Sposoby dostarczania lekéw antyproliferacyjnych do $ciany

tetnicy w celu ograniczenia restenozy

Systems of local drug delivery to arterial wall for prevention

Krzysztof Milewski',
Anna Turek?,

Agata Krauze',
Pawet Ggsior!,
Aleksandra Blachut!,
Michat Jelonek!,
Piotr Buszman’,
Katarzyna Jelonek?,
Piotr Dobrzynski?,
Janusz Kasperczyk?,
Wojciech Wojakowski"?,
Pawet Buszman'

Wplyneto: 02-12-2015
Zaakceptowano: 04-03-2016
Opublikowano: 24-06-2016

Adres do korespondencji:

dr hab. n. med. Krzysztof Milewski
Centrum Badawczo-Rozwojowe
American Heart of Poland SA
Kostkowice, ul. Osiedlowa 19A
43-426 Debowiec

+48 609 699 566

e-mail: k.milewski@klinikiserca.pl

of in-stent restenosis

! Centrum Badawczo-Rozwojowe, American Heart of Poland SA
2 Centrum Materialéw Polimerowych i Weglowych PAN, Zabrze
3111 Klinika Kardiologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2011 roku zespolowi pracujacemu
pod kierunkiem dr. hab. n. med. Krzysztofa Milewskiego grant na realizacje
projektu badawczego pt. ,Opracowanie systemu dozowania ewerolimusa
opartego na biodegradowalnych nanosferach w celu ograniczania hiper-
plazji neointimy po implantacji stentu wienicowego”.

STRESZCZENIE

Stenty wewnatrznaczyniowe uwalniajace leki antyproliferacyjne (DES)
nowej generacji stosowane w leczeniu miazdzycy tetnic wiericowych
istotnie ograniczyly liczbe restenoz i ponownych rewaskularyzacji, a tak-
ze czestos¢ zakrzepic w stencie, zaréwno w stosunku do stentéw meta-
lowych, jaki i stentéw DES pierwszej generacji. Jednak mimo takiego po-
stepu w leczeniu wcigz zdarzaja sie raporty opisujace incydenty p6znych
i bardzo péznych zakrzepic, restenoz i przypadkéw powstawania neoate-
rosklerozy w obrebie implantowanego stentu. Z tego powodu wciaz sa
prowadzone badania majace na celu opracowanie metod polegajacych na
alternatywnym dostarczaniu lekéw do $ciany tetnic w celu ograniczenia
restenozy i rewaskularyzacji oraz wyeliminowania wspomnianych dzia-
fan niepozadanych. Jedna z takich mozliwosci jest technologia balonéw
pokrywanych lekami lipofilnymi, w ktérej nawet krétkotrwata inflacja ba-
lonu zapewnia wysokie stezenie leku w tkance oraz efekt antyrestenotycz-
ny w wybranych sytuacjach klinicznych. Jednak szczegdlnie interesujaca
opcja moze by¢ $rédscienne podawanie lekéw o réznym profilu dziatania,
niezalezenie od stopnia ich rozpuszczalnosci w ttuszczach podawanych
wewnatrz biodegradowalnych nanosfer. W niniejszej pracy przedstawio-
no obecnie stosowane i testowane systemy do miejscowego podawania
lekéw w celu ograniczenia restenozy, wskazujac ich ograniczenia i moz-
liwosci rozwoju. Ponadto zaprezentowano ogélny zarys projektu realizo-
wanego dzieki wsparciu Naukowej Fundacji Polpharmy, ktérego celem
byla ocena praktycznych mozliwosci zastosowania biodegradowalnych
nanosfer zawierajacych ewerolimus podawanych miejscowo w celu ogra-
niczania restenozy po implantacji stentu.

