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Wstep

Alifatyczne poliestry nalezg do grupy materiatow,
umozliwiajgcych tworzenie réznorodnych implantowanych
i przeznaczonych do iniekcji systeméw dla kontrolowane-
go uwalniania czynnikéw terapeutycznych [1]. Jednakze
szybki postep w projektowaniu i stosowaniu nowych nos-
nikow lekéw wymusza konieczno$¢ syntezy poliestrow o
pozadanych wiasciwosciach fizycznych i mechanicznych.
Oprécz makrostruktury, istotny jest rowniez dobdr kopoli-
meréw, charakteryzujgcych sie odpowiednig mikrostrukturg
tancuchéw polimerowych, gdyz wptywa ona bezposrednio
na wtasciwosci fizyczne, termiczne, mechaniczne oraz
biodegradowalnosc¢ [2]. Kopolimeryzacja glikolidu i laktydu
jest szeroko wykorzystana do modyfikowania wtasciwosci
polilaktydu i poliglikolidu. Kopolimer, zawierajgcy 25-70%
jednostek glikolidylowych (GA) jest amorficzny, a wzrost
udziatu frakcji amorficznej wptywa na stabilizacje proce-
su uwalniania leku, co stwierdzono w wielu systemach
transportu lekéw. Ponadto, wraz ze wzrostem jednostek
glikolidylowych, w polimerze wzrasta jego hydrofilowos¢ [3].
Kopolimery glikolidu z laktydem znajdujg zastosowanie w
produkcji implantéw (Zoladex®), matryc polimerowych in situ
(Eligard®), czy mikroczastek (Lupron Depot®) [4]. Opisano
réwniez proby tworzenia z nich nosnikow cyklosporyny
A i rapamycyny, w celu wyeliminowania licznych dziatan
niepozadanych, ktére wykazujg dostepne, konwencjonalne
postaci tych lekow [5,6].

W niniejszej pracy analizowano wptyw mikrostruktury
tancucha kopolimerowego na kinetyke uwalniania cyklo-
sporyny A i rapamycyny z matryc wykonanych z poli(L-
laktydo-ko-glikolidu) o takim samym wzajemnym stosunku
komonomerow, lecz réznigcych sie mikrostrukturg tancucha
kopolimerowego i masg czgsteczkows.

Materialy i metody

Trzy rodzaje poli(L-laktydo-ko-glikolidu): 85:15 (R=0,41;
Mn=63kDa); 85:15 (R=0,37; Mn=41,2kDa) oraz 85:15(68%
PEG) (Mn=23kDa) (TABELA 1), zastosowano do tworzenia
matryc z 10% zawarto$cig cyklosporyny A lub rapamycyny
(sirolimusu) (LC laboratories). W badaniach uzyto kopoli-
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Introduction

Aliphatic polyesters belong to large group of materials,
that may be used for producing various implantable and
injectable systems for controlled drug release [1]. However,
there is the necessity for new polyesthers development with
particular physical and mechanical features, because of
dynamic progress in designing and application of novel drug
carriers. Apart from macrostructure, selecting of copolymers
with appropriate microstructure is also important, bacause
it influences directly physical, thermal, mechanical features
and biodegradability [2]. Copolymerization of glycolide and
lactide is widely used to modify features of polilactide and
polyglycolide. Copolymer, containing 25-70% of glycolidyl
units (GA) is amorphous, and increase of amorphous frac-
tion causes stabilisation of drug release process, which
was observed in many drug delivery systems [3]. Moreo-
ver, along with increase of glycolidyl units, hydrophilicity
increases. Copolymers of glycolide and lactide are used in
making implants (Zoladex®), in situ matrices (Eligard®), or
microparticles (Lupron Depot®) [4]. Attempts of developing
carriers for cyclosporine and rapamycine were noted, as a
way of elimination of many side effects that characterizes
available conventional drug dosages [5,6].

