verschiedenartig angegangen. Ziel

solcher Forschungen sind bspw. Beschichtungen von Stents, die
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eine erhohte Hemokompatibilit&t bieten sollen. Seit lé&ngerer
Zeit werden bspw. in die Beschichtung der Stents antikoagulie-
rende, antimikrobielle, antiinflammatorische oder antiprolife-
rative Agenzien eingesetzt, welche im allgemeinen als "biolo-
gisch aktive" Substanzen bezeichnet werden. Diese Substanzen
sollen aus dem Beschichtungsmaterial des Stents derart freige-

setzt werden, dass sie Entzlindungen des umliegenden Gewebes,

" tiberschiefendes ,WaghStﬁm«~der‘~§laﬁtéh-”Muskéléellen.quérl:das”ff

Verklumpen von Blut verhindern.

Aus der US 5,788,979 ist ein Verfahren gzur Beschichtung eines
biologisch kompatiblen Materials bekannt, welches mit dem Blut
eines Patienten in Kontakt kommt, wobei durch die Zusammenset-
zung der Beschichtung eine Koagulation des Blutes durch das
Biomaterial verhindert werden soll. In dem Verfahren wird zu-
ndchst ein biologisch abbaubares Material, welches mit dem Blut
und Gewebe des menschlichen Koérpers kompatibel ist, in einem
flissigen Status vorbereitet und anschlieBend ein anti-
koagulierendes Mittel in das flissige, biologisch abbaubare
Material gegeben. Dadurch wird ein flussiges Beschichtungsmate-
rial hergestellt, welches auf ein biologisch kompatibles Mate-
rial auf kontinuierliche Art und Weise aufgetragen und an-
schlieBend getrocknet werden kann. Mit diesem Verfahren und den
verwendeten Materialien konnen Schichtdicken von weniger als

100 um produziert werden.

In der US 5,788,979 wird weiterhin offenbart, dass das biolo-
gisch abbaubare Material insbesondere ein biologisch abbauba-
res, synthetisches Polymer sein kann, wie bspw. Polyglykolsau-
ren, Polymilchs&duren, Polyhydroxybutyrate, Polyhydroxyvalerate, .

Polydioxanone, modifizierte Starken, Zellulosen usw.
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Dariiber hinaus wird vorgeschlagen, dass neben dem anti-
koagulierenden Mittel weitere Substanzen in der Beschichtung
vorliegen konnen, wie bspw. anti-inflammatorische, anti-
proliferative, antibiotische Substanzen. Als Beispiele hierzu
werden in der Patentschrift Dexamethason, Gentamycin und Hiru-

din aufgefiihrt.

n thh£eiIigJaﬁ‘dén~§enahn£en‘Béséhiéhtbnéén-ist,ﬁdas§7béi7Ver;f-f

wendung von anti-koagulierenden Mitteln die jeweilige Verabrei-
chung und Dosierung sorgfdltigst beobachtet und auf den einzel~-
nen Patienten abgestimmt werden muss, da bei diesen Substanzen
immer eine groBe Gefahr von akuten Blutungen besteht. Daneben
entwickeln zahlreiche Patienten nach Rontakt mit rekombinant
produziertem Hirudin AntikOrper gegen Hirudin-Thrombin-
Komplexe, wodurch der anti-thrombotische Effekt dieser Substanz
unkontrollierbar wird. Die Verwendung von Glucocorticoiden wie
Dexamethason ruft insbesondere iiber lingere Zeitriume die bei
diesen Hormonen {iiblicherweise beobachteten Nebenwirkungen auf

den Protein- und Kohlenhydratstoffwechsel hervor.

Aus der DE 195 21 642 sind Implantate bekannt, die zumindest
teilweise aus einem resorbierbaren Material bestehen und die in
diesem resorbierbaren Material einen antibiotischen Wirkstoff
aufweisen, wobeli dieser Wirkstoff wihrend der gesamten Abbau-
phase des resorbierbaren Materials in die Umgebung abgegeben
wird. Als antibiotischen Wirkstoff wird in dieser Patentschrift

insbesondere Gentamycin genannt.

Nachteilig an der Verwendung von Gentamycin ist, dass dessen
therapeutische und toxische Konzentration individuell stark

variiert. So wurden im Zusammenhang mit Gentamycin Nebenwirkun-—
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gen wie Nephrotoxizitdt, neuronale Blockaden und insbesondere

vestibuldre und cochledre Stdrungen beschrieben.

Weitere in diesem Zusammenhang nennenswerte Verbindungen sind
die Cytostatika Taxol (Paclitaxel) und Rapamycin und deren
Derivate. Jedoch sind auch hier aus der Literatur zahlreiche
Nebenw1rkungen und Kompllkatlonen bei der Verwendung als Stent-
Beschlchtung bekannt, z. B die -starke: Thrombogenltat von’ Taxol 
(F. Liistro, A. Colombo, "Late acute thrombosis after paclita-

xel eluting stent implantation", Heart, 86: 262-264 (2001)).

Bei der Verwendung von Rapamycin als Stent-Beschichtung (US
2001 027 340) zeigte sich in aktuellen klinischen Studien nur
eine eingeschrankte Reduzierung der Restenose (SIRIUS~-Studie
der Firma Cordis: 10 % Restenose). Nachteilig bei diesen Cy-
tostatika ist neben der hohen Toxizitdt die chemische Instabi-
litit und die daraus resultierende Schwierigkeit der exakten
Dosierung. So =zeigten einige Patienten in der obengenannten
Studie auch Symptome einer Uberdosierung (Ausdiinnung der Gefal-

wand) .

Ferner besteht z.B. bei den im Stand der Technik bekannten
beschichteten Stents die Gefahr, dass bei Anpassungsvorgdngen
des Stents an das betreffende GefdB - in Form von Ausdehnungen
oder Kompressionen - das Beschichtungsmaterial beschddigt wer-
den. Die Beschichtung und die Freisetzung der biologisch akti-
ven Substanzen werden dadurch in ihrer jeweiligen Funktion und

Wirkung beeintréchtigt.
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Weiterhin besteht ein groBes Bediirfnis, die Abgabe der biolo-
gisch aktiven Substanz in einer Beschichtung an die Umgebung

des Implantats einfacher und genauer kontrollieren zu kénnen.

Aus der WO 01/64214 ist es bekannt, Topoisomeraseinhibitoren,
wie bspw. Camptothecin, Anthracycline und 1,4-Naphthochinone
wie Juglon, Menadion und Plumagin zur Behandlung von Entziin-

. dungskrankheiten .einzusetzen:

Die WO 01/21326 offenbart ein Verfahren zur Herstellung eines
Polymers mit einer Tr#geroberfldche, wobei ein Beschichtungs-
mittel aufgetragen wird, welches ein zyklisches Diketon, wie

bspw. Naphthochinon aufweisen kann.

Trotz der im Stand der Technik vielfdltig diskutierten ver-
schiedenen abbaubaren Beschichtungsmaterialien und trotz der
Vielzahl von in diesem Zusammenhang untersuchten antibiotisch,
antimikrobiell oder anti-koagulierend wirkenden Mitteln, sind
Restenosen von GefdBen und AbstoBungsreaktionen von Implantaten
nach wie vor ein groBes Problem. Demnach besteht trotz alledem
ein groBes Bediirfnis an Vorrichtungen, die eine dauerhafte
Freihaltung von bspw. GefdBen und ein gute Bioresorbierbarkeit

ermdglichen.

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Beschich-
tung, die ein Polymer aufweist, mit einem neuen biokompatiblen
biologisch aktiven Wirkstoff bereitzustellen, wobei vorzugswei-
se bei einer Optimierung der mechanischen Eigenschaften der
Beschichtung bestimmte Mengen dieses biologisch aktiven Wirk-
stoffs eingelagert werden konnen und dessen Freisetzung aus der

Beschichtung einfach kontrolliert werden kann.
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GemaB der vorliegenden Erfindung wird diese Aufgabe bei der
<eingangs genannten Beschichtungszusammensetzung dadurch gelodst,
dass der biologisch aktive Wirkstoff Naphthazarin und/oder ein

Naphthazarin-Derivat ist.

