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Streszczenie

Skiad komonomerdw jak rowniez mikrostruktura
tanicucha polimerowego sg waznymi czynnikami
determinujgcymi sposob degradacji polimeru oraz
profil uwalniania leku. Celem badan byto okreslenie
wptywu mikrostruktury taricucha na uwalnianie pakli-
takselu. Dwa rodzaje PLATMC (70:30) zostaty uzyte
do przygotowania matryc z 3% i 5% zawarto$cig leku
oraz matryc bez leku. Materiaty zostaty zsyntezowane
w réznych temperaturach i dlatego réznity sie pod
wzgledem wtasciwosci fizykochemicznych. Wszystkie
matryce badano za pomocg spektroskopii NMR, GPC,
DSC, SEM zaréwno przed jak i w czasie procesu de-
gradacji. llos¢ uwolnionego paklitakselu szacowano
przy pomocy HPLC. Otrzymane wyniki wskazujg, iz
podczas inkubacji w mikrostrukturze taricucha kopo-
limerowego nie zaszty znaczgce zmiany. Wolniejszy
profil uwalniania odnotowano w przypadku PLATMC
0 wyzszym wspotczynniku randomizacji, zsyntezowa-
nego w wyzszej temperaturze. Kopolimer ten wydaje
sie byc¢ atrakcyjnym materiatem do tworzenia syste-
mow kontrolowanego uwalniania paklitakselu.

Stowa kluczowe: poli(L-laktyd-ko-weglan trimetyle-
nu), paklitaksel, restenoza, degradacja hydrolityczna

[Inzynieria Biomateriatow, 105, (2011), 25-28]

Wprowadzenie

Bioresorbowalne polimery stanowig materiaty, ktére
w ludzkim organizmie ulegajg degradacji do nietoksycznych
produktow. Najbardziej popularne i najbardziej uzyteczne
sg homopolimery i kopolimery otrzymane na bazie laktydu,
glikolidu, [1-kaprolaktonu i weglanu trimetylenu. Materiaty
te roznig sie pod wzgledem stopnia krystalicznosci, roz-
puszczalnosci w rozpuszczalnikach organicznych, czasu
i mechanizmu degradacji itd. [1,2]. Dlatego tez, zmiany
w skfadzie komonomerdw, ich stosunku molowym, ale row-
niez w warunkach prowadzenia syntezy (np. temperatury,
czasu reakcji, stosunku inicjatora do monomeréw) pozwalajg,
uzyskac¢ biomateriaty o pozadanych wtasciwosciach.

Polimery mogq stuzy¢ jako nosniki lekow i dzieki temu
by¢ wykorzystywane w medycynie i farmacji. Najwazniej-
szg funkcjg takich systemoéw jest uwalnianie w okreslonym
czasie takiej ilosci leku, aby zapewnione byto odpowiednie
jego stezenie w tkance docelowej [3].
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Abstract

Comonomers composition as well as the chain
microstructure are very important factors determining
time of polymer degradation and drug release profile.
In this study it was aimed to determine the influence of
chain microstructure on paclitaxel release. Two types
of PLATMC (70:30) were used to prepare matrices
with 3% and 5% of drug and also drug free matrices.
They were synthesised at different temperature and
thus differed in physicochemical properties. All of
the matrices were investigated before and during
hydrolytic degradation process by means of NMR
spectroscopy, GPC, DSC, SEM. The amount of libe-
rated paclitaxel was assessed with the use of HPLC.
The obtained results indicated no significant changes
in chain microstructure during incubation period of
time. Slower release profile was noticed for PLATMC
synthesised at higher temperature and possessed
higher randomisation ratio. This type of copolymer
seems to be very attractive candidate for controlled
paclitaxel delivery systems.