In presented study, the influence of copolymeric chain
microstructure to kinetics of cyclosporine A and rapamycine
release from poly(L-lactide-co-glycolide) matrices made of
the same comonomer ratio but different chain microstructure
and molecular weight.

Material and methods

Three kinds of poly(L-lactide-co-glycolide): 85:15
(R=0,41; Mn=63kDa); 85:15 (R=0,37; Mn=41,2kDa) and
85:15(68% PEG) (Mn=23kDa) were used to prepare matri-
ces with 10 weight-% of one of two studied drugs: CyA or
rapamycine (sirolimus) (LC laboratories) (TABLE 1). Copoly-
mers were synthesized in Centre of Polymeric and Carbon
Materials of PAN in Zabrze, with using Zr(acac),as non toxic
initiator of copolymerization reaction. The characteristic of
copolymers microstructure during the degradation process
was conducted based on the parameters determined from
'H NMR spectra: the percentage content of copolymer
units, the average length of the blocks, randomization and
transesterification of the second mode ratio, according to
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mery zsyntezowane w Centrum Materiatéw Polimerowych
i Weglowych PAN w Zabrzu, przy zastosowaniu Zr(acac),
jako nietoksycznego inicjatora. Mikrostrukture tancuchéw
kopolimerowych podczas procesu degradacji okreslano
przy pomocy parametrow wyznaczanych z widm 'H NMR:
procentowego udziatu jednostek kopolimerowych, sredniej
dtugosci blokéw, wspétczynnika beztadnosci i transestryfika-
¢cji drugiego stopnia, wedtug rownan przedstawionych w lite-
raturze [7]. Widma protonowe wykonano przy uzyciu spek-
trometru o wysokiej rozdzielczosci (AVANCE Il Ultra Shield
Plus, Bruker 600 MHz). Jako rozpuszczalnik zastosowano
osuszony DMSO-d6. Masy czgsteczkowe kopolimeréw (Mn)
oraz polidyspersyjnos¢ (D), wyznaczono przy uzyciu chro-
matografu zelowego Phisics SP 8800, stosujgc chloroform
jako eluent, szybkos¢ przeptywu 1 mL/min, kolumny Styragel
oraz kalibracje w oparciu o standardy polistyrenowe. Polime-
rowe filmy o $rednicy 1,2 cm przygotowane zostaty poprzez
rozpuszczenie kazdego z kopolimeréw w chlorku metylenu,
rozpuszczeniu odpowiedniej ilosci jednego z badanych le-
kow (CyA lub rapamycyny) (10% ilosci uzytego polimeru),
a nastepnie zmieszanie obu roztworéw. Roztwér wylewano
na ptyte szklang i pozostawiono w temperaturze pokojowej
do czasu odparowania rozpuszczalnika. Zwazone prébki
polimerowych filméw umieszczono w szczelnie zamykanych
butelkach, zawierajgcych sél fizjologiczna, ktdre inkubowano
w 37°C stale mieszajgc. W regularnych odstepach czasu wy-
mieniano roztwér soli fizjologicznej, a w zebranych prébach
oznaczano stezenie leku przy zastosowaniu spektroskopii
UV-VIS (Spektrofotometr V-570, UV-VIS — NIR — JASCO).
W przypadku cyklosporyny A absorbancje mierzono przy
202 nm, natomiast rapamycyny — 276 nm.