Die der Erfindung =zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese

Weise vollkommen geldst.

Der Erfinder hat erkannt, dass es durch die Verwendung von
Polymeren und von bestimmten Naphthazarin-Derivaten in einer
Beschichtung m&glich ist, eine implantierbare medizinische
Vorrichtung zu schaffen, die hervorragende mechanische Eigen-
schaften aufweist, d.h. sowohl Kompressionen als auch Expansio-
nen standhalten kann, und dass die Einlagerung von Naphthaza-
rin-Derivaten keinen negativen Einfluss auf die _mechanischen
Eigenschaften hat, vielmehr bleibt die Substanz als biologisch

aktiver Wirkstoff erhalten.

Der Erfinder hat ferner erkannt, dass es durch den Einsatz von
bestimmten Naphthazarin-Derivaten méglich ist, optisch zu kon-
trollieren, ob und in welchem Umfang die Beschichtung von im-
plantierbaren medizinischen Vorrichtungen erfolgreich verlaufen
ist. Dies wird durch die den Naphthazarin-Derivaten zugrunde
liegende Farbigkeit erreicht: Enthilt eine Beschichtung ein
Naphthazarin-Derivat, so kann aufgrund der Einfdrbung ermittelt
werden, ob eine Vorrichtung unbeschichtet, beschichtet oder nur

zum Teil beschichtet ist.

Naphthazarin ist im Stand der Technik als GrundkOrper vieler
Naturfarbstoffe bekannt, die dariiber hinaus auch Heilmittel

darstellen. Durch den Einsatz von Naphthazarin und/oder Naph-
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thazarin-Derivaten kénnen zwei vorteilhafte Wirkungen mit einem
Wirkstoff erzielt werden. Zum einen sind diese Naturstoffe
farbig, so dass der Erfolg der Beschichtung optisch kontrol-
liert werden kann, und andererseits weisen sie gleichzeitig
eine heilende Wirkung auf, was den Zusatz weiterer biologisch

aktiver Substanzen in die Beschichtung unnétig macht.

:gIn;Fig;,lb‘istfdef-Gruhdkérpérg&dnﬂhaphthazarih'gezeigt.iNaph¥}jl

thazarin wiederum gilt als Derivat von 1,4-Naphthochinon, des-

sen Grundgeriist in Fig. la gezeigt ist.

Zu den Naphthazarin-Derivaten zihlen vorliegend alle Verbindun-
gen, die das Grundgeriist von Naphthazarin aufweisen, wobei der
Rest R bspw. irgendein aliphatischer Rest sein kann, welcher
acyclisch oder cyclisch, unverzweigt oder verzweigt, substitu-

iert (bspw. Hydroxy-substituiert) vorliegen kann.

In einer weiteren Ausfilhrungsform ist das Derivat aus der Grup-
pe umfassend Shikonin, Alkannin, Arnebin und Derivate davon

ausgewdhlt. Besonders bevorzugt ist hierbei Shikonin.

Der Erfinder konnte in eigenen Versuchen zeigen, dass bei mit
dem Naphthazarin-Derivat Shikonin beschichteten Stents eine
Blutpl&attchen- und Fibroblasten-Aggregation verhindert werden

konnte.

Das Wirkungsspektrum von Shikonin ist im Vergleich zu den im
Zusammenhang mit Beschichtungen bereits verwendeten Verbindun-—
gen wie bspw. Rapamycin und Taxol wesentlich breiter. Shikonin,
Alkannin und Derivate davon sind bereits seit langem als rote

Naturfarbstoffe und als Heilmittel bekannt. So stellen bspw.
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Papageorgiou et al., "Chemie und Biologie von Alkannin, Shiko-
nin und verwandten Naphthazarin-Naturstoffen", Angew. Chemie
111: 280-311, 1999) in ihrem Ubersichtsartikel die seit lange-
rem bekannten biologischen und pharmakologischen Eigenschaften
dieser Wirkstoffe vor und behandeln bioorganische, prédparative
und medizinische Aspekte: So werden in dem Artikel andere Ver-

6ffentlichungen zitiert, in denen gezeigt wurde, dass Shikonin

’ﬂgSleérfﬂeine'jeﬁtéﬁndungsheﬁmgndé ‘und “antimikrobielle - Wirkung =

aufweist. In dem Artikel von Papageorgiou et al. wird ferner
eine Verdffentlichung zitiert, in der eine antithrombotische
Wirkung von wenigen Naphthazarin-Derivaten beschrieben ist,
diese Wirkung konnte aber nicht eindeutig der Shikonin-Familie

zugewiesen werden.

Shikonin besitzt erwiesenermaBen eine Antitumorwirkung, ist
antimykotisch, antimikrobiell wund wundheilend. Die bisher
verwendeten Cytostatika (bspw. Rapamycin oder Taxol) erreichen

das einzigartige Wirkungsprofil von Shikonin nicht.

Hisa et al., "Shikonin, an Ingredient of Lithospermum Erythro-
rhizon, Inhibits Angiogenesis in Vivo and in Vitro", Cancer
Res. 18: 783-790, 1998, zeigten, dass Shikonin die Proliferati-
on von bovinen Endothelzellen inhibieren konnte, was zu einer
Inhibierung der Angiogenese fithrte. Hingegen ist in diesem
Artikel nicht beschrieben oder dargelegt, ob und in welcher
Weise Shikonin oder mit Shikonin verwandte Substanzen dazu in
der Lage sind, die Proliferation von Fibroblasten, insbesondere
von Myofibroblasten, deren Proliferation wie zuvor erwdhnt an

der Restenose von Gef&Ben beteiligt ist, zu verhindern.
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Insbesondere unter Beriicksichtigung des Artikels von Sakaguchi
et al., "Granulomatous Tissue Formation of Shikon and Shikonin
by Air Pouch Method", Biol. Pharm. Bull 24(6): 650-655, 2001,
in dem dargelegt ist, dass Shikonin die GefdBneubildung stimu-
liert, waren die von dem Erfinder gezeigten Ergebnisse nicht zu
erwarten. Im Gegenteil, die bekannten Eigenschaften von Shiko-
nin sprachen bisher gegen eine Verwendung von Shikonin oder
' :anderer Naphthochlnon— oder Naphthazarln—Derlvate 1m Zusammen-"
hang mit implantierbaren medizinischen Vorrichtungen. Erst der
Erfinder konnte zeigen, dass Shikonin die Aggregation von Blut-
plattchen und damit sowohl Thrombosen als auch Langzeit-~

Restenosen verhindern kann.

Zur Beschichtung von implantierbaren medizinischen Vorrichtun-

gen wurden Naphthazarine bisher nicht vorgeschlagen.

Dariiber hinaus sind Naphthazarin-Derivate dazu geeignet, die
Freisetzungskinetik in der Entwicklung besser zu iiberpriifen.
Andere Farbstoffe, bspw. ohne jegliche biologische Aktivitit,
wdren lediglich weitere Fremdstoffe in der Beschichtung und
wiirden dadurch die Gefahr einer allergischen oder entziindlichen
Reaktion erhdhen. Demnach wird durch die Verwendung von Shiko-
nin bzw. von anderen Naphthazarin-Derivaten eine optische End-
kontrolle bereitgestellt, ob und wie gut ein Implantat be-

schichtet worden ist.

Dabei ist nicht ausgeschlossen, dass die Beschichtungszusammen-
setzung auch mehrere Naphthazarin-Derivate aufweist oder aber
in die Beschichtungszusammensetzung weitere Begleitstoffe mit
eingearbeitet werden, wie bspw. antikoagulierende, antimikro-

bielle oder antiinflammatorische Substanzen.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform enth&dlt die Be-
schichtungszusammensetzung Naphthazarin und/oder ein Naphthaza-

rin-Derivat in einem Anteil von 0,01 bis 1 Gew.-%.