Stowa kluczowe: restenoza « ewerolimus « nanosfery « polimer
biodegradowalny « tetnica wieicowa $wini
SUMMARY

New generation, drug-eluting stents used in the treatment of corona-
ry and peripheral atherosclerotic disease (CPAD) significantly reduced
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restenosis and revascularization rates as well as frequency of thrombo-
sis as compared to bare metal stents and first-generation drug eluting
stents. However, despite fast development of this technology several re-
ports have been published recently that describe cases of late and very
late stent thrombosis, restenosis and neoatheroslerosis within arterial
segments with previously implanted stents. For this reason many rese-
arch are being conducted with the aim to design alternative methods for
intra-arterial drugs delivery in order to reduce restenosis and revascula-
rization rates, yet eliminating adverse effects mentioned above. One of
possibilities is lipophilic and antiproliferative drug coated balloon tech-
nology, which offers high drug concentration in arterial tissue and re-
stenotic effect in selected clinical situations despite the short balloon in-
flation time. A particularly interesting option is intra-arterial delivery of
drugs with different mechanisms of action, regardless of their lipophili-
city by loading them into biodegradable nanospheres.

In this paper, currently used systems for local drug delivery have been
described including their limitations and opportunities. In addition,
we provided a brief description of the project sponsored by Polpharma
Scientific Foundation, which aimed to evaluate potentials of local deli-
very of biodegradable nanospheres loaded with everolimus, which co-

uld be used to reduce restenosis rate after stent implantation.

Key words: restenosis « everolimus « nanospheres « biodegradable
polimer « porcine coronary artery

WSTEP

Jednym z najwiekszych wyzwan wspétczesnej kar-
diologii interwencyjnej jest wyeliminowanie nie-
korzystnych reakcji tetnicy po implantacji stentéw
uwalniajacych leki (ang. drug eluting stents; DES),
takich jak nadmierne i przedluzone zapalenie wo-
két stentéw, opdznione reakcje nadwrazliwosci oraz
hamowanie tworzenia prawidlowo funkcjonujace-
go srédblonka i tym samym wzrost ryzyka zakrzepic
z konieczno$cia przedtuzonego stosowania podwdj-
nej terapii przeciwplytkowej [1].

Uwaza sie, iz gtéwnymi czynnikami odpowiedzialny-
mi za te niekorzystne zjawiska moga by¢ nieselektyw-
nie dzialajace leki antyproliferacyjne, a zwlaszcza ich
nieprawidtowo dostosowana farmakokinetyka oraz
trwale powloki polimerowe pokrywajace powierzch-
nie stentu, stuzace do magazynowania i kontrolowane-
go w czasie uwalniania lekéw [2].

Niezaleznie od poszukiwania nowszych, ciefiszych
i bardziej biokompatybilnych powltok pokrywajacych
stenty, a takze wprowadzania do stosowania stentéw
rozpuszczalnych (biodegradowalnych) [3] prowadzo-
ne sa badania majace na celu opracowanie metod alter-
natywnego dostarczenia lekéw do $ciany tetnicy w wy-
branych sytuacjach klinicznych.

Przyktadowo w ostatnich kilku latach interesuja-
cq alternatywa do miejscowego podawania lekow
z powierzchni stentéw w wybranych sytuacjach
klinicznych stala sie technologia krétkotrwatego
podawania lekéw z powierzchni balonéw angio-
plastycznych. Jednak i ta metoda ma pewne ogra-
niczenia, przede wszystkim wymaga stosowania
lekéw silnie lipofilnych [4]. W zwigzku z tym szcze-
golnie interesujacym rozwigzaniem wydaje si¢ me-
toda miejscowego dostarczenia lekéw do $ciany tet-
nicy za pomocg biodegradowalnych nanoczastek,
ktéra umozliwia stosowanie dowolnych lekéw lub
ich kombinacji niezaleznie od ich stopnia rozpusz-
czania sie w ttuszczach.

OGRANICZENIA | KIERUNKI ROZWOJU STENTOW
UWALNIAJACYCH LEKI

Wprowadzenie stentéw uwalniajacych leki (ang.
drug eluting stents; DES) do praktyki klinicznej
istotnie ograniczylo czestos¢ restenozy z 20-30
proc. do 0-9 proc. w poréwnaniu ze stentami meta-
lowymi (ang. bare metal stents; BMS) [5-6]. Wyniki
piecioletniej obserwacji pacjentéw, ktérym implan-
towano stenty typu DES pierwszej generacji (Taxus
firmy Boston Scientific oraz Cypher firmy Cordis),
potwierdzity ich skutecznos¢, wykazujac nizszy od-
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setek rewaskularyzacji naczynia leczonego (ang.
target vessel revascularization; TVR) oraz podobna
czesto$¢ zgondw i zawaldéw serca w poréwnaniu ze
stentami BMS [7].