Keywords: poly(L-lactide-co-trimethylene carbonate),
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Introduction

Bioresorbable polymers constitute materials that degrade
to non-toxic products. The most popular and the most useful
are homopolymers and copolymers based on lactide, gly-
colide, [l-caprolactone and trimethylene carbonate (TMC).
These materials differ in crystallinity, solubility in organic
solvents, hydrofobicity, time and mechanism of degradation,
etc. [1,2]. Therefore, changes in comonomers composition,
their molar ratio but also synthesis conditions (e.g. tempera-
ture, time of reaction, initiator to monomer ratio) allow to
obtain biomaterial with desirable properties.

Polymers may serve as vehicles for drug delivery and
thus can be used in medicine and pharmacy. The most
important function of such systems is to release appropriate
amount of drug during known period of time, which provide
suitable concentration for targeted tissue [3].
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Paklitaksel (PTX) jest znany jako jeden z antyprolifera-

® o o o o o o cyjnychiimmunosupresyjnych terapeutykéw, jednak ma on

takze wiasciwosci antyrestenotyczne [4]. Lek ten redukuje
proliferacje komoérek miesni gtadkich i przez to ogranicza
wzrost neointimy — gtéwnej przyczyny restenozy w stencie [5].

Polimerowe systemy uwalniania paklitakselu moga stuzy¢
jako bioresorbowalne stenty lub ich pokrycia. Catkowicie bio-
resorbowalne stenty sg niedostepne na rynku komercyjnym,
a wiec implanty uwalniajgce lek antyrestenotyczny wydajg
sie by¢ bardzo atrakcyjnym rozwigzaniem.

Materials and methods

Kopolimery zostaty zsyntezowane na bazie L-laktydu
i weglanu trimetylenu w Centrum Materiatéw Polimerowych
i Weglowych, PAN w Zabrzu z uzyciem acetyloacetonianu
cyrkonu (IV) jako niskotoksycznego inicjatora [6]. Kopoli-
meryzacja w masie byta prowadzona w 150°C (POL1) oraz
w 120°C (POL2), stosunek inicjatora do monomerow (I/M)
wynosit 1/1100.

Dwa rodzaje kopolimerow poli(L-laktydu-ko-weglanu
trimetylenu) (70:30) zostaty uzyte do przygotowania matryc
z 3%, 5% zawartoscig paklitakselu oraz matryc bez leku.
10 mm matryce inkubowano pojedynczo w 37°C w obecno-
$ci buforu fosforanowego (PBS, pH 7,4), jako wzorca ptynéw
biologicznych. Medium byto wymieniane kazdego tygodnia
i przechowywane do analiz HPLC. W okres$lonych odstepach
czasowych jedna matryca kazdego typu byta wytaczana
z do$wiadczenia, ptukana i osuszona przed analizg.

Widma 'H i *C zostaly zarejestrowane za pomocg spe-
krtoskopu NMR (AVANCE Il Ultra Shield Plus, 600 MHz,
Bruker) w celu okreslenia sktadu komonomeréw i mikro-
struktury tancucha polimerowego.

Liczbowo Srednia masa czasteczkowa oraz wspotczynnik
polidyspersyjnosci (D) oznaczono z uzyciem (D) chromato-
grafu zelowego (GPC, Physics SP 8800 chromatograph).

Temperatura zeszklenia T,, temperatura topnienia T, oraz
entalpia topnienia AH,, byly wyznaczone przy uzyciu skanin-
gowego kalorymetru réznicowego (DSC, TADSC 2010, TA
Instruments, New Castle, DE). Matryce ogrzewano w zakre-
sie temperatur od -50°C do 200°C z szybkoscig 20°C/min.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (VWR-Hitachi
LaChrom Elite®) postuzyta do oszacowania ilosci paklitakse-
lu uwolnionego do PBS. Pomiary prowadzono na kolumnie
LiChrospher® RP-18 (250 x 4 mm, 5 ym) w obecnosci
prekolumny LiChrospher® RP-18 (4 x 4 mm, 5 uym). Faza
ruchoma sktadata sie z mieszaniny acetonitrylu i wody
(60:40), jej przeptyw wnosit 1 ml/min. Paklitaksel monitoro-
wano przy dtugosci fali réwnej 227 nm, docetaksel stuzyt
jako standard wewnetrzny.