Ferner ist bevorzugt, wenn Naphathazarin und/oder Naphthazarin-
Derivat in einem Anteil enthalten ist, der ausgewdhlt ist aus
der Gruppe umfassend 0,04 Gew.-%, 0,05 Gew.-%, 0,06 Gew.-%,
" 0,07 Gew.<%, 0,08 Gew.-%, 0,09 Gew.-%, -1 Gewi-%.. * . .

Der Erfinder konnte in eigenen Versuchen zeigen, dass die Ver-
wendung von 0,1 bis 1 Gew.-% an einem Naphthazarin-Derivat,
insbesondere Shikonin, in der Beschichtung geeignet ist, um
eine ausreichende inhibierende Wirkung auf die Blutpldttchen

und Fibroblasten-Adhidsion auszuiiben.

Das Polymer kann dabei ein biokompatibles Polymer sein, aus dem
der biologisch aktive Wirkstoff herausdiffundiert, oder ein
resorbierbares Polymer, aus dem der Wirkstoff durch Abbau des

Polymers freigesetzt wird.

In einer weiteren Ausfilhrungsform ist bevorzugt, wenn das Poly-
mer ein resorbierbarer Polyester ist und insbesondere aus der
Gruppe umfassend Polyglykolsdure, Polymilchsdure, Polycaprolak-

ton, Polyhydroxyalkanoate und Copolyester davon ausgewdhlt ist.

Derartige resorbierbare Polyester und Copolyester sind im Stand
der Technik hinreichend bekannt und haben sich insbesondere in

medizinischen Verwendungen hinreichend bewdhrt.
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Hierbei ist insbesondere bevorzugt, wenn das Polyhydroxy-
alkanoat aus der Gruppe umfassend Polyhydroxybutyrat, Poly-

hydroxyvalerat und Copolyester davon ausgewdhlt ist.

Der Erfinder konnte in eigenen Versuchen zeigen, dass insbeson-
dere Copolyester aus Polyhydroxybutyrat und Polyhydroxyvalerat

als Beschlchtungsmaterlal hervorragende Elgenschaften besitzen.

Durch ‘diese Polyester wird gewahrlelstet dass die. Beschlchtung*‘i‘

sowohl biologisch abbaubar ist als auch ausgezeichnete mechani-
sche Eigenschaften aufweist. Ferner =zeigte sich in eigenen
Versuchen, dass ein in dieses Copolyester eingelagertes Naph-
thazarin-Derivat ausgezeichnete biologische Aktivititen auf-

wies.

Es ist bekannt, dass zahlreiche organische, biologisch abbauba-
re Polymere in der Lage sind, Wirkstoffe innerhalb eines gewis-
sen Zeitfensters freizusetzen. Viele Materialien sind aber als
Beschichtung nicht geeignet, da sie nicht vollstdndig biokompa-
tibel sind. So zeigten bspw. van der Giessen et al., "Marked
Inflammatory Sequelae to Implantation of Biodegradable and
Nonbiodegradable Polymers in Porcine Coronary Arteries", Circu-
lation 94:1690-1697, 1996, dass Polylactide und andere ver-
meintlich als biokompatibel geltende Polymere beim Abbau im

Korper zu entziindlichen Gewebe-Reaktionen fithrten.

Weiterhin ist bekannt, dass viele biologisch abbaubare Polymere
nicht die entsprechenden mechanischen Eigenschaften aufweisen.
So konnen bspw. kristalline Bereiche zu einer pl&tzlichen Riss-
bildung fiihren. Aus diesen Griinden muss eine Beschichtung £fir
eine implantierbare medizinische Vorrichtung besondere mechani-

sche Eigenschaften aufweisen, und sowohl Kompressionen als auch
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Expansionen -~ bspw. bei Inflation des Katheters - standhal-

ten.

In einer weiteren Ausflihrungsform ist in dem Copolyester Poly-
hydroxyvalerat in einem Anteil von 20 bis 30 Gew.-$%, vorzugs-
weise von 25 Gew.-%, und Polyhydroxybutyrat in einem Anteil von

70 bis 80 Gew.~-%, vorzugsweise von 75 Gew.-%, enthalten.

In eigenen Versuchen konnte der Erfinder zeigen, dass dieses
Verhdltnis £fiir einen Einsatz als Beschichtungsmaterial beson-
ders geeignet ist, da mit diesem Verhiltnis eine gute Loslich-
keit gewdhrleistet wird und gleichzeitig die hervorragenden

mechanischen Eigenschaften des Polyesters erzielt werden.

Ferner ist in einer weiteren Ausfithrungsform bevorzugt, wenn
das resorbierbare Polymer und das Shikonin in zumindest einem
Losungsmittel, vorzugsweise Dimethylacetamid und/oder Tetra-

hydrofuran geldst vorliegen.

Es hat sich gezeigt, dass durch L&sen der wirksamen Komponenten
der Beschichtung in diesen L&sungsmitteln deren mechanische

bzw. biologische Eigenschaften nicht beeintrichtigt werden.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Beschichtung
einer implantierbaren medizinischen Vorrichtung mit den Schrit-

ten:

(a) Aufbringen der neuen Beschichtungszusammensetzung auf die

implantierbare medizinische Vorrichtung,

(b) Trocknen der implantierbaren medizinischen Vorrichtung und
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(c) ggf. Wiederholen der Schritte (a) und (b).

In einer Ausfiihrungsform ist hierbei bevorzugt, wenn die Be-
schichtungszusammensetzung auf die implantierbare medizinische

Vorrichtung aufgespritht wird.

Zum Aufspruhen konnen verschledene Technlken angewendet werden,

dle allesamt im- Stand der Technlk h:Lnre:Lchend bekannt sind."

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Beschich-
tung durch Eintauchen der implantierbaren medizinischen Vor-

richtung in die Beschichtung aufgebracht.

Die Beschichtungsvorgidnge werden dabei so oft wiederholt, bis
die erwiinschte Schichtdicke fiirx die Beschichtung auf der im-
plantierbaren medizinischen Vorrichtung erreicht ist, Dbspw.

eine Schichtdicke von 1 bis 100 um.

Eine bevorzugte Ausfilhrungsform des erfindungsgemédBen Verfah-
rens zur Beschichtung einer implantierbaren medizinischen Vor-
richtung besteht darin, dass eine Beschichtung aufgebracht
wird, die ein Polyhydroxybutyrat-Polyhydroxyvalerat-Copolyester
aufweist, in dem das Verh&dltnis Polyhydroxybutyrat : Polyhydro-
xyvalerat 3:1 ist, und in dem Shikonin in einem Anteil von 0,01

bis 5 Gew.-% enthalten ist.

Der Erfinder hat erkannt, dass mit dieser Zusammensetzung eine
besonders geeignete Beschichtung geschaffen werden kann, mit
welcher neben den optimalen mechanischen Eigenschaften einer
Beschichtung auch die Doppelfunktion von Shikonin - als Farb-

stoff und biologisch aktiver Wirkstoff - wirkungsvoll genutzt
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werden kann. Die Eigenschaften von Shikonin - Farbstoff und
Wirkstoff - bleiben auch nach Einbau in die erfindungsgemife

Beschichtung erhalten.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform wird bei dem
Verfahren zur Beschichtung einer implantierbaren medizinischen

Vorrichtung ein Stent als Vorrichtung eingesetzt.

Hierbei k&nnen bspw. Stents eingesetzt werden, die zumindest
ein Metall und/oder ein Kunststoffmaterial aufweisen. Derartige
Stents wund Verfahren zur Beschichtung von derartigen Stents

sind im Stand der Technik hinreichen bekannt.

Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass auch andere Formen von
implantierbaren medizinischen Vorrichtungen mit der erfindungs-
gemaBen Beschichtungszusammensetzung beschichtet werden kdnnen.
So kommen bspw. auch Hautimplantate, ein Knorpel- oder Knochen-
ersatz in Frage, die eben, rechteckig, zylindrisch oder als

Klappe ausgebildet sein k&nnen.

