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Streszczenie

Sterylizacja jest bardzo waznym czynnikiem uza-
lezniajgcym przydatnos$c¢ materiatéw do zastosowan
medycznych. Obiecujgcq metodg sterylizacji wydaje
sie by¢ promieniowanie wigzkg elektronowg. Celem
badania byta analiza wptywu promieniowania elektro-
nowego (EB) na terpolimery zawierajgce paklitaksel.
Dwa typy materiatéw uzyto do przygotowania matryc
zawierajgcych 5 i 10% leku, jak rowniez matryc
bez leku: poli(L-laktyd-ko-glikolid-ko-e-kaprolakton)
(44:32:24) — P(LA:GA:Cap) oraz poli(L-laktyd-ko-gli-
kolid-ko-weglan trimetylenu) (62:27:11) — P(LA:GA:
TMC). Wszystkie otrzymane matryce badano przed
i po procesie elektronowego napromieniania dawkg
25kGy za pomoca spektroskopii NMR, DSC i GPC. Nie
wykazano réznic w sktadzie komonomerow, tempera-
turze zeszklenia, liczbowo $redniej masie czgstecz-
kowej jak rowniez w rozrzucie mas czgsteczkowych
(dyspersyjno$c) pomiedzy matrycami otrzymanymi z
tego samego typu terpolimeru przed procesem ste-
rylizacji. Promieniowanie elektronowe spowodowato
spadek liczbowo Sredniej masy czgsteczkowej oraz
temperatury zeszklenia. Zmiany w sktadzie komono-
meréw zauwazono tylko w przypadku matryc z P(LA:
GA:Cap), co moze sugerowac¢ mniejszg odporno$c
Jjednostek kaproilowych na sterylizacje.

Stowa kluczowe: bioresorbowalne terpolimery, pa-
klitaksel, promieniowanie elektronowe, sterylizacja,
polimery z pamieciq ksztattu

[Inzynieria Biomateriatow, 94, (2010), 24-27]
Wprowadzenie

Ze wzgledu na anty-proliferacyjne wiasciwosci paklitakse-
lu, moze on zmniejszac¢ lub hamowac proliferacje i migracje
komorek migsni gtadkich scian naczyn krwionosnych, a tak-
ze stan zapalny, ktore stanowig gtdwna przyczyne restenozy
w stencie [1,2]. Dlatego tez dodatek paklitakselu uwzgled-
niany jest w badaniach nad nowg generacjg catkowicie
bioresorbowalnych stentéw lub pokry¢ stentéw. Polimerowe
systemy kontrolowanego uwalniania lekow muszg spetniaé¢
wiele kryteriéw zanim zostang zaimplantowane do ludzkiego
organizmu. Muszg by¢ biokompatybilne, degradowac do
nietoksycznych produktow, mie¢ odpowiednie wtasciwosci
mechaniczne i umozliwia¢ precyzyjne uwalnianie leku.
Materiaty takie powinny by¢ tez tatwe w sterylizacji.
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Abstract

Sterilization is a very important factor determining
usefulness of materials for medical application. The
promising method of sterilization seems to be electron
beam radiation. The aim of this study was to analyze
the influence of the EB radiation on terpolymers con-
taining paclitaxel. Two types of materials were used
to prepare three kinds of matrices — with 5% and 10%
of paclitaxel as well as drug free matrices. The selec-
ted terpolymers were: poly(L-lactide-co-glycolide-
co-g-caprolactone) (44:32:24) — P(LA:GA:Cap) and
poly(L-lactide-co-glycolide-co-trimethylene carbon-
ate) (62:27:11) — P(LA:GA:TMC). All of the obtained
matrices were investigated before and after electron
beam (EB) irradiation with the dose of 25 kGy with the
use of '"H NMR spectroscopy, DSC and GPC. There
were no differences in comonomer molar ratio, glass
transition temperature, the number average molecular
weight and dispersity index between non-irradiated
matrices prepared from the same terpolymer type,
regardless paclitaxel content. EB radiation caused
decrease of the number average molecular weight as
well as the glass-transition temperature. The changes
of comonomer units’ratio were noticed only in the case
of P(LA:GA:Cap) matrices that may suggest lower
susceptibility to sterilization of caproyl units.