Jednakze wyniki badan eksperymentalnych wykazaty,
ze stenty DES pierwszej generacji powoduja opdznio-
ne gojenie $ciany tetnicy i tym samym wzrost ryzyka
pdznej zakrzepicy w stencie [8-10]. Przyczynami tego
zjawiska sg leki antyproliferacyjne, a zwtaszcza ich sub-
optymalna kinetyka, jak réwniez polimery pokrywaja-
ce powierzchnie stentéw, odpowiedzialne za kontro-
lowane w czasie uwalnianie leku. Polimery, pozostajac
na powierzchni stentu po calkowitym uwolnieniu leku,
moga hamowac proces gojenia tetnicy, przedluzac re-
akcje zapalna, powodowac reakcje z nadwrazliwosci,
martwice komoérek mieéni gtadkich, a takze ograniczac
powr6t fizjologicznej czynnosci $rédbtonka [11-14].
Zwrécono réwniez uwage na ograniczone wlasciwosci
mechaniczne polimeréw, ktére poddawane napieciom
w trakcie implantacji stentéw oraz po ich wszczepieniu
moga powodowac ich pekanie i odwarstwianie, zwigk-
szajac tym samym ryzyko zakrzepicy.

W zwigzku z tym podjeto liczne préby ograniczania
tych niekorzystnych efektéw, wlaczajac w to nowe leki
antyproliferacyjne, bardziej biokompatybilne powtoki,
bezposrednie taczenie lekéw z powierzchnia stentéw,
biodegradowalne polimery [15-17] itp.

Ponadto w zwigzku z potwierdzona w badaniach eks-
perymentalnych zalezno$cia grubosci przeset stentow
i szybkoscia endotelializacji wprowadzono nowe ma-
terialy, dzieki ktérym mozliwa jest produkcja stentéw
o cienkich i wytrzymatych przestach. W zwigzku z tym
odchodzi sie obecnie od stentéw wykonanych ze stali
nierdzewnej na rzecz stopéw kobaltowo-chromowych
i platynowo-chromowych.

Réwniez pokrycie stentdw, jesli w ogdle jest stosowa-
ne, podlega ewolucji od niebiodegradowalnych bio-
kompatybilnych polimeréw, takich jak zwigzki flu-
oropolimerowe, przez polimery biodegradowalne,
po naturalne substancje, takie jak heparyna i pochod-
ne celulozy. Prowadzone sg takze proby catkowitego
wyeliminowania dodatkowego noénika dla leku i za-
projektowania stentéw bezposrednio pokrytych le-
kiem (np. sirolimus w stentach ReZolve2 i biolimus
A9 w stentach Biofreedom). Alternatywa staje sie tez
technologia DDES (ang. dual drug eluting stents) po-
legajaca na uwalnianiu ze stentu wiecej niz jednego
leku/substancji aktywnej, ktére moga wystepowac
w réznej konfiguracji. Innym oryginalnym rozwiaza-
niem sa stenty uwalniajace leki wykonane z materia-
téw calkowicie degradowalnych, takich jak polimery
i stopy magnezowe.

Wszystkie te rozwigzania przyczynily sie do powsta-
nia stentéw DES nowej generacji, ktére w stosunku
do swoich poprzednikéw pierwszej generacji istotnie
ograniczyly nie tylko liczbe ponownych rewaskulary-
zadji, lecz takze liczbe zakrzepic w stencie oraz ryzyko
zawalu serca i zgonu (SCAAR registry). Jednak mimo
tego postepu w leczeniu wcigz zdarzaja sie raporty opi-
sujace incydenty péznych i bardzo péznych zakrze-
pic, restenoz oraz przypadkdéw powstawania neoar-
teriosklerozy w obrebie implantowanego stentu [18].
Jednymi z mozliwych przyczyn odpowiedzialnych za
powstawanie neoarteriosklerozy moga by¢ uposledzo-
na funkcja srédblonka lub zmiany w budowie i funk-
¢ji macierzy zewnatrzkomoérkowej w odpowiedzi na
wcigz suboptymalny sktad stentéw DES.