Falls als implantierbare medizinische Vorrichtung eine GefaB-
prothese verwendet wird, so kann deren tubulire Ausgestaltung
beliebig geformt sein, also bspw. als verzweigter oder unver-

zweigter Tubus etc.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung einer wie oben
angegebenen neuen Beschichtungszusammensetzung zur Beschichtung

von implantierbaren medizinischen Vorrichtungen.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Naphthazarin

und/oder Naphthazarin-Derivaten, insbesondere von Shikonin, zur
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Herstellung einer Beschichtungszusammensetzung fiir eine implan-
tierbare medizinische Vorrichtung und die Verwendung zur Be-

schichtung einer implantierbaren medizinischen Vorrichtung.

Die Erfindung betrifft ferner eine implantierbare medizinische
Vorrichtung, die mit einer wie oben genannten neuen Beschich-
tungszusammensetzung beschichtet ist, und insbesondere Stents.

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehenden Beschrei-

bung.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nach-
stehend noch zu erliuternden Merkmale nicht nur in den Jjeweils
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinatio~-
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der

vorliegenden Erfindung zu verlassen.

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Anwendungs- und

Ausfithrungsbeispielen und durch die Figuren ndher erlédutert. Es

zeigen
Fig. la die Formel der Substanz 1,4-Naphthochinon;
Fig. 1b die allgemeine Formel des Grundkdrpers von

Naphthazarin-Derivaten.
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Beispiel

1. Verwendete Beschichtungszusammensetzungen

Folgende Polymer-Zusammensetzungen wurden als Beschichtungsma-

terial getestet:

"' eine Kompog&it-Beschichtung ‘aus” dem nicht ‘resorbierbaren -

Polyurethan Elastollan, mit und ohne Shikonin;

- ein biologisch abbaubarer Copolyester aus Poly(p-

hydroxybutyrat-co-f-hydroxyvalerat) (im folgenden P(HB-

HV)) mit einem Anteil von 12 Gew.-% Polyhydroxyvalerat;

- ein biologisch abbaubarer Copolyester aus P(HB-HV) mnit
einem Anteil von 25 Gew.-% Polyhydroxyvalerat, mit und

ohne Shikonin.

Als Loésungsmittel wurden Dimethylacetamid (im folgenden DMAR)

und Tetrahydrofuran (im folgenden THF) getestet.

Dabei erwies sich eine Zusammensetzung von 25 Gew.-% Polyhydro-
xyvalerat (im folgenden PHV) im Verhdltnis zu 75 % Polyhydroxy-
butyrat (im folgenden PHB) am geeignetsten. Dartiber hinaus
konnte eine Zusammensetzung mit diesem Verh&ltnis mit einer
maximalen Konzentration von bis zu 1,5 Gew.-% in dem jeweiligen
Ldsungsmittel unter Erhitzen in beiden Losungsmitteln geldst

werden.
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Diesbeziiglich wurde eine Arbeitsldsung (I) enthaltend P (HB-HV)
mit 25 Gew.-% PHV mit folgender Zusammensetzung fiir die Be-~
schichtungszusammensetzung verwendet:

- P(HB-HV): 1,5 g

- DMAA oder THF: 100 ml

Neben dlesem reinen Copolyester wurde eine weltere zusammenge—

=setzte Besohlchtung getestet, namllch P(HB HV) mit einem’ Gehalt-';‘

von 25 Gew.-% PHV und mit Shikonin. Die hierzu verwendete Ar—
beitsldsung (II) wies die folgende Zusammensetzung auf:

- P(HB-HV): 1,5 g

- Shikonin: von 15 bis 75 mg

- DMAA oder THF: 100 ml.

Fir die Durchfithrung der Tests wurden zum einen mit den Ar-
beitslésungen I und II beschichtete Stents (aus rostfreiem
Stahl mit elektropolierter Oberfliche, Translumina GmbH, He-
chingen, Deutschland) verwendet und zum anderen in Petrischalen

gegossene Polymerfilme aus den angegebenen Arbeitsldsungen I

und ITI.
2. Zell-Adhdsions- und Zell-Proliferationsstudien
a) Elastollan-Filme

Material und Methoden

Getestet wurden 0,1 und 0,5 Gew.-% Shikonin enthaltende E-

lastollan Filme und Elastollan-Filme ohne Shikonin.
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Obgleich Elastollan ein nicht~resorbierbares Polymer darstellt,
so zeigen die mit diesem Polymer erzielten Ergebnisse doch die
Wirksamkeit wvon Shikonin als Inhibitor der Zelladhidsion und
-proliferation. Dies bedeutet, dass hier der Wirkstoff durch
Auswaschung und nicht durch Abbau der Elastollan-Matrix freige-

setzt wird.

"Bei.. diesen. ~Versuchen wurden. ‘humane .embryonale Fibroblasten -

eingesetzt. Die Zellen wurden in Eagle's Medium unter Zusatz
von 10 % fetalem K&lberserum kultiviert und 2zweimal in einer
Woche unter Verwendung einer Trypsin-EDTA-Ldsung passagiert.
Die nach der 14. Passage vorliegenden Zellen wurden fiir die
Tests verwendet. Als Negativkontrolle wurde in Kulturmedium
geldstes Mitomycin C in einer Konzentration von 20 ug/ml ver-

wendet.

Getestet wurden Extrakte aus Elastollan-Filmen ohne Shikonin,
Elastollan-Filme mit 0,1 Gew.-%, 0,5 Gew.-%, 1 Gew.-% und 5
Gew.-% Shikonin (bezogen auf Polyurethan), sowie Shikonin al-

leine.

Zur Gewinnung der Extrakte wurden Schdlchen, ausgekleidet mit
den zu testenden Polymeren (also Elastollan~Filme ohne bzw. mit
Shikonin), 3 h bei 37 °C’mit Eagle's Medium inkubiert. Ungelds-
te Feststoffe wurden durch Filtern entfernt. Die Kontrolle mit
lediglich Shikonin (in Kultur-Medium) wurde unter den gleichen

Bedingungen kultiviert.

Die jeweiligen Filtrate wurden als Test-Extrakte eingesetzt,
wobei der pH-Wert der Shikonin-enthaltenden Elastollan-Extrakte

zuvor mit 0,1 N HCl eingestellt wurde, und wobei dem Xontroll-
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Extrakt (Elastollan ohne Shikonin) und dem Extrakt mit Shikonin
alleine die gleiche Menge an Phosphat-Puffer hinzugefiigt wurde,
die zur Einstellung des pH-Wertes der Elastollan/Shikonin-

Extrakte notwendig war.

Parallel dazu wurden Jjeweils 1 ml der Zell-Suspension

(Fibroblasten, siehe oben) mit 4 x 10' zellen/ml auf 24-well-

"Platﬁeh"aﬁfgébfacht}-Néch einér"24¢éfﬁndi§éﬁ‘Kﬁltiﬁiérungééeitﬂ}ﬂ'

wurde das Medium entfernt und die zu testenden Extrakte hinzu-
gefiigt (Positivkontrolle: frisches Medium ohne Extrakt; Nega-

tivkontrollen: Zugabe von Mitomycin C fiir 2 h).

AnschlieBend wurden die Zellen mit Hanks-LOsung gewaschen und
in die Wells frisches Medium gegeben. AnschlieBend wurden die
Zellen iiber 72 h inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden
die Kulturen zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen und mit 2,5%
Glutaraldehyd fiir 30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden
sie wiederum 2zweimal gewaschen und unter Luftfeuchtigkeit fiir

3 h bei 37°C mit Giemsa gefdrbt.

Die von den Zellen zuriickgehaltene Farbe wurde mit einer Phos-
phat-Puffer/Alkohol-Mischung (1:1) iiber 15 min bei Raumtempera-
tur eluiert. Die optische Dichte der erhaltenen L&sungen wurde
durch ein Spektrophotometer mit einer Wellenldnge von 620 nm

bestimmt.

Ergebnisse

In der Positivkontrolle (getesteter Extrakt: lediglich Kultur-

medium) bedeckten die Fibroblasten nahezu die gesamte Oberfla-
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che des Wells, wobei sie eine l&dngliche Form und ein typisches

Wachstums-Muster zeigten.

