30

OCENA BUDOWY CHEMICZNEJ,
STRUKTURY FAZOWEJ

ORAZ SAMOORGANIZACJI
MAKROCZASTECZEK
POLI(ALIFATYCZNO/
AROMATYCZNYCH-ESTRO-
AMIDO-ETEROW) (PAAEAE)

JoanNA Gasowy, MirRostAawA EL FRAY*

ZACHODNIOPOMORSKI UNIWERSYTET TECHNOLOGICZNY W SZCZECINIE,
INSTYTUT POLIMEROW,

ZAKrAD BIOMATERIALOW | TECHNOLOGI MIKROBIOLOGICZNYCH,

AL. PiasTow 45, 70-322 SzczeciN

* E-MAIL: MIRFRAY(@ZUT.EDU.PL

Streszczenie

Celem pracy byto zbadanie wptywu metoksy
poli(glikolu etylenowego) (MPEG) o dwéch réznych
masach molowych na strukture chemiczng, mikro-
separacje fazowq oraz samoorganizacje makro-
czgsteczek w Srodowisku wodnym poli(alifatyczno/
aromatycznych-estro-amido-eteréw) (PAAEAE).
Do okreslenia budowy chemicznej produktéw reakcji
wykorzystano metode spektroskopii magnetycznego
rezonansu jgdrowego ('"H NMR) oraz réznicowej
kalorymetrii skaningowej (DSC) do oceny struktury
fazowej kopolimeréw. Samoorganizacje makroczgste-
czek PAAEAE do form micelarnych/nanosferycznych
w Srodowisku wodnym oceniano wykorzystujgc
transmisyjng mikroskopie elektronowg (TEM). Spek-
troskopia 'H NMR potwierdzita oczekiwang budowe
chemiczng zsyntetyzowanych materiatow. Analiza
DSC wykazata, ze uzycie mPEG o wysokiej masie
molowej, czyli 5000 g/mol prowadzi do utworzenia
materiatu o dobrze zdefiniowanej strukturze fazowey.
Materiat ten wykazuje zdolno$¢ do samoorganizacji
w micelle/nanosfery o hydrofobowym wnetrzu i hydro-
filowej powtoce. Moze by¢ uzywany w medycynie do
enkapsulacji/ immobilizacji roznych witamin i biatek.

Stowa kluczowe: nanosfery, metoksy poli(glikol ety-
lenowy), poliestry, pochodne tyrozyny, dimer kwasu
ttuszczowego

[Inzynieria Biomateriatéow 120 (2013) 30-34]

Wprowadzenie

Syntetyczne materiaty polimerowe odegraty na przestrze-
ni ostatnich lat znaczaca role w zastosowaniach medycz-
nych. Polimerowe biomateriaty ze wzgledu na tatwosc¢ ich
wytwarzania i przetworstwa, racjonalny koszt produkcji oraz
pozgdane wiasciwosci mechaniczne i fizyczne s stosowane
w protetyce, okulistyce, stomatologii, implantologii oraz jako
systemy dostarczania i kontrolowanego uwalniania lekéw [1].

W zwigzku z ogromnymi mozliwosciami aplikacyjnymi
biomateriatéw polimerowych, opracowano nowa rodzine
kopolimeréw — poli(alifatyczno/aromatyczne-estro-amido-
etery), zawierajgce w swojej strukturze pochodne tyrozyny
(DTR), dimer kwasu linoleinowego (DLA) oraz poli(glikol
etylenowy) (PEG) lub metoksy poli(glikol etylenowy)
(mPEG). Koncepcja opracowania tych materiatow zaktadata
potaczenie bioaktywnych i nietoksycznych monomerdéw,
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Abstract

