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Streszczenie

Otrzymano nowe wielkoczgsteczkowe koniugaty
kamptotecyny. Matryce polimerowe zostaty otrzyma-
ne w wyniku polimeryzacji z otwarciem pierscienia
e-kaprolaktonu, glikolidu, rac-laktydu oraz weglanu
trimetylenu. Zsyntezowane matryce i kamptotecyne
potgczono za pomocg 1,6-diizocyjanianu heksame-
tylenu. Otrzymane koniugaty wielkoczgsteczkowe
Sscharakteryzowano za pomocg spektroskopii 1H
i 13C NMR oraz FTIR. Toksyczno$¢ otrzymanych
produktéow polimerycznych oceniono na podstawie
testow przeprowadzonych przy uzyciu bakterii lumi-
nescencyjnych oraz pierwotniakéw. Ponadto, przepro-
wadzono badania kinetyki uwalniania kamptotecyny
w warunkach in vitro.

Stowa kluczowe: kamptotecyna, koniugaty wiel-
koczgsteczkowe, uwalnianie w warunkach in vitro,
polimery biodegradowalne, polimery bioresorbowalne

[Inzynieria Biomateriatow, 128-129, (2014), 36-39]

Wprowadzenie

20(S)-kamptotecyna ((S)-4-etylo-4-hydroksy-1H-pira-
no[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]chinolino-3,14-(4H,12H)-dionu,
CAMPT) jest pentacyklicznym alkaloidem, ktory zostat po
raz pierwszy wyizolowany przez Wall a i wspotpracownikow
w 1966 roku z chinskiego drzewa Camptotheca acumina-
te [1]. Szeroki zakres aktywnosci przeciwnowotworowej
CAMPT zweryfikowano na modelach zwierzecych w odnie-
sieniu do raka ptuc, prostaty, piersi, jelita grubego, zotgdka,
pecherza moczowego, czerniaka oraz jajnika [1-2]. Jednak-
ze, zastosowanie terapeutyczne CAMPT jest utrudnione ze
wzgledu na jej niskg rozpuszczalno$¢ w wodzie, wysokg
toksycznosc¢ i szybkag dezaktywacje pierscienia laktonowego
w wyniku hydrolizy w fizjologicznym pH [1-2].

Polimery biodegradowalne i bioresorbowalne sg szeroko
cenione w opracowywaniu systemow kontrolowanego uwal-
niania substanc;ji leczniczych. Takie systemy dostarczania
substancji czynnych sg bardzo efektywne i charakteryzujg
sie zdolnoscig precyzyjnego transportu substancji leczniczej
do okreslonych tkanek lub komérek [3-5]. Z tego punktu
widzenia, wady CAMPT mozna ograniczy¢ poprzez jej
przytaczenie do matrycy wielkoczgsteczkowej. Polimerowe
koniugaty CAMPT mogg polepszac jej biodystrybucje.
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Abstract

New macromolecular conjugates of camptothecin
were prepared. The polymeric matrixes were obtained
by the ring-opening polymerization of e-caprolactone,
glycolide, rac-lactide or trimethylene carbonate. The
synthesized polymers and camptothecin were coupled
via 1,6-hexamethylene diisocyanate. The synthesized
macromolecular conjugates of camptothecin were
characterized by 1H and 13C NMR or FTIR spec-
troscopy. Toxicity of the obtained polymeric products
were evaluated with bacterial luminescence test and
two protozoan assays. Furthermore, the in vitro re-
lease of camptothecin from the obtained conjugates
was investigated.

Keywords: camptothecin, macromolecular con-
Jjugates, in vitro release, biodegradable polymers,
bioresorbable polymers

[Engineering of Biomaterials, 128-129, (2014), 36-39]

Introduction

20(S)-Camptothecin ((S)-4-ethyl-4-hydroxy-1H-pyra-
no[3’,4’:6,7]indolizino[1,2-b]quinoline-3,14-(4H,12H)-dione,
CAMPT), a pentacyclic alkaloid was first isolated by Wall
and co-workers in 1966 from the Chinese tree Camptotheca
acuminate [1]. CAMPT has been verified as a broad range of
anti-cancer activity in animal models including lung, prostate,
breast, colon, stomach, bladder, ovarian and melanoma
cancers [1-2]. However, its therapeutic application is hin-
dered by a low solubility, high toxicity and rapid inactivation
through lactone ring hydrolysis at a physiological pH [1-2].