In der Negativkontrolle (getesteter Extrakt: Kulturmedium +
Mitomycin C) konnte kein Zellwachstum beobachtet werden. Die
Zelldichte war gering und entsprach der vom zweiten Tag des
Versuchs. Dle Zellen besafien eine langllche Form, standen je-~
“doch. nlcht in Kontakt mltelnander. Elnlge zellen waren abgerunQ:ﬂ

det oder waren lysiert.

Das Zellwachstum auf Extrakt aus Elastollan allein war &hnlich
wie in der Positiv-Kontrolle. Bei Verwendung von Shikonin-
enthaltenden Elastollan-Extrakten konnte eine inhibitorische
und sogar cytotoxische Wirkung beobachtet werden: Einzelne

Zellen waren angeheftet, die meisten waren abgerundet.

Dieser Test =zeigte, dass Shikonin und Extrakte aus Shikonin-
enthaltenden Elastollan-Filmen in vitro einen inhibitorischen

Effekt auf menschliche Zellen besitzen.

b) In vitro-Adhdsion von humanen embryonalen Fibroblasten der

Lunge auf Elastollan- und Shikonin-enthaltenden Elastol-

lan-Filmen

7Zu diesem Test wurden Petrischalen, beschichtet mit Filmen aus
Elastollan- und Shikonin-enthaltenden Elastollan-DMAA-L&sungen,
verwendet. Die Konzentration von Shikonin in den Polyurethan-
Proben betrug 0,01 Gew.-%, 0,05 Gew.-% und 0,5 Gew.-% (bezogen
auf Polyurethan). Eine Petrischale aus Plastik diente als Posi-

tivkontrolle.
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Die Zellen wurden auf die Oberfldche der mit den Polymer-
Zusammensetzungen beschichteten Petrischalen mit einer Xonzent-
ration von 4 x 10' Zellen/ml in Eagle's Medium mit 10 % fetalem
Kédlberserum ausgesd@t. Die Anzahl der angehefteten Fibroblasten
wurde nach einer Inkubation von 0,5 und 2 h bei 37°C ausge-

zdhlt.

2'7Er§ebnissé": '

Die erhaltenen Auszdhlungen sind in der nachfolgenden Tabelle I

dargestellt.

Wie aus der Tabelle durch den Vergleich mit der Positivkontrol-
le ersichtlich ist, inhibiert eine Konzentration von 0,5 Gew.-%
Shikonin in den Elastollan-Filmen die Anheftung von

Fibroblasten praktisch vollstdndig:

Art der Oberfladche Anzahl der ausgezdhlten Fibroblasten

(nach Inkubationszeit von)

0,5 h 2 h

Kontrolle (Plastik- ca. 60 ca. 95
Petrischale)

Elastollan 10 - 40 keine

Elastollan + Shikonin < 20 keine
(0,01 Gew.-%)

Elastollan + Shikonin ca. 30 keine
(0,05 Gew.-%)

Elastollan + Shikonin 0 -5 keine
(0,5 Gew.-%)
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c) Adhédsion von Blutpldttchen auf Copolyvester P(HB-HV)-Filmen

und auf Shikonin-enthaltenden Copolyester P(HB-HV)-Filmen

(P(HB~HV)~Sh) und auf mit diesen Filmen beschichteten
Stents

Es ist bekannt, dass die Adhdsion von Blutplittchen auf Bioma-

terialien die Blutkompatibilitdt von medizinischen Vorrichtun-

QénimitiBezdg“auffdieiélth;uﬁdAGewebezéiiaktivieruQQ“w&edér;3f”

gibt.

Man vermutet, dass die Adhdsion in mehreren Schritten verliuft:
Zundchst binden die Blutpldttchen an die Oberfliche, werden
anschlieflend aktiviert und entwickeln Pseudopodien, anschlie-
Bend breiten sie sich aus und bilden Aggregate. Die darauf
folgende Freisetzung von intrazelluldren Komponenten, ein-
schlieBlich der Blutverklumpungsfaktoren, stimuliert die Adha-

sion und die Aggregation von weiteren Blutplittchen.

Daneben stellt die Infiltration von aktiv proliferierenden
Myocyten aus dem Medium in die Intima, begleitet durch die
Produktion von iberschiissigen extrazelluldren Matrixkomponenten
(Kollagen, Proteo-Aminoglykane), den vermuteten grundlegenden
Mechanismus der Restenose dar. Die sofortige Blutpl&attchenabla-
gerung an der Stelle, an der das GefaB verletzt wurde, und die
die nachfolgende Freisetzung von myoproliferativen Substanzen
(bspw. der Wachstumsfaktor (PDGF), Pp-transformierender Faktor
(B-TGF), "endothelium-derived growth factor (EDGF)", etc. stel-

len wahrscheinlich die stimulierenden Faktoren dar.
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Aus diesen Griinden spielt die Adhdsion von Blutpl&dttchen wéah-
rend einer Stent-Implantation sowohl beziiglich von Thrombosen

als auch von Restenosen eine Schliisselrolle.

Der Aktivierungsstatus von adhdrierenden Blutplattchen kann
durch deren Morphologie eingesch&dtzt werden. Je gréBer die
Ausw1rkung des Materlals auf dle Blutplattchen ist, desto mehr

'adharlerende Zellen 51nd auf dem Materlal vertellt oder aqgre—““

giert.

Fiir diesen Test wurden sowohl unbeschichtete Stents als auch
mit P(HB-HV)-Sh beschichtete Stents getestet. Die durchschnitt-
liche Schichtdicke der Beschichtung betrug ungefdhr 15 bis
20 um.

Folgende Losungen dienten zur Beschichtung der Stents:

- 0,75 % P(HB-HV) mit 25 % HV in DMAA oder THF;

- 0,75 % P(HB-HV) mit 25 % HV + 0,5 Gew.-% Shikonin (beziiglich
des Gewichts von P(HB-HV) in DMAA oder THF.

- 0,75 % P(HB-HV) mit 25 % HV + 1 Gew.-% Shikonin (beziiglich
des Gewichts von P(HB-HV) in DMAA oder THF.

zur Beschichtung wurden die Stents mehrmals in die verschiede-
nen L&sungen eingetaucht oder bespritht. Die Trocknungszeit
zwischen den einzelnen Sprithvorgingen betrug zwischen 2 und 15
min. AbschlieBend wurden die Stents fiir 30 min bei 45 bis 50 °C
getrocknet. Die Gesamtmenge an shikonin auf den bespriithten

P(HB-HV)-1,0Sh-Stents betrug 2 ug bis 4 ug.

Die Shikonin-Beschichtung der Stents erwies sich in expandier-—

tem Zustand iiber einen Zeitraum von 28 Tagen als stabil.
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Des weiteren wurden Polymerfilme aus den angegebenen Ldsungen
(P(HB-HV) mit oder ohne Shikonin) auf Platten aus rostfreiem
Stahl aus den gleichen Ldsungen mit einer Schichtdicke von 20
bis 30 um getestet. Als Kontrolle diente die Oberfliche eines

unbeschichteten Stents.
Vorbereitung des Bluts

Gesamtblut von gesunden, erwachsenen Spendern wurde in siliko-
nisierte GlasgefdBe gegeben. Durch Zugabe von Natriumcitrat in
einem Verh&dltnis von (Blut : Natriumcitrat) 9:1 wurde die Blut-
gerinnung veon 10 ml Blut verhindert. Blutpldttchen-angereicher-
tes Plasma konnte durch Zentrifugieren des Gesamtbluts bei
100 x g fir 20 Minuten bei Raumtemperatur gewonnen werden. Die
Blutplattchen-angereicherte Plasmafraktion wurde mit einer
Plastikpipettenspitze abgenommen und sofort  in den Versuchen

eingesetzt.