Wyniki i dyskusja

W pierwszym etapie badan oceniano profil uwalniania
CyA i rapamycyny z matryc wykonanych z PLAGA 85:15
(R=0,41) w celu potwierdzenia odpowiednio dtugiego czasu
degradaciji, ktory jest korzystny w przypadku uwalniania
lekéw immunosupresyjnych (RYS. 1). Zaobserwowano
uwalnianie CyA z pewnym opOznieniem, po wystgpieniu
fazy zahamowania uwalniania, ilo$¢ uwolnionego leku
byta zatem w ciggu 246 dni bardzo niewielka, nastepnie
ulegata stopniowemu wzrostowi i po niemal dwéch latach
(698 dni) wynosita 40,4%. Podobng faze poczatkowego
zahamowania uwalniania, zanotowano w przypadku matryc
wykonanych z tego samego kopolimeru, zawierajgcych
rapamycyne (tylko 2,22% przez 227 dni), nastepnie okres
uwalniania leku na bardzo niskim poziomie (w ciggu 512
dni z matrycy ubyto jedynie 8,4% leku). Okresy opdznienia
procesu uwalniania leku z matryc polimerowych, tzw. ,lag
time”, zostaly zaobserwowane w badaniach nad uwalnia-
niem idarubicyny i doksorubicyny z PLAGA. Podczas, gdy
dla idarubicyny wykazano rownomierny profil uwalniania od
poczatku doswiadczenia, dla dokosorubicyny jego przebieg
charakteryzowat sie duzym spowolnieniem przez pierwsze
dziewietnascie dni, wynikajacym z oddziatywan miedzy
grupg hydroksylowg doksorubicyny i grupg karbonylowg
polilaktydu [8]. Podobne wyniki opublikowano dla mikrosfer,
wykonanych z PLAGA (75:25), z ktorych CyA uwalniata
sie na bardzo niskim poziomie przez okres 4 tygodni, po
wstepnym okresie zahamowania uwalniania, trwajgcym 3
tygodnie. Rownomierne uwalnianie leku zaobserwowano
natomiast dla mikrosfer, wykonanych z PLA. Réznice w pro-
filu uwalniania CyA z mikrosfer wykonanych z PLAi PLAGA
prébowano wyjasni¢, w oparciu o roznice w krystalicznosci
obu materiatéw. W przypadku mikrosfer, wykonanych z
krystalicznego PLA, powstawa¢ mogty mikrokanaty, ktére
funkcjonujg jako przestrzen dla penetracji wody [5].

the equations presented in literature [7]. The proton NMR
spectra of copolymers were recorded on high resolution
spectrometr (AVANCE Il Ultra Shield Plus, Bruker 600 MHz).
DMSO-d6 was used as a solvent. The molecular weight was
determined by GPC (Physics SP 8800 chromatograph), with
chloroform as eluent. The 1,2 cm diameter films were pre-
pared from solution of each kind of copolymer in methylene
chloride, solution of the appropriate amount of drug (CyA
or rapamycine) (10 wt% of used copolymeric material) and
mixing the two solutions. The solution was cast by means
of a standard casting device on a glass plate, evaporated
at ambient temperature and dried under reduced pressure.
The weighted polymeric matrices were placed in well closed
vials with physiological saline. The vials were incubated
at 37°C and constantly shaked. Systematically, the physi-
ological saline was replaced and drug concentration was
determined in collected samples by means of UV-vis spec-
troscopy (Spectrophotometer V-570, UV-VIS-NIR-JASCO).
For CyA, the absorbance was measured at 202 nm and for
rapamycine at 276 nm.

Results and discussion

In the first stage of experiment, release profile of CyA
and rapamycine from PLAGA 85:15 (R=0,41) matrices was
analyzed to confirm enough slow degradation process,
appropriate for immunosuppresive drugs release (FIG. 1).
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RYS. 1. Procentowa ilos¢ uwolnionych lekéw im-
munosupresyjnych z matrycy wykonanej z PLAGA
85:15 (R=0,41) w czasie 698 dni (cyklosporyna A)
i 512 dni (rapamycyna).

FIG. 1. Cumulative release profile from PLAGA
85:15 (R=0,41) of cyclosporine A during 689 days
and rapamycine during 512 days.