Morfologia powierzchni matryc byta obserwowana za
pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM,
Quanta 250 FEG, FEI Company, USA). Analize prowadzo-
no w warunkach niskiej prézni po uprzednim napyleniu
matryc warstewkq ztota w celu zminimalizowania tadunku
powierzchniowego.

Wyniki i dyskusja

Celem badania byto okreslenie wptywu mikrostruktury
PLATMC na profil uwalniania paklitakselu.

Dwa rodzaje PLATMC (70:30) zostaty wykorzystane do
przygotowania matryc z paklitakselem i matryc niezawiera-
jacych leku: POL1 (zsyntezowany w 150°C) i POL2 (120°C)
(TABELA 1). Uzyte w doswiadczeniu polimery posiadaty taki
sam sktad komonomerdéw, oba cechowaty sie beztadnosciag,
tancucha polimerowego. Wspotczynnik beztadnosci wynosit
0,91 w przypadku POL1 oraz 0,64 dla POL2.

Paclitaxel (PTX) is known as one of the anti-proliferative
and immunosuppressive drug but has also anti-restenotic
properties [4]. It reduces smooth muscle cells (SMCs) pro-
liferation and thus limits neointimal growth - the major cause
of in-stent restenosis [5].

Polymeric delivery systems of paclitaxel may serve as
bioresorbable stents or stent coatings. Fully bioresorbable
stents are still commercially unavailable and hence polymer
devices releasing antirestenotic drug seem to be a very
attractive solution.

Materials and methods

Copolymers were synthesized from L-lactide and tri-
methylene carbonate at the Centre of Polymer and Carbon
Materials, PAScs in Zabrze with the use of zirconium (V)
acetylacetonate as a low-toxicity initiator [6]. Copolymeriza-
tion was performed in bulk at 150°C (POL1) or 120°C (POL2)
and the initiator to monomer ratio (I/M) averaged 1/1100.

Two copolymers of poly(L-lactide-co-trimethylene car-
bonate) (PLATMC) (70:30) were used to prepare matrices
containing 3%, 5% of paclitaxel and also drug free matrices.
10 mm matrices were incubated separately at 37°C in the
presence of phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) as
the model of biological fluids. Medium was refreshed every
week and collected for HPLC analysis. At selected time
points each type of matrice was withdrawn, washed and
dried before the study.

NMR spectroscope (AVANCE Il Ultra Shield Plus, 600 MHz,
Bruker) was employed to record '"H and '*C spectra of co-
polymers in order to characterise comonomers composition
and chain microstructure.

The number average molecular weight and (M,) and
molecular mass dispersity (D) were defined with the use
of gel permeation chromatograph (GPC, Physics SP 8800
chromatograph).

The glass-transition temperature, melting temperature
and melting enthalpy (T,, T, and AH,, respectively) were
determined by means of differential scanning calorymetry
(DSC, TA DSC 2010, TA Instruments, New Castle, DE).
The matrices were heated from —50°C to 200°C at a rate
of 20°C/min.

High-performance liquid chromatography (VWR-Hitachi
LaChrom Elite®) was used to assess amount of paclitaxel
released into PBS. Measurements were carried out with
the use of LiChrospher® RP-18 column (250 x 4 mm, 5 um)
and guard column LiChrospher® RP-18 column (4 x 4 mm,
5 um). The mobile phase was composed of acetonitrile and
water (60:40), and the flow rate was 1 ml/min. Paclitaxel was
monitored with a UV detector at 227 nm, docetaxel served
as internal standard.

Surface morphology of matrices was observed using
scanning electron microscope (SEM, Quanta 250 FEG, FEI
Company, USA). The matrices were analysed at low vacuum
after being coated with gold to minimise surface charge.

Results and Discussions

The aim of this study was to determine the influence
of PLATMC chain microstructure on paclitaxel release
profile.

