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Abstract

Powaznym problemem wspotczesnej medycy-
ny jest rosngca lekoopornos¢ mikroorganizmow.
W zwigzku z powyzszym, w ostatnich latach tech-
nologia polimerowych materiatbw o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych jest jednym z najszybciej
rozwijajgcych sie obszarow farmacji i inZynierii biome-
dycznej. Biomateriaty te sg stosowane w wielu aplika-
cjach, szczegolnie w urzgdzeniach medycznych oraz
technologii systeméw dostarczania lekéw. Peptydy
stanowig perspektywiczng grupe zwigzkéw o wtas-
ciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych, ktére moga
byc¢ stosowane w technologii wspomnianych mate-
riatbw. W niniejszej pracy, otrzymano nowe porowate
poliuretanowe nosniki citropiny (CT). Nietoksyczne
biodegradowalne poliuretany (PU) zsyntetyzowano
przy uzyciu dioli poli(e-kaprolaktonu), polilaktydu
i poli(adypinianu etylenu) oraz 1,6-diizocyjanianu
heksametylenu i butano-1,4-diolu. Otrzymane PU
zostaty scharakteryzowane za pomocg technik 'H
i ®C NMR. Wyznaczono mase czgsteczkowg i wtasci-
wosci mechaniczne zsyntetyzowanych biomateriatow.
Przeprowadzono badania uwalniania CT z porowatych
PU w warunkach in vitro. Stwierdzono, ze wszystkie
otrzymane matryce PU sg nietoksyczne w stosunku
do bakterii luminescencyjnych V. fischeri oraz pier-
wotniakéw S. ambiguum i T. termophila. Procent
uwolnionej CT z uzyskanych porowatych PU, w ciggu
8 tygodni procesu biodegradacji, wynosit od 29% do
79%. Ponadto, wykazano dobrg korelacje pomiedzy
kinetykg uwalniania CT z matryc a ubytkiem masy
porowatych PU. Podsumowujgc, mozna stwierdzic,
Ze szybkosc uwalniania CT z porowatych materiatow
zalezy gtéwnie od rodzaju poliolu uzytego w syntezie
PU. Uzyskane wstepne wyniki badan sugerujg, ze
ofrzymane uktady stanowig nowe, obiecujgce bio-
materiaty jako potencjalne systemy kontrolowanego
uwalniania substancji przeciwdrobnoustrojowych.

Stowa kluczowe: poliuretany biodegradowalne,
citropina, peptydy przeciwdrobnoustrojowe, polimery
przeciwbakteryjne, kontrolowane uwalnianie substan-
cji przeciwbakteryjnych

[Inzynieria Biomateriatow 124 (2014) 29-35]

Particularly problematic of the present medicine
are more and more growing drug-resistant microorga-
nisms. Therefore, in the recent years technology of po-
lymeric materials with antimicrobial activity represents
one of the most rapidly advancing areas in pharmacy
and biomedical engineering. These biomaterials are
used in many fields, particularly in medical devices
and technology of drug delivery systems. One of the
perspective group of antimicrobial substances, which
could be used in technology of these materials, are
peptides. New porous polyurethane carriers of citropin
(CT) were obtained. Non-toxic biodegradable polyu-
rethane (PU) were synthesized from poly(e-capro-
lactone), polylactide or poly(ethylene adipate) diols,
1,6-hexamethylene diisocyanate and butanediol. The
obtained PU was characterized by 'H and *C NMR
techniques. The molecular weight and mechanical
properties of the obtained biomaterials were reported.
The controlled release of CT from porous PU was
studied in vitro. It was found that all prepared PU
matrices are non toxic to the luminescent bacteria
V. fischeri and two ciliated protozoa S. ambiguum and
T. termophila. The percentage of CT released from
prepared porous PU was 29% to 79% after 8 weeks.
Moreover, the results directly comparing CT release
with mass loss of obtained porous PU studies follow
the same trend. Summing up, the release rates of the
CT from porous materials were shown to be directly
dependent on the nature of polyol used in the synthe-
sis of PU. The preliminary results suggest that these
novel biomaterials are promising for application as
antimicrobial substance delivery systems.

Keywords: biodegradable polyurethanes, citropin,
peptides with antimicrobial activity, antibacterial
polymers, antibacterial substances controlled
release

[Engineering of Biomaterials 124 (2014) 29-35]
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Wprowadzenie

Materiaty poliuretanowe (PU) wykazujgce aktywnosc¢
przeciwdrobnoustrojowg znajdujg szerokie zastosowanie
w aplikacjach biomedycznych, zwtaszcza w systemach
kontrolowanego uwalniania substancji leczniczych, produk-
tach ochrony zdrowia, higieny lub technologiach urzadzen
medycznych [1-5]. W ostatnich latach obserwuje sie wzrost
zainteresowania peptydami o aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej (AMP) [1]. Technologie wykorzystujgce materiaty
polimerowe jako nosniki AMP, sg jednymi z najszybciej
rozwijajgcych sie gatezi farmacji stosowanej i medycyny.

Biodegradowalne poliuretany stanowig interesujgce bio-
materiaty, co jest zwigzane z ich wtasciwosciami fizycznymi,
chemicznymi i biologicznymi. PU sg stosowane w inzynierii
tkankowej tkanek miekkich i systemach kontrolowanego
uwalniania substancji leczniczych [6-8]. PU zawierajg
w swojej strukturze segmenty gietkie (np. jednostki polies-
trowe lub poliweglanowe) oraz segmenty sztywne (jednostki
uretanowe i fragmenty tzw. przedtuzacza tancucha). Jako
skfadniki diizocyjanianowe stosowane sg 1,4-diizocyjanian
tetrametylenu, 1,6-diizocyjanian heksametylenu, diizocy-
janian izoforonu, diizocyjanian 4,4’-dicykloheksametylenu
i diizocyjanian L-lizyny [6]. Diole poliestrowe i poliwegla-
nowe sg zazwyczaj syntetyzowane w reakcji polimeryzacji
z otwarciem pierscienia prowadzonej w obecnosci katali-
zatoréw kationowych, anionowych, koordynacyjnych oraz
enzymatycznych. Alternatywnie, PU moga by¢ otrzymywane
metodg bezizocyjanianowa, polegajgcg na reakcji piecio-
cztonowych cyklicznych weglanéw z diaminami [9,10].