BALONY POKRYWANE LEKAMI

W ostatnim czasie interesujacg alternatywa do miejsco-
wego podawania lekéw z powierzchni stentéw w wy-
branych sytuacjach klinicznych stala sie technologia
miejscowego podawania lekéw lipofilnych z powierzch-
ni balonéw angioplastycznych (ang. drug-coated ballo-
on; DCB). Teoretycznie technologia ta ma niewatpliwe
zalety w postaci réwnomiernej dystrybucji leku w tkan-
ce (lek w przeciwienstwie do przesel stentu pokrywa
cala powierzchnie balonu) oraz eliminacji dtugotrwate-
go kontaktu no$nika lub stentu ze $ciang tetnicy. Obec-
nie najbardziej zaawansowane badania ma technologia
DCB zwana Paccocath, ktdra sklada sie z silnie lipo-
filnego leku antyproliferacyjnego — paklitakselu, oraz
kontrastu uzywanego w radiologii — iopromidu, ktéry
zwieksza transfer leku do $ciany naczynia. W badaniu
klinicznym oceniajacym balony DCB w leczeniu re-
stenozy w stencie [19] wykazano, Ze w poréwnaniu ze
zwyktymi balonami angioplastycznymi zastosowanie
DCB istotnie zredukowalo p6zna utrate $wiatta (ang.
late lumen loss, LLL) oraz czesto$¢ restenozy w obser-
wacji sze$ciomiesiecznej. Rdwniez badanie poréwnuja-
ce DCB ze stentami typu DES (Taxus; Boston Scientific)
wykazalo istotna redukcje LLL w grupie balonéw z le-
kiem [20]. Z kolei w badaniu oceniajacym zastosowanie
technologii Paccocath w przypadku leczenia zmian de-
-novo w tetnicach koriczyn dolnych wykazano, iz balo-
ny DCB skutecznie zredukowaly pdzna utrate swiatla
oraz czesto$¢ rewaskularyzacji [21-22].

Pomimo tak dobrych wynikéw badan klinicznych,
w ktérych potwierdzono skuteczno$c¢ technologii DCB
w leczeniu restenozy w stencie oraz w leczeniu zmian
de-novo w tetnicach obwodowych, wciaz brakuje jed-
noznacznych dowodéw wskazujacych na uzytecz-
nosc tej metody w leczeniu zmian de-novo w tetnicach
wienicowych, zwlaszcza w polaczeniu z implantacja
stentu. Wydaje sie, ze gléwnym ograniczeniem techno-
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logii DCB (szczegolnie jej odmian pierwszej generacji)
w tej sytuacji klinicznej jest brak przediuzonego i kon-
trolowanego w czasie uwalniania leku jak w przypad-
ku stentéw DES. Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz
wykazano, ze implantacja stentu powoduje przedtu-
zong reakcje zapalng tetnicy w poréwnaniu z angio-
plastyka balonowg, co jednoczes$nie zwigksza zapo-
trzebowanie na lek w ciagu kilku nastepnych tygodni.
Badania eksperymentalne wykazaly, ze w technologii
DCB po poczatkowym wzroscie stezenia paklitakse-
lu w tkance w ciggu pierwszych 24 godzin nastepuje
szybka redukcja jego poziomu ze wzgledna stabilizacja
po 72 godzinach [23]. W przypadku stentéw DES ilos¢
leku uwalnianego z ich powierzchni jest cisle kontro-
lowana w czasie. Przyktadowo w stentach Cypher (DES
pierwszej generacji) oraz Nevo (DES drugiej genera-
cji) 80 proc. leku antyproliferacyjnego — sirolimusa,
jest uwolnione ciggu 30 dni, a 100 proc. w okresie do
90 dni. Podobne profile uwalniania leku maja tez inne
stenty typu DES stosowane obecnie w praktyce klinicz-
nej, w tym stenty Xience (Abbott Vascular) i Promus
(Boston Scientific) uwalniajace ewerolimus. Tak do-
brany profil farmakokinetyczny zapewnia skuteczne
ograniczenie przerostu neointimy po implantacji sten-
tu. Ponadto w przypadku balonéw DCB pierwszej ge-
neracji badania eksperymentalne wykazaly obecnos¢
w mieéniu sercowym oraz w mig$niach konczyn dol-
nych obecnos¢ zmian typowych dla embolizacji, kto6-
rych material zatorowy pochodzit z powierzchni ba-
lonu. W ostatnim czasie znacznie poprawiono jakos¢
powlok pokrywajacych balony DCB, eliminujac tym
samym ryzyko embolizacji i znacznie poprawiajac far-
makokinetyke paklitakselu. Podjeto réwniez proby za-
stosowania na powierzchni balonéw pochodnych si-
rolimusa, w tym zotarolimusa, charakteryzujacego sie
najwieksza lipofilnoscia sposréd wszystkich pochod-
nych sirolimusa. Niestety, do chwili obecnej oprocz ra-
portéw pochodzacych z badan przedklinicznych nie
ma dowodéw na skuteczno$é balonéw pokrytych po-
chodnymi sirolimusa w badaniach klinicznych.