Lag time in CyA release was observed, so the amount of
released drug during 246 days was very low, then it was
gradually rising to reach 40,4% after almost 2 years (698
days). Similarly, initial inhibition of drug release was noted
also for matrices made of the same kind of copolymer,
containing rapamycine (only 2,22% during 227 days), fol-
lowed by period of very low level of released drug (during
512 days only 8,4% of rapamycine was released). Lag time
in drug release profile was also observed in studies on
idarubicine and doxorubicine release from PLAGA. Even
release of idarubicin from the beginning of the experiment
was detemined, but very slow until ninetieth day in case
of doxorubicine, where structural interactions between
hydroxyl group of idarubicine and carbonyl group of poly-
lactide were confirmed [8]. Similar results were published
for PLAGA (75:25) microspheres, from which CyA had
long lag time of 3 weeks, and throughout 4 weeks, the
released amount of this drug was undesirable low. In case
of PLA microspheres, even CyA release was observed.
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TABELA 1. Mikrostruktura matryc, wykonanych z poli(L-laktydo-ko-glikolidu), zawierajacych cyklosporyne A lub
rapamycyne (Mn - liczbowo sredni ciezar czasteczkowy; ILL, IGG - srednia dlugos¢ jednostek laktydylowych
i glikolidylowych; R — wspoétczynnik beztadnosci; TIl — wspétczynnik transestryfikacji drugiego stopnia, I/M

— stosunek ilosci inicjatora do monomeru).

TABLE 1. Microstructure of poly(L-lactide-co-glycolide) matrices, containing cyclosporine A or rapamycine
(Mn - number-average molecular weight; ILL, IGG - the average length of lactidyl and glycolidyl sequences;
R - randomization ratio; Tll — transesterification of the second mode ratio; I/M — initiator to monomer ratio).

Copolymerization condi-

Rodzaj polimeru The average length R T tions
Kind of copolymer of sequences i M Teme
poly(L-lactide-co-glycolide) (85:15) | 63 000 s 91%‘; 041 | 02 1/800 110°C
GG —
_ , _ I, =8,65
poly(L-lactide-co-glycolide) (85:15) 41 200 I =19 0,37 | 0,18 1/1000 120°C
GG — s
poly(L-lactide-co-glycolide):PEG I, =6,73 o
(85:15):68% PEG 23 000 foo = 1,2 0,55 | 0,55 1/600 120°C

W cyclosporine A
Orapamycine

% of released drug

Yy =
PLAGA 85:15 PLAGA 85:15 PLAGA 85:15
(R=0,41) (R=0,37) (68%PEG)

RYS. 2. Procentowa ilo$¢ uwolnionej cyklospory-
ny A i rapamycyny z matryc wykonanych z poli(L-
laktydo-ko-glikolidu) w ciagu 227 dni.
FIG. 2. The amount of released cyclosprine A and
rapamycine from matrices obtained from poly(L-
lactide-co-glycolide) during 227 days.