Citropina (CT) (sekwencja aminokwaséw: Gly-Leu-Phe-
Asp-Val-lle-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Val-lle-Gly-Gly-Leu-NH,)
jest jednym z najbardziej aktywnych AMP, wykazujgcym
szerokie spektrum dziatania antybakteryjnego. Naturalna
citropina 1.1 jest produkowana zaréwno przez gruczoty
podbrédkowe, jak i grzbietowe zielonej zaby drzewiastej
Litoria citropa [11].

W niniejszej pracy opisano metode otrzymywania poro-
watych biodegradowalnych poliuretanéw jako no$nikéw CT.
Mamy nadzieje, ze otrzymane materiaty znajdg zastosowa-
nie w systemach kontrolowanego uwalniania AMP.

Materialy i metody

Materiaty

3,6-Dimetylo-1,4-dioksan-2,5-dion (98%, rac-laktyd, rac-
LA, Aldrich Polska) krystalizowano z mieszaniny suchego
toluenu z heksanem i suszono pod zmniejszonym cisnie-
niem. e-Kaprolakton (99%, 2-oksepanon, CL, Aldrich Polska)
i toluen (POCh Polska) przed uzyciem suszono i destylowa-
no znad CaH, pod zmniejszonym ci$nieniem. 2-etyloheksa-
nian cyny (ll) (95%, oktanian cyny, SnOct,, Aldrich Polska),
dichlorometan (CH,Cl,, POCh Polska), metanol bezwodny
(POCh Polska), 1,6-diizocyjanian heksametylenu (98%,
HDI, Aldrich Polska), poli(adypinian etyleno)diol (PEAD diol,
M, = 1000 Da, Aldrich Polska), butano-1,4-diol (98%, BD,
Fluka Polska), 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan (99%, DABCO,
Aldrich Polska), etanol (POCh Polska), izopropanol (POCh
Polska), dimetylosulfotlenek (99%, DMSO, Aldrich Polska)
uzyto bez oczyszczania. Citropine (CT) zsyntetyzowano
(w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym) metodg Fmoc
(9-fluorenylometoksykarbonyl) w reaktorze mikrofalowym
na nosniku polistyrenowym (zywica polistyrenowa modyfi-
kowana linkerem Rink-amidowym) [12].

Introduction

Polyurethane (PU) materials with antimicrobial activity
are used in many biomedical fields, particularly in drug de-
livery systems, health care products, hygienic applications
or medical device technology [1-5]. The last years have
seen growing interest in the investigation of peptides with
antimicrobial activity (AMP) [1]. Technology of polymeric
materials as AMP carriers represents one of the most rapidly
advancing areas in pharmacy or medicine.

Biodegradable polyurethanes are very interesting
biomaterials which characterize physical, chemical and
biological properties. PU has been used e.g. in soft tissue
engineering and controlled drug delivery systems [6-8].
PU consists of soft segments (e.g. polyester, polycarbonate
units) and hard segments (urethanes and chain extender
units). As diisocyanate components are used 1,4-butane
diisocyanate, 1,6-hexamethylene diisocyanate, isophorone
diisocyanate, 4,4’-dicyklohexamethylene diisocyanate and
L-Lysine ethyl ester diisocyanate [6]. Moreover, the polyester
or polycarbonate diols are usually prepared by ring-opening
polymerization in the presence of cationic, anionic, enzymes
or coordination catalysts. Alternatively, PU can be prepared
by non-isocyanate methods, if five-membered cyclic carbo-
nate groups are reacted with diamines [9,10].

Citropin (CT) (amino acid sequence: Gly-Leu-Phe-Asp-
Val-lle-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Val-lle-Gly-Gly-Leu-NH,) is one
of the most active AMP, which shows significant broad-spec-
trum antibacterial activity. Natural citropin 1.1 is produced
by both the dorsal and submental glands of the green tree
frog Litoria citropa [11].

In this paper, we describe the synthesis of a series
of porous biodegradable polyurethanes as CT carriers.
We believe that the obtained biomaterials can find practical
applications as effective AMP delivery systems.

Materials and Methods

Materials

3,6-Dimethyl-1,4-dioxane-2,5-dione (rac-lactide, rac-LA,
Aldrich 98%) was crystallized from a mixture of dry tolue-
ne with hexane and dried under vacuum. e-Caprolactone
(2-oxepanone, 99%, CL, Aldrich Poland) and toluene (POCh
Poland) were dried and distilled over CaH, at reduced
pressure before use. Stannous octoate (tin (Il) 2-ethylhe-
xanoate, SnOct,, Aldrich 95%), dichloromethane (CH,Cl,,
POCh Poland), anhydrous methanol (POCh Poland), 1,6-
hexamethylene diisocyanate (HDI, 98%, Aldrich Poland),
poly(ethylene adipate) diol (PEAD diol, M, = 1000 Da,
Aldrich Poland), 1,4-butanediol (BD, 98%, Fluka Poland),
1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO, 99%, Aldrich Po-
land), ethanol (POCh Poland), isopropanol (POCh Poland),
dimethyl sulfoxide (DMSO, 99%, Aldrich Poland) were used
without further purification. Citropin (CT) was synthesized
(in Medical University of Gdansk) in a microwave reactor
using the Fmoc (9-fluorenylmethoxycarbonyl) chemistry on
polystyrene resin modified by Rink Amide linker [12].

Synthesis and characterization of polyols

Polyols (PLA, PCL) were synthesized by ring opening
polymerization of CL or rac-LAin the presence of SnOct, as
an initiator and BD as a co-initiator. Monomers (CL, rac-LA,
100 mmol), SnOct, and BD were placed in a 20 mL glass
ampoules under argon atmosphere. The reaction vessel was
then kept standing in a thermostated oil bath at 140°C for
24 h. When the reaction time was completed, the reaction
product was dissolved in CH,CI,, then precipitated from
cold methanol using diluted hydrochloric acid (5% aqueous
solution) and finally dried under vacuum for one week.