50 ul -Tropfen dieser Blutplattchen-angereicherten Plasmafrak-
tion wurden auf die Oberflichen der Platten~Proben gegeben und
fir 15 min inkubiert. Zum Test der beschichteten Stents wurden
diese in ein GefaB mit Blutpldttchen-angereichertem Plasma
gegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Die Anzahl der Blutpldtt-
chen, die wdhrend dieses Zeitraums an die Oberfliche adhirier-
ten, war ausreichend fiir eine qualitative Analyse, da die
Plattchen keine groBen Thrombus-dhnlichen Strukturen bildeten.
Die Proben wurden mit physiologischer Kochsalzl&sung gewaschen,
um nicht-adsorbierende Plasmaproteine und schwach adhirierende
Blutpl&dttchen abzuwaschen. Anschliefend wurden die Proben in
2,5 $igem Glutaraldehyd fixiert, und danach nach iiblichen Ver-

fahren mit steigendem Ethanol-Gehalt dehydriert.
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Die Adh&dsion der Blutpldttchen wurde durch Raster-Elektronen-
Mikroskopie (SEM) untersucht (JSM T330, JEOL, Japan). Durch
Beschichtung von Kupfer mit 1,2 kv, 10 mA fiir 7 Minuten (JEOL
JFC-1100, Japan) wurden alle Proben leitfihig gemacht. Die
mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einer Spannung von 5
kv durchgefithrt. Fiir jede Probe wurden 25 Abschnitte mit einer

GréBe von jewells 400 pm zufalllg ausgewahlt AnschlieBend

" wiirde . dle qualltatlve Gesamtblutplattchenanzahl N und.\dle“”*'

Anzahl der Blutpl&dttchen N; der folgenden zwei Kategorien von
Zellen ausgewertet, die explizit die Aktivierung der Blutplatt-
chen wiedergeben. Jede Kategorie enth&dlt 2zwei morphologische

Klassen an adhdrierenden Blutpldttchen:

Ia) einzelne, nicht-aktivierte oder nur leicht aktivierte
deformierte Zellen;
Ib) Pseudopodien-ausbildende Zellen oder Zellen in einem frii-

hen Stadium des Ausbreitens.

ITa) Voll ausgebreitete Blutpl&dttchen;
IIb) Aggregate (aus zwei oder mehr Blutplattchen).

Mit Bezug auf diese Klassifizierung interagieren Blutpldttchen
aus der Kategorie I nur schwach mit der Oberflidche; im Gegen-
satz hierzu findet zwischen der Oberfliche und den Blutplatt-

chen der Kategorie II eine starke Wechselwirkung statt.
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Ergebnisse
a) Beschichtung mit einer 0,75 Gew.-%igen LOsung aus P(HB-HV)

und P (HB-HV)+Shikonin in DMAA

Die Anzahl der Zellen auf den unbeschichteten Stents erwies

51ch als sehr gerlng, dort L adharlerende Blutplattchen vor-

.”lagen, waren praktlsch alle Zellen komplett auf dem unbeschlch—ﬂhl{

teten Stent ausgebreitet. Die Gesamtzahl auf dem P(HB-HV)-Film
war hoSher als die fiir die Kontrolle und alle morphologischen
Klassen der Zellen waren auf dieser Oberfldche vorhanden, die

Anzahl der Aggregate erwies sich jedoch als sehr niedrig.

Shikonin hingegen konnte die Menge an adhdrierenden Blutplatt-
chen im Vergleich zu lediglich mit P(HB-HV) beschichteten Fil-
men deutlich reduzieren. Hier konnten nur zwei morphologische
Klassen der Zellen der Kategorie I beobachtet werden: 1leicht

aktivierte Blutpldttchen und Pseudopodien-bildende Zellen.

Ausgehend von diesen Ergebnissen ergibt sich, dass P(HB-HV)-Sh-
Filme geeigneter sind als Oberfldchen mit reinem P(HB-HV), da
die Shikonin-haltigen Oberflichen eine geringere Affinit&t zur

Zellbindung aufwiesen.

Um den Zusammenhang zwischen Blutpl&ttchenaktivierung und Shi-
koninkonzentration zu bestimmen, wurde die Blutpl&ttchenadh&dsi-
on auf Filmen aus reinem P(HB-HV), aus P(HB-HV) mit 0,1 Gew.-%
Shikonin (P(HB-HV)-0,1Sh) und aus P(HB-HV) mit 0,5 Gew.~% Shi-
konin (P(HB-HV)-0,5Sh) fir eine Inkubationszeit von 15 Minuten

und 30 Minuten bestimmt. Hierdurch konnte nachgewiesen werden,
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dass der Zusatz von Shikonin die Anzahl und den Grad der Akti-

vierung der Blutpladttchen reduzieren konnte.

b) Beschichtung mit einer 0,75 Gew.-%igen Ldésung aus P (HB-HV)

und P (HB-HV)+Shikonin in THF

Dle Beschlchtungen wurden als Multllayer Fllme auf expandlerten

"und nlcht—expandlerten Stents aufgetragen. 'Die Stents wurdenff‘

mit dem Polymer durch Eintauchen dieser in die verdiinnte
Arbeits-Polymer-Losung beschichtet (ca. 2 bis 4 Mal). Jede

Schicht wurde anschliefend mit heiBer Luft getrocknet.

Eine vergleichende Analyse der Adhdsion von Blutpldttchen auf
dem unbeschichteten Stent, auf einem mit diamantdhnlichem Koh-
lenstoff-beschichteten Stent und auf einem mit P(HB-HV)-0,5Sh-
beschichteten Stent wurde durchgefiithrt. Die Inkubationszeit der
- Proben in mit Blutpldttchen angereichertem Plasma betrug von 15

bis ca. 30 Minuten.

Auf den mit P(HB-HV)-0,5Sh-beschichteten Stents wurden keine
Blutpldttchen beobachtet. In der gleichen Zeit konnten jedoch
auf den unbeschichteten und auf den mit Kohlenstoff beschichte-
ten Stents Blutplédttchen gefunden werden. Dies bedeutet, dass
die Eigenschaften von Shikonin beziiglich der BAktivierung der
Blutplattchen auch bei einer Verwendung von THF als LOsungsmit-

tel erhalten bleiben.
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c) Beschichtung mit 1 Gew.-% Shikonin (P(HB-HV~1,0Sh) im

Vergleich zu diamant-3hnlich beschichteten (DLC) Stents

Bei der vergleichenden Analyse der mit 1 Gew.-% Shikonin be-
schichteten Stents mit DLC-beschichteten Stents, zeigte sich,
dass bei den P(HB-HV)-1,0Sh beschichteten Stents in vitro prak-

tisch keine Plattchen an den beschichteten Stents adhdrierten.

.Bnderérseits’ waren auf, -den DLC-beschichtéten Stents JeinZeiﬁelgﬂ

ausgebreitete Plattchen aufzufinden.

3. Bestimmung der biologischen Eigenschaften der hergestell-

ten Filme

Diese Untersuchungen wurden gemdB dem internationalen Standard
fiir biologische Untersuchungen von medizinischen Vorrichtungen
ISO 10993 und gemd@B dem nationalen Standard GOST R ISO 10993
durchgefihrt.

a) Bestimmung der hdmolytischen Eigenschaften

Zur Bestimmung der Himolyse wurden Extrakte der Materialien
vorbereitet, und zwar von P(HB-HV) und von P(HB-HV)-0,5S8h,
jeweils in physiologischer Kochsalzldsung. Zu diesen Extrakten
wurde Gesamtblut hinzugegeben, anschlieflend erfolgte eine Inku~
bation fiir eine Stunde bei 37°C. Die Extrakte wurden entfernt,
die Mischung zentrifugiert (50 Minuten bei 400xg) und der zell-
freie Uberstand sorgfdltig entfernt. Fiir diesen Uberstand wurde
die Himoglobinkonzentration photometrisch bestimmt und der
hémolytische Index (%) durch das Verhdltnis von freigesetztem
Himoglobin zu vorliegendem H&moglobin berechnet. Als Kontrolle

diente hierbei eine reine Kochsalzldsung.
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Unter den gegebenen Bedingungen erwiesen sich beide Extrakte,
also sowohl der von P(HB-HV) als auch der von P(HB-HV)-Sh als
nicht h&molytisch (Hiamolytischer Index: 0%).

b) Bestimmung der Aktivierung des Romplement-Systems

 Um die Blutkompatlbllltat der Polymer—F:lee zu testen, ‘wurde

?dJ.e hamolytlsche Akthltat des Komplement Systems des menschll—.‘-

chen Blutplasmas vor und nach dessen Inkubierung mit einer
Filmprobe oder -extrakt bestimmt. Die getesteten Proben waren

Filme aus P(HB-HV), P(HB-HV)-Sh und aus Cuprophan (Kontrolle).

