zmniejszenie 1.75-krotne wyrzutu cytostatyka z powierzchni
matrycy trojwarstwowej.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan uwalniania
radiouczulacza metronidazolu z jednowarstwowych
oraz tréjwarstwowych matryc kopolimeru glkolidu z
laktydem do sztucznego ptynu mézgowo rdzenio-
wego ACFs. Przeprowadzono analize mikrostruktury
fancuchow polimerowych w oparciu o spektroskopie
magnetycznego rezonansu jgdrowego. Badanie uwal-
niania leku prowadzono w systemie dynamicznym z
regularng wymiang buforu we fiolkach poddanych
wytrzgsaniu. Ekstrakty analizowano metodg spek-
trometrii UV-VIS. Réwnolegle prowadzono badania
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STUDIES

ANDRzEJ Buszman'*, JaNusz KASPERCZYK'?,
BozenA JARzABEK', KATARZYNA STOKr0SAZ, ANNA SMOLA'

"PoLisH ACADEMY OF SCIENCES,

CENTRE OF PoLYMER AND CARBON MATERIALS,

34. M.SkrobowsKIEJ-CURIE STREET, 41-819 ZaABRzE, POLAND
°MEebicAL UNIVERSITY OF SILESIA,

DEPARTMENT OF BIOPHARMACY.

1 NArRcYzow STReeT, 41-200 SosNowiec, PoLAND
*MAILTO: ANDRZEJ.BUSZMAN@GMAIL.COM

Abstract

In this paper the results of radiosensitizer me-
tronidazole release investigation from mono- and
triple-layered copolymeric matrices in artificial cere-
bro-spinal fluid solution (ACFs) are presented. The
analysis of polymeric chain microstructure by the
NMR has been conducted. Drug release study was
performed in the dynamic system with regular buffer
exchange in constantly stirred glass ampoules. The
extracts were analyzed by the UV-VIS spectrometry.
Drug carrying matrices degradation research were
conducted to evaluate possible changes in polymeric
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degradacji matryc z lekiem pod katem oceny zmian
w mikrostrukturze tanncucha polimerowego. Bada-
nia wykazaty znacznie szybszg degradacje matryc
wykonanych z kopolimeru glikolidu z D,L-laktydem
w poréwnaniu z matrycami z kopolimeru glikolidu z
L-laktydem. Ponadto wykazano ze optaszczenie ma-
trycy zawierajgcej lek polimerem bez leku (matryce
tréjwarstwowe) zapobiega nagtemu wyrzutowi leku z
powierzchni w pierwszych dniach uwalniania.

Stowa kluczowe: Poliestry alifatyczne, systemy
kontrolowanego uwalniania lekéw, glejak mézgu,
metronidazol

[Inzynieria Biomateriatow, 99-101, (2010), 67-71]

Wprowadzenie

Polimery biodegradowalne, a szczegdlnie poliestry
alifatyczne stanowig grupe biomateriatéw stosowanych w
medycynie przy regeneracji uszkodzonych tkanek (jako tzw.
scaffoldy), w leczeniu ran (jako nici i klipsy chirurgiczne) oraz
jako membranowe i matrycowe systemy kontrolowanego
uwalniania lekéw [1]. Ze wzgledu na ich bezpieczenstwo,
biodegradowalnosc¢, dostepnos¢ i uniwersalnos¢ znalazty
zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych, uzalez-
nien, infekcji i szczepieniach. Wyniki degradacji poliestrow
alifatycznych i wptyw mikrostruktury taricucha polimero-
wego na degradacje hydrolityczng pozwalajg projektowac
bioresorbowalne systemy kontrolowanego uwalniania oraz
wptywacé na czas ich degradaciji i stezenie uwalnianego leku
[2]. W leczeniu nowotwordéw, polimerowe systemy uwalnia-
nia lekdw moga by¢ podawane miejscowo, tj. bezposrednio
na tkanke guza lub do lozy pooperacyjnej, co stanowi
niewatpliwy atut tych systemoéw na tle innych rozwigzan.
Jest to szczegdlnie wazne w leczeniu nowotworéw gtowy i
szyi, gdzie bariera krew-mézg stanowi istotng przeszkode
dla wielu lekow podawanych ogdélnoustrojowo. Dodatkowo,
umiejscowienie polimerowego systemu uwalniania leku
bezposrednio w guzie lub w lozy pooperacyjnej minimali-
zuje uszkodzenia tkanki nerwowej wywotane radioterapia.
Ponadto, systemy polimerowe charakteryzuje staty poziom
uwalniania leku w danym okresie czasu, co jest kluczowe
w terapii przeciwnowotworowej [3].