Inthis paperwe discuss the influence of poly(ethylene
glycol) methyl ether (mPEG) of two different mole-
cular masses on chemical structure, microphase
separation and self-assembling of poly(aliphatic/
aromatic-ester-amide-ether)s (PAAEAE)s. We used
NMR spectroscopy to evaluate chemical structure
of synthesized materials as well as DSC analysis to
estimate the phase structure. The self-organization
of PAAEAEs into micellar/nanospheric structures in
aqueous environment was evaluated using transmis-
sion electron microscopy (TEM). NMR spectroscopy
confirmed chemical structure of synthesized materials.
DSC analysis indicated that mPEG of high M,, namely
5000 g/mol formed a microphase separated structure.
The obtained polymeric materials capable to self-or-
ganize into micelles/nanospheres with hydrophobic
core and hydrophilic shell can be used for medical
applications to encapsulate/immobilize various vita-
mins or antibacterial peptides.

Keywords: nanospheres, poly(ethylene glycol)
methyl ether, polyesters, tyrosine derivatives, dimer
fatty acid

[Engineering of Biomaterials 120 (2013) 30-34]

Introduction

Synthetic polymers have played an important role in
medical therapies, being applied in areas such as modula-
tion of wound healing, implantable medical devices and
artificial organs, prostheses, ophthalmology, dentistry, bone
repair, and drug delivery systems. Polymeric biomaterials
are relatively easy to manufacture into products with various
shapes, at reasonable cost, and with desirable mechanical
and physical properties [1].

We developed recently a new family of poly(aliphatic/
aromatic-ester-amide-ether) (PAAEAE) copolymers con-
taining tyrosine derivatives, dimer of linoleic acid (DLA) and
poly(ethylene glycol) (PEG) or poly(ethylene glycol) methyl
ether. An original approach in these systems is to combine
inherently bioactive and nontoxic monomers, namely long
chain fatty acids and tyrosine derivatives [2]. A combination
of appropriate fatty acid (here dimerized fatty acid, DLA
[3-6] and tyrosine (Tyr) derivative [7,9-11] as hydrophobic
components, and hydrophilic PEG [12,13] should provide
new materials with amphiphilic properties.
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a mianowicie dtugotancuchowych kwasoéw ttuszczowych
oraz pochodnych aminokwasoéw [2]. Potaczenie odpo-
wiedniego kwasu ttuszczowego (tutaj dimeryzowanego
kwasu ttuszczowego, DLA [3-6]) i pochodnych tyrozyny
(Tyr) [7,9-11], stanowigcych hydrofobowg czes¢ struktury
oraz hydrofilowego PEGu [12,13] powinno prowadzi¢ do
utworzenia nowych kopolimeréw o amfifilowych wiasci-
wosciach, zdolnych do samoorganizacji makroczasteczek
w $rodowisku wodnym.

Gtéwnym celem pracy byto zbadanie wptywu metoksy
poli(glikolu etylenowego) na budowe chemiczng oraz struk-
ture fazowg nowo otrzymanych kopolimeréw. Amfifilowy
charakter kopolimeréw zostat wykazany poprzez samoor-
ganizacje makroczasteczek w srodowisku wodnym do form
micelarnych/nanosferycznych.

Materialy i metody

Do otrzymania nowych kopolimeréw amfifilowych uzyto:
pochodne tyrozyny tj. etylowy (DTE) i heksylowy (DTH) ester
dezaminotyrozylo-tyrozyny dostarczone dzieki uprzejmosci
New Jersey Center for Biomaterials, USA. Uwodorniony
dimeryzowany kwas linoleinowy (DLA) o nazwie handlowej
Pripol 1009 i masie molowej ~570 g/mol zostat dostarczony
dzieki uprzejmos$ci firmy Croda, Holandia. 1-etylo-1"-dime-
tyloaminopropylokarbodiimid (EDC+HCI) zakupiono w firmie
GenScript Biology CRO for Drug Discovery. Inne substancje
chemiczne, takie jak metoksy poli(glikol etylenowy) o roz-
nych masach molowych, tj. 1000 g/mol (mMPEG,,,) i 5000
g/mol (MPEG4,,,) oraz 4-dimetyloaminopirydyna (DMAP) za-
kupiono w firmie Aldrich Chemical. W syntezach stosowano
rozpuszczalniki klasy HPLC bez wstepnego oczyszczania.