Z ommm® 0000 000000000000 00000000060000000000000000

w0



Synteza i charakterystyka polioli

Poliole (PLA, PCL) syntetyzowano metodg polimeryzacji
z otwarciem pierscienia CL lub rac-LA w obecnosci SnOct,
jako inicjatora i BD jako koinicjatora. Monomery (CL, rac-LA,
100 mmol), SnOct,i BD umieszczano w szklanych amput-
kach o pojemnosci 20 mL w atmosferze argonu. Nastepnie
amputki termostatowano w tazni olejowej w temp. 140°C
przez 24 godz. Po zakonczeniu reakcji, polimer rozpuszcza-
no w CH,Cl,, a nastepnie wytrgcano z zimnego metanolu
z dodatkiem rozcienczonego kwasu solnego (5% roztwor
wodny). Finalny produkt suszono przez okoto tydzien
w temp. pokojowej pod zmniejszonym ci$nieniem.

Analiza NMR PCL

"H NMR (CDCl,, 8, ppm):

4.03 [2H, t, -CH,CH,CH,CH,CH,0C(0)-],
3.70 [2H, t, -CH,OH, grupa koncowal],
2.27 [2H, t, -CH,CH,CH,CH,CH,COO0-],
1.61 [4H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO0-],
1.36 [2H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO-];
8C NMR (CDCl,, &, ppm):

173.3 [-C(0)0O-], 63.9 [-CH,CH,CH,CH,CH,O0C(0O)-],
33.8 [-CH,CH,CH,CH,CH,COO0-],

28.1 [-CH,CH,CH,CH,CH,0C(O)-],

25.4 [-CH,CH,CH,CH,CH,COO0-],

24 .4 [-CH,CH,CH,CH,CH,COO-].

Analiza NMR PLA

"H-NMR (CDCl,, 5, ppm):

5.17 [1H, g, -OCH(CH,)C(O)0O-],

4.39 [1H, q, -CH(CH,)OH, grupa koncowa],

1.50 [3H, q, -CH(CH,)C(0)O-];

BC-NMR (CDCl,, 8, ppm):

169.6 [-C(O)O-], 69.0 [FOCH(CH,)C(0)0O-],

67.1 [-CH(CH,)OH, grupa koncowa],

20.9 [-CH(CH;)C(O)OH], 17.1 [F-OCH(CH,)C(O)O-].

Synteza i charakterystyka poliuretanéw

Poliuretany syntetyzowano metodg dwuetapowa. Przed
reakcjg wszystkie reagenty (HDI, poliole, BD) suszono pod
zmniejszonym cisnieniem przez 2 godz. w temp. 60°C.
W pierwszym etapie, otrzymane poliole (PLA, PCL), HDI,
DABCO i bezwodny toluen wprowadzano do tréjszyjnej kol-
by okrggtodennej (o pojemnosci 150 ml) z mieszadtem mag-
netycznym. Prepolimer otrzymywano w temp. 80°C przez
4 godz. Nastepnie, BD w roztworze izopropanolu dodawano
powoli do uktadu reakcyjnego w temp. 40°C przez 3 godz.
Poliuretan oczyszczano przez wytrgcanie prowadzone przy
uzyciu mieszaniny toluen/etanol i suszono do statej masy
pod zmniejszonym ci$nieniem w temp. pokojowe;j.

Analiza NMR PU
'H NMR (DMSO-d,, 8, ppm):

6.86 [1H, s, -OC(O)NH-], 5.15 (1H, g, -OCH(CH,)C(0)O-),
4.32 [4H, t, -NHCOO-CH,CH,CH,CH,OC(O)NH-],

3.90 [2H, t, -NHC(O)OCH,], 3.75-3.65 [4H, m, -NHCOO-
CH,CH,CH,CH,OC(O)NH- i 4H, t, -C(O)OCH,CH,0O-],
3.15 [2H, t, -CH,NHC(O)O-], 2.30-2.25 [2H, t,
CH,CH,CO0-], 1.60-1.50 [2H, m, -CH,CH,NHC(0)O-

i 4H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,CO0- i 3H, q,
-CH(CH,)C(0)0-], 1.40-1.30 [2H, m, -CH,CH,CH,NHC(O)O-
i 2H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO-;

15C NMR (DMSO-d,, 5, ppm):

173.2 [-CH,CH,CH,CH,CH,C(0)O-],

169.5 [F-OCH(CH,)C(0)O-], 156.0-156.5 [-NHC(O)O-],
63.4 [-OC(O)CH,], 68.8 [F-OCH(CH,)C(0)O-],

33.9 [-CH,CH,CH,CH,CH,C00-], 29.3 [-CH,NHC(O)O-],
28.6 [-NHC(O)NHCH,-], 24.9-25.9 [-CH,],

20.8 [-CH(CH,)C(O)OH], 17.0 [FOCH(CH,)C(0)O-];

NMR data of PCL

'H NMR (CDCl,, 6, ppm):

4.03 [2H, t, -CH,CH,CH,CH,CH,OC(O)-],
3.70 [2H, t, -CH,OH, end group],

2.27 [2H, t, -CH,CH,CH,CH,CH,COO0-],
1.61 [4H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO-],
1.36 [2H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO-];
C NMR (CDCl,, d, ppm):

173.3 [-C(0)0O-], 63.9 [-CH,CH,CH,CH,CH,O0C(0)-],
33.8 [-CH,CH,CH,CH,CH,COO-],

28.1 [-CH,CH,CH,CH,CH,OC(O)],

25.4 [-CH,CH,CH,CH,CH,COO0-],

24.4 [-CH,CH,CH,CH,CH,COO0-];

NMR data of PLA

"H-NMR (CDCl;, 8, ppm):

5.17 [1H, g, -OCH(CH,)C(O)0O-],

4.39 [1H, q, -CH(CH,)OH, end group],

1.50 [3H, g, -CH(CH,)C(0)O-];

BC-NMR (CDCl;, 8, ppm):

169.6 [-C(0)O-], 69.0 [-OCH(CH;)C(0O)0-],

67.1 [-CH(CH;)OH, end group],

20.9 [-CH(CH,)C(O)OH], 17.1 [FOCH(CH,)C(O)O-;

Synthesis and characterization of polyurethanes

PU was synthesized by two-step method. Before reaction
all reactants (HDI, polyols, BD) were dried in vacuum for
2 h at 60°C. First, the obtained polyols (PLA, PCL), HDI,
DABCO and anhydrous toluene were added into a 150 ml
three-neck round-bottomed flask with magnetic stirrer.
The prepolymer was obtained at 80°C for 4 h. Next, BD
dissolved in isopropanol, was added into reaction system
slowly for chain extension at 40°C for 3 h. The PU was puri-
fied through co-precipitation of toluene/ethanol and vacuum
dried to constant weight at room temperature.