MIEJSCOWE DOSTARCZANIE LEKOW
ANTYPROLIFERACYJNYCH Z WYKORZYSTANIEM
NANOTECHNOLOGII

Rozwigzaniem majacym coraz szersze zastosowanie
w kardiologii interwencyjnej sa techniki nanotechno-
logii. Za jej pomoca mozna zaprojektowac i wytworzy¢
nano- i mikroczgsteczki (liposomy, mikrosfery, nano-
sfery) stuzace jako no$niki dla lekéw antyproliferacyj-
nych, ktére mozna dostarczy¢ nastepnie do $ciany tet-
nicy przed implantacja stentu typu BMS.

To rozwigzanie moze zapewni¢ odpowiedni i kontro-
lowany w czasie poziom leku w $cianie tetnicy podob-

nie jak w przypadku stentéw typu DES. Réwnocze$nie
podanie nanosfer w formie rozpuszczalnej (biodegra-
dowalnej) bezposrednio do $ciany tetnicy moze wyeli-
minowac niekorzystne, dlugotrwate reakcje na polimer
trwaly (niebiodegradowalny), teoretycznie wplywajac
na redukcje niepozadanych incydentéw klinicznych
poprzez ulatwienie szybkiej endotelializacji przeset
stentu. Kolejna zaleta tego rozwigzania jest zmniejsze-
nie og6lnej masy polimeru w stosunku do ilosci poli-
meru obecnego na powierzchni stentéw DES, co jak
wykazano wczesniej, moze ograniczy¢ potencjalne re-
akcje zapalne. Nalezy réwniez wspomnie¢ o mozliwo-
$ci podawania nanosfer z réznym czasem ich biode-
gradacji, zawierajacych teoretycznie rézne substancje
lecznicze.

Oczywiscie takie rozwigzanie powinno podlega¢ kilku
podstawowym zasadom, w tym: (1) lek powinien by¢
dostarczony w optymalnie dobranym stezeniu i moz-
liwie najmniejszej objetosci; (2) lek powinien by¢ do-
starczony w mozliwie jak najkrétszym czasie niepowo-
dujacym niedokrwienia; (3) sposdb podania powinien
by¢ mozliwie prosty technicznie.

Zalozenia te moga spelnia¢ specjalnie zaprojektowa-
ne cewniki transportujace, ktérych przyktadem jest
cewnik ClearWay™ RX firmy Atrium. Jest to cewnik
balonowy wykonany z politetrafluoroetylenu, ktdre-
go zewnetrzna powierzchnia zawiera réwnomiernie
rozmieszczone mikropory o $rednicy 0,8-1um, przez
ktére w trakcie inflacji balonu wydostaja sie substancje
terapeutyczne. Cewnik ten umozliwia ich podawanie
bezposrednio do $ciany tetnicy podczas 30-60-sekun-
dowej inflacji balonu oraz przy uzyciu stosunkowo nis-
kich ci$nieni (2-4 atm). Chociaz w badaniach klinicz-
nych wykonanych do tej pory oceniano skuteczno$é¢
cewnikéw ClearWay jedynie w dostarczaniu substancji
przeciwkrzepliwych [24], to jednak badania ekspery-
mentalne wykazaly, ze konstrukcja cewnika umozliwia
podawanie nie tylko roztworéw plynnych, ale réwniez
zawiesin zawierajacych nanoczasteczki [25]. Dodatko-
wo w badaniu eksperymentalnym, w ktérym poréwna-
no trzy rézne typy cewnikow transportujacych, wyka-
zano, iz uzycie cewnikéw typu microporous zapewnia
najefektywniejsze dostarczanie testowanej substancji
(biotyny) do $ciany tetnicy osiagajacej poziom blony
mie$niowej [26].