Metronidazol — nalezgcy do chemioterapeutykow lek z
grupy pochodnych nitroimidazolu wykazuje dziatanie pier-
wotniakobdjcze oraz bakteriobdjcze wobec drobnoustrojow
beztlenowych, wykazano ponadto efektywne dziatanie tego
leku jako radiouczulacza w terapii biataczek, miesakow i
raka piersi. Wiasciwosci radiouczulajgce metronidazolu
mogg mie¢ zastosowanie w leczeniu innych nowotworéw
ztosliwych jak np. glejakow, jednak dla uniknigcia cyto-
toksycznych dziatan ubocznych jego miejscowe podanie
powinno by¢ $cisle kontrolowane [4].

W niniejszej pracy zostaty przebadane kopolimery glikoli-
du z D,L-laktydem oraz glikolidu z L-laktydem ze specyficzng
mikrostrukturg tancuchéw kopolimerowych pod katem zasto-
sowania jako wszczepialne systemy terapeutyczne.

Materiaty

Materiaty kopolimerowe poli(glikolid-co-D.L-laktyd) oraz
poli(glikolid-co-L-laktyd) zostaty zsyntezowane w Centrum
Materiatéw Polimerowych i Weglowych PAN w Zabrzu,
metodg kopolimeryzacji z otwarciem pierscienia prowa-
dzong w masie z uzyciem Zr(acac), jako nietoksycznego
inicjatora przy stosunku molowym inicjator/komonomery
1/1000. Otrzymane kopolimery zostaty rozpuszczone w
chloroformie, wytrgcone w metanolu a nastepnie wysuszo-
ne w temperaturze 25°C pod normalnym i zmniejszonym

chain microstructure. The results showed that matrices
containing poly(glycolide-co-D,L-lactide) demonstrate
higher degradation rate than matrices containing
poly(glycolide-co-L-lactide). It has been proved that
drug carriers coated with drug-free polymer (triple-
layered matrices) prevents from burst effect.
Keywords: Aliphatic polyesters, drug delivery
system, brain glioma, metronidazole
[Engineering of Biomaterials, 99-101, (2010), 67-71]

Introduction

Biodegradable polymers, especially aliphatic polyesters
are materials used for medical applications such as tissue
repair and regeneration (scaffolds), wound closure (sutures,
self-clamping clips, surgical pins) and drug delivery systems
(membrane, matrix, injectable etc.) [1]. Due to their safety,
biodegradability, availability and versatility they are used in
the areas of cancer therapy, drug addiction, infection and
vaccination. The influence of polymeric chains microstruc-
ture on hydrolytic degradation allow to design the biore-
sorbable controlled release systems and to control carrier
degradation time as well as concentration of released drug
[2]. In cancer treatment, polymeric drug delivery systems
have the advantage of being placed directly into the tumor
area or into the tumor cavity after the resection. This is very
important especially in brain and neck cancers, when the
blood-brain barrier (BBB) may prevent some systemically
administered drugs from reaching their destination. Moreo-
ver, implantation of polymeric drug delivery system directly
into tumor site or tumor cavity after resection minimizes
damage or toxic effects for the nerve tissue caused by ra-
diotherapy. Furthermore, polymeric delivery systems provide
stable release of the drug in certain period of time, which
is essential for the successful cancer therapy [3].

Metronidazole is nitroimidazole antibiotic medication
used for anaerobic bacteria and protozoa but has also been
proved as an efficient radiosensitizer in treatment of leuke-
mia, sarcoma and breast cancer. lts radiosensitive proper-
ties seem to be interesting in treatment of other malignant
tumors like glioma however local administration needs to be
controlled due to potential cytotoxical side effects [4].

In this study, copolymer of poly(glycolide-co-D,L-lactide)
and copolymer of poly(glycolide-co-L-lactide) with specific
chain microstructure have been chosen as carriers of met-
ronidazole for implantable therapeutic system.

Materials

Polymeric materials poly(glicolide-co-D,L-lactide) and
poly(glicolide-co-L-lactide) were synthesized in Centre of
Polymer and Carbon Materials PASci, Zabrze by ring-open-
ing copolymerization in bulk with Zr(acac), as a non toxic
initiator with initiator/molar ratio (I/M) of 1/1000. Obtained
copolymers were dissolved in chloroform, precipitated in
methyl alcohol then dried at 25°C and under reduced pres-
sure to constant weight. Metronidazole was purchased
from Sigma Aldrich. Artificial Cerebro-spinal Fluid solution
(ACFs) was prepared by mixing proper amounts of NaCl,
KCl, CaCl,, MgCl,+*6H,0, Na,HPO,*7H,0 and NaH,PO,*H,O
with distilled water.