Keywords: bioresorbable terpolymers, paclitaxel,
electron beam radiation, sterilization, shape memory
polymers

[Engineering of Biomaterials, 94, (2010), 24-27]

Introduction

Paclitaxel is taken into account in studies on new drug-
loaded totally bioresorbable coronary stents or stent coat-
ings. It was confirmed that paclitaxel has anti-proliferative
properties and thus, may reduce or inhibit vascular smooth
muscle cell proliferation and migration as well as inflam-
matory response that constitute the predominant cause of
in-stent restenosis [1,2]. Polymeric controlled drug delivery
systems must fulfill many requirements before implantation
into human body. They must be biocompatible, degrade to
non-toxic products, have appropriate mechanical proper-
ties and enable sustained drug release. They should also
be sterilizable.
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Materialy medyczne mogg by¢ sterylizowane poprzez
autoklawowanie, za pomoca tlenku etylenu oraz metodami
jonizaciji, takimi jak promieniowanie gamma, promieniowanie
jonowe, promieniowanie X czy wigzka elektronow o wysokiej
energii. Sterylizacja polimeréw w warunkach podwyzszonej
temperatury powoduje utrate ich wtasciwosci mechanicz-
nych, podczas gdy pozostatosci tlenku etylenu sa trudne
do usuniecia [3,4]. Stwierdzono, ze promieniowanie gamma
przyspiesza degradacjg bioresorbowalnych polimeréw, co
moze powodowac rowniez szybsze uwolnienie leku [5]. Z
tych wzgledow, promieniowanie wigzka elektronowg wydaje
sie by¢ obiecujacym rozwigzaniem problemow.

Materiaty i metody

L-laktyd, glikolid, weglan trimetylenu (TMC) oraz ¢-ka-
prolakton zostaty uzyte do otrzymania terpolimerdw, ktére
wykorzystano do sporzgdzenia matryc zawierajacych 5
i 10% paklitakselu oraz matryc niezawierajgcych leku.
Polimeryzacje z otwarciem pier$cienia byta prowadzono w
masie, w temperaturze 120°C w obecnosci Zr(Acac),, jako
niskotoksycznego inicjatora [6] przy zachowaniu stosun-
ku molowego inicjator/monomery (I/M) réwnego 1/1000.
Terpolimery zsyntezowano Centrum Materiatéw Polime-
rowych i Weglowych, PAN w Zabrzu, natomiast czysty
paklitaksel zakupiono w LC Laboratories®.

Roztwory réznych terpolimeréw w chlorku metylenu
mieszano z roztworem zawierajgcym odpowiednig ilos¢
leku i wylewano na szklang ptyte. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika w temperaturze pokojowej, suszenie uzyskanych
matryc kontynuowano zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie
wycieto z nich matryce o srednicy 12 mm.

Hermetycznie zamkniete probki sterylizowano poprzez
napromieniane wigzka elektronéw o energii 10 MeV emito-
wang przez akcelerator elektronowy. Dawka promieniowania
wynosita 25 kGy.

Skfad komonomeryczny terpolimreéw charakteryzowano
na podstawie widm 'H zarejestrowanych na spektrometrze
NMR o wysokiej rozdzielczosci (on AVANCE Il Ultra Shield
Plus, 600 MHz, Bruker). Probki rozpuszczano w osuszonym
DMSO. Tetrametylosilan uzyto jako wzorzec wewnetrzny w
celu okreslenia przesunie¢ chemicznych (ppm).

Liczbowo srednie masy czgsteczkowe (M,) oraz rozrzut
mas czasteczkowych (D) analizowano z wykorzystaniem
chromatografu zelowego (Physics SP 8800), stosujac
chloroform jako rozpuszczalnik w oparciu o standardy
polistyrenowe.