Poli(alifatyczno/aromatyczne-estro-amido-etery)
(PAAEAE) byly syntezowane w obecnosci 1-etylo-1’-di-
metyloaminopropylokarbodiimidu (EDC+HCI) jako $rodka
sprzegajacego oraz 4-dimetyloaminopirydyny (DMAP),
jako katalizatora, w roztworze dichlorometanu (DCM),
w temperaturze pokojowej, w atmosferze gazu obojetnego.
Schemat syntezy przedstawiono na RYS. 1.

Budowe chemiczng otrzymanych PAAEAE scharakte-
ryzowano metodg magnetycznego rezonansu jgdrowego
("HNMR). Widma "H NMR otrzymano przy pomocy aparatu
VNMRS Varian 400 MHz. Do badan zastosowano deute-
rowany chloroform CDCL, jako rozpuszczalnik, a wszelkie
przesuniecia zostaty okreslone wzgledem tertrametylosilanu
(TMS). Do analizy widm 'H NMR wykorzystano oprogramo-
wanie MestReNova.

Strukture fazowg PAAEAE scharakteryzowano za pomocg

The major goal of this work is to investigate the influ-
ence of mMPEG on the chemical structure and microphase
separation of new copolymers. The amphiphilic character
was tested in aqueous environment upon self-organization
into micelles/nanospheres.

Materials and Methods

Tyrosine derivatives, namely desaminotyrosyltyrosine
ethyl ester (DTE) and desaminotyrosyltyrosine hexyl ester
(DTH) were kindly provided by the New Jersey Center for
Biomaterials, USA. Dimerized fatty acid, a hydrogenated
dimerized linoleic acid (DLA), trade name Pripol 1009 of
molecular weight ~570 gemol-' was kindly provided by
Croda, The Netherlands. 1-Ethyl-3-(3-dimethyllaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride (EDC+HCI) was obtained from
GenScript Biology CRO for Drug Discovery. Other chemi-
cals such as poly (ethylene glycol) methyl ether of different
molecular masses, namely 1000 g/mol (mPEG,y,) and
5000 g/mol (MPEGsy,,), and 4-dimethylaminopyridine
(DMAP), were obtained from Aldrich Chemical. All solvents
of HPLC grade were used without further purification.

Poly(aliphatic-aromatic-ester-amide-ether)s (PAAEAE)
were synthesized using of 1-ethyl-3-(3-dimethyllaminopro-
pyl) carbodiimide hydrochloride (EDC+HCI) as the coupling
agent and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) as catalyst,
in dichloromethane solution (DCM), at room temperature,
in an inert gas atmosphere. The synthesis scheme is shown
in FIG. 1.

The chemical structure of poly(aliphatic-aromatic-ester-
amide-ether)s (PAAEAE)s was characterized by nuclear
magnetic resonance (NMR). '"H NMR spectra were obtained
using the Varian VNMRS 400 MHz. CDClI, was used as sol-
vent and all shifts were determined with reference to TMS.
MestReNova software was used for data analyzing.

The phase structure of PAAEAEs was characterized by
differential scanning calorimetry (DSC). DSC scans were
performed on the Mettler-Toledo (DSC823) apparatus. The
samples were dried under vacuum at room temperature for
2 days. The process was carried out in a triple cycle: first
heating in the temperature range from 25°C to 150°C, then
cooling in the temperature range from 150°C to -50°C, and
second heating in the temperature range from -50°C to
180°C. The rate of heating and cooling was 10°C min™.

The morphology of PAAEAEs nanospheres formed by
the self-assembly of macromolecules was determined using
transmission electron microscopy (JEM 100CX Transmis-
sion Electron Microscope JEOL LTD, Peabody, MA).

skaningowe;j kalorymetrii réznicowej (DSC), przy
pomocy aparatu Mettler-Toledo (DSC823). Probki
przed badaniem suszono pod proznig w tempera-
turze pokojowej przez 2 dni. Proces prowadzono
w trzech cyklach: pierwsze grzanie w zakresie od
25°C do 150°C, nastepnie chtodzenie od 150°C do
-50°C i drugie grzanie w zakresie temperatur od -
50°C do temperatury 180°C. Proces grzania i chio-
dzenia prowadzony byt z szybkos$cig 10°C min-'.