Two types of PLATMC (70:30) were used to prepare
matrices with paclitaxel and drug free matrices: POL1
(synthesised at 150°C) and POL2 (120°C) (TABLE 1). Both
polymers used in experiment had the same comonomer ratio
and possessed random structure. The randomisation ratios
were 0.91 and 0.64 for POL1 and POL2, respectively.
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TABELA 1. Charakterystyka kopolimeréw uzytych do sporzadzenia matryc.
TABLE 1. Characterization of copolymers used to prepare matrices.

Rodzaj kopolimeru

Type of copolymer

M. (Da) Srednie dtugosci faricuchéw
0 The average length of sequences

AH,,

R T,(C)" T,(C)°

poly(L-lactide-co-TMC) I, =31 _ )
(70:30) — POL1 47800 | 20 e =1, 091 | 42
poly(L-lactide-co-TMC) I, =34
(70:30) — POL2 61200 2.6 I =17 0.64 43 158 29

A drugi skan DSC / second DSC scan
B pierwszy skan DSC / first DSC scan

M, — liczbowo $redni ciezar czasteczkowy; I, hyc— srednia dtugos¢ jednostek laktydylowych i weglanowych;

R — wspotczynnik randomizaciji, T,— temperatura zeszklenia, T,,— temperatura topnienia, AH,,— entalpia topnienia
M, — number average molecular weight; |, Iryc— average length of lactidyl and carbonate sequences;

R —randomistion ratio, T,— glass-transition temperature, T,,— melting temperature, AH,,— melting enthalpy
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RYS. 1. Procentowa ilos¢ paklitakselu uwolnione-
go z matryc wykonanych z POL1 i POL2 podczas
15 tygodni degradaciji.

FIG. 1. The percentage amount of paclitaxel
released from POL1 and POL2 matrices during
15 weeks of degradation.

W czasie 15 tygodni degradacji hydrolitycznej nie od-
notowano znaczacych zmian w mikrostrukturze matryc,
niezaleznie od zawartosci paklitakselu. Obserwowano je-
dynie niewielki wzrost zawartosci jednostek laktydylowych
przy jednoczesnym ubytku jednostek weglanowych, co
jest charakterystyczne dla kopolimeréw PLATMC z wysokg
zawartoscia jednostek weglanowych [7].

Monitorowano ilos¢ uwalnianego paklitakselu. Uzyskane
wyniki pokazaty, iz wiecej leku uwolnito sie z matryc otrzy-
manych z POL2 (RYS. 1). Moze to by¢ ttumaczone tym, iz
kopolimer POL2 miat charakter semikrystaliczny z T wyno-
szgcq 43°C i T, 158°C (entalpia topnienia wynosita 29 J/g).
Krystaliczne regiony ztozone z blokéw laktydylowych mogty
tworzy¢ kanaty umozliwiajace wodzie penetracje matryc
i przez to wptyna¢ na wiekszg ilo$¢ uwolnionego leku [8].
Matryce z 5% zawartoscig paklitakselu otrzymane z obu
rodzajow kopolimeréw uwolnity mniej leku niz matryce z 3%
jego zawartoscig. Mogto to by¢ spowodowane obecnos$cig
skupisk leku wewnatrz matryc, do ktérych woda miata
utrudniony dostep. Podobne skupiska obserwowano na
powierzchni (RYS. 2).

Oba typy kopolimeréw uwolnity bardzo matg ilos¢ pakli-
takselu. Zjawisko to mogto wynikaé¢ z nieznacznych zmian
mikrostruktury fancucha kopolimerowego, ktére wskazujg na
regularny proces degradacji badanych materiatow (wynikow
nie pokazano). Regularna degradacja moze by¢ efektem
obecnosci jednostek weglanowych [9].

4

——10um

RYS. 2. Zlogi paklitakselu — powierzchnia matry-
cy POL1 zawierajacej 5% leku po 3 tygodniach
degradacji.

FIG. 2. Clusters of paclitaxel - surface of POL1 ma-
trice with 5% of drug after 3 weeks of degradation.