Do analizy wiasciwosci termicznych zastosowano me-
tode réznicowej kalorymetrii skaningowej. Aparat (TA DSC
2010, TA Instruments, New Castle, DE) kalibrowano za po-
mocg indu i galu o wysokiej czystosci. Matryce skanowano z
szybkoscig ogrzewania wynoszacg 20°C/min w zakresie od
—100°C do 220°C. Temperature zeszklenia (T,) wyznaczano
z drugiego skanu DSC (po ogrzaniu prébek do temperatury
220°C schtadzano je do —100°C poprzez umieszczenie w
ciektym azocie i ponownie ogrzewano do 220°C).

Wyniki i dyskusja

Celem niniejszego badania byto okreslenie wptywu pro-
mieniowania elektronowego na bioresorbowalne matryce
zawierajgce paklitaksel. Matryce bez paklitakselu oraz
matryce z 5 i 10% zawartoscig leku wykonano z dwdch
rodzajow terpolimeréw: poli(L-laktyd-ko-glikolid-ko-g-ka-
prolaktonu) (44:32:24) — P(LA:GA:Cap) oraz poli(L-laktyd-
ko-glikolid-ko-weglanu trimetylenu) (62:27:11) - P(LA:GA:
TMC). Dowiedziono, iz materiaty tego typu wykazujg efekt
pamieci ksztattu, ktéry moze by¢ przydatny w opracowaniu

Medical devices can be sterilized with the use of auto-
claving, ethylene oxide or ionizing methods such as gamma
irradiation, ion beams, X rays or accelerated electrons.
Sterilization of polymers with high temperature decreases
their mechanical properties while ethylene oxide residues
are difficult to remove [3,4]. It was also reported that gamma
irradiation accelerates degradation of biodegradable poly-
mers, which may also cause faster drug release [5]. Due
to the drawbacks of those methods, electron beam (EB)
radiation seems to be a promising solution.

Materials and methods

Terpolymers synthesized from L-lactide, glycolide,
trimethylene carbonate (TMC) and e-caprolactone at the
Centre of Polymer and Carbon Materials, PAScs in Zabrze
were used to prepare matrices with 5 or 10% of paclitaxel
as well as drug free matrices. The ring-opening copolym-
erization was carried out in bulk at 120°C in the presence
of Zr(Acac), as a low toxic initiator [6] with the initiator to
monomer molar ratio (I/M) of 1/1000. Pure paclitaxel was
purchased from LC Laboratories®.

The solution of various terpolymers in methylene chloride
were mixed with the solution of appropriate amount of drug
and then cast on a glass plate with the special casting de-
vice. After evaporating at ambient temperature, films were
dried under reduced pressure. The matrices with dimension
of 12 mm were cut from the films and used for the study.

Hermetically sealed samples were irradiated with the
accelerating voltage of 10 MeV produced by electron ac-
celerator and the radiation dose of 25 kGy.

Terpolymers composition was characterized by analysis
of 'H spectra recorded at 600 MHz on AVANCE Il Ultra Shield
Plus, Bruker. Specimens were dissolved in dried DMSO-d6.
Tetramethylsilane was used as an internal standard in order
to determine chemical shifts (ppm).

The number average molecular weight and (M,) and
molecular mass dispersity (D) were studied by means of
gel permeation chromatography (GPC, Physics SP 8800
chromatograph) with the use of chloroform as a solvent.

Differential scanning calorymetry (DSC) analysis was car-
ried out with TADSC 2010 apparatus (TA Instruments, New
Castle, DE) calibrated with high purity gallium and indium.
The matrices and pure paclitaxel were scanned at a heat-
ing rate of 20°C/min in the range of —100°C to 220°C. The
glass-transition temperature (T,) of matrices was obtained
from the second scan (after heating to 220°C, the specimens
were quenched to -100°C under nitrogen atmosphere and
then heated again to 220°C).