Morfologia nanosfer PAAEAE powstatych na
drodze samo-organizacji makroczasteczek w $ro-
dowisku wodnym byta obserwowana przy uzyciu
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (JEM
100CX Transmission Electron Microscope JEOL
LTD, Peabody, MA).

RYS. 1. Schemat syntezy poli(alifatyczno-aro-
matycznych-estro-amido-eteréw) (PAAEAE).
FIG. 1. Synthesis scheme of poly (aliphatic-
aromatic-ester-amide-ether)s (PAAEAE).
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Wyniki i dyskusja

Strukture chemiczng zsyntetyzowanych kopolimerow
PAAEAE potwierdzono metodg magnetycznego rezonansu
jadrowego. Analiza widm '"H NMR potwierdzita, ze zsyntety-
zowane materiaty wykazujg oczekiwang budowe chemiczna.
Szczegodtowa analize widma 'H NMR dla materiatéw zawie-
rajacych mPEG;,,, przedstawiono na RYS. 2 3.

Results and Discussion

The chemical structure of synthesized PAAEAEs co-
polymers was verified by nuclear magnetic resonance. The
analysis of '"H NMR spectra confirmed that synthesized
materials show expected chemical structure. The results
with peaks assignments for materials containing mPEG,

are presented in details in FIG. 2 and FIG. 3.
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RYS. 2. Widmo 'H NMR dla DTE_DLA_mPEG;,,, wraz z przyporzagdkowaniem przesunigc.
FIG. 2. The 'H NMR spectrum for DTE_DLA_mPEG,,, with peak assignments.
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RYS. 3. Widmo 'H NMR dla DTH_DLA_mPEG;,,, wraz z przyporzagdkowaniem przesunigc.
FIG. 3. The 'H NMR spectrum for DTH_DLA_mPEG;,,, with peak assignments.
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TABELA 1. Wartosci temperatur zeszklenia, T, oraz
temperatur topnienia, T,, dla PAAEAE.

TABLE 1. Characteristic temperatures for PAAEAEs:
T, and T, obtained from 2nd heating cycle.

Polimer / Polymer T,(°C) T. (°C)
DTE_DLA_mPEG,q, 3.2 ]
DTH_DLA_mPEG 1, 7.4 ;
DTE_DLA mPEGg, 3.2 60.2
DTH_DLA_mPEGqy, 9.3 60.0

Analiza widma 'H NMR dla materiatu DTE_DLA _
mPEG;,,, wykazata nastepujace przesuniecia: 7,27 ppm
(s, chloroform-d), 6,97-7,20 ppm (Ar-H), 5,96 (s, NH), 4,85
(dd, CH - tyrozyna), 4,15 (dd, OCH, — boczne ugrupowanie
estrowe), 3,65 (PEG - CH,CH,), 3,49 (s, metanol), 3,07 (d,
CH,-DTE), 2,94 (t, CH, - DTE), 2,49 (m, CH, - DLA), 1,27
(m, CH, - DLA).

Analiza widma 'H NMR dla materiatu DTH_DLA _
mPEG,,,, Wykazata nastepujace przesuniecia: 7,26 ppm
(d, chloroform-d), 6,97-7,20 ppm (Ar-H), 5,97 (s, NH), 4,86
(dd, CH - tyrozyna), 4,08 (dd, OCH, — boczne ugrupowanie
estrowe), 3,66 (PEG - CH,CH,), 3,04 (m, CH, - DTH), 2,95
(m, CH, - DTH), 2,70 (d, CH, — DTH), 2,49 (m, CH, - DLA),
1,31 (m, CH, - DLA).