Methods

Materials properties examination

The copolymers composition was confirmed by the 'H-
NMR analysis and the chain microstructure was examined
by the *C-NMR measurement (600 MHz on AVANCE
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cisnieniem do statej masy. Metronidazol zostat zakupiony
w SIGMA ALDRICH. Sztuczny ptyn mézgowo rdzeniowy
(ACFs) otrzymano w wyniku doktadnego rozpuszczenia i
zmieszania odpowiednich nawazek soli NaCl, KCI, CaCl,,
MgCl,*6H,0, Na,HPO,*7H,0O i NaH,PO,*H,0 w wodzie
destylowane;.

Metody

Badania wlasciwosci materiatow

Sktad chemiczny badanych polimeréw oraz mikrostruktu-
ra fancuchéw zostaty okreslone za pomoca analizy 'H-i*C-
NMR (spektrometr 600 MHz AVANCE Il Ultra Shield Plus,
Bruker). Masy czgsteczkowe kopolimerow Mn i Mw zostaty
oznaczone metodg chromatografii zelowej (GPC, Physics
SP 8800 chromatograph). Temperatura zeszklenia Tg oraz
topnienia Tm badanych kopolimeréw zostaty wyznaczone
metodg réznicowej kalorymetrii skaningowej (TADSC 2010
apparatus, TA Instruments, New Castle, DE).

Otrzymanie matryc polimerowych oraz krgzkéw jedno- i
tréjwarstwowych

Matryce z lekiem otrzymano przez rozpuszczenie na-
wazki polimeru w CH,CI,, wymieszanie go z roztworem
zawierajgcym odpowiednig ilos¢ metronidazolu i wylanie
na specjalng forme teflonowg. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika w temperaturze pokojowej matryce suszono w
suszarce prozniowej. Nastepnie wycieto krazki o Srednicy
10mm, grubosci 0,5mm, zawierajgce 5%wag metronidazolu.
Krazki bez leku otrzymano analogicznie, wyjgwszy dodatek
roztworu metronidazolu. Krgzki trojwarstwowe otrzymano
przez umieszczenie krgzka z lekiem pomiedzy dwoma
krazkami bez leku i sprasowanie w okreslonych warunkach
temperatury, czasu i nacisku.

Badanie uwalniania metronidazolu

Otrzymane jedno- oraz tréjwarstwowe krgzki umieszczo-
no w szklanych amputkach i dodano buforu ACFs w proporcji
1ml buforu na 15mg polimeru. Ekstrakty zbierano codziennie
w okresie pierwszego tygodnia badan a nastepnie co 7 dni
przez okres 12 tygodni. Przy kazdym pobraniu ekstraktu
wymieniano catg objetos¢ buforu. Inkubacja zachodzita w
temperaturze 37°C (Memmert Precision Incubator INE 400)
przy réwnoczesnym ciggtym wytrzgsaniu amputek.

Pomiar absorbancji metronidazolu uwolnionego z krgz-
kow polimerowych do buforu ACFs

Stezenie uwolnionego metronidazolu zostato zbadane
metodg spektrofotometryczng w zakresie UV (270-370nm)
przy uzyciu spektrometru JASCO V-570 UV-VIS-NIR.
Roéwnanie krzywej wzorcowej pozwolito okresli¢ ilos¢ uwol-
nionego leku.

Badanie degradacji krgzkow

Z powodu bardzo duzego tempa degradacji matryc z
koplimeru glikolidu z D,L-laktydem (catkowity czas degra-
dacji ok. 8-10 tyg) wykonano analize NMR tego materiatu.
Celem analizy byto poréwnanie udziatu jednostek komo-
nomerycznych oraz parametrow mikrostruktury tancucha
polimerowego miedzy matrycg niezdegradowang a matryca
po 4 tygodniach degradacji w ACFs w 37°C.