Results and Discussions

In this study it was aimed to determine the influence of
electron beam radiation on bioresorbable matrices contain-
ing paclitaxel. The drug was incorporated into two types of
terpolymers: poly(L-lactide-co-glycolide-co-g-caprolactone)
(44:32:24) - P(LA:GA:Cap) and poly(L-lactide-co-glycolide-
co-trimethylene carbonate) (62:27:11) — P(LA:GA:TMC) in
order to obtain matrices with 5% and 10% (w/w) of drug.
Drug free matrices were also prepared. The purpose of
this study was to analyze whether sterilization influences
physicochemical properties of matrices. Both terpolymers
contained lactidyl and glicolidyl units, but differed in one
comonomer. Thus, the effect of sterilization was compared
in terpolymer with caproyl units and in terpolymer with car-
bonate units. It was reported that terpolymers of these types
demonstrate shape-memory properties that can be useful
in preparing self-expandable biodegradable drug-eluting
coronary stents [7,8].
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samorozprezajacych sie, biodegradowalnych, uwalniajgcych

® o o o o o o |ekistentdw naczyniowych [7,8]. Oba terpolimery zawierajg

jednostki laktydylowe i glikolidylowe, ale réznig sie jednym
ko monomerem. Okreslono zatem wptyw dodatku jednostek
kaproilowych i weglanowych do polimeru na zwiekszenie
stabilnosci i zapobieganie zmianom witasciwosci fizyko-
chemicznych matryc w wyniku sterylizacji. Celem badania
byto réwniez okreslenie, czy sterylizacja wptywa na zmiany
wiasciwosci fizykochemicznych matryc oraz zmiany w samej
czasteczce leku.

Poréwnywano liczbowo $Srednig mase czasteczkowg
(M,) kazdej z matryc przed napromienianiem z (M,) matryc
sterylnych (RYS. 1). Zauwazono, ze masa czasteczkowa
ulegta zmniejszeniu po procesie radiacji. Matryce wykonane
z P(LA:GA:TMC) chrakteryzowaty sie znacznie wiekszym
ubytkiem mas czgsteczkowych niz matryce P(LA:GA:Cap).
Ponadto, wiekszy spadek M, charakteryzowat matryce za-
wierajgce paklitaksel. Spadek M, oraz dyspersji (D) mozna
ttumaczy¢ degradacja krétkich fancuchéw terpolimerowych,
ktora zostata indukowana napromienianiem. Poniewaz
wszystkie prébki byty hermetycznie zamkniete, mozna wy-
kluczy¢ wptyw reaktywnych form tlenu na ten proces [9].

mniesterylne matryce/non-sterile matrices

sterylne matryce/ sterile matrices
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RYS. 1. Liczbowo srednia masa czasteczkowa (M,)
matryc przed i po procesie sterylizaciji.

FIG.1. The number average molecular weight (M,))
of non-irradiated and irradiated matrices.

1 - P(LA:GA:Cap), 2 — P(LA:GA:Cap) + 5% of
paclitaxel, 3 — P(LA:GA:Cap) + 10% of paclitaxel,
4 - P(LA:GA:TMC), 5 - P(LA:GA:TMC) + 5% of pa-
clitaxel, 6 — P(LA:GA:TMC) + 10% of paclitaxel.

Analiza termorgamow nie wykazata punktow topnienia w
przypadku probek przed napromienianiem, wszystkie zatem
byty catkowicie amorficzne. Temperatura zeszklenia matryc
otrzymanych z P(LA:GA:Cap) wynosita 25°C, a matryc
z P(LA:GA:TMC) 45°C. Spadek temperatury zeszklenia
wszystkich napromienionych prébek korelowat ze spadkiem
mas czasteczkowych. Jakkolwiek, matryce z P(LA:GA:TMC)
charakteryzowat wiekszy spadek temperatury zeszklenia
niz matryc wykonanych z P(LA:GA:Cap), co jest rowniez
spowodowane wyzszym ubytkiem masy czasteczkowe;j.
Na termogramach sterylnych matryc zawierajacych pakli-
taksel otrzymanych z obydwu rodzajéw terpolimeréw stwier-
dzono punkty topnienia, co $wiadczy o pojawieniu sie frakciji
krystalicznych podczas promieniowania elektronowego.
Trzeba jednak zaznaczy¢, iz entalpia topnienia (AH,,) byta
bardzo nieznaczna (okoto 5,5 J/g) (RYS. 2).