Die Konzentration des Himoglobins, welches durch die lysierende
Wirkung des Komplement-Systems aus mit Antikdrpern beschichte-
ten Schaf-Erythrozyten freigesetzt wurde, gibt die Aktivitat
des Komplements in der Serum-Probe wieder. Der Parameter fiir
das Assay war die Zeit, welche von 100 ul des getesteten Serums
benétigt wird, wum 50% von 5 ml sensibilisierte Schaf-
Erythrozyten (5x10° Zellen/ml) zu lysieren (Ty2)+ Mittels Ther-
mostaten wurde die Temperatur der Reaktionsansitze konstant auf

37°C gehalten.

Menschliches Serum wurde zuerst mit einem Puffer (enthaltend
0,15 mM CaCl, und 0,5 mM MgCl,) verdiinnt und anschlieBend mit
oder ohne Polymer-Proben fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Die
Werte der restlichen Komplement-Aktivit#t ((CH,,)*%) wurden als
Kriterium fiir die aktivierenden Eigenschaften der Polymere
folgendermafien bestimmt:

(CHso)®, = (Ty,5)0 / (%1/2) (£);0, 100%

mit:
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(T1,2)0 = Zeit fiir eine 50% Lyse der Schaf-Erythrocyten durch das

Serum-Komplement vor Inkubation mit der Probe;

(ty,2)(t); = Zeit flir eine 50% Lyse der Schaf-Erythrocyten durch
das Serum-Komplement nach der Inkubationszeit t mit der Poly-

mer-Probe;

(T2) (B) @y = zeit fir eine 50% Lyse der Schaf-Erythrocyten durch
das Serum-Komplement nach der Inkubationszeit t in der Kontrol-

le (ohne Polymer-Probe).

Die Ergebnisse dieser Tests sind in der folgenden Tabelle II

zusammengefasst:

Getestete Proben CH,, (n = 3)
Cuprophan (Kontrollmaterial) 89 + 5
P(HB-HV)-Extrakt 85 + 5/ 80 +5
P(HB-HV)~-Sh-Extrakt 90 + 5/ 85 + 5
Serum nach 1 h Inkubation (Kontrollserum) 98 + 5

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, erwies sich die Komple-
ment-Aktivitidt wvon mit P(HB-HV)-Sh-Extrakt inkubiertem Serum
als niedriger im Vergleich zu der von mit reinem P(HB~HV)-
Extrakt inkubiertem Serum. Dariiber hinaus 2zeigte sie in etwa

den gleichen CH,,-Wert wie Cuprophan.




WO 2004/009148 PCT/EP2003/007913

33

c) ATP-Freisetzungstests

In einer weiteren vergleichenden Analyse wurden DLC~
beschichtete Stents mit P(HB-HV)-1,0Sh-beschichteten Stents
untersucht. Eingesetzt wurde hierzu frisches humanes Pl&ttchen-
reiches Plasma (PRP). Die Stents wurden mit 450 pl PRP fiir 5

min. bei 37 °C inkubiert. Die Plattchenaggregation und die

“Sekrefibnéféhiékeif_1wurdéfAduféh"Einsétii}déé':ﬁoéh.”SenSiEiVénf"~“

LUMI-AGREGOMETER (CHRONO-LOG Corp., USA) mittels Biolumineszenz

gemessen.

Es zeigte sich, dass die Shikonin-beschichteten Stents den
funktionellen Status der Pldttchen nicht &nderten (mit Bezug
auf die ATP-Freisetzung), wohingegen die DLC-beschichteten

Stents eine ATP-Freisetzung inhibierten.

d) Intramuskulidrer Implantations-Test

1. Filme aus lediglich P(HB-HV) und aus P(HB-HV)-Sh wurden
gemdB ISO 10993 Teil 6 in die Muskeln von Meerschweinchen
implantiert. Die GrdBe der Filmproben betrug 0,5 x 1 cm mit
einer Dicke von 20 bis 30 um. Fiir jeden Probentyp wurden
zwei Meerschweinchen mit dem Implantat fir 7 Tage beobach-
tet.

Nach 7 Tagen zeigte sich, dass sich um die P(HB-HV)- und
P(HB-HV)-Sh-Filme Fibroblastenmonolayers bildeten. Eine In-
filtration von Makrophagen und Lymphocyten um diese Implan-
tate herum erwies sich als typische Gewebeantwort nach einer
7-tdgigen Implantation. Dennoch konnte gezeigt werden, dass

der Grad der Entziindungsreaktion beziiglich des biologisch
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abbaubaren Polymers mit Shikonin geringer war im Vergleich

zu dem reinen P (HB~HV)-Film.

Adulte miannliche Vistar-Ratten (230 - 250 g) wurden in zwei
Gruppen eingeteilt: Den Tieren der Gruppe A (n=6) wurden
P(HB-HV)-1,08h-beschichtete Stents implantiert, der Gruppe B
(n=4) dlamantahnllch beschlchtete Stents (DLC-Stents) als

von 2 und 6 Wochen in die Riicken der Ratten implantiert, um
anschlieBend subchronische (Kurzzeit-)Effekte 2u makrosko-
pisch und mikroskopisch bestimmen (fiir die einzelnen Zeit-
riume jeweils n=3 fiir die Gruppe A und n=2 fiir die Gruppe
B). Bet#dubt wurden die Tiere mit Natrium-Theopenthal und
nach Beendigung der Experimente mit einer Uberdosis dieser

Substanz eingeschléafert.

Fiir die histologischen Untersuchungen wurden die Implantate
mit umgebendem Gewebe in 12 % Formaldehyd fixiert, in Gela-
tine eingebettet und mit einer Diamant-Klinge in Schnitte

aufgeteilt.

Histologische und makroskopische Untersuchungen zeigten,
dass bei beiden Gruppen keine chronisch entziindlichen Fremd-
kbrper-Reaktionen beobachtet werden konnten, jedoch wurden
bei den DLC-Stents im umgebenden Gewebe eine betrdchtliche
Anzahl an Makrophagen sowie einige Kohlenstoff-Partikel
nachgewiesen. Die fibrdse Kapsel, die sich um die Stents
bildete, war bei den P(HB-HV)-1,0Sh-beschichteten Stents be-

deutend diinner als bei den DLC-Stents.
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Insgesamt war die Stabilit#dt und Biokompatibilitit der P(HB~-
HV)-1,0Sh-beschichteten Stents héher als die der DLC-Stents.

In weiteren Versuchen wurden die Stents bei Katzen in die
Aorta implantiert. Die Versuchstiere wurden hierzu in zwei
Gruppen eingeteilt: Gruppe A (n=2) erhielt P(HB-HV)-1,0Sh-
beschichteten Stents, Grupps B (n=2) erhielt DLC-Stents. A-

dﬁlfé'weibliché*xétéeh'(2,5{bisﬁ3,5 kgdﬁwﬁﬁdén,intramuskulér-féf

‘'mit einer 5-prozentigen Ketamin-Lésung (0,65 mg/kg) und ei-

ner 0,25-prozentigen Droperidol-L&sung (0,1 mg/kg) betiubt.
Die Stents wurden in den Abdomen-Teil der Aorta implantiert.

Es wurden keine zusdtzlichen Antikoagluantien verabreicht.

18 bis 24 Tage nach der Implantation wurden die Tiere be-
tdubt, die Aorten-Segmente entfernt und in 10 % Formalin fi-
xiert und dehydratisiert. AnschlieBend wurden die Stents-
enthaltenden Segmente in Methylmethacrylat eingebettet, und

mittels einer Diamanten-Klinge in Schnitte aufgeteilt.