Sposréd lekéw stosowanych obecnie w celu zapobie-
gania restenozie najwieksze znaczenie maja siroli-
mus i jego pochodne (ewerolimus, zotarolimus, bio-
limus, miolimus itd.) oraz paklitaksel. Podejmowane
sa rowniez proby stosowania statyn, glikokortykoi-
déw i substancji aktywnych, takich jak przeciwciata,
komdrki macierzyste, a nawet terapie genowe. Pakli-
taksel ma szczegdlne znaczenie w technologii DCB
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ze wzgledu na silny potencjal antyproliferacyjny oraz
na bardzo silna lipofilno$¢. Niestety coraz wiecej da-
nych opublikowanych w ostatnim czasie sugeruje, iz
sirolimus, a zwlaszcza jego pochodna ewerolimus
wydaja sie lekami skuteczniejszymi oraz bezpiecz-
niejszymi od paklitakselu.

Ewerolimus jest pochodng leku immunosupresyjnego
sirolimusa (rapamycyny) stosowanego w celu zapobie-
gania odrzucania przeszczepéw. Jest to lek o wlasciwo-
$ciach immunosupresyjnych oraz antyproliferacyjnych.
Blokuje proliferacje komoérek zalezna od czynnikéw
wzrostu, hamujac cykl komérkowy w péznej czesci fazy
G1. Sam ewerolimus nie blokuje syntezy czynnikéw
wzrostu, lecz hamuje przekazywanie przez nie sygna-
féw. Ewerolimus oddzialuje na limfocyty T, na komérki
hemato- i niehematopoetyczne, w tym na komérki mies-
ni gtadkich, czyli gtéwny skladnik neointimy. To ostat-
nie dziatanie spowodowalo, ze ewerolimus zastosowa-
no na stentach w celu ograniczania restenozy.

W przeciwienstwie do sirolimusa jego wiazanie
z FKBP-12 (wspdlny punkt koncowy dzialania ewe-
rolimusa i sirolimusa) jest okolo trzech razy slabsze,
natomiast dzialanie przeciwzapalne jest wyrazniejsze
w przypadku ewerolimusa. Ewerolimus ma istotnie
mniejszy w poréwnaniu z paklitakselem efekt cytotok-
syczny, szczegdlnie w stosunku do komorek srédbton-
ka. Jego wlasciwosci fizykochemiczne zapewniaja bar-
dziej réwnomierng dystrybucje leku w $cianie tetnicy
w stosunku do sirolimusa. Jest on bardziej rozpuszczal-
ny w rozpuszczalnikach organicznych oraz odporniej-
szy na degradacje metaboliczna i hydrolityczng w sto-
sunku do sirolimusa.

W badaniach na tetnicach wienicowych $win wyka-
zano, Ze stenty uwalniajace ewerolimus z powierzch-
ni polimeru biodegradowalnego (program Biosensors)
skutecznie ograniczyly przerost neointimy podobnie
jak stenty uwalniajace sirolimus. Wyniki tych dwéch
stentéw byly istotnie lepsze w stosunku do stentéw
metalowych BMS. Co wazne, w badaniach histopato-
logicznych w grupie stentéw uwalniajacych eweroli-
mus wykazano petne wygojenie tetnicy z pelnym $réd-
btonkiem obecnym juz po 28 dniach od implantacji.
Podobne obserwacje wykazano na tetnicach biodro-
wych krélikéw, w ktorych juz po 14 dniach od implan-
tacji widoczny byl pelny $rédblonek.

