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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badar uwalniania
doksorubicyny i idarubicyny w fazie in vitro z biore-
sorbowalnej matrycy zawierajgcej kopolimer glikolidu
i L,L-laktydu (PGLA) do sztucznego ptynu mézgowo-
rdzeniowego (aCFS). Okre$lono mikrostrukture
tancucha polimerowego korzystajgc z magnetycznego
rezonansu jgdrowego ("*C-NMR). Badano profile
uwalniania doksorubicyny i idarubicyny z matryc
zawierajgcych kopolimery glikolidu i L,L-laktydu
oraz glikolidu i e-kaprolaktonu do aCFS w oparciu o
spektroskopie UV-VIS. W przypadku matryc wyko-
nanych z kopolimeru glikolidu z L,L-laktydem stwierd-
zono roznice w profilach uwalniania doksorubicyny i
idarubiciny. Z matrycy zawierajgcej doksorubicyne
lek uwalnia sie bardzo wolno w pierwszych dniach
eksperymentu z powolnym narastaniem do 90 dnia.
Od tego dnia obserwowana jest zwiekszona degra-
dacja matrycy. Z matrycy zawierajgcej idarubicyne,
80% leku uwalnia sie rownomiernie przez 40 dni.
Przeprowadzono analize strukturalng powyzszych
matryc w oparciu o spektroskopie w podczerwieni
(IR). Widma IR potwierdzity obecno$¢ oddziatywan
strukturalnych tj. miedzyczgsteczkowe wigzania wo-
dorowe miedzy grupg hydroksylowg w czgsteczce
doksorubicyny a grupg karbonylowa taricucha polilak-
tydu. Takie oddziatywania sq niemozliwe w przypadku
idarubicyny, poniewaz w jej strukturze zamiast grupy
hydroksylowej wystepuje grupa metylowa.

[Inzynieria Biomateriatéw, 58-60,(2006),203-206]

Wstep

Bioresorbowalne kopolimery glikolidu i laktydu, laktydu i
e-kaprolaktonu oraz glikolidu i € -kaprolaktonu sg powszech-
nie stosowane jako nici chirurgiczne, implanty kostne, a
takze gabki. Wspomniane kopolimery byly syntezowane z
zastosowaniem inicjatora cynowego, ktéry wykazuje wias-
ciwosci neurotoksyczne. Zastosowane w badaniach uwal-
niania antracyklin kopolimery otrzymane byty w obecnosci
inicjatora cyrkonowego, ktdrego niska toksycznosc¢ potwier-
dzity badania PLGA na liniach komérkowych [1]. Antracykliny
wykorzystuje sie w leczeniu chordb rozrostowych uktadu
krwiotworczego, chtoniakéw ztosliwych, raka: skory, sutka,
ptuc, narzadéw moczowo-ptciowych, zotgdka i watroby oraz
migsako-rakéw kosci. W celu uniknigcia niepozadanych
skutkéw stosowania antracyklin, tj. kardiotoksyczno$¢ moz-
na zastosowac matryce z biodegradowalnego polimeru z
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Abstract

In this study presents the results of in vitro release
of doxorubicin and idarubicin from bioresorbable
matrix containing copolymer glycolide and L,L-lac-
tide (PGLA) to artificial cerebrospinal fluid (aCFS).
Microstructure of polymer chain was determined
by ®C-NMR measurements. Profiles of doxorubicin
and idarubicin release from matrices containing
copolymers of glycolide and L,L-lactide, glycolide
and e-caprolactone to aCFS were studied by UV-VIS
spectroscopy. In case of matrices performed from
copolymer glycolide and L,L-lactide differences in
doxorubicin and idarubicin release profiles were found.
From matrix containing doxorubicin drug is released
very slowly at first days of experiment with slowly ac-
cretion until ninetieth day. Until this day increase of ma-
trix degradation is observed. From matrix containing
idarubicin, 80% of drug is released evenly through 40
days. Structural analysis of above matrices was made
by IR spectroscopy. IR spectra presence of structural
interactions such as intermolecular hydrogen bonds
between hydroxyl group in doxorubicin molecule and
carbonyl group of polylactide were confirmed. In case
of idarubicin such interactions are impossible because
in idarubicin structure instead of hydroxyl group is
presence methyl group.