NMR data of PU

'H NMR (DMSO-dg, 8, ppm):

6.86 [1H, s, -OC(O)NH-], 5.15 (1H, g, -OCH(CH,)C(O)0O-),
4.32 [4H, t, -NHCOO-CH,CH,CH,CH,O0C(O)NH-], 3.90
[2H, t, -NHC(O)OCH,-], 3.75-3.65 [4H, m, -NHCOO-
CH,CH,CH,CH,OC(O)NH- and 4H, t, -C(O)OCH,CH,0-],
3.15[2H, t, -CH,NHC(O)O-], 2.30-2.25 [2H, t,
CH,CH,COO0-], 1.60-1.50 [2H, m, -CH,CH,NHC(O)O-

and 4H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO- and 3H, q,
-CH(CH,)C(0)0O-], 1.40-1.30 [2H, m, -CH,CH,CH,NHC(O)O-
and 2H, m, -CH,CH,CH,CH,CH,COO-];

8C NMR (DMSO-dg, 8, ppm): 173.2
[-CH,CH,CH,CH,CH,C(O)O-], 169.5 [[OCH(CH,)C(O)0O],
156.0-156.5 [-NHC(O)O-], 63.4 [-OC(O)CH,-], 68.8
[FOCH(CH;)C(0)0O-], 33.9 [-CH,CH,CH,CH,CH,CO0-],
29.3 [-CH,NHC(0O)0-], 28.6 [-NHC(O)NHCH,-], 24.9-25.9
[-CH,-], 20.8 [-CH(CH,)C(O)OH], 17.0 [[OCH(CH,)C(O)O-];

Preparation of polyurethane carriers of citropin

PU was first dissolved in DMSO at a concentration of
20% (w/v). Next, the PU solution was mixed with NaCl
(0.2 g of NaCl crystals per 1 g of PU). The PU/salt mixture
was poured into mould. Next, the material was dried under
vacuum at 50°C for 48 h. The samples were washed for
24 h in distilled water to remove the salt crystals. Next, PU
samples were later dried in a vacuum for at room tempera-
ture for about two week.

CT was incorporated into the PU by immersing the mate-
rial into CH,CI, solution of peptide (of known concentration).
The solution was pulled into the pores of the PU by repeated
5 cycles of vacuum/argon. PU was dried under vacuum at
room temperature until the weight of impregnated materials
remained unchanged.
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Otrzymywanie poliuretanowych nosnikow citropiny

Poliuretan poczatkowo rozpuszczano w DMSO (stezenie
ok. 20% wag./obj.). Uzyskany roztwdr mieszano z NaCl
(0,2 g soli na 1 g PU). Mieszanine PU/s6l przenoszono
do formy. Nastepnie, materiat suszono pod zmniejszonym
cisnieniem w temp. 50°C przez 48 godz. Probki przemy-
wano wodg destylowang przez 24 godz. w celu usunigcia
soli. Nastepnie, PU suszono pod zmniejszonym cisnieniem
w temp. pokojowej przez okoto 2 tygodnie.

CT wprowadzano do matrycy PU poprzez zanurze-
nie materiatu w roztworze CH,CI, zawierajacym peptyd
(o znanym stezeniu). Nastepnie, wykonano 5 kolejnych cykli
- préznia/argon. Nosnik PU suszono do statej masy pod
zmniejszonym cisnieniem w temp. pokojowe;.

Uwalnianie citropiny z no$nikéw poliuretanowych
w warunkach in vitro

Poliuretanowe nosniki CT zostaly poddane inkubacji
w roztworze PBS (pH 7,4, w stosunku 25 mg polimeru:
1 ml buforu), w temp. 37°C. Zawartos¢ kolby poddawa-
no ciggtemu mieszaniu, a nastepnie probki pobierano
w odpowiednich sekwencjach czasowych, stosujgc metode
catkowitej wymiany buforu. llo$¢ uwolnionej CT wyznaczano
w oparciu o krzywg wzorcowg sporzgdzong na podstawie
pomiaréw wykonanych metodg spektrofotometrii UV-VIS
(Apax = 266 nm). Prébki PU (prébki kontrolne), poddano
procesowi biodegradacji w warunkach analogicznych, jakie
zastosowano w przypadku poliuretanowych nosnikow CT.
Stopien degradacji PU zostat oceniony na podstawie zmian
wartosci lepkosciowo $redniej masy czasteczkowej (M,)
i ubytku masy prébki (WL).

Metody badan

Widma 'H i *C NMR polioli i PU zostaty wykonywane
przy uzyciu spektrometru Varian 300 MHz stosujgc CDCI,
lub DMSO-dgjako rozpuszczalnik.

Srednig mase czgsteczkows i rozkiad masy czgsteczko-
wej polioli oznaczano wykorzystujgc chromatograf zelowy
(GPC Max + TDA 305Viscotek), wyposazony w kolumny
Jordi DVB Mixed Bed (jedna ostona) w temp. 30°C, w dichlo-
rometanie (HPLC, Sigma Aldrich Polska), przy szybkosci
przeptywu 1 ml/min z detekcjg Rl i kalibracji opartej na wa-
skich standardach PS (ReadyCal Set, Fluka). Wyniki opra-
cowano za pomocg oprogramowania OmniSEC (ver. 4.7).