The biodegradable or bioresorbable polymers are very
desirable for the controlled drug delivery systems. Such
delivery systems are not toxic and can transport the drug
molecule to the specific tissue or cell more efficiently and
more specifically [3-5]. From this point of view, the disad-
vantage of CAMPT might be overcome by its attaching
to the macromolecular matrix. The polymeric conjugates
of CAMPT could act as a transport form for this drug and
enhance its biodistribution.
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W ciggu ostatnich kilku lat, koniugaty CAMPT na bazie
rozpuszczalnych w wodzie polimeréw, takich jak glikol
polioksyetylenowy [6-8], poli(kwas L-glutaminowy) [9-10],
polimeréw opartych na B-cyklodekstrynie [11], poli[N-(2-hy-
droksypropylo)metakrylamidzie] [12] poli[(N-karboksybuty-
lo)-L-aspartamidzie] [13-14] i poli(amidoaminach) [15-16]
zostaly zsyntezowane i scharakteryzowane.

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto otrzymanie polie-
strowych i poli(estro-weglanowych) koniugatéw kampto-
tecyny. Przeprowadzono wstepne badania nad wptywem
struktury tancucha polimeru na proces uwalniania CAMPT.
Toksycznos¢ otrzymanych produktéw polimerycznych oce-
niono na podstawie testow przeprowadzonych przy uzyciu
bakterii luminescencyjnych oraz pierwotniakéw.

Materialy i metody

Uwalnianie substancji leczniczej w warunkach in vitro

Otrzymane wielkoczgsteczkowe koniugaty kamptote-
cyny (10 mg) zostaty umieszczone w 10 mL PBS (0.01 M,
pH 7.4) w 37°C. Stezenie uwalnianej substancji leczniczej
oznaczano przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis. W okre-
Slonych odstepach czasu, 10 mL mieszaniny usuwano z
uktadu, zastepujac jg $wiezg porcjg buforu (10 mL). Procent
uwolnionej CAMPT obliczano na podstawie krzywej kali-
bracji otrzymanej uprzednio w tych samych warunkach w
jakich prowadzono proces uwalniania. Pomiar absorbanciji
prowadzono przy dtugosci fali 355 nm (postaé laktonowa)
lub 368 nm (posta¢ karboksylowa). Wszystkie eksperymenty
powtdrzono trzykrotnie.

Koniugaty: CON-CAMPT-1 (zostat otrzymany z kopoli-
meru CL/GL), CON-CAMPT-2 (CL/rac-LA), CON-CAMPT-3
(CL/TMC), CON-CAMPT-4 (GL/rac-LA), CON-CAMPT-5
(GL/TMC), CON-CAMPT-6 (rac-LA/TMC).

Charakterystyka spektroskopowa

Otrzymane poliestry, poli(estro-weglany) oraz wielko-
czasteczkowe koniugaty CAMPT scharakteryzowano za
pomoca spektroskopii 1H i 13C NMR (Varian 300 MHz)
oraz FTIR (Perkin-Elmer).

Widma NMR rejestrowano w CDCI3 i DMSO-d6. Prébki
do analizy FTIR przygotowano w postaci tabletek z KBr.

Wyniki i dyskusja

Gtéwnym celem niniejszej pracy byta synteza nowych
wielkoczgsteczkowych koniugatow CAMPT. Jako matryce
polimerowe uzyto biodegradowlane i bioresorbowalne po-
liestry i poli(estro-weglany). Matryce wielkoczgsteczkowe
otrzymano w wyniku polimeryzacji z otwarciem pierscienia
cyklicznych estrow (e-kaprolaktonu (CL), glikolidu (GL),
rac-laktydu (rac-LA)) oraz cyklicznego weglanu (weglan
trimetylenu (TMC)). Proces prowadzono w obecnosci glikolu
polioksyetylenowego (PEG 200) jako makroinicjatora oraz
oktanianiu cyny (Il) (SnOct2) jako katalizatora.