Analiza termograméw DSC wykazata, ze kopolimery za-
wierajgce mPEG,,,, charakteryzuja sie wystepowaniem tylko
niskotemperaturowego zeszklenia, T, ktérego wartosc prze-
suwa sie w kierunku nizszych temperatur dla kopolimeréw
zawierajacych DTH, w poréwnaniu do materiatéw zawiera-
jacych DTE. Brak mikroseparacji fazowej w tych materiatach
spowodowany jest utworzeniem homogenicznej mieszaniny
krotkotancuchowego mPEG, o, z fragmentami DLA, tym sa-
mym nie zmieniajgc amorficznego charakteru catego uktadu.
Zastosowanie mPEG;,,, prowadzi do otrzymania materiatu

The detailed analysis of NMR spectrum for DTE_DLA_
mPEG;,,, material revealed the following shifts: 7.27 ppm (s,
chloroform-d), 6.97-7.20 ppm (Ar-H), 5.96 (s, NH), 4.85(dd,
CH of tyrosine), 4.15 (dd, OCH, of the pendent ester group),
3.65 (CH,CH, of PEG), 3.49 (s, methanol), 3.07 (d, CH, of
DTE), 2.94 (t, CH, of DTE), 2.49 (m, CH, of DLA), 1.27 (m,
CH, of DLA).

The detailed analysis of NMR spectrum for DTH_DLA_
MPEG;y,, material revealed the following shifts: 7.26 ppm
(d, chloroform-d), 6.97-7.20 ppm (Ar-H), 5.97 (s, NH), 4.86
(dd, CH of tyrosine), 4.08 (dd, OCH, of the pendent ester
group), 3.66 (CH,CH, of PEG), 3.04 (m, CH, of DTH), 2.95
(m, CH, of DTH), 2.70 (d, CH, of DTH), 2.49 (m, CH, of
DLA), 1.31 (m, CH, of DLA).

The DSC analysis of copolymers containing mPEG;
show only low temperature T, which is shifting towards
lower temperatures for copolymers containing DTH build-
ing block, as compared to materials containing DTE. Short
chain mPEG,, is forming a homogenous mixture with DLA
soft blocks, thus the whole system is amorphous. When
mPEG;,,, is used, a microphase separated structure is
formed as manifested by the presence of low temperature T,
and high temperature T,,.. Interestingly, increasing the length
of pendant chain in tyrosine derivative (DTH) lowered T, to
-9.3°C as compared to 3.2°C for material containing DTE.
Characteristic glass transition temperature, T, and melting
temperature, T,, values are collected in TABLE 1.

The amphiphilic character of new copolymers was de-
termined by emulsification of polymer solution in water. The
hydrophilic shell is composed of (MPEG), while dimerized
fatty acid (DLA)/tyrosine (Tyr) are creating hydrophobic core.
The schematic structure of DLA/Tyr-PEG self-assembled
micelle is shown in FIG. 4.

The morphology of such structures for PAAEAESs contain-
ing mMPEG;,,, was determined using transmission electron
microscopy (TEM). As can be seen in FIG. 5, nanospheres
ranging in size from 50 nm to 200 nm were spontaneously
formed in aqueous environment.

o dobrze zdefiniowanej strukturze fazo-
wej, co przejawia sie wystepowaniem
niskotemperaturowego zeszklenia, T,
oraz wysokotemperaturowego top-
nienia, T,. Co ciekawe, zwigkszenie
dtugosci bocznego tancucha pochodnej
tyrozyny (DTH) obniza T, do -9,3°C,
w poréwnaniu do 3,2°C dla materiatu
zawierajagcego DTE. Wartosci tempe-
ratur zeszklenia, T, oraz temperatur
topnienia, T, zebrano w TABELI 1.