Skfad molowy terpolimeréw zdeterminowano za pomo-
cq spektroskopii NMR. Nie stwierdzono réznic w sktadzie
komonomeréw pomiedzy trzema rodzajami niesteryl-
nych matryc, ktére otrzymano z obu typdw terpolieréw.

The number average molecular weight (M,)) of each type
of matrices before irradiation was compared with M, of sterile
matrices (FIG. 1). It was noticed that the number average
molecular weight generally decreased after irradiation. The
matrices obtained from PLAGATMC characterized more
significant decrease of molecular mass than the P(LA:GA:
Cap) matrices. Moreover, higher decrease of M, was noticed
in the case of matrices containing paclitaxel. The decrease
of M,, and molecular mass dispersity (D) can be explained
by degradation of short terpolymer chains induced by the
radiation. Since all of the specimens were hermetically
sealed, the influence of reactive oxygen species (ROS) on
the degradation rate was minimised [9].

Differential scanning calorymetry (DSC) analysis re-
vealed that all of the matrices before radiation did not exhibit
a melting peak. Thus, all of them were totally amorphous with
the glass-transition temperature (T,) of 25°C in the case of
P(LA:GA:Cap) and 45°C for P(LA:GA:TMC). The decrease
of glass-transition temperature in all of the radiated samples
was observed and it corresponded to decrease of molecular
weight. However, the P(LA:GA:TMC) matrices character-
ized higher glass-transition temperature decrease than the
P(LA:GA:Cap) matrices, which was connected to higher
decrease of the number average molecular weight. The
thermograms of sterile paclitaxel-loaded matrices obtained
from both kind of materials, very small melting peaks were
identified, however the enthalpies of melting (AH,,) were very
low (about 5,5 J/g). It was assumed the small crystalline
phase was formed during EB radiation. However, none of
the investigated matrices had the tendency to reconstitution
of crystalline parts since melting peaks were not observed
during the second scan (FIG. 2).
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RYS. 2. Termogamy DSC matryc po procesie ste-
rylizacji (otrzymane z drugiego skanu).

FIG. 2. DSC thermograms of matrices after steril-
ization (obtained from the second scan).

1 - P(LA:GA:Cap), 2 — P(LA:GA:Cap) + 5% of
paclitaxel, 3 — P(LA:GA:Cap) + 10% of paclitaxel,
4 - P(LA:GA:TMC), 5 - P(LA:GA:TMC) + 5% of pa-
clitaxel, 6 — P(LA:GA:TMC) + 10% of paclitaxel.

Terpolymers’ composition was determined by means of 'H
NMR spectroscopy. There were no differences in comono-
mer molar ratio between 3 kinds of non-radiated matrices
(with 5, 10% of paclitaxel and drug free matrice), obtained
from each type of investigated terpolymers. The composition
of all of the P(LA:GA:TMC) matrices did not change after
sterilization, regardless the paclitaxel loading. In the case
of all matrices obtained from (poly(L-lactide-co-glycolide-co-
g-caprolactone) (44:32:24)), lactidyl units content increase
and caprolyl units decrease was noticed. It can be assumed
that caproyl units are more susceptible to EB radiation than
the carbonate ones.
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Udziat molowy komonomerdéw wszystkich matryc przygoto-
wanych z P(LA:GA:TMC) nie ulegt zmianie po sterylizacji. W
przypadku wszystkich matryc sporzadzonych z poli(L-lak-
tyd-ko-glikolid-ko-¢-kaprolaktonu) (44:32:24) obserwowano
wzrost zawartosci jednostek laktydylowych oraz spadek
zawartosci jednostek kaproilowych. Mozna przypuszczac,
ze jednostki kaproilowe sg bardziej wrazliwe na promienio-
wanie elektronowe, niz jednostki weglanowe.