Lepkosciowo $rednig mase czgsteczkowg PU wyznacza-
no na podstawie rownania Marka-Houwinka dla nastepu-
jacych statych: K =6,80 x 10 dl/g i a = 0,86. Lepkos$¢ PU
mierzono w N,N-dimetyloformamidzie (w temp. 30°C) za po-
mocg wiskozymetru Stabinger Viscometer SVM 3000 [13].

Testy cytotoksycznosci PU oraz liczbe hydroksylowg
polioli przeprowadzono zgodnie z metodykami opisanymi
we wczesniejszych doniesieniach [14,15].

Wiasciwosci mechaniczne (wytrzymato$c¢ na rozcigganie
(FS), naprezenie przy wydtuzeniu o 100% (S;,), wydtuzenie
przy zerwaniu (E,) oraz twardo$¢ Shore’a A (ShH)) mie-
rzono przy uzyciu testera Zwick model 1445. FS, S,y i E,
wyznaczano zgodnie norma PN-ISO 37:2007. ShH zostata
zmierzona zgodnie z normg PN-80/C-04238.

Gestosc¢ i porowatos$é PU oznaczono metodg wypierania
cieczy [16].

llo$¢ uwolnionej CT z nos$nikéw PU oznaczano za po-
mocg spektrofotometru UV (Shimadzu UV-1202). Pomiar
absorbancji powtarzano trzykrotnie przy dtugosci fali
266 nm. Stezenie CT obliczono na podstawie krzywej
kalibracyjne;j.

Warto$¢ WL obliczano wedtug réwnania:

WL =[(W- W,)/W] x 100 (%),
gdzie: W - masa pierwotnej probki polimeru (przed degra-
dacjg), W, - masa probki polimeru po degradac;i.

In vitro citropin release from polyurethane carriers

The CT-loaded PU was incubated in a PBS (pH 7.4)
in the ratio of 25 mg of polymer: 1 ml of buffer at 37°C.
The mixture was stirred under constant agitation and a
sample was removed at selected intervals followed by
fresh buffer replacing. The quantity of the released CT was
determined (at the A, value of 266 nm) from the calibration
curve previously obtained under the same conditions and
analyzed by means of UV-Vis spectrophotometer. The PU
(control samples) were formed and run under the same ex-
perimental conditions as reported in the CT release the from
CT-loaded PU analysis. The degree of the PU degradation
was evaluated by change of viscosity average molecular
weight (M,) and their weight loss (WL).

Measurements

"H and *C NMR spectra of polyols and PU were obtained
on Varian 300 MHz spectrometer using CDCI; or DMSO-dg
as solvent.

The molar mass and molar mass distributions of the
polyols were determined using GPC instrument (GPC Max
+ TDA 305, Viscotek), equipped with Jordi DVB Mixed Bed
columns (one guard and two analytical) at 30°C in dichlo-
romethane (HPLC grade, Sigma-Aldrich), at flow rate of
1 ml/min with RI detection and calibration based on narrow
PS standards (ReadyCal Set, Fluka). Results were proc-
essed with OmniSEC software (ver. 4.7).

The viscosity average molecular weight of PU was calcu-
lated from the Mark—Houwink equation using the following
constants: K = 6.80 x 10° dL/g and a = 0.86. PU viscos-
ity was measured in N,N-dimethylformamide (at 30°C) on
Stabinger Viscometer SVM 3000 [13].

The toxicity tests of PU and the hydroxyl number of poly-
ols were carried out according to the procedures described
in our early papers [14,15].

Mechanical properties (tensile strength (FS), stress at
100% elongation (S;,,), elongation at break (E,) and Shore’a
A hardness (ShH)) were measured using an Zwick model
1445 tester. FS, S,,, and E, were determined according to
national standard PN-ISO 37:2007. ShH was determined
according to national standard PN-80/C-04238.

The density and porosity values of the PU were measured
by liquid displacement method [16].

The amount of CT released from the PU was analyzed
using a UV spectrophotometer (UV-1202 Shimadzu).
The absorbance was determined in triplicate at 266 nm.
The calibration curves for CT release were created in PBS
as a control.

The WL was calculated according to the equation:

WL = [(W = W,)/W] x 100 (%),

where: W - the weight of dry polymer sample before
degradation, W, — the weight of dry polymer sample after
degradation.

Results and Discussions

In the first step, PCL and PLA diols were obtained by the
ring-opening polymerization of corresponding cyclic esters
in the presence of SnOct, as an initiator and BD as a co-
initiator. The molar ratio of CL(or rac-LA) /BD/SnOct, was
50:2:1 (PCL-1, PLA-1) and 100 : 2 : 1 (PCL-2, PLA-2).
The structure of the obtained products was characterized by
"H-NMR or *C-NMR spectroscopy (experimental section).
The molecular weight (M,) values of polyols determined by
the GPC method were 2400 g/mol for PCL-1, 2300 g/mol for
PLA-1, 4600 g/mol for PCL-2 and 4300 g/mol for PLA-2, re-
spectively. Moreover, the M, values calculated from hydroxyl
number were 2600 g/mol for PCL-1, 2400 g/mol for PLA-1,
4200 g/mol for PCL-2 and 3900 g/mol for PLA-2.
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Wyniki i dyskusja

W pierwszym etapie, otrzymywano diole PCL i PLA
w wyniku polimeryzacji z otwarciem pierscienia odpowied-
nich cyklicznych estréw. Proces prowadzono w obecnosci
SnOct, jako inicjatora oraz BD jako koinicjatora reakc;ji.
Stosunek molowy CL(lub rac-LA)/BD/SnOct, wynosit 50:2:1
(PCL-1, PLA-1) oraz 100:2:1 (PCL-2, PLA-2). Struktura
otrzymanych produktow polireakcji zostata potwierdzona
za pomoca spektroskopii 'H i '*C NMR (cze$¢ eksperymen-
talna). Liczbowo $rednia masa czgsteczkowa (M,) polioli
wyznaczona za pomoca techniki GPC wynosita odpowiednio
2400 g/mol dla PCL-1, 2300 g/mol dla PLA-1, 4600 g/mol dla
PCL-2i4300 g/mol dla PLA-2. Z kolei, warto$¢ M, obliczona
na podstawie oznaczonej liczby hydroksylowej wynosita
2600 g/mol dla PCL-1, 2400 g/mol dla PLA-1, 4200 g/mol
dla PCL-2 i 3900 g/mol dla PLA-2.