[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),203-206]

Introduction

Bioresorbable copolymers of glycolide and lactide, lac-
tide and e-caprolactone, glycolide and e-caprolactone are
commonly used as chirurgical sutures, bone implants and
also scaffolds. Mentioned copolymers were synthesized
with application of tin initiator, which neurotoxical properties
were exhibited. Applied copolymers in release researches
of anthracylines were synthesize in presence of zirconium
initiator, which low toxicity of PLGA at line cultures were
confirmed [1]. Anthracyclines are used in treatment of
proliferative diseases of haemopoietic system, malicious
lymphoma, cancers of: skin, breast, lung, genitourinary
system, stomach, liver and rhabdosarcoma. In order to
avoid side effects of anthracyclines treatment such as car-
diotoxicity matrix from biodegradable polymer with chemio-
therapeutic drug could applied directly to cancer tissue
[2]. Commercial matrix containing copolymer of 1,3-bis(p-
phenoxycarboxy)propan and sebacic acid with carmustine
is called Gliadel and is used in brain gliomas treatment [3].
The aim of this study was the analysis of structure influence
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cytostatykiem podanego bezposrednio do zmienionej nowo-

® o o o o o o tworowo tkanki[2]. Komercyjnie dostepna matryca, zawiera-

jaca kopolimer 1,3-bis(p-fenoksykarboksy)propanu i kwasu
sebacynowego z karmustyna jest znana pod nazwa Gliadel
i stosowana jest w leczeniu nowotworéw mézgu [3].
Celem badan byta analiza wptywu struktury antracyklin na
profil uwalniania z matrycy zawierajacej kopolimer glikolidu i
L,L-laktydu do aCFS, co jest szczegolnie istotne w ewentu-
alnym zastosowaniu tychze nosnikéw z lekiem do leczenia
glejakdw mozgu.

Materialy

Kopolimeryzacje glikolidu z laktydem (Purac, Holandia)
prowadzono w masie w temperaturze 110°C z wykorzysta-
niem inicjatora acetyloacetonianu cyrkonu (IV) Zr(acac),,
przy stosunku molowym inicjator/komonomery wynoszacym
1/1000. Otrzymany kopolimer w celu usuniecia sladoéw nie
przereagowanych komonomeréw rozpuszczono w chlo-
roformie i wytragcono w alkoholu metylowym, a nastepnie
wysuszono pod proznig do statej masy [4]

Metody

Wiasciwosci materiatow

Sktad chemiczny badanego kopolimeru zostat potwier-
dzony przy pomocy 'H-NMR a mikrostruktura tancucha
polimerowego okreslona za pomoca *C-NMR (spektrometr
firmy Varian Unity Inova, 300 MHz). Masy czasteczkowe Mnii
Mw kopolimeru wyznaczono stosujgc metode chromatografii
zelowej GPC (chromatograf Spectra Physics SP8800).

Badania uwalniania idarubicyny i doksorubicyny z
matrycy polimerowej do aCSF

Z otrzymanej folii wycieto krazki o $rednicy 1.2 cm i
umieszczono w amputkach. W kazdej z amputek znajdo-
wato sie 30 mg matrycy polimerowej z lekiem i 2 ml aCFS.
Ekstrakty pobierano co 4 dni. Przez okoto 100 dni badano
uwalnianie idarubicyny i doksorubicyny z matrycy polime-
rowej poprzez inkubacje w cieplarce Memmert Precision
Inkubator INE 400 w 37°C.

Pomiar absorbancji ekstraktow uwolnionej doksoru-
bicyny i idarubicyny z matrycy polimerowej okreslony
metoda spektroskopii UV-VIS

Analizowano stezenie uwolnionej idarubicyny [ug/ml] i
doksorubicyny [ug/ml] z matrycy polimerowej przez pomiar
absorbanciji ekstraktow z cytostatykami w zakresie pro-
mieniowania widzialnego. Absorbancje mierzone byty na
spektrofotometrze V-570 UV-VIS-NIR firmy JASCO. Row-
nanie krzywej wzorcowej pozwolito okresli¢ ilos¢ uwolnionej
idarubicyny [ug] i doksorubicyny [ug].

Wyniki

Wiasciwosci matryc

Analiza widm 'H-NMR okreslita sktad kopolimeru glikolidu
i L,L-laktydu: 85% jednostek laktydylowych i 15% jednostek
glikolidylowych, a widma *C-NMR potwierdzity mikrostruktu-
re fancucha polimerowego. Metoda chromatografii zelowe;j
wykazata, ze liczbowo $rednia masa czgsteczkowa kopoli-
meru wynosita 119 kDa.