Dokonano oceny cytotoksycznosci otrzymanych poli-
merow stosujgc w tym celu bakterie luminescencyjne V.
Fischeri oraz pierwotniaki S. Ambiguum i T. Thermophila.
Stwierdzono, ze wszystkie otrzymane poliestry i poli(estro
-weglany) sg nietoksyczne, zarowno wzgledem bakterii jak
i pierwotniakéw.

In the past few years, the covalent conjugates of CAMPT
with water-soluble polymers, such as polyethylene glycol
[6-8], poly(L-glutamic acid) [9-10], B-cyclodextrin based pol-
ymers [11], poly[N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide] [12],
poly[(N-carboxybutyl)-L-aspartamide] [13-14], poly(amido
amine) [15-16] have been developed and characterized.

The aim of this study was to prepare polyesters or
poly(ester-carbonate)s conjugates containing CAMPT.
The preliminary studies of the influence of polymeric chain
structure on the release process of CAMPT were described.
The toxicity test of the obtained polymeric matrixes were
evaluated with bacterial luminescence test and two proto-
Zoan assays.

Materials and methods

In vitro Evaluation of Drug Release

The obtained macromolecular conjugates of CAMPT (10
mg) were put into 10 mL of PBS (0.01 M, pH 7.4) at 37°C,
and the initial UV measurement was carried out. The mixture
was stirred and a 10 mL sample was removed at selected
intervals followed by 10 mL of a fresh buffer replacing. The
quantity of the released CAMPT was determined from the
calibration curve previously obtained under the same condi-
tions and analyzed by means of UV-Vis spectrophotometer.
The percentage of the drug released was calculated based
on a peak area of UV absorbance at 355 (lactone form) or
368 nm (carboxyl form). Each experiment was carried out
in triplicate.

The conjugates: CON-CAMPT-1 (was obtained from
CL/GL copolymer), CON-CAMPT-2 (CL/rac-LA), CON-
CAMPT-3 (CL/TMC), CON-CAMPT-4 (GL/rac-LA), CON-
CAMPT-5 (GL/TMC), CON-CAMPT-6 (rac-LA/TMC).

Characterizations

The polyesters, poly(ester-carbonate)s and polymeric
conjugates of CAMPT were characterized by means of 1H
and 13C NMR (Varian 300 MHz), and FTIR spectroscopy
(Perkin-Elmer). The NMR spectra were recorded in CDCI3
and DMSO-d6. The IR spectra were measured from KBr
pellets.

Results and Discussions

The main aim of this study was to obtain new macromo-
lecular conjugates of CAMPT. As polymeric matrixes bio-
degradable and bioresorbable polyesters or poly(ester-car-
bonate)s were used. The macromolecular matrixes were
obtained by the ring-opening polymerization (ROP) of cyclic
esters (g-caprolactone (CL), glycolide (GL) and rac-lactide
(rac-LA)) and cyclic carbonate (trimethylene carbonate
(TMC)). The ring-opening polymerization (ROP) process
was carried out in the presence of poly(ethylene glycol)
(PEG-200) as macro-co-initiators and tin (ll) 2-ethylhex-
anoate (SnOct2) as a catalyst.

The cytotoxicity evaluation of the received polymers was
studied using the luminescent bacteria V. Fischeri and two
ciliated protozoans S. Ambiguum and T. Thermophila. It was
found that the obtained polyesters or poly(ester-carbonate)
s are not toxic to all test bionts, both bacteria and protozoa
because of the sample is considered toxic when the percent
of a toxic effect (PE) is higher than 20.
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W nastepnym etapie pracy, otrzymano wielkoczgstecz-

® o o o o o @ kowe koniugaty CAMPT. Matryce polimerowe i substancja

lecznicza zostaty potgczone za pomoca 1,6-diizocyjanianu
heksametylenu. Strukture zsyntezowanych koniugatéw
wielkoczgsteczkowych potwierdzono technikag NMR. Na
widmach NMR widoczne byly charakterystyczne sygnaty
pochodzgce od CAMPT (bez grupy hydroksylowej, ktora
przereagowata z grupg izocyjanianowg), tym samym po-
twierdzajgc obecnos¢ wigzania kowalencyjnego pomiedzy
czasteczkg substancji czynnej a makroczasteczka.