During 15 weeks of hydrolytic degradation no significant
changes in chain microstructure were noticed, regardless
of paclitaxel content. It was only observed that lactidyl units
content slightly increased and carbonate units decreased
which is characteristic for PLATMC copolymers with high
lactidyl units content [7].

The amount of released paclitaxel was monitored. The
obtained data showed that more drug was released from
matrices made of POL2 (FIG. 1). This may be explained by
the fact that copolymer POL2 was semicrystalline with T, at
43°C and T,, at 158°C (melting enthalpy averaged 29 J/g).
The crystalline regions composed of lactidyl blocks may
have created ducts facilitating water permeation of the
matrices and thus influenced higher amount of the liberated
drug [8]. In the case of both polymers, matrices containing
5% of paclitaxel released less drug than matrices with 3% of
PTX. It may be caused by formation of drug clusters within
the matrices as those visible on the surface, where water
had limited inflow (FIG. 2).

Both types of copolymers liberated very small amount of
total paclitaxel. This phenomenon may be the effect of the
slight changes of copolymers’ chain microstructure which
indicated regular degradation of studied materials (data not
shown). Regular degradation may have been the effect of
carbonate units content [9].

27



28

® ® @ o o o @ njania paklitakselu. Zano-

Poréwnano profile uwal-

towano, iz matryce otrzy-
mane z POL1 zapewniaty
stabilne uwalnianie przez
caty okres inkubacji (RYS.
3). W przypadku obu ma-
tryc POL2 profil uwalniania
byt stabilny przez 9 tygodni,
a nastepnie zaobserwowa-
no wzrost ilosci uwolnione-
go leku. W tym samym cza-

25

% uwolnionego paklitakselu/
% of released paclitaxel
[6,]

—e—POL13% PTX

POL15% PTX
2 —&—POL2 3% PTX
—<—POL2 5% PTX

Release profiles of ma-
trices containing paclitaxel
were compared. It was no-
ticed that matrices obtained
from POL1 provided stable
release profile during the
whole incubation period
(FIG. 3). In the case of
both POL2 matrices, the
release profile was even
for 9 weeks and then in-
creased amount of liberated

sie nie doszto do znacza- 0,5 paclitaxel was observed.
cych zmian mikrostruktury. In the meantime, there were
Jakkolwiek, temperatura 0 no significant changes in
zeszklenia U|ng(a obni- 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 chain microstructure. How-

zeniu, co mogto utatwic
dostep wody do wnetrza

dni/ days

ever, glass-transition tem-
perature decreased which

matryc dzieki zwiekszone;j
ruchliwosci tancuchow.

Whioski

Matryce z paklitakselem i matryce bez leku zostaty
przygotowane z dwdch rodzajéw poli(L-laktydo-ko-weglanu
trimetylenu) (70:30) zsyntezowanych w dwéch réznych
temperaturach: 150°C i 120°C. Oba badane kopolimery
charakteryzowaty sie wolng degradacjg i wolnym uwalnia-
niem paklitakselu. Mata ilos¢ inkorporowanego leku zostata
uwolniona z matryc w ciggu 15 tygodni inkubacji. Najbardziej
stabilny profil zapewniony byt przez POL1. Z badan wynika,
iz poli(L-laktydo-ko-weglan trimetylen) posiadajacy bardziej
beztadng strukture tancucha wydaje sie by¢ atrakcyjnym
materiatem do tworzenia dtugoterminowych systemow
kontrolowanego uwalniania paklitakselu.
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caused polymer chains’
mobility and thus favoured
water permeation.

Conclusions

The matrices with paclitaxel and drug free matrices were
prepared from two kinds of poly(L-lactide-co-TMC) (70:30)
synthesised at different temperature: 150°C and 120°C.
Both of the studied copolymers characterized regular
degradation process and slow release profile of paclitaxel.
Small amount of incorporated drug was liberated from ma-
trices during 15 weeks of incubation. The most stable and
even release profile was provided by POL1. It indicates
that poly(L-lactide-co-trimethylene carbonate) with more
random structure seems to be attractive material for long-
term controlled paclitaxel delivery systems.
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