Analiza oddzialywan strukturalnych

RYS.2. przedstawia widmo w podczerwieni matrycy
zawierajacej kopolimer glikolidu i L,L-laktydu i 10% wag.
idarubicyny. RYS.3 przedstawia widmo IR matrycy za-
wierajgcej kopolimer glikolidu i L,L-laktydu i 10% wag.

of anthracyclines on release profile from matrix containing
copolymer glycolide and L,L-lactide to aCFS, which is very
important in prospective application this carriers with drug
in brain gliomas treatment.

Materials

Copolymerization of glycolide and L,L-lactide (Purac,
Netherlands) was performed in bulk with Zr(acac),/molar
ratio of 1/1000 at 110°C. The obtained copolymer was dis-
solved in chloroform in order to remove unreacted mono-
mers and precipitated into methyl alcohol and then dried in
a vacuum until constant weight [4].

Methods

Properties of materials

The copolymer composition was confirmed by 'H-NMR
measurements and microstructure of polymer chain was
determined by *C-NMR measurements (Varian Unity Inova
300 MHz spectrometer). The molecular masses Mn and Mw
of copolymers were determined by gel permeation chroma-
tography (Spectra Physics SP8800 chromatograph).

Investigations of idarubicin and doxorubicin release
from polymer matrix to aCFS

From performed matrix discs with 1.2 cm diameter were
cut out and put into ampoules. In each ampoules 30 mg
of matrix with drug and 2 ml of aCFS were found. Extracts
were sampling per four days. During incubation in Memmert
Precision Inkubator INE 400 at 37°C release of idarubicin
and doxorubicin from polymer matrix were examined for
about 100 days.

Absorbance measurement of released doxorubicin and
idarubicin extracts from polymer matrix determined by
UV-VIS spectroscopy

Concentrations of released idarubicin and doxorubicin
were analyzed by absorbance measurements of drug in
visible range. Absorbance were measured by JASCO V-
570 UV-VIS-NIR spectrometer. Equation of standard curve
allowed to stand for determination of release amount of
doxorubicin [ug] and idarubicin [ug]

RYS.1. Bioresorbowalne matryce poliestrowe za-
wierajace antracykliny: doksorubicyne (po lewej)
i idarubicyne (po prawej).

FIG.1. Bioresorbable polyester matrix containing
anthracyclines: doxorubicin (left) and idarubicin
(right).

Results

Properties of matrices
Composition of poly(glycolide-co-L,L-lactide) was deter-
mined by analysis of '"H-NMR spectra: 15% glycolidyl units
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doksorubicyny. Pasma absorpcyjne charakterystyczne dla
matrycy z doksorubicyng ulegajg przesunieciu w stosunku
do pasm wystepujacych w widmie IR czystego leku. Do-
wodzi to, ze w tym przypadku majg miejsce oddziatywania
grupy hydroksylowej doksorubicyny z grupa karbonylowg
polilaktydu, w przeciwienstwie do matrycy z idarubicyna,
dla ktorej nie obserwuje sie zadnych przesuniec.

Uwalnianie in vitro antracyklin do aCFS
RYS.4 przedstawia kumulacyjne profile uwalniania do-
ksorubicyny i idarubicyny do aCFS z matrycy zawierajacej

and 85% lactydyl units and microstructure of polymer chain

was confirmed by *C-NMR. Gel permeation chromatography ® ® e e e o o

showed number average molecular mass, Mn of copolymer
was 119 kDa.

Analysis of structural interactions

FIG.2. presents IR spectrum of matrix containing copoly-
mer glycolide and L,L-lactide and 10% w/w of idarubicin.
FI1G.3 presents IR spectrum of matrix containing copolymer
glycolide and L,L-lactide and 10% w/w of doxorubicin.
Absorption bands characteristic for matrix with doxorubicin

1DA

Ahsorhance

N 3
M
D
T T

T T T
3550 3450 3350
Wavenumber (cm-1)

3250

RYS.2. Widma IR matrycy zawierajacej kopolimer
glikolidu i L,L-laktydu z idarubicyng

FIG.2. IR spectra of matrix containing copolymer
of glycolide and L,L-lactide with idarubicin