W kolejnym etapie, zsyntetyzowano serie PU stosujgc
diole PCL, PLA oraz komercyjny PEAD jako sktadniki seg-
mentow gietkich oraz HDI i BD jako sktadniki segmentow
sztywnych. Jako katalizator poliaddycji zastosowano DAB-
CO (TABELA 1). PU otrzymywano metodg dwuetapowag w to-
luenie jako medium reakcyjnym. Stosunek HDI:BD:PCL (lub)
PLA:PEAD byt staty i wynosit 2,5:1,3:0,6:0,6, co odpowiada
tzw. indeksowi izocyjanianowemu na poziomie 1,05.

Otrzymano PU-1, PU-2, PU-3, PU-4 o wartosci M,
odpowiednio okoto 74 000, 79 000, 64 000 i 71 000 g/mol
(TABELA 1). Przeprowadzono badania wytrzymato$ci na
rozcigganie (FS), naprezenia przy wydtuzeniu o 100% (S;4,),
wydtuzenia przy zerwaniu (E,) oraz twardosci Shore’a A
(ShH) zsyntetyzowanych PU. Otrzymane PU charaktery-
zowaly sie FS w zakresie 11,2-14,1 MPa i ShH w zakresie
32-37°ShA. PU-1iPU-2 cechowaly sie wydtuzeniem prze-
kraczajgcym 360 %, podczas gdy PU-3 i PU-4 wykazywaty
wydtuzenie ponizej 310%. Podobnie, FS PU zbudowanych
z jednostek PCL-1 lub PCL-2 byta wieksza niz w przypadku
PU otrzymanych z dioli PLA-1 i PLA-2.

Porowate biodegradowalne poliuretany (Bio-PU) (Bio-
PU-1, Bio-PU-2, Bio-PU-3, Bio-PU-4) zostaty otrzymane
w procesie mieszania odpowiednich PU i NaCl (0,2 g soli
na 1 g PU). Gesto$¢ Bio-PU wynosita odpowiednio 0,211
(Bio-PU-1), 0,221 (Bio-PU-2), 0,193 (Bio-PU-3) i 0,201
(Bio-PU-4) g/cm3. Z kolei, porowatos¢ Bio-PU byta zblizo-
na i wynosita 61, 64, 58, 59% odpowiednio dla Bio-PU-1,
Bio-PU-2, Bio-PU-3 i Bio-PU-4. Poliuretanowe nosniki CT
zostaty otrzymane przez zanurzanie materiatu w roztworze
CH,CI, zawierajgcym peptyd o znanym stezeniu (zawarto$¢
peptydu w kazdym Bio-PU wynosita ok. 1% wag.).

TABELA 1. Charakterystyka zsyntetyzowanych
poliuretanow.

TABLE 1. Characterization of synthesized poly-
urethanes.

Nr Poliuretan Reagenty M

In the second step, PU was synthesized using PCL,
PLA and PEAD diols as a soft segment, and HDI and BD
as components of the hard segment. DABCO was used as
the polyaddition catalysts (TABLE 1). A two-step polymeriza-
tion procedure was employed to this process (in toluene as
medium). The HDI:BD:PCL (or) PLA:PEAD molar ratio was
always 2.5:1.3:0.6:0.6, which corresponds to the so called
isocyanate index equal 1.05.

As shown in TABLE 1, the PU were obtained with the M,
of about 74 000, 79 000, 64 000 and 71 000 g/mol for PU-1,
PU-2, PU-3 and PU-4, respectively. Tensile strength (FS),
stress at 100% elongation (S,,,), Shore hardness (ShH)
and stress at 100% elongation at break (E,) of obtained
PU were determined. The obtained PU showed FS in the
range of 11.2-14.1 MPa and ShH in the range of 32-37
Shore’a degrees. It was found that PU-1 and PU-2 have
better elongations with more than 360% while PU-3 and
PU-4 showed an elongation of below 310%. Similarly, FS
for PU-based PCL-1 or PCL-2 units are higher values than
for PU-based PLA-1 or PLA-2 units.

Porous biodegradable polyurethanes (Bio-PU) (Bio-PU-1,
Bio-PU-2, Bio-PU-3, Bio-PU-4) were created by mixing the
mixture of PU and NaCl (0.2 g of NaCl crystals per 1 g of PU).
The density values of Bio-PU were 0.211 (Bio-PU-1), 0.221
(Bio-PU-2), 0.193 (Bio-PU-3) and 0.201 (Bio-PU-4) g/cm?.
In parallel, porosity of Bio-PU was 61, 64, 58 and 59% for
Bio-PU-1, Bio-PU-2, Bio-PU-3 and Bio-PU-4, respectively.
CT was incorporated into the PU by immersing the material
into CH,CI, solution of peptide of known concentration (the
contain peptide in Bio-PU was about 1% wt/wt).

The cytotoxic tests of obtained Bio-PU were carried out.
Luminescent bacteria V. fischeri and two ciliated protozoa
S. ambiguum and T. termophila [14] were used as biosen-
sors. It was found that obtained Bio-PU are non toxic to all
test bionts, both bacteria and protozoa. It was found that
all prepared biomaterials are non-toxic (TABLE 2).

CT was immobilized via incorporation into porus PU
matrices. CT content in the PU carriers was about 3 wt%.
In vitro CT release from the Bio-PU was carried out in PBS
buffer at 37°C for 8 weeks. The kinetic rates of CT released
from biomaterials were shown in FIG. 1. It has been found
that namely the kind of polyol and M, of polyol used in PU
synthesis influence the release of CT from the obtained
materials. The percentage of CT released after 8 weeks of
incubation was about 29% for the Bio-PU-1 and 38% for the
Bio-PU-2. For comparison, the percentage of CT released
after 8 weeks of incubation was about 58% for the Bio-PU-3
and 79% for the Bio-PU-4. Near zero-order release of CT
from the obtained matrices was observed. This is very inter-
esting result, because zero order or constant rate release of
active substance is desirable in order to minimize swings in
released peptide concentration. Peptide release is probably
result of a combination of erosion and diffusion mechanisms.