Amfifilowy charakter nowych kopo-
limeréw zostat okreslony na podstawie
procesu emulgacji organicznego roz-
tworu polimeru w wodzie. Hydrofilowg
otoczke powstatej na drodze samoor-
ganizacji makroczgsteczek miceli/na-
nosfery tworzg fragmenty (mPEG),
natomiast dimeryzowany kwas tlusz-
czowy (DLA) oraz pochodne tyrozyny
(Tyr) budujg hydrofobowy rdzen struk-
tury. Schemat miceli DLA/Tyr-PEG
pokazano na RYS. 4.

Morfologie takich struktur zawieraja-
cych mPEG;,, okreslono przy pomocy
transmisyjnej mikroskopii elektronowej

(TEM). Jak wida¢ na RYS. 5, w wyniku
spontanicznego faczenia sie makrocza-
steczek w wodzie utworzyty sie nano-
sfery o wielkosci od 50 nm do 200 nm.

RYS. 4. Budowa chemiczna miceli zawierajacej DLA/Tyr-PEG.
FIG. 4. The chemical structure of micelle containing DLA/Tyr-PEG.
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Whioski

Z powodzeniem udato nam sie zsyntetyzowaé nowe mate-
riaty polimerowe bazujac na nietoksycznych komponentach
tj. pochodnej aminokwasu, kwasie ttuszczowym i metoksy
poli(glikolu etylenowym) (mPEG). Protonowa spektroskopia
NMR potwierdzita oczekiwang strukture chemiczng otrzyma-
nych materiatow. Analiza DSC wykazata amorficzng strukture
materiatéw zawierajagcych mPEG,,,, oraz mikroseparacje
fazowg w PAAEAE zawierajgcych mPEGgq,.

Dla materiatow zawierajacych mPEG;,, przetestowano
amfifilowy charakter nowo otrzymanych PAAEAE kopolime-
réw poprzez emulgacje organicznego roztworu kopolimeru
w wodzie. Utworzone w wyniku samoorganizacji makrocza-
steczek formy micelarne/nanosferyczne obserwowano przy
uzyciu mikroskopu TEM.

Otrzymane materiaty polimerowe samoorganizujace sie w
srodowisku wodnym do form micelarnych/nanosferycznych,
skfadajace sie z hydrofobowego rdzenia oraz hydrofilowej
otoczki mogg by¢ zastosowane do enkapsulacji/immobi-
lizacji zwigzkéw bioaktywnych, np. witamin lub przeciw-
drobnoustrojowych peptydéw dla zastosowan medycznych.
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[6] El Fray M., Altstadt V.: Fatigue behaviour of multiblock thermopla-
stic elastomers. 3. Stepwise increasing strain test of poly(aliphatic/
aromatic-ester) copolymers. Polymer 45 (2004) 263-273.
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lodine inhibits antiadhesive effect of PEG: Implications for tissue
engineering. Journal of Biomedical Materials Research Part B:
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RYS. 5. Obrazy TEM (ne-
gatywne skontrastowane)
dla uformowanych w sro-
dowisku wodnym nanosfer
DTE_DLA_mPEG;, (A) oraz
DTH_DLA_mPEG,y, (B).
FIG. 5. TEM images (nega-
tive staining) for DTE_DLA _
mPEG;,, (A) and DTH_
DLA_mPEG;, (B) forming
nanospheres.

Conclusions

We successfully synthesized a new polymeric materi-
als based on amino acid, fatty acid and poly(ethylene
glycol)methyl ether (MPEG). The proton NMR spectroscopy
confirmed the expected chemical structure of these new ma-
terials. DSC analysis evidenced an amorphous structure for
materials containing mPEG, ., and microphase separated
structure for poly(aliphatic/aromatic-ester-amide-ether)s
containing MPEGsq,.

The amphiphilic character of these materials was tested
upon emulsification where self-organization of DTR_DLA_
mMPEGs,, into micellar/nanospheric structures in aqueous
environment was noticed. The nanospheres formation was
evidenced by TEM.

The obtained results give a good promise for further work
on self-organization of PEAEA into well-defined micells/na-
nospheres with hydrophobic core and hydrophilic shell, thus
being capable to encapsulate/immobilize various vitamins
or antibacterial peptides for medical applications.
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