Fiir beide Testgruppen konnte keine akute thrombotische
Okklusion oder Wucherung des fibr&sen Bindegewebes in das
Lumen beobachtet werden. Die histologischen Untersuchungen
ergaben, dass filir die DLC-Stents einige Kohlenstoff-Partikel
und eine gr&Bere Anzahl an Makrophagen in der die DLC-Stents
umgebenden Aortenwand beobachtet wurden. 24 Tage nach der
Implantation konnte bei den P(HB-HV)-1,0Sh-beschichteten
Stents eine Bildung der Neointima beobachtet werden. Sie war
regelmdfiger ausgebildet als bei den DLC-Stents. Anhalts-
punkte fiir eine akute oder eine chronische Entziindung wurden

nicht beobachtet.
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Zusammenfassung

Durch die Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass zum einen die
Zusammensetzung aus 25 Gew.-% Polyhydroxyvalerat und 75 Gew.-%
Polyhydroxybutyrat sich als optimale Zusammensetzung £iir die
Beschichtung erwies und dass diese Mischung zusammen mit einem

bestlmmten Shlkonln—Gehalt elne hohe Adha51on an metallischen

rOberflachen aufw1es.'Es konnte ‘auch welterhln gezelgt werdenfT.”

dass durch eine wiederholte Expansion des beschichteten Stents
die Eigenschaften der Polymerbeschichtung nicht beeinflusst

wurden.

Weiterhin konnte ferner gezeigt werden, dass eine Konzentration
von Shikonin von bis zu 5 Gew.-% die Adh&dsion von menschlichen
Blutpldttchen an die Polymeroberfl&dche in vitro praktisch gédnz-
lich inhibierte. Aus diesen Griinden kann Shikonin in geeigneten
Konzentrationen verwendet werden, um eine exzessive Zellproli-

feration zu verhindern.

Eine vergleichende Studie zu den biologischen Eigenschaften
eines Films aus reinem P(HB-HV) oder aus P(HB-HV)-Sh in THF in
vitro zeigten, dass Shikonin beziiglich der Komplement-
Aktivierung und Blutplittchenadhdsion gute kompatible Eigen-

schaften aufwies.

Durch die Ergebnisse konnte ferner gezeigt werden, dass durch
eine Beschichtung mit P(HB-HV)-Sh eine glatte, diinne, fibrozel-
luldre Schicht wum den Stent ‘gebildet wird, was 3zu einer
Reendothelialisierung fithrt, mit einem ausreichenden Durchmes-

ser fiir den normalen Blutfluss.
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Patentanspriiche

Beschichtungszusammensetzung fiir eine implantierbare medi-

zinische Vorrlchtung, wobel die Beschlchtungszusammenset-

w:zung zumindest ein Polymer und" zumlndest einen blOlOngChtzﬁ

aktiven Wirkstoff aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass
der biologisch aktive Wirkstoff Naphthazarin und/oder ein

Naphthazarin-Derivat ist.

Beschichtungszusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass das Derivat aus der Gruppe enthaltend

Shikonin, Alkannin, Arnebin, ausgewdahlt ist.

Beschichtungszusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2, da-

durch gekennzeichnet, dass das Derivat Shikonin ist.

Beschichtungszusammensetzung nach einem der Anspriiche 1
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass Naphthazarin und/oder
Naphthazarin-Derivat in einem Anteil von 0,01 bis 5 Gew.-%

enthalten ist.

Beschichtungszusammensetzung nach einem der Anspriiche 1
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Naphthazarin
und/oder Naphthazarin-Derivat in einem Anteil enthalten
ist, der ausgewidhlt ist aus der Gruppe umfassend 0,04
Gew.~%, 0,05 Gew.-%, 0,06 Gew.-%, 0,07 Gew.-% , 0,08
Gew.-%, 0,09 Gew.-%, 1 Gew.-%.
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Beschichtungszusammensetzung nach einem der Anspriiche 1
bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Polymer ausgewdhlt
ist aus der Gruppe: biokompatibles Polymer, resorbierbares

Polymer und resorbierbarer Polyester.

'ﬁeéchichtﬁhgszusammenéetéﬁhg"néch“Anépruéh  6,W5déddrchE .

gekennzeichnet, dass der resorbierbare Polyester aus der
Gruppe umfassend Polyglykolsdure, Polymilchsdure, Poly-
caprolakton, Polyhydroxyalkanoate und Copolyester davon,

ausgewahlt ist.

Beschichtungszusammensetzung nach Anspruch 7, dadurch
gekennzeichnet, dass das Polyhydroxyalkanoat aus der Grup-
pe umfassend Polyhydroxybutyrat, Polyhydroxyvalerat und

Copolyester davon ausgewdhlt, ist.

Beschichtungszusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch
gekennzeichnet, dass der Copolyester ein Polyhydroxybuty-

rat-Polyhydroxyvalerat-Copolyester ist.

Beschichtungszusammensetzung nach Anspruch 9, dadurch
gekennzeichnet, dass in dem Copolyester Polyhydroxyvalerat
in einem Anteil von 20 bis 30 Gew.-%, vorzugsweise von 25
Gew.-%, und Polyhydroxybutyrat in einem Anteil von 70 bis

80 Gew.~%, vorzugsweise von 75 Gew.-%, enthalten ist.

Beschichtungszusammensetzung nach einem der Anspriiche 1

bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass das resorbierbare Po-
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lymer und Naphthazarin und/oder Naphthazarin-Derivat in

zumindest einem Losungsmittel geldst vorliegen.

Beschichtungszusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch
gekennzeichnet, dass das LOsungsmittel Dimethylacetamid

und/oder Tetrahydrofuran ist.

“Verfahren zur Beschichtung éiner implantierbaren medizini= ="

schen Vorrichtung mit den Schritten:

(a) Aufbringen der Beschichtungszusammensetzung nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 12 auf die implantierbare me-

dizinische Vorrichtung,

(b) Trocknen der implantierbaren medizinischen Vorrich-.

tung.

Verfahren zur Beschichtung einer implantierbaren medizini-

schen Vorrichtung mit den Schritten:

(a) Aufbringen der Beschichtungszusammensetzung nach ei-
nem der Anspriiche 1 bis 12 auf die implantierbare me-

dizinische Vorrichtung,

(b) Trocknen der implantierbaren medizinischen Vorrich-

tung und

(c) Wiederholen der Schritte (a) und (b).
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Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeich-
net, dass die Beschichtungszusammensetzung aufgespriiht

wird.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeich-
net, dass die Beschichtungszusammensetzung durch Eintau-

chen der 1mplant1erbaren medlzlnlschen Vorrlchtung in dle

'3Beschlchtungszusammensetzung aufgebracht w1rd

Verfahren zur Beschichtung einer implantierbaren medizini-
schen Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 16, da-
durch gekennzeichnet, dass eine Beschichtungszusammenset-
zung aufgebracht wird, die ein Copolyester aus Polyhydro-
xybutyrat-Polyhydroxyvalerat in einem Verhdltnis von 3:1
und Shikonin in einem Anteil von 0,01 bis 5 Gew.-% auf-

weist.

Verfahren zur Beschichtung einer implantierbaren medizini-
schen Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 17, da-
durch gekennzeichnet, dass als implantierbare Vorrichtung

ein Stent eingesetzt wird.

Verwendung einer Beschichtungszusammensetzung nach einem
der Anspriiche 1 bis 12 zur Beschichtung von implantierba-

ren medizinischen Vorrichtungen.

Verwendung von Naphthazarin und/oder eines Naphthazarin-
Derivats, insbesondere sShikonin, zur Herstellung einer Be-
schichtungszusammensetzung £fiir eine implantierbare medizi-

nische Vorrichtung.
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Verwendung von Naphthazarin und/oder eines Naphthazarin-
Derivats, insbesondere Shikonin, f£fiir die Beschichtung ei-

ner implantierbaren medizinischen Vorrichtung.

Implantierbare medizinische Vorrichtung, die mit einer
Beschichtungszusammensetzung nach einem der BAnspriiche 1

bis 12 beschichtet ist.

Stent, der mit einer Beschichtungszusammensetzung nach

einem der Anspriiche 1 bis 12 beschichtet ist.
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