FS E ShH
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S100
[MPa]

No. Polyurethane Reagents [g/mvol] [MPa] [°Al:] [Shore A]
1. PU-1 HDI/PEAD/PCL-1/BD 73 900 13.8+0.7 5.3+0.3 368+16 3513
2. PU-2 HDI/PEAD/PCL-2/BD 79 600 14.1+0.9 5.7+0.3 392+18 3743
3 PU-3 HDI/PEAD/PLA-1/BD 64 100 11.2+0.6 4.1+0.2 291413 32+2
4 PU-4 HDI/PEAD/PLA-2/BD 71 400 11.9+0.8 4.6+0.3 308+11 34+2

PCL-1 (M, = 2600 g/mol), PCL-2 (M, = 4200 g/mol), PLA-1 (M, = 2400 g/mol), PLA-2 (M, = 3900 g/mol);
M, - obliczona na podstawie liczby hydroksylowej; M, - obliczona na podstawie réwnania Marka-Houwinka dla
nastepujgcych statych: K=6.80 x 10° dL/g i a = 0.86; FS - wytrzymatos$¢; S,y - wytrzymatos¢ przy wydtuzeniu o 100%;
E, - wydtuzenie przy zerwaniu; ShH - twardos$¢ Shore’a.

M, - calculated from hydroxyl number; M, - calculated from the Mark-Houwink equation using the following constants:
K =6.80 x 10° dL/g and a = 0.86; FS - tensile strenght; S, - stress at 100% elongation; E, - elongation at break;

ShH - Shore A hardness;
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TABELA 2. Cytotoksycznos¢ otrzymanych poli-
uretanow.

TABLE 2. Cytotoxicity of the obtained polyure-
thanes.

Spirotox Microtox  Protoxkit F
(24 h) (15 min) (24 h)

Stezenie 0.5 1 0.5 1 0.5 1
Concentration
(mg ml")
Bio-PU-1 NT | NT 5 11 NT | NT
Bio-PU-2 NT | NT 3 7 NT | NT
Bio-PU-3 NT | NT | NT | NT | NT | NT
Bio-PU-4 NT | NT | 11 17 | NT | NT

Prébka jest nietoksyczna, jezeli procent efektu
toksycznego jest wyzszy niz 20, NT — nie toksyczna;
The sample is toxic when the percent of a toxicity effect
is higher than 20; NT - not toxic;

Dokonano oceny cytotoksycznosci otrzymanych Bio-PU.
Jako biosensory zastosowano bakterie luminescencyjne
V. fischeri oraz dwa pierwotniaki z grupy orzeskow S. ambi-
guumi T. termophila [14]. Okazato sie, ze wszystkie badane
biomateriaty sg nietoksyczne (TABELA 2).

Jak juz wspomniano, CT zostata zainkorporowana w
porach otrzymanych matryc PU. Zawarto$¢ CT w nosnikach
PU wynosita okoto 3% wagowych. W dalszej czesci pracy,
przeprowadzono testy uwalniania CT z otrzymanych Bio-PU
w warunkach in vitro, w buforze PBS, w temp. 37°C, w czasie
8 tygodni. Na RYS. 1 przedstawiono profile uwalniania CT
z badanych biomateriatéw. Stwierdzono, ze rodzaj i warto$¢
M, zastosowanego w syntezie PU poliolu ma wptyw na uwal-
nianie CT z otrzymanych nos$nikéw. llo$¢ uwolnionej CT, po 8
tygodniach inkubacji, wynosita okoto 29% dla Bio-PU-1 oraz
38% dla Bio-PU-2. Dla poréwnania, po 8 tygodniach inku-
baciji, ilo$¢ uwolnionej CT wynosita okoto 58% dla Bio-PU-3
oraz 79% dla Bio-PU-4. Zaobserwowano, ze CT uwalnia sie
z otrzymanych matryc wedtug kinetyki zblizonej do kinetyki
zerowego-rzedu. Jest to bardzo interesujgcy wynik, biorgc
pod uwage fakt, ze state uwalnianie substancji aktywnej jest
korzystne z farmakologicznego punktu widzenia i zmniejsza
zjawisko wahan stezenia uwolnionego peptydu. Uwalnianie
peptydu odbywa sie prawdopodobnie wedtug mechanizmu
mieszanego (erozji i dyfuzji). Szczegdtowa dyskusja na
temat modelu kinetycznego uwalniania peptydu bedzie
mozliwa po zakonczeniu wszystkich prowadzonych przez
nas badan. Jak powszechnie wiadomo, proces degradac;ji
zalezy réwniez od porowatosci matryc i procentowego
udziatu poréw otwartych. Ich struktura i rozktad moga takze
miec istotny wptyw na dyfuzje uwalnianego peptydu.

Stopien degradacji nosnikow CT (w warunkach in vitro)
byt oceniany poprzez zmiany M, PU i ubytek masy (WL)
Bio-PU (RYS. 2 i 3). Testy degradacji PU i Bio-PU oraz
badania kinetyki uwalniania CT z poszczegdlnych nosnikéw
prowadzono w tych samych warunkach. Stwierdzono, ze
spadek wartosci M, dla otrzymanych PU wynosit od 4 do
13% po 8 tygodniach degradacji. Odnotowano, ze PU-3
i PU-4 degradujg szybciej w porownaniu do PU-1 i PU-2.
Spadek wartosci M, wynosit 4% dla PU-1, 7% dla PU-2,
10% dla PU-3 oraz 13% dla PU-4. Ponadto, wartosé¢ WL
dla Bio-PU-3 i Bio-PU-4 wynosita odpowiednio 11 i 15%
po 8 tygodniach procesu degradaciji. Z kolei, dla Bio-PU-1
i Bio-PU-2 warto$¢ WL wynosita odpowiednio 4 i 7% (po 8
tygodniach procesu degradacji).