Wyniki

Wiasciwosci matryc polimerowych

Wyniki analiz DSC, GPC i NMR badanych polimeréw
zestawiono w TABELI 1. Dla obydwu materiatéw przed
inkubacjg wspotczynnik randomizacji R wskazuje na bu-
dowe blokowag

Il Ultra Shield Plus, Bruker). The copolymers molecular
masses Mn and Mw were investigated by gel permeation
chromatography (GPC, Physics SP 8800 chromatograph).
The copolymers glass-transition temperature Tg and melting
temperature Tm were determined by differential scanning
calorymetry (TADSC 2010 apparatus, TA Instruments, New
Castle, DE).

Obtaining polymer matrices and mono- and triple-lay-
ered discs

Matrices with drug were obtained by dissolving copoly-
mers in CH,Cl,and mixing with the proper amount of metro-
nidazole solution then cast on a teflon plate with the special
casting device. After evaporating at ambient temperature,
films were dried under reduced pressure. Then discs of
10mm diameter and 0,5mm thick were cut out from the
matrices each containing 5% w/w of drug. Drug-free discs
were obtained in similar way, without the drug addition.
Triple-layered discs were obtained by press moulding one
metronidazole carrying disc put between two drug-free discs
in proper conditions of temperature, time and force.

Metronidazole release investigation

Obtained mono and triple layered discs were put into
glass ampoules and filled with amount of ACFs proportional
to disc’s weight (1ml of ACFs per 15mg of polymer). Extracts
were gathered every day during the first week of the study
and then once each following week. Whole amount of buffer
was changed with every extract sample gathering. During
incubation at 37°C (Memmert Precision Incubator INE 400)
release of metronidazole were examined for about 12 weeks
with constant shaking.

Absorbance measurement of metronidazole released to
ACFs by UV-VIS spectrometry

Concentrations of metronidazole released were analyzed
by absorbance measurements of drug in the UV-range
(270-370nm) by JASCO V-570 UV-VIS-NIR spectrometer.
Equation of standard curve allowed to determine the amount
of metronidazole released.

Discs degradation analysis

Due to the very fast of poly(glycolide-co-D,L-lactide)
degradation rate (total degradation time estimated for
about 8-10 weeks) further 'H and *C NMR analysis were
conducted for this material. The aim of this study was to
compare the comonomeric ratio and chain microstructure
between non-degradated matrix and matrix after 4 weeks
of incubation in ACFs at 37°C.

Results

Polymeric matrices properties

The results of DSC, GPC and NMR analysis are gath-
ered in TABLE 1. for both materials randomization factor R
indicates block chain microstructure.

Degradation analysis

The NMR study results for the poly(glycolide-co-D,L-
lactide) after 4 weeks of incubation showed in TABLE 1.
indicate significant changes in both copolymer composi-
tion and chain microstructure. The average block length
was decreased, especially for the lactidyl blocks and the
randomization factor increased to value indicating statistic
chain microstructure.

Metronidazole release profiles analysis
On the FIG.1. rapid drug release in first 24 hours of
incubation can be seen. It's known as the burst effect and
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Analiza degradacji
Wyniki analizy NMR dla kopolimeru glikolidu z D,L-lakty-
dem po 4 tygodniach inkubacji
pokazane w TABELI 1 wskazu-
ja na znaczgce zmiany jakie
zaszty w sktadzie polimeru
jak i w mikrostrukturze tancu-
cha. Obnizeniu ulegta $rednia
dtugosc¢ blokéw, zwtaszcza
laktydylowych, a wspétczynnik
randomizacji wzrést do pozio-
mu wskazujgcego na budowe
statystyczng tancucha.

is unwanted in drug delivery systems. Similar situation
is shown on FIG.3. where 25% of total drug reservoir is

TABELA 1. Zestawienie witasciwosci matryc polimerowych w oparciu o analizy DSC,
GPC i NMR. GA:LA ratio — stosunek jednostek glikolidylowych do laktydylowych;
Legs — Srednia dtugosé blokow glikolidylowych; L, — srednia diugos¢ blokéw lak-
tydylowych; R — wspoétczynnik randomizaciji; n/e — nie badano.