Ze wzgledu na to, iz ewerolimus jest lekiem, ktéry nie
rozpuszcza si¢ w wodzie, nie moze by¢ dostarczony do
$ciany tetnicy w postaci roztworu wodnego. Istnieje
natomiast mozliwo$¢ upakowania go do wnetrza na-
noczasteczek wykonanych z polimeru biodegradowal-
nego. Opublikowano kilka doniesien opisujacych po-
dawanie lekéw w postaci nanoczasteczek w warunkach

eksperymentalnych. Z lekéw zblizonych strukturalnie
do ewerolimusa wszystkie publikacje odnosza si¢ do si-
rolimusa.

W jednym z badan wykazano, ze lokalne podanie na-
noczgsteczek z zawartoscig sirolimusa do $ciany tet-
nicy szyjnej szczura spowodowalo retencje leku przez
okres ponad dwdch tygodni oraz istotnie ograniczyto
przerost neointimy [28]. Podobne efekty zaobserwo-
wano w badaniu, w ktérym nanoczastki z sirolimusem
podawano w miejsce zwezenia w tetnicach udowych
krolikéw. Dodatkowo w obu tych badaniach zaobser-
wowano szybki i prawidlowy proces endotelializacji
[29]. W badaniu Luderer i wsp. ocenie poddano nano-
czastki o srednicy 250 nm wykonane z polimeru bio-
degradowalnego poly(D,L-lactide) (PDLLA) zawiera-
jacego 20 proc. sirolimusa. Wyniki analizy wykazaly
jednoznacznie potencjal nanoczasteczek w lokalnym
podawaniu sirolimusa w zapobieganiu restenozie po
implantacji stentu [30]. Co wazne, ten sposéb zapobie-
gania proliferacji neointimy nie ma istotnego wplywu
na funkcjonowanie §rédbtonka.

Wszystkie powyzsze dane jednoznacznie wskazuja na
mozliwos$¢ podawania nanoczasteczek zawierajacych
ewerolimus do $ciany tetnic w celu uzyskania jego wy-
sokiego i przewidywalnego w czasie stezenia, ktére
moze skutecznie ograniczac czesto$¢ restenoz.

W zwigzku z powyzszym w projekcie finansowanym
przez Naukowa Fundacje Polpharmy wykonanym
przez zesp6t Centrum Badawczo-Rozwojowego Ame-
rican Heart of Poland SA we wspétpracy z Centrum
Materiatéw Polimerowych i Weglowych PAN w Za-
brzu zaprojektowano i przeprowadzono badania ma-
jace odpowiedzie¢ na pytanie, czy istnieja praktyczne
mozliwosci zastosowania biodegradowalnych nano-
sfer zawierajacych ewerolimus podawanych miejsco-
wo w celu uzyskania jego wysokich i przewidywalnych
w czasie stezen i tym samym ograniczania hiperplazji
neointimy po implantacji stentu.

Projekt zostal podzielony na trzy etapy, ktérych celem
byto kolejno: (1) opracowanie optymalnego materialu
poliestrowego (sklad kopolimeru, mikrostruktura) i wy-
tworzenie biodegradowalnych nanosfer zapewniajacych
state uwalnianie ewerolimusa w odpowiednim czasie
istezeniu; (2) sprawdzenie na modelu zwierzecym moz-
liwosci dostarczenia nanosfer z ewerolimusem do $cia-
ny tetnicy i ocena jego farmakokinetyki; (3) sprawdzenie
efektéw biologicznych testowanego rozwigzania pota-
czonego z implantacja stentéw metalowych.

Badania wchodzace w skiad pierwszego etapu zosta-
ty wykonane w Centrum Materialéw Polimerowych
i Weglowych PAN w Zabrzu. Zgodnie z zalozeniami
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Ryc. 1. Nanosfery z ewerolimusem wykonane z poli(L-laktydo-ko-TMC);
zdjecie wykonane w skaningowym mikroskopie elektronowym

projektu wykonano serig¢ zadan, ktére umozliwity wy-
bér optymalnego materiatu polimerowego, synteze ko-
polimeru oraz uformowanie nanosfer z ewerolimusem
(rycina 1). Uzyskano réwniez odpowiedz na pytania
dotyczgce m.in. rzeczywistego skladu kopolimeru, jego
rzeczywistej masy czgsteczkowej oraz stabilnego uwal-
niania leku bez obecnosci poczatkowego gwattownego
wyrzutu (tzw. burst release). Okreslono réwniez zmia-
ny fizykochemiczne zachodzace w polimerze w czasie
degradacji hydrolityczne;j.