W drugim etapie poréwnano profil uwalniania z trzech
matryc, wykonanych z PLAGA o r6znej mikrostrukturze
tancucha (RYS. 2i 3, TABELA 1). W ciggu 227 dni najwiecej
CyA uwolnionej zostato z PLAGA 85:15; R=0,37 (30,9%),
nieco mniej z kopolimeru z 68% zawartosciag glikolu poli-
etylenowego (PEG) - PLAGA 85:15 (68% PEG) (26,9%),
natomiast jedynie niewielka ilos¢ z PLAGA 85:15; R=0,41.
Najwieksza ilo$¢ rapamycyny uwolniona zostata z PLAGA
85:15 (68% PEG) (5%). Zaobserwowano réznice w ilosci i
sposobie uwalania badanych lekéw z matryc, wykonanych
z PLAGA 85:15; R=0,41 oraz PLAGA 85:15; R=0,37. Wy-
raznie wiekszg ilo$¢ uwolnionego leku zaobserwowano dla
matryc wykonanych z kopolimeru o nizszej masie czgstecz-
kowej, syntezowanych w wyzszej temperaturze (120°C),
mogacej wptywaé na wzmozone procesy transestryfikacyjne
i powstawanie wiekszej ilosci krotszych sekwencji staty-
stycznych w tahcuchach kopolimerowych, wptywajgcych
na bardziej rownomierny przebieg degradacji i procesu
uwalniania leku. Na przyspieszenie uwalniania leku wptynat
réwniez dodatek PEG. Wyraznie wieksze ilosci obydwu
badanych lekéw uwolnione zostaty z PLAGA 85:15 (68%
PEG) w poréwnaniu z PLAGA 85:15; R=0,41. Wyniki te sg
zgodne z obserwacjami, iz im bardziej amorficzny kopolimer,
wieksza zawartosc¢ jednostek glikolidylowych, nizsza masa
czgsteczkowa i bardziej hydrofilowy polimer, tym szybciej i
gwattowniej zachodzi proces degradaciji [9].
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RYS. 3. Procentowa ilos¢ uwolnionej cyklospory-
ny Airapamycyny z matrycy wykonanejz PLAGA
85:15 (R=0,37) oraz PLAGA 85:15 (68% PEG) w
czasie 227 dni.

FIG. 3. Cumulative release profile of cyclosporine
A and rapamycine from PLAGA 85:15 (R=0,37) and
PLAGA 85:15 (68% PEG) during 227 days.

Differences in release profile from PLA and PLAGA micro-
spheres were explained as a result of differences in crystal-
lity of the materials. In microspheres made from crystalline
PLA, microtubes may have been formed during degradation
process, that act as a space for water penetration [5].

In the second stage, release profile from three kinds of
matrices obtained from PLAGA with different chain micro-
structure were compared (FIGs. 2 i 3, TABLE 1). During
227 days, the most of CyA was released from PLAGA
85:15; R=0,37 (30,9%), a bit less from copolymer contain-
ing 68% of polyethylene glycol (PEG) - PLAGA 85:15 (68%
PEG) (26,9%), and only small amount from PLAGA 85:15;
R=0,41. The highest amount of rapamycine was released
from PLAGA 85:15 (68% PEG) (5%). Differences in amount
and release profile of the studied drugs from PLAGA
85:15; R=0,41 and PLAGA 85:15; R=0,37 matrices were
determined. Significantly higher amount of released drug
was observed for matrices obtained from copolymer with
lower molecular weight, synthesized in higher temperature
(120°C), which may cause intensification of transesterifica-
tion processes and forming higher amount of short random
sequences in copolymer chain, allowing more regular
degradation and drug release profile. Addition of PEG
also influenced acceleration of drug release. Significantly
higher amount of the analyzed drugs were released from
PLAGA 85:15 (68% PEG) than PLAGA 85:15 (R=0,41).
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Whnioski

Stwierdzono odmienny przebieg uwalniania CyA i rapa-
mycyny z matryc, wykonanych z trzech rodzajow PLAGA,
réznych pod wzgledem mikrostruktury fancuchéw kopolime-
rowych. Najwolniejszy przebieg uwalniania cyklosporyny Ai
rapamycyny zaobserwowano dla kopolimeru o najwyzszej
masie czasteczkowej i najdtuzszych srednich dtugosciach
sekwencji laktydylowych, mogacych tworzy¢ krystaliczne
regiony homopolilaktydylowe, ktérych obecnos$¢ moze spo-
walniac¢ proces degradacji. Okresy zahamowania uwalniania
leku, zaobserwowane w wigkszosci badanych matryc (z
wyjgtkiem PLAGA 85:15 (R=0,37)), wynika¢ moga z oddzia-
tywan pomiedzy matryca kopolimerowg a czgsteczka leku.
Oddziatywanie czasteczki leku z tancuchem polimerowym
wplywa na znaczne spowolnienie procesu degradacji ma-
trycy polimerowej z lekiem.
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