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze wyniki kinetyki
uwalniania CT dobrze korelujg ze spadkiem wartosci M,
poszczegolnych PU oraz ubytkiem masy (WL) odpowied-
nich Bio-PU.

8

% | |—4—Bio-PU-1 —a—Bi0o-PU-2 ——Bio-PU-3 —¢Bio-PU-4

uwalnianie peptydu
peptide release [%]

2 4 6
czas /time [tygodnie / weeks]

RYS. 1. Profile uwalniania CT z otrzymanych Bio-PU.
FIG. 1. Release of CT from obtained Bio-PU.
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RYS. 2. Zmiana wartosci M, PU podczas procesu
biodegradaciji.

FIG. 2. Change of M, of PU during biodegradation
process.
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RYS. 3. Ubytek masy Bio-PU podczas procesu
biodegradacji.

FIG. 3. Mass loss of Bio-PU during biodegradation
process.

However, detailed discussion of CT release model will be
able after finished all our studies. As commonly known,
the degradation process also depend on the porosity of
matrices and on the contribution of the open pores. Pore
structure and connectivity may also have a profound effect
on release by diffusion.

In vitro degradation of the obtained Bio-PU was controlled
by the change of M, of PU and mass loss (WL) of Bio-PU
(FIGs. 2 and 3). The degradation tests of the obtained PU
or Bio-PU and the kinetic rates of CT released from carriers
were conducted under the same conditions. The decrease
of M, for the obtained PU was about 4-13% after 8 weeks.
It was found that PU-3 and PU-4 were degraded faster in
comparison to PU-1 and PU-2. The decrease of M, was 4%
for PU-1, 7% for PU-2, 10% for PU-3 and 13% for PU-4.
Moreover, the WL values of Bio-PU-3 and Bio-PU-4 were
11 and 15% after 8 weeks of degradation, respectively.
However, for Bio-PU-1 and Bio-PU-2 the WL was 4 and
7% (after 8 weeks).

The results directly comparing CT release with change
of the M, of PU or mass loss (WL) of Bio-PU studies follow
the same trend.
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Whnioski

Otrzymano nowe biodegradowalne porowate poliu-
retanowe nos$niki (Bio-PU) citropiny (CT) stosujac diole
poli(e-kaprolakton)u, polilaktydu, poli(adypinianu etylenu)
oraz 1,6-diizocyjanian heksametylenu i butano-1,4-diol.
Stwierdzono, ze szybkos$¢ uwalniania CT z Bio-PU zalezy
gtéwnie od rodzaju poliolu zastosowanego w syntezie po-
liuretanu (PU). Kluczowa role odgrywa tu prawdopodobnie
szybko$¢ degradacji segmentow gietkich PU. Otrzymane
Bio-PU stanowig interesujgce materiaty dla systemow
kontrolowanego uwalniania CT.

Podziekowania

Praca powstata w ramach projektu badawczo rozwo-
jowego pt: “Zastosowanie efektywnych biocydow, w tym
peptydow przeciwdrobnoustrojowych, jako biobdjczych
komponentéw tworzyw i materiatow powtokowych w celu
polepszenia wiasciwosci sSrodkéw ochrony przed skazenia-
mi” (Nr OR 0000 25 12), finansowanego przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Sktadamy serdeczne podziekowania Panu Prof. Woj-
ciechowi Kamyszowi (Gdanski Uniwersytet Medyczny) za
synteze citropiny, prof. Grzegorzowi Natecz-Jaweckiemu
(Warszawski Uniwersytet Medyczny) za testy cytotoksycz-
nosci oraz Pani Violettcie Kowalskiej (Warszawski Uniwer-
sytet Medyczny) za pomiary spektroskopowe.

Pismiennictwo

[1] Sobczak M., Debek C., Oledzka E., Koztowski R.: Polymeric
Systems of Antimicrobial Peptides-Strategies and Potential Appli-
cations. Molecules 18 (2013) 14122-14137.

[2] Chen C.Z., Cooper S.L.: Recent advances in antimicrobial
dendrimers. Advanced Materials 12 (2000) 843-846.

[3] Kenawy E.R., Worley S.D., Broughton R.: The chemistry and
applications of antimicrobial polymers: A state-of-the-art review.
Biomacromolecules 8 (2007) 1359-1384.

[4] Palermo E.F., Kuroda K.: Structural determinants of antimicrobial
activity in polymers which mimic host defense peptides. Applied
Microbiology and Biotechnology 87 (2010) 1605-1615.

[5] Munoz-Bonilla A., Fernadez-Garcia M.: Polymeric materials
with antimicrobial activity. Progress in Polymer Science 37 (2012)
281-339.

[6] Liu Q., Jiang L., Shi R., Zhang L.: Synthesis, preparation, in vitro
degradation, and application of novel degradable bioelastomers -
A review. Progress in Polymer Science 37 (2012) 715-765.

[7] Son J.S., Lee S.H., Lee B., Kim H.J., Ko J.H., Park Y.H.,
Chun H.J., Kim C.H., Kim J.H., Kim M.S.: Polyurethanes for bio-
medical application. Tissue Engineering & Regenerative Medicine
6 (2009) 427-431.

[8] Santerre J.P., Woodhouse K., Laroche G., Labow R.S.:
Understanding the biodegradation of polyurethanes: from clas-
sical implants to tissue engineering materials. Biomaterials 26
(2005) 7457-7470.

[9] Labet M., Thielemans W.: Synthesis of polycaprolactone:
A review. Chemical Society Reviews 38 (2009) 3484-3504.

Conclusions

New biodegradable porous polyurethane carriers (Bio-
PU) of citropin (CT) were successfully prepared with poly(e-
caprolactone), polylactide or poly(ethylene adipate) diols,
1,6-hexamethylene diisocyanate and butanediol. The re-
lease rates of the CT from Bio-PU were shown to be directly
dependent on the nature of polyol used in the synthesis of
polyurethane (PU). Degradation rate of soft segment PU
may play a main role. The obtained Bio-PU are interesting
materials for the controlled release of CT.
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