Na przeprowadzenie drugiego i trzeciego etapu otrzy-
mano wczeéniej zgode I Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach Instytutu PAN w Krako-
wie. Badania polegajace na podawaniu nanosfer wy-
konano na tetnicach wienicowych $§win w warunkach
znieczulenia ogélnego prowadzonego zgodnie z proto-
kotem badania. Nanosfery z ewerolimusem wprowa-
dzano do jednej z trzech tetnic wienicowych przy uzy-
ciu opisanego powyzej cewnika transportujacego typu
microporous (ClearWay®) po wcze$niejszej predylata-
¢ji naczynia balonem angioplastycznym.

W drugim etapie badania procedury podania nanosfer
do $ciany tetnicy wykonano skutecznie i zgodnie z pro-
tokotem na grupie dziesieciu §win. Procedury termi-
nalne w ktérych pobrano material biologiczny, odbyly
sie odpowiednio po godzinie, 24 godzinach, 7 dniach,
28 dniach i 90 dniach obserwacji, liczac od procedury
wyj$ciowej. Pobrane prébki przekazano do Centrum
Materialéw Polimerowych i Weglowych PAN w Za-
brzu w celu wykonania analizy ilo§ciowej stezenia ewe-
rolimusa w tkance metoda wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (HPLC).

W trzecim etapie projektu majacym na celu ocene
efektéw biologicznych do dwdch tetnic wiericowych

$win podawano odpowiednio same nanosfery lub
nanosfery z lekiem, a nastepnie implantowano stent
metalowy typu BMS. W trzecim naczyniu implanto-
wano tylko stent metalowy BMS. W ostatnim dniu
badania (po 28 lub po 90 dniach od implantacji) po-
brano prébki biologiczne ze stentami, ktére podda-
no analizie histopatologicznej i histomorfometrycz-
nej w niezaleznym laboratorium histopatologicznym
Alizee Pathology w USA.

WNIOSKI

Sposréd obecnie dostepnych metod dostarczania le-
kéw antyproliferacyjnych do $ciany tetnicy w celu
ograniczenia restenozy najlepiej rozwinieta techno-
logie stanowia niewatpliwie stenty uwalniajace leki
nowej generacji. Jednakze mimo ich niewatpliwego
sukcesu wciaz pojawiaja sie doniesienia o przypad-
kach neoarteriosklerozy w stencie, incydentach péz-
nych zakrzepic lub restenoz. W zwigzku z tym po-
szukiwane sa alternatywne metody zapobiegania
restenozie, w tym miejscowe podawanie lekow z wy-
korzystaniem technik nanotechnologii. Jednym z ta-
kich przyktad6w jest projekt zrealizowany przez nasz
zespol i sfinansowany przez Naukowa Fundacje Pol-
pharmy. Po potwierdzeniu obecnosci ewerolimusa
w $cianie tetnicy w kolejnych punktach czasowych
oraz po potwierdzeniu biokompatybilnosci testo-
wanej metody bedzie mozliwe wprowadzenie testo-
wanej metody do etapu badan klinicznych. Wydaje
sig, iz z uwagi na mozliwo$¢ uzyskania wysokich ste-
zen leku w tkance mimo jednorazowej i stosunko-
wo kroétkiej jego aplikacji warto niniejsze rozwiaza-
nie zastosowac¢ w sytuacjach, w ktérych implantacja
stentu nie jest wskazana. Szczegdlne znaczenie maja
tutaj przypadki restenozy w stencie oraz zmiany de-
-novo zlokalizowane w tetnicach konczyn dolnych,
w ktérych z uwagi na obciazenia mechaniczne ist-
nieje ryzyko pekniec¢ oraz ztaman stentéw. Interesu-
jacym zastosowaniem nanosfer wydaje si¢ réwniez
mozliwo$¢é podawania kilku lekéw réwnoczesnie
podczas jednej procedury zabiegowej.
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