Uwalnianie CAMPT z otrzymanych koniugatow polime-
rowych w warunkach in vitro przeprowadzono w buforze
PBS w temperaturze 37°C w ciggu 1-12 tygodni. Procent
uwolnionej substancji leczniczej w pH 7.4 przedstawiono
na RYS. 1. Stwierdzono, ze struktura zsyntezowanych ko-
polimerdéw, zawartos¢ jednostek komonomeru w fancuchu
polimeru oraz Mn PEG stosowanego jako makroinicjator,
majg istotny wptyw na szybko$¢ uwalniania CAMPT z otrzy-
manych koniugatéw wielkoczgsteczkowych.

In the next step of this study, the macromolecular conju-
gates of CAMPT were obtained. The polymers and CAMPT
were coupled via 1,6-diisocyanatohexane (HDI). The
chemical structures of the prepared polymeric conjugates
of CAMPT was confirmed by NMR studies. All the conjugate
spectra have revealed the characteristic signals originated
from CAMPT (without hydroxyl group which has reacted
with isocyanate group) indicating successful preparation of
the macromolecular conjugates of CAMPT.

In vitro CAMPT release from the macromolecular conju-
gates was carried out in PBS buffer at 37°C for 1-12 weeks.
The kinetic rates of CAMPT released from polymer conju-
gates at pH 7.4 were shown in FIG. 1. It has been found
that many factors are influencing the release of CAMPT
from the obtained macromolecular conjugates, namely
the copolymers structure, co-monomer unit content in the
polymer chain and Mn of PEG used as macro-coinitiator.
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RYS. 1. Uwalnianie CAMPT z otrzy-
manych koniugatéw wielkocza-
steczkowych.

FIG. 1. Release of CAMPT from the
obtained macromolecular conju-
gates.
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Whioski

W pracy przedstawiono wstepne wyniki badan nad syn-
tezg nowych wielkoczgsteczkowych koniugatow CAMPT.
Substancja lecznicza zostata kowalencyjnie zwigzana z
tancuchem kopolimeréw (CL, GL, rac-LA, TMC i PEG)
poprzez wigzanie uretanowe. Otrzymane poliestry lub
poli(estro-weglany) okazaty sie by¢ nietoksyczne. Na pod-
stawie przeprowadzonych badan wykazano, ze szybkosé
uwalniania CAMPT jest bezposrednio zalezna od struktury
otrzymanych kopolimeréw. Szybkos¢ uwalniania CAMPT
byta wieksza dla koniugatéw otrzymanych z kopolimeréw
CL, rac-LA i GL, w poréwnaniu do kopolimerow zawie-
rajacych segmenty TMC. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
zsyntezowane matryce poliestrowe i poli(estro-weglanowe)
sg obiecujgce w technologii systeméw kontrolowanego
uwalniania CAMPT.
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Conclusions

The synthesis of novel macromolecular conjugates of
CAMPT is reported in this study. The drug was covalently
attached to the copolymers of CL, GL, rac-LA, TMC or PEG
chain ends of via urethane linkage. The obtained polyesters
or poly(ester-carbonate)s matrixes are not toxic. The rates
of CAMPT release were shown to be directly dependent on
the nature of the received copolymers. The kinetic rates of
CAMPT released was seen to be faster for the polymeric
conjugates contained CL, rac-LA or GL units as compared
to those with TMC units. The obtained results demonstrate
that the polyesters or poly(ester-carbonate)s are interesting
and promising materials for the controlled release of CAMPT.
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