FTIR spectra of IDA: 1- IDA as KBr pellet, 2
— mixture of PGLA and IDA solution in CH,CI,, 3
- mixture of PGLA and IDA solution in CH,CI, (10
times soluble), 4 - mixture of PGLA and IDA (film
after evaporating of CH,Cl,), 5 - PGLA (film after
evaporating of CH,CL,).
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RYS.4. Wykresy kumulacyjne uwalniania in vitro
antracyklin do plynu mézgowo- rdzeniowego z
matrycy zawierajacej kopolimer glikolidu i L,L-
laktydu: A — matryca zawierajaca 10% wag. dok-
sorubicyny, B — matryca zawierajaca 10% wag.
idarubicyny

FIG.4. In vitro cumulative release of anthracyclines
to artificial cerebrospinal fluid from matrix con-
taining copolymer of glycolide and L,L-lactide: A
— matrix containing 10% w/w of doxorubicin, B
— matrix containing 10% w/w of idarubicin

kopolimer glikolidu i L,L-laktydu i 10% wag. leku przez okoto
100 dni. Widoczny jest wplyw oddziatywan grupy hydroksy-
lowej doksorubicyny na ilo$¢ uwolnionego leku w poréwna-
niu do profilu uwalniania idarubicyny z matrycy zawierajacej
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RYS.3. Widma IR matrycy zawierajacej kopolimer
glikolidu i L,L-laktydu z doksorubicyna.

FIG.3. IR spectra of matrix containing copolymer
of glycolide and L,L-lactide with doxorubicin.
FTIR spectra of DOX: 1- DOX as KBr pellet, 2
— mixture of PGLA and DOX solution in CH,Cl,, 3
- mixture of PGLA and DOX solution in CH,CI, (10
times soluble), 4 - mixture of PGLA and DOX (film
after evaporating of CH,CL,), 5 - PGLA film after
evaporating of CH,CL,.
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RYS.5. Wzory strukturalne antracyklin, oraz sche-
mat matrycy z lekiem.

FIG.5. Structures of anthracyclines and scheme
of matrix with drug.

were shifted in comparision to bands presence in FTIR
spectrum of pure drug. It proves that the interactions be-
tween hydroxyl group in doxorubicin and carbonyl group
of polylactide chain take place in opposite to idarubicin for
which spectrum no changes are notice.

In vitro release of anthracyclines to aCFS

FIG.4 presents cumulative profiles of doxorubicin and
idarubicin to aCFS from matrix containing copolymer gly-
colide and L,L-lactide with 10% w/w of drug observed for
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kopolimer glikolidu i L,L-laktydu. Z matrycy zawierajacej
doksorubicyne lek uwalnia sie bardzo wolno w pierwszych
dniach eksperymentu z powolnym narastaniem do 90 dnia.
Od tego dnia obserwowana jest zwiekszona degradacja ma-
trycy. Z matrycy zawierajacej idarubicyne, 80% leku uwalnia
sie rownomiernie w ciggu 40 dni. Po tym czasie ze wzgledu
na wyczerpanie sie wigkszej ilosci leku znajdujacego sie w
matrycy, jego szybkos$¢ uwalniania maleje.

Whioski

Stwierdzono istotng réznice w profilu uwalniania do-
ksorubicyny z matrycy zawierajacej kopolimer glikolidu i
L,L-laktydu w stosunku do profilu idarubicyny. Widma IR
potwierdzity jednoznacznie obecno$¢ miedzyczgstecz-
kowych wigzahn wodorowych miedzy grupa hydroksylowg
doksorubicyny i grupa karbonylowg polilaktydu. Ten rodzaj
oddziatywan ma istotny wptyw na kinetyke uwalniania ba-
danych antracyklin.
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about 100 days. Influence of interaction of hydroxyl group of
doxorubicin on amount of release drug is visible in compari-
sion to release profile of idarubicin from matrix containing
copolymer of glycolide and L,L-lactide. From matrix conta-
ing doxorubicin drug is released very slowly at first days of
experiment with slowly accretion until ninetieth day. Until
this day increase of matrix degradation is observed. From
matrix containg idarubicin, 80% of drug is released evenly
through 40 days. After this time because of exhaustion of
major amount of drug velocity of release is decreasing.

Conclusions

Differences of doxorubicin release profiles from matrix
containing glycolide and L,L-lactide copolymer in compari-
son to idarubicin release profiles were noticed. IR spectra
explicitly presence of intermolecular hydrogen bonds be-
tween hydroxyl group of doxorubicin and carbonyl group of
polylactide were confirmed. This kind of interactions have
essential influence for kinetics of investigated anthracyclines
release.
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