Nie obserwowano istotnych réznic w liczbowo Srednie;j
masie czasteczkowej, rozrzucie mas czasteczkowych oraz
temperaturze zeszklenia pomiedzy sterylnymi matrycami
zawierajacymi paklitaksel i sterylnymi matrycami bez leku.
Poniewaz nie odnotowano zmian w sktadzie komonomerow
matryc otrzymanych z P(LA:GA:TMC), moze to wskazywaé
na maty wptyw obecnosci paklitakselu na proces sterylizac;ji.
Ponadto, analiza NMR nie wykazata zmian w czasteczce
leku w napromienianych matrycach. Wzrost zawartosci
jednostek laktydylowych i ubytek jednostek kaproilowych w
matrycach wykonanych z P(LA:GA:Cap) moze wptywacé na
szybko$¢ degradaciji, a zatem i na profil uwalniania leku.

Whioski

Otrzymano trzy rodzaje matryc (z 5%, 10% zawartoscig
leku oraz matryc bez leku) z dwdch typow terpolimerdw.
Prébki sterylizowano za pomocg promieniowania elektro-
nowego. Proces sterylizacji matryc z paklitakselem i matryc
bez leku nieznacznie wptynat na liczbowo Srednig mase
czasteczkowa, rozrzut mas czasteczkowych oraz wtasciwo-
Sci termiczne. Wartosci wszystkich tych parametrow ulegty
obnizeniu po procesie napromieniania. Otrzymane wyniki
sugeruja, iz zawartos¢ leku nie ma znaczacego wptywu
na wiasciwosci fizykochemiczne terpolimeréw w czasie
sterylizacji. Ponadto, analiza NMR nie wykazata zmian w
czasteczce leku zawartego w napromienianych matrycach.
Zmiany w sktadzie molowym komonomeréw obserwowano
tylko w przypadku matryc otrzymanych z P(LA:GA:Cap), co
moze wskazywacé na wiekszg wrazliwos¢ jednostek kaproi-
lowych na promieniowanie. To moze z kolei mie¢ wptyw na
proces degradacji, a tym samym na uwalnianie paklitakselu
z wysterylizowanych matryc.

Wyniki niniejszego badania mogag by¢ pomocne w selekgiji
metody sterylizacji systemow uwalniajgcych paklitaksel.
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No significant differences between the number aver-
age molecular weight (M,), molecular mass dispersity (D),
glass-transition temperature (T,) of paclitaxel-loaded sterile
matrices and drug free sterile matrices were noticed. There
were no changes in comonomer molar ratio in the case of
P(LA:GA:TMC) matrices before and after sterilization that
indicated insignificant effect of paclitaxel content during
sterilization. Lactidyl units content increase and caprolyl
units decrease of P(LA:GA:Cap) radiated matrices was
observed that may influence on the drug release profile.
The NMR analysis did not reveal any change in drug mol-
ecule after sterilization.

Conclusions

In this study two terpolymers were used to obtain three
types of matrices (with 5%, 10% of paclitaxel and drug free
matrices). The matrices were sterilized with the use of EB
radiation and investigated. Sterilization of paclitaxel-loaded
matrices as well as drug free matrices insignificantly influ-
enced the number average molecular weight (M,), molecular
mass dispersity (D) and also thermal properties. All of the
mentioned parameters decreased after irradiation with
the use of electron beam radiation. The obtained results
suggested that drug content did not affect significantly on
physicochemical properties of terpolymers during steriliza-
tion process. Moreover, the NMR analysis did not reveal
any change in drug molecule after sterilization. The changes
of polymer composition were observed only in the case of
P(LA:GA:Cap) matrices, which suggested higher suscep-
tibility to radiation of caproyl units. This may influence the
degradation process and thus, the paclitaxel release from
sterilized matrices.

The results of this study may be helpful in selection
of sterilization method for paclitaxel delivery terpolymeric
systems.
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