TABLE 1. Set of polymeric material properties based on DSC, GPC and NMR analy-
sis. GA:LA - glycolidyl units to lactidyl units molar ratio; L¢;; — average glycolidyl
block length; L¢,, — average lactidyl block length, R — randomization factor; n/e — not
examined

Analysis GALA

Analiza profili uwalniania Material !
metronidazolu [°C] | [°C] | [kDa] | [kDa] ratio

Na RYS.'].WidOCZﬂy.jeSt poly(glicolide-co-
nagly wyrzut leku w ciagufl | jactide) before | 60,6 | 83,6 | 75,3 | 254,7 | 15,9:84,1 | 1,88 | 9,96 | 0,37
pierwszych 24 godzin inku- incubation
bacji. Jest to spowodowane
wymyciem czgsteczek leku z poly(glycolide-co-
powierzchni, niepozadane W p| jactide) before | 51,0 | 1109 | 46,4 | 99,2 | 52,8:47,2 | 2,93 | 2,62 | 0,55
systemach uwalniania lekow. incubation
Podobng sytuacje przedsta-
W'T‘. IR:S'& gldlme .25% galej poly(glycolide-co-D,L-
pull leku uwalnia Sie W CIagu Il |4 ctide) after 4 weeks | nfe | n/e | nie | n/e | 80,9:19,1| 1,95| 0,50 2,44
pierwszej doby inkubacji. Po- e
réwnanie tych dwoch matryc
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RYS.2. Wykres kumulacyjny uwalniania metronidazolu
do ptynu ACFs in vitro z matrycy tréjwarstwowej zawie-

RYS.1. Wykres kumulacyjny uwalniania metronidazolu
do ptynu ACFs in vitro z matrycy jednowarstwowej

zawierajgcej kopolimer glikolidu z L-laktydem.

FIG.1. In vitro cumulative release of metronidazole to
ACFs from mono-layered matrix containing copolymer
of glycolide and L-lactide

rajacej kopolimer glikolidu z L-laktydem.

FIG.2. In vitro cumulative release of metronidazole to
ACFs from three-layered matrix containing copolymer
of glycolide and L-lactide
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RYS.3. Wykres kumulacyjny uwalniania metronidazolu
do ptynu ACFs in vitro z matrycy jednowarstwowej
zawierajacej kopolimer glikolidu z D,L-laktydem.
FIG.3. In vitro cumulative release of metronidazole to
ACFs from mono-layered matrice containing copolymer
of glycolide and D,L-lactide

RYS.4. Wykres kumulacyjny uwalniania metronidazolu
do ptynu ACFs in vitro z matrycy tréjwarstwowej zawie-
rajacej kopolimer glikolidu z D,L-laktydem.

FIG.4. In vitro cumulative release of metronidazole to
ACFs from triple-layered matrice containing copolymer
of glycolide and D,L-lactide
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wskazuje, iz profil uwalniania z matrycy otrzymanej z L-
laktydu jest bardziej zrownowazony a uwalnianie trwa do
50 dni, podczas gdy z matrycy otrzymanej zj D,L-laktydu
zaledwie do 25 dni.

Matryce tréjwarstwowe widoczne na RYS.2. i RYS 4. nie
wykazujg wyrzutu z powierzchni, uwalniajgc lek w umiarko-
wanym tempie do 55 dni (matryca z L-laktydem) lub do 25
dni dla matrycy z D,L-laktydem.

Whioski

Obecnos¢ dwoch dodatkowych krgzkéw bez leku optasz-
czajgcych nosnik radiouczulacza chroni przed wystgpieniem
wyrzutu leku z powierzchni. Ponadto matryce 3-warstwowe
wykazujg bardziej zrbwnowazony profil uwalniania niz 1-
warstwowe. Zwiekszenie udziatu jednostek L-laktydylowych
w matrycy kopolimerowej zapewnia dtuzszy czas degradacji
jak rowniez diuzsze uwalnianie leku.

Szybka degradacja kopolimeru otrzymanego z D,L-lakty-
du zwigzana jest ze znacznymi zmianami w mikrostrukturze
tancucha i powoduje wyczerpanie sie puli leku w czasie
krétszym niz 30 dni.
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released in the first day of incubation. However, the com-
parison between these two indicates that the release profile
for matrix obtained from L-lactide is more stable and lasts
up to 50 days while for matrix obtained from D,L-lactide
only up to 25 days.

The triple-layered matrices presented on FIG.2. and
FIG.4. show no signs of burst effect, releasing the drug
at moderate rate up to 55 days (matrices obtained from
L-lactide) or up to 25 days for matrices obtained from D,L-
lactide.

Conclusions

The presence of two drug-free polymeric discs coating
the drug carrier prevents from rapid drug release known as
burst effect. Moreover, the triple-layered matrices indicate
more stable drug release profile than mono-layered.

The increase of L-lactidyl units in copolymeric matrix
ensures longer degradation time as well as longer drug
releasing.

Fast degradation of copolymer containing D,L-lactidyl
units is connected with significant changes in chain micro-
structure and causes whole drug reservoir being spent in
